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OZET

Bu ¢alisma ile, yeni sentez edilmis 4-(Siibstitiie)-3,4-dihidropirimidinon tiirevlerinin (PMe, PPh ve
PNO>) olast sitotoksik, genotoksik ve antikanserojenik etkinliklerinin belirlenmesi amaglanmistir.
Bu amagla bilesiklerin olasi etkileri A549 insan akciger kanser hiicre hatti ve MRC-5 insan saglikli
akciger hiicre hattinda ve Drosophila melanogaster’de arastirilmistir. Calismada bilesiklerin
sitotoksik etkilerini degerlendirmek amaciyla WST-8 test yontemi, genotoksik etkilerini
degerlendirmek amaciyla ise Drosophila kanat somatik mutasyon rekombinasyon testi (SMART)
kullanilmigtir. Bilesiklerin, 1s1 soku protein genlerinin, antioksidan genlerinin ve apoptotik yolakta
etkili olan genlerin ekspresyon seviyeleri RT-PCR yodntemiyle tespit edilmistir. Arastirmanin
sonuglarina gore, bilesiklerin A549 akciger kanseri hiicre hattinda 50 ve 100uM
konsantrasyonlarinda sitotoksik etkiye sahip oldugu, saglikli akciger hiicre hattinda (MRC-5) ise
sitotoksik etki gostermedigi tespit edilmistir. SMART sonucunda ise her ii¢c DHPM tiirevinin de
sadece ¢ok yiiksek dozlarda genotoksik etki gosterdigi fakat larvalar iizerinde 6nemli bir toksik etki
gostermedigi belirlenmistir. Bilesiklerin A549 hiicre hattinda apoptotik etkileri incelendiginde, her
ti¢ bilesigin de BAX ve CASP3 geninin, antioksidan mekanizmayla ilgili genlerden SOD1, CAT ve
GSS genlerinin ekspresyon seviyelerini artirdigi, 1s1 soku protein genlerinden HSP27 gen ifadesini
azalttigi gozlemlenmistir. Bilesiklerin D. melanogaster’de in vivo sartlarda apoptotik gen ifade
diizeylerine etkisi incelendiginde; PMe bilesiginin DEBCL geninin ekspresyon diizeyini kontrol
grubuna gore artirdigi, PPh ve PNO; bilesiginin DEBCL geninin ekspresyon seviyesini azalttigi, tim
ti¢ bilesigin ise BUFFY geninin ekspresyon diizeyini artirdigi gortilmiistiir. DEBCL/BUFFY oranina
bakildiginda her ii¢ bilesigin de saglikli D. melanogaster bireylerinde antiapoptotik etki gosterdigi
belirlenmistir. Bununla birlikte tiim bilesiklerin D. melanogaster kaspazlari olan DRICE geninin
ekspresyon diizeyini kontrol grubuna gore artirdigi, DRONC geninin ekspresyon diizeyini sadece
PMe bilesiginin artirip PPh ve PNO- bilesiginin ise gen ekspresyon seviyesini azalttigi tespit
edilmistir. Ozellikle PMe bilesiginin D. melanogaster 1s1 soku proteinleri HSP27, HSP60, HSP70 ve
HSP90 genlerinin ve SOD, CAT, GR ve GST genlerinin ekspresyon diizeylerini artirdigi
belirlenmistir.

Sayfa Adedi 156
Anahtar Kelimeler  : Dihidropirimidinon, A549, D. melanogaster, HSP, Antioksidan
Danigsman : Prof. Dr. Arif AYAR
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ABSTRACT

This study aimed to determine the possible cytotoxic, genotoxic and anticarcinogenic activities of
newly synthesized 4-(Substituted)-3,4-dihydropyrimidinone derivatives (PMe, PPh and PNO2). For
this purpose, the possible effects of the compounds were investigated in the A549 human lung cancer
cell line, MRC-5 human healthy lung cell line and Drosophila melanogaster. In the study, the WST-
8 test method was used to evaluate the cytotoxic effects of the compounds, and the Drosophila wing
somatic mutation recombination test (SMART) was used to evaluate the genotoxic effects.
Expression levels of compounds, heat shock protein genes, antioxidant genes and genes effective in
the apoptotic pathway were determined by RT-PCR method. According to the results of the research,
it was determined that the compounds had a cytotoxic effect at 50 and 100uM concentrations on the
A549 lung cancer cell line, but did not show a cytotoxic effect on the healthy lung cell line (MRC-
5). As a result of SMART, it was determined that all three DHPM derivatives showed genotoxic
effects only at very high doses, but did not show a significant toxic effect on the larvae. When the
apoptotic effects of the compounds were examined on the A549 cell line, it was observed that all
three compounds increased the expression levels of BAX and CASP3 genes, SOD1, CAT and GSS
genes, which are genes related to the antioxidant mechanism, and decreased HSP27 gene expression,
which is a heat shock protein gene. When the effects of compounds on apoptotic gene expression
levels in D. melanogaster in vivo conditions were examined; It was observed that PMe compound
increased the expression level of the DEBCL gene compared to the control group, PPh and PNO2
compound decreased the expression level of the DEBCL gene, and all three compounds increased
the expression level of the BUFFY gene. Considering the DEBCL/BUFFY ratio, it was determined
that all three compounds showed antiapoptotic effects in healthy D. melanogaster individuals.
However, it was determined that all compounds increased the expression level of the DRICE gene,
which is a D. melanogaster caspase, compared to the control group, only the PMe compound
increased the expression level of the DRONC gene, and the PPh and PNO, compounds decreased
the gene expression level. In particular, it was determined that PMe compound increased the
expression levels of D. melanogaster heat shock proteins HSP27, HSP60, HSP70 and HSP90 genes
and SOD, CAT, GR and GST genes.

Number of pages : 156
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1. GIRIS

Kanser, uzun yillardir Tiirkiye’de ve diinya genelinde en 6nemli 6liim nedenleri olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Diinya ¢apinda kanser insidansinin son otuz yilda iki katindan daha
cok arttig1 bilinmektedir. Diinya ¢apinda 2020 yilinda 19 milyon 292 bin 789 kisiye kanser
tanis1 konulurken, 9 milyon 958 bin 133 kisi kanser sebebiyle yasamini kaybetmistir. Elde
edilen bu rakamlar diinya ¢apinda meydana gelen tiim insan 6liimlerinin yaklasik olarak
altida birine karsilik gelmektedir (WHO, 2020). Kanser hastaliginin bu sekilde ¢ogalmasi,
bu hastaligin tespiti ve tedavisi igin yapilan ¢alismalarin artmasina neden olmustur (Wan,

Lang, Wang ve Ma, 2016).

Canli hiicreler igerisindeki DNA materyali yasam boyunca ¢esitli mutajenik etkilere maruz
kalmaktadir. Genellikle canli viicudu bu tiir mutajenlerin etkisinden korumak igin galigsa da
replikasyon sirasinda ortaya ¢ikan bazi hatalar DNA dizisinde kiigiik farkliliklara sebep
olarak gen isleyisini bozabilmektedir. Bazi durumlarda ortaya ¢ikan bu mutasyonlar
baskilanamaz ve mutasyona ugrayan bu hiicreler klonlar olusturacak sekilde ¢ogalabilirler.
Bu durum kanser dedigimiz vakalarin ortaya ¢ikmasina neden olur (Futreal ve digerleri,
2001).

Kanser hiicrelerinin en yaygin 6zelligi, normal hiicrelerinkinden farkli olarak degismis hiicre
boliinmesi yolaklaridir. Bu, kanser hiicrelerinin saglikli hiicrelere kiyasla farkli 6zellikler
kazanmas1 gerceginden kaynaklanmaktadir. Saglikli hiicrelerin kanser hiicrelerine gegis
nedenleri; kalitsal mutasyonlar, Ultraviyole 1sik, X 1sinlari, kimyasal maddeler, tiitiin
irlinleri, viriisler ve gevresel faktorler seklinde siralanabilir. Bununla birlikte genellikle
kanser olusumu i¢in birden fazla faktoriin birlikte etkili oldugu da bilinmektedir (Lapa ve

digerleri, 2017).

Kanser hiicrelerinin diger hiicrelerden farkli olarak ¢ogalma hizinin fazla olmasi, yogunluga
bagli olarak inhibisyon goriilmemesi, telomeraz aktivitesinin fazla olmasi, metastaz ve
invazyon ozelliklerinden dolay1 viicudun diger kisimlarina yayilabilmesi gibi 6zelliklere
sahip olmas1 kanserle miicadeleyi zorlastiran diger ozelliklerdir (Vogelstein ve digerleri,

2013). Kanser tedavisinde en fazla kullanilan tedavi yontemleri kemoterapi ve



radyoterapidir. Giiniimiizde siklikla kullanilan kemoterapi ve radyoterapi hastalikla
miicadele etmede tam olarak ¢6ziim olmamasinin yani sira saglikli hiicrelere zarar vermesi

yoniinden de dezavantajlidirlar (Sulli, Lam ve Panda, 2019).

Diinya saglik orgiitiiniin (DSO) verilerine gore, Diinya’da 2020 yilinda en fazla goriilen
kanser ¢esitleri meme, akciger, rektum, kolon, prostat, mide, cilt kanserleri olarak
bildirilmistir (WHO, 2020).

Akciger kanseri diinya saglik orgiitiinden elde edilen veriler dikkate alindiginda diinya
capinda insidansi ve mortalitesi en fazla olan kanser gesitlerinden biridir (Cruz, Tanoue ve
Matthay, 2011). Akciger kanseri timorleri iki genis histolojik gruba ayrilir. Bunlar KHAD
(Kiictiik Hiicreli Akciger Kanseri) ve KHDAK (Kiigiik Hiicreli Dis1 Akciger Kanseri)
seklindedir. Bunlarda KHDAK daha biiyiik bir grubu (%80-%85) temsil eder. KHDAK 'nin
ise %40 adenokarsinom, %25-30 arasi ise squamoz hiicreli karsinom, %10-15 ise biiyiik

hiicreli karsinomlardir (Rami-Porta ve digerleri, 2014; Chansky ve digerleri, 2017).

Kanser tedavi planlamasinda kullanilan kimyasal maddelerin aragtirilmasi, alternatif yeni
etken maddelerin belirlenmesi ya da dizayni olduk¢a 6nemlidir. Dihidropirimidinonlar ve
tirevleri, yag asidi tasiyicilariin inhibitorleri, oia-antagonistleri ve noropeptid Y
antagonistleri, antihipertansif, antiviral, antitimdr, antibakteriyel, antifungal,
antienflamatuar ve mitotik kinesin inhibisyonu gibi aktivitelerinden dolay1 farmakolojik
olarak oldukga fazla 6neme sahip bilesiklerdir (Van Zandt ve digerleri, 2005). Bununla
birlikte bu maddelerden ¢esitli yollarla elde edilebilecek yeni sentez maddelerin sitotoksik,

genotoksik ve antikanserojenik etkinliginin de belirlenmesi olduk¢a 6nemlidir.

Bu c¢alismada yeni sentez edilmig 4-(Siibstitiie)-3,4-dihidropirimidinonlarin kanser
tedavilerinde kullanilma potansiyeli ilk defa arastirilacak olup, sitotoksik etkilerinin akciger
karsinomu hiicrelerinde (A549), genotoksik veya antigenotoksik etkilerinin ise Drosophila

melanogaster (meyve sinegi)’de arastirilmasi planlanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kanser

Kanser, fizyolojik biiylimeyi ve ¢ogalmayi kontrol etmek i¢in giivenlik gorevi géren timor
baskilayici genler gibi bir¢ok genin fonksiyon kaybiyla birlikte spesifik onkojenik yolaklarin
aktivasyonu ile yoOnlendirilen ¢ok basamakli bir hastaliktir. Kanser hiicreleri, hiicresel
biliylimeyi, apoptozu ve metabolik yollardaki degisiklikleri yonlendiren sinyallerdeki
kusurlardan kaynaklanan sinirsiz ¢ogalma ile karakterize edilir. Hiicresel diizeyde, kanser
hiicrelerinin hiperproliferatif durumu, esas olarak, reseptor sinyal kaskadlarinin asagi
akisinda islev goren ve %25 oraninda serbest birakilan protoonkogenler tarafindan

indiiklenen biiyiime sinyallerinin aktivasyonuna baglidir (Mirzoyan ve digerleri, 2019).

Cok hiicreli bir organizmanin biiylimesi ve ¢cogalmasi belirli yollarla gerceklesir. Bu rutin
stireclerin belirli, diizenli ve degismez kurallar1 vardir. Ama baz1 hiicreler bu kurallar1 yikar
ve hiicreyi kendi kurallartyla yonetir. Normal kosullarda hiicre herhangi bir hiicresel
bozuklugu fark ettiginde apoptoz mekanizmasini tetikler ve kendini 6ldiiriir. Ancak hiicre
kansere doniistliglinde apoptoz mekanizmasini bloke eder ve “Gliim sinyallerine” yanit
vermez. Biiyiiyen hiicreler tiimor haline gelir ve bu tiimér tiim viicudun homeostazisini

etkiler. Iste bu duruma veya hastaliga kanser denir (Witsch, Sela ve Yarden, 2010).

Kanserli hiicreleri diger saglikli hiicrelerden ayiran ¢ok fazla 6zellik bulunmaktadir. Kanser
hiicrelerinin diger hiicrelerden farkli 6zellikleri dikkate alimdiginda Hanahan ve Weinberg’e
gore, insan tlimorlerinin gelisimi siirecinde kazandigi alt1 6zellik bulundugu ifade edilmistir.
Fakat yapilan ¢alismalar sonucunda bu 6zelliklerin sayis1 10’¢ikarilmistir (Hanahan, 2022).
Bunlar; proliferatif sinyallemeyi siirdiirmek, biiylime baskilayicilarindan kaginmak, hiicre
Olimiine kars1 direnmek, replikatif Olimstizligli saglamak, anjiyogenezi indiiklemek,
metastaz ve invazyonu aktive etmek, bagisiklik yikimindan kaginmak, genom istikrarsizligi
ve mutasyon, timorii tesvik eden inflamasyon ve hiicre metabolizmasini yeniden

diizenlemek seklinde gosterilmistir (Sekil 2.1) (Hanahan, 2022).
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Sekil 2.1. Kanserin ayirt edici 6zellikleri (Hanahan, 2022)

Saglikli hiicrelerden kanser hiicrelerine gecise neden olan fiziki etkenler arasinda,
radyasyon, tiitiin iiriinleri, 1s1, giines 1sinlar1 ve mekanik etkiler bulunmaktadir. Iyonize
radyasyon gibi 1ginimlar viicutta bulunan énemli biyolojik makromolekiillere direkt olarak
etki edebilecek yeterli enerjiye sahiptirler. Bu sayede biyolojik makromolekiillerden
elektron ayrilabilir ya da bunlari pozitif yiikle yiikleyebilirler. Bu durum DNA’da tek ve ¢ift
zincir kirilmalarina ve baz ya da seker omurgada modifikasyonlara sebep olur (Yokus ve
Cakar, 2012). Genellikle normal hiicrelerin ¢ogalmasinda rol oynayan proteinleri kodlayan
genlerde meydana gelen mutasyonlara anormallikler eslik eder. Zamanla, hiicredeki
mutasyonlarin sayist artar. DNA mutasyonlarindaki hatalar, onlar1 onaran genlerde
mutasyonlar olusmaya basladig1 i¢in telafi edilemez. Bunun sonucu olarak mutasyonlar ve
anormallikler birlikte biiyiimeye baslar (Cairns, 1975). Hiicrede meydana gelen
anormallikler, hiicre boliindiikten sonra yeni hiicrelere aktarilir. Bazi hiicreler
mutasyonlardan 61diigli i¢in, yeni hiicreler daha hizli degistirilir. Bu hizla biiyiiyen hiicreler
istilac1 hale gelir ve viicudun baska yerlerinde hiicre metastazi yaparak orada bir timor

olusturur (Petitjean ve digerleri, 2007).

Hiicrelerin biiytimelerini ve c¢ogalmalarini engellemek igin gorevli olan farkli timor
baskilayici genler bulunmaktadir. Bu genlerden ikisi RB (retinoblastoma) ve TP53
proteinlerini kodlamaktadir. Bu iki tiimor baskilayici protein, hiicrelerin sayisinin artmasit,
yaslanma, apoptoz programlamalarini yoneten anahtar tamamlayicilar ve hiicre diizenleyici

merkezi kontrol diigmeleri olarak ¢alismaktadirlar. RB, genel olarak hiicre dis1 kaynakli



bliylimeyi inhibe eden sinyalleri iletirken; TP53, hiicre i¢i isletim sistemleri ile stres
sensorlerinden bilgi almaktadir. Genomda biiyiik bir hasar ortaya ¢ikarsa veya optimum
kosullar saglanmazsa TP53 proteini, sartlar normale donene kadar hiicre dongiisiiniin
ilerlemesini durdurabilmektedir. Eger ortaya ¢ikan hasarlar onarilamaz durumda ise, yine
TP53 proteini apoptozu tetikleyebilmektedir (Hanahan ve Weinberg, 2011). Timor
baskilayici genlerde meydana gelen mutasyon, timor olusumuna sebep olmaktadir (Yokus
ve Cakir, 2012).

Diinya saglk orgiitiiniin (DSO) verilerine gore, Diinya’da 2020 yilinda en fazla gériilen
kanser gesitleri prostat, mide, kolon, akciger, rektum, prostat, mide ve cilt kanserleri olarak
bildirilmistir (Sekil 2.2) (WHO, 2020).

Prostat Kanseri
1,41 milyon

Meme Kanseri
2.26 milyon

Mide Kanseri
1.09 milyon

Cilt Kanseri

1,20 milyon Akciger Kanseri

2,21 milyon

Kolon ve Rektum Kanseri

1.93 milyon

Sekil 2.2. 2020 yilinda diinyada en fazla goriilen kanser vakalari (WHO, 2020)

Diinyada en ¢ok oliime yol agan Kanser gesitleri ise akciger, meme, kolon ve rektum,
karaciger ve mide kanseridir (Sekil 2.3) (WHO, 2020). Tiirkiye’de ise 2020 yilinda en fazla
goriilen kanser cesitleri akciger, meme, kolon, prostat, tiroid, mide, mesane, pankreas, kan
ve lenf olarak bildirilmistir (WHO, 2021). 2020 yilinda Tiirkiye’de; 233 bin yeni kanser
vakasinin ve kansere bagli 126 bin 6liimiin meydana geldigi bildirilmistir (Sung ve digerleri,

2021).



Mide Kanseri Meme Kanseri
769000 685000

Karaciger Kanseri
830000

Akciger Kanseri
1800000

Kolon ve Rektum Kanseri
916000

Sekil 2.3. 2020 yilinda diinyada en fazla 6liime neden olan kanser ¢esitleri (WHO, 2020)

Diinya Saglik Orgiitiinden elde edilen verilere gore, yeni kanser vakalarinda kadinlarda en
onde meme kanseri yer alirken, erkeklerde ise ilk sirada akciger kanseri yer almaktadir.
Oliimle sonuclanan kanser vakalarinda ise kadinlarda ilk sirada meme, daha sonra sirastyla
akciger ve kolon kanseri yer alirken; erkeklerde ilk sirada akciger kanseri, daha sonra
sirastyla karaciger ve kolon kanseri gelmektedir (Sung ve digerleri, 2021). IARC tarafindan
(Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajansi), kanser vakalarindaki rakamlarin artarak devam
etmesi halinde, Diinya’da yeni kanser sayilarmin 2040 yilina kadar 30,2 milyona
ulagabilecegi bildirilmistir (WHO, 2021).

2.1.1. Hiicre dongiisii ve kanser

Tek hiicreli ve ¢ok hiicreli dkaryotlarda, hiicre boliinmesi, bir hiicrenin hiicre dongiisiine
girmesine izin verilmeden ve boliinmek iizere ilerlemeden once higbir hata yapilmamasini
saglamak i¢in karmasik bir diizenleyici mekanizmalar, kontroller ve dengeler ag1 tarafindan

kontrol edilir (Matthews, Bertoli ve Bruin, 2022).

Hiicre dongiisiiniin, biiylime faz1 1 (G1), DNA replikasyonu veya sentez fazi (S), bilyiime
faz1 2 (G2) ve mitotik faz (M) olacak sekilde birbirini takip eden dort ardisik asamasi vardir
(Sekil 4). Bu farkli fazlar boyunca ilerleme, aktiviteleri ortak siklinler tarafindan pozitif

olarak diizenlenen sikline bagimli kinazlar (CDK'ler) ve negatif olarak diizenlenen sikline



bagimli kinaz inhibitorleri (CKI'ler) tarafindan yonlendirilir. Uygun hiicre boliinmesi, hiicre
dongiisiiniin ana olaylarinin sirasini, biitiinliiglinii ve aslina uygunlugunu izleyen hiicre
dongiisii kontrol noktalar1 tarafindan da kontrol edilir (Lee ve Nurse, 1987). Ayrica,
mitojenik ve antimitojenik sinyalleri entegre eden ¢ok sayida diizenleyici yol, hiicre
dongiistiniin kontroliinde yer alir (Morrison, 2012). Bu dongti, interfaz sirasinda hiicresel
icerigin kopyalanmasma ve bunun mitozda genetik olarak 6zdes iki yavru hiicreye

ayrilmasina izin verir.

Hiicre dongiistinii olusturan karmasik diizenleyici 6geler agmin genomik DNA'nin
zamaninda ve dogru sekilde kopyalanmasi ve ayrigtirilmasi gibi tek bir amaci vardir
(Matthews, Bertoli ve de Bruin, 2022). Hiicre dongiisiinii denetleyen mekanizmalar,
evrimsel siire¢ i¢inde canli organizmalarin tamaminda oldukga iyi korunmuslardir. Siklinler
ve onlarin katalitik ortaklar1 olan siklin bagimli kinazlar (CDK'ler), hiicre dongiistiniin farkli
fazlar1 arasindaki gegisi kontrol eder. CDK/siklin aktivitesi, CDK ile etkilesime giren
protein/kinaz inhibitdr protein (CIP/KIP) ailesi ve kinaz inhibit6rii (INK) ailesini igeren
CDK inhibitorleri (CDKI'ler) tarafindan diizenlenir (Sekil 2.4), (Bury, Le Calvé, Ferbeyre,
Blank ve Lessard, 2021).
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Sekil 2.4. Hiicre dongiisiiniin ilerlemesi ve diizenlenmesinde gorevli mekanizmalar (Bury ve
digerleri, 2021)



Hiicre dongiisti, siklin bagimli kinazlar (CDK'ler) ve kinaz aktivitesini ve substrat
Ozgilliglinii zamaninda kontrol eden, siklinler olarak bilinen diizenleyici alt birimler
tarafindan diizenlenir. Coklu CDK-siklin kompleksleri hiicre dongiisiiniin ilerlemesinde, ii¢
interfaz CDK's1 (CDK2, CDK4 ve CDK®6), bir mitotik CDK (CDK1) ve dort farkli sinif (A-
, B-, D- ve E-tipi) siklinden olusur (Sekil 4). CDK'lerin aktivitesi, iki farkli sikline bagimli
kinaz inhibitorleri (CDKI) ailesi tarafindan negatif olarak diizenlenir: yapisal olarak iliskili
dort protein (p16'NK4A, p15'NK4B 51 8INKAC yjo n19INKADY jeeren kinaz inhibitorii (INK) ailesi
ve ii¢ proteinden (p21°P1, p27KiPL ve p57XiP2) olusan CDK etkilesimli protein/kinaz inhibitor
protein (CIP/KIP) ailesi. CDK4 ve CDK6'y1 spesifik olarak etkisiz hale getiren INK ailesinin
iiyelerinin aksine, CIP/KIP proteinleri, hiicre dongiisiinii yonlendiren tim CDK'lar
baglayabilir (Sekil 4). DNA hasari, sitotoksik ila¢lar, viral enfeksiyon gibi bir dizi hiicresel
stres uyaranina yanit olarak, aktivasyonu MDM2 geni tarafindan diizenlenen bir timor
baskilayic1 gen olan p53, p21'in indiiklenmesi yoluyla hiicre dongiisiinde 6nemli bir rol
almaktadir (Sekil 4). Diizensiz CDK aktivitesinin ¢esitli kanserlerde ve yaslanmayla iliskili
hastaliklarda yaygin oldugu gbz oniine alindiginda, son 20 yilda birkag¢ kiiclik molekiillii
kinaz inhibitorleri gelistirilmistir. Bu inhibitorler su anda iki sinifa ayrilmistir. Birinci sinif
daha genis gen ailesini hedefleyenler; coklu CDK'lerin birinci (flavopiridol ve roscovitine)
ve ikinci nesil (dinaciclib ve AT7519) inhibitorleri, ikinci sinif ise CDK4/6 segici olanlar;

palbociclib, ribociclib ve abemaciclib gibi {iglincii nesil inhibitorlerdir (Sekil 2.4).

Hiicre dongiisiinde meydana gelen bozukluklar, kanseri karakterize eden anormal hiicre
cogalmasinin temelini olusturur ve genomik kararsizligi tesvik eder (Williams ve Stoeber
2012). Kanser, genel olarak hiicre dongiisiiniin bir hastalig1 olarak da kabul edilmektedir, bu
sebeple hiicre dongiisii bozulmasinin tiimor gelisimi sirasinda en fazla goriilen
degisikliklerden biri olmasi sasirtict degildir (Park ve Lee, 2003). Normal sartlar altinda
bliyimeyi denetleyen mekanizmalar homeostazi saglamayi amaglamaktadir. Saglikli
somatik hiicreler, yalnizca biiylime sinyallerini aldiklarinda ¢ogalirken, kanserli hiicreler ise
bu sinyallere gereksinim olmaksizin kontrolsiiz bir sekilde sayisini artirabilmektedir.
Mutasyonlar veya mutasyonlarin sebep oldugu bozukluklar sonucunda kontrolsiiz hiicre
boliinmesi tetiklenmektedir (Williams ve Stoeber, 2012). Hiicre dongiisiiniin denetiminde
ortaya ¢ikan bu bozukluklar ile tiimér olusumu arasindaki baglanti, insan tiimdorlerinin
molekiiler analizlerini i¢eren ¢ok sayida ¢alisma sonucunda ortaya konulmustur. Memeli
hiicrelerinde ¢ok sayida farkli molekiil hiicre dongiistiniin kontroliinde rol almaktadir. Bu

molekiillerin olusturdugu kompleksler, dongiiniin baglatilmasini, devam etmesini ve sona



ermesini saglamaktadir (Park ve Lee, 2003). Dolayisiyla hiicre dongiisiinii denetleyen

molekiil ve mekanizmalar timdr olusumunu direkt olarak etkileyebilmektedir.

2.1.2. Antioksidanlar ve kanser

Oksidasyon biyolojik olarak enerji iireten bir reaksiyon olmasina ragmen, oksidatif stres
hiicre i¢in zararh bir etkiye sahiptir. Ciinkii serbest radikaller, peroksitler hiicresel yapilara
zarar vererek cesitli rahatsizliklara yol agar. DNA hasar1, kanserin gelisiminden ve
ilerlemesinden birinci derece sorumludur. Ayrica, siiperoksit dismutaz, glutatyon rediiktaz,
glutatyon peroksidaz, katalaz, glutatyon S-transferaz gibi gesitli enzimler antioksidan gérevi
goriir ve oksidatif stresi etkiler. Bu enzimlerdeki polimorfizmlerin DNA hasar1 ve ardindan
kansere yatkinlik riski ile iligkili oldugu diisliniilmektedir (Asaduzzaman Khan, Tania,
Zhang ve Chen, 2010).

Oksidatif stres, DNA hasarin indiiklenmesi nedeniyle karsinojenez ve hiicre i¢i sinyal
iletimi tizerindeki etkileri lizerinde énemli bir rol oynar (Frederiks, Bosch, Hoeben, van
Marle ve Langbein, 2010). Reaktif oksijen tiirleri (ROS) tiim DNA hasar1 bi¢imlerini
(modifikasyonlar, sarmal kirilmas1 ve DNA-protein ¢apraz baglar1) indiikler (Hussain ve

digerleri, 2000).

Dogrudan veya dolayli olarak, bu kimyasal oksijen tiirleri gecici veya kalici olarak niikleik
asitlere, lipidlere ve proteinlere zarar verir. Bu hiicresel makromolekiillerdeki oksidatif
hasar, kanser (Mayne, 2003) dahil olmak {izere birgok hastaligin olusumu siirecinde rol
oynamaktadir. Viicut kendini korumak i¢in glutatyon, E vitamini ve C vitamini gibi ¢oklu
antioksidan tiirlerinin yani sira siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon
peroksidaz (GPx), glutatyon rediiktaz (GR) ve glutatyon S-transferaz (GST) gibi enzimlerin
karmasik sistemlerini korur (Bagchi ve Puri, 1998). Bu bilesenler veya enzimler, zararl
oksidatif hasar1 6nlemek i¢in ¢oklu biyokimyasal reaksiyonlarda yer alir. Kuskusuz, bu
enzimlerin genetik polimorfizmleri ve farkli ekspresyon seviyeleri, bireyin DNA hasarina
ve kanser riskine duyarlilig: ile iligkilidir (Asaduzzaman Khan, Tania, Zhang ve Chen,

2010).

Prooksidan /antioksidan oranindaki degisim organizmanin oksidatif stres durumunu ortaya
koymaktadir. Bu orandaki prooksidanlar lehine meydana gelen degisim oksidatif stresin

ortaya ¢iktigin1 gostermektedir. Oksidan karsinojenler, karsinogenezisde onemlidirler.
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Organizmanin ¢evresinde ¢ok miktarda bulunabilecegi gibi dokularda da doniisiim yoluyla
ortaya cikmaktadirlar. Oksidanlar kanserin baglamasina, ilerlemesine ve gelisimine yol
acmaktadirlar. Viicudumuzda bu radikallerin olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi
hasar1 Onlemek icin bazi savunma mekanizmalar1 gelistirilmistir. Bunlara ‘antioksidan

savunma sistemleri’ ad1 verilmektedir (Altan, Dingel ve Koca, 2006).

Antioksidan savunma sistemleri arasinda bulunan Katalaz, stiperoksit dismutaz ve glutatyon
oksidatif hasara karsi viicudu korumaktadirlar (Franco, Schoneveld, Georgakilas ve
Panayiotidis, 2008). Antioksidanlar, hiicreleri, dokular1 serbest radikal hasarindan koruyan
veya serbest radikallerin etkisini noétralize eden molekiillerdir. Antioksidanlar 4 farkli

mekanizma ile oksidanlarin etkisini notralize eder (Memisogullar1 2005).

1. Temizleme etkisi: Enzimler tarafindan yapilan bu etki hiicre ve dokulara zararl etkileri
olan oksidanlar1 zayif bir molekiile ¢evirme seklindedir.

2. Baskilama etkisi: Flavonoid ve vitaminler tarafindan yapilan bu etki oksidanlara hidrojen
aktararak etkisiz hale getirme seklindedir.

3. Onarma etkisi

4. Zincir koparma etkisi: E vitamini, hemoglobin, seruloplazmin tarafindan yapilan bu etki

oksidanlar1 baglayarak fonksiyonlarini engelleyen agir metaller seklindedir.

Serbest radikaller, canli organizmalarda DNA'ya, lipidlere, proteinlere zarar veren ¢ok
zararli radikallerdir. Endojen radikal kaynaklart mitokondriyal elektron tasinmasi, fagositoz,
aragidonik asit metabolizmasi ve enzim reaksiyonlaridir. Radyasyon, sigara dumani, ozon,
UV 15181, kimyasallar, ilaglar ve metaller radikallerin eksojen kaynaklaridir. Serbest
radikaller, antioksidan savunma ad1 verilen organizma savunmast ile zararsiz olabilir. Bazen
radikaller ile antioksidan savunma sistemi arasindaki denge bozulabilir. Bu sirada radikaller
dokulara zarar verir ve oksidatif stres dokulara zarar verir. Oksidatif stres ile kanser,
ateroskleroz, hipertansiyon, astim, diabetes mellitus, Alzheimer, Parkinson ve romatoid
artrit gibi birgok hastalik meydana gelir. Viicudumuzda dogal olarak yer alan antioksidanlar
ve disaridan gesitli yollar ile alinan antioksidanlarla bu rahatsizliklarin 6niine gecilmesi ve
tedavilerinin yapilmasina dair ¢ok sayida ¢alisma mevcuttur. Eksojen antioksidanlardan olan
E, C ve A vitaminleri, flavonlar, likopen, eser elementler, tiol bilesiklerinin giderek 6nemi

atmaktadir (Kasapgopur ve Birdane, 2014).
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Endojen veya eksojen faktorler tarafindan iiretilen ROS, DNA, proteinler ve lipitlere zarar
verebilir, bu da bazi anahtar genlerdeki mutasyonlar yoluyla normal hiicrelerin kanser
hiicrelerine doniismesine yol acabilir (Sammar, Abu-Farich, Rayan, Falah ve Rayan, 2019).
Kanser gelisimi ve ilerlemesi ayn1 zamanda dengesiz bir redoks dengesinden, endojen ROS
iiretiminden, DNA hasarindan, hiicre apoptozunun énlenmesinden ve dogustan gelen hiicre
savunma sisteminden de kaynaklanabilir ve sonug olarak daha ytiksek hiicre sagkalimina yol
acar (Galaris, Skiada ve Barbouti, 2008; Jambunathan, Bangarusamy; Padma ve
Sundaravadivelu, 2014; Sammar ve digerleri, 2019). Gelisen bu durum nedeniyle,
antioksidanlar, kanser hiicrelerinin gelisimini ve ¢ogalmasini dnlemek veya inhibe etmek
icin terapdtik ajanlar olarak asirt hiicre i¢i ROS iiretimini hedefler (Fuchs Tarlovsky, 2013;
Sammar ve digerleri, 2019) (Sekil 2.5).
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Sekil 2.5. Antioksidanlar ve kanser iliskisi (Wahabi, Perwez ve Rizvi, 2022)

Kanserin ileri bir agamaya ilerlemesini 6nlemek i¢in onerilen yollar arasinda, dogal olarak
olusan ajanlar veya sentetik ajanlar kullanarak oksidatif stresi azaltarak kanserin ilerlemesini

onlemek ve kanser riskini azaltmak ¢ok ilgingtir (Bennett, Rojas ve Seefeldt, 2012). Asir1
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ROS iiretimi, niikleik asitlere, proteinlere veya lipitlere zarar veren karsinojenez ile
iligkilendirilmistir. Karsinogenez sirasinda DNA zincir kirilmalari ve anormal DNA
baglarinin olusumu goézlemlenmistir (Klaunig ve Kamendulis, 2004; Bennett ve digerleri,
2012). Kanseri 6nleme veya tedavi etme cabalari, aragtirmacilari oksidatif stres ile
karsinojenez siireci arasindaki baglantiy1 tanimlamaya ve olasi kimyasal inhibitor bilesikleri
ve antioksidan aktiviteye sahip bilesikleri arastirmaya yoneltmistir (Khan, Afaq ve Mukhtar,
2008; Bennett ve digerleri, 2012). Antioksidanlar, serbest radikaller lireten antikanser
ilaglarla onkojenik degisikliklere karsi koruma saglar. Antioksidanlar, radyasyon ve
kemoterapinin agrili yan etkilerini azaltmakta ve boylece antioksidanlarin faydali etkilerini

desteklemektedir (Borek, 2004).

Antioksidanlar, tedavi esnasinda ve bazi kanserlerin tedavisinde saglikli hiicrelerin
korunmasinda adjuvan olarak caligirlar. Yapilan deneysel ¢alismalar, antioksidanlarin
kanser hiicrelerini apoptoz yoluyla segici olarak etkisizlestirdigini, timor anjiyogenezini ve
metastatik biiylimeyi inhibe ettigini ve normal hiicrelerde apoptozu Onledigini
gostermektedir (Borek, 2004). Kalitsal tiimor baskilayici genlerdeki (6rn. pS3 veya PTEN)
eksiklikler nedeniyle kanser gelistirme riski yiiksek olan kisilerde, antioksidan tedavi, timdor

gelisimini geciktirmede ve hatta 6nlemede etkili olabilir (Fuchs-Tarlovsky, 2013).

Hipoksi, viicutta oksijen radikallerin meydana gelmesine ve bunun sonucunda oksidatif
stresin artmasina neden olmaktadir. Hipoksi ayrica kanser tedavisi i¢in kullanilan antikanser
ilaglarin etkinligi tizerine etki ederek ¢oklu ilag direnci (MDR)'ni tetikleyebilmektedir
(Wang ve digerleri, 2017). Ek olarak hipoksi, MDR'nin ortak bir mekanizmasi olan hiicre
ici  kemoterapotik ajanlart  pompalayan ABCB1 ve ABCG2'nin ekspresyonunu
indiikleyebilir (Badowska-Kozakiewicz, Liszcz, Sobol, Patera ve Badowska, 2017). Bu
nedenle, oksidatif stresi hedeflemek, kanserde MDR'nin iistesinden gelmek igin umut verici

bir strateji olarak kabul edilir (Ye ve digerleri, 2019).

Antioksidanlar, serbest radikalleri sondiirme yetenekleri sayesinde ¢esitli insan
hastaliklarinda yararlar1 agisindan en c¢ok arastirilan konulardandir. Bununla birlikte son
yillarda literatiiriin 6nemli bir kismi, antioksidanlarin kansere karsi yararli veya zararli
etkilerine iligkin tartigmalara vurgu yapmustir. Antioksidanlarin kanser hastalarinda
kullanimmin yam sira antioksidan takviyelerinin gelisiglizel regetelenmesi konusunda

dikkatli olunmas1 6nerilmistir. Yapilan caligmalar ile antioksidan takviyeleri yerine en uygun
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antioksidan kaynagi olarak bitki kaynakli gidalara glivenmenin daha gergek¢i olacagi
belirtilmistir. Ayn1 zamanda, kanseri onlemede yeni antioksidanlarin gelistirilmesindeki
firsatlar1 tespit etmeye yonelik aragtirmalari engelleyebilecek antioksidan takviyelerine karsi
asir1 bir tutuma sahip olunmamasi da bilim insanlar tarafindan vurgulanmistir (Wahabi ve

digerleri, 2022).

2.1.3. HSP’ler ve kanser

Genetik kodun fonksiyonel proteinlere doniismesi i¢in yeni sentezlenen polipeptitlerin dogru
bir sekilde katlanmasi gerekir. Saperonlar olarak da adlandirilan HSP'ler protein
olgunlagmasinin bu asamasinda ¢ok Onemlidir. Polipeptitlerin ribozom g¢ikis tiinelinden
cikmasina ve dogru sekilde katlanmalarina yardimer olurlar (Sekil 2.6). Proteinin hiicre
icinde yanlis katlanmasmin birgok ciddi hastaliga sebep oldugu tespit edilmistir. Ornegin
Parkinson hastaligi, hiicredeki proteinlerin yanhis katlanmasindan kaynaklanan
hastaliklardan biridir. Bu riskler nedeniyle hiicreler, uygun protein katlanmasi i¢in 6zel bir
molekiiler saperon sistemi gelistirmistir (Young, Agashe, Siegers ve Hartl, 2004). Saperon
ve HSP adlar1 genel olarak ayni anlamda kullanilirsa da saperon proteinler gibi aktivite
gostermeyen baz1 HSP’ler ve tam tersi olarak HSP ailesine dahil olmayan bazi saperonlar da

s0z konusudur (Thomas ve digerleri, 2005).

.ribozom

mRNA

Sentezlenen protein > A
. —>Hsp40

Saperon

@ Tamamlanmis protein

Sekil 2.6. HSP’lerin protein sekillenmesindeki gorevi (Sarkar ve Roy, 2017)
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Is1 sok proteinleri ilk defa 1962 yilinda tanimlanmustir. Hiicrelerin yiiksek 1siya (42-46°C)
maruz kalmasiyla iiretiminde artis meydana gelen bir protein grubudur (Aufricht, 2005). Hsp
iiretiminde artisa 1s1 faktorii disinda yol acan baska faktorlerde sz konusudur. Bunlardan
bazilar1 aglik, hipoksi, arsenik, eser metaller, infeksiyon, inflamasyon, etanol, arsenik,
ultraviyole 1s1k gibi bir¢ok toksin, nitrojensizlik (bitkilerde) ve dehidratasyondur. Bu
nedenle HSP’lere “stres proteinleri” ismi de verilmekte ve strese karsi verilen cevabin bir
komponenti olarak da goriilmektedirler (Aufricht, 2005; Morimoto ve Santoro, 1998; Petrof,
Ciancio ve Chang, 2004). HSP’ler ilk defa Drosophila melanogaster’in tiikiiriik salgisinda,
181 sokuna maruz kalmis sentezi artan polipeptidler olarak Ferruccio Ritossa tarafindan tespit
edilmigtir. Yapilan bu c¢aligma ayn1 zamanda hiicrenin strese karsi bir cevap {irettigini

gosteren ilk calismadir (Aufricht, 2005).

Biyolojik diizeyde hemen hemen her canlida bulunan HSP’ler normal hiicre
fonksiyonlarinda olduk¢a Onemlidir. Bu fonksiyonlardan birisi de hiicre dongiisiiniin
devamliligidir. HSP’ler tarafindan gergeklesen korunma, apoptoz mekanizmasinin
baskilanmasin1 da icermekte fakat bu durumun tam olarak nasil gerceklestigi
bilinmemektedir. HSP’lerin temel olarak hiicrede gergeklesen birgok 6nemli olayda rolleri
bulunmaktadir. Bunlara 6rnek olarak sitoproteksiyon, ndérodejeneratif bozukluklar, sinyal

iletimi ve kanser immiinolojisi verilebilir (Oztiirk, Kahveci, Ozliik ve Y1lmazlar, 2009).

Is1 soku proteinleri bulasici, otoimmiin ve kalp hastaliklar1 gibi ¢esitli patolojik durumda rol
oynar. Karsinojenez lizerindeki etkileri, apoptoz, hiicre yaslanmasi, immiin aktivasyon ve
metastatik gen ekspresyonunun diizenlenmesi gibi antikanser mekanizmalarin baskilanmasi
gibi mekanizmalar yoluyla elde edilir. Is1 soku protein inhibitorleri, kansere 6zgii proteinleri
hedef almalar1 ve otonomik biiyiimeyi engellemeleri nedeniyle kanser tedavisinde énemli

bir yer tutmaya baslamistir (Oncel, 2012).
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Cizelge 2.1. Is1 soku protein ailelerinin siniflandirilmasi (Ikwegbue, Masamba, Oyinloye ve

Kappo, 2017)

HSP Lokalizasyon Islev
HSP 10 Mitokondri Endometriyal kanserde biyobelirte¢ gorevi goriir ve protein
katlanmasina yardimei olur.
. .. Denatiire proteinlerin yeniden katlanmasin1 kolaylastirir
HSP27 SIt.OSOI’ EndOpIa.Zmlk (saperon aktivitesi) ve kanser gibi birgok hiicresel hastalikta
retikulum ve ¢ekirdek . . A
biyobelirte¢ gérevi goriir.
. HSP70'e protein katlanmasinda yardime1 olur
HSP 40 Sitozol (HSP70’in kosaperonu).
Sitoplazma ve Protein katlanmasma yardimc1 olgr, hetero-oligomerik
HSP 60 - . kompleksin olusumu yoluyla protein agregasyonunu ve
mitokondri Lo .
katlanan proteinlerin toplanmasini 6nler.
Protein  katlanmasina, yeniden katlanmasma ve
Sitoplazma ve bozulmasina yardimci olur. Ayrica sinyal iletimini
HSP 70 - oyl
cekirdek kolaylastirir ve miyozin katlanmasinin yani sira kanser ve
sarkomer olusumunda 6nemli roller oynar.
Protein  katlanmasina, yeniden katlanmasma ve
HSP 90 Sitoplazma bozulmasina yar.dlmc.l olur. Ayrica sinyal iletimini
kolaylastirir ve miyozin katlanmasinin yani sira kanser ve
sarkomer olusumunda 6nemli roller oynar.
; Toplanmis veya yanlig katlanmis proteinleri yeniden
HSP 100 §/oplaznd katlamak i¢in diger HSP'lerle kompleksler olusturur.
Bagisiklik yanitina yardimci olur ve protein yeniden
HSP 110 Sitosol ve ¢ekirdek  katlanmasim1 ve stres altinda hiicre hayatta kalmasini

desteklemek icin HSP70 ile kompleksler olusturur.

HSP proteinlerin molekiiler agirliklar1 7 ile 110 kDa arasinda degisiklik gostermektedir.

Bulunduklar1 konumlar intraseliiler, ekstraseliiler, plazma membrani gibi hiicrenin farkl

departmanlar1 olabilmektedir. HSP proteinlerinin isimlendirmesi de molekiil agirliklarina
gore yapilmistir. Bilinen 6nemli HSP’ler: HSP110, HSP100, HSP90, HSP70, HSPG60,
HSP40, HSP27 ve HSP10 seklindedir (Cizelge 2.1) (Ikwegbue ve digerleri, 2017).

HSP70 ve HSP90 i¢lerinde NF-kB, p53, v-Src, Rafl, Akt ve steroid hormon reseptorleri

bulunan ¢ok sayida sinyal iletim yolunda transkripsiyon faktdrleri, sinyal molekiilleri ve

kinazlar regiile ederek etki etmektedirler (Pratt ve Toft, 2003). Tiimor hiicreleri malign

olmayan kok hiicrelerine nazaran asir1 miktarda Hsp iiretmektedirler. Bu gozlem tiimor

hiicrelerinin daha ¢ok HSP’ye ihtiya¢ duyduklar1 gercegini giindeme getirmistir (Jédtteld,

1999). Kanser hiicreleri cok miktarda bozuk protein iiretimini engelleyerek kendi 6miirlerini

uzatmak i¢in bu saperonlara ihtiyag duymaktadir.
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HSP’ler ile ilgili 6nemli bir nokta da, tiimor hiicrelerinin yiizeyinde hiicreyi dogal katil
hiicrelere hedef noktas1 haline getiren HSP72’lerin bulunmasidir (Westerheide ve Morimoto,
2005). Tumor hiicreleri kullanilarak elde edilen ve igerisinde HSP’nin de yer aldigi bazi
molekiillerin, canlidaki immiin cevabi arttirmasi mantigina dayanarak pasif kanser asilari
iiretilmistir (Wang, Mao, Teng ve Cao, 2006). Kanserli doku cerrahi olarak ¢ikarildiktan
sonra kanserli dokuda iiretilen peptitleri iceren HSP 24 saat igerisinde iglenerek saflagtirilir
ve ardindan bu HSP-peptit kompleksi doku alinan kisiye geri enjekte edilir. Kisinin
enjeksiyon bolgesindeki antijen sunan hiicreler, bu HSP-peptit kompleksini alir ve bunu T
hiicrelerine sunar. Bu sayede T hiicreleri kanserli dokuyu normal dokudan ayirabilir ve
viicutta kalan kanser hiicrelerini tespit edip yok edebilir. Bu sayede akciger kanseri,
melanom, fibrosarkom, kolon kanseri, hepatom, skuamé6z hiicreli karsinom, lenfoma ve
prostat kanserine karsi basarili sonuglar alindigi saptanmistir (Wang ve digerleri, 2006).
HSP'lerin ayrica bir dizi anahtar apoptotik faktorii modiile ettigi bilinmektedir. Bu
proteinlerin yiiksek ekspresyonu, meme, prostat, kolorektal, akciger, yamurtalik, mide, agiz
ve yemek borusu kanseri gibi bir dizi kanserde rapor edilmistir (Sekil 2.7). Cesitli kanserler
iizerinde, HSP'lerin kanserlerde timit verici bir 6zellik oldugunu diisiindiiren ¢ok sayida
aragtirma yapilmistir. Cesitli tiimorlerdeki ekspresyon profilleri, kanserli hiicrelerin
cogalmasina, istilasina, metastazina ve Olimiine yardimei olduklarini agiklar. Hastalikli
bireylerin serumlarindaki 1s1 soku proteinlerinin ve bunlara 6zgii antikorlarin diizeylerinin
saptanmasi, kanser teshisinde onemli bir rol oynayabilir. Ayrica HSP'lerin inhibisyonu,
kanserde basarili terapotik sonuglara yol agmistir. Birkag kanser formunun tedavisi i¢in yeni

bir anti-kanser tedavisi olarak hizmet etmistir (Saini ve Sharma, 2018).

- Mide Kanseri
- Meme Kanseri
- Akciger Kanseri

U

- Mide Kanseri
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- Hepatoseliiler Kanser
- Prostat Kanser

- Mesane Kanseri

- Bas ve Boyun Skuaméz Hiicreli Karsinomu

- Kolorektal Kanser
- Pulmoner Adenokarsinom
- Oral Dil Skuaméz Hiicreli Karsinom

%

- Mide Karsinomu

- Akciger Kanseri

- Nasofaringeal Karsinom
- Agiz Kanseri

- Kolorektal Kanser

- Ozofagal Kanser

Sekil 2.7. Cesitli kanser tipleri ile ilgili HSP’ler (Saini ve Sharma, 2018)
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HSP90 hiicresel proteostazin merkezi diizenleyicisi olarak konumlandiran, protein kinazlar,
transkripsiyon faktorleri ve E3 ubikuitin ligazlar1 dahil olmak {izere ¢ok sayida substratin
olgunlagsmasinda yer alan molekiiler bir saperondur. HSP90'in merkezi hiicresel yollar1
diizenlemedeki 6nemi nedeniyle, kanser ve norodejenerasyon gibi hastaliklarda HSP90
mekanizmasinin farmakolojik inhibisyonuna yonelik stratejiler gelistirilmektedir (Biebl ve
Buchner, 2019). HSP90 hiicre biiyiime yolundaki birgok reseptdriin, protein kinazlarin ve
transkripsiyon faktorlerinin hassas dogasini stabilize etmek ig¢in Onemlidir. Biiylime
sinyalleri, aktif bir konformasyon elde etmek i¢in HSP'yi tetikleyebilir. Doniisiim sirasinda
(6rnegin, mutasyon), HSP90 ihtiyac1 artar. Ornegin; HSP90, HER2'yi etkinlestirir ve
stabilize eder. Bunun alt kademe proteinleri (protein kinaz A, c-Src, Raf-1) hiicre biiyiimesi
ve bakiminda onemli bir rol oynar (Sekil 2.8). HSP90'lar1 kimyasal inhibitorlerle
hedeflemek, reseptor proteinlerinin bozulmasina, G1 tutuklamasinin neden oldugu tiimor
biliylimesinin inhibisyonuna ve apoptozun aktivasyonuna yol agar. Bu bulgular, HSP90'in
biliylime sinyalinin 6nemli bir bileseni oldugunu gostermektedir (Sherman ve Multhoff,
2007). HSP90'm kanser hiicresindeki diger bir islevi, mutant proteinleri stabilize ederek
kiimelenmelerini saglamaktir. Ek olarak, HSP90'1 tamponlayan mutant proteinler de tiimor
gelisimine katkida bulunabilir (Sherman ve Multhoff, 2007). HSP90, 1s1 sokuna karsi
duyarsiz olmasi ve diizenleyici proteinlerin iglevinde yetkin olmasi nedeniyle fenotip ve
cevre arasinda itici bir rol oynar. HSP90 inhibe edildiginde hipoksi ve glikoz yoksunlugu
belirlenir. Birgok tiirde HSP90'in etkisizlestirilmesi, gegici yeni fenotiplerle sonuglanir

(Sherman ve Multhoff, 2007).

Uzun yillar boyunca HSP60, hiicre i¢i bir saperon olarak biliniyordu, ancak son arastirmalar
onun sadece mitokondride degil, sitozolde de bulundugunu gosteriyor. Bu saperon, timor
hiicrelerinin veya normal hiicrelerin zarinda da bulunur. Burada, yiiksek miktarlarda
HSP60'n varligi, dendritik hiicrelerin aktivasyonu ve antitimér T hiicre yaniti igin
onemlidir, ¢linkii bunlar bagisiklik sistemi i¢in bir tehlike sinyalidir (Thomas ve digerleri,
2005). HSP60'lar, biiyiiyen bazi tiimdr hiicreleri igin bile gerekli olabilir. Bu proteinin
timordeki yiiksek orani, 1) apoptozda hayatta kalma yetenegi, 2) replikatif yaslanmanin
bozulmasi, 3) kontrolsiiz proliferasyon, 4) neoplastik transformasyon ile iligkilidir. Ayrica
in vitro ¢aligmalar, HSP60 eksikliginin osteosarkom biiyiimesini baskiladigini géstermistir

(Thomas ve digerleri, 2005).
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Sekil 2.8. Hiicre 6liim yolaklarinin Hsp’ler tarafindan diizenlenmesi (Ischia ve So, 2013)

70-kDa 1s1 soku proteinleri (HSP70'ler), ¢ok ¢esitli hiicresel protein katlama ve yeniden
modelleme siireglerinde hareket eden her yerde bulunan molekiiler saperonlardir. Sentezden
bozunmaya kadar proteinlerin yasaminin neredeyse tiim agsamalarinda islev goriirler ve bu
nedenle, insan sagligi i¢in dogrudan etkileri olan protein homeostazin1 korumak i¢in ¢ok
onemlidirler. HSP70 saperonlar1 yeni sentezlenen proteinlerin katlanmasi, polipeptitlerin
mitokondri, kloroplastlar ve endoplazmik retikuluma (ER) translokasyonu, protein
komplekslerinin pargalanmasi ve protein aktivitesinin diizenlenmesi dahil olmak {izere
hiicresel temizlik faaliyetleri gibi genis bir yelpazede islev gormektedirler. Ayrica
HSP70'ler, yanlis katlanmis denatiire proteinlerin toplanmasini onler ve yeniden
katlanmasini tesvik eder, kiimelenmis proteinleri ¢oziindiiriir ve anormal proteinleri ve
protein kiimelerini temizlemek i¢in hiicresel bozunma mekanizmalarinda gorev alir. Bu
nedenle, HSP70'ler, hiicreleri ¢ok ¢esitli proteotoksik streslerin zararl etkilerinden koruyan

koruyucu saperonlar olarak islev goriir (Rosenzweig, Nillegoda, Mayer ve Bukau, 2019).
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Is1 soku proteini (HSP27), bir protein saperon ve bir antioksidan gorevi goren ve apoptoz ve
aktin hiicre iskeletinin yeniden sekillenmesinin inhibisyonunda rol oynayan ¢ok boyutlu bir
proteindir. HSP27, kii¢iik molekiiler agirlikli 1s1 sok proteini (HSP) ailesine (12-43 kDa)
aittir. HSP27 ve kii¢iik HSP ailesinin diger tiyeleri, omurgali g6z mercegi a-kristalin ile ayni
olan korunmus bir c-terminal alanini, a-kristalin alanin1 paylagsmaktadir. Hsp27 baslangicta
181 sokuna yanit olarak, hasarli proteinlerin uygun sekilde yeniden katlanmasini kolaylastiran
bir protein saperonu olarak karakterize edilmistir. HSP27 ile ilgili devam eden arastirmalar
proteinin 1s1 soku disindaki oksidatif stres ve kimyasal stres gibi hiicresel stres kosullarina
yanit verdigini ortaya ¢ikarmistir. Oksidatif stres sirasinda HSP27, hiicre i¢i glutatyon
seviyelerini yiikselterek ve hiicre i¢i demir seviyelerini diisiirerek reaktif oksijen tiirlerinin
(ROS) seviyelerini diisiiren bir antioksidan gorevi goriir. Protein hem mitokondriyal bagimli
hem de bagimsiz apoptoz yollar1 ile etkilesime girerek kimyasal stres kosullar1 altinda bir
anti-apoptotik ajan olarak islev gérmektedir (Vidyasagar, Wilson ve Djamali, 2012). HSP27
kanser hiicrelerinde ¢ok sayida artmaktadir ve tiimoér olusumunda da major rol
oynamaktadirlar. HSP27’nin yiiksek miktarda ifade edilmesi apoptozu engellemektedir
(Sherman ve Multhoff, 2007).

2.1.4. Apoptoz ve kanser

Apoptoz, DNA’s1 hasar gérmiis, biyolojik olarak gdrevini tamamlamis, yapisal elemanlari
zarar gormils dokulari ve hiicreleri olumsuz olarak etkilemeyecek bigimde ortadan
kaldirilmasini gerceklestiren ve genler araciligi ile kontrol altinda tutulan, ger¢eklesmesi i¢in
enerjiye ihtiya¢ duyulan programli bir hiicre 6liimiidiir (Dingel ve Kul, 2016). “Apoptozis,
Yunanca’da “aga¢ yapraklarinin dokiilmesi” anlamina gelmektedir. 1972 yilinda Kerr
tarafindan “mitozun karsit anlami” olarak tanimlanmistir (Canpolat, 2016). Embriyonik
donemden baslayarak yasam boyunca immun sistem, gastrointestinal ve deri gibi birgok
doku mitoz hiicre 6liimii ve apoptozis arasindaki milkemmel bir denge ile saglanmaktadir

(Dingel ve Kul, 2016).

Hiicrede, apoptoz sinyali alindiktan sonra bir takim biyokimyasal ve morfolojik degisimler
gozlenmektedir. Oncelikle hiicre kiiciilmeye baslar ve hiicre iskeleti dagilip cekirdek zar
erir ve DNA pargalara ayrilir (Giiles ve Eren, 2008). Tiim siireclerin sonunda hiicre ¢ok
sayida ve farkli boyutlarda apoptotik cisimciklere ayrilir. Apoptoz sonucunda ortaya ¢ikan

bu cisimler makrofajlar ya da parankimal hiicreler vasitasiyla fagositoza ugrayarak ya da
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epitel ylizeylerden dokiilerek viicuttan uzaklastirilir. Son basamak olarak, fagositozu
gerceklestiren hiicrenin lizozomu tarafindan apoptotik cisimciklerle birlikte ¢ekirdek ve

sitoplazma kalintilar1 otoliz ile sindirilerek ortadan kaldirilir. (Oniz, 2004) (Sekil 2.9).
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Sekil 2.9. Apoptotik hiicre 6limii (Giiltekin, Karaoglu ve Kiigiikates, 2008)

Son arastirmalar apoptozu diizenleyen bir¢ok pro-apoptotik ve anti-apoptotik proteini ortaya
cikarmis olsa da apoptotik yolaklarin molekiiler mekanizmasi tam olarak anlagilamamistir
ve bu konudaki aragtirmalar halen devam etmektedir. Bununla ilgili mekanizmalarin agiga
¢ikartilmasi, yalnizca apoptozun fizyolojik islevi hakkinda bilgi saglamakla kalmaz, ayni
zamanda apoptozun kanser, otoimmiin ve norodejeneratif hastaliklardaki patofizyolojik
islevini ve bu tiir hastaliklarda gesitli terapotik ajanlarin kesfini de ortaya ¢ikarir (Celepli,
Bigat, Celepli ve Karagin, 2020). Bir hiicrenin apoptoz ile hayatta kalmasi veya 6lmesi,
hiicre iginde ve ¢evresinde proapoptotik (stres veya 6liim) sinyaller (Cizelge 2.2) ile anti-
apoptotik (mitojenik veya hayatta kalma) sinyaller (Cizelge 2.3) arasindaki denge tarafindan
belirlenir. Oksijen yoksunlugu, 1s1 stresi, kimyasal ajanlar, radyasyon, enfeksiyoz ajanlar,
genetik bozukluklar, beslenme dengesizlikleri, anafilaksi gibi immiinolojik reaksiyonlar ve
diger siddetli hiicre stresi tiirleri yoluyla olusacak hiicre hasarlari, pro-apoptotik yollari
baglatir. Apoptozun diizensizligi, hiicre biiylimesi ve hiicre 6liimii arasindaki dengeyi
etkileyerek organ fonksiyon bozukluguna ve kanser gibi hastaliklara neden olabilir (O'Brien

ve Kirby, 2008).
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Cizelge 2.2. Pro-apoptotik aracilar (O'Brien ve Kirby, 2008)

Ajan Mekanizma

Dis Yol

TRAIL Ligand, TNF-a reseptoriine baglanir.

TNF- a TNF-a reseptoriine baglanir; sfingomyelinin seramiden

FasL parcalanmasi

DISC Fas reseptoriine baglanir; sfingomyelinin seramide par¢alanmasi
Kaspaz-8,-10'un aktivasyonu; c-FLIP'i devreye sokar MOMP'yi

TRADD, FADD artirmak i¢in tBid'i ayirir.
Prokaspaz-8, -10'u devreye sokar.

TWEAK Pro-apoptotik reseptore baglanan ligand

NGF Pro-apoptotik reseptore baglanan ligand

I¢sel mitokondriyal yol
Bcl-2 ailesi proteinleri Grup 11, 111
BH3-only

Cevreden ve hiicre iginden ¢esitli 6liim uyaranlarina aracilik eder;
Bcl-2, Bel-xL'yi devre dis1 birakir, Bax/Bak tetikler.
Bcl-2'yi baglar ve inhibe eder; Bax/Bak't devre dis1 birakabilir.

Bim Bcl-2'yi baglar ve inhibe eder.

Bmf Bcl-2'yi baglar ve inhibe eder.

Bik, Bad Kaspaz-8 ile tBid olusturmak tizere boliiniir, bu da Bax'ta kanal

Bid olusumunu tetikleyen mitokondriyal zara girmesine izin vermek
icin konformasyonel degisiklige neden olur; ayrica Bcl-2'yi etkisiz
hale getirebilir.
MOMP'yi artirmak i¢in Bax'1 etkinlestirir.

PUMA, NOXA Mitokondriyal hasar veya degisiklikler, sitokrom ¢ salinimina ve

BH1, 2, 3 etki alam kalsiyumun ER tiikkenmesine ve kaspaz 12 aktivasyonuna neden

Bax, Bak olur.

Mitokondriyal maddeler

AlF Kaspazdan bagimsiz kromatin yogunlagmasmi ve DNA
fragmantasyonunu indiikler.

Endo G DNA'y1 pargalar; kaspazdan bagimsiz

Smac/DIABLO, HtrA2/Omi
Prokaspaz-2,-3,-9
Sitokrom ¢

IAP'leri baglar ve notralize eder.

Kaspaz kaskadini baslatir.

Mitokondriyal membran potansiyelinde azalmaya neden olabilir;
apoptozom olusturmak i¢in prokaspaz-9 ve Apaf-1 ile baglanir.

Endoplazmik Retikulum yolu
Kaspaz (efektor)

TRAF2'nin ayrigmasi ve kaspaz-12'nin aktivasyonu; sitokrom c

-3, -6, -7 salinimi

Alternatif maddeler

Granzim B Efektor ve aktivator kaspazlari aktive eder.

Seramit Bcl-2'yi inhibe eden mitokondriyal zar iizerinde birikir; sitokrom ¢
salmimina neden olur; kaspaz-9 ve efektor kaspazlari aktive eder;
Bax'1 etkinlestirir; katepsinleri serbest birakir.
Bcl-2'nin transkripsiyonunu baskilar; insiilin biiyiime faktorii

p53 baglayici protein-3 olan Bax'in iiretimini indiikler; Fas reseptoriini
upregiile eder.

Katepsin D Prokaspaz-3,-9'u etkinlestirir; Mitokondriden sitokrom c salinimi

c-Abl tirozin kinaz

TRAIL, timor nekroz faktori ile iliskili apoptozu indiikleyen ligand; FasL, Fas ligandi; DISC, 6liime neden olan sinyal
kompleksi; c-FLIP, FLICE benzeri inhibe edici protein; MOMP, mitokondriyal dis zar gegirgenligi; FADD, Fas ile iliskili
6liim alani; TRADD, TNFRI ile iliskili 6liim alani; TWEAK, apoptozun TNF benzeri WEAK indiikleyicisi; NGF, sinir
biiytiime faktorii; Bel-2, B hiicreli lenfoma 2; BH3, Bel-homoloji-3; tBid, Bid; Bax, Bcl-2 ile iligkili protein x; Bak, Bcl-2
ile iligkili protein k; Apaf-1, apoptosis aktive edici faktor-1 — prokaspaz 9'u aktive eder; AIF, apoptozu tetikleyen faktor;
Endo G, endoniikleaz G; Apoptoz proteinlerinin inhibitdrii olan IAP'ler; Smac/DIABLO, kaspazlarin ikinci mitokondriyal
tiirevli aktivatorii — LOw pl; apoptoz baglayici proteinin direktdr inhibitorii; TRAF2, TNF reseptorii ile iliskili faktor 2.
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Cizelge 2.3. Anti-apoptotik aracilar (O'Brien ve Kirby, 2008)

Ajan Mekanizma
i¢sel yol
Bcl-2 (Grup 1), Bel-xL Mitokondriyal gegirgenligi kontrol eder.
Bax, Bak, granzim B, p53'ii inhibe eder.
Dis yol
c-FLIP Kaspaz-8'in ¢esitli 6liim reseptorlerine baglanmasini 6nler.
NF-kB Anti-apoptotik aracilar1 c-FLIP, IAP'leri yukari dogru diizenler;

biiyiimeyi hizlandirir, anti-apoptotik gen diizenleyici p65'i aktive eder.

Alternatif yollar

IAP Bcl-2'yi taklit eder; kaspaz-9 aktivitesini inhibe eder.

Survivin Hiicre dongiisii mitozunu diizenler; kaspaz-3,-7'yi inhibe eder.

XIAP Kaspaz-3,-7,-9'u inhibe eder; NF-kB'yi etkinlestirir.

Sitokin reseptorleri

JAK, STAT Sitokin reseptorii etkilesimi, NF-kB'nin aktivasyonu yoluyla hayatta
kalma geni tiretimini indiikler.

MAPK Cekirdege yer degistirir; anti-apoptotik faktdrlerin genetik iiretimini
indiikler.

PKR Protein baslatma faktérii 2 alfa ve IkB kinaz kompleksinin

CDKs, siklinler, fosforilasyonu; apoptozu geciktirir.

CDK inhibitorler Hiicre dongiisiinii kontrol eder.

Bcl-2, B hiicreli lenfoma 2; Bel-xL, Bcl-2 ile iligkili protein xL; Bax, Bcl-2 ile iligkili protein x; Bak, Bcl-2 ile iligkili
protein k; c-FLIP, FLICE benzeri inhibe edici protein; NF-kB, niikleer faktor-kB; IkB, inhibitér-kB; Apoptoz proteinlerinin
inhibitorii olan IAP'ler; XIAP, apoptoz proteininin X'e bagl inhibitorii; JAK, Janus kinaz; STAT, sinyal transdiiserleri ve
transkripsiyon aktivatorleri; MAPK, mitojenle aktive olan protein kinaz; PKR, protein kinaz R; CDK, siklinden bagimsiz
kinaz.

Patolojik ve fizyolojik apoptozda 5 farkli yol kullanilmaktadir. Bu bes farkli yolun en iyi
bilineni, metabolizma ve hipoksik stres tarafindan tetiklenen intrinsik yoldur ve 6lim
aracilari olarak bilinen Fas-L veya timor nekroz faktorii-o gibi dis uyaranlardir (Sekil 2.10).
I¢ ve dis yolak disindaki yollar; DNA hasari iizerine p53 tarafindan aktive edilen kaspaz 2'ye
bagl yol, kaspazin dogrudan aktive edildigi granzim B yolu ve DNA par¢alanmasini

baslatan granzim A yoludur (Grilo ve Mantalaris, 2019).

Intrinsik apoptoz; Genotoksik hasardan kaynaklanan uyaranlar, hiicresel organeller veya
sinyal platformlari, mitokondriyal hasar, asir1 mutajenik uyari, onkogen kaynakli hiicre
oliimii ve biliylime faktorii gibi bazi uyaranlarin yoksunlugu ile aktive olur. Bu uyaranlar,
icsel yolun temel diizenleyici proteini olan BCL-2 proteinlerinin karmagik bir sekilde
diizenlenmesini saglar. Apoptoz modiilasyonunda; belirli organeller, 6zellikle iyonlar,
molekiiller, genler, proteinler ve mitokondri yer alir. Hiicre i¢i kalsiyum seviyelerinde bir

artis ve pH'ta bir diisiis apoptozu uyarir (Singh, Letai ve Sarosiek, 2019).
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Sekil 2.10. Memeli hiicresinde intrinsik ve ekstrinsik apoptotik yolaklar (Grilo ve
Mantalaris, 2019).

Intrinsik apoptoz, mitokondriden sitozole hareket eden adaptdr protein Apaf-1 ve sitokrom
C'nin salinmasiyla inaktif prokaspaz-9'un kaspaz-9'a doniistiiriilmesiyle baslar; Ekstrinsik
apoptoz, inaktif kaspaz-8'in aktif kaspaz-8'e doniistiiriillmesiyle baslatilir ve FasL ve TNF-a,
hiicre zar1 {izerinde sirastyla Fas ve TNF reseptorlerine baglanir (Sekil 2.6). igsel yolakta
olusan aktive kaspaz-9 ve digsal yolakta aktive olan kaspaz-8 sirasiyla dnce kaspaz-3'ii, sonra

kaspaz 6'y1 ve sonra 7'yi aktive eder (Elmore, 2007).

Apoptozis mekanizmasinda gorev alan proteinler; interlokin doniistiiriici enzim, benzeri
proteinler ise, Fas, Fas-ligand, BCL-2 ve p53’tiir. Intraselliiler asidifikasyon direkt ya da
indirekt yolla ICE-benzer proteazlari aktive ederek apoptozisi aktive etmektedir. Tim
apoptotik yollar p53-aracili transkripsiyon akisi ve ICE-benzer proteazlarin aktivasyonu ile
iliskilidir. Fas ve FasL tiimor nekrozis ailesinin transmembran proteinlerindendir. FasL,
Fas’a baglandiginda apoptozis baslatilir (Sekil 2.6). Fas/FasL immiin yanitin bitirilmesinde
onemli rol oynamaktadir. Fas ekspresyonun miktari apoptozis direncinde 6nemli rol
oynamaktadir. Fas aracili apoptozisin gergeklesmesi i¢in ICE ailesinde yer alan proteazlarin
aktive edilmesi gerekmektedir. BCL-2’nin asir1 miktarda tretimi ICE-benzer protein
aktivasyonunu inhibe etmektedir (Pfeffer ve Singh, 2018).
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Hiicrelerde p53, DNA'ya baglanir ve p21'i uyarir. p21, sikline bagimli kinaz 2 ile kompleks
olusturdugunda hiicreler boliinemez (Sekil 2.11). p53 geni mutasyona ugrarsa protein
DNA'ya diizgiin bir sekilde baglanamaz, bu nedenle p21 iiretiminde sorun oldugu i¢in hiicre
cogalmasim1 durduracak bir sinyal yoktur. Sonug¢ olarak, hiicreler kontrolsiiz bir sekilde

cogalmaya devam eder (Darcy, 2019).
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Sekil 2.11. Stres ve DNA hasar1 sonrasi p53 protein tarafindan aktive edilen apoptozis
mekanizmasi (D’arcy, 2019).

Kanserin hiicre proliferasyonunda meydana gelen artis ve apoptozda meydana gelen
azalmaya bagli olarak gelistigi yapilan ¢aligmalar ile ortaya konmustur (Meng, Lee ve
Kaufmann, 2006). Hiicre 6liimii inhibe oldugunda hasarl: hiicreler ortadan kalkmamakta ve
birikmekte, bu durum dokuda hasara yol agabilmektedir. Kemoterapi ile yapilan etkin
tedavinin sonucunda hiicreler apoptoz siirecine girmektedirler (Scott ve Gregory, 2000). Cok
sayida antikanser ilag, tiimor hiicre DNA sentez asamalarina ve hiicre bdliinmesine etki
ederek apoptoz indiiksiyonuna neden olarak etki etmektedir. ilag ile gerceklestirilen tedavi
islemlerinden sonra hiicrelerin apoptoza karsi duyarliliginin farklilagsmasinin, edinilmis ilag

direncinde 6nemli bir mekanizma oldugu diisiiniilmektedir. Elde edilen bu veriler 1s181nda,
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kanserde ila¢ ile yapilan tedavinin en 6nemli amaglarindan birinin, neoplastik hiicrelerde

apoptozu hizlandirmak oldugu diisiiniilmektedir (Kaya, Caliskan ve Yonden, 2012).

Apoptoz ve karsinogenez, normal bir hiicrenin habis bir hiicreye doniistiigii bir dizi genetik
degisikligin sonucu olarak goriilebilirken, hiicre 6liimiinden kaginma, bir hiicrede bu habis
doniigiime neden olan temel degisikliklerden biridir (Hanahan ve Weinberg, 2000). 1970'li
yillarin baginda, Kerr ve arkadaslar1 apoptozun temel islevinin habis hiicrelerin
eliminasyonu, hiperplazi ve tiimoriin ilerlemesi ile iliskilendirmistir (Kerr, 1972). Bu
sebeple, apoptoz meydana gelen azalma veya apoptoz direnci, karsinogenezde hayati bir rol
oynamaktadir. Kotii huylu bir hiicrenin apoptoz veya apoptoz direncinde azalma ortaya
cikmasinin birgok yolu vardir. Genel olarak, apoptozdan kagmanin meydana geldigi
mekanizmalar su sekilde siniflandirilabilir:

1) Pro-apoptotik ve anti-apoptotik proteinlerin bozulmus dengesi,

2) Azalmis kaspaz fonksiyonu ve

3) Bozulmus 6liim reseptorii sinyali (Sekil 2.12) (Wong, 2011).
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Sekil 2.12. Apoptozda meydana gelen bozukluklar ve kanser gelisimi
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2.2. Akciger Kanseri ve A549 Hiicre Hatti

Diinya ¢apinda akciger kanseri, kansere bagli 6liimlerin en yaygin nedenidir. Kiigiik hiicreli
dis1 akciger kanseri (KHDAK) i¢in molekiiler hedefli tedaviler ve immiinoterapiler, son
yirmi yilda sonuglar1 6nemli 6lgiide iyilestirmistir. Bununla birlikte, ilerlemig NSCLC'lerin
biiylik ¢cogunlugu mevcut tedavilere direngli hale gelir ve sonunda ilerler (Wang, Herbst ve

Boshoff, 2021).

Akciger kanseri, saglikli, normal yapidaki akciger hiicrelerinin mutasyona ugramasi veya
hatal1 kopyalamasi, gereksiz ve kontrolsiiz bir sekilde ¢ogalmasi ve bir kitle olusturmasi ile
baslar. Anormal hiicrelerin timore doniisme siireci bircok nedene baglidir, ancak ¢ogunlukla
cevresel faktorlerle iliskilidir. Bu faktorler arasinda tiitiin mamullerinin kullanimi en biiyiik
faktor olarak kabul edilmektedir. Akciger kanseri, tiitiin iiriinlerine maruz kalma, radyasyona
maruz kalma, onceki akciger hastalig, stres, zararli ve zehirli gazlarin solunmasi ve diyet
karsinojenlerine maruz kalma gibi diger cevresel faktorlerden kaynaklanir. Ayrica akciger
kanseri nedenleri arasinda cinsiyet, yaglanma ve kalitsal genetik ge¢is gibi dogal olaylar da

yer almaktadir (Aydiner, Ece ve Topuz, 2010; Krist ve digerleri, 2021).

Akciger kanseri, kotii prognozlu, 5 yillik hayatta kalim oran1 %20,5 olan (Krist ve digerleri,
2021) ve kanser nedenli olimlerin en sik ortaya c¢iktigi kanser tiiriidiir. Akciger kanseri
vakalarmin yaklasik %90" sigara ve tiitiin iirlinlerinin kullanimindan kaynaklanmaktadir.
Bunlara ek olarak, akciger kanserine karsi ¢ok sayida kalitsal ve edinilmis yatkinlik
mekanizmalar1 ortaya konulmustur. Akciger kanseri i¢in tedavi segenekleri arasinda
kemoterapi, radyasyon tedavisi, ameliyat ve hedefe yonelik tedavi bulunur. Terapotik
modalite Onerileri, kanserin tiirii ve evresi dahil olmak {izere ¢esitli faktorlere baglidir. Son
25 yilda yapilan c¢alismalara ragmen, akciger kanseri olan hastalar i¢cin prognoz hala
yetersizdir. Mevcut standart tedavilere yanitlar, en lokalize kanserler disinda zayiftir

(Lemjabbar-Alaoui, Hassan, Yang ve Buchanan, 2015).

2017'deki kanser istatistikleri tahminlerine gore, akciger kanseri diinya ¢apinda kanser
oliimlerinin ylizde %25 ni olusturmaktadir (yaklasik 155.870 kisi) (Al-Sukhni, Aronson, ve
Gallinger, 2008). Bu say1 2016 yilinda iilkemizin orta araliginda olup, 6lim oranlar
cinsiyete gore farklilik gostermektedir. Erkeklerde morbidite ve mortalite daha yiiksekken,

akciger kanseri mortalitesi erkeklerde %2,2 ve kadinlarda %8,9'dur. Ancak cinsiyete gore
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akciger kanseri insidans istatistikleri gdstermektedir ki; dniimiizdeki yillarda akciger kanseri

vakalar1 kadinlarda erkeklerden daha yaygin hale gelecek (ACS, 2013).

Akciger kanseri iki ana gruba ayrilir: kiiclik hiicreli akciger kanseri (KHAK) ve kiiciik
hiicreli olmayan akciger kanseri (KHDAK) (Cruz, Tanoue ve Matthay, 2011). KHAK
hiicreleri noéroendokrin hiicrelerden kaynaklandigi diisiiniilen proliferasyon hizi yiiksek ve
hiicre 6liim mekanizmalarina kars1 direng gdsteren hiicrelerdir (Wagar ve Morgensztern,
2017; Park ve digerleri, 2011). KHDAK kendi arasinda yaklasik %40’mn1 olusturan
adenokarsinom, %30’unu olusturan skuamoz hiicreli karsinom, %15’unu olusturan biiyiik
hiicreli karsinoma ayrilirken daha az yaygin olan diger tiirler adenoskuamoz karsinom ve

sarkomatoid karsinomdur (Schabath ve Cote, 2019) (Sekil 2.13).

Akeiger kanseri histolojik kategorileri Kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri alt tipleri

Kiiciik hiicreli
akciger kanseri
% 15

Skuamoz hiicreli
karsinom
%25

Sekil 2.13. Akciger kanseri ¢esitleri

Adenokarsinom, akciger kanserler tiirleri arasinda %40k oran ile en fazla goriilen
histolojik akciger kanseri ¢esididir. Akciger kanseri erkeklerde, kadnlara kiyasla daha fazla
goriilmekle beraber kadinlarda, nispeten geng hastalarda ve daha once hi¢ sigara igmeyen
kisilerde goriilmektedir (Kuhn ve digerleri 2018). Adenokarsinomlu bireylerde genellikle
beyin metastaz1 goriilmektedir. Hastaligin en 6nemli semptomlar1 arasinda ise bas agrisi,
kusma, gorme alani eksikligi ve nobetler yer almaktadir (Clark ve Alsubait 2021). Genellikle
periferik akciger dokusunda goriilen ve histolojik olarak glandiiler farklilasma veya miisin

iretimi ile karakterizedirler. Histolojik inceleme sirasinda ¢ogu adenokarsinomun heterojen
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bir yapiya sahip oldugu tespit edilmistir. Bu yap1 mikropapiller, papiller, asiner, lepid ve kat1
yapiya sahiptir (Davidson, Gazdar ve Clarke, 2013).

KHDAK!'de evre, histoloji, genetik degisiklikler ve hastanin durumuna bagh olarak tedavi
yaklasimlar1 genellikle cerrahi, radyoterapi, kemoterapi, immiinoterapi, tek basina veya
kombine modalitede molekiiler hedefli tedaviyi igermektedir. KHDAK'nin erken
evrelerinde tibbi olarak uygun hastalarda kiiratif amacglhi cerrahi rezeksiyon
onerilmektedir. Adjuvan platin bazli kemoterapi, 5 yi1lda mutlak 6liim riskinde %5,4'liik bir
azalma ile evre II-IITA hastalig i¢in tavsiye edilirken, niiks oranlar1 yiiksektir ve nispeten
yliksek toksisite orani vardir (Pignon ve digerleri, 2008). Tedaviden dnce, 6zellikle evre 11B
ve evre 1A hastalig1 i¢in multidisipliner tartisma onerilmektedir. Simdiye kadar, molekiiler

olarak hedeflenen tedaviler, erken evre hastalarda genel bir sagkalim yarar1 gdstermemistir

(Alexander, Kim ve Cheng, 2020).

Pulmoner sistemi etkileyen tiim kanser tiirleri icinde KHADK karsinomu, tiim tiimorlerin
yaklasik %80-85'ini olusturur. Gegtigimiz birka¢ on yilda sitogenetik ve ileri molekiiler
teknikler, akciger kanserinin genomik yapisini tanimlamaya yardime1 olmus ve bu siirecte,
ilerlemis KHADK 1 hastalarin klinik yonetimi ve tedavisinde devrim yaratmistir (Suster ve
Mino-Kenudson, 2020). KHADK'lar, adenokarsinomlari, skuaméz hiicreli kanserler ve
biiyiik hiicreli kanserler gibi ¢oklu kanser tiirlerini kapsar (Relli, Trerotola, Guerra ve
Alberti, 2019). KHDAK'nin karsinogenezi, hiicre farklilagmasi, bilyiimesi, gocti, istilasi ve
apoptozda gorevli gen mutasyonlar1 birikiminin neden oldugu ¢ok basamakli bir siirectir

(Zhou ve digerleri, 2015).

KHDAK, kemoterapi ve radyoterapi gibi tedavilere az duyarlidir. ilerlemesi ve metastazi,
anjiyogenez ile yakindan iliskilidir. Erken evre KHDAK tedavisinde, ilerleme
kaydedilmesine ragmen, ileri evre KHDAK'in sag kalim oranmin ¢ok diisiikk oldugu
bilinmektedir (Chen, Feng ve Chen, 2012; Qian ve digerleri, 2016). Son ¢alismalar, EGFR
mutasyonlu KHDAK 'nin, hiicresel diizeyde olduk¢a heterojen oldugunu ve ¢coklu molekiiler
mekanizmalar yoluyla direngli tiimorlerin  klonal genislemesini kolaylastirdigini
gostermektedir. Akciger kanseri, akciger kanseri taramasinin yanmi sira cerrahi, tibbi ve
radyasyon onkolojik tedavilerindeki ilerlemelere ragmen, Amerika Birlesik Devletleri'nde

ve diinya ¢apinda kanser 6liimlerinin en yaygin nedeni olmaya devam etmektedir.
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Akciger kanserli hastalar arasinda adenokarsinomlu hasta sayisinin zaman iginde siirekli
artis goOstermesi, bu hasta grubu iizerinde yapilan c¢aligmalarinda giderek artmasini
saglamistir (Hirsch ve digerleri, 2008). Yapilan ¢ok sayida arastirmada akciger
adenokarsinomunun histopatolojik biiyiime paternlerinin hastalarin hayatta kalma orani ile
korele oldugunu gosterilmistir (Motoi ve digerleri, 2008). Sigara igmeyen kisilerde goriilen
en yaygin akciger kanseri alt tipidir. Akciger adenokarsinomu genel olarak akciger
cevresinde olusurken bir¢ok durumda skarlarda veya kronik inflamasyon alanlarinda
bulunabilir. Akciger adenokarsinomu genellikle mukozal bezlerden gelisir ve tiim akciger
kanserlerinin yaklasik %40'in1 temsil eder (Myers ve Wallen, 2020). EGFR mutasyonlari
kesfedildiginden beri, 5-6 ana odak noktasi, hedefe yonelik tedavi ile iliskili akciger
adenokarsinomlarinin molekiiler patogenezi ve prediktif faktorleri iizerinde ¢alisilmaktadir
(Shim, Lee, Park ve Kim, 2011). Daha onceleri skuaméz hiicreli karsinom en yaygin
histolojik tip olarak bilinirken, daha sonra yerini adenokarsinoma birakmistir. KHDAK
olgularinin %30'unu skuamdz hiicreli karsinoma olusturmaktadir. Skuamoz hiicreli kanser,
kadinlara oranla erkeklerde daha fazla goriilmektedir. Skuamoz hiicreli kanserin sigarayla
iligkisi, yapilan c¢alismalarda yaklasik olarak %90 olarak gosterilmistir (Yilmazbayhan ve
Ozliik, 2010; Krimsky ve digerleri, 2016). Diger karsinom tiirlerine gore ise uzak organ
metastazlarinin daha az oldugu tespit edilmistir (Canpolat, Cemil, Eskioglu ve Han, 2009).

Kiigiik hiicreli karsinom hiicreleri ilk olarak 1971'de Japonya'da yetistirildi. Kiiciik hiicreli
olmayan bir karsinom hiicre dizisi olan A549 hiicre dizisi, ilk olarak 1972'de 58 yasindaki
beyaz bir adamdan adenokarsinoma akciger dokusundan biyopsi alind1 ve 1976'da D.J.
Giard ve arkadaslari tarafindan kiiltiirlendi (Gazdar, Girard, Lockwood, Lam ve Minna,
2010). A549 hiicre hatt1, hipotriploid alveolar bazal epitel hiicreleridir (Sekil 2.14). Kiiciik
hiicreli olmayan akciger karsinomu olarak siniflandirilan bu adenokarsinom hiicre dizisi,
genellikle daha az agresiftir ve kiiciik hiicreli akciger kanserinden daha yavas yayilir. Ayrica
kiiciik hiicreli akciger kanserinden daha yaygin oldugu gosterilmistir. A549 hiicreleri tiim

akciger kanseri vakalarinin %88'inde goriilebilen hiicrelerdir (Gazdar ve digerleri, 2010).
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Sekil 2.14. A549 hiicre hatlar1 (https://www.atcc.org/products/ccl-185)

A549 hiicreleri tek tabakali kiiltiirii yapilirken ortama yapisirlar ve sitoplazmik ¢ikintilar
olan yass1 hiicreler olarak biiyiirler. A549 hiicreleri, 6zellikle tip II akciger epitel hiicre
modeli olarak, in vitro ve in vivo ila¢ metabolizmasi g¢alismalarinda ve transfeksiyon
caligmalarinda yaygin olarak kullanilmaktadir (Cooper, Barnet, Kao ve Scolyer, 2018);
Foster, Oster, Mayer, Avery ve Audus, 1998).

2.3. Drosophila melanogaster

Model organizmalar, biyolojik arastirmalarin ve siireclerin daha iyi bir sekilde anlasabilmesi
icin calismalarda kullanilan canlilardir. Bu tiir organizmalarin laboratuvar ortamlarinda
cogaltilmasi ve beslenmesi diger farkli organizmalara gore nispeten daha kolay olmasindan
ve calisilmast zor olan farkli organizmalarin biyolojik siireglerini anlamada kilit rol
oynamaktadirlar. Latince ad1 Drosophila melanogaster olan ve halk arasinda meyve sinegi
ya da sirke sinegi olarak bilinen bu organizma, biyolojik arastirmalarda 6zellikle molekiiler
genetik, gelisim biyolojisi, popiilasyon genetigi, ndrofarmakolojik, kanser ve genetik

toksikoloji gibi bir¢ok arastirma alanlarinda siklikla kullanilmaktadir (Sekil 2.15).
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Saldirganlik ile ilgili Drosophila melanogaster Fizyoloji Ogrenme ile ilgili ilk
caligsmalarda sinekler ve TIP alaninda 10 Nobel odiilii genler Drosophila'da
kullanilmaktadur. alan bilim adaminin ¢alismasina kesfedilmistir.
konu olmustur.
Yer kaplamazlar ve Kok hiicre
ekonomik olarak caligmalarinda
yetistirilebilirler. kullanilur.

Drosophila uyku ile
ilgili calismalarda
kullanilmaktadir.

Insan hastalik genlerinin
yaklagik % 75 meyve
sinekleri ile benzerlik tagir

Kanser, epilepsi ve

Yaslanma ile ilgili alzheimer hastaliklar:

aragtirmalarda ile ilgili caliymalarda
kullanilmaktdir. kullanilmaktadir.
Drosophila kisa
Beslenme ile ilgili Omiirliidiir ve ¢ok hizl
calismalarda 6zellikle diyet bir iireme kapasitesine
ile ilgili aragtirmalarda sahiptir.
kullanilmaktadir. 1947'de uzaya ilk ulagsan ve
glivenli bir sekilde donen ilk Bagimhilik ile ilgili
Ilk jet lang genleri organizma Drosophila caligmalarda
Drosophila'da bulunmustur. melanogaster'dir. kullanilmaktadir.

Sekil 2.15. Drosophila melanogaster’in kullanildigi ¢aligma alanlar

D. melanogaster’in ilk olarak tanimlanmasi Johann Wilhem Meigen tarafindan 1830 yilinda
yapilmistir. Tlk kez 1910 yilinda Amerikali zooloji ve genetik uzman1 Thomas Hunt Morgan
tarafindan kullanilmistir.  DNA  diziliminin tamami 2001 yilinda aciklanan D.
melanogaster’in 14.000 gen ve 165 milyon baz ¢iftine sahip oldugu tespit edilmistir (Keller,
2007).

D. melanogaster 100 yili askin siiredir model organizma olarak tercih edilmektedir. Bu
bocegin model organizma olarak kullanilmasinin bir¢ok nedeni vardir;

e Insan gen dizilimleri ile olan ortak ozellikleri bu organizmay: insanlardaki birgok
hastaliklara kars1 ilag iiretilmesi ve gelistirilmesi konularindaki aktif olarak kullanilan bir

canli materyal haline getirmistir.

e D. melanogaster’ in fenotip 6zellikleri mikroskop altinda (g6z rengi, viicut rengi, kil tipi)
cok cesitli mutasyonlar ve varyasyonlar olsa dahi incelenebilen ve gozlemlenebilen bir

organizmadir (Keller, 2007).
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e Laboratuvar kosullarinda yetistirilmesi ve beslenme sartlart maliyeti diisiiktiir.

e Genom sekans1 ¢ikartilmis ve insan viicudundaki hastaliklara neden olabilecek genlerin

%60’ mdan fazlasi1 bu tiir ile homoloji gosterdigi tespit edilmistir.

e Kanser gibi hastaliklarda homologlarinin oldugu ve insan hiicre dongii yolaklarinin

birbirine benzedigi bilinmektedir (Prokop, 2016).

2.3.1. Genetik toksikoloji

Toksikolojinin bir dali olan genetik toksikoloji, organizmanin normal biyolojik aktivitesi
sirasinda veya fiziksel, kimyasal ve biyolojik faktorlerin etkisi altinda hiicrelerin DNA
molekiiliinde meydana gelen degisiklikleri inceleyen ve ¢ok 6nemli bir etkiye sahip bir bilim
dalidir ve cesitli faktorlerin neden oldugu genetik hasarin degerlendirilmesinde oldukca
onemli bir yeri vardir (Choy, 2001; Young, 2002). Genetik toksisite veya genotoksisite;
genel olarak cekirdekte, kromozomlarda ve DNA yapisinda meydana gelen DNA
yapisikliklari, DNA kirilmalari, gen mutasyonlari, kromozomal anormallikler, klastojenite,
anoploidi gibi sorunlari iceren genel bir terimdir. Genotoksisite, genotoksik maddelerin
DNA veya genom replikasyonundan sorumlu enzimlerle etkileserek mutasyonlara yol
acmast veya DNA'da degisiklige neden olmasi anlamina gelmektedir (Zeiger, 2004).
Maddeler veya mutajenler dogrudan DNA {izerinde veya dolayli olarak genomik bilgilere
gbre sentezlenen proteinlere baglanarak etki ederler. DNA hasari ile iligkili anahtar
molekiiller ve yollardaki kusurlar ise doku hasari, yaslanma, kanser, kisirlik ve baz1 genetik
ve ¢ok faktorlii hastaliklara yol agan etkilerini gosterir (Mateuca, Lombaert, Aka, Decordier,
ve Kirsch-Volders, 2006). Genotoksisite ve kanserojenlik arasindaki iligki birgok ¢alismada
arastirilmis ve bir¢ok insan kanserojen bilesigin genotoksik oldugu bulunmustur. Su anda,
genotoksik testler sahadaki kuruluslarda kullanilmaya baslandi. Bu sonuca, bazi
kimyasallarin mutajenik aktiviteleri ile kanserojen potansiyelleri arasinda bir baglanti
oldugu gercegi rehberlik etmistir (Mavournin, Blakey, Cimino, Salamone ve Heddle, 1990;
Vural, 2005).

1927'de Miiller'in calismasiyla baslayan genetik toksikolojinin ortaya c¢ikmasiyla, X

isinlarinin Drosophila'daki mutasyon sayisini normal hizin 15.000 kat1 kadar arttirdigi
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bulundu. Giiniimiizde teknolojik gelismelerin analiz ve risk alma yontemlerindeki artisa

bagli olarak en 6nemli aragtirma dallarindan biri haline gelmistir (Cavasg, 2004).

Bir genotoksisite testinin sahip olmasi gereken temel 6zellikleri s6yle siralayabiliriz;

e Kolay uygulanabilir olmast,

e Genetik sorunlari tespit etmede etkin olmasi,
e Hizli sonu¢ vermesi,

e Ekonomik olmasi,

¢ Az sayida Ornegin yeterli olmasi.

Genetik toksikoloji testlerinin ana hedefi DNA molekiilii oldugundan, her organizmanin
sonuclari insanlarda saglik sorunlarini tahmin etmek icin de kullanilabilir. Bu baglamda, bir
canli tiirlinde DNA hasarina neden oldugu bilinen bir kimyasalin diger tiirlerde de benzer
etkilere neden olabilecegi sOylenebilir. Giiniimiizde genotoksik etkileri tespit etmek igin
bocekler, mikroorganizmalar, bitkiler ve omurgalilar {izerinde test edilebilen 200'den fazla
kisa siireli test yontemi bulunmaktadir. Bu testler, genetik materyaldeki hasar1 farkli
mekanizmalar aracilifiyla dogrudan veya dolayli olarak tespit etmek icin gelistirilmis in
vitro ve in vivo testlerden olugmaktadir (Vural, 2005). Bu test yontemlerinden biri olan in
vitro mutajenite testinde, genotoksik etkisi arastirilan bir maddenin belirli
konsantrasyonlarda ¢esitli test hayvanlarindan veya insanlardan almman dokulara
uygulanmasidir. Bu testlerin in vivo testlerden farki, test edilen kimyasalin canli bir
organizmaya degil, dis ortamda ondan almman bir dokuya uygulanmasidir. Genetik
toksikolojinin temel amact mutajenleri genotoksik testlerle tespit etmek, bu maddelerin
insanlardaki risklerini belirlemek ve gereksiz yere bu maddelere maruz kalmaktan

kacinmaktir.

Genel olarak tarama icin kisa silireli mutajenite testleri kullanilirken, insanlarda riski
belirlemek i¢in memeli testleri kullanilmaktadir (Young, 2002). Insan kaninda birgok farkli
hiicre tipi bulunmasma karsin, cekirdekli lenfositler siklikla DNA veya kromozom
caligmalarinda kullanilmaktadir. Periferik kan kiiltiirii yontemi olarak ifade edilen bu
yontem, istenilen sayida hiicrenin ¢ok kisa siirede calisilabilmesi, kiiltiir siiresinin kisa

olmasi ve elde edilen kromozom preparasyonlarinin elde edilenlere gére daha kaliteli olmast
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nedeniyle avantajlidir (Rooney ve Czepulkowski 1986; Oztas, 2000; Basaran, 2003).
Periferik kan kiiltlir yontemi, gliniimiizde oncelikli olarak tibbi genetik (Chu, Snyder ve
Econs, 2006) olmak iizere onkoloji (Eisenthal, Barbarsteyn, Gitstein ve Lifschitz-Mercer,
2006), genetik toksikoloji (Rodeiro ve digerleri, 2006), biyokimya (Bukowska, 2004),
hematoloji (Saigo, Hashimoto, Kumagai ve Sugimoto, 1999) , immiinoloji ve parazitoloji
(Franga-Botelho, Honorio-Franga, Franga, Aparecida Gomes ve Costa-Cruz, 2006) gibi pek
cok tip ve biyoloji ile ilgili alanda yaygin olarak kullanilmaktadir.

Birgok calisma sonucunda bilesiklerin genotoksik etkilerinin belirlenmesinde tek bir testin
yeterli olmadig1, bu nedenle bilesiklerin genotoksik veya mutajenik etkilerinin belirlenmesi
i¢in seri test sisteminin kullanilmasi gerektigi sonucuna varilmustir (Virginia, 1992). Yapilan
calismalarda siklikla kullanilan genotoksisite testleri, Allium testi (Levan, 1938), Salmonella
testi (Ames, McCann ve Yamasaki, 1975), mikroniikleus testi (MN) (Mac Gregor ve
digerleri, 1987), kardes kromatid degisimi testi (KKD) (Latt ve digerleri, 1981), tek hiicre
jel elektroforezi (SCGE) (Fairbairn, Olive ve O'Neill, 1995) ve somatik mutasyon ve
rekombinasyon testi (SMART) (Graf ve digerleri, 1984) siralanabilir.

2.3.2. Drosophila melanogaster somatik mutasyon ve rekombinasyon testi

In vivo mutajenik test ydnteminde, mutajenik etkileri test edilecek madde, test hayvanlarmna
belirli konsantrasyonlarda ve farkli yollardan enjekte edilir. Bu deneylerde kullanilan
hayvanlar genellikle bocekler ve memelilerdir. Boceklerde en sik kullanilan genotoksisite
testi Drosophila melanogaster somatik mutasyon ve rekombinasyon (SMART) testidir. Son
yillarda yaygin olarak kullanilmaya baslayan SMART, kimyasallarin mutajenik ve
rekombinasyon aktivitelerini belirlemek i¢in olduk¢a uygun ve verimli bir in vivo test

sistemidir (Graf ve digerleri, 1984).

SMART'n uygulanan diger test yontemlerine gore avantaji, mitotik rekombinasyon ve
ortaya ¢ikan mutasyonlarin fenotip lizerindeki etkisini gosterebilmesidir. Transheterozigot
sineklerde marker genlerin varligi ve kullanilmasi, bu 6zelliklerin genotoksik deneyde
gozlemlenmesi, ¢alismanin bir yontem olarak basit ve ucuz bir yol oldugunu gostermektedir.
Drosophila somatik hiicrelerinde mutasyonlar1 ve kanserojen etkileri olgmek diger
organizmalara gore daha kolaydir. F1 neslindeki mutajenik etki gozlemlenerek, kimyasal

maddelerin viicudu ne 6l¢iide etkiledigini belirlemek miimkiindiir.
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Drosophila melanogaster ile yapilan bu in vivo test yontemi, mikroorganizmal in vitro ve
memeli genotoksisite test sistemleri arasindaki boslugu doldurabilir (Frey ve Wiirgler 1996).
SMART, translokasyonlar, mitotik rekombinasyon, nokta mutasyonlari, kromozom
kayiplari, delesyonlar ve ayrilmama gibi belirli kromozomal anormalliklerin genis bir
genetik sonuglarina izin verir (Graf ve digerleri, 1984; Graf, Abraham ve Guzman-Rincon,
1998). iki tir SMART vardir, kanat benek testi ve gdz mutasyon testi. Her ikisi de
embriyonik gelisimin erken evrelerinde hiicre gruplarinin (hayali disk) ayrilmasina dayanir.
Sinek larva gelisimi sirasinda yetiskin sinegin viicut yapisina farklilasana kadar mitotik

olarak ¢ogalirlar (Graf ve digerleri, 1998).

SMART veya Drosophila kanat benek testi gida ve ilag giivenligi, nanopargaciklar, pestisit
ve herbisit ve ¢evre giivenligini kapsayan insan tehlike degerlendirmesinde ¢ok fazla sayida
uygulama alanina sahiptir. Ayrica SMART, ilgili ajanlarin anti-mutajenite 6zelliklerini test
etmek i¢in de uygulanir (Sekil 2.16) (Pitchakarn, Inthachat, Karinchai ve Temviriyanukul,
2021).

GENOTOKSISITE VE MUTAJENITE TESTLERI
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Sekil 2.16. Drosophila Somatik mutasyon ve rekombinasyon testinin kullanim alanlar1
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Yapilan bir¢ok ¢aligma ile, Drosophila gibi memeli olmayan model organizmalar karmagsik
genetik manipiilasyonlara yatkinliklar1 ve deneysel izlenebilirlikleri sayesinde, timor
hiicrelerinin hiicre plastisitesini ve yeni mikro ortamlara adaptasyonlarini yonlendiren gen
ekspresyonunun karmasik koreografisini anlamak i¢in ¢ok yararli olduklar1 kanitlanmistir

(Sharpe, Morgan, Nisbet, Campbell ve Casali, 2023).

2.3.3. D. melanogaster ve antioksidanlar

Antioksidanlar, hiicrelere zarar vermeden 6nce "reaktif oksijen tiirlerini" (ROS) veya serbest
radikalleri notralize ettikleri veya yok ettikleri i¢in bugiin hayatimizin 6nemli bir pargasi
haline gelmistir. ROS tarafindan indiiklenen oksidasyon, hiicre zar1 parcalanmasi, zar
proteini hasar1 ve DNA mutasyonlar1 ile sonuglanir, bu da yaslanmaya neden olur ve ayrica
damar sertligi, kanser, diyabet, karaciger hasari, koroner kalp hastaliklar1 iltihaplanma, artrit

ve cilt hasarlar1 gibi bircok hastaligin gelisimini baslatir veya cogaltir (Dontha, 2016).

Antioksidanlar, serbest oksijen radikallerine baglanan ve bu radikallerin saglikli hiicrelere
zarar vermesini engelleyen kimyasal bilesiklerdir. Normal oksijen kullanimiyla (Tiwari,
2004) viicut tarafindan siirekli olarak serbest radikaller tiretilir. Oksijen yasam igin
vazgecilmez bir elementtir. Hiicreler enerji iiretmek i¢in oksijen kullandiginda, mitokondri
tarafindan serbest radikaller tiretilir. Bu yan iiriinler genellikle ROS'un yani sira hiicresel
redoks isleminden kaynaklanan reaktif nitrojen tiirleridir (RNS). Serbest radikallerin lipitler,
proteinler, karbonhidratlar ve niikleik asitler i¢in 6zel bir afinitesi vardir (Sivanandham,

2011).

Serbest radikal, bir veya daha fazla eslesmemis elektrona sahip, bagimsiz olarak var olabilen
kimyasal bir tirdiir. Serbest radikaller, radikal olmayanlardan daha az kararlidir ve
molekiillerle gelisigiizel reaksiyona girebilir. Radikaller olustuktan sonra, baska bir radikalle
veya baska bir radikal olmayan molekiille cesitli etkilesimlerle reaksiyona girebilirler. iki
radikal eslesmemis elektronlariyla carpistiginda, bir kovalent bag olusturur (Halliwell,
Zentella, Gomez ve Kershenobich, 1997).

ROS ortamina ve konsantrasyonuna bagl olarak biyolojik sistemlerde hem zararli hem de

faydalidir (Lopaczynski ve Zeisel, 2011). Yiiksek konsantrasyonlarda ROS, lipitler ve zarlar,
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proteinler ve niikleik asitler dahil olmak iizere hiicre yapilarinda hasara aracilik eder;

“oksidatif stres” olarak bilinir (Poli, Leonarduzzi, Biasi ve Chiarpotto, 2004).

Oksidatif stres, ROS olarak isimlendirilen serbest radikallerin ve reaktif metabolitlerin
iiretimi ile bunlarin antioksidanlar olarak isimlendirilen koruyucu mekanizmalar tarafindan
ortadan kaldirilmas1 arasindaki bir dengesizlik olarak tanimlanir. Bu dengesizlik, 6nemli
biyomolekiillerin ve hiicrelerin zarar gérmesine yol agarak, tiim organizma {izerinde
potansiyel bir etkiye sahiptir (Durackova, 2010). ROS'un zararh etkileri, viicutta bulunan
ornegin enzimler gibi antioksidanlarin etkisiyle dengelenir (Halliwell ve Gutteridge, 2015).
ROS'tan kaynaklanan oksidatif hasara kars1 koymak icin hiicrenin antioksidan savunma
sisteminin varligina ragmen, oksidatif hasar yasam dongilisii boyunca birikir ve
kardiyovaskiiler hastalik, kanser, ndrodejeneratif bozukluklar ve diger kronik durumlar gibi

hastaliklar, yaglanma ve yasa bagl hastaliklarla iliskilendirilmistir (Rahman, 2003).

Bir antioksidan, bagka bir molekiiliin oksidasyonunu inhibe edebilen bir molekiildiir. Serbest
radikalleri beslemek i¢in kendi elektronlarini feda ederek serbest radikal reaksiyon zincirini

kirar, kendileri serbest radikal olmaz.

Antioksidanlar, ROS'un saldirisina karsi hiicreleri savunmanin dogal yoludur. Viicudumuz,
antioksidan ozellikleri nedeniyle ¢esitli besin maddelerini dogal olarak dolastirir ve bu yikict
zincir reaksiyonlarmi kontrol etmek igin antioksidan enzimler iiretir. Ornegin, C vitamini, E
vitamini, karotenler ve lipoik asit. Oksidatif stres, viicuttaki serbest radikallerin sayisinin
antioksidan savunmamizi astigi durum olarak tanimlanir. Ayrica kromozomun telomer
uzunlugunu da azaltirlar . Oksidasyon reaksiyonlar1 yasam i¢in 6nemlidir, ancak hiicrelere
de zarar verirler. Bu nedenle, bitkiler ve hayvanlar, glutatyon (GSH), C vitamini ve E
vitamini gibi c¢oklu antioksidan tiirlerinin yani sira katalaz (CAT), siiperoksit dismutaz
(SOD) ve ¢esitli peroksidazlar gibi enzimlerin karmasik sistemlerini korurlar. Diisiik
antioksidan seviyeleri veya antioksidan enzimlerin inhibisyonu, oksidatif strese neden olur

ve hiicrelere zarar verir veya oldiiriir (Dontha, 2016).

Toksisitenin olas1 bir mekanizmas: olarak oksidatif stres, son yillarda toksikolojik
caligmalarda ana odak haline gelmistir. Organizmalar serbest radikallere karsi savunma

mekanizmasi gelistirmektedir. Bu savunma mekanizmasi enzim sistemlerini (siiperoksit
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dismutaz (SOD), katalaz, glutatyon rediiktaz (GR) ve glutatyon peroksidaz (GPX) ve enzim
olmayan bilesikleri (glutatyon) icermektedir.

Oksijenli solunum yapan biitiin organizmalarda makromolekiillere olumsuz etkileri olan
serbest radikaller, normal metabolizma boyunca siirekli olarak iiretilmeye devam
etmektedir. (Missirlis, Phillips ve Jackle, 2001). Antioksidan enzimleri serbest radikal
turevlerini temizleyen enzimlerdir (Mockett, Orr, Rahmandar, Sohal ve Sohal, 2001).
Antioksidan enzimler yasamimizda giinliik olarak ortaya c¢ikan serbest radikal {irtinlerine
karsi koymak i¢in yeterlidirler. Bu enzimler stresli kosullar i¢in gii¢lii bir savunma
mekanizmasi olusturduklari i¢in ayrica stres enzimleri olarak da tanimlanirlar (Sohal, Arnold

ve Orr, 1990).

In vivo antioksidan ¢aligmalarinin ¢ogu, maliyetli, zaman alan ve etik sorunlar ve genetik
manipiilasyon araglarinin mevcudiyeti ile sinirli olan kemirgen modelleri kullanilarak
yapilmistir (Panchal ve Tiwari, 2017). Bununla birlikte, bu sorunlar, neredeyse tiim biyolojik
stirecleri incelemek i¢in yaygin olarak kullanilan koklii bir genetik model organizma olan
meyve sinegi D. melanogaster i¢in neredeyse yok denecek kadar azdir (Piper ve Partridge,
2018). Siklikla insan hastaliklarini modellemek icin ve potansiyel ilaglarin yiiksek verimli
taramasi ve hastalik terapotiklerinin gelistirilmesi amaciyla In vivo bir ara¢ olarak tercih
edilmistir (Staats, Liiersen, Wagner ve Rimbach, 2018). Bununla birlikte, Drosophila'nin
antioksidatif arastirmalarda kullanimi, fare modellerini kullananlara kiyasla ¢ok daha az

rapor edilmistir.

Memeliler gibi, Drosophila da reaktif oksijen tiirevleri (ROS) kaynakli oksidatif hasari
onlemek i¢in {i¢ defans hattindan olusan endojen bir sisteme sahiptir. (Bayliak, Abrat,
Storey, Storey ve Lushchak, 2019; Carocho, Morales ve Ferreira, 2018). ilk sira, enzimatik
reaksiyonlarla ROS'u temizleyen baslica siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT),
glutatyon peroksidaz (GPx) ve glutatyon-S-transferaz (GST) olmak iizere antioksidan

enzimlerden olusur (Luo, Mills, le Cessie, Noordam ve van Heemst, 2020).

Drosophila melanogaster, antioksidan enzim sistemlerinden SOD, katalaz, glutatyon (GSH)
ve glutatyon rediiktaza (GR) sahip iken glutatyon peroksidaz enzimine sahip degildir. Bu
enzimlerden siiperoksit dismutaz (SOD), siiperoksit radikallerini hidrojen perokside

dontstiiriir iken, katalaz ve GSH peroksidaz, hidrojen peroksidi suya doniistiirerek gorev
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yaparlar. GR rediiktaz enzimi ise okside glutatyonu rediikte forma doniistiirmektedir (Ozata,
2006).

SOD ve katalaz, Drosophila'daki birincil enzimatik savunmay1 olusturur (Mockett, Bayne,
Kwong, Orr ve Sohal, 2003). Katalaz, Drosophila'da tek bir gen tarafindan kodlanirken
(Mackay ve Bewley 1989), O, nin H20-'ye dismutasyonunu katalize eden enzim olan SOD,
iki gen tarafindan kodlanan iki bigimde bulunur. Sitosolik form, CuZnSOD, aktif bolgede
bakir ve ¢inko iyonlarina sahiptir. Mitokondriyal form, MnSOD, aktif bélgede bir manganez
iyonuna sahiptir (Halliwell ve Gutteridge, 2015). O2'nin SOD-aracili dismutasyon yoluyla
kusurlu bir sekilde uzaklastirilmasina ragmen, bu enzimler Drosophila‘'da hayatta kalmay1

saglamak i¢in yeterli koruma saglar (Phillips, Parkes ve Hilliker, 2000).

Memeli hiicrelerinde, glutatyon rediiktaz (GR), GSSG'nin 2GSH'ye indirgenmesini katalize
eder. Drosophila’da GR mevcut degildir. Bunun yerine GSSG, tioredoksin sistemi tarafindan
tekrar GSH'ye indirgenir. Bu oranin toksisiteye dogru kayma potansiyeline ragmen,
memelilerde yiiksek glutatyon rediiktaz aktivitesi ve Drosophila‘daki tioredoksin sistemi bir
miktar salgi ile birlestiginde, hiicreler i¢in toksik olmayan bir GSSG: GSH orani saglar
(Forman, Zhang ve Rinna, 2009).

GSH:GSSG ciftinin redoks potansiyeli, hem toplam GSH ve GSSG miktarina hem de
bunlarin nispi oranlarina baghdir (Rebrin ve Sohal 2008). GSH: GSSG orani, bir hiicredeki
oksidatif stres diizeyinin bir dl¢iisli olarak yaygin olarak kullanilir ve oksidatif streste bir
artiga isaret eden bir azalma s6z konusudur (Rebrin ve Sohal 2008). Tiyol grubu (-SH),
GSH'nin gii¢lii indirgeme o6zelliklerinden sorumludur. Ek olarak, GSH yiiksek elektron
verme yetenegine sahiptir (Nygren, Ristoff, Carlsson, Moller ve Larsson, 2005) ve
Drosophila'da peroksiredoksin ve katalaz tarafindan katalize edilen bir reaksiyon olan
H202'nin H20'ye nétralizasyonunda yer alir (Radyuk, Klichko, Spinola, Sohal ve Orr, 2001).
Glutatyon transferazlar (GST'ler), detoksifikasyon siirecinde glutatyonun ksenobiyotik
bilesiklere konjugasyonunu katalize eden her yerde bulunan anahtar enzimlerdir. GST'lerin,
koku ve tatma molekiillerini modifiye ederek ve kemosensor sistemi koruyarak bocek kemo-
tespitinin  sinyal sonlandirilmasinda ikili bir rol oynadigi One slriilmiistiir.
Drosophila melanogaster'de tanimlanan 40 GST arasinda Delta ve Epsilon gruplar1 bocege
ozgidiir. GST'ler Delta ve Epsilon, detoksifikasyona hizmet etmek iizere evrimlesmis

olabilir ve insektisit direnci ile iliskilendirilmistir (Gonzalez ve digerleri, 2018).
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Drosophila GST'ler, hiicresel lokalizasyonlarina gére 2 gruba ayrilan olduk¢a cesitli
bir protein siiper ailesinin tiyeleridir: mikrozomal veya sitosolik (Toba ve Aigaki,
2000). "Sitosolik sinif" alt1 GST alt sinifina ayrilir: Delta, Epsilon, Omega, Sigma, Theta ve
Zeta (Enayati, Ranson ve Hemingway, 2005). Bunlar arasinda bocege 6zgii Delta ve Epsilon
alt siniflari, en fazla iiye sayisim1 icermektedir. Delta GST'ler, 3R kromozomu iizerinde

biiytik bir kiimede lokalizedir.

2.3.4. D. melanogaster ve HSP’ler

Hsp'ler, denatiire proteinlere baglanma yetenekleri, diger proteinlerin katlanmis yapisini
degistirme yetenekleri ve 1s1 ve oksidatif stres gibi protein denatiirasyonuna neden olan
streslere yanit olarak ekspresyonlarmin indiiklenmesi ile tanimlanir ( Morimoto, 2008) .
HSP’ler, proteinin yeniden katlanmasina veya bozulmasina aracilik ederek proteotoksisiteye
kars1 koyar ve stres direncini destekler. HSP'lerin bu islevleri, yasam siiresini destekleme ve
cesitli sistemlerde yaslanmaya bagli arizalar1 onleme yeteneklerinin altinda olabilir
( Lithgow ve Walker, 2002 ; Morrow ve Tanguay, 2003). Kiiresel protein hasarina yanit
olarak rollerine ek olarak, HSP'ler ayrica daha spesifik hedeflere sahiptir ve protein dongiisii,
hiicresel yaslanma, kanser ve apoptoz/programlanmis hiicre Olimii gibi yaslanma
fenotiplerinde merkezi olan yollarin diizenlenmesinde yer alirlar (Morimoto ve Cuervo,
2009; Tower, 2009) ve bu tiir yolaklarin spesifik modiilasyonu da HSP'lerin yaslanma ve
yasam siiresi lizerindeki etkilerinin altinda olabilir. HSP’lerin ifadesi yasam siiresiyle iliskili
olup bu ozelligi ile Drosophila ve diger hayvanlarda yaslanmanin en iyi bilinen

biyobelirtegleri olarak kullanilmalarina neden olmustur (Johnson, 2006; Tower, 2009).

HSP’ler Drosophila'da kesfedilmelerinden bu yana, 1s1 soku proteinlerinin hem stres
direncini hem de yasam siiresini diizenledigi gosterilmistir. Yaglanma, artan oksidatif stres
ve anormal (yanlis katlanmis) proteinlerin birikmesi ile karakterize edilir ve bu stresler,
transkripsiyon faktorii HSF araciligiyla HSP gen ekspresyonunu indiikler. Ek olarak,
Hsp'lerin bir alt kiimesi, JNK sinyal yolu ve transkripsiyon faktorii Foxo yoluyla oksidatif
stres tarafindan indiiklenir. HSP'ler, proteinin yeniden katlanmasini ve doniisimiini
kolaylastirarak ve apoptozun inhibisyonu dahil diger mekanizmalar yoluyla anormal
proteinlerin toksisitesine kars1 koyar. HSP’ler, yaglanma sirasinda dokuya 6zgii modellerde
yukar1 dogru diizenlenir ve ekspresyonlari, yasam siiresiyle iliskilidir ve bazen bunu tahmin

eder, bu da onlar1 yaglanmanin ideal biyobelirtegleri yapar. Drosophila'da gen fonksiyonunu
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deneysel olarak manipiile etmek ve saglik durumunu test etmek i¢cin mevcut olan araglar,

HSP'lerin yaslanmadaki roliinii daha fazla incelemek i¢in benzersiz bir firsat sunar.

HSP'ler geleneksel olarak molekiiler agirliklarina ve sekans korumalarina dayali olarak
ailelere ayrilir (Tang, Chang, Hayer-Hartl ve Hartl, 2007). Bunlar HSP90/100 ailesi, HSP70
ailesi, HSP60 ailesi, HSP40 ailesi ve kiigiik HSP'dir (SHsps). HSP70 ailesinin yapisal olarak
ifade edilen iiyelerine HSC70'ler denir. HSP'ler genellikle etkilesimler ve islevler icin
ozgiilligi belirleyen kofaktorler (ko-saperonlar) ile islev goriir. D. melanogaster’de bulunan

HSP’ler ve fonksiyonlar1 Cizelge 2.4’de verilmistir (Morrow ve Tanguay, 2003).

Cizelge 2.4. Drosophila melanogaster HSP’lerin islevleri

HSP siniflari Drosophila’daki genler Fonksiyonlari
SHSP HSP22, HSP23, HSP26, HSP27, Is1 toleransi
HSP67BA, HSP67BB, HSP67BC,
L2EFL, CG14207, CG4461,
CG7409, CG13133

HSP 60 HSP 60, HSP 60B, HSP64 Spermatid bireysellestirme siirecinde yer alir,
Gelismekte olan protein katlanmasi
HSP 70 HSP 70, HSP 68, HSC-1, HSC-2, Gelismekte olan protein katlanmast
HSC-3,HSC-4, HSC-5
HSP90/100 HSP83 Is1 toleransi,

Uygun sentrozom fonksiyonunun saglanmasi,
Klatrin aracili endositoz,

Sinyal iletim yollarinin ve mikrotiibiil
efektérlerinin bakimi,

Morfolojik evrim kondansatorii

Drosophila'da HSP90/100 ailesinin HSP83 (veya HSP90) olarak adlandirilan ve bazen
HSP70 ve HSP40 ailelerinin iiyeleriyle kompleksler halinde islev gdren bir {iyesi vardir.
Drosophila ve memelilerde yapilan ¢alismalar, bu saperon komplekslerinin, p53 ve HSF gibi
transkripsiyon faktorlerinin aktivitesini ve ayrica fosfatazlar, protein kinazlar ve steroid
hormon reseptorleri ve telomeraz gibi diger enzim kompleksleri dahil olmak {izere sinyal
yolu bilesenlerini diizenledigini ortaya koymaktadir (Morrow ve Tanguay, 2003). HSP90
ayrica sentrozom gibi karmagsik yapilarin birlestirilmesinde ve spermin bireysellestirilmesi

gibi gelisimsel siireglerde yer alir.

Sinek genomu, ayirt edici 6zellikler gosterdikleri i¢in dordii daha kapsamli olarak incelenen
12 kii¢iik HSP'yi kodlar (Michaud, Marin ve Tanguay, 1997; Michaud, Morrow, Marchand
ve Tanguay, 2002). HSP22 mitokondri matriksinde yer alirken, HSP23 ve HSP26
sitoplazmiktir ve HSP27 ¢ekirdekte bulunur (Michaud ve digerleri, 1997; Michaud ve
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digerleri, 2002; Morrow, Inaguma, Kato ve Tanguay, 2000). Is1 soku gibi ¢evresel streslere

maruz kalmanin ardindan, bu dort ana kiiclik HSP koordineli olarak yukari regiile edilir.

Drosophila'da yapilan son ¢alismalar (Raut ve digerleri, 2017), birka¢ HSP geninin hayati
gelisimsel islevlere sahip olabilecegini ortaya koymustur. Test edilen 95 HSP geni arasinda,
42'sinin her yerde bulunan gen yikimi, sinek gelisimindeki temel rollerini gosteren F1

olimciilliigii ile sonuglanmustir.

2.3.5. D. melanogaster ve apoptoz

Drosophila melanogaster insan kanserinin molekiiler ve genetik temellerini incelemek igin
yaygin olarak kullanilmaktadir (Gonzales, 2013). Kanser ve insan hastaliklari i¢in bir model
olarak Drosophila'nin birgok yonii, farkli g¢alismalarda kapsamli bir sekilde goézden
gegirilmistir (Yamamura, Ooshio ve Sonoshita, 2021).

Programlanmis hiicre 6liimii veya apoptoz, nematodlar, sinekler ve memelilerde yogun bir
sekilde aragtirilmig olan yiiksek diizeyde korunmus bir hiicresel siirectir. Genetik koruma,
yiiksek verimli genetik ekranlar igin fizibilite, zamansal ve mekansal olarak diizenlenen
apoptotik tepkilerin tanimlanmasi, Drosophila melanogaster'i apoptoz ¢aligsmasi i¢in harika

bir model yapmaktadir (Xu ve digerleri, 2009).

Drosophila'da apoptozun diizenlenmesi omurgalilara benzer sekilde hem hiicre i¢ginden hem
de cevresinden kaynaklanan ¢ok ¢esitli uyaranlar1 igerecek sekilde oldukga esnektir. Bu
uyaranlar, bir¢cok farkli gelisimsel sinyalin yan1 sira DNA hasari, katlanmamis proteinler,
ER-stresi, reaktif oksijen tiirleri ve hiicre spesifikasyonundaki veya hiicre farklilasmasindaki

kusurlar gibi ¢esitli hiicresel stres veya yaralanma big¢imlerini igerir (Steller, 2008).

Programl1 hiicre 6liimii, Drosophila'daki ¢ogu gelisim asamasinda vazgecilmez roller oynar.
En erken apoptoz, embriyonik evrede baglar ve daha sonra yaygin ve belirgin hale gelir (Xu

ve digerleri, 2009).

Omurgalilara benzer sekilde, Drosophila'da apoptozun diizenlenmesi oldukca esnektir ve
hem hiicre icinden hem de ¢evresinden kaynaklanan c¢ok cesitli uyaranlari icerir (Steller,

2008). Sasirtict olmayan bir sekilde Drosophila, Apaf-1, kaspaz-9 ve sitokrom c ortologlari
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dahil olmak tizere tiim kanonik apoptozom proteinlerini i¢erir ve bunlari memeliler i¢in tarif

edilene benzer bir sekilde kullaniyor gibi goriinmektedir.

Drosophila'da apoptotik siirecin ¢ekirdek efektorleri ayni zamanda kaspazlardir. Sinek
genomunda tanimlanmis yedi tane gen vardir: Dronc (Nc olarak da adlandirilir), Dredd,
Strica, DrICE, Dcp-1, Decay ve Damm (Fraser ve Evan, 1997; Song, McCall ve Steller,
1997; Harvey ve digerleri, 2001). Dronc, Dredd ve Strica, baslatici kaspazlar1 olarak

siiflandirilirken, diger dordii efektor kaspaz olarak siiflandirilir.

Kaspaz inhibitorlerinin 6nemli ailesi, kaspazlara baglanabilen ve kaspazlari inhibe edebilen
apoptoz proteinlerinin (IAP'ler) inhibitoriidiir. [AP'ler orijinal olarak bocek virlislerinde
kesfedilmistir, ancak ilgili proteinlerin bir ailesi daha sonra hem boceklerde hem de
memelilerde tanimlanmistir. IAP'ler, kaspazlara dogrudan baglanabilen ve kaspazlari inhibe
edebilen en az bir BIR (baculovirus inhibitdr tekrar) alaninin varlig: ile karakterize edilir

(Salvesen ve Duckett 2002; Vaux ve Silke, 2005).

Drosophila'da Diapl, uygunsuz kaspaz aktivasyonunu ve her yerde bulunan apoptozu
onlemek icin kesinlikle gereklidir (Goyal, McCall, Agapite, Hartwieg ve Steller, 2000).
Ayrica Diapl, hem canli hiicrelerde bozulma i¢in kaspaz 9 ortologu Dronc'u hedeflemek
hem de apoptotik altinda kendi kendine konjugasyonu ve Diapl bozunmasini desteklemek
icin bir E3-ubikuitin ligaz islev goriir. Memeli XIAP, Drosophila Diapl ile kaspazlara,
Reaper ailesi proteinlerine baglanma yetenegi ve apoptotik uyaranlara yanit olarak otomatik
her yerde bulunma ve proteazom aracili degradasyona ugrama yetenegi dahil olmak {izere

birgok 6zelligi paylasir (Sekil 2.17), (Yang, Fang, Jensen, Weissman ve Ashwell, 2000).

Drosophila'da birgok farkli sinyal yolu, IAP antagonistleri Reaper, Hid ve Grim (RHG) ve
apoptozom proteinleri Ark (Apaf-1 homologu) ve Dronc'u (kaspaz-9 homologu) diizenler.
Bu bir yandan DIAP1'in ubikuitin aracili bozunmasina ve kaspazlarin derepresyonuna neden
olurken, diger yandan Dronc'un (kaspaz-9 homolog) Ark ile iliski kurmasini saglayarak aktif
apoptozomlar yaratir ve efektor kaspazlar DrICE ve aktivasyonunu saglar. Dcpl. Her iki yol
da verimli kaspaz aktivasyonu i¢in gereklidir ve "gaz" ve "fren" ile bir araba slirmeye benzer
sekilde koordineli olarak diizenlenir. Bununla birlikte, in vivo apoptozun verimli bir sekilde

indiiklenmesi i¢in "frenlerin" kaldirilmas: gereklidir ve genellikle bunu baglatir. P35
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proteini, spesifik olarak Dcp-1 ve DrICE aktivitesini inhibe edebilir (Sekil 2.17) (Fuchs ve

Steller, 2011).

Drosophila Memeliler
Apoptotik uyaricilar Apoptotik uyaricilar
‘ IP Bel-2
Bel-2)
Reaper(\lh \ J Bcl-2 ailesi iiyeleri
e 271D
i~ | A
IAP Antogonistieri hh \
J. ( HtrA2 0
D ® =
- 4 . Apoptozom
Apoptotik inhibitorier IAP Antogonistleri §9£iuﬁ)3ndmci
Apoptozom .L
sekillendirici @ APAF-1
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RN - inhibitdl’l{. ka?maﬂ

Caspaz-9 benzeri | penzeri

\/\ SR

Caspaz 3 benzeri _ m

Oldiiriicii kaspazlar

APOPTOZ APOPTOZ

Sekil 2.17. Drosophila ve memelilerde apoptoz (Fuchs ve Steller, 2011)

Memelilerde, proapoptotik ve antiapoptotik Bcl-2 aile tiyeleri arasindaki denge, sitokrom c
ve IAP antagonistlerinin mitokondriden salinmasini diizenleyerek apoptoza baglilikta kilit
bir faktordiir. Sitokrom c'nin Apaf-1'e baglanmasi, kaspaz-9'u toplayan ve aktive eden
apoptozom diizenegini destekler. IAP antagonistleri, kaspazlari, hem baslatici hem de
efektor kaspazlar1 hedefleyen X'e bagli apoptoz inhibitorii (XIAP) olmak tlizere IAP'lerin
inhibisyonundan kurtarir. XIAP antagonisti ARTS, mitokondriyal dis zarda lokalizedir ve
mitokondriyal zarlar arasi bosluktan salinan sitokrom c¢, Smac ve diger proteinlerin

salinmasindan once etki eder (Sekil 2.17) (Fuchs ve Steller, 2011).

Ayrica Drosophila’da mitokondriyal 6lim yolagi da apoptozda gorev alir (Sekil 18). Bu
yolak su sekilde gergeklesir; Oncelikle apoptotik bir uyarana yanit olarak, mitokondriden
dOmi/HtrA2 salmir. Sitozole girdikten sonra, Diapl'i pargalayarak bozar. AIF ayrica

mitokondriden salinir ve hiicre 6liimii indiiksiyonunda yer alir. Mitokondriyal dTSPO ve
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dMiro proteinleri, mitokondriyal dis zarda lokalizedir ve ayrica hiicre 6lim programinda yer
alirlar. Sitokrom ¢, apoptotik uyaranlara yanit olarak mitokondriyal yiizeye maruz kalir. Bu
maruz kalma, mitokondri yakininda bir apoptozom olusumunu tesvik edecektir. Debcl ve
Bufty, stres kaynakli hiicre 6liimiinde rol oynar. Gpo-1, ROS birikimini artirarak Debcl
kaynakli hiicre oliimiine katilir. Debcl ve Buffy, Grim ile etkilesime girer, ancak bu
etkilesimin biyolojik 6nemi bilinmemektedir. Rpr, Diap1 bozulmasini indiikleme yetenegini
artiran apoptotik uyaranlara yanit olarak mitokondriye alinir. Rpr ayrica mitokondriyal
membran potansiyelini de degistirebilir. Ek olarak Rpr, pro-fiizyon proteini Marf'1 inhibe
ederek mitokondriyal parcalanmayi tesvik eder. Debcl ayrica pro-fisyon proteini Drpl ile
etkilesime girerek bir mitokondriyal pargalanmayi tetikler. Bu mitokondriyal par¢alanma,
verimli hiicre 6limi igin gereklidir (Sekil 2.18), (Claiver, Rincheval-Arnold, Colin,
Mignotte ve Guénal, 2016).
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Sekil 2.18. Drosophila‘da mitokondriyal hiicre 6liim yolu
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2.4. Dihidropirimidinonlar ve Kullanim Alanlari

Heterosiklik kimya, modern yayinlarin yaklasik {igte birini olusturan organik kimyanin
onemli bir dalidir (Karelson, Katritzky, Szafran, ve Zerner, 1989). Heterosiklik
bilesikler biyolojik sistemimizde hayati bir role sahiptir. Farmakolojik olarak aktif birgok
molekiiliin, dogal iiriiniin ve niikleik asidin ayrilmaz bir parcasidirlar. DNA ve RNA'nin
baz ¢ifti (guanin, sitozin, adenin ve timin) ayrica piirin, pirimidin vb. gibi heterosiklik
bilesiklerden olusur. Heterosiklik bilesikler antitimdr, antibiyotik, antiinflamatuar,
antidepresan gibi ¢ok cesitli ila¢ adaylarinda bulunur, ayrica sitmaya karsi, anti-HIV,
antibakteriyel, antifungal, antiviral, antidiyabetik, herbisidal, fungisidal ve insektisidal
ajanlar olarak kullanilir (Soni ve digerleri, 2014). Bazi dogal olarak olusan ve birgok
hastaliga kars1 iyi bir biyolojik aktiviteye sahip olan baz1 molekiiller kesfedilmistir, 6rnegin
kinin antimalaryal ilag olarak kullanilir, vinblastin ve vinkristin de antikanser

maddesi olarak kullanilir (Kaur, Chaudhary, Kumar, Gupta ve Rawal, 2017).

Pirimidin, en 6nemli heterosiklik kisimdir. pirimidin tiirevleri tibbi kimyada gesitli terapdtik
uygulamalara sahiptir. Aktivitelerinin beklenen bir nedeni, niikleik asitler, DNA ve
RNA'nin temel yap1 taslari olan timin, sitozin ve urasil i¢inde bir pirimidin bazinin varligidir
(Sondhi ve digerleri, 2005). Pirimidin igeren ¢ok sayida kimyasal bilesik sentezlenmistir.
Antihipertansif, antikanser, antimikrobiyal, antihiperglisemik, antiaritmik, antiinflamatuar,
analjezik, antibakteriyel, anti-HIV, antitiiberkiiler aktivite agisindan degerlendirilmistir. Cok
cesitli terapodtik Ozellikler nedeniyle, bilim adamlart yeni dihidropirimidin molekiilleri

gelistirmeye yonelmislerdir (Kaur ve digerleri, 2017).

Dihidroprimidinonlar (DHPM) ¢ok bilesenli reaksiyonlar (BR) yardimiyla sentezlenir. BR,
ii¢c veya daha fazla baslangi¢c malzemesinin istenen {riinii vermek iizere reaksiyona girdigi,
teorik olarak yararli 6zel organik reaksiyon tiirleridir (D6mling, 2000). Kombine sentez
yollar1 genellikle zaman, hiz, verim ve yeniden iiretilebilirlik agisindan siirekli veya atipik
yaklasimlara gore avantajlar gosterir. Organik reaksiyonlar arasinda, ikiden fazla baslangi¢
malzemesi iceren BR’nin kompleks bir iirlin olusturmasina izin verilir. Bu nedenle, ilag kesti
icin gesitlilik odakli ve karmasiklik yaratan sentez i¢in {istiin bir ara¢ olustururlar (Beck,

Magnin-Lachaux, Herdtweck ve Domling, 2001).
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Heterosiklik sentez i¢in yaygin olarak kullanilan ¢ok bilesenli reaksiyon, Biginelli
reaksiyonu ve Hantzsch dihidropiridin sentezi (Armstrong, Combs, Tempest, Brown ve
Keating, 1996). i1k defa Pietro Biginelli tarafindan 1891 yilinda bulunan Biginelli tepkimesi
ti¢ bileseni i¢eren bir siklokondenzasyon tepkimesidir (Biginelli, 1893). Bu tepkime asidik
bir ortamda aldehit, iire/tiyolire ve uygun bir karbonil bilesigin siklokondenzasyonu ile
meydana gelir. Tepkime sonrast Biginelli bilesikleri olarak da isimlendirilen
dihidropirimidin (DHPM) tiirevleri olusur (Sekil 2.19). Pirimidinler ve tiirevleri insanin
hayati fonksiyonlarinda 6nemli bir rol oynar. Pirimidin iskeleti bir dizi dogal bilesigin (B1
vitamini, niikleik asitler), kemoterapdtik ilaclarin (Flurouracil) ve sentetik ilaglarin
(Barbituratlar) bilesenidir. Pirimidin tiirevlerinin biyolojik 6nemi, bu bilesiklerin

sentezlerine ait ilginin 6nemli 6l¢iide artisina neden olmustur.

Pirimidinler 0 NH, 0
|
T ﬁN (LNH
NH X0 NH&O NH&O

Urasil

Timin Sitozin

Sekil 2.19. Organizmadaki pirimidin bazlar1

Dihidropirimidinon, pozisyon 1 ve 3'te azota sahip alt1 iiyeli heterosiklik bir bilesiktir (Sekil
2.20). Dihidropirimidinonlar, aril aldehit, etil asetoasetat ve iire’den Biginelli reaksiyonu
olarak bilinen BR ile sentezlenir. Sitozin hem DNA hem de RNA'da bulunur (RNA'da urasil
ve DNA'da timin). Dihidropirimidinonlarin ¢ok ¢esitli farmakolojik 6zelliklere sahip oldugu
bilinmektedir. Ayrica kalsiyum kanal modiilatorii ve tiimdrden etkilenen organlarda

immiinoresan ajanlar tizerindeki potansiyelleriyle de bilinirler (Shahim ve digerleri, 2018).

0 R
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e | NH
H

Sekil 2.20. Dihidropirimidinonlarin kimyasal yapisi



48

3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. 4-(siibstitiie)-3,4-dihidropirimidinonlar

Calismada in vivo ve in vitro ortamda etkisini arastirmak amaciyla kullanilacak olan 4-
(siibstitiie)-3,4-dihidropirimidinonlarin sentez asamalar1 Ordu Universitesi Fen Edebiyat
Fakiiltesi Kimya Boliimii Organik Kimya Anabilim Dali Ogretim Uyesi Dog. Dr. Aliye

Gediz Ertiirk tarafindan gergeklestirilmistir.

Calismada kullanilan bilesiklerin madde kodu, bilesige bagh radikal gruplar ile molekiil
kiitleleri (Cizelge 3.1)’de listelenmistir.

Cizelge 3.1. Sentezlenen maddelerin molekiil adlar1 ve kiitlesi

Madde No Molekiil adi Molekiil kiitlesi

PMe
1 Metil 4-([1,1'-bifenil]-4-il)-6-metil-2-0kso-1,2,3,4- 322,364 g/mol
tetrahidropirimidin-5-karboksilat

PPh
2 Etil 4-([1,1'-bifenil]-4-il)-2-okso-6-fenil-1,2,3,4- 398,462 g/mol
tetrahidropirimidin-5-karboksilat

PNO;
3 Etil4-([1,1'-bifenil]-4-il)-6-(4-nitrofenil)-2-okso- 443,459 g/mol
1,2,3,4-tetrahidropirimidin-5-karboksilat

3.1.2. Hiicre Kiiltiirii calismalarinda kullanilan ekipman ve kimyasallar

Calismalarimizin ~ gergeklestirildigi  laboratuvar sartlari Resim 3.1’de  kullanilan

ekipmanlarin model ve kullanim amagclar1 ise Cizelge 3.2°de verilmistir.
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Resim 3.1. Hiicre kiiltiirii ¢alismalarinin yapildig: laboratuvar

Cizelge 3.2. Kullanilan ekipman marka ve kullanim amagclar1

Ekipman Tiirii Marka Kullamim amaci

CO; Inkibatér Memmert Hiicrelerin ¢ogaltim1

Laminar Akimli Kabin Thermo Hiicre kiiltiiri galigmalar1

Invert Mikroskop Leica Hiicre kiiltiiri galigmalart

Real Time PCR cihazi Thermo Gen ifadesinin belirlenmesi

Azot Tanki Thermo Hiicrelerin uzun siire stoklanmasi
Mikroplaka okuyucu Thermo MTT, RNA ve protein miktar 6l¢iimii
Santrifiij cihazi Hettich Hiicre kiiltiirii caligmalari

-80 derin dondurucu Thermo Hiicrelerin stoklanmasi

Hassas terazi Shimadzu Besiyeri bilesenlerinin tartimi
Otoklav Niive Malzemelerin steril edilmesi

Thermal cycler

Techne Prime

cDNA sentezi

Vorteks IKA Hiicre kiiltiirii asamalari

Pipetor Thermo Hiicre kiiltiirii asamalari

Mikro pipetler Thermo Hiicre kiiltiirii, MTT, RNA izolasyonu
Thoma lam1 Isolab Hiicrelerin mikroskopla sayimi

Isik mikroskobu Olympus Hiicrelerin sayimi1

Plate (96, 6) TPP MTT ve RNA izolasyonu

Flask TPP Hiicrelerin biiyiimesi ve gogaltimi
Buzdolabi (-20, +4) Argelik Malzemelerin saklanmast
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Calismada kullanilan reaktif ve besiyerlerinin marka ve kullanim amaglar1 Cizelge 3.3’de

verilmistir.

Cizelge 3.3. Kullanilan reaktif ve besiyerlerinin marka ve kullanim amaglari

Ekipman Tiirii Marka Kullanim amaci
RPMI-1640 Sigma Hiicre besiyeri
DMEM/F12 Sigma Hiicre besiyeri

Penicillin streptomycine Sigma Hiicre besiyeri
FBS (Fetal Bovine Serum) Sigma Hiicre besiyeri
PBS (phosphate Buffer Saline) Sigma Hiicre pasajlanmasi
Sodyum Bikarbonat Sigma Hiicre besiyeri hazirlanmasinda
Horse serum Sigma Hiicre kiiltiirit DMEM/F12 besiyeri serumu
DMSO Sigma Reaksiyonun durdurulmasi
Trypan Blue Sigma Hiicre saymmi
Absolute Etanol (1) Sigma 1) izolasyon ¢aligmalarinda
Etanol (2) % 70 2) Sterilizasyon islerinde
B-mercaptoethanol Amresco RNA izolasyonu ¢aligmalarinda
WST-8 -Methoxy-5- Sigma Sitotoksisite testlerinde kullanilir

methylphenazinium methyl sulphate

3.1.3. Drosophila melanogaster hatlari

Calismamizin ilk boliimiinde dihidroprimidinonlarin olast genotoksik etkileri SMART ile

Drosophila melanogaster’de arastirilmistir.

D. melanogaster, meyve sinegi olarak bilinen Diptera takimina ait yabanil tip bir sinek
turtidiir. D. melanogaster yasam dongiisii yumurta, larva, pupa ve yetiskin evreleri olarak
dort asamaya ayrilir (Arbeitman ve digerleri, 2002). D. melanogaster’in yumurta
asamasindan yetiskin evresine kadar olan yasam dongiisii, 25°C'de yaklasik 10 giin siirer
(Ong, Yung, Cai, Bay ve Baeg, 2015). Genomunun bilinmesi nedeniyle son yillarda birgok
caligmada model canli olarak kullanilmaktadir. Bu goriis, Drosophila genomunun dizilimi
ve insan hastalik genlerinin %60°’nin meyve sineginde homologlara sahip oldugunun
kesfedilmesiyle giiclendi. Bu bocek kimyasal komplekslerin ve biyolojik ajanlarin
toksikolojik ve oksidatif etkilerinin belirlenmesinde de siklikla kullanilmaktadir (Calap-

Quintana, Gonzalez-Fernandez, Sebastia-Ortega, Llorens ve Moltd, 2017).
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Calismamizda, in vivo testler i¢in D. melanogaster’in mwh ve flr® soylar1 kullanilmigtir. Bu
hatlar Amasya Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyolojik Aktivite Laboratuvari’nda 8
yildir kendilestirilerek ¢ogaltilmaya devam etmektedir (Resim 3.2). Standart Lewis besin
ortaminda (Lewis and Bacher 1968), Drosophila igin ideal yagama kosullarinda (25+1°C ve
%60 bagil nem) kiiltiire alinmistir. Normal metabolik aktiviteye sahip bu tiirlerin genetik
yapisi asagidaki gibidir (Lindsley ve Zimm, 1992).

e mwh / mwh

e flr* / In (3LR)TM3, BdS

Resim 3.2. D. melanogaster’in Oregon R soyu (yabanil tip) standart yasam kosullari, erkek
ve disi bireyleri (orijinal)

D. melanogaster, diploid kromozom sayisina sahiptir ve dort ¢ift kromozom tagimaktadir.
Bu dort cift kromozomdan {i¢ ¢ifti otozomal kromozom, bir c¢ifti ise -cinsiyet
kromozomlaridir (Uysal, Sisman ve Askin, 2006). Kiiltiire alinan bireyler besin {izerlerine
yumurta biraktiktan 1 gilin sonra yumurtalar agilmaya baslar ve larvalar mevcut besin
iizerinden beslenmeye baglarlar. Beslenen larvalar iicilincii evreye ulastiktan sonra yasama
ortamlarinda kuru bir yer bularak pupa evresine gegmektedir (Wurgler ve Vogel, 1986).
Pupa igerisinde imajinal disklerden kanat, g6z bacak gibi metamorfoz gecirerek gelisir

(Ashburner, 1989).

Drosophila yasam dongiisii kisadir ve bu nedenle genetik, biyokimyasal ve molekiiler
analizler i¢in ¢ok sayida birey yetistirmek kolaydir. Drosophila melanogaster laboratuvarda

genellikle 25 veya 18°C'de kiiltiirlenir; 6zellikle belirtilmedigi siirece 25°C igin tiim siireci
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sagliyoruz. Nesil siiresi, dollenmis yumurtadan kapali yetiskine kadar kabaca 10 giindiir ve
maksimum yasam siiresi, kiiltiir kosullarina bagli olarak 60 ila 80 giin arasinda degisir.
Drosophila holometabol bir bocektir ve yasam dongiisii dort asamaya ayrilabilir: embriyo,
larva, pupa ve yetiskin. Disiler giinde yaklasik 100 embriyo birakir ve embriyogenez sadece
24 saat siirer. Birinci donem larva, besiyerinin yiizeyinde hemen beslenmeye baslar ve iki
tily dokiimiinden geger. Ikinci donem larvalar1 besiyeri ortaminin icine girer ve iigiincii
donem larvasi olgunlastiginda, kiiltiir ortamini terk eder ve 24-48 saat pupalagsmak icin bir
yer arayarak sisenin duvarlarinda dolasir. Pupalasma sirasinda, larvadan yetiskine tam bir
viicut metamorfozu gergeklesir; larva dokularinin ¢ogu bozulur ve yetiskin organlari, hayali
diskler olan farklilagmamis bir hiicre kesesinden gelisir. Drosophila'da, karin hari¢ tiim
yetiskin viicudunu yeniden olusturan 10 ¢ift hayali disk ve lireme organini olusturan genital
disk vardir. Abdominal epidermis, bir grup 6zellesmis hayali hiicre olan histoblastlardan
olusur. Hayali diskler, yetiskin yapilarinin morfogenezinde dogrudan yer alan bir¢ok genin
roliini ¢ozmek i¢in yaygin olarak kullanilan hiicresel bolgeleri olusturur. Son olarak,
yumurtanin dollenmesinden sonra 9 ila 10 giin arasinda yetiskin ortaya ¢ikar (Fernandez-

Moreno, Kaguni ve Garesse, 2007) (Resim 3.3).
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Resim 3.3. Drosophila melanogaster hayat dongiisii (orijinal)
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3.1.4. SMART ¢alismalarinda kullanilan ekipman ve kimyasallar
Calismamizda kullanilan 4  (stibstitiie)-3,4-dihidropirimidinon  bilesiklerinin  olas1
genotoksik ve antigenotoksik etkisini arastirdigimiz SMART calismasinda kullandigimiz

kimyasal maddeler, Cizelge 3.4’de verilmistir.

Cizelge 3.4. Kullanilan ekipman marka ve kullanim amaglari

Test teknigi Kimyasal madde Firma adi

Drosophila besiyeri Carolina Bio. Supp

Agar agar Merck

Dietil eter Merck

Propionik asit Merck

Gliserol Merck

SMART Kloral hidrat Merck

Arap zamki Sigma

Etil metansiilfonat Sigma

Sodyum hidroksit Merck

Entellan Merck

3.1.5. Gen ekspresyonu ¢calismalarinda kullanilan ekipman ve kimyasallar

Cizelge 3.5. ve Cizelge 3.6’da verilen ¢alismada kullanilan primerler Invitrogen ve Oligomer
firmasi tarafindan HPLC (Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi) saflikta sentezlenmis
ve 100 uM olacak sekilde niikleaz igermeyen H2O’da (Sigma-Aldrich) stok soliisyonlar
seklinde hazirlanmistir. Stok ¢ozeltiden 1/10 seyreltme yapilarak 10 uM’lik primer stogu

elde edilmis ve ¢alismalarda kullanilmak tizere -20 °C’de saklanmustir.
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Cizelge 3.5. A549 Hiicre hatt1 i¢in kullanilan primer dizileri, referanslar ve iiriin uzunluklar

Primer ad1 Dizisi (5°-3°) Aksesyon Urdn °C
numarasli uzunlugu

GAPDH F GGTGGTCTCCTCTGACTTCAACA NM_001357943.2
GAPDHR GTTGCTGTAGCCAAATTCGTTGT B 127 55
BAXF TCATGGGCTGGACATTGGAC NM_001291428.1
BAXR GAGACAGGGACATCAGTCGC He >
BCL2a F ATCTGGGCCACAAGTGAAGTC NM_000633.2
BCL2a R TTCGACGTTTTGCCTGAAGAC 209 >
CASPS 3 F GGCGCTCTGGTTTTCGTTAAT NM_001354777.1
CASPS 3R CGACATCTGTACCAGACCGA 239 >
CASPS9 F AGGCCCCATATGATCGAGGA NM_001229.5
CASPS9R TCGACAACTTTGCTGCTTGC 193 ®0
HSP90 o F GCGCTAGCAGGAGATGGTTA NM_005348.3
HSP90 a R TTTCTGTGCCTACGTGTGCT 103 ®0
HSP27 F ATGGCGTGGTGGAGATCACC NM_001540.5
HSP27 R CAAAAGAACACACAGGTGGC 7 ®0
HSP70 F AAGGAGACAGCCGAAAGTGT L12723.2
HSP70 R CTTGGTTTCTCTTCTAAGCGAGG 21 >
HSP 60 F GACGACCTGTCTCGCCG NM_002156.5
HSP 60 R GGACTTCCCCAACTCTGCTC 208 ®0
SOD1F ACAAAGATGGTGTGGCCGAT NM_000454.5
SOD1R AACGACTTCCAGCGTTTCCT 10z >
SOD2F GCCCTGGAACCTCACATCAA NM_001322816.2
SOD2R CAGCCTGGAACCTACCCTTG 133 ®0
CATF AGTGATCGGGGGATTCCAGA NM_001752.4
CATR AAGTCTCGCCGCATCTTCAA 159 ®0
GSSF AAGGCGAACTAGTGTTGGGA NM_000178.4
GSSR AGAGCGTGAATGGGGCATAG 17 >0



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=1676440496
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=1237937915
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=1519315387
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Cizelge 3.6. D. melanogaster i¢in kullanilan primer dizileri, referanslar ve iiriin uzunluklari

Aksesyon Uriin
Primer ad1 Dizisi (5°-3°) °C
numarasi uzunlugu
DEBCL F-BAX TTTTCGCTCCAGCATCACCT NM_176098.3 266 5
DEBCL R-BAX ATGCGCCTGCAGAGATAGTC
BUFFY F-BCL-2 ATACTGGGCTCCACCTCCAT NM_078978.2 176 60
BUFFY R-BCL-2 GCTCCCAAAAGCAAGCTCAC
DRICE F-CAS 3 TGTCGGCCCACCCTTATCTA NM_079827.3 13 60
DRICE R-CAS 3 TGGACGACCATGACACACAG
DRONC F-CAS 9 ATTGGAATGCCGAAGAGGCA  NM_079293.4 152 60
DRONC R- CAS 9 TTGCCATTGAGATCCTGCGT
HSP 27 F (VARIANT B) ACAAGAACAGGCGCAACACT  NM_0013000 174 60
HSP 27 R (VARIANT B) CCAACAAAAGCCGGTTTACCC 72.1
HSP 60A F (ISOFORM A) TCGGAAGCGTTCGCTTAACT NM_078560.3 o7 60
HSP 60A R (ISOFORM A) TAATGGAGGAGCGAGCAAGC
HSP 70 F (Hsc-70-4 V-A) ATCGAAGGTGCGGCAGATTA NM_079632.6 187 60
HSP 70 R (Hsc-70-4 V-A) ACGATTACCCTGGTCGTTGG
HSP 90 F (Hsp 83 V-B) GCGCACTTTTCGACCGTATC NM_0012744 b 1 60
HSP 90 R (Hsp 83 V-B) CGACCCGAACTGGAAGTCTC 33.1
SODF ACACGAGCTGAGCAAGTCAA  NM_057387.5 105 5
SODR CAGTGGCCGACATCGGAATA
CATF GAACTGCCCGTACAAGGTGA XM_0020425 190 60
CATR CATTCCTGGGGACCGTTGAA 83.2
GR F(thioredoxin
AGCCGCTACAATACACGCTT
reductase-1)
NM_078527.3 72 60
GR R(thioredoxin
AACGGCGGGTAGTGAATGTT
reductase-1)
GSTF ACCAGAGCATTTCGATGGCT NM_0012741 138 -
GSTR ACGAGACGAATTGTTCGCTAC 11.1
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3.2. Yontem

3.2.1. Cahismada kullanilan bilesiklerin sentezi

Metil 4-([1,1'-bifenil]-4-il)-6-metil-2-0kso-1,2.3,4-tetrahidropirimidin-5-karboksilat’in (4a)

sentezi

Q 0 (0] (0]
)J\ M PTSA/EtOH
+ =+ —_—
O HoN™ NH, o reflaks

1 2 3a 4a

Sekil  3.1. Metil  4-([1,1'-bifenil]-4-il)-6-metil-2-0kso-1,2,3,4-tetrahidropirimidin-5-
karboksilat’in (4a) sentezine ait sematik gosterim

25mL’lik yuvarlak dipli bir balonda etanol (10 mL) igerisinde 1 mmol (182 mg)
bifenil-4-karboksaldehit (1); 1,5 mmol (90 mg) iire (2); 1,2 mmol (139 mg) metil asetoasetat
(3a); 0,30 mmol (52 mg) p-toluensiilfonik asit (PTSA) karigtirildi. Karigim 20 saat geri
sogutucu altinda kaynatildi ve reaksiyonun ilerleyisi ince tabaka kromatografisi ile etil
asetat:Hekzan (3:1) ¢oziicii sisteminde takip edildi. Cozelti oda sicakligina geldikten sonra,
coziicli evapore edilerek uzaklastirildi. Elde edilen katilar sirastyla toluenle ve suyla yikand.
Katilar 40 °C’de vakumda kurutulduktan sonra etil asetat:hekzan karistmindan
kristallendirildi. Verim: %87 (279 mg); E.N: 260-261 °C; Rf: 0,40 (Etil asetat:Hekzan 3:1);
FT-IR (ATR) v (em™): 3240 N-H gerilme, 3109 aromatik = C-H gerilme, 2947 alifatik C-
H gerilmesi, 1712 ester C=0 gerilme, 1682 amit C=0 gerilme, 1558-1427 alken C=C
gerilme, 1334 C-N gerilme, 1265 ve 1180 C-O-C gerilme, 1088 monosiibstitiie benzen
diizlem i¢i egilme, 849 ve 764 p-disiibstitiie benzen egilme, 725 ve 655 monosiibstitiie
benzen diizlem dis1 egilme; *H NMR (400 MHz, DMSO-ds, 5, ppm) 9,28 (s,1H, NH); 7,82
(s, 1H, NH); 7,63 (t, J: 7,1 Hz; 4H; CsHs halkasindaki =CH); 7,46 (t, J: 7,5 Hz; 2H; CsHa
halkasindaki =CH); 7,35 (dd, J: 15,1; 7,6 Hz; 3H; CsHs ve CsHs halkalarindaki =CH ); 5,20
(d; J: 3,1 Hz; 1H; pirimidin halkasindaki CH); 3,56 (s, 3H, OCHs); 2,28 (s, 3H, pirimidin-
CH_3); APT-3C NMR (100 MHz, DMSO-ds, 8, ppm) 166,35 (O-C=0); 152,71 (N-C=0);
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149,25; 144,22: 140,32; 139,75; 129,38 (2C); 127,87 (2C); 127,32 (2C); 127,26; 127,10
(2C); 99,43 (-C=C); 53,96 (-CH); 51,32 (CH30); 18,33 (CHs); LC/MS-TOF: C19H15N2O3
icin hesaplanan (M + H)* = 323,1390; bulunan (M + H)* = 323,1381.

Etil 4-(J1,1'-bifenil]-4-il)-2-okso-6-fenil-1,2,3,4-tetrahidropirimidin-5-karboksilat’in  (4b)

sentezi

(0]
H
(o) —_
—
Q (0] (0]
0 PTSA/EtOH
+ )J\ + — =
O H,N NH, reflaks __<
(0]
1 2 3b 4b

Sekil ~ 3.2.  Etil  4-([1,1-bifenil]-4-il)-2-okso-6-fenil-1,2,3,4-tetrahidropirimidin-5-
karboksilat’in (4b) sentezine ait sematik gosterim

25mL’lik yuvarlak dipli bir balonda etanol (10 mL) igerisinde 1 mmol (182 mg) bifenil-4-
karboksaldehit (1); 1,5 mmol (90 mg) iire (2); 1,2 mmol (240 mg) etil benzoilasetat (3b);
0,30 mmol (52 mg) p-toluensiilfonik asit (PTSA) karistirildi. Karisim 13 saat geri sogutucu
altinda kaynatildi ve reaksiyonun ilerleyisi ince tabaka kromatografisi ile etil asetat:Hekzan
(3:1) ¢oziicii sisteminde takip edildi. Cozelti oda sicakligina geldikten sonra, ¢6ziicii evapore
edilerek uzaklastirildi. Elde edilen katilar sirasiyla toluenle ve suyla yikandi. Katilar 40
°C’de vakumda kurutulduktan sonra etil asetat:hekzan karisimindan Kristallendirildi.
Verim: %70 (279 mg); E.N: 204-205 °C; Rf: 0,26 (Etil asetat:Hekzan 3:1); FT-IR (ATR)
v (em™?): 3287 N-H gerilme, 3062 aromatik = C-H gerilme, 2978, 2862 alifatik C-H
gerilmeleri, 1712 ester C=0 gerilme, 1658 amit C=0 gerilme, 1597-1435 alken C=C
gerilme, 1334 C-N gerilme, 1242 ve 1188 C-O-C gerilme, 1118 ve 1080 monosiibstitiie
benzen diizlem ici egilme, 848 ve 756 p-disiibstitiie benzen egilme, 694 ve 632
monosiibstitiie benzen diizlem dis1 egilme; *H NMR (400 MHz, DMSO-ds, 5, ppm) 9,37
(s,2H, NH); 7,92 (s, 1H, NH); 7,68 (t, J: 7,1 Hz, 4H, C¢Hs halkasindaki =CH); 7,48 (t, J:
7,5 Hz, 4H, CeHs halkalarindaki =CH); 7,45-7,36 (m, 4H, CeH4 halkasindaki =CH) 7,34 (dd,
J: 7,7; 1,6 Hz; 2H; CeHs halkalarindaki =CH); 5,29 (d, J: 3,3 Hz, 1H, pirimidin halkasindaki
CH); 3,74 (q, J: 7,1 Hz; 2H; OCHy); 0,74 (t; J: 7,1 Hz; 3H; OCH2CH?s); APT-C NMR
(100 MHz, DMSO-ds, 6, ppm) 165,65 (O-C=0); 152,65 (N-C=0); 149,58; 144,03; 140,34
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139,83; 135,53; 129,42 (2C); 128,85 (2C); 128,22 (2C); 127,91 (3C); 127,40 (3C); 127,13
(2C); 100,74 (-C=C); 59,61 (-OCHs); 54,30 (CH): 13,85 (CHs); LC/MS-TOF: C25H2:N>03
icin hesaplanan (M + H)* = 399,1703; bulunan (M + H)* = 399,1682.

Etil4-([1,1'-bifenil]-4-il)-6-(4-nitrofenil)-2-okso-1,2,3 4-tetrahidropirimidin 5 karboksilat’in
(4c) sentezi

o)
H N
Q O O
2 PTSA/EtOH
P g Y
O H,NT “NH, reflaks
O,N
1 2 3c

Sekil 3.3. Etil 4-([1,1'-bifenil]-4-il)-6-(4-nitrofenil)-2-okso-1,2,3,4-tetrahidropirimidin-5-
karboksilat’in (4c) sentezine ait sematik gosterim

25mL’lik yuvarlak dipli bir balonda etanol (10 mL) igerisinde 1 mmol (182 mg) bifenil-4-
karboksaldehit (1); 1,5 mmol (90 mg) iire (2); 1,2 mmol (294 mg) etil 4-nitrobenzoilasetat
(3c); 0,30 mmol (52 mg) p-toluensiilfonik asit (PTSA) karigtirildi. Karigim 26 saat geri
sogutucu altinda kaynatildi ve reaksiyonun ilerleyisi ince tabaka kromatografisi ile etil
asetat:Hekzan (3:1) ¢oziicii sisteminde takip edildi. Cozelti oda sicakligina geldikten sonra,
coziicli evapore edilerek uzaklastirildi. Elde edilen katilar sirastyla toluenle ve suyla yikand.
Katilar 40 °C’de vakumda kurutulduktan sonra etil asetat:hekzan karisitmindan
kristallendirildi. Verim: %50 (222 mg); E.N: 181-182 °C; Rf: 0.59 (Etil asetat:Hekzan 3:1);
FT-IR (ATR) v (cm™?): 3201 N-H gerilme, 3078 aromatik = C-H gerilme, 2981, 2898
alifatik C-H gerilmeleri, 1686 ester C=0 gerilme, 1655 amit C=0 gerilme, 1597-1458 alken
C=C gerilme, 1346 C-N gerilme, 1242 ve 1188 C-O-C gerilme, 1118 ve 1088 monosiibstitiie
benzen diizlem igi egilme, 852 ve 756 p-disiibstitiie benzen egilme, 694 ve 663
monosiibstitiie benzen diizlem dis1 egilme; *H NMR (400 MHz, DMSO-ds, 5, ppm) 9,61
(s,1H, NH); 8,28 (d, J: 8,2 Hz; 2H; p-O2N-CsH4 halkasindaki =CH); 8,01 (s, 1H, NH); 7,68
(dd, J: 17,6; 6,85 Hz; 6H; CsHs ve p-O2N-CeH4 halkalarindaki =CH); 7,50 (d, J: 7,5 Hz; 2H;
CeH4 halkasindaki =CH); 7,47 (d, J: 7,5 Hz; 2H; CgHs halkasindaki =CH) 7,38 (t, J: 7,1 Hz;
1H; CeHs halkasindaki =CH); 5,33 (s, 1H, pirimidin halkasindaki CH); 3,75 (q, J: 6,7 Hz,
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2H; OCHa); 0,75 (t, J: 6,9 Hz; 3H; OCH2CHs); APT-13C NMR (100 MHz, DMSO-ds, 3,
ppm) 164,93 (O-C=0); 152,27 (N-C=0); 148,05; 147,57; 143,77; 142,23; 140,28; 140,00;
139,55 (2C); 129,43 (2C); 127,94 (2C); 127,47; 127,46 (2C); 127,13 (2C); 123,43 (2C);
101,63 (-C=C); 59,98 (-OCH,); 54,44 (CH); 13,82 (CHs); LC/MS-TOF: C2s5H21N30s icin
hesaplanan (M + H)" = 444,1554; bulunan (M + H)" = 444,1553.

3.2.2. Hiicre kiiltiirii calismalar:

Bu calismada, Gebze Teknik Universitesi Temel Bilimler Fakiiltesi Kimya Boliimiinden
temin edilen A549 (akciger kanseri) hiicre hatti (Resim 3.3) kullanilmigtir. Hiicre hatlari
0,2g/100mL sodyum bikarbonat, %10’luk hiicre hattina uygun FBS ve %l
penisilin/streptomisin igeren hiicre hattina uygun besiyeri kullanilarak 25 veya 75°lik
flasklarda, %5 CO> ve 37°C sicakliktaki etiivde 24 saat inkiibasyona birakilarak tiretilmistir.
Hiicreler %80 doygunluga ulasincaya kadar biiyiitiildiikten sonra fosfatla tamponlanmis tuz

cozeltisi ile yikama islemi uygulanmistir. Hiicrelerin pasajlanmasinda 1X Tripsin-EDTA

kullanilmigtir. Hiicrelerin morfolojisini goriintiilemek amaciyla ters mikroskop (Leica/ DM
IL LED) kullanilmistir (Resim 3.4).

Resim 3.4. Hiicre kiiltiirii calismasinda kullanilan ekipmanlar ve Akciger A549 hiicre hatti
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Bilesikler DMSO iginde ¢oziilerek, 50 mM stok ¢ozelti hazirlanmis ve 151k gérmeyecek
sekilde karanlikta +4 °C’de saklanmigtir. Calismada farkli dozlarda 6 uM, 12,5 uM, 25 uM,
50 uM, 100 uM bilesikler hazirlanarak kullanilmistir. Hiicrelere uygulanan tiim dozlarin
DMSO orani %0,1’in altinda olmasina dikkat edilmistir.

3.2.3. WST-8 test protokolii

WST-8 testi, hiicre canliligi ve proliferasyonunu 6l¢gmede kullanilan kolorimetrik bir
yontemdir. WST-8’¢ dayanan CCK-8 deney kitinde, hiicre i¢ine rahatga girip elektron tasima
gorevi yapan mediatdrlerle birlikte heterosiklik organik yapidaki renksiz, hiicre membranini
gecemeyen, negatif yikli WST-8 tetrazolyum tuzu (2-(2- metoksi-4-nitrofenil)-3-(4-
nitrofenil)-5-(2,4-disulfofenil)-2H-tetrazolyum, monosodyum tuzu) kullanilir. WST-8
tetrazolyum tuzu, hiicresel dehidrojenazlar tarafindan mediatorler araciligiyla elektron
alarak suda ¢ozlinebilen turuncu formazan {irlinline indirgenir. Bu olay yalnizca aktif
mitokondri varliginda goriiliir. Dolayisiyla canli olmayan hiicreler renk reaksiyonuna neden
olamazken, canli hiicreler kiiltiir ortamimi turuncuya doniistiiriir. Spektrofotometrik
yontemlerle absorbans 6l¢iimii yapilarak ortamdaki canli hiicre sayis1 hesaplanir (Tokur ve

Aksoy, 2017). Her konsantrasyon, {i¢ kuyu i¢in ti¢ kez test edildi (Resim 3.5).

Resim 3.5. WST-8 Calismasi

Uygulanan islem basamaklar1 asagida belirtildigi sekildedir.

e Hiicreler 96 kuyulu iki ayr plakaya, her kuyuda 100 pL medyum ve 1500 hiicre
olacak sekilde ekildikten sonra 24 saat siireyle 37°C’de, %5 CO: igeren etlivde
inkiibasyona kaldirildi.
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e Inkiibasyon sonrast medyum degistirildi ve ila¢ uygulanmayan kontrol grubu, %1 ve
%10 DMSO igeren kontrol grubu, artan konsantrasyonlarda (6, 12.5, 25, 50 ve 100
uM) PMe, PPh, PNO:; igeren deney grubundan 3’er tekrar olacak sekilde uygulama
yapildi.

e 24 ve 48 saatlik inkiibasyon periyotlarindan sonra kuyulardaki medyum atildi. Her
kuyuya 100 puL taze medyum ve 10 uL CCK-8 soliisyonu eklendi. Plaka,
calkalayiciya 5 dakika konduktan sonra 37°C’de, %5 CO2 igeren etiivde 4 saatlik
inkiibasyona kaldirildi.

e Mikroplaka kullanilarak 450 nm dalga boyunda absorbansi 6l¢iildii.

3.2.3.1. WST-8 Testinden elde edilen bulgularin istatistiksel analizi

Tim istatistiksel analizler IBM SPSS siirim 25.0 (SPSS Inc., Chicago, Illinois,
ABD) kullanilarak gerceklestirilmistir. Tablolarda siirekli degiskenler Ort+=SS olarak
sunulmustur. Caligsmanin stirekli verileri normallik varsayimlart agisindan incelendiginde,
Hem Shapiro-Wilk degerleri p<0.05 olmasi hem de Skewness ve Kurtosis degerlerinin
standart hatalarina béliimlerinden elde edilen degerlerin + 1,96 esik deger araliginda
olmamasindan dolay1 normal dagilim gostermedigi belirlenmistir. Bu nedenler gruplar arasi
karsilastirmalar i¢in Kruskal Wallis H testi uygulanmistir. Gruplar arasinda anlamli fark
c¢ikmas1 durumunda, anlamliligin hangi gruplar arasinda oldugunu belirlemek i¢in Post-Hoc
testi yapilmistir. Varyansin homojen dagilmamasi nedeniyle Games-Howell Post-Hoc testi

secilmistir (Games, 1971). p<0.05 istatistikce anlamli kabul edilmistir.

3.2.4. Drosophila somatik mutasyon ve rekombinasyon testi (SMART)

Bu calismada, bilesiklerin genotoksik ya da antigenotoksik etkinliginin belirlenmesi i¢in,
onemli genotoksisite testlerinden biri olan D. melanogaster’de kanat somatik mutasyon ve
rekombinasyon testi ya da diger adiyla kanat benek testi kullanilmistir. Sekil 3.4’de SMART

sematik olarak gosterilmistir.
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DROSOPHILAKANAT SOMATIK MUTASYON VE REKOMBINASYON TESTi

mwh  + + + 3 .
= é/\é f———
A R

mwh + + ﬂ + + BdS

Yumurta toplanmasi (8 saat)

l

72+4 Saatlik Trans-heterozigot Larvalara
Madde Uygulamas:

ﬂ

Elde Edilen Ergin Bireylere Ait Kanat

Preparatlarmm Hazirlanmasi
mwh + + 2’ mwh + +
e e i i R . {=
+ + BdsS + m +
(Serrat kanat) (Normal kanat)
\ Kanatlarin Mikroskopta incelenmesi [
Nokta mutasyon, delesyon veya Somatik rekombinasyon
somatik rekombinasyon

Kiigiik tektip | | Bilyiik tek tip Bilyiik tek tip TR
mwh Klonlar mwh Klonlar Jir3 Klonlar
(1-2 hiicre) (>2hiicre)

Sekil 3.4. Drosophila kanat somatik mutasyon ve rekombinasyon testinin sematik gosterimi
(Ayar, 2013).

Kanat benek testi i¢gin fenotipte gozlemlenebilen iki uygun isaret geni kullanilmaktadir. Bu

belirleyici genlerden flare (flr®, 3-38,8) geni, kanatlardaki normal diiz ve uzun killar yerine,
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korelmis, nokta seklinde kil olusturmaktadir. flr® geni homozigot halde iken embriyonik
evrede letal etki gostermektedir. Dolayistyla ergin bireyler olusamamaktadir. Hem bireyleri
flr® geninin embriyonik letal etkisinden korumak, hem de rekombinasyonu baskilamak
amaciyla dengeleyici TM3 kromozomu kullanilmaktadir. Diger bir belirleyici gen olan mwh
(multiple wing hair=c¢oklu kanat killari, 3-0,3) geni, kanat killarinin ayn1 hiicreden ii¢ veya
daha fazla sayida ¢ikmasi seklinde kendini fenotipte ifade etmektedir. Normal kanatlarin
kenarlar1 diizgiin bir sekilde iken, BdS genini tasiyan bireylerde kanat kenarlar1 diizgiin

olmayi1p testere disi seklinde bir morfolojiye sahiptir (Graf ve Wiirgler, 1986) (Resim 3.6).

\
Serrat kanat ' Normal kanat

Resim 3.6. Drosophila melanogaster ‘de farkli kanat morfolojileri (orijinal)

Isaretleyici olarak kullanilan mwh, flr® ve BdS genleri Drosophila’nin en biiyiik kromozomu
olan {iglincli kromozom {izerinde yer almaktadir. Belirleyici genler arasindaki mesafenin
uzak olmasi, rekombinasyon ve mutasyonlarin biiyiik aralikta incelenmesi agisindan avantaj
saglamaktadir. Dengeleyici-heterozigot bireylerde ¢ok sayidaki inversiyonlar sebebi ile
rekombinasyonlar engellenmistir (Schaik ve Graf, 1991). Kanat killarinda beklenen somatik
mutasyonu tespit etmek amaci ile kanatlar ayrilarak mikroskop altinda incelenmistir.
Boylece, mutasyon ya da mitotik rekombinasyon sonucu heterozigotlugun kaybedilmesi ile
ortaya ¢ikan mutant hiicre klonlar1 arastirilmistir. Mutant hiicre klonlar1 farkli benek
gruplarina ayrilarak kaydedilmistir. Tekli benekler mwh veya flr3 fenotipinde iken, ikiz
benekler mwh ve flr3 fenotiplerini birlikte tasimaktadir. Ayrica, somatik hiicrelerde genetik
degisikligin indiiksiyon zamani ve beneklerin biiyiikliigii arasinda pozitif bir iligskinin oldugu
belirtilmektedir. Eger mutasyon, hiicre boliinmesinin fazla oldugu erken donemde meydana

gelirse, bu mutant hiicreden kdken alan hiicreler daha gok ve daha biiyiik benekler igerecektir
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(Guzman-Rincon ve Graf, 1995). Istatistik analizlerde kanat beneklerinin icerik ve
biiytikliigiine gore siniflandirilmasi (kiigiik tekli benek, biiyiik tekli benek ve ikiz benek) ile

olusturulan veriler kullanilmaktadir (Sekil 3.5).
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Sekil 3.5. SMART ile tespit edilen delesyon, nokta mutasyonu ve rekombinasyonlarin
molekiiler mekanizmalar1 (Pitchakarn ve digerleri, 2021).



65

Caprazlama icin birey secimi

Trans-heterozigot larvalarin elde etmek amaciyla flare disiler 4’er saat araliklarla virgin iken
toplanmis ve yeni bir besin ortamina aktarilmistir. Yeterli virgin disi birey toplanildiktan
sonra testlerin yapilacagi trans-heterozigot larvalarin elde edilebilmesi i¢in her sisede 40
mwh erkek, 40 flr3 disi olacak sekilde ¢aprazlamalar yapilmistir. Oogenezin gergeklesmesi
icin erkek ve disi sinekler en az bir giin siire ile ayni ortamda birakilmistir. Uygulama
yapilacak olan larvalarin ayni yasta olabilmesi i¢in oogenezi gergeklestirmis olan bireylerin
8 saat boyunca yeni bir besin ortamina alinarak bu siire boyunca yumurta birakmalari

saglanmistir. Ayni1 bireyler yumurta toplama islemi igin tekrar tekrar kullanilmistir.

4-(Siubstitiie)-3,4-Dihidropirimidinon bilesiklerinin hazirlanmast ve deney gruplarina

uygulanmasi

Calismamizda kullandigimiz dihidropirimidinon bilesiklerinin suda ¢oziiniirliigliniin az

olmasi nedeni ile DMSO’da ¢6ziilmiistiir (Resim 3.7).

Resim 3.7. Calismada kullanilan bilesiklerin DMSQO’da ¢oziilmesi (orijinal)

Coziicii olarak kullanilan DMSO’nun in vivo ¢alismalar i¢in kullanilan Drosophila’ya zarar
vermesini engellemek amaciyla 6n ¢alismalar yapilmistir. In vivo ¢alismalar igin ¢oziicii

olarak kullanilan DMSO oran1 %0,5 olarak belirlenmistir.
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Calismamizda oncelikli olarak dihidropirimidinon bilesiklerin D. melanogaster larvalar
tizerindeki LD50 (bir populasyondaki bireylerin yarisini 24 saatte 61diiren doz) dozlar tespit
edilmistir. Farkli konsantrasyonlarda (ImM, 2,5mM, 5mM, 10mM) hazirlanan
dihidropirimidinon ¢ozeltilerinden SmL alinarak igerisinde 1,5gr hazir Drosophila besini
bulunan kiiltiir tiiplerine 100’er larva konulmus ve larvalardan ergine doniisebilen bireyler

saytllmistir (Resim 3.8).

Resim 3.8. Calismada kullanilan maddelerin larvalara uygulanmasi

Her bir deney 3’er kez ayni kosullarda tekrarlanmistir. Sonugta dihidropirimidinon
bilesiklerin D. melanogaster larvalarinda LD50 dozu yaklasik olarak 10mM olarak tespit
edilmistir. SMART uygulamalarinda LD50 dozundan daha diisiik olan ImM, 2,5mM, 5mM
ve 10mM konsantrasyonlar kullanilmistir. Bu amagla dihidropirimidinon 1mM, 2,5mM,
5mM velOmM c¢ozeltileri hazirlanmis ve yukarida anlatildigi sekilde 72+4 saatlik larvalara
uygulama yapilmigtir. Ayrica hem pozitif etil metansiilfonat (EMS) hem de negatif (distile

su) kontrol, DMSO gruplarina ait deney setleri hazirlanmistir.

Ergin bireylerin toplanmasi ve kanat preparatlarinin hazirlanmasi

Uygulama ortaminda dihidropirimidinonlara maruz birakilan larvalardan pupa evresinden
sonra ergin erginler giinliik olarak eter anestezisi altinda toplanmis ve kanat Ornekleri
hazirlamak {izere 4°C'de buzdolabinda saklanmistir. Bu bireyler daha sonra kanat
morfolojilerine gore iki gruba ayrildi: normal kanat (trans-heterozigot mwh/flr3) ve serrat
kanat (dengeli heterozigot mwh/TM3, BdS). Normal bir fenotipe (mwh/flr3) sahip kanatlar

hem mutasyon hem de rekombinasyondan kaynaklanan mutant klonlar icerirken, serrat
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kanatlar (mwh/TM3, BdS), dengeleyici kromozomun rekombinasyonu baskilamasi
nedeniyle sadece mutasyon sonucu olusan klonlar1 icermektedir (Zordan, Osti, Pesce ve
Costa, 1994). Bu sebeple, her iki fenotipteki kanatlarin da preparatlar1 ayr1 ayr1 hazirlanarak

degerlendirilmistir.

Kanat preparatlarini hazirlamak i¢in (Negishi, Negishi, Ryo, Kando ve Hayatsu, 1988) ve
Schaik ve Graf, 1991 c¢alismalarinda kullandiklar1 “Faure soliisyonu’ hazirlanmistir (Cizelge
3.7). Kanat preparatlarini1 hazirlamak i¢in ¢ukur lam kullanilmistir. Ilk olarak, lam iizerine
birka¢ damla faure soliisyonundan konulmustur. Distile sudaki her sinek faure soliisyonu
damlatilmis ¢ukur lama konulur. Binokiiler mikroskop altinda kanatlara ve kanat killarina
zarar vermeyecek sekilde ince uglu pens ile kanatlar dikkatlice govdeden ayrilmistir. Yeterli
sayida bireyin kanadi sinek viicutlarindan ayrildiktan sonra ayni bireye ait kanatlar lam
tizerine uygun araliklarla yerlestirilmistir. Lam tizerine yeterince kanat ¢ifti (96 adet) tespit
edildikten sonra preparatlarin kurumasi i¢in tozsuz bir ortamda bir giin siire ile bekletilmistir.
Preparatlar kurutulduktan sonra lamlara bir iki damla entellan damlatilarak hava kabarcigi
kalmayacak sekilde iizeri lamel (24x60mm) ile kapatilmistir. Bu sekilde hazirlanan
numuneler, 151k mikroskobu altinda kanat tiiylerini gortinmez kilan safsizliklar1 gidermek

icin musluk suyunda yikanmustir.

Cizelge 3.7. Faure soliisyonunun igerigi

MADDE MADDE MIKTARI
Gam arabik 309

Gliserol 20mL
Kloral hidrat 50mg

Distile su 50mL

Kanat preparatlarinin mikroskobik analizi

Steril bir sekilde hazirlanmis olan kanat preparatlari 10X40 biiyiitmede 151k mikroskobunda
incelenmistir. Kanatlarin incelenmesi esnasinda, kolaylik olmasi agisindan kanatlar Sekil

3.9°daki gibi A, B, C, C1, D, D1 ve E sektorlerine ayrilmistir.
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Resim 3.9. Normal ve serrat kanat fenotiplerine ait sektorler (10x10) (orijinal)

Kanatlarda mutant klon olup olmadigini aragtirmak igin, hem dorsal hem de ventral
ylizeydeki hiicre tabakalari ayr1 ayri incelenmistir. Kanat yiizeyindeki her bir sektor
mikroskop altinda ayr1 ayr1 taranarak mwh ve/veya flr3 mutant klonlar tespit edilmistir.
Sayimda kayitlar1 tutulan mutant klonlar asagidaki gibidir (Resim 3.10);

. Kiigiik tek tip klon (1-2 mwh hiicre)
. Biiyiik tek tip klon (> 3 mwh veya > 4 flr® hiicre)

. Ikiz klon (mwh ve flr® hiicrelerin ikisini de yan yana iceren klonlar)

5\\ \\i

ikiz klon

Resim 3.10. Cesitli kanat benek tipleri (10x40) (orijinal)
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Bu siniflandirmanin biyolojik 6nemi Graf ve digerleri, 1984 tarafindan gdsterilmistir. Kiigiik
olarak siniflandirilan klonlar yalnizca mwh hiicrelerinden olusur. Varyasyonla olusan ve flr®
gibi goriinen hiicreleri mutantlardan ayirmak igin sayima sadece >4 flr® hiicreleri dahil edildi
(Graf ve digerleri, 1984). Biiyiik tek tip klonlar ise ii¢ veya daha fazla mwh veya flr® mutant
hiicresinden olusur. mwh ve flr® hiicreleri ayni1 klon i¢inde dagildiginda ikiz klonlar olusur.
Ikiz klonlar ayrica mwh ve flr® hiicreleri iki ayr1 klon olarak bir arada bulundugunda ortaya
cikar. Bununla birlikte, bitisik mwh ve flr® klonlar1 arasindaki yabanil tip trikomlarin sayisi
licli gegmezse, bunlar aymi klon icinde degerlendirilerek ve ikiz klonlar olarak

adlandirilmistir.

Klon indiiksiyon frekansinin hesaplanmasi

Kronik uygulamalarda, hiicrede ve hiicre boliinmesinde ortaya ¢ikan indiiksiyon frekansini

hesaplamak i¢in asagidaki formiil kullanilmistir (Szabad, Soos, Polgar ve Hejja, 1983).

— x 10°
f_NC

Denkleme gore, sadece mwh klonlari dikkate alindiginda, denklemdeki "f" mwh klonlarinin
ortalama indiiksiyon frekansini, "n" gozlemlenen toplam mwh klon sayisini, "N" analiz
edilen kanat sayisim1 ve "C" bir kanatta incelenen hiicrelerin sayiy1 temsil etmektedir.
Onceki galigmalara gére kanattaki hiicre sayis1 24.400 oldugu bildirilmistir (Wiirgler ve
Vogel, 1986). Caprazlamadan elde edilen transheterozigot larvalardan gelisen bireylerin
normal ve serrat kanatli olmak iizere iki farkli fenotipi gozlenir. Serrat kanatli bireylerde
dengeleyici kromozomun varligi, bu kromozom iizerinde yer alan baskin mutant gen Serrate
(Ser) tarafindan tespit edilebilmektedir. Dengeli kromozom (TM3) rekombinasyonu
baskiladigindan, bu fenotipe sahip bireylerde gdzlenen mutant klonlar, yalnizca mutasyonun
sonucudur. Boylece ¢alismada kullanilan maddenin mutajenik ve/veya rekombinojenik
etkisi, serrat kanatli bireylerden elde edilen veriler ile normal kanathilardan elde edilen

veriler karsilagtirilarak ayri ayri belirlenebilir (Vogel, 1992; Frei ve Wiirgler, 1996).
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3.2.4.1. SMART ile elde edilen sonug¢larin istatistiksel analizi

SMART calismast sonucunda elde edilen sonuglarin istatistiksel analizi Microsta bilgisayar
programi kullanilarak gergeklestirilmistir. Degerlendirme yapilirken orijinal hipotez (Ho)’de
uygulamalar ile kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak fark olmadigi varsayilmistir.
Alternatif hipotez (Ha)’de ise uygulama grubundaki indiiklenen mutasyon oraninin kontrol
grubundan m kat daha yiliksek oldugunu varsaymistir. Orijinal ve alternatif hipotez
hesaplamalarindan elde edilen sonuglar pozitif (+), zayif pozitif (z), dnemsiz fark (i) ve

negatif (-) olarak raporlanmistir (Selby ve Olsen 1981; Frei ve Wiirgler 1988).

3.2.5. Drosophila doku homejenizasyonu

Uygulama ortaminda ¢alismada kullanilan bilesiklere (PPh, PMe, PNO2) maruz birakilan
larvalardan, pupa evresinden sonra elde edilen erginler giinliik olarak CO> anestezisi altinda
toplanmig ve aliman Ornekler %1.15’lik potasyum kloriir ile ultrasonik homojenizatorde
soguk homojenizasyon tamponunda (%]1,15 potasyum kloriir, 25 mM di potasyum hidrojen
fosfat, 5 mM etilendiamin tetra asetik asit, 2 mM fenil metil siilfonil, 2 mM ditiyotreitol, pH
7.4) +4°C'de ekstraksiyon islemi gerceklestirilmistir. Elde edilen ekstraktlarin analiz islemi

gerceklestirilinceye kadar -80°C’de saklanmigtir (Resim 3.11).

Resim 3.11. Drosophila doku homejenizasyon asamalari
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3.2.6. Gercek zamanh polimeraz zincir reaksiyonu analizleri (RT-PCR)

Bilesiklerin anti-karsinojenik etkileri; apoptotik hiicre 6liimii sinyal yolaklarinda 6énemli rol
oynayan (A549 hiicre hattinda; BAX, BCL2, CASP3, CASP9, SOD1, SOD2, CAT, GSS,
HSP27, HSP60, HSP70 ve HSP90, D. melanogaster’de; DEBCL, BUFFY, DRICE,
DRONC, SOD, CAT, GR, GST, HSP27, HSP60, HSP70 ve HSP90 genlerinin mRNA
diizeyleri RT-PCR yontemiyle belirlenmistir. GAPDH geni ise housekeeping kontrol geni

olarak kullanilmistur.

Total RNA izolasyonu

A549 (akciger kanseri) hiicreleri 24 saat 37 "C’de inkiibe edildikten sonra 6’11 plakalara
2x10° hiicre saymmi yapilarak ekilmisti. WST-8 sonuglarina gére sitotoksik dozu 50 uM
olarak belirlenen bilesiklerin uygulandigi hiicreler 24. saatin sonunda 1X PBS ile yikanmistir
ve 1X tripsin EDTA ile kaldirilmistir. Gen ekspresyon degerlendirmesi yapabilmek amaciyla

kontrol ve doz gruplarinda mRNA miktar kitte onerilen yonteme uygun olarak ¢aligilmastir.

Protokole gore;

> Siispanse edilen hiicreler (2x10° hiicre) bir mikrosantrifiij tiipiine aktarilmis, 250 x g'de 5
dakika santrifiij ile pellet elde edilmis ve supernatanti atilmistir. 600 pL f-
mercaptoethanol’lii Lysis Buffer eklenmis ve homojen bir karisim goriilene kadar 15

saniye vortekslenmistir.
» % 100°liik 360 pL etanol eklenmis ve pipetaj yapilmistir.

» Tip igindeki karistmdan 700 pL alinarak RNA saflastirma kolonuna (Thermo Fisher
Scientific / GeneJET) aktarilmis ve 12 000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilmistir. Kolon

yeni steril 2 mI’lik toplama tiipiine yerlestirilmistir.

» Yikama tamponu-1’den 700 pL kolonun ig¢ene aktarilmis ve kolon igeren tiip 12 000

rpm’de 1 dakika santrifiij edilmistir. Kolon tekrar toplama tiipiine yerlestirilmistir.

» Yikama tamponu -2’den kolona 600 puL eklenmis ve 12 000 rpm’de 1 dakika santrifiij

edilmistir.
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» Yikama tamponu-2’den kolona 250 pL eklenmis ve 12 000 rpm’de 1 dakika santrifiij
edilmigtir. Kolonda biriken sivi atilmig ve kolon steril yeni bir 1,5 mL’ lik tiipe

aktarilmstir.

» Son olarak 50 pL niikleaz igermeyen H>O eklenmis ve 12 000 rpm’de 1 dakika santrifiij
edilmistir. Tiipte toplanan sivi RT-PCR ¢alismalari i¢in -20°C’de saklanmustir.

Hiicre hatlarindan izole edilen RNA'larin konsantrasyonu ve safligi nanodrop cihazi yardimi
ile gerceklestirilmistir. Nanodrop ile RNA 6rneklerinin 6l¢iilmesi isleminde dncelikle uygun
konsantrasyonlarda (ng/pL) sulandiritlan RNA o6rnekleri 260 ve 280 nm'de ol¢iilmiistiir
(Resim 3.12). RNA konsantrasyonu (pg/mL) = [OD (Optik yogunluk) 260 x sulandirma

orani x 40 (ug/mL)] formiilii araciligiyla hesaplanmustur.

Resim 3.12. RNA miktarinin tespit edilmesinde kullanilan ekipmanlar

cDNA (komplementer zincir) sentezi

Izole edilen total RNA'larin komplementer zincirleri, oligo d(T) primeri ve revers
transkriptaz enzimi (RT) kullanilarak, “Thermo Fisher Scientific; cDNA sentez kiti
(K1622)” ile sentezlenerek cDNA’ya doniistiiriilmiistiir (Techne Prime/Thermal Cycler).
cDNA sentezi 1. asama i¢in; 65 °C’de 5 dakika bekletilmistir. 2. asama i¢in; 42 °C’de 1 saat
ve inkiibasyon sonrasi enzimi inhibe etmek i¢in 70 °C’de 5 dakika bekletilmistir.

Sentezlenen cDNA’lar, RT-PCR yapmak tizere -20 °C’de muhafaza edilmistir.
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Protokole gore;

» Herbir 6rnek 100 ng total RNA olacak sekilde hesaplanarak uygun hacimde

kullanilmistir.

» Oligo (dT)18 primerlerinden her bir tiipe 1 uL. eklenmis ve toplam hacim 12 uL olacak

sekilde niikleaz igermeyen H2O ile tamamlanarak 3-5 saniye santrifiijlenmistir.

» 5X Reaksiyon tamponun’dan 4 pL, RiboLock RNase Inhibitor (20 U/uL)’den 1 uL, 10
mM dNTP karisimindan 2 pL. ve RevertAid M-MuLV RT (200 U/uL) enziminden 2 pL.

eklenmistir.

» Toplam hacim 20 pL olacak sekilde santrifiij edilerek bilesenler ¢oktiiriilmiistiir.

» Karisim PZR cihazinda; 42 °C’de 1 saat ve inkiibasyon sonrasi enzimi inhibe etmek igin

70 °C’de 5 dakika bekletilmistir. Elde edilen cDNA 6rnekleri -20 °C’de saklanmustir.

PZR calismalarinda BAX, BCL2, CASP3, CASP9, DEBCL, BUFFY, DRICE, DRONC,
SOD1, SOD2, CAT, GSS, SOD, GR, GST, HSP27, HSP60, HSP70, HSP90 genlerine ait
spesifik primerlerin baglanma sicakliklarinin tespiti icin sicaklik optimizasyon denemeleri
yapilmistir. Bu baglamda toplam hacim 20 pL olacak sekilde karisim hazirlanmistir. Her bir

gen i¢in ayn1 karisim ve ayn1 PZR programi uygulanmustir.

Gercek zamanh PZR (RT-PCR)

CBI veri tabani aracilig1 ile genlerin dizileri belirlenmistir. Cizelge 3.5 ve 3.6°da belirtilen
aksesyon numaralari dogrultusunda NCBI primer blast programi
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast) yardimiyla ger¢cek zamanli PZR igin
gerekli olan primerler tasarlanmistir. Syber Green Master Mix (2x) 5 pulL, Forward primer
(10 mM) 1 pL, Reverse primer (10mM) 1 pulL, cDNA 2 pL ve niikleaz igermeyen H20 1 Ml
olacak sekilde hazirlandiktan sonra Piko Real 96 (Thermo Fisher Scientific) cihazi
kullanilarak ve amplifikasyon program uygulanarak mRNA ekspresyon diizeyleri
incelenmistir. Tiim 6rnekler iki tekrarli olarak caligilmistir. Gergek zamanli PZR sonrasinda

erime egrisi (melt curve) analizi yapilarak primerlerin 6zgiinliigii test edilmistir.
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RT-PCR analizinde Ct (cycle threshold) degeri, floresan sinyal miktarinin tespit edilebilmesi
icin gereken minimum degeri (esik degeri) gecen dongii sayisinin belirlemesi agisindan
onemlidir. Ct degeri ne kadar kiigiik olursa gen ifadesi o kadar erken dongiide baslamaktadir.
Gen ifadesinin belirlenmesi i¢in 2-AACT degerinin hesaplanmas1 gerekmektedir.
Hesaplamalar asagida belirtilen islem basamaklar1 ile gerceklestirilmistir (Livak ve

Schmittgen, 2001).

Referans gen i¢in ACT degeri hesaplanmustir.

ACT = Ct (hedef gen) — Ct (referans gen)

Her primer grubu i¢in AACT degeri hesaplanmustir.
AACT = ACt (hedef gen) — ACt (referans gen)

Genlerin ifadelerinin upregiile (yukari dogru regiilasyon) veya downregiile (asagi dogru

regiilasyon) olup olmadigi 2-AACT degerlerinin hesaplanmasiyla elde edilmistir.
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4. BULGULAR

Bu arastirmada yeni sentez edilmis 4-(Siibstitiie)-3,4-dihidropirimidinonlarin kanser
tedavilerinde kullanilip kullanilamayacaginin tespiti igin, sitotoksik etkileri akciger
karsinomu hiicrelerinde (A549) in vitro, genotoksik etkilerinin ise Drosophila melanogaster

(meyve sinegi)’de in vivo olarak belirlenmeye ¢alisilmustir.

4.1. In Vitro Sitotoksisite Testlerinden Elde Edilen Bulgular

Akciger A549 hiicre hatlarinda, dihidropirimidinon bilesiklerinin bilesiklerin sitotoksik
dozu (1,56-100 uM) WST-8 testi (van Meerloo ve digerleri, 2011) ile belirlenmistir.

4.1.1. WST-8 yonteminden elde edilen bulgular

Dihidropirimidinon bilesiklerinin, Akciger A549 hiicre hatlar1 {izerindeki olas1 sitotoksik
etkisini tespit etmek amaci ile WST-8 testi protokolii uygulanmistir. Calismada kontrol
grubu olarak DMSO kullanilip istatistiksel karsilastirmalart materyal metod kisminda
anlatildig1 gibi yapilmastir.

Calismamizda A549 hiicre hattinda en yiiksek doz olarak 100uM kullanilmistir. PPh
bilesiginin in vitro hiicre canlilig1 izerine etkisi negatif kontrole gore karsilastirildiginda en
iyi etkiyi 50 uM konsantrasyonda, PMe bilesigi en iyi etkiyi 100 uM konsantrasyonda, PNO2
bilesigi ise en iyi etkiyi 50 uM konsantrasyonda gostermistir (Cizelge 4.1 ). MRC-5 hiicre
hattinda; PPh bilesiginin in vitro hiicre canlilig1 iizerine etkisi negatif kontrole gore
karsilastirildiginda en iyi etkiyi 50 uM konsantrasyonda, PMe bilesigi en iyi etkiyi 12,5 uM
konsantrasyonda konsantrasyonda, PNO> bilesigi ise en iyi etkiyi 6 uM konsantrasyonda
gostermistir (Cizelge 4.2) (Sekil 4.1).
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Cizelge 4.1. Bilesiklerin A549 hiicre hattinda WST-8 absorbans dl¢iimleri

PPh PMe PNO;
(-) kontrol 11231 11245 11245
(+) kontrol (%10 DMSO) 02090 0,2090  0,2090
100 pM 06860 07675  0,9315
50 pM 06710 1,0005  0,9305
25 .M 07485 09890  1,0165
12,5 uM 1,0500 09755  1,1060
6 M 10615 10810  1,0855
DMSO (%1 DMSO) 12310 1,2310  1,2310

Cizelge 4.2. Bilesiklerin MRC-5 hiicre hattinda WST-8 absorbans 6l¢iimleri

PPh PMe PNO:

(-) kontrol 05810 05810  0,5810
(+)kontrol (%10 DMSO) 01735 01735 0,1735
100 pM 06395 05405 0,5220
50 pM 0,6555 05195 0,5005
25 uM 05910 0,5300 0,5555
12,5 M 05270 05470 0,5515
6 uM 04625 05265 0,5560
DMSO (%1 DMSO) 05385 05385 0,5385

PPh, PMe, PNO: bilesikleri arasindaki en biiylik farklilik heterohalkali yapidan
kaynaklanmaktadir. Heterohalkali yapilar segici baglanmaya sebep olan enerji diizeyine

sahip olmalar1 nedeniyle biyolojik aktivite 6zellikleri daha yiiksek orana sahip molekiillerdir.

Calismamizda bilesiklerin olasi sitotoksik etkilerini tespit etmek amaciyla gergeklestirilen
WST-8 testi sonucu elde edilen bulgularin istatistiksel analizi asagidaki gibi yapilmistir
(Cizelge 4.3-4.8).

A549 hiicre hatt1 iizerine sitotoksik etkisi arastirilan PPh bilesiginin uygulama gruplari
arasinda anlamli fark saptanmistir (KV:15,794, p:0,007). Cizelge 4.3 incelendiginde en
diisiik ortalama absorbans degerinin S0uM uygulamasi sonucu elde edildigi goriilmektedir.

Yapilan Games- Howell Post-hoc analizi sonucuna goére negatif kontrol ile 12,5uM, 25uM,
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50uM ve 100uM uygulamalar arasinda (p<0,05) istatistiksel olarak anlamli bir farklilik

saptanmistir .

Cizelge 4.3. A549 hiicre hattinda PPh bilesiginin uygulanmasi sonucu elde edilen
istatistiksel veriler

Grup No Deney Gruplari Ort.+SS KV p Post-Hoc

1) Negatif kontrol 1,12+0,010

) 100pM 0,69+0,012 1w
(3) 50pM 0,67+0,029 1-3%*

15,794 0,007

(4) 25uM 0,74+0,018 1-4%>*
(5) 12,5uM 1,05+0,011 1-5%*

(6) 6uM 1,064 0,022

Ort.: Ortalama, KV: Kruskal Wallis H test, Post-Hoc=Games-Howell, **p<0.01, ***p<0.001: Gruplar arasindaki farklar
anlamhdir, SS: Standart sapma

A549 hiicre hatt1 lizerine sitotoksik etkisi arastirilan PMe bilesiginin uygulama gruplari
arasinda anlamli fark saptanmistir (KV:14.319, p:0,014). Cizelge 4.4 incelendiginde en
diisiik ortalama absorbans degerinin 100uM uygulamasi sonucu elde edildigi goriilmektedir.
Yapilan Games- Howell Post-hoc analizi sonucuna gore negatif kontrol ile 50uM ve 100uM

uygulamalari arasinda (p<0,05) istatistiksel olarak anlamli bir farklilik saptanmistir.

Cizelge 4.4. A549 hiicre hattinda PMe bilesiginin uygulanmasi sonucu elde edilen
istatistiksel veriler

Grup No Deney Gruplar Ort+SS KV p Post-Hoc
1) Negatif kontrol 1,12+0,010
) 100uM 0,77+0,068
©) 50uM 1,00+0,028 Lo
(4) 25uM 0,990,047 14,319 0,014~ -
(5) 12,5uM 0,980,050
(6) 6uM 1,08+0,045

Ort.: Ortalama, KV: Kruskal Wallis H test, Post-Hoc=Games-Howell, *p<0.05 : Gruplar arasindaki farklar anlamlidir, SS:
Standart sapma

AS549 hiicre hatt1 iizerine sitotoksik etkisi arastirilan PNO; bilesiginin uygulama gruplari
arasinda anlamli fark saptanmistir (KV:15,924, p:0,007). Cizelge 4.5 incelendiginde en

diistik ortalama absorbans degerinin 50uM uygulamasi sonucu elde edildigi goriilmektedir.
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Yapilan Games- Howell Post-hoc analizi sonucuna gore negatif kontrol ile 6uM, 12,5uM,
25uM ve 50uM uygulamalari arasinda (p<0,05) istatistiksel olarak anlamli bir farklilik

saptanmigtir.

Cizelge 4.5. A549 hiicre hattinda PNO: bilesiginin uygulanmasi sonucu elde edilen
istatistiksel veriler

Grup No Deney Gruplari Ort+SS KV p Post-Hoc
1) Negatif kontrol 1,12+0,010
2) 100uM 0,930,059 1-3%*
©) 50uM 0,930,020 1-4x*
15,924 0,007
(4) 25uM 1,01+0,085 1-6*
(5) 12,5uM 1,10+0,009
(6) 6uM 1,09+0,005

Ort.: Ortalama, KV: Kruskal Wallis H test, Post-Hoc=Games-Howell, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001: Gruplar arasindaki
farklar anlamlidir, SS: Standart sapma

MRC-5 hiicre hatt1 lizerine sitotoksik etkisi arastirilan PPh bilesiginin uygulama gruplari
arasinda anlamli fark saptanmistir (KV:15,724, p:0,008). Cizelge 4.6 incelendiginde en
yiiksek ortalama absorbans degerinin 50uM uygulamasi sonucu elde edildigi goriilmektedir.
Yapilan Games- Howell Post-hoc analizi sonucuna gore negatif kontrol ile 6uM ve 100uM

arasinda (p<0,05) istatistiksel olarak anlamli bir farklilik saptanmistir.

Cizelge 4.6. MRC-5 hiicre hattinda PPh bilesiginin uygulanmas: sonucu elde edilen
istatistiksel veriler

Grup No Deney Gruplari Ort+SS KV p Post-Hoc
1) Negatif kontrol 0,58+0,010
2 100uM 0,64+0,005
3) 50uM 0,660,025 1-2*
15,724 0,008
4) 25uM 0,59+0,034 1-6*
(5) 12,5uM 0,53+0,020
(6) 6uM 0,460,026

Ort.: Ortalama, KV: Kruskal Wallis H test, Post-Hoc=Games-Howell, *p<0,05: Gruplar arasindaki farklar anlamlidir, SS:
Standart sapma

MRC-5 hiicre hatt1 iizerine sitotoksik etkisi arastirilan PMe bilesiginin uygulama gruplari
arasinda anlamli fark saptanmamistir (KV:7,690, p:0,174). Cizelge 4.7 incelendiginde en

yiikksek ortalama absorbans degerinin 12,5uM uygulamasi sonucu elde edildigi
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goriilmektedir. Yapilan Games- Howell Post-hoc analizi sonucuna gore negatif kontrol ile

50uM arasinda (p<0,05), istatistiksel olarak anlamli bir farklilik saptanmustir.

Cizelge 4.7. MRC-5 hiicre hattinda PMe bilesiginin uygulanmasi sonucu elde edilen
istatistiksel veriler

Grup No Deney Gruplari Ort+SS KV p Post-Hoc

1) Negatif kontrol 0,58+0,010
2 100pM 0,54+0,002

3) 50uM 0,52+0,001

7,690 0,174 1-3*

(@) 25uM 0,53+0,015
(5) 12,5uM 0,55+0,045
(6) 6uM 0,53+0,026

Ort.: Ortalama, KV: Kruskal Wallis H test, Post-Hoc=Games-Howell, *p<0.05 : Gruplar arasindaki farklar anlamlidir, SS:
Standart sapma

MRC-5 hiicre hatti iizerine sitotoksik etkisi arastirilan PNO- bilesiginin uygulama gruplari
arasinda anlamli fark saptanmamistir (K'V:5,889, p:0,317). Cizelge 4.8 incelendiginde en
yliksek ortalama absorbans degerinin 6uM uygulamasi sonucu elde edildigi goriilmektedir.
Yapilan Games- Howell Post-hoc analizi sonucuna gore negatif kontrol ile 100uM arasinda

(p<0,05), istatistiksel olarak anlamli bir farklilik saptanmistur.

Cizelge 4.8. MRC-5 hiicre hattinda PNO: bilesiginin uygulanmasi sonucu elde edilen
istatistiksel veriler

Grup No Deney Gruplari Ort+SS KV p Post-Hoc
(8] Negatif kontrol 0,58+0,010
2 100uM 0,52+0,002
3) 50uM 0,50+0,071
5,889 0,317 1-2*
4) 25uM 0,55+0,039
(5) 12,5uM 0,55+0,016
(6) 6uM 0,560,040

Ort.: Ortalama, KV: Kruskal Wallis H test, Post-Hoc=Games-Howell, *p<0.05 : Gruplar arasindaki farklar anlamlidir, SS:
Standart sapma

Calismada ayrica A549 hiicre hattina uygulanan maddelerin (PPh, PMe, PNO>) olasi
sitotoksik etkilerinin kendi aralarinda istatistiksel a¢idan karsilastirilmasi yapilmistir. 6uM
doz uygulamasi sonucunda gruplar arasinda istatistiksel agidan anlamli fark saptanmamaistir
(KV: 1,422, p:0,491). 12,5 pM uygulamasi sonucunda gruplar arasinda anlamli fark
saptanmistir (KV:7,200, p:0,027). Yapilan Games- Howell Post-hoc analizi sonucuna PPh
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uygulamasi ile PNO; arasinda istatistiki agidan anlamli fark saptanmistir (p<0,05). 25 uM
uygulamasi sonucunda gruplar arasinda anlamli fark saptanmamistir (K'V:5,600, p:0,061).
Yapilan Games- Howell Post-hoc analizi sonucuna gére PPh ile PNO> ve PPh ile PMe
arasinda istatistiki agidan fark saptanmistir (p<0,05). 50uM uygulamasi sonucunda ise
gruplar arasinda istatistiki acidan anlaml fark saptanmistir (KV: 7,200, p: 0,027). Yapilan
Games- Howell Post-hoc analizi sonucuna gore PPh ile PNO> ve PPh ile PMe arasinda
istatistiki acidan anlamli fark saptanmistir (p<0,05). 100uM uygulamasi sonucunda ise
gruplar arasinda istatistiki agidan anlamli fark saptanmistir (KV: 7,200, p:0,027). Yapilan
Games- Howell Post-hoc analizi sonucuna gore PPh ile PNO> arasinda istatistiki agidan

anlamli fark saptanmistir (p<0,05) (Cizelge 4.9).

Cizelge 4.9. A549 hiicre hattinda PMe, PPh, PNO- bilesiklerinin uygulanmasi sonucu elde
edilen verilerin istatistiksel agidan karsilastiriimasi

Deney
Uygulama dozlari Ort. £8S KV p Post-Hoc
gruplari
(1) PPh 0,69+0,012
100pM (2) PNO2 0,93+0,059 7,200 0,027 1-2*
(3) PMe 0,77+0,068
(1) PPh 0,67+0,029
1-2%**
50pM (2) PNO; 0,93+0,020 7,200 0,027
1-3***
(3) PMe 1,00+0,028
(1) PPh 0,75+0,018
1-2%**
25uM (2) PNO; 1,01+0,009 5,600 0,061
1-3***
(3) PMe 0,99+0,047
(1) PPh 1,05+0,011
1_2**
12,5uM (2) PNO; 1,110,009 7,200 0,027
(3) PMe 0,98+0,049
(1) PPh 1,060,023
6uM (2) PNO2 1,09+0,006 1,422 0,491 -
(3) PMe 1,08+0,045

Ort.: Ortalama, KV: Kruskal Wallis H test, Post-Hoc=Games-Howell, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001: Gruplar arasindaki
farklar anlamlidir, SS: Standart sapma

Yiizde canlilik aktivite degerlerine bakildiginda A549 hiicre hattinda bilesiklerin % canlilik
aktiviteleri 60-98 arasinda belirlenmistir. Bu nedenle PPh, PMe, PNO:> bilesiklerin A549
hiicresinde antiproliferatif aktiviteye sahip oldugu diisiiniilmektedir (Cizelge 4.1 ve 4.2)
(Sekil 4.1). Bilesikler arasinda karsilagtirilma yapildiginda; PPh % canlilik aktivitesi 59,6,



81

PMe’in % canlilik aktivitesi en etkili dozda (100uM) 68,25, PNO: canlilik aktivitesi ise 82,7
olarak tespit edilmistir. PPh bilesiginin PMe ve PNO: bilesigine oranla A549 hiicrelerinde
daha yiiksek sitotoksik aktiviteye sahip oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.1).

Bilesiklerin MRC-5 hattinda % canlilik aktiviteleri ise 100-80 arasinda belirtilmistir.
Bilesikler arasinda karsilastirma yapildiginda PPh’in % canlilik aktivitesi 79,6 PMe’nin
canlilik aktivitesi 89,4 PNO; bilesiginin canlilik aktivitesi ise 86,1 olarak tespit edilmistir
Elde edilen bu veriler bilesiklerin saglikli akciger hiicrelerinde sitotoksik etkiye sahip
olmadigini1 gostermistir. (Sekil 4.1).

150 PMe (A549
100
=
S
$ 0 |
%1 %10
Konsantrasyon (uM) DMSO DMSO
200 |PMe (MRC-5)|
=
£ 100
=
: 11 0 0 0.
c\c 0 L 1 1 1 1 1 1
K 6 12 25 50 100 %1 DMSO %10
Konsantrasyon (uM) DMSO
150 |PNO, (A549)|
< 100
c\c 0 1 1 1 1 -
100 %1 %10
Konsantrasyon (uM) DMSO DMSO
150 |PNO, (MRC-5) |
< 100
Q -
Q\Q O 1 1 1 1 1 1 1
(K 6 12 100 %1 %10
Konsantrasyon (uM) DMSO DMSO

Sekil 4.1. Bilesiklerin A-549 ve MRC-5 hiicre hatlarinda WST-8 analizleri
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150 PPh (A549
é 100
] I I I il .
®)
S o
%1 %10
Konsantrasyon (uM) DMSO DMSO
150 |PPh (MRC-5)|
é 100
) 50
e
2 0 1 1 ._l
(K 6 %1 %10
Konsantrasyon (uM) DMSO DMSO

Sekil 4.1. (devami)

4.2. Drosophila melanogaster’de Yapilan Testlerden Elde Edilen Bulgular

4.2.1. Trans-heterozigot larvalar i¢in hayatta kahs oranlarinmin (larval mortalite)
belirlenmesi

Calismalarimizda ilk olarak 4-(Siibstitiie)-3,4-dihidropirimidinonlarin D. melanogaster
larvalar tizerindeki LD50 dozlar1 belirlenmistir. Bu amagla B6liim 3’te anlatildig: gibi her
dihidroprimidinon i¢in ayr1 ayri deney setleri olusturulmus ve farkli konsantrasyonlarda
(AmM, 2,5mM, 5mM, 10mM ve 25mM) hazirlanan ¢ozeltileri Drosophila larvalarina
uygulanmistir. Sonugta D. melanogaster’in 7244 saatlik trans-heterozigot larvalarinda tiim

dihidropirimidinonlar i¢in LD50 dozu yaklasik olarak 25mM olarak tespit edilmistir.

Hem larvalar i¢in hayatta kalis oraninin belirlenmesinde hem de SMART uygulamalarinda
LD50 dozundan daha diisiik olan 4 farkli uygulama dozu (1mM, 2,5mM, 5mM ve 10mM)
kullanilmigtir.  Calismalarimizda, genotoksik etkileri arastirilan  4-(Siibstitiie)-3,4-
dihidropirimidinonlarin ~ disinda, negatif kontrol grubu i¢in  4-(Siibstitiie)-3,4-
dihidropirimidinonlarin ¢oziiciisii olan DMSO, distile su, pozitif kontrol grubu i¢in de
mutajenik etkisi 1yi bilinen etil metansiilfonat (EMS) kullanilmistir. Deneylerimize

baslarken, éncelikle D. melanogaster’in dmwh ve Qflr® mutant soylarma ait bireylerin
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caprazlanmalari ile elde edilen trans-heterozigot larvalar kullanilarak onlar i¢in hayatta kalis
oranlart  (larval  mortalite)  belirlenmistir.  Bu  amagla  4-(Siibstitiie)-3,4-
dihidropirimidinonlarin (PPh, PMe, PNO3) farkli konsantrasyonlarini (1mM, 2,5mM, SmM
ve 10mM) igeren uygulama gruplarina ve pozitif kontrol grubu olarak secilen etil
metansiilfonat (EMS) igeren besiyerlerine 100’er larva konulmustur. Bu larvalardan
erginlesebilen ve 6len bireyler sayilmis ve distile su kontrol grubundan elde edilen verilerle

karsilagtirilmistir (Cizelge 4.10) (Resim 4.1).

Cizelge 4.10. Farkli konsantrasyonlarda 4-(Siibstitiie)-3,4-Dihidropirimidinonlara maruz
kalmis trans-heterezigot larvalarin hayatta kalis ve mortalite oranlari

Uygulama Gruplari Konsantrasyon Larva sayisi Mortalite Hayatta Kahs
(mM) Orani (%) Orani (%)

DMSO (%60,5) - 100 15 85
Kontrol (Distile su) - 100 7 93
EMS 1 100 21 79
1 100 7 93
2,5 100 27 83
PPP 5 100 20 80
10 100 22 78
25 100 45 55
1 100 12 88
2,5 100 38 82
PMe 5 100 43 77
10 100 42 68
25 100 50 50
1 100 9 91
2,5 100 13 87
PNO:2 5 100 25 75
10 100 32 68
25 100 46 54

Elde edilen veriler incelendigi zaman, ¢oziicii olarak kullanilan 9%0,5 oraninda DMSO igeren
besiyerinde bulunan larvalarda yasam yiizdesi %85 iken, distile su kullanilarak hazirlanan
negatif kontrol grubunda hayatta kalan larva sayis1 %87°dir. 1mM EMS kullanilarak

hazirlanan pozitif kontrol grubunda bu oran %69°dur.
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Resim 4.1. Larval mortalite testi sonucu elde edilen ergin bireyler

4.2.2. Somatik mutasyon ve rekombinasyon testi (SMART) ile elde edilen bulgular

Somatik mutasyon ve rekombinasyon testinin yapilabilmesi i¢in, farkli konsantrasyonlarda
3 farkli dihidroprimidinon uygulamasi sonucunda ergin bireylerden elde edilen normal
(mwh/flr3) ve serrat kanat (mwh/TM3) fenotipine ait kanat preparatlari 151k mikroskobunda
400X biiyiitme ile incelenmistir. Gézlenen kanat benekleri siniflandirilarak sayilmis ve
kontrol grubundan elde edilen verilerle karsilastirllmak {tizere cizelgeler olusturularak
kaydedilmistir (Cizelge 4.2-4.5). Ayrica incelenen preparatlarda, herhangi bir benek tipini
tagimayan (Resim 4.2) yabanil tip kanat ile tiim dihidroprimidinonlar i¢in gézledigimiz,
kiigiik tek tip (Resim 4.3), biiyiik tek tip (Resim 4.4 ve Resim 4.5) ve ikiz benekleri (Resim
4.6) tasiyan kanatlara ait fotograflar ¢ekilmistir.

Resim 4.2. Normal genetik 6zellige sahip bireylerdeki kanat killari (10x40)



Resim 4.3. Kiigiik tek tip mwh mutant klon (10x40)

Resim 4.4. Biiyiik tek tip mwh mutant klon (10x40)

Resim 4.5. Biiyiik tek tip flr3 mutant klon (10x40)

85
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Resim 4.6. flr3 ve mwh mutant klonlar1 birlikte tasiyan ikiz klon (10x40)

e PMe uygulamasi sonucu SMART ile elde edilen bulgular

Calismamizda genotoksik etkilerini arastirdigimiz maddelerden birincisi Metil 4-([1,1'-
bifenil]-4-il)-6-metil-2-okso-1,2,3,4-tetrahidropirimidin-5-karboksilat (PMe)’tir. SMART
ile elde edilen bulgular incelendiginde, farkli konsantrasyonlarda (1mM, 2,5mM, SmM ve
10mM) PMe uygulamasi sonucunda olusan kiigiik tek tip, biiyiik tek tip, toplam mwh ve
toplam klon tiplerinin tiimiinde sayisal olarak artis gézlendigi ancak bu artiglarin istatisitiksel
olarak dnemsiz (i) oldugu goriilmektedir (p>0,05). DMSO kontrol grubunun normal kanat
fenotipinde kiiciik tek tip, biiylik tek tip, ikiz, toplam mwh ve toplam klon frekanslar
sirastyla 0,14; 0,03; 0,04; 0,16 ve 0,2 iken bu oranlar en yiliksek PMe uygulama grubunda
(10mM) sirastyla 0,14; 0,03; 0,00; 0,19 ve 0,19 olarak belirlenmistir. Serrat kanat
fenotipinde ise kiigiik tek tip, biiytik tek tip, toplam mwh ve toplam klon frekanslari sirasiyla
0,14; 0,01; 0,16 ve 0,16 iken 10mM PMe uygulama grubunda bu oranlarin 0,16; 0,01; 0,21
ve 0,21°e yiikseldigi belirlenmistir. Ancak klon sayisindaki bu artislarin istatistiksel olarak
hi¢bir uygulama grubunda pozitif deger kazanmadig1 negatif (-) ya da dnemsiz sonug (i)
verdigi gdzlenmistir (Cizelge 4.11). Cizelge 4.11°de KIF degerleri incelendiginde normal
kanat fenotipinde 10mM uygulama grubu hari¢ (0,77) diger tiim uygulama gruplarinda
kontrol grubuna gore diisiis oldugu ve bu degerlerin 0,25; 0,41; 0,51 oldugu bulunmustur.
Serrat kanat fenotipinde ise KiF degerleri 0,30; 0,40; 0,67 ve 0,87 olarak bulunmustur.
Sadece son iki uygulama grubu olan 5 ve 10mM uygulama gruplarinda kontrol grubu (0,61)
KIF degerine gore artis gostermistir. Ancak bu artis istatistiksel olarak p>0,05 diizeyinde
onemsizdir. PMe uygulamasi sonucu normal kanat ve serrat kanatlarda meydana gelen tiim

klonlardan elde edilen veriler incelendigi zaman, bu maddenin konsantrasyon artigina bagl
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olarak toksik etkili oldugu (Sekil 4.1- 4.4, Cizelge 4.10) ancak genotoksik etki gostermedigi
(Cizelge 4.11) anlasilmaktadir.

Cizelge 4.11. PMe uygulamasi sonucunda Drosophila kanat benek testi ile elde edilen
bulgular

Kiiciik tek tip  Biiyiik tek tip

Kanat klon klon ikiz klon TOpIEIanmWh Toplam klon .

Dozlar S 1-2 h_iicre) c2 hiicre) (m=5) (m=2) (m=2) (Iglf)
(mM) N) , (m=2) | (m =5) | | | , (10"hiicre)

No Fr. D No Fr. D No Fr. D No Fr. D No Fr. D
Normal Kanat (mwh/flr3)

Distilesu 80 12 (0,15) 2 (0,03) 1 (0,01) 14 (0,13) 15 (0,19) 0,71

DMSO 80 11 (014) - 2 (003 i 2 (003 i 13 (016) i 16 (02) i 0,67

1EMS 80 123 (154) + 49 (0,61) + 13 (0,17) + 172 (2,16) + 185 (2,31) + 8,81

1 80 4 (005 - 1 (01 i O (00 i 5 (006) - 5 (006) - 0,25

2,5 80 7 (009 - 1 (001 i 1 (001 i 8 (01 - 9 (011) - 0,41

5 80 8 (0,100 - 2 (0,03 i 1 (001 i 10 (0,13) - 11 (0,24) - 0,51

10 80 13 (0,14) i 2 (003 i 0 (0000 i 15 (0,19 i 15 (0,19) i 0,77

Serrat Kanat (mwh/TM3)

Distilesu 80 10 (0,13) 0 (0,00) 10 (0,13) 10 (0,13) 0,51

DMSO 80 11 (0,14) i 1 (0,01) i 12 (016) i 12 (0,16) i 0,61

1EMS 80 148 (1,85) + 43 (054) + 191 (2,39) + 191 (2,39) + 9,79

1 80 6 (0,080 - 0 (000) i N 6 (0,08 - 6 (008) - 0,30

2,5 80 8 (0,10) - 0 (0,00) i 8 (0,10) - 8 (0,10) - 0,40

5 80 12 (0,5) i 1 (0,01) i 13 (0,16) i 13 (0,16) i 0,67

10 80 16 (0,200 i 1 (0,01) i 17 (021) i 17 (0,21) i 0,87

KIF: Klon indiiksiyon frekansi, No: Klon sayisi, Fr: Frekans, D: Istatistik sonuglarin gosterimi (Frei and Wiirgler 1995), +: pozitif; -:

3
negatif, i: 6nemsiz fark, m: ¢arpim faktérii : TM3 dengeleyici kromozomunun varliginda flr mutasyonu olusmadigindan ikiz klon
meydana gelmemektedir. Olasilik diizeyi: a=p=0,05

e PPh uygulamasi sonucu SMART ile elde edilen bulgular

Calismamizda genotoksik etkilerini arastirdigimiz maddelerden ikincisi Etil 4-([1,1'-
bifenil]-4-il)-2-okso-6-fenil-1,2,3,4-tetrahidropirimidin-5-karboksilat (PPh)’tir. SMART ile
elde edilen bulgular incelendiginde, farkli PPh uygulamasi sonucunda olusan kiigiik tek tip,
biiyiik tek tip, toplam mwh ve toplam klon tipleriniﬁ tiimilinde sayisal olarak artis gozlendigi
ancak bu artiglarin istatisitiksel olarak 6nemsiz (i) oldugu goriilmektedir (p>0,05). DMSO
kontrol grubunun normal kanat fenotipinde kiigiik tek tip, biyiik tek tip, ikiz, toplam mwh
ve toplam klon frekanslari sirasiyla 0,11; 0,04; 0,03; 0,16 ve 0,18 iken bu oranlar en yliksek
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PPh uygulama grubunda (10mM) sirasiyla 0,14; 0,03; 0,00; 0,24 ve 0,24 olarak
belirlenmistir. Serrat kanat fenotipinde ise kiiciik tek tip, biiyiik tek tip, toplam mwh ve
toplam klon frekanslar1 sirasiyla 0,14; 0,04; 0,18 ve 0,18 iken 10mM PPh uygulama
grubunda bu oranlarin 0,29; 0,01; 0,3 ve 0,3’e yiikseldigi belirlenmistir. Ancak klon
sayisindaki bu artiglarin istatistiksel olarak hi¢bir uygulama grubunda pozitif deger
kazanmadigi negatif (-) ya da 6nemsiz sonug (i) verdigi gozlenmistir (Cizelge 4.12). Serrat
kanat fenotipinde ise sadece son iki uygulama grubu olan 5 ve 10mM uygulama gruplarinda
elde edilen KIF degerlerinde kontrol grubuna gore artis goriilmiistiir. Ancak bu artis
istatistiksel olarak p>0,05 diizeyinde énemsizdir. PPh uygulamasi sonucu normal kanat ve
serrat kanatlarda meydana gelen tiim klonlardan elde edilen veriler incelendigi zaman, bu
maddenin konsantrasyon artigina bagl olarak toksik etkili oldugu (Sekil 4.1-4.4 ve Cizelge
4.10) ancak genotoksik etki gostermedigi (Cizelge 4.12) anlagilmaktadir.

Cizelge 4.12. PPh uygulamasi sonucu SMART ile elde edilen bulgular

Kiiciik tek tip  Biiyiik tek tip Toplam mwh

Dozlar };:;2;[ (1—2k Il?iincre) (>2kl|1?ir;re) IE{I‘lnZ : l':'?)n (rﬁlgnz) To?rlr?r: 2k)|0n (KiF)
(mM) N) , (m=2) | (m=5) | | | | (10°hiicre)
No Fr. D No Fr. D No Fr. D No Fr. D No Fr. D
Normal Kanat (mwh/flra)
Distilesu 80 12 (0,15) 2 (0,03 1 (0,01) 14 (0,13) 15 (0,19) 0,71
DMSO 80 9 (0,11) 3 (0,04) 2 (0,03) 12 (0,16) 14 (0,18) 0,61
1EMS 80 149 (1,86) + 43 (0,54) + 19 (0,24) + 192 (2,16) + 211 (2,31) + 9,83
1 80 6 (08 - 1 (01 i 1 (00 i 7 (009 - 8 (01) - 0,36
25 80 7 (09 - 1 (01 i 1 (01 i 8 (1) - 9 (011) - 0,41
5 80 12 (010) - 2 (003 i 1 (001) i 14 (0,13) - 15 (0,14) - 0,71
10 80 17 (014) i 2 (003 i 0 (0000 i 19 (0,24) i 19 (0,24) i 0,97
Serrat Kanat (mwh/TM3)
Distilesu 80 13 (0,16) 0 (0,00) 13 (0,16) 13 (0,16) 0,67
DMSO 80 11 (0,14) i 3 (0,04) i 14 (018) i 14 (0,18) i 0,71
1EMS 80 148 (1,85) + 30 (0,38) + 178 (2,22) + 178 (2,22) + 9,11
1 80 9 (011) - 0 (0,00) i * 9 (1) - 9 (011) - 0,46
2,5 80 13 (0,16) i O (0,00) i 13 (0,16) - 13 (0,16) - 0,67
5 80 20 (025) i 1 (0,01) i 21 (0,26) i 21 (0,26) i 1,08
10 80 21 (0,26) i 1 (0,01) i 22 (027) i 22 (0,27) i 1,12

KIF: Klon indiiksiyon frekansi, No: Klon sayis1, Fr: Frekans, D: Istatistik sonuclarmn gosterimi (Frei and Wiirgler 1995), +:

pozitif; -: negatif, i: 6nemsiz fark, m: ¢arpim faktoérii *: TM3 dengeleyici kromozomunun varliginda fir’ mutasyonu
olusmadigindan ikiz klon meydana gelmemektedir. Olasilik diizeyi: a=$=0,05
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e PNO> uygulamasi sonucu SMART ile elde edilen bulgular

Calismamizda genotoksik etkilerini arastirdigimiz maddelerden iigiinciisii ise Etil4-([1,1'-
bifenil]-4-il)-6-(4-nitrofenil)-2-okso-1,2,3,4-tetrahidropirimidin-5-karboksilattir. SMART
ile elde edilen bulgular incelendiginde, farkli konsantrasyonlarda (1mM, 2,5mM, 5SmM ve
10mM) PNO; uygulamasi sonucunda olusan kiigiik tek tip, biiyiik tek tip, toplam mwh ve
toplam klon tiplerinin tiimiinde sayisal olarak artis gozlendigi ancak bu artiglarin istatisitiksel
olarak 6nemsiz (i) oldugu goriilmektedir (p>0,05). DMSO kontrol grubunun normal kanat
fenotipinde kiiciik tek tip, biiyilik tek tip, ikiz, toplam mwh ve toplam klon frekanslari
sirastyla 0,15; 0,03; 0,04; 0,18 ve 0,21 iken bu oranlar en yiiksek PPh uygulama grubunda
(10mM) smrastyla 0,25; 0,04; 0,00; 0,29 ve 0,29 olarak belirlenmistir. Serrat kanat
fenotipinde ise kiiciik tek tip, biiytik tek tip, toplam mwh ve toplam klon frekanslari sirastyla
0,14; 0,01; 0,16 ve 0,16 iken 10mM PPh uygulama grubunda bu oranlarin 0,24; 0,04; 0,28
ve 0,28’¢ yiikseldigi belirlenmistir. Ancak klon sayisindaki bu artislarin istatistiksel olarak
hi¢bir uygulama grubunda pozitif deger kazanmadig1 negatif (-) ya da 6nemsiz sonug (i)
verdigi gdzlenmistir (Cizelge 4.13). Cizelge 4.13’de KIF degerleri incelendiginde normal
kanat fenotipinde yalnizca 5 ve 10mM uygulama gruplarinda kontrol grubuna gore artis
oldugu ve bu degerlerin 0,77; 1,18 oldugu bulunmustur. Serrat kanat fenotipinde de KiF
degerleri sadece son iki uygulama grubu olan 5 ve 10mM uygulama gruplarinda 0,92 ve 1,12
olarak hesaplanmistir. Bu degerler kontrol grubu icin 0,61 olan KIF degerine gore artis
gOstermigtir. Ancak bu artig istatistiksel olarak p>0,05 diizeyinde Onemsizdir. PPhe
uygulamasi sonucu normal kanat ve serrat kanatlarda meydana gelen tiim klonlardan elde
edilen veriler incelendigi zaman, bu maddenin konsantrasyon artisina bagl olarak toksik
etkili oldugu (Sekil 4.1- 4.4 ve Cizelge 4.10) ancak genotoksik etki gostermedigi (Cizelge
4.13) anlasilmaktadir.
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Cizelge 4.13. PNO2 uygulamasi sonucu SMART ile elde edilen bulgular

Kiiciik tek tip  Biiyiik tek tip Toplam mwh

Dozlar };:;2: (1—; Il?i?cre) (>2klln?i:re) Iz:f i( lé))ll (rﬁ'gnz) -I—OF()rII;i T 2k)|0n (KiF)
(mM) (N) , (m=2) | (m =5) | | | ! (105hiicre)
No Fr. D No Fr. D No Fr. D No Fr. D No Fr. D
Normal Kanat (mwh/flr3)

Distilesu 80 12 (0,15) 2 (0,03) 1 (0,01) 14 (0,13) 15 (0,19) 0,71
DMSO 80 12 (0,15) 2 (0,03) 3 (0,04) 14 (0,18) 17 (0,21) 0,71
1EMS 80 119 (1,49) + 37 (046) + 22 (028) + 156 1,95) + 178 (2,23) + 7,99
1 80 5 (006) - 1 (001) i O (000 i 6 (008 - 6 (008) - 0,31
2,5 80 8 (01) - 2 (003 i 1 (001 i 10 (01) - 11 (011) - 0,51
5 80 13 (0,16) - 2 (0,03 i 1 (001 i 15 (0,19 - 16 (0,2 - 0,77
10 80 20 (025) i 3 (004) i O (0000 i 23 (0,29) i 23 (0,29) i 1,18

Serrat Kanat (mwh/TM3)

Distilesu 80 11 (0,14) 0 (0,00) 11 (0,14) 11 (0,14) 0,56
DMSO 80 11 (0,14) i 1 (0,01) i 12 (016) i 12 (016) i 061
1EMS 80 159 (1,99) + 28 (0,36) + 187 (2,34) + 187 (234) + 958
1 80 9 (011) - 0 (0,00) i N 9 (011) - 9 (011) - 046
25 80 12 (0,16) i 0 (0,00) i 12 (016) - 12 (016) - 061
5 80 17 (021) i 1 (001) i 18 (022) i 18 (022) i 092
10 80 19 (024) i 3 (0,04) i 22 (027) i 22 (027) i @ 112

KIF: Klon indiiksiyon frekans1, No: Klon say1s1, Fr: Frekans, D: Istatistik sonuclarin gosterimi (Frei and Wiirgler 1995), +:

pozitif; -: negatif, i: 6nemsiz fark, m: ¢arpim faktoérii *: TM3 dengeleyici kromozomunun varliginda fir’ mutasyonu
olugmadigindan ikiz klon meydana gelmemektedir. Olasilik diizeyi: 0=3=0,05

4.3. Real Time PCR Analizlerinden Elde Edilen Bulgular

WST-8 testi sonucunda elde edilen veriler dikkate alindiginda A549 hiicrelerinde 50 uM, D.
melanogaster bireylerinde ise 25mM konsantrasyon uygulanarak qRT-PCR analizleri
calistlmistir. Hiicre hatlarindan izole edilen RNA'larin konsantrasyonu ve saflig1 nanodrop
cthazi yardimi ile gerceklestirilmistir. Nanodrop ile RNA 6rneklerinin dlgiilmesi isleminde
oncelikle uygun konsantrasyonlarda (ng/puL) sulandirilan RNA 6rnekleri 260 ve 280 nm'de
Ol¢lilmiistiir. RNA konsantrasyonu (pg/mL) = [OD (Optik yogunluk) 260 x sulandirma orani
x 40 (pug/mL)] formiilii araciligiyla hesaplanmistir. A260/A280 = 2.0 RNA ornekleri
caligmaya dahil edilmistir (Cizelge 4.14 ve Cizelge 4.15, Sekil 4.29).
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Cizelge 4.14. A549 hiicre hattindan izole edilen RNA’nin konsantrasyonu ve saflig1

Bilesikler ng/pL A260/280
Kontrol (Besiyeri) 174.7 1.907
DMSO 180.2 1.902
PPH 183.8 1.897
PMe 143.3 1.770
PNO:2 670.2 1.904

Cizelge 4.15. Drosophila melanogaster bireylerinden izole edilen RNA’nin konsantrasyonu

ve saflig1
Bilesikler ng/pL A260/280
H20 103.9 2.064
DMSO 164.8 2.152
PMe 112.5 2.074
PNO:2 122.3 2.036
PPH 198.2 2.102

Izole edilen tek zincirli total RNA'lar 100 ng olacak sekilde hesaplanarak oligo d(T) primeri
ve revers transkriptaz enzimi (RT) kullanilarak (Thermo Fisher; cDNA sentez kiti (K1622))

bu yontem ile cDNA’ya doniistiiriilmiistiir.
4.3.1. In vitro A549 hiicre hatti PCR bulgulan

AS549 hiicre hattinda apoptotik gen ifadeleri i¢in; BAX, BCL2, CASP3, CASP9 antioksidan
gen ifadeleri icin; SOD1, SOD2, CAT, GSS, 1s1 soku protein ifadeleri i¢in; HSP27, HSP60,
HSP70, HSP90 mRNA ekspresyon diizeyleri RT-PCR yontemiyle tespit edilmistir.
Bilesiklere ait mRNA gen ifadesindeki kat (fold) artis1 ve azalis1t Microsoft Excel programi
yardimu ile hesaplanmistir. Caligmada 4-(Stibstitiie)-3,4-dihidropirimidinonlarin A549 hiicre
hattinda mRNA ekspresyon diizeyine etkisi apoptotik, antiokidan ve 11 soku protein
genlerinde  ayr1  ayrt  c¢alistlmistir.  Calismada  kullanilan  4-(Siibstitiie)-3,4-
dihidropirimidinonlardan PMe bilesigi uygulanan A549 hiicresinde BAX gen ifadesinde
kontrol grubuna gore 8,39 kat artis gozlenirken, PNO> uygulanan hiicrelerde gen ifadesinde

7, PPh uygulanan hiicrelerde ise 4 kat artis tespit edilmistir (Sekil 4.2).
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A549 Hiicre hattinda BAX geninin mRNA Ekspresyonu

PPh PMe

Kontrol

Kat degisimi

O P N W A~ OO N 00 ©
1

PNO2
Bilesikler

Sekil 4.2. Bilesiklerin A549 hiicre hattinda BAX genine ait mRNA ekspresyonu {izerine
etkisi

Calismada kullanilan 4-(Siibstitiie)-3,4-dihidropirimidinonlardan PMe bilesigi BCL2 gen
ifadesinde 4,8; PPh bilesigi 2,4; PNO: bilesigi ise 22,6 kat artis1 neden olmustur (Sekil 4.3).
Bilesiklerin apoptotik yolakta etkili proapoptotik (BAX) ve antiapototik (BCL2) gen oranlar1
(BAX/BCL2) iizerine etkisi incelendiginde PMe:1,75; PPh:1,7; PNO,:0,309 olarak tespit
edilmistir (Sekil 4.2 ve 4.3).

A549 Hiicre hattinda BCL2 geninin Ekspresyonu

= N N
wv o wv

Kat degisimi
[y
o

5 |
Lo wm [

Kontrol PPh PMe PNO2
Bilesikler

Sekil 4.3. Bilesiklerin A549 hiicre hattinda BCL2 genine ait mRNA ekspresyonu {izerine
etkisi
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Calismada kullanilan 4-(Stibstitiie)-3,4-dihidropirimidinonlardan PPh bilesigi uygulanan
A549 hiicresinde CASP3 gen ifadesinde kontrol grubuna gore 1 kat artis gézlenirken, PMe

uygulanan hiicrelerde gen ifadesinde 6, PNO: uygulanan hiicrelerde ise 12 kat artis

gozlenmistir (Sekil 4.4).

|A549 Hiicre hattinda CASP3 geninin mRNA Ekspresyonu

14 r
12
E10 ¢
& 8 L
2]
= 6
= L
200

0 [ . [ . . .

Kontrol PPh PMe PNO2
Bilesikler

Sekil 4.4. Bilesiklerin A549 hiicre hattinda CASP3 genine ait mRNA ekspresyonu {izerine
etkisi

Calismada kullanilan 4-(Stibstitiie)-3,4-dihidropirimidinonlardan PPh bilesigi uygulanan
A549 hiicresinde CASP9 gen ifadesinde kontrol grubuna gore 3 kat artis gozlenirken, PNO»

uygulanan hiicrelerde ise 5 kat artis gézlenmistir. PMe uygulanan hiicrelerde ise artis tespit

edilememistir. (Sekil 4.5).

A549 Hiicre hattinda CASP9 geninin mRNA ekspresyonu

Kat degisimi
N w E=Y (€] (o))

[EEN

Kontrol PPh PMe PNO2
Bilesikler

o

Sekil 4.5. Bilesiklerin A549 hiicre hattinda CASP9 genine ait mRNA ekspresyonu iizerine
etkisi
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Calismada kullanilan 4-(Stibstitiie)-3,4-dihidropirimidinonlardan PNO- bilesigi uygulanan
A549 hiicresinde HSP27 gen ifadesinde kontrol grubuna gore 12,5 kat, PPh uygulanan
hiicrelerde ise 3 kat, PMe uygulanan hiicrelerde ise 1,4 azalma tespit edilmistir (Sekil 4.6).

|A549 Hiicre hattinda HSP27 geninin mRNA Ekspresyonu |

Kat degisimi

o o o P

N o)) %] [ N
T T T T 1

o
N
T

Kontrol PPh PMe PNO2
Bilesikler

o

Sekil 4.6. Bilesiklerin A549 hiicre hattinda HSP27 genine ait mRNA ekspresyonu iizerine
etkisi

Calismada kullanilan 4-(Siibstitiie)-3,4-dihidropirimidinonlardan PMe bilesigi uygulanan
A549 hiicresinde HSP60 gen ifadesinde kontrol grubuna gore 3 kat, PPh bilesigi 1,4 ve PNO;
bilesigi ise 1,5 kat artisa neden olmustur (Sekil 4.7).

A549 Hiicre hattinda HSP60 geninin mRNA Eksresyonu
35
3 -
% 2T
T 15
]
X 1 |
0'5 _ .
0 1 1 1 ]
Kontrol PPh PMe PNO2
Bilesikler

Sekil 4.7. Bilesiklerin A549 hiicre hattinda HSP60 genine ait mRNA ekspresyonu iizerine
etkisi
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Calismada kullanilan 4-(Siibstitiie)-3,4-dihidropirimidinonlardan PMe bilesigi uygulanan
A549 hiicresinde HSP70 gen ifadesinde kontrol grubuna gore 4,9, PPh bilesigi 3,5 ve PNO>
bilesigi ise 1,5 kat artisa neden olmustur (Sekil 4.8).

AS549 Hiicre hattinda HSP70 geninin mRNA Eksresyonu

PMe

Kontrol PPh PNO2
Bilesikler

Kat degisimi
N w B wv [e)]

[

o

Sekil 4.8. Bilesiklerin A549 hiicre hattinda HSP70 genine ait mRNA ekspresyonu {izerine
etkisi

Calismada kullanilan 4-(Siibstitiie)-3,4-dihidropirimidinonlardan PMe bilesigi uygulanan
A549 hiicresinde HSP90 gen ifadesinde kontrol grubuna gore 12,9 kat, PPh bilesigi 4,6 kat
ve PNO:> bilesigi ise 11,2 kat artisa neden olmustur (Sekil 4.9).

A549 Hiicre hattinda HSP90 geninin mRNA Ekspresyonu

14
12
- 10
£
£ 8 F
p=1]
S
- 6 r
<
M 4 -
2
PPh PMe

Kontrol PNO2

Bilesikler

Sekil 4.9. Bilesiklerin A549 hiicre hattinda HSP90 genine ait mRNA ekspresyonu iizerine
etkisi
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Calismada kullanilan 4-(Siibstitiie)-3,4-dihidropirimidinonlardan, PPh bilesigi uygulanan
A549 hiicresinde SOD1 gen ifadesini kontrol grubuna gore 4,3 PMe uygulanan hiicrelerde
13, PNO> uygulanan hiicrelerde ise 24 kat artirmistir (Sekil 4.10).

A549 Hiicre hattinda SOD1 geninin mRNA Ekspresyonu

Kat degisimi
[ = N N w
o (€] o (€] o

(€]

Kontrol PPh PMe PNO2
Bilesikler

o

Sekil 4.10. Bilesiklerin A549 hiicre hattinda SOD1 genine ait mRNA ekspresyonu iizerine
etkisi

Calismada kullanilan 4-(Siibstitiie)-3,4-dihidropirimidinonlardan, PNO: bilesigi uygulanan
A549 hiicresinde SOD2 gen ifadesinde kontrol grubuna gore 3,6 kat PMe uygulanan
hiicrelerde 4 kat artmis meydana gelmistir. PPh bilesigi SOD2 gen ifadesinde kontrol

grubuna gore 2 kat azalma meydana gelmistir (Sekil 4.11).

A549 Hiicre hattinda SOD2 geninin mRNA Ekspresyonu
45
4
3,5
E s}
50 25
< 2t
E 15
1
0,5
Ll e
Kontrol PPh PMe PNO2
Bilesikler

Sekil 4.11. Bilesiklerin A549 hiicre hattinda SOD2 genine ait mRNA ekspresyonu {izerine
etkisi
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Calismada kullanilan 4-(Siibstitiie)-3,4-dihidropirimidinonlardan, PPh bilesigi uygulanan
A549 hiicresinde CAT gen ifadesi kontrol grubuna gore 1,4 kat, PMe uygulanan hiicrelerde
4 kat ve PNO> uygulanan hiicrelerde ise 11 kat artis tespit edilmistir (Sekil 4.12).

A549 Hiicre hattinda CAT geninin mRNA Ekspresyonu

12 ¢

Kat degsimi
(o]

4 L
2 L
. mm = BN . .
Kontrol PPh PMe PNO2
Bilesikler

Sekil 4.12. Bilesiklerin A549 hiicre hattinda CAT genine ait mRNA ekspresyonu iizerine
etkisi

Calismada kullanilan 4-(Siibstitiie)-3,4-dihidropirimidinonlardan, PPh bilesigi uygulanan
AS549 hiicresinde GSS gen ifadesi kontrol grubuna gore 3,5 kat, PMe uygulanan hiicrelerde
4,4 kat ve PNO» uygulanan hiicrelerde ise 24 kat artmistir (Sekil 4.13).

A549 Hiicre hattinda GSS geninin mRNA Ekspresyonu
25
20
£15 |
580
D
=
=10
M
5 -
0 — : - .
Kontrol PPh PMe PNO2
Bilesikler

Sekil 4.13. Bilesiklerin A549 hiicre hattinda GSS genine ait mRNA ekspresyonu {izerine
etkisi
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Sekil 4.14. A549 hiicre hattinin gen bolgelerine ait erime egrisi grafikleri
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4.3.2. In vivo D. melanogaster PCR bulgulari

Drosophila melanogaster ve A549 hiicre hatlarinda, heterohalkali bilesiklerin apoptotik gen
ifadeleri, antioksidan gen ifadeleri, 1s1 soku protein ifadeleri lizerine etkisi ayr1 ayri

caligilmistir.

D. melanogaster’de apoptotik gen ifadeleri i¢in, DEBCL, BUFFY, DRICE, DRONC,
antioksidan gen ifadeleri i¢in; SOD, CAT, GR, GST, 1s1 soku protein ifadeleri i¢in; HSP27,
HSP60, HSP70, HSP90 genlerinin mRNA ekspresyon diizeyleri RT-PCR yontemiyle tespit
edilmistir. D. melanogaster bireylerinde apoptotik genlerin ger¢cek zamanli RT-PCR

sonuclar1 analiz edildiginde;

Calismada kullanilan  4-(Siibstitlie)-3,4-dihidropirimidinonlardan PMe bilesigi D.
melanogaster’de DEBCL gen ifadesini kontrol grubuna kiyasla 5 kat arttirirken, PPh 5 ve
PNO: ise 4 kat azaltmistir (Sekil 4.15).

D. melanogaster DEBCL geninin mRNA ekspresyonu

Kat degisimi
w

Kontrol PPh PMe PNO2
Bilesikler

Sekil 4.15. Bilesiklerin D. melanogaster DEBCL genine ait mRNA ekspresyonu {izerine
etkisi

(Calismada kullanilan 4-(Siibstitiie)-3,4-dihidropirimidinonlardan PMe bilesigi uygulanan D.
melanogaster bireylerinde BUFFY gen ifadesi kontrol grubuna gore 410 kat, PPh uygulanan
bireylerde 4,8 kat PNO, uygulanan bireylerde ise 9,98 kat artmistir (Sekil 4.16). Calismada
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kullanilan bilesiklerin apoptotik yolakta etkili olan genlerden proapoptotik (DEBCL) ve
antiapoptotik (BUFFY)) gen oranlarina DEBCL/BUFFY etkisi incelendiginde PMe: 0,012;
PPh: 0,039; PNO:>: 0,026 olarak tespit edilmistir (Sekil 4.15 ve 4.16).

D. melanogaster BUFFY geninin mRNA ekspresyonu

450
400
350
300
250
200
150
100

50

Kat degisimi

Kontrol PPh PMe PNO2
Bilesikler

Sekil 4.16. Bilesiklerin D. melanogaster BUFFY genine ait mRNA ekspresyonu {izerine
etkisi

Calismada kullanilan 4-(Siibstitiie)-3,4-dihidropirimidinonlardan PMe bilesigi DRICE gen
ifadesini kontrol grubuna gore 380 kat, PPh 13 kat ve PNOzise 11 kat arttirmistir (Sekil

4.17).

D. melanogaster DRICE geninin mRNA ekspresyonu

400 r
350
300
250
200
150
100
50
0 L I L L )
Kontrol PPh PMe PNO2

Bilesikler

Kat degisimi

Sekil 4.17. Bilesiklerin D. melanogaster DRICE genine ait mRNA ekspresyonu iizerine
etkisi
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Calismada kullanilan 4-(Siibstitiie)-3,4-dihidropirimidinonlardan PMe bilesigi DRONC gen
ifadesini kontrol grubuna gore 7 kat artirirken, PPh 33 kat ve PNO; ise 16,6 kat azaltmigtir

(Sekil 4.18).

D. melanogaster DRONC geninin mRNA ekspresyonu
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Sekil 4.18. Bilesiklerin D. melanogaster DRONC genine ait mRNA ekspresyonu {izerine
etkisi

Calismada kullanilan 4-(Siibstitiie)-3,4-dihidropirimidinonlardan PPh bilesigi uygulanan D.
melanogaster HSP27 gen ifadesinde 5 kat PNO, uygulanan bireylerde ise 1,5 kat azalma
tespit edilmistir. PMe uygulanan D. melanogaster bireylerinde ise gen ifadesinde 21 kat

artis tespit edilmistir (Sekil 4.19).

D. melanogaster HSP27 geninin mRNA ekspresyonu
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Sekil 4.19. Bilesiklerin D. melanogaster HSP27 genine ait mRNA ekspresyonu {izerine
etkisi
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Calismada kullanilan 4-(Siibstitiie)-3,4-dihidropirimidinonlardan PPh bilesigi uygulanan D.
melanogaster HSP60 gen ifadesinde 1,25 kat, PNO; uygulanan bireylerde ise 1,4 kat azalma
tespit edilmistir. PMe uygulanan D. melanogaster bireylerinin gen ifadesinde ise 19 kat artis

tespit edilmistir (Sekil 4.20).

D. melanogaster HSP60 geninin mRNA ekspresyonu
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Sekil 4.20. Bilesiklerin D. melanogaster HSP60 genine ait mRNA ekspresyonu {izerine
etkisi

Calismada kullanilan 4-(Siibstitiie)-3,4-dihidropirimidinonlardan PPh bilesigi uygulanan D.
melanogaster HSP70 gen ifadesinde kontrol grubuna goére 33 kat, PNO; ise 20 kat
azaltmistir. PMe uygulanan bireylerde ise gen ifadesinde kontrol grubuna gore 2,4 kat artig

tespit edilmistir (Sekil 4.21).

D. melanogaster HSP70 geninin mRNA ekspresyonu
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Sekil 4.21. Bilesiklerin D. melanogaster HSP70 genine ait mRNA ekspresyonu {izerine
etkisi
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Calismada kullanilan 4-(Siibstitiie)-3,4-dihidropirimidinonlardan PMe uygulanan D.
melanogaster HSP90 gen ifadesinde kontrol grubuna gore 65 kat, PNO> ve PPh uygulanan
bireylerde ise 2 kat artis tespit edilmistir (Sekil 4.22).

D. melanogaster HSP90 geninin mRNA ekspresyonu
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Sekil 4.22. Bilesiklerin D. melanogaster HSP90 genine ait mRNA ekspresyonu iizerine
etkisi

Calismada kullanilan 4-(Siibstitiie)-3,4-dihidropirimidinonlardan PMe bilesigi uygulanan D.
melanogaster SOD gen ifadesinde kontrol grubuna goére 20 kat artis gozlenirken, PPh
uygulanan bireylerde 1 kat, PNO; uygulanan bireylerde ise 5 kat azalma tespit edilmistir
(Sekil 4.23).

D. melanogaster SOD geninin mRNA ekspresyonu
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Sekil 4.23. Bilesiklerin D. melanogaster SOD genine ait mRNA ekspresyonu iizerine etkisi
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Calismada kullanilan 4-(Siibstitiie)-3,4-dihidropirimidinonlardan PMe bilesigi uygulanan D.
melanogaster CAT gen ifadesinde kontrol grubuna gore 31 kat artis gozlenirken, PPh
uygulanan bireylerde 2 kat PNO; uygulanan bireylerde ise 1 kat azalma tespit edilmistir
(Sekil 4.24).

D. melanogaster CAT geninin mRNA ekspresyonu
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Sekil 4.24. Bilesiklerin D. melanogaster CAT genine ait mRNA ekspresyonu lizerine etkisi

Calismada kullanilan 4-(Siibstitiie)-3,4-dihidropirimidinonlardan PMe bilesigi uygulanan D.
melanogaster GR gen ifadesinde kontrol grubuna gore 8 kat artis gozlenirken, PNO;
uygulanan bireylerde 3 kat azalma PPh uygulanan bireylerde ise kontrol grubuna yakin

degerler elde edilmistir (Sekil 4.25).

D. melanogaster GR geninin mRNA ekspresyonu
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Sekil 4.25. Bilesiklerin D. melanogaster GR genine ait mRNA ekspresyonu iizerine etkisi
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Calismada kullanilan 4-(Siibstitiie)-3,4-dihidropirimidinonlardan PMe bilesigi uygulanan D.
melanogaster GST gen ifadesinde kontrol grubuna gore 32 kat artis gozlenirken, PPh ve

PNO; uygulanan bireylerde ise kontrol grubuna benzer degerler elde edilmistir (Sekil 4.26).

D. melanogaster GST geninin mRNA ekspresyonu
35 ¢
30 t
EP
;5"; 20
T 15
«<
% 10
5 -
0 I 1 I 1 1 J
Kontrol PPh PMe PNO2
Bilesikler

Sekil 4.26. Bilesiklerin D. melanogaster GST genine ait mRNA ekspresyonu {izerine etkisi

Calismamizda ayrica A549 hiicre hattinda apoptotik genlerden BAX, BCL2 ve Drosophila
melanogaster’de apoptotik genlerden DEBCL, BUFFY genlerinin oranlar1 hesaplanmustir.
A549 hiicre hattinda kullanilan kimyasallarin  BAX/BCL2 orant iizerine etkisi
incelendiginde 6zellikle PPh ve PMe maddelerinin proapoptotik etki gosterdigi gdzlenmistir

(Sekil 4.27).

A549 Hiicre hattinda BAX/BCL2 oram
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Sekil 4.27. Bilesiklerin A549 hiicre hattinda BAX/BCL2 orani iizerine etkisi
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Ayrica D. melanogaster’de de apoptotik genlerden DEBCL/BUFFY orani hesaplanmstir.
A549 hiicre hattinda proapoptotik etki gdsteren BAX genine benzer isleve sahip olan
DEBCL geninin, antiapoptotik etki gdsteren BCL2 genine benzer isleve sahip BUFFY
genine orani incelendiginde bilesiklerin {i¢liniin de (PPh, PMe, PNOy) antiapoptotik etki
gosterdigi gozlenmistir (Sekil 4.28).

D.melanogaster'de DEBCL/BUFFY oram
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Sekil 4.28. Bilesiklerin D. melanogaster’de DEBCL/BUFFY orani {izerine etkisi
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5. TARTISMA VE SONUC

Kanser kaynakli 6liimlerin basinda akciger kanseri gelmektedir. Bunun en 6nemli nedeni,
erken teshisin zorlugu ve tam bir tedavi yonteminin bulunamamasidir. Bundan dolay1
akciger kanseri basta olmak iizere tiim kanser ¢esitleri i¢in daha etkili tedavi se¢eneklerinin

bulunmasina ihtiya¢ duyulmaktadir (Gao ve digerleri, 2019).

Bu calismada yeni sentez edilmis 4-(Siibstitiie)-3,4-dihidropirimidinon bilesiklerinin
sitotoksik, apoptotik, antiapoptotik, genotoksik ve antioksidan etkileri akciger karsinomu

hiicrelerinde (A549) in vitro, Drosophila melanogaster’de ise in vivo olarak arastirilmstir.

Calismamizda kullandigimiz maddeler materyal metod kisminda anlatildigi gibi
pirimidinlerden tlirevlendirilmistir. Pirimidinler, niikleotitler, niikleik asitler, vitaminler,
pterinler ve antibiyotikler gibi bir¢ok dogal bilesikteki yapisal bilesenlerdir. Tim
organizmalarda, pirimidin niikleotidleri, polisakkarit ve fosfolipid sentezi i¢in sekerlerin
aktivasyonu ve ayrica proteinlerin ve lipidlerin glikozilasyonu gibi hiicre metabolizmasinin
yani sira niikleik asitlerde temel iglevlere hizmet ederler. Urasil, sitozin, timin, iiridin, sitidin
ve timidin riboniikleositleri ile bunlara karsilik gelen deoksiniikleozitler baslica
pirimidinlerdir. Sentetik pirimidin analoglari, antimetabolitler olarak islev goriir; metabolik
yolaklara, RNA ve DNA sentezine se¢ici miidahale yoluyla enfeksiyon, viriis, timdr ve
otoimmiin hastaliklarla savasabilirler (Loffler ve Zameitat, 2013). Ayrica bu analoglar dogal
pirimidin bazlarina benzerlikleri ile degisik makro yapilarla ve reseptorlerle etkilesime
gecebilirler. Bu nedenle yeni ilag aday1 olabilecek aktif molekiillerin sentezinde sentetik

pirimidinler ve tlirevleri oldukca dnemli bir yere sahiptirler.

Pirimidin tiirevlerinden dihidropirimidinlerin, klinikte 6nemli yeri olan kalsiyum kanali
blokerlerinden dihidropiridinlere benzemesinden dolay1 son yillarda bu bilesiklere olan ilgi
oldukga artmistir. Bu bilesiklerin farkli yapida sentezleri ve bunlarin biyolojik aktiviteleri
iizerine de literatiirde birgok calisma bulunmaktadir (Peters, Lindenmaier, Haefeli ve Weiss,
2006; Tcherniuk, van Lis, Kozielski ve Skoufias, 2010; Duan ve digerleri, 2015). Bu
arastirmalar ile bizim c¢alismamizda da oldugu gibi Biginelli reaksiyonun 06ziine bagh
kalinarak sadece reaktanlar ve bazi sartlar degistirilerek ¢ok farkli dihidropirimidin

bilesikleri elde edilmistir. Ornegin yapilan bir calismada substitue N-3 atomu bulunduran
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bir dihidropirimidin bilesiginin ve bunun ¢esitli tiirevlerinin uzun 6miirlii antihipertansif
aktiviteye sahip oldugu bulunmustur. Bununla birlikte karbon atomlarinin C2-N3 veya C5-
C6 konumlarindan tiirevlerinin yapilmasiyla elde edilen bitisik halka sistemleri igeren
bilesiklerinin kalsiyum kanal blokorii etkisi gosterdigi tespit edilmistir (Yilmaz, 2016).
Bizim g¢alismamiz sonucunda ise 4-(Siibstitiic)-3,4-dihidropirimidinon bilesiklerimizden
PPh ve PMe bilesiklerinin A549 hiicre hatti iizerinde apoptotik, PPh, PMe, ve PNO-
bilesiklerinin HSP27 gen ifadesini azaltict ve antioksidan etkinliklerinin oldugu
belirlenmistir. D. melanogaster’de ise c¢alismada kullanilan bilesiklerin tamami

antiapoptotik etki gostererek DEBCL/BUFFY oraninin azalmasini saglamistir (Sekil 4.28).

Bilesiklerden PMe, apoptotik yolakta gérev alan DRONC ve DRICE gen ifadesini oldukga
fazla artirmistir. Bilesiklerden PMe’nin 1s1 soku protein (HSP27, HSP60, HSP70 ve HSP90)
genlerinin ve antioksidan (SOD,CAT, GR ve GST) genlerin ekspresyon diizeyini artirdigi
tespit edilmistir (Sekil 4.2-4.26).

Yakin zamanlarda c¢esitli saglik sorunlarinin tedavisinde dihidropirimidin ve 3,4-
dihidropirimidin- 2-on bilesiklerinin kullanilmaya baslanmasi bu bilesiklerin sentezini
onemli hale getirmistir. Bu bilesiklerin bircogu Biginelli ve Hantzsch reaksiyonu temel
olarak alinip reaktanlar ve katalizorlerde degisiklikler yapilarak sentezlenebilmektedir.
Ancak gelistirilen yontemlerin ¢esitli sorunlara sahip olmasi bu konuda yeni arastirmalarin
yapilmasi ihtiyacini ortaya c¢ikarmistir (Joule ve Mills, 2000). Dihidropiridin ve 3,4-
dihidropirimidin—2-on gibi benzer maddelerle yapilan ¢alismalarda bilesiklerin antiviral,
antitimor, antibakteriyel, antienflamatuar, antihipertansif aktivitelerinden  Otiirii
farmakolojik dneme sahip olduklar1 vurgulanmistir. Bu bilesiklerin kalsiyum iyonu kanali
blokeri, insan ala adrenerjik reseptorleri segici inhibitorii, platelet aktive edici faktor
inhibitori ve etkili HIV gp 120 CD 4 inhibitorii olarak etki gosterdikleri belirlenmistir
(Kappe, 2000).

Farkl1 yapilarda sentezlenmis baska dihidroprimidinon bilesiklerinin antikanser aktiviteleri
ile ilgili olarak literatiirde yapilan farkli ¢alismalar da vardir (Kappe, Shishkin, Uray ve
Verdino, 2000). Ornegin; 1999'da Mayer ve digerleri, monastroliin antikanser 6zellikleri ve
hiicre boliinmesi tlizerindeki etki mekanizmas: iizerine bir ¢alisma yaymlamislardir (Mayer
ve digerleri, 1999). Bu c¢alismada kullanilan Monastrol, etil-asetoasetat, 3-

hidroksibenzaldehit ve tiyoiireden baslayarak Biginelli kondensasyon reaksiyonunda elde
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edilen bir molekiildiir (Kappe ve digerleri, 2000). Monastroliin, hiicre boliinmesi sirasinda
ig iplikciginin olusumunda yer alan bir protein olan kinesin Eg5'in motor aktivitesini inhibe
ederek mitozu kesintiye ugrattigi tespit edilmistir (Mayer ve digerleri, 1999; Prokopcova ve
digerleri, 2010). Bu kesif sayesinde monastroliin yapisi, potansiyel antikanser etkileri olan
benzer tiirevlerin sentezi i¢in ilham kaynagi olmustur. Calismamiz sonucunda elde ettigimiz
sitotoksik etkinin benzer nedenlerle olabilecegi kanaatindeyiz. Ornegin bilesiklerimizden
PPh, PNO2 ve PMe A549 hiicre hatlarinda 6zellikle 50 ve 100uM konsantrasyonunda
yiiksek sitotoksik aktivite gostermistir. MRC-5 hiicre hattinda ise bilesiklerin sitotoksik

aktivitesine rastlanmamistir (Sekil 4.2-4.5).

Russowsky ve digerleri (2006) tarafindan yapilan baska bir ¢alismada, 11 monastrol analogu
sentezlenmis ve monastrole kiyasla malign hiicre hatlar1 UACC'ye kars1 daha biiyiik bir
sitotoksik etki gosterdigi belirlenmistir. Bununla birlikte yeni antikanser ajanlar1 kesfetmek
icin Kaan ve arkadaslari, Eg5 proteininin farkli monastrol tiirevleri tarafindan inhibisyonunu
aragtirmiglardir. Sonucta Florastroliin, enzimin allosterik bolgesi ile etkilesim kuran flor
atomlarimin varli@i nedeniyle monastrole kiyasla daha iyi bir inhibitér oldugunu

kanitlamislardir (Kaan ve digerleri, 2010).

Baz1 caligmalar ise monastrol molekiilleri i¢in centrin (Svetlik, Veizerova, Mayer ve
Catarinella, 2010), kalsiyum kanallar1 (Calisgkan ve Akbas, 2011) ve topoizomeraz I
(Gonzalez-Olvera ve digerleri, 2016) gibi baska olas1 hedef yolaklar olabilecegini
gostermistir. Peters, Lindenmaier, Haefeli ve Weiss (2006), tarafindan yapilan ¢calismada da
monastrol ile inkiibasyondan sonra LS180 hiicrelerinde mRNA ekspresyonu ile dl¢iildigi

tizere in vitro Pgp'yi indiikledigi tespit edilmistir.

Wright ve digerleri, (2008) tarafindan yapilan ¢alismada ise, meme kanseri hiicrelerinin
proliferasyonunu engelleyen DHPM-peptoid sentezlenmistir. Incelenen DHPM-peptoid,
kanserli hiicrelerde (meme, akciger, kolon, rahim agzi kanseri) aktivite ve regiilasyonu
arttiran HSP 70 proteini ile etkilesim kurmustur. Calisma, DHPM-peptoid'in dogrudan HSP
70 iizerinde etki ederek hiicre proliferasyonunu inhibe ettigini ve bdylece kanserli hiicrelerin
biliylimesini durdurdugunu gostermistir. Benzer sekilde bizim ¢alismamizda HSP27, HSP60,
HSP70 ve HSP90 ile ¢calisiimistir. PMe, PPh ve PNO; bilesikleri A549 hiicre hattinda HSP27

gen ekspresyon seviyesini inhibe ederek proliferasyonu inhibe ettigi tespit edilmistir.

Bilesiklerin HSP60, HSP70 ve HSP90 genlerinin ekspresyon seviyesini artirdigi tespit
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edilmistir. Drosophila melanogaster’de ise ¢alismada kullanilan bilesiklerden PMe’nin,
HSP27, HSP60, HSP70 ve HSP90 genlerinin ekspresyon seviyesini artirdigi tespit edilmistir
(Sekil 4.6-4.9 ; 4.18-4.22).

Prashantha Kumar, Sankar, Nasir ve Chandrashekaran, (2009) tarafindan yapilan ¢alismada,
sinnamoil-, piridin-4-il- veya furan-2-il-gruplar1 ile siibstitiic edilmis bazi Biginelli
iiriinlerinin sentezini, bunlarin in vitro sitotoksik aktivitelerini ele almislardir. Sonucta MCF-
7 habis hiicre hatlarinda test edilen tiirevlerin, onemli sitotoksik aktivite sergiledigi ve

kanserli hiicrelerin biiyiimesini yaklasik %70 oraninda 6nledigi belirlenmistir.

In vitro c¢alismalara ek olarak, Bhat, 1-Dhfyan, Al-Omar, (2016) tarafindan yapilan
calismada, farelerde DHP-5 adi verilen bir DHPM tiirevinin antitimor aktivitesini
aragtirmiglardir. Calisma sonucunda, giinliik 50 mg/kg doz kullanarak 14 giin sonra
intraperitoneal olarak tedavi edilen hayvanlarda LOVO tiimoérlerinin (kolon kanseri
ksenogreftleri) bitylimesinde azalma gézlemlemislerdir. Biz de ¢alismamizda in vivo testler
icin D. melanogaster model organizmasini kullandik. Sonugta etkisini inceledigimiz
bilesiklerin Drosophila’da genotoksik etki gdstermeyip antioksidan ve antiapoptotik
anlamda olumlu etkiler gosterdigi belirlenmistir. Calismada kullanilan bilesiklerin apoptotik
genler lizerine etkisi incelendiginde; PMe bilesiginin pro-apoptotik bir gen olan DEBCL’nin
ekspresyon seviyesini kontrol grubuna gore artirdigi, PPh ve PNO: bilesiklerinin ise DEBCL
geninin ekspresyon seviyesini kontrol grubuna gore azalttigi gozlenmistir. PMe, PPh ve
PNO: bilesiklerinin anti-apoptotik bir gen olan BUFFY’nin ekspresyon seviyesi iizerine
etkisi incelendiginde tiim bilesiklerin kontrol grubuna gore ekspresyon seviyesini artirdigi
gozlenmistir. Bilesiklerin DRICE geni ekspresyon seviyesi iizerine etkisi incelendiginde,
tim bilesiklerin kontrol grubuna gore artis gosterdigi gozlenmistir. Apoptotik genlerden
DRONC geninin kullanilan bilesiklere karsi ekspresyon seviyeleri incelendiginde PMe
bilesigi kontrol grubuna gore artis gdsterirken PPh ve PNO2 bilesikleri ise kontrol grubuna
gore ekspresyon seviyesini azaltmigtir (Sekil 4.15-4.18).

Antioksidan genlerden SOD’un c¢alismada kullanilan bilesiklere karsi ekspresyon seviyesi
incelendiginde PMe bilesigi ekspresyon seviyesini artirirken, PPh ve PNO:2 bilesikleri ise
kontrol grubuna gore ekspresyon seviyesini azaltmistir. CAT ve GR geninin dede benzer
sekilde PMe bilesigi ekspresyon seviyesini artirirken, PPh ve PNO: bilesikleri ise kontrol

grubuna gore ekspresyon seviyesini azaltmistir. Bilesiklerin GST’ nin ekspresyon seviyesi
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incelendiginde PMe bilesiginin GST gen ekspresyon seviyesini artirdigit PPh ve PNO:
bilesiklerinin ise kontrol grubu ile benzer sonuglar elde edildigi goriilmiistiir (Sekil 4.23-

4.26).

Dihidropirimidinonlar (DHPM'ler), antioksidan (Yang, Zeng, Wu, Hou ve Tao, 2020),
antimikrobiyal (Vijesh ve digerleri, 2011), antitimoral (Manetti ve digerleri, 2007) gibi
giiclii farmakolojik 6zellikleri ve HIV-1,4 (Mugnaini ve digerleri, 2007) ve lipoksijenaz
(Rioux ve Castonguay 1998) aktivitesini inhibe etmeleriyle iyi bilinirler. Ayrica HepG2 ve
HeLa hiicre hatlarina (Soumyanarayanan, 2012), insan polioma viriisii (HPyV) ve Hsp90 C-
terminal inhibitorlerine (Terracciano ve digerleri, 2016) kars1 yeteneklerini gosterdikleri

kanitlanmustir.

DHPM bilesikleri, spesifik olarak Eg5 motor ig proteinini inhibe eder ve hiicrelerin mitotik
ilerlemesini kisitlar ve bu nedenle antikanser ilaglar1 olarak kullanilabilirler (Chin ve Herbst,
2006). Matos, Masson, Simeoni ve Homem-de-Mello, (2018), DHPM ve tiirevlerinin
akciger, meme, prostat ve kolorektal kanser gibi birgok kanser hiicre dizileri iizerinde test

edildigini bildirmislerdir.

Ragab, Abou-Seri, Abdel-Aziz, Alfayomy ve Aboelmagd, (2017), U251 (glioblastoma
multiforme) ve OVCAR-03'iin (yumurtalik kanseri), ICso 10 mg/mL'de hiicre bilytimesini
etkileyen DHPM tiirevlerine kars1 daha duyarli oldugunu bildirmistir.

de Vasconcelos ve digerleri, (2012) tarafindan yapilan bir calismada ¢oziicii olarak etanolde
Biginelli sentezinin bir promotorii olarak sitrik asit veya tartarik asit kullanilarak DHPM'ler
hazirlanmigstir. Ayrica 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil radikal siipiirme deneyi ve tiyobarbitiirik
asit-reaktif  tiirler testi ile sentezlenen bilesiklerin antioksidan kapasiteleri
degerlendirilmistir. Calisma sonucunda sentez edilen iki bilesik antioksidan aktivite
sergilemistir, ayrica 200 ve 300 uM konsantrasyonlarda lipid peroksidasyonunu
azaltmiglardir. Calismamizin antioksidan genlerle yapilan dlgiimlerden elde edilen veriler
incelendiginde tiim bilesiklerin dort farkli gende de ekspresyon seviyesini artirdigini
gostermistir. SOD1, CAT ve GSS genlerinde PMe, PPh ve PNO; bilesiklerinin gen
ekspresyon seviyesini artirdigi tespit edilmistir. SOD2 geninde ise PMe ve PNO:
bilesiklerinin ekspresyon seviyesinin kontrol grubuna gore artirdigi, PPh bilesiginin ise

azalttig1 gézlenmistir (Sekil 4.10-4.13).
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Antioksidan etkinlik kapsaminda yapilan baska bir ¢alismada ise; Stefani ve digerleri, (2006)
Biginelli reaksiyonu i¢in etkili ve basit bir sentetik protokol olan NH4Cl mevcudiyetinde
ultrason 1g1masi altinda, iyi verim ve kisa reaksiyon siiresi ile birka¢ yeni dihidropirimidin
bilesigi hazirlamiglardir. Sentezlenen bilesiklerin tiimii bir miktar antioksidan aktivite
gostermistir. Analog bilesiklerden bazilarmin Fe ve EDTA ile indiiklenen lipid
peroksidasyonuna karsi giiclii bir etki sergilerken, baz1 bilesiklerin ise ROS seviyelerini

diigtirdiigii tespit edilmistir.

Kumar, Javed, Khan ve Amir, (2008) tarafindan yapilan benzer bir ¢alismada 1,3,4-
okzadiazol bilesikleri igeren 1,4-Dihidroprimidin-2-on bilesiklerinin  anti-H6V,
antikonvulsan, antimikrobiyal, antibakteriyel, antifungal ve antienflamatuar etkinliklerinden
dolay1 farmakolojik 6neme sahip olduklari tespit edilmistir. Bu bilesiklerin bir kisminin ise

prostaglandindeki siklohidrojenaz enzimlerini inhibe ettikleri gozlenmistir.

Literatiirde Dihidroprimidinon bilesiklerinin antimikrobiyal 6zellikleri ile ilgili ¢aligmalar
da oldukga fazladir. Bu alandaki ilk ¢alisma 2006 yilinda Chhillar ve digerleri tarafindan
yapilmis ve dietil 4- (4-metoksifenil)-2,6-dimetil-1,4-dihidropiridin-3,5-dikarboksilatin disk
diftizyon deneyleri sonucunda Aspergillus fumigatus'a karsi 6nemli aktivite gosterdigi
belirlenmistir. 2008'de Duguay ve digerleri tarafindan yapilan ¢alismada, amfoterisin B'yi
kontrol olarak kullanarak, diger DHPM'lerin A. niger, A. flavus, C. albicans ve S. cerevisiae

suslar1 lizerindeki inhibitor etkisini dogrulanmistir.

Kim ve digerleri (2012) tarafindan yapilan ¢aligmada in vitro modelde HIV-1 viriisiiniin
replikasyonunu bagartyla inhibe ettikten sonra DHPM’lerin antiviral potansiyelini
gosterilmistir. Bu aktivite, deniz alkaloidleri batzelladin A ve B'nin HIV gp-12'nin CD4
hiicrelerine baglanmasini inhibe ettigini gosterdikten sonra Onerilmistir. Bu bilesikler,

DHPM tiirevlerine benzer pirimidin halkalarina sahiptir (Patil ve digerleri, 1995).

Kim ve digerleri (2012) yaptiklar1 baska bir calismada otuz dort DHPMa tiirevini
sentezlemisler ve insan immiin yetmezlik viriisine (HIV-1 wviriisii) karsi antiviral
aktivitelerini test etmislerdir. Test edilen bilesikler, miikemmel inhibe edici 6zellikler
gostermisler ve yalnizca 90 nM'lik bir konsantrasyonda, hiicrelerde HIV-1 replikasyonunun
azalmasini %50 oraninda etkilemislerdir. Sentezlenen tiirevlerin, standart ilag nevirapine

kiyasla daha 1yi antiviral aktivite gosterdigi vurgulanmastir.
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Manos-Turvey ve digerleri, (2016) tarafindan gerceklestirilen yakin tarihli bir ¢alisma,
oOnerilen iki farkli etki mekanizmasiyla dihidropirimidinonlarin ve tiyonlarin polyomavirus
BK ve JC'ye karsi aktivitesini gostermislerdir. Ilk mekanizma hiicresel saperon Hsp70'i
inhibe etmek, ikincisi ise virlis replikasyonu igin gerekli olan T antijeninin ATPaz

aktivitesini inhibe etmek seklindedir.

DHPM, indol, tiyadiazol ve Schiff bazlarinin biyolojik 6zelliklerinden esinlenerek, Akhaja
ve Raval, (2011) belirtilen tiim farmakoforlarla molekiillerin sentezini ve Mycobacterium
tuberculosis H37Rv tiirline karsi antitiiberkiiloz aktivitelerini sunmuslardir. Ayrica bu
bilesiklerin, insan patojenleri E. coli, P. aeruginosa, K. pneumoniae, S. typhi, S. aureus, S.
Pyogenus ve B. subtilis'e kars1 antibakteriyel aktivite ve C. albicans, A. Niger ve A. clavatus

mantarlarina kars1 antifungal aktivite gosterdikleri belirlenmistir.

Sitma etkeni Plasmodium cinsinin P. falciparum, P. vivax, P. ovale ve P. malariae gibi dort
farkl tiirlintin timii bulasici ve 6ldiirticiidiir (Pinichpongse ve digerleri, 1982). Sitmaya kars1
etkili bir as1 olmayip mevcut ilaclar ilag¢ direnciyle kars1 karsiyadir (Vasconcelos, 2013).
Chiang ve digerleri, (2009) P. falciparum'a kars1 157 Biginelli eklentisini degerlendirdigi
calisma sonucunda Hsp70'in ATPaz inaktivasyonu tarafindan inhibe edildigi bir etki
mekanizmasi ortaya ¢ikarilmis ve sonugta umut vadeden yedi sitma 6nleyici DHPM bilesigi

onerilmistir.

Benzer bir deneysel metodolojiye sahip baska bir ¢alismada, Leishmania donovani'ye karsi
Monastrol’iin antiparaziter aktivitesi hamster deneklerinde degerlendirilmis ve belirgin bir
toksisite olmaksizin, her iki dozda da parazit yiikiinde 6nemli azalma gdzlemlemislerdir
(Kaur, Sundar ve Singh, 2010). Baska bir ¢aligmada, L. donovani amastigotlar1 ile
intrakardiyal olarak enfekte edilmis Mesocricetus auratus hamsterleri kullanilarak in vivo
antileishmanial aktivite degerlendirilmistir. Sonugta 4—floro-fenil-6—metil-2—tioks-1,2,3,4
tetrahidropirimidin—5—karboksilik asit etil ester bilesiginin leishmanial proliferasyon

lizerinde gii¢lii bir inhibitdr etki gostermistir (Singh ve digerleri, 2009).

Antimikrobiyal etkinlikler disinda dihidroprimidononlarin kalsiyum kanal modiilatorii
olarak kullanim ile ilgili olarak yapilan ¢aligmalardan birinde Zorkun ve ark. kalsiyum
kanallarmin 4-aril-3,4—dihidropirimidin—2(1H)-tiyon tiirevleri tarafindan bloke edildigini
gostermistir (Zorkun, Sarag, Celebi ve Erol, 2006). Putatunda ve digerleri, (2012), N1- alkil
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ikamesi olan veya olmayan DHPM'lerle ayni1 aktiviteyi degerlendirerek, bu ikamenin
kalsiyum kanal1 inhibisyonunu ortadan kaldirdigini ortaya koymuslardir. Singh ve digerleri,
(2009), sentezledikleri ¢esitli DHPM tiirevlerininin domuz karotid arterlerindeki diiz kaslar1
gevsetme kapasitelerine dayali olarak kalsiyum kanali modiilatorleri olarak degerlendirmis
ancak bu bilesiklerin etkileri nifedipinden daha az etkili olmustur (Singh, Arora, Poremsky,

Lowery ve Moreland, 2009).

Yarim, Sarag, Kili¢ ve Erol, (2003) 25 farkli DHPM tiirevini izole rat ilea ve kuzu karotid
arterleri iizerinde yapilan c¢aligmalarda degerlendirmistir. Elde ettikleri sonuglardan, 25
bilesikten 24'Yiniin, kalsiyum kanali blokajiyla iliskili vazorelaksasyonu indiikledigi ve

antispazmodik etki gdsterdigi belirlenmistir.

Biginelli'nin {rilinlerinin anti-inflamatuar etkinliginin incelenmesi, yayinlanmis bir¢cok
caligmanin konusudur (de Fatima ve digerleri, 2015). Mokale, Shinde, Elgire, Sangshetti ve
Shinde, (2010), yaptiklar1 calismada, bir dizi tiokso Biginelli bilesigi sentezlenmis ve
bunlarin anti-enflamatuar aktiviteleri test edilmistir. Elde edilen tiirevler, 6dem lizerinde en
biiyiik inhibisyonu gdstermisler ve bir referans ilag olarak diklofenak ile karsilagtirildiginda,

yeni antienflamatuar ajanlar i¢in umut verici adaylar olduklarini kanitlamislardir.

DHPM'lerin anti-enflamatuar etkisi, TNFa (Mansouri, Movahedian, Rostami, Fassihi,
2012), interlokin (Mansouri ve digerleri, 2012), prostaglandin, iNOS (Khanina, Silinietse,
Ozol, Dubur ve Kimenis, 1979), hiyaliironidaz (Atwal ve digerleri, 1978) ve COX-2
(Mansouri ve digerleri, 2012) dahil olmak iizere kimyasal aracilarin ekspresyonunun inhibe
edilmesini igermektedir. Gegici reseptdr potansiyel ankirin 1 (TRPA1) antagonizminin,
hayvan modellerinde inflamasyona bagli agr1 algisini azalttigi ve 4-fenil-2-tiokso-1,2,3,4-
tetrahidro-indeno[1,2-d]pirimidin tiirevinin, giiclii bir TRPA1 antagonisti olabilecegi

vurgulanmistir (Bossert ve Vater, 1989).

Epoksit hidrolaz enzimini inhibe etmek, kan basincint ve vaskiiler inflamasyonu
normallestirmek i¢in bir stratejidir. Buna dayanarak, Rezaee ve ark. birkagc DHPM
sentezlemisler ve test ettikleri tiim bilesiklerin bu enzimi inhibe ettigini belirlemislerdir

(Rezaee ve digerleri, 2016).
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Biyolojik sistemlerdeki Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS) aktivitesi, Ozellikle tiimdrlerde
hiicresel proliferasyonda 6nemli bir role sahip olan lipid peroksidasyonuna neden olabilir
(Gonzalez, 1992). Buna gore, antitiimoral 6zelliklere sahip birgok DHPM ayrica antioksidan
etki gostermektedir (da Silva ve digerleri, 2012).

Stefani ve digerleri, (2006), DHPM'iin antioksidan potansiyelini inceleyen ilk kisiler
arasindaydilar ve Albino Vistar sigcanlarinin karaciger hiicrelerinde FeCl, ve EDTA
tarafindan in vitro indiiklenen lipid peroksidasyonunu incelemislerdir. Calisma sonucunda,
ozellikle Co7H27N3O3, Co7H26N4Os,  CoiH2oN203,  C21H19N3Os  tiirevlerinin - lipid
peroksidasyonuna karst giiglii aktivite sergiledigi ve karaciger oksidasyonu seviyesini

azalttig1 tespit edilmistir.

Mansouri ve digerleri, (2012), {i¢ farkli metodoloji kullanarak 3,4-dihidro-2(1H)-
pirimidinon tiirevlerinin antioksidan aktivitesini test etmislerdir. Bu metodlar, DPPH serbest
radikallerinin ortadan kaldirilmasi (Gangwar ve Kasana, 2012), potansiyelin azaltilmasi
(Mansouri ve digerleri, 2012), ve hidrojen peroksitin ortadan kaldirilmasi (Mansouri ve
digerleri, 2012), testlerini icermektedir. Sonugta, farkl testlerin her birinde pozitif sonuglar
elde edilmis, sonuncusunda tiim bilesikler kontrole (gallik asit) kiyasla zayif bir aktivite

gostermistir.

Calismamizda in vivo testler i¢in kullanilan Drosophila melanogaster farkli kanser

caligmalarinda da kullanilmastir.

The Cancer Genome Atlas'tan alinan hastalardan alinan veriler kullanilarak Drosophila
melanogaster’de multigenik kolon kanseri modelleri olusturulmustur. Ilging bir sekilde, bu
modellerin sonuglar1 insan kanserlerinin énemli 6zelliklerini taklit etmistir. Elde edilen
sonuclar kanserle ilgili kimyasallarin farkli tiirevlerini bulmak igin Drosophila
melanogaster’in arastirmalarda kullanilabilecegini gostermektedir (Bangi, Murgia, Teague,
Sansom ve Cagan, 2016). Bagirsak insan patofizyolojisini karakterize etmek igin
Drosophila modellerini kullanan g¢alismalar, kolorektal tiimor olusumunun altinda yatan
mekanizmalarin bu tiirler arasinda yiiksek oranda korundugunu ortaya ¢ikarmistir (Christofi

ve Apidianakis, 2013).
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Drosophila melanogaster, 100 yili askin bir siiredir genetik analiz ile hiicre ve gelisim
biyolojisi arastirmalarinin temel tagi olmustur. Son on yilda Drosophila, insan hastaliklarinin
modellenmesinde ve kii¢iik molekiil inhibitorleri i¢in taramalarda kullanimiyla translasyonel
arastirmalara damgasini1 vurmaktadir. Ozellikle, kanser gelisiminin modellenmesinde ve
kanser Onleyici terapoétiklerin belirlenmesinde kullanimi artis gostermektedir. Drosophila
sisteminin anti-kanser ila¢ taramasinda kullanilmasinin baslica avantajlari, sinekler ve
memeliler arasindaki kanser genlerinin/yollarinin korunmasi, in vivo olarak kanser dnleyici
etkiler i¢in kimyasallarin hizl1 fenotipik taramasina uygun olmasidir. Ayrica verim ve uygun
maliyetli bir sekilde ve in vivo olarak tiimorleri spesifik olarak hedefleyebilen ilaglarin
belirlenmesinde kullanimi da sinegin Onemli avantajlar1 arasindadir (Richardson,

Willoughby ve Humbert, 2015).

Mevcut ila¢ kesif hatti, klinik denemelere ulagan veya klinik olarak onaylanmis kanser
karsit1 ilaglar kesfetmede yalnizca basarisiz olmustur (Munos, 2009; Ocana, Pandiella, Siu
ve Tannock, 2011). Bu zayif basarinin olasi nedeni, kanserin yalnizca timoérdeki ¢oklu
genetik ve/veya epigenetik degisikliklere degil, ayni zamanda tiimér ve mikrogevresi
arasindaki olumlu etkilesimlere de dayanan karmasik bir hastalik olmasidir (Hanahan ve
Weinberg, 2011; Stratton, 2011). Ayrica, tek bir hedefe odaklanan in vitro hiicre dizisi
modelleri, insan hastalik durumunu yeterince taklit edememektedir (Caponigro ve Sellers,
2011). Bu nedenle, insan tiimorlerinin multigenik dogasini yansitan daha karmasik klinik
oncesi modeller gereklidir. Sirke sinegi D.melanogaster, sinyal yollarinin evrimsel olarak
korunmasi, diisiik genetik fazlaligi, genetik manipiile edilebilirligi, kisa yasam dongiisii ve
ucuz ve kolay bakimi nedeniyle insan kanserini modellemek icin bir¢cok avantaj
saglamaktadir (Brumby ve Richardson, 2005; Kasai ve Cagan, 2010; Rudrapatna ve Cagan,
2012; Gonzalez, 2013).

Terapotik ilag kesfi, potansiyel yeni ilaglarin tanimlanmasina izin veren bir prosediir olan
kimyasal tarama gerektirir. Sekanslama, otomasyon ve minyatiirlestirmenin yayginlasmasi,
Yiiksek Verimli Taramay1 (HTS) erken asamada ila¢ kesfine en ¢ok katkida bulunan kurulug
haline getirdi. HTS, belirli bir proteine afinite veya bir bozuklugun biyolojik aktivite 6zelligi
icin bir afinite bulmak i¢in kimyasallarin rastgele taranmasindan olusur. In vitro olarak
tanimlandiktan sonra bilesiklerin in vivo olarak dogrulanmasi gerekir. Yiiksek verimli
tahliller, her zaman mevcut olmayan bir hastaligin derinlemesine anlasilmasini varsayarak,

belirli bir hedefin varligina baghdir. Bir hastalik siirecinin altinda yatan mekanizmalar
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hakkindaki bilgiler iyi tanimlanmadiginda fenotip taramasi uygun bir secenektir. Daha
fizyolojik bir ortamin bir ilacin farmakokinetigini ve toksikolojik etkilerini daha iyi
tanimladig1 hiicrelerde, dokularda veya biitiin hayvanlarda fenotip iizerindeki etkileri i¢in
kii¢iik molekiillerin tarandig1 bir siirectir. Genetik araglarin biiyilik 6l¢iide bulunabilmesi ve
diisitk bakim maliyeti, meyve sinegini, kanser de dahil olmak {izere insan hastaliklarini

incelemek igin ideal bir model haline getirmistir (Mirzoyan ve digerleri, 2019).

Drosophila‘’da merkezi sinir sistemi, bobrek ve metabolizmayi etkileyen ¢esitli bozukluklar
icin ve ayrica tiroid kanseri, coklu endokrin neoplazi tip 2A ve 2B (MEN?2) i¢in ( Vidal ve
ark., 2005 ) basaril1 bir sekilde kimyasal taramalar yapilmistir (Whitworth, Wes ve Pallanck,
2006 ; Gasque, Conway, Huang, Rao ve Vosshall, 2013 ; Hofherr, Wagner, Watnick ve
Kottgen, 2016) .

Kanser Onleyici ilaglarin radyasyonla birlesik etkisi Drosophila larvalarinda arastirilmis ve
insan kanser hiicrelerinde gozlemlenenlere benzer bulgular elde edilmistir (Edwards ve
digerleri, 2011). Ayrica, transgenik sineklerde modellenen hastaya 6zgii tiimorlerden

olusan Drosophila mutantlari, kisisellestirilmis tip i¢in ¢ok umut vericidir.

D. melanogaster insan kanserinin molekiiler ve genetik temellerini incelemek i¢in yaygin
olarak  kullanilmaktadir ~(Gonzales, 2013). Tarihsel olarak Drosophilaile yapilan
arastirmalar, BMP, Hedgehog, Hippo, JAK/STAT, Notch, Ras, TGFp ve Wnt dahil olmak
iizere kanserde kilit rol oynayan birgok yolun etki mekanizmalarinin belirlenmesine
yardimc1 olmustur. Ayn1 mutasyon i¢in heterozigot olan bir hayvanda mutasyonlarin
homozigot klonlarinin iiretilmesini miimkiin kilan MARCM (Lee ve Luo, 1999) gibi yeni
tekniklerin gelistirilmesi (Perrimon, 1998), kanser hastalarinin somatik hiicrelerinde
gozlemlenen heterozigotluk kaybini taklit eden yeni modellerin iiretilmesini saglamistir. O
zamandan beri, ¢cok sayida cok isabetli kanser modeli tanimlanmis ve hastaligin farkl

yonlerini incelemek i¢in kullanilmistir (Sharpe, Morgan, Nisbet, Campbell ve Casali, 2023).

Bazi ¢alismalarda Drosophila trakeal ve omurgali akciger gelisimi arasindaki benzerlikleri
vurgulanmistir (Roeder, Isermann, Kallsen, Uliczka ve Wagner, 2012; Behr, 2010; Andrew
ve Ewald, 2010). Drosophila trakeal sistemi, sinege oksijen saglayan, genis 6l¢iide dallanmis
boru seklinde bir agdir. Hem omurgali akcigeri hem de Drosophila trakeal sistemleri, biiyiik

birincil tiiplerde baslayan ve terminal dallarda son bulan, azalan ¢apli segmentlere dallanan
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birbirine bagli bir boru seklindeki hiyerarsiden olusur. Drosophila trakeal gelisimi sirasinda
dallanma siireci biiyiik dlglide fibroblast biiyiime faktorii (FGF) sinyallemesine baglhidir.
Trakeal hiicreler, dallanmay1 baglatmak icin FGF ligand Branchless'in lokalize varligina
yanit veren FGF reseptor homologu Breathless't (Btl) ifade etmektedir. Omurgali akciger
gelisimi de hava yolu dallanmasi sirasinda benzer bir sekilde FGF sinyaline dayanmaktadir

(Park, Miranda, Lebeche, Hashimoto ve Cardoso, 1998; Bellusci ve digerleri, 1997).

Son zamanlarda, fonksiyonel ve anatomik olarak omurgali hava yollariyla karsilastirilabilir
kabul edilmis yeni bir Drosophila akciger kanseri modeli gelistirilmistir (Andrew ve Ewald,
2010; Levine ve Cagan, 2016). Hem Drosophila hem de memeli organizmalarda hava
yollari, komsu hiicrelerin salgiladigi Bnl/FGF'lerce birbirine baglanmis dallardan
olusmaktadir (Ghabrial, Luschnig, Metzstein ve Krasnow, 2003; Grifoni, Froldi ve Pession,
2013). ikili bir sistem kullanarak, Ras V12 PI3K/AKT sinyalinin negatif bir diizenleyicisi
olan PTEN'i asag1 dogru baskilayip trakeal hiicrelerde spesifik olarak ektopik olarak
eksprese edilmesi saglanmistir (Hafen, 2004; Ortega-Molina ve Serrano, 2013). Sonug
olarak, trakeal dallarin hiicreleri asir1 cogalarak hayvanlari 6ldiiren timoérler olusturulmustur
(Levine ve Cagan, 2016). Bu model, Gida ve ila¢ idaresi (FDA) tarafindan onaylanan
kimyasal bilesikler i¢in bir taramada basariyla kullanilmis ve bu calisma hiicre asiri
cogalmasini azaltabilen ve trakeal fizyolojik fonksiyonlar: iyilestirebilen birkag¢ bilesigin
tanimlanmasiyla sonu¢lanmistir (Levine ve Cagan, 2016). Bu ¢alisma ile kanserle ilgili
kimyasal taramalar i¢in meyve sinegi modellerinin kullaniminin gii¢lii potansiyeli daha da

vurgulanmistir.

Tiim bunlarla birlikte, genotoksisite ve mutajenite tayininde kullanilan bir test sistemi olan
SMART ile ¢caligmamizda kullanilan 4-(Siibstitiie)-3,4-Dihidropirimidinonlarin genotoksik
ve antigenotoksik etkileri tespit edilmistir. Literatirde SMART ile farkli maddelerin
Drosophila melanogaster iizerinde meydana getirebilecegi olas1 genetoksik etkileri
arastirllmis ¢ok sayida ¢alisma bulunmaktadir (Turna, 2022; Cetinkaya ve Yurtsever, 2021;
Kizilet ve Uysal, 2022; Kursun, Yalgin, Giines, Tagorti ve Kaya, 2022 ; Fidan ve Ayar, 2021;
Ayar ve Uysal, 2013).

Schlatter ve digerleri, (1992) koruyucu katki maddelerinden potasyum sorbat, sodyum sorbat
ve 4,5-epoksi-2-heksenoik asitin olas1 genotoksik etkilerini somatik mutasyon ve

rekombinasyon testi ile arastirdiklar1 ¢alisma sonucunda, sadece 4,5-epoksi-2-heksenoik
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asitin zayif genotoksik etkiye sahip oldugunu, potasyum sorbat ve sodyum sorbatin ise

genotoksik etki gostermedigini tespit etmislerdir.

Sarikaya ve Solak (2003) Drosophila’da SMART ile benzoik asidin olasi genotoksik
etkilerini incelemislerdir. Arastirma sonucunda, bu maddenin tim dozlarda (50, 75 ve
100mM) Drosophila’da mutasyona sebep oldugu, ayrica yasam siiresini kontrole gore

onemli Olgtide kisalttigi bildirilmistir.

Ayar ve Uysal, (2013) tarafindan yapilan ¢aligmada D. melanogaster larvalari, farkli
konsantrasyonlarda (100mM, 150mM, 200mM, 250mM) parabenlerle kronik olarak
beslenmistir. Bu parabenlerin D. melanogaster ergin bireylerinde olasi genotoksik etkileri
arastirllmistir. Calismada larvalardan gelisen ergin bireylerin kanat preparatlari mikroskop
altinda incelenmistir. Elde edilen verilerde tiim paraben gruplarinin yiiksek konsantrasyonlar
da dahil olmak tizere genotoksik etki gostermedigi ancak artan konsantrasyona bagli olarak
toksik etki gosterip larvalarda yasama ylizdesini azalttigi ve ergin bireylerde c¢esitli

malformasyonlara neden olduklar1 tespit edilmistir.

Ayrica ¢alismamizda oldugu gibi literatiirde D. melanogaster ve memeli hiicre hattinin
birlikte kullanildig1 farkli ¢alismalar da bulunmaktadir. Ornegin; Naves ve digerleri, (2021)
tarafindan yapilan ¢aligmada yilan zehrinden elde edilen miyotoksik bir madde olan PLA2
BthTX-I'nin etkisi D. melanogaster’de in vivo, insan gobek damari endotel hiicreleri
(HUVEC) ve prostat kanser hiicreleri (DU-145)’de in vitro etkisi degerlendirilmistir.
SMART'ta kullanilan farkli PLA2 BthTX-I konsantrasyonlari, negatif kontrol (su) ile
karsilastirildiginda hayatta kalma oraninda azalma olmadigini (p > 0.05) gostermistir.
BthTX-I, en yiiksek konsantrasyonda (ST g¢apraz) rekombinojenik etki gostermistir. HB
caprazinda BthTX-I, 53,75 pg/mL yiiksek oranda mutajenik ve 107,5 pg/mL agirlikli olarak
rekombinojenik olarak orta konsantrasyonlarda mutant beneklerin sayisinda artis
gozlenmistir. in vitro ¢galigmada ise her iki hiicre hattinda da hiicre canliliginda azalma tespit
edilmistir. Calismada yapilan Comet tahlili, HUVEC ve DU-145 hiicrelerinde, tiim BthTX-

I konsantrasyonlarimin DNA hasarinin artisin1 destekledigini géstermistir.

Ata (2020) yaptig1 bir ¢alismada; iilkemizde tar¢in elmasi olarak bilinen Annona muricata
bitkisinin, antikanser ve biyolojik aktivitesi MDA-MB-231 ve MCF-7 hiicre hatlarinda,
BCL-2, BAD, AKT1 ve H-prune genlerinin ifade seviyeleri; D. melanogaster’de ise PN,
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BUFFY, CG15530 ve AKT1 genlerinin ifade seviyeleri, ters transkripsiyon polimeraz zincir
reaksiyonu ile belirlemistir. Sonugta gen ifade analizinde; H-prune ve AKT1 genlerin
ifadelerinde azalma, D. melanogaster CG15530 proapoptotik genin ifadesinde ise artis
oldugu goézlenmis ve In vivo, in vitro ve biyoinformatik analizler sonucunda Annona
muricata bitki ekstraktinin meme kanserine kars1 etkili potansiyel bir ilag aday1 olabilecegi

vurgulanmistir.

In vivo ve in vitro tasarlanan baska bir ¢alismada; probiyotik Ozellikteki Lactobacillus
plantarum sekonder metabolitinin insan meme kanseri MCF-7 hiicre hatti ve D.
melanogaster tizerindeki sitotoksik etkileri arastirilmistir. Calismada MCF-7 hiicre hattinda;
RRAS-2, TP53, BCL-2, APAF-1, CASP-3, FADD, CASP-7, BOK genleri ve D.
melanogaster’de RAS64B P53, BUFFY, DARK, DECAY, FADD, DRICE, DEBCL
genlerinin ekspresyon seviyeleri RT-PCR ile belirlenmistir. Metabolit uygulamasi sonucu
insan meme kanseri hiicre hattinda ve meyve sineginde antiapoptotik BCL-2 ve BUFFY
genlerinin ekspresyonlarinda azalma goriilmiistir. Ayn1 zamanda D. melanogaster’de
DECAY, FADD, RAS64B apoptotik genlerinde ekspresyon artis1 saptanmistir (Sentiirk,
2018).

Karadeniz, Kaya, Savas ve Topcuoglu, (2015) iki farkli fungisit ile yaptiklar1 ¢alisma ile
hem D. melanogaster’de hem de insan bobrek (HEK293) hiicreleri iizerinde mutajenik ve
rekombinejenik etki degerlendirilmistir. Her iki fungisitin de Drosophila'nin kanat hiicreleri
iizerinde test edilen en yliksek konsantrasyonda rekombinojenik oldugunu gdstermektedir.
Ayrica, hi¢cbir mantar ilacinin HEK293 hiicrelerinin ¢ogalma hizin1 etkilemedigi, buna
karsin yliksek konsantrasyonlarda her iki fungisitin de hiicre Oliimiinii artirdigi tespit

edilmistir.

El Hefny ve digerleri, (2017)’nin arastirmalarinda gida katki maddesi olarak kullanilan
sodyum siilfit, borik asit ve benzoik asidin sitotoksik etkinlikleri karaciger kanseri (HepG2),
kolon kanseri (HCT-116), akciger kanseri (A-459) ve normal akciger (Wi38) hiicrelerinde,
genotoksik etkinlikleri ise D. melanogaster’de SMART ile degerlendirilmistir. 100 mM
konsantrasyonlardaki bu bilesikler, tiimor indiiksiyonunu indiiklemis ve SMART sonucunda
negatif kontrole kiyasla benek sayisinda artis olusturmuslardir. Ayrica, farkl
konsantrasyonlarda (75, 150, 300 ve 600png/ml) incelenen dort hiicre hattinda da hiicrelerin

canlilik oranlarinin azaldig1 belirlenmistir.
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Bagka bir calismada, Efthimiou ve digerleri, (2022) ii¢ yeni kompozit malzemenin insan
lenfosit hiicreleri ve D. melanogaster‘de genotoksik potansiyelini arastirmiglardir. Yapilan
calismada kompozit nanomalzemelerin higbiri genotoksik aktivite gostermezken tiim

kompozit nanomalzemeler sitotoksik potansiyel etki gostermistir.

Fernandez-Bedmar, Anter ve Alonso ve Moraga, (2018) domates ve likopenin genotoksik
ve hidrojen peroksite karsi antigenotoksis etkisini Drosophila SMART testi ile
degerlendirmislerdir. Ayrica kemopreventif ve sitotoksik aktivite, HL60 in vitro modeli
kullanilarak aragtirilmigtir. Calisma sonucunda domates ve likopenin genotoksik etkisi
olmadig tespit edilmistir. Domates ve likopen, 16semi hiicrelerinde diisiik seviyede 6nemli
klastojenik aktiviteye neden olmalarina ragmen, interniikleozomal DNA par¢alanmasini
indiiklemedigi gozlenmistir. Sitotoksisite testlerinde ise domates ve likopenin en diisiik
konsantrasyonlarda olumsuz bir etkisinin olmadigr ancak yiiksek konsantrasyonlarda

domatesin siototoksik etki gosterdigi fakat likopenin gostermedigi gdzlenmistir.

Suttisansanee ve digerleri, (2021) tarafindan yapilan ¢alismada Ficus dubia (FD) bitkisinin
genotoksitesi ve biyolojik aktiviteleri D. melanogaster ve farkli kanser hiicre hatlarinda
incelenmistir. Negatif kontrol ile karsilastirildiginda sonuglar, tiim FD ekstraktlarimnin in vivo
genotoksisiteden yoksun oldugunu gostermistir. FD etanolik kok ekstresi (REt30),
gelecekteki muhtemel yeni bir antidiyabetik ila¢ olarak agirlikli olarak anti-a-glukosidaz
olmak lizere saglig1 gelistirici 6zelliklere sahip olabilecegi tespit edilmistir. Ekstrakt ayrica,
mevcut tercih edilen ila¢ olan sisplatine kiyasla A549 ve SKOV3 kanser hiicrelerine karsi
spesifik olarak hiicre biiylimesini inhibe edici etki sergilemistir. Drosophila melanogaster
ile yapilan testte ise negatif kontrol ile karsilastirildiginda FD ekstraktlarinin tiim

konsantrasyonlarda toksisiteyi indiiklemedigi gézlenmistir.

Baska bir ¢calismada Galianthe thalictroides bitkisinin genotoksik etkisi SMART, sitotoksik
etkileri ise MTT test yontemleri kullanilarak arastirilmistir. Drosophila melanogaster
SMART testi ile elde edilen sonuglarda sulu ekstraktin genotoksik aktivitesine
rastlanmamistir. Etanol ile elde edilen ekstraktin ise ST soyundan gelenler i¢in genotoksik
degil, HB soyundan gelenler i¢in genotoksik etkiye sahip oldugu tespit edilmistir. Bununla
birlikte bitkiden elde edilen indol monoterpen alkaloid 1’in insan hepatoma hiicreleri i¢in

(MTT) yiiksek bir sitotoksisite gosterdigi tespit edilmistir (Fernandes ve digerleri, 2013).
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Yapilan bagka bir calismada ise farkli konsantrasyonlarda (1, 5, 10, 20 mM) oleanolik asidin
insan meme hiicre hatti {izerine sitotoksik etkileri ve D. melanogaster larvalari {izerine
oldirticti etkisi arastirilmistir.  Sonugta; oleanolik asidin D. melanogaster {izerinde
CG15530, AKT-1, DR-PN gen ifade diizeyleri kontrol grubuna goére uygulanan biitiin
konsantrasyonlarda anlamli olarak belirlenmistir. Ancak DR-Buffy gen ifade diizeyinde
kontrol grubuna gore herhangi bir anlamlilik goriilmemistir. MCF-7 hiicre hatlarinda ise
BAD, BCL-2, H-prune ve AKT-1 gen ifade diizeyi sonuglarinda ise H-prune ve BCL-2
genlerinde anlamlilik tespit edilmistir (Koksal, 2021).

Ayrica calismamizda kullanilan gen bolgeleri ile ilgili olarak literatiir taramasi yapilmis ve
farkli kanser hiicre hatlarinda, calismamizda kullanilan gen bolgelerine benzer sekilde

caligmalarin oldugu gériilmiistiir. Bunlardan bazilar asagidaki gibidir;

Yazgan ve digerleri, (2021) tarafindan yapilan ¢alismada PhTAD eklenilmis dihidropirol
bilesiklerinin, meme kanseri (MCF-7) hiicrelerinde apoptotik proteinlerin ekspresyonu
tizerine etkisi arastirtlmistir. MCF-7 hiicrelerinde BAX, BCL-2 ve CAS-3 proteinlerinin
seviyesi Ol¢iilmiistiir. Sonuglar incelendiginde ¢alismada kullanilan sekiz bilesigin BAX
seviyesini artirirken, iki bilesigin BAX seviyesini énemli 6l¢iide azalttigi tespit edilmistir.
Ayrica yedi bilesigin, BCL2'yi yukar regiile ederken, iki bilesigin ise BCL2'yi agag1 regiile
ettigi iki bilesigin ise BAX/BCL2 oranini artirdig1 belirlenmistir.

Mesci, Giil ve Yildirim, (2022) tarafindan yapilan ¢alismada pirolidin tiirevi bilesiklerin
farkli konsantrasyonlarda (25-100 uM) DLD-1 (insan kolon kanseri) ve CCD18CO (normal
kolon fibroblast) hiicre hatlar1 tizerindeki etkileri MTT ve RTCA test teknikleri ile
arastirtlmistir.  Sonucta, bilesiklerin bir¢ogunun hiicre proliferasyonunu inhibe edip

antiproliferatif etki gosterdigi belirlenmistir.

Mesci, (2020) tarafindan yapilan calismada heterosiklik bilesiklerin ¢oklu ilag direnci
(MDR) ve MCF-7 ve DLD-1 hiicrelerinde apoptotik sinyal yollar1 {izerindeki etkileri
aragtirllmistir. Elde edilen sonuglar, tim bilesiklerin MCF-7 ve DLD-1 hiicrelerinde p53,
BAX ve CASP3 gen ekspresyonunda onemli bir artis gostererek hiicre oliimiine neden
oldugunu gostermistir. Ayrica ¢calismada kullanilan bilesiklerin 1s1 soku proteinleri (HSP27,
HSP40, HSP60, HSP70, HSP90a) tizerindeki etkileri incelenmistir. Bilesiklerin, 1s1 soku

proteinlerinin gen ekspresyonunu azaltma potansiyeline sahip oldugu belirlenmistir. Ayni
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calismada bilesiklerin endoplazmik retikulum stres genlerinin (GRP78 ve GRP94)
ekspresyonu iizerindeki etkileri aragtirllmigtir. Bilesiklerin bu genlerin ekspresyonunu
azaltmadaki etkisi belirlenememistir. Bilesiklerin gen ekspresyonlar1 incelendiginde SM-1

ve SM-2 etkili sonuglar vermis ve bilesiklerin benzer 6zelliklere sahip oldugu goriilmiistiir.

Aksahin (2020), on alt1 farkli PhTAD tiirevi dihidropirol bilesiginin sitotoksik aktivitesini
ve bunlarin iki farkli hiicre hattinda hiicre proliferasyonu iizerindeki etkilerini arastirmistir.
Calismada MCF-7 ve MCF-12A hiicre hatlar1 kullanilmistir. Bilesiklerin sitotoksik etkileri
ve IC50 degerleri MTT yontemiyle, hiicre proliferasyonu iizerindeki etkileri ise gergek
zamanl hiicre analizi (RTCA) sistemi ile belirlenmistir. Ayrica apoptotik hiicre 6lim
proteinleri olan P53, BAX, BCL2, PARP ve HSP27, HSP40, HSP60, HSP70, HSP90a ile
Endoplazmik Retikulum (ER) stresinde temel diizenleyici proteinler olan GRP78 ve
GRP94'in gen ekspresyon seviyeleri ger¢ek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR)
ile incelenmistir. Sonuglar incelendikten sonra MCF-7 hiicre hatti tizerinde farkli dozlarda
(1.56-100 uM) kullanilan bilesiklerin hem MTT hem de RTCA yontemleri ile orta ve giiglii
sitotoksik ve antiproliferatif etkilere sahip oldugu bulundu. Ayrica bu bilesiklerin
bircogunun p53 gen ekspresyonu iizerindeki etkisini azalttigi bulundu. Ancak bu bilesiklerin
onemli bir kisminin BAX/BCL2 oranini artirarak ve PARP1 geninin ekspresyon diizeyini
azaltarak p53'ten bagimsiz olarak apoptozu indiikledigi sonucuna varildi. Bizim

calisgmamizda kullandigimiz bilesiklerin bazilarinda da benzer sonuglar elde edilmistir.

Calismamizda kullandigimiz yeni sentez edilmis 4-(Siibstitiie)-3,4-Dihidropirimidinon

bilesiklerinin in vivo ve in vitro etkileri ayr ayr1 degerlendirilmistir.

In vivo etkileri degerlendirmek amaciyla 6nemli bir model organizma olan Drosophila
melanogaster kullanilmistir. Bilesiklerin D. melanogaster iizerindeki etkisi larval mortalite

ve somatik mutasyon ve rekombinasyon testleri ile degerlendirilmistir.

Larval mortalite sonucu elde edilen sonuglar incelendiginde bilesiklerden her {i¢ bilesiginde
(PPh, PMe ve PNO>) konsantrasyon artigina bagli olarak mortalite oranlarinin arttigi fakat
bu oranlarin en yiiksek konsantrasyonda bile %50°yi agsmadig1 goriilmiistiir (Cizelge 4.10).

Bilesiklerin olas1 genotoksik etkisini degerlendirmek amactyla Drosophila kanat benek testi
(SMART) gergeklestirilmistir. D. melanogaster trans-heterezigot larvalarina PMe

uygulamasi sonucu elde edilen kanat benek testi verileri incelendiginde normal kanatlarda
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konsantrasyon artisina bagli olarak klon sayisinda artig gdzlenmistir. Fakat bu artig pozitif
kontrol grubu ile karsilastirildiginda p>0.05 diizeyinde 6nemsizdir. Negatif kontrol grubu ile
karsilastirildiginda ise diisiik konsantrasyonlarda (1, 2,5 ve 5) daha az sayida klon tespit
edilirken en yiiksek konsantrasyonda ise (10mM) yakin degerler elde edilmistir. Serrat kanat
tipinde elde edilen veriler incelendiginde de uygulanan PMe’nin konsantrayon artigina bagl
olarak klon sayisinda da artis gozlenmistir. Bu artis negatif kontrol grubu ile
karsilastirildiginda aradaki fark istatistiki olarak p>0.05 diizeyinde 6nemsiz bulunmustur.
Sonug olarak PMe bilesiginin D. melanogaster bireylerinde genotoksik etkiye sahip oldugu

fakat toksik bir etkiye sahip olmadigi gézlenmistir (Cizelge 4.11).

D. melanogaster trans-heterezigot larvalarina PPh uygulamasi sonucu elde edilen kanat
benek testi verileri incelendiginde normal kanatlarda konsantrasyon artigina bagli olarak
klon sayisinda artis gézlenmistir. Fakat bu artis negatif kontrol grubu ile karsilagtirildiginda
istatistiki olarak p>0,05 diizeyinde 6nemsiz bulunmustur. Serrat kanat tipinde elde edilen
veriler incelendiginde ise 5 ve 10mM PPh uygulamasinin negatif kontrol grubuna gore klon
sayisinda artia neden oldugu fakat bu artisin istatistiki olarak 6nemsiz oldugu tespit
edilmistir. Diger diisilk dozda uygulamalarda ise negatif kontrol grubundan daha diisiik

degerler elde edilmistir (Cizelge 4.12).

D. melanogaster trans-heterezigot larvalarina PNO2 uygulamasi sonucu elde edilen kanat
benek testi verileri incelendiginde, normal kanatlarda konsantrasyon artigina bagl olarak
klon sayisinda artis gozlenmistir. Bu artis negatif kontrol grubu ile karsilagtirildiginda artigin
istatistiki olarak p>0,05 diizeyinde Onemsiz bulunmustur. Serrat kanat tipinde de
konsantrasyon artisina bagl olarak klon sayisinda artis tespit edilmistir. Bu artis negatif
kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiki olarak p>0,05 diizeyinde Onemsiz

bulunmustur (Cizelge 4.13).

Sonu¢ olarak 3 farkli dihidroprimidinon bilesiginin de D. melanogaster bireylerinde

ozellikle yiiksek konsantrasyonlarda toksik bir etkiye sahip olabilecegi goriilmustiir.

Tez ¢alismamda; A549 (akciger kanseri), MRC-5 (normal meme epiteli) hiicre hatlarinda,
4-(Siibstitlie)-3,4-Dihidropirimidinonlarin ~ sitotoksik dozu ve IC50 degeri WST-8
yontemiyle tespit edilmistir. PMe, PPh ve PNO: bilesiklerin sitotoksik aktivite ¢aligmalari

neticesinde; A549 hiicre hatlarinda hiicre canliligini azalttig1, hiicre gogalmasini 6nledigi ve
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hiicre biiyiimesini baskiladigi tespit edilmistir. MRC-5 hiicre hatlarinda ise hiicre
cogalmasini 6nlemedigi ve hiicre biiylimesini baskilamadig: tespit edilmistir (Cizelge 4.1-

4.2).

PPh uygulamasinin A549 hiicre hatt1 lizerine sitotoksik etkisi degerlendirildiginde 12,5uM,
25uM, 50uM ve 100uM konsantrasyonlarinda kontrol grubuna gore sitotoksik etkiye sahip
oldugu bulunmustur. Bu deger negatif kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiki olarak
p<0,05 diizeyinde 6nemli bulunmustur. PPh bilesiginin MRC-5 saglikli akciger hiicre hatti
tizerine sitotoksik etkisi incelendiginde en yiiksek etkiyi 100uM konsantrasyonda yaptig1 ve
bu degerin negatif kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiki olarak p<0,05 diizeyinde

onemli oldugu goriilmistiir (Cizelge 4.3 ve 4.6).

A549 hiicre hatt1 ile yapilan test sonucunda PMe bilesiginin 6uM, 25uM ve 50uM
konsantrasyonlarda uygulamasinin negatif kontrole gore sitotoksik aktiviteye sahip oldugu
gbzlenmistir. Bu deger negatif kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiki olarak p<0,05
diizeyinde onemli bulunmustur. PMe bilesiginin saglikli akciger kanser hiicre hattinda
(MRC-5) yapilan uygulamasi sonucunda ise en yiiksek etkiye 12,5uM uygulamasinda
rastlanmigtir. Fakat bu deger negatif kontrol grubu ile karsilagtirildiginda istatistiki olarak

p>0,05 diizeyinde 6nemsiz bulunmustur (Cizelge 4.4 ve 4.7).

PNO2 uygulamasmin A549 hiicre hatt1 iizerine sitotoksik etkisi degerlendirildiginde, en
yiiksek etkiyi 6uM, 25uM ve 50uM konsantrasyonlarida gergeklestirdigi gozlenmistir. Bu
deger negatif kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiki olarak p<0,05 diizeyinde 6nemli
bulunmugtur. PNO: bilesiginin MRC-5 hiicre hatt1 {izerine etkisi incelendiginde en yiiksek
etkiye 6uM konsantrasyonda gosterdigi tespit edilmistir. Fakat bu deger negatif kontrol
grubu ile karsilastirildiginda istatistiki olarak p>0,05 diizeyinde 6nemsiz oldugu goriilmiistiir

(Cizelge 4.5 ve 4.8).

Her ti¢ bilesiginde A549 hiicre hattinda sitotoksik aktivitesi karsilastirildiginda 12,5uM,
25uM, 50uM ve 100 uM konsantrasyonlarinda PPh bilesiginin PMe ve PNO2 bilesiklerine
gore istatistiksel olarak daha yiiksek sitotoksik aktiviteye sahip oldugu tespit edilmistir
(Cizelge 4.9; p<0,05). MRC-5 hiicre hattinda ise bilesiklerin sitotoksik bir aktiviteye sahip
olmadig1 gozlenmistir. Bu sonucun kanser tedavisinde, hedefe yonelik ilag gelistirme

caligmalarinda olduk¢a 6nemli oldugunu diisiiniiyoruz.
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Tez calismamda; 4-(Siibstitiie)-3,4-Dihidropirimidinon bilesiklerinin olasi genotoksik
etkilerinin belirlenmesi i¢in de SMART yontemi kullanilmistir. Bu yontemde distile su ve
DMSO negatif gruplar1 haricinde genotoksisitesi iyi bilinen EMS pozitif kontrol grubu ile
farkli konsantrasyonda (1, 2, 5 ve 10mM) uygulama gruplar1 olusturulmustur. Bilesikler
10mM konsantrasyondan sonra larval gelisimde toksik etki gosterdigi i¢in uygulama
gruplarinda tiim bilesiklerde yukarida belirtilen dozlar kullanilmistir. Bilesiklerden PMe
ozellikle mwh/flr3 genotipli normal bireylerde, 10mM konsatrasyonda DMSO kontrol
grubuna gore kiigiik tek tip, toplam mwh ve toplam klon sayilar1 bakimindan gore artis
gostermistir (Cizelge 4.11). 10° hiicre basina diisen klon indiiksiyon frekans: ise (KIF)
2.0°dan yiiksek ise, bu genotoksik aktivitenin bir isareti olarak kabul edilmektedir (Graf et
al. 1994). mwh/flr3 genotipli normal bireylerde en yiiksek KIF degeri 10 uM PMe bilesigi
uygulama grubunda 0.77, mwh/TM3 genotipine sahip serrat kanatli bireylerde ise 10 uM
PMe uygulama grubunda 0.87 olarak bulunmustur. Bu bulgular PMe bilesiginin mutajenik

etkiye sahip olmadigini, ancak zayif rekombinojenik etkili oldugunu gostermektedir.

Bilesiklerden PPh 6zellikle mwh/flr3 genotipli normal bireylerde, 10mM konsantrasyonda
DMSO kontrol grubuna gore kiigiik tek tip, toplam mwh ve toplam klon sayilar1 bakimindan
gore artis gdstermistir (Cizelge 4.12). mwh/flr3 genotipli normal bireylerde en yiiksek KiF
degeri 10 uM PPh bilesigi uygulama grubunda 0.97, mwh/TM3 genotipine sahip serrat
kanatl bireylerde ise 10 uM PPh uygulama grubunda 1.22 olarak bulunmustur. Bu bulgular
PMe bilesiginin mutajenik etkiye sahip olmadigini, ancak zayif rekombinojenik etkili

oldugunu gostermektedir.

Bilesiklerden PNO: 6zellikle mwh/flr3 genotipli normal bireylerde, 10mM konsantrasyonda
DMSO kontrol grubuna gére kiigiik tek tip, toplam mwh ve toplam klon sayilar1 bakimidan
gore artis gdstermistir (Cizelge 4.13). mwh/flr3 genotipli normal bireylerde en yiiksek KIF
degeri 10 uM PNO:> bilesigi uygulama grubunda 1.18, mwh/TM3 genotipine sahip serrat
kanath bireylerde ise 10 uM PNO. uygulama grubunda 1.12 olarak bulunmustur. Bu
bulgular PMe bilesiginin mutajenik etkiye sahip olmadigini, ancak zayif rekombinojenik

etkili oldugunu gostermektedir.

Tez ¢aligmamda; apoptotik hiicre 6liimii ve iliskili sinyal yolaklarinda 6nemli rol oynayan
genlerin (DEBCL, BUFFY, DRICE ve DRONC), 1s1 sok proteinlerine ait genlerin (HSP27,
HSP60, HSP70 ve HSP90) ve antioksidan genlerinin (SOD, CAT, GR ve GST) mRNA
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diizeyleri qPCR yontemiyle belirlenmistir. Drosophila melanogaster hiicrelerinde DEBCL
gen ifadesinde bilesiklerden sadece PMe bilesiginin gen ifadesinin artigina neden oldugu,
diger bilesiklerin ise gen ifadesinde artisa neden olmadigi goézlenmistir. Bilesiklerin
antiapoptotik etkiye sahip olan BUFFY gen ifadesinde artisa neden oldugu tespit edilmistir.
Bilesiklerin DEBCL/BUFFY gen ifadesine etkisi karsilastirildiginda hiicrenin hayatta
kalmasi yoniinde etkisinin oldugu gozlenmistir. Bilesiklerin apoptotik etkiye sahip olan
DRICE gen ifadesinde anlaml1 artis gostererek hiicreyi 6liime siiriikledigi tespit edilmistir.
Apoptotik yolak ile ilgili olan ve memelilerde bulunan kaspaz 9 geninin homologu olan
DRONC gen ifadesinde PMe bilesiginin artisa neden oldugu, diger bilesiklerin ise artisa
neden olmadigr tespit edilmistir. Bilesiklerin 1s1 sok proteinlerinin gen ifade diizeyleri
incelendiginde PMe bilesiginin HSP27, HSP60, HSP70 ve HSP90 gen ifadesinde artisa
neden oldugu tespit edilmistir. Bilesiklerden PMe antioksidan genlerinin (SOD1, SOD2,
CAT ve GSS) ifadelerinde artisa neden oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.15-4.27).

Tez ¢alismamda; apoptotik hiicre 6liimii ve iliskili sinyal yolaklarinda 6nemli rol oynayan
(BCL2, BAX, CASP3 ve CASP9) genlerinin, 1s1 sok protein (HSP27, HSP60, HSP70 ve
HSP90) ve antioksidan genlerinin (SOD1, SOD2, CAT ve GSS) mRNA diizeyleri gPCR
yontemiyle belirlenmistir. A549 hiicrelerinde PMe, PPh ve PNO: bilesiklerinin BAX gen
ifadesinde artisa neden oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.2). Bilesikler apoptotik yolakta etkili
olan diger gen BCL2 gen ifadesinde de kontrol grubuna gore artigsa neden olmustur (Sekil
4.3). Bilesiklerin BAX/BCL2 orani iizerine etkisi incelendiginde PPh ve PMe’nin apoptotik
etkiye neden oldugu, PNO2 bilesiginin ise antiapoptotik etki gosterdigi gozlenmistir.

Apoptototik yolakta etkili olan efektor kaspazlardan birisi olan CASP3 gen ifadesinde de
kullanilan bilesiklerin tamami kontrol grubuna gore artisa neden olmustur (Sekil 4.4).
Apoptotik yolakta etkili olan baslatici kaspazlardan biri olan CASP9 gen ifadesine
bilesiklerin etkisi incelendiginde PPh ve PNO: bilesiklerinin gen ifadesinde anlamli artisa
neden oldugu ve hiicreyi 6liime siiriikledigi, PMe bilesiginin ise CASP9 gen ifadesinde artisa
neden olmadigi tespit edilmistir (Sekil 4.5). Ayrica bilesiklerin 1s1 soku proteinlerinden
sadece HSP27’de gen ifadesini azaltma potansiyeline sahip oldugu diger 1s1 sok
proteinlerinde ise (HSP60, HSP70 ve HSP90) gen ifadelerini azaltma da etkileri tespit
edilememistir (Sekil 4.6-4.9). Bilesiklerin antioksidan genlerinin (SOD1, CAT ve GSS)
ifadelerinde anlamli artisa neden oldugu tespit edilmistir. Bilesiklerden PPh, SOD2 geninin
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ifadesinde artisa neden olmadigi fakat PMe ve PNO: bilesiklerinin ise SOD2 geninin
ifadesinde artisa neden oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.10-4.13).

Calismamizda elde ettigimiz sonuclar asagida maddeler halinde 6zetlenmistir.

e Kaullanilan bilesiklerin olasi genetoksik etkilerinin incelendigi SMART sonucunda
ii¢ bilesiginde yiiksek dozlarda genotoksik etkiye sahip oldugu fakat toksik etkiye

sahip olmadig1 gézlenmistir.

e Bilesiklerin sitotoksik etkilerinin arastirildigt WST-8 testi sonucunda, bilesiklerin
A549 akciger kanser hiicre hattinda sitotoksik etkisinin oldugu, MRC-5 saglikli

akciger hiicre hattinda ise sitotoksik etkisinin olmadigi tespit edilmistir.

e Bilesiklerin A549 hiicre hattinda apoptotik etkileri incelendiginde, BAX geninin
ekspresyon seviyesini artirdigi tespit edilmistir. Bilesiklerden PPh ve PMe’nin
BAX/BCL2 oranin1 artirdig1 ve hiicreyi apoptoza stiriikledigi tespit edilmistir.

e Apoptoz mekanizmasinda gorev alan efektor kaspazlardan, CASP3 geninin
ekspresyon seviyesi incelendiginde, tiim bilesiklerin gen ekspresyon seviyesini
artirdig1 tespit edilmistir. Bilesiklerden PPh ve PNO: baslatic1 kaspazlardan olan
CASP9 geninin ekspresyon seviyesini artirdigi tespit edilmistir.

e Bilesiklerin 1s1 soku protein gen ifadelerine etkisi incelendiginde, tiim bilesiklerin

HSP27 gen ifadesini azalttig1 tespit edilmistir.

e Bilesiklerin antioksidan gen ifadesine etkisi incelendiginde, tiim bilesiklerin (SODI,
CAT ve GSS) antioksidan gen ifadesini artirdig1 tespit edilmistir. PMe ve PNO2
bilesiklerinin SOD2 gen ifadesini artirdig tespit edilmistir.

e Bilesiklerin D. melanogaster bireylerinde apoptotik gen ifade diizeylerine etkisi
incelendiginde PMe bilesiginin insanlardaki BAX genine benzer gorevleri olan
DEBCL geninin ekspresyon diizeyini kontrol grubuna gore artirdigi, PPh ve PNO-
bilesiginin ise DEBCL geninin ekspresyon seviyesini azalttig1 tespit edilmistir.
Calismada kullanilan bilesiklerin apoptotik yolakta etkili olan ve insanlardaki BCL2

genine benzer gorevleri olan BUFFY geninin ekspresyon diizeyini etkisi
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incelendiginde, tim bilesiklerin BUFFY geninin ekspresyon seviyesini artirdigi
gozlenmistir. Bilesiklerin DEBCL/BUFFY oranina etkisi incelendiginde, her {i¢
bilesiginde saglikli D. melanogaster bireylerinde antiapoptotik etki gosterdigi tespit

edilmistir.

Bilesiklerin DRICE geninin ekspresyon diizeyine etkisi incelendiginde tiim
bilesiklerin kontrol grubuna gdre gen ekspresyon diizeyini artirdigi tespit edilmistir.
Bilesiklerin DRONC geninin ekspresyon diizeyine etkisi incelendiginde ise sadece
PMe bilesiginin gen ekspresyon diizeyinde artisa neden oldugu PPh ve PNO;

bilesiginin ise gen ekspresyon seviyesini azalttig1 tespit edilmistir.

Bilesiklerin 1s1 soku proteinleri gen ekspresyon diizeylerine etkisi incelendiginde ise
PMe bilesiginin HSP27, HSP60, HSP70 ve HSP90 genlerinin ifade diizeyini artirdig1
tespit edilmistir.

Bilesiklerin antioksidan gen (SOD, CAT, GR ve GST) ifade diizeylerine etkisi
incelendiginde PMe bilesiginin tiim genlerin ekspresyon diizeyini artirdigi tespit

edilmistir.
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