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1. OZET

Naproksen Tiirevi Bilesiklerin Meme Epiteli Ve Farklh Meme Kanseri Hiicre

Hatlarinda Antikanser Etkisinin Incelenmesi
Ogrenci Adi: Ozan Cuhadar

Danigsman Adi: Dog. Dr. Pinar Mega Tiber
Anabilim Dal1 : Biyofizik Anabilim Dal1

Amag: Calismamizda, Marmara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmasétik Kimya
Anabilim Dal1 laboratuvarlarinda sentezlenen S-naproksen tiirevi triazol-tiyoeter hibrit
molekiillerinden biri olan SGK669 nolu bilesigin, meme epiteli MCF10A ve iki farkli
meme kanseri hiicre hattinda kullanilmasi (T47D, MDA-MB-453) ve yarattigi

biyolojik ve antikanser etkilerinin belirlenmesi amaglandi.

Gerec¢ ve yontem: Hiicre hatlarinin SGK669 nolu bilesigin farkli konsantrasyonlari
(10,25,50,75,100 uM) ile 24 ve 48 saatlik inkiibasyonu sonrasinda maddelerin hiicre
canlilig1 ve sitotoksitesi MTT testi ile belirlendi. Apoptotik etkiler JC-1 floresan probu
kullanilarak mitokondrial membran potansiyelleri degisimi ve Annexin V ve PI

floresan boyama ile Tali goriintii tabanli sitometrede belirlenmistir.

Bulgular: SGK669 bilesiginin %50 inhibisyon konsantrasyonlari 24 ve 48 saat i¢in
sirastyla, MCF10A; 27 uM ve 30 uM, T47D; 6 uM ve 15 uM, MDA-MB-453; 13 uM
ve 15 uM olarak belirlenmistir. Belirlenen IC50 dozlarinda mitokondriyal membran
potansiyelinde 24 ve 48 saat i¢in sirasiyla, T47D’de %48 ve %56, MDA-MB-453’de
%12 ve %23 azalma ve Annexin /Pl boyama testi ile T47D’da %16 ve %16, MDA-
MB-453’da %15 ve %]15 oranlarinda apoptoz gozlenmistir.

Sonug¢: Arastirmamizda, SGK669 nolu bilesigin, T47D, MDA-MB-453 hiicre
hatlarinda doza bagli olarak apoptotik etkiyi arttirict ve ¢ogalmayr Onleyici etkisi

oldugu, bu nedenle terapdtik bir potansiyele sahip oldugu belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: Naproksen, meme kanseri, meme epiteli hiicre hatti,
sitotoksite, apoptoz



2. SUMMARY

Investigation of Anticancer Effect of Naproxen Derivative Compounds On Breast
Epithelium And Different Breast Cancer Cell Lines

Student Name: Ozan Cuhadar
Name of Supervisor: Dog. Dr. Pinar Mega Tiber
Department: Department Of Biophysics

Objective: In this study, we aimed to determine the anticancer and biological effects
of triazole-thioether hybrid molecule derived from S-Naproxen, SGK669, which was
synthesized in Marmara University Faculty of Pharmacy Department of
Pharmaceutical Chemistry, on breast epithelial cell line MCF10A and two different
breast cancer cell lines (T47D, MDA-MB-453).

Material and methods: Using the MTT colorimetric method, SGK669 was evaluated
in vitro against the cell lines, for cell viability and cytotoxicity at different doses (10,
25, 50, 75, 100 uM) following 24 and 48 hours incubation. Apoptosis was evaluated
by mitochondrial membrane potential changes using JC-1 probe and Annexin-V/PI
staining by using the Tali image-based cytometer.

Results: The 50% inhibition concentrations of compound SGK669 for 24 and 48
hours respectively were 27 uM and 30 uM for MCF10A cell line; 6 uM and 15 uM
for T47D cell line; 13 uM and 15 for MDA-MB-453 cell line. IC50 values were
further used to determine changes in mitochondrial membrane potential for 24and 48
hours respectively. a decrease of 48 ve 56% for T47D; 12 and 23% for MDA-MB-
453 were noted in MMP tests and Annexin V/PI staining displayed 16 and 16%
apoptotsis for T47D; and 15 and 15% for MDA-MB-453; .

Conclusion: As a result of this research, the compound SGK669 was found to induce
apoptosis and inhibited cell proliferation in cell lines T47D and MDA-MB-453 in a
dose-dependent manner, suggesting a theurapeutic potential. .

Keywords: Naproxen, breast cancer, breast epithelial cell line, cytotoxicity,
apoptosis



3.GIRIS ve AMAC

Kanser, kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra en sik karsilasilan 6liim sebebi olarak

modern tibbin 6nemli bir problemidir. (Behroozeh ve ark. 2019).

Kanser yillar boyunca g¢evresel karsinojen faktorlerin etkileri sonucu mutasyonlarin
meydana gelmesi ile olusan ve kontrolsiiz hiicre biiylimesiyle tanimlanan ¢ok nedenli
bir hastaliktir (Kittaneh ve ark., 2013). 2008 yilinda Diinya Saglik Orgiitii (WHO),
diinyanin her yerinde 7.6 milyon 6liimiin baslica 6nde gelen nedenlerinden birinin
kanser oldugunu bildirmistir. Gelismis iilkelerde, yaklasik % 20 veya bes kisiden biri
kanserden 6lmektedir. Kanser insidansinin artmasi, kemoterapi ve cerrahi prosediirler
dahil olmak fiizere bir¢ok farkli terapotik yolun bulunma zorunlulugunu getirmistir.
Cerrahi, radyasyon veya kemoterapi dahil olmak iizere g¢esitli tedavi stratejilerinin
belirlenmesinde hastaligin evresi dnemlidir. Bu yontemlerin biiyiik bir kismi hiicre
¢ogalmasi ve sag kalimindan sorumlu sinyal iletim yolaklarin1 hedeflemektedir

(Domvri ve ark. 2013).

Meme kanseri en ¢ok tekrar eden kanserlerden biridir ve hem gelismis hem de
gelismekte olan iilkelerdeki kadinlar arasinda en Onde gelen o6liim nedenidir.
Kentlesmenin artmasi ve bati yasam tarzlarinin benimsenmesi nedeniyle gelismekte
olan iilkelerde meme kanseri siklig1 artmaktadir. Diinya ¢apinda yilda 1,1 milyondan
fazla vaka teshis edilmekte ve 410,000'den fazla hasta 6lmektedir (Ferlay ve ark.,
2010). 2012 yilinda 1,7 milyon kadina meme kanseri teshisi konulmusken, son bes yil
icinde bu say1 toplamda 6,3 milyona kadar yiikselmistir. 2008 tahminlerinden bu yana,
meme kanseri sikligi % 20'den fazla artarken, 6lim orami % 14 artmistir. Meme
kanserinin gelismis diinyanin bir hastaligi oldugu disiiniilse de, meme kanseri
vakalarinin yaklasik % 50'si ve Oliimlerin % 58'1 daha az gelismis iilkelerde
goriilmektedir. Kanser gelisimi, hiicre 6liim mekanizmasiin bozulmasi sebebiyle,
hiicre c¢ogalmasimin hiicre Oliimiinden fazla oldugu malign hiicrelerden
kaynaklanmaktadir. Meme kanseri diisiik bir tedavi orami ve kolay tekrarlama
ozelligine sahip olmakla birlikte biiyiik siklikla cerrahi ve radyasyon ile tedavi
edilirken bazen bu tedaviler kemoterapi ve hormonal terapilerle desteklenmektedir

(Ferlay ve ark., 2015). Son yillarda, antikanser tedavileri ile birlikte 6nemli diizeyde
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toksisite ve ilag¢ direncinin ortaya ¢iktigi goriilmektedir. Kanser hiicre hatlarinda
apoptozu indiikleyebilen ve timor biiyiimesini geciktirebilen ilaglar aranmasi en etkili
tedavi yontemlerinden biri olarak giliniimiizde yerini almistir. Sentetik kimya veya
dogal kaynaklardan sentezlenen pro-apoptotik bilesikler, normal memeli hiicrelere yan
etki gostermeksizin kanser hiicrelerine spesifik etkili alternatif kaynaklardir

(Perumalsamya ve ark., 2017).

Meme kanseri hastalarinin sag kalim oranini iyilestirmek i¢in ilgili genlerin ve
belirteglerin galisilarak erken saptanmasi biiyiik onem tagimaktadir (Khawaled ve ark.,
2017). Bu ¢alismalar erken tani ve kisisel tedavi uygulamalar1 igin degerlidir. Ostrojen
reseptorlii (ER) ve progesteron reseptorii (PR) ve insan epidermal biiylime faktorii
reseptorii 2 (HER - 2) gibi meme kanserinin yaygin biyolojik gostergeleri, molekiiler
diizeyde meme kanseri tanisinin konulmasmin yani sira, klinik g¢aligmalarinda
molekiiler alt tip siniflandirilmasi ile uygun tedavi yonteminin belirlenmesinde
etkilidir (Wang ve ark., 2018).

Tiim meme kanserlerinin yaklasik % 20-30’unda HER2 ekspresyonu artmaktadir.
Baslangicta sican glioblastomunda onkogen olarak tanimlanan HER2 / neu (insan
epidermal biiylime faktorii reseptorii 2) meme kanserinde yinelenen ve kotii prognozla
iligkilidir. HER2 sinyal ileti yolagi, reseptoriin heterodimerizasyonu ve tirozin kinaz
aktivitesi ile hiicre ¢cogalmasinda, metastaz ve anjiyogenezde rol oynayan genlerin

transkripsiyonunu saglamaktadir (Gutierrez ve ark., 2011) (Shrivastava ve ark., 2018).

Meme kanseri, ¢esitli genetik degisiklikler ve belirgin morfolojik ve molekiiler
ozellikler ile karakterize edilen karmasik ve heterojen bir hastaliktir. Gen ekspresyon
profili ile birlikte Ostrojen reseptorii alfa (ER), progesteron reseptorii (PR) ve insan
epidermal biiyiime faktorii reseptorii-2 (HER2) durumunun degerlendirilmesi, meme
kanseri'nin bir alt tip siniflandirmasini ortaya ¢ikarmistir. Siiflandirma; Liimen A (ER
+/ PR +, HER2-), Liimen B (ER +/ PR +, HER2 +), HER2 + ile zenginlestirilmis
(HER2 pozitif) ve Bazal benzeri veya Uglii Negatif (ER -, PR -, HER2-) olarak
yapilmaktadir (Perou ve ark., 2000). Her alt tip farkli prognoza sahiptir, uygun
tedaviye ihtiya¢ duyar ve spesifik yanit gosterir (Serlie ve ark., 2001).



Antikanser ajanlarin fonksiyonlarini yerine getirebilmesi i¢in apoptoz indiiksiyonu
temel mekanizmalardan birisidir. Mitokondriden sitoplazmaya apoptotik faktdrlerin
salinmas1 esas olarak mitokondriyal Bcl-2 ailesi proteinleri tarafindan kontrol
edilmektedir. Apoptozun inhibe edilmesi veya baslatilmasi, esas olarak Bcl-2 ve Bcl-
xL proteinlerinin aktiviteleri ile diizenlenmektedir. Uyarim {izerine, defosforilasyon
veya uyarilma gibi translasyon sonrasi degisikliklere maruz kalirlar ve aktive olurlar.
Aktive edilmis proteinler c¢ok alanli proapoptotik elemanlarla etkilesir,
oligomerizasyonuna yol acar ve mitokondriyal membranin artan gegirgenligine yol
acar. Apoptotik indiiksiyona genellikle artan Bax / Bcl-2 orani eslik etmektedir
(Miyashita ve ark., 1994) (Mondal ve ark., 2012).

Giiglii bir COX-1 ve COX-2 inhibitorii olan Naproksen en yaygin olarak bilinen ve
kullanilan non-steroidal anti-enflamatuar ilaglardan (NSAID'ler) biridir. 1976'da
recete formunda “naprosin” olarak tanitilmistir. Naproksen, artrit, ankilozan spondilit,
tendinit, bursit veya gut gibi kosullarla iligkili inflamasyonu tedavi etmek i¢in
kullanilmaktadir (Hoffman ve ark., 2002). COX-2 segici ve segici olmayan NSAID'ler
ciddi kardiyovaskiiler olaylarin sayisinda ve risklerinde artiga yol agmaktadir. Genis
capta epidemiyolojik caligmalarda goriilmiistiir ki Naproksen diger NSAID’lere gore
daha diisiik kardiyovaskiiler risk tasimaktadir (Avorn ve ark., 2007) (Trelle ve ark.,
2010). Son yillarda NSAID'lerin kanser Onleyici ajanlar olarak da etkileri saptanmus,
naproksenin ise belirgin COX inhibisyonuna ilave ek bir hedef molekiile daha sahip
olmasi nedeniyle diger NSAID’lere gore daha etkili bir kanser onleyici ajan oldugu

ileri stirilmistiir (Kim ve ark., 2014).

Sican mesane kanser hiicreleri ile yapilan bir ¢alismada naproksen i¢in potansiyel
hedef bolgeler belirlenmistir ve bilgisayar kinaz profilleme calismalar1 sonucunda
fosfatidilinositol 3-kinazin (PI13-K) naproksen i¢in dnemli bir potansiyel bolge oldugu
gosterilmistir. Bu profilleme caligmasi, in vitro kinaz ¢alismalariyla desteklenerek,
naproksenin fosfatidilinositol 3-kinazin (PI3-K) ile etkilestigi ve kinaz aktivitesini
inhibe ettigi gosterilmistir (Kim ve ark., 2014).



Diinya’da ve Tirkiye’de en yaygin kanser tiirlerininden biri olan meme kanseri
tedavisine yonelik yeni molekiillerin  gelistirilmesi  {izerinde c¢alismalar
mevcuttur. Giiniimiizde, Non-steroidal antiinflamatuvar etkinligi oldugu bilinen (+)-
2-(6-Metoksi-2-naftil) propionik asit (Naproksen)’in, insan gogiis kanserinde (MCF7)
(Debve ark., 2014), mesane Kkanserinde (Kimve ark.,2014), Kkolorektal
adenokarsinoma (CaCo2), hepatoselliiler karsinoma (HepG2), epiteloid serviks
karsinoma (Hela), Akciger karsinoma (A5W9), meme bezi karsinoma ve epidermoid
larenks karsinoma (Hep2) (Motwami ve ark, 2013) hiicrelerinde antikanser etkinligi

bildirilmistir.

Bu tez calismasinda, Marmara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmasétik Kimya
Anabilim Dali Ogr. Uyesi Prof. Dr. S. Giiniz Kiigiikgiizel’in laboratuvarinda
sentezlenen ¢esitli S-naproksen triazol-tiyoeter hibrit molekiillerinden biri olan
SGK669 nolu bilesigin, meme epiteli (MCF10A) ve farkli meme kanseri hiicre
hatlarinda kullamlarak [T47D (Insan meme kanseri invaziv duktal karsinom)
(ER+,PR+,HER2-), MDA-MB-453 (Insan meme kanseri metastatik karsinom) (ER-
,PR-,HER2+)] olusturdugu biyolojik ve antikanser etkilerin belirlenmesi

amaclanmstir.



4. GENEL BIiLGILER

4.1. Kanser

Kanser, diinya ¢apinda diger 6liimlii hastaliklardan sonra 6nde gelen ikinci 6lim
nedenidir ve 2018'de tahmini 9,6 milyon insanin 6liimden sorumludur. Kiiresel olarak,
her 6 6liimden 1'i kansere baglidir. Kanserden 6liimlerin yaklasik % 70' diistik ve orta
gelirli tilkelerde meydana gelir. Kanserden dliimlerin yaklasik iicte biri, 6nde gelen 5
durum ve diyet riskinden kaynaklanmaktadir; yiiksek viicut kitle indeksi, diigiikk meyve
ve sebze alimu, fiziksel aktivite eksikligi, tiitlin kullanimi ve alkol kullanimi1 (Ferlay ve
ark., 2013).

Tiitlin kullanimi1 kanser i¢in en dnemli risk faktoriidiir ve kanser 6liimlerinin yaklasik
% 22'sinden sorumludur. Hepatit ve insan papilloma viriisii (HPV) gibi kansere neden
olan enfeksiyonlar, diisiik ve orta gelirli ililkelerde kanser vakalarmin % 25'inden

sorumludur (Plummer ve ark., 2016).

2017 yilinda, duisiik gelirli {ilkelerin sadece % 26's1 genel olarak kamu sektdriinde
patoloji hizmetleri oldugunu bildirmistir. Yiiksek gelirli iilkelerin % 90'indan fazlasi,
diistik gelirli tlkelerin % 30'u kamu sektorlerinde tedavi hizmetleri oldugunu
bildirmistir. Kanserin ekonomik etkisi 6nemlidir ve artmaktadir. 2010 y1linda kanserin
yillik toplam ekonomik maliyetinin yaklasik 1.16 trilyon dolar oldugu tahmin
edilmektedir (Stewart ve ark., 2014).

Diisiik ve orta gelirli her 5 iilkeden sadece 1'i kanser politikasini yiiriitmek i¢in gerekli
verilere sahiptir. Kanser tiim insanlig1 etkiler, ancak 6zellikle bir biitiin olarak kanser
yerine spesifik tiimor tipleri géz oniine alindiginda, yerel, ulusal ve bolgesel sinirlar
arasinda belirgin farkliliklar vardir. Kanser insidansi ve kanserin neden oldugu
oliimlere iliskin epidemiyolojik veriler; ulusal kanser kayitlarinin eksiksiz olmasina
veya iilkenin bir boliimiinii kapsayan niifus tabanli kayitlara, hastane kayitlarina veya
kanser olusumu ile ilgili mevcut verilere baghdir. Verilerin yoklugunda, miimkiin olan
en iyi tahmini saglamak i¢in ¢evre iilkelerden ¢ikarimlar yapilmalidir. Diinya Kanser
Raporu, diinya capinda kanser dagiliminin en giincel degerlendirmesi olan

GLOBOCAN 2012'den veri saglamaktadir. Bulgular, yiliksek gelirli {ilkelerin en



yiikksek kanser insidansina sahip oldugunu, bununla beraber &lim ve sagkalim
verilerinden anlasilabilecegi gibi tespit, teshis ve tedavi i¢in en iyi hizmetleri
sunduklar1 i¢in O6lim oraninin gelismemis iilkeler gore daha diisik oldugunu
gostermektedir. En yaygin kanserler arasinda akciger, meme, prostat ve kolorektal
kanserler bulunur. Epidemiyolojik ge¢misi olan iilkelerde, bu kanserler giderek
yayginlagsmaktadir, ancak mide, 6zofagus ve karaciger kanseri insidansi da ytiksektir.
Diisiik gelirli iilkelerden elde edilen veriler, rahim agzi kanserinin hala kadinlar
arasinda en yaygin kanser oldugunu gostermektedir. Diisiik ve orta gelirli iilkelerde,
belirli tiimorlerin insidanst nispeten diisiik olabilir, ancak karsilik gelen 6lim orani
verileri genellikle norm olarak ge¢ evre taniyr yansitir ve sonug olarak koti Klinik
sonuglar verir (Stewart ve ark., 2014).
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Sekil 4.1.1. Globocan 2018 arastirmasina gore diinya tizerindeki kanser ¢esitlerinin

yeni vaka ve olim oranlar1. (http:/gco.iarc.fr/today/data/factsheets/cancers/39-All-
cancers-fact-sheet.pdf, erisim tarihi: 04 Mart 2020°den degistirilerek kullanilmustir.)
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4.1.1. Kanser Etiyolojisi

Cogu kanser; ¢evresel, yasam tarzi veya davranigsal maruziyetlerden kaynaklanan
risklerle iligkilidir. Farkli topluluklar i¢in kaydedilen en yiiksek insidansla en diisiik
oranin karsilastirilmasi veya zaman igindeki degisikliklerin incelenmesi, kanserin
diinyadaki dagilimin1 hangi faktorlerin belirledigine ve bu etkilerinden nasil
farklilastiklarina dair ipuglart saglar. En 6nemli faktdrden biri tiitlin icimidir. Akciger
kanserinin yiiksek gelirli iilkelerde goriilme sikligi artmistir. Kronik enfeksiyonlar
Afrika ve Asya'nin bazi bolgelerinde yaygin kanserlerde 6nemli bir rol oynamaya
devam etmektedir, ancak kronik enfeksiyonlar Avrupa ve Kuzey Amerika'da ¢ok daha
az yaygindir. Diyet, kanser gelisimi iizerinde bir etki yapar; Afrika ve Asya'nin bazi
bolgelerinde bu bazen aflatoksinler gibi giiclii kanserojenlerin etkisiyle iliskilidir,
ancak yiiksek gelirli iilkelerde bu oncelikle enerji agisindan zengin gida alimi ve
kismen diisiik fiziksel aktivite seviyelerine baghidir. Alkol alimi1 ve kasitli giinese
maruz kalma hakkindaki kisisel secimler, belirli kanser tiirlerinin insidansina yansir.
Diinya genelinde, tehlikeli islerde ¢alisma ve g¢evre kirliligi, diisiik ve orta gelirli

tilkelerde kansere neden olmaktadir (Stewart ve ark., 2014).
4.1.2. Kanser Biyolojisi

Rasyonel olarak tasarlanmis terapi gelistirmek ve Onleyici segenekler sunmak i¢in
kanser biyolojisini anlamak ¢ok onemlidir. On yillardir, kanser hiicrelerinin normal
hiicrelerden nasil farklilastigim tamimlamak igin arastirmalar yapilmustir. Insan
genomunun spesifikasyonu, DNA metilasyon modellerindeki degisiklikler gibi
epigenetik degisikliklerle belirlenen ilgili somatik mutasyonlar ve degistirilmis gen
ifadesi dahil olmak tizere cesitli yaklasimlar tiimor hiicresi tiplerinin normal
hiicrelerden nasil farklilagtiginin  tanimlanmasini  saglamisgtir. Mutasyon veya
epigenetik degisiklik, diger etkilerinin yani sira, metabolizmay1 degistirmis veya
bliylimeyi farkililastiran uyaranlara yanit olarak farklilasmis hiicre i¢i sinyallere
aracilik etmistir. Paralel olarak, kanser kok hiicrelerinin ve tiimor mikrogevresinin
rolleri tanimlanmistir. Buna gore iltihaplanma, yeni kan damarlarinin biiylimesi ve
bagisiklik tepkisinin modifikasyonunun tiimor biiyiimesine nasil aracilik ettigi, farkl
kanser onleme ve tedavi seceneklerinin belirlenmesini miimkiin kilmaktadir (Stewart

ve ark., 2014)



4.2. Meme Kanseri

Meme kanseri, kadinlar arasinda en sik goriilen kanser olup, her yil 2,1 milyon kadin
etkilemektedir ve kadinlar arasinda kansere bagli en fazla 6liime neden olmaktadir.
2018' de 627.000 kadinin meme kanserinden 61diigli tahmin edilmektedir - bu, kadinlar
arasindaki tiim kanser oliimlerinin yaklagik % 15'idir. Meme kanseri oranlari daha
gelismis bolgelerdeki kadinlar arasinda daha yiliksek olmakla birlikte, kiiresel olarak
hemen hemen her bolgede oranlar artmaktadir. Meme kanseri sonuglarini ve hayatta
kalmay iyilestirmek i¢in erken teshis 6nemlidir. Meme kanseri i¢in iki erken teshis
stratejisi vardir: erken tani ve tarama. Kadinlarin ¢ogunda zayif saglik sistemlerine
sahip sinirli kaynak ortamlarindan dolayr meme kanserinin geg evrede fark edildigi
goriilmektedir. Erken belirti ve semptomlarin bilinmesi, tan1 konan hastanin derhal
tedaviye sevk edilmesi ¢ok 6nem arz etmektedir, bu yilizden erken tani1 programlarina
oncelik vermelidir (Ferlay ve ark., 2018).

Iyi karakterize edilmis meme kanseri risk faktdrleri arasinda yas, aile dykiisii, {ireme
faktorleri, mamografik yogunluk bulunur. Meme kanserine neden olan ajanlar arasinda
alkol tiiketimi, kombine Ostrojen-progestojen kontraseptiflerin kullanimi ve menopoz
tedavisi ve X ve y radyasyonuna maruz kalma sayilabilir. Meme kanserlerinin kiiciik
bir kismi, yiiksek penetrasyonlu meme kanseri duyarlilik genlerindeki (BRCA1 ve
BRCA?2) kalitsal mutasyonlardan kaynaklanmaktadir. Birka¢ daha diisiik
penetrasyonlu gen de meme kanseri ile iliskilendirilmistir ve artan riskle baglantili
birgok lokus vardir. Son molekiiler ve genetik ¢alismalar, meme kanserinin prognozu
ve tedaviye yanit1 agisindan farklilik gosteren oldukg¢a heterojen bir hastalik grubu
oldugunu vurgulamistir. Farkli meme kanseri alt tiplerinin altinda yatan molekiiler
yolaklarin ve genetik degisikliklerin daha iyi anlagilmasi, meme kanseri tedavisine

daha hedefli ve kisisellestirilmis bir yaklasima yol agmaktadir (Stewart ve ark., 2014).
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Sekil 4.2.1. Meme kanseri patogenezi ve histolojik ve molekiiler alt tipleri.

(http://www.pathophys.org/breast-cancer/breastcancer-copy/, erisim tarihi: 04 Mart

2020’den degistirilerek kullanilmistir.)

Meme, glandiiler ve stromal dokudan olusur. Glandiiler doku,
kanallan

g lobdlleri icerir. $troma, loblar arasindaki alam kapsar.

Her bir terminal kanal lobu

Her bir lob, meme uowna agitan
areotanin altindaki laktifer siniise
genigleyen biyiik bir laktiferiz
kanala akar.

Ibirimi, loblar halinde
diizenlenmiy dalh
tiibdiloatve olar bezlerden
wlugur.

Sekil 4.2.2. Meme anatomisi ve histolojisi.

cancer/breastnormal-copy/, erisim tarihi:

kullanilmistir.)
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4.2.1. Meme Kanseri Etiyolojisi

Meme kanseri etiyolojisi; endokrin ve hi¢ dogum yapmamislik, 30 yasindan sonra ilk
dogum ve hormonal 6ykii dahil olmak {izere iireme faktorlerini igeren bir ¢ok faktore
baglhdir; alkollii iceceklerin tiiketimi, bazi kontraseptiflerin kullanim1 ve menopozal
(hormon replasmani) tedavi ve iyonlastirici radyasyona maruz kalma gibi ¢evresel
faktorler; ve yiiksek kalorili diyetler ve egzersiz eksikligi gibi yasam tarzi faktorlerine
de baghdir. Bu tiir yasam tarzi faktorlerinin bir siiredir var oldugu sanayilesmis
iilkelerde yillik goriilme sikligi 100.000 kadin basmma 70-90 yeni vakadir.
Sanayilesmenin daha yeni oldugu iilkelerde meme kanseri vakalarinda artan bir
insidans ve daha yiiksek 6liim orani vardir. Meme kanserinin kii¢iik bir kismi ailesel
bir yatkinliktan kaynaklanmaktadir ve iki yiiksek riskli-yiiksek penetrasyonlu gen
tamimlanmistir; BRCA1 ve BRCAZ2. Bu genlerdeki mutasyonlar, meme kanseri riskini
biiyiik 6l¢iide artirir. Birkag daha diisiik penetrasyonlu gen de tanimlanmaistir ve genom
icinde artan riske bagli olan ancak belirli genlerin hentiz tanimlanmadig birgok lokus
vardir. Bu nedenle, meme kanseri olan ¢ogu hasta i¢in, kisisel ve aile oykiisii ile tireme
ve yasam tarzi faktorleri dahil olmak tizere ¢oklu faktorler timor gelisiminde rol oynar
(Stewart ve ark., 2014).

4.2.2. Meme Kanseri Epidemiyolojisi

Meme kanseri, kadinlar arasinda en sik teshis edilen kanser ve kanserden Oliimiin
nedenidir. 2012 yilinda tahmini 1,7 milyon yeni vaka (kadinlarda tiim kanserlerin %
25'1) ve 0,5 milyon kanser 6liimii (kadinlarda tiim kanser 6liimlerinin % 15') vardir.
140 iilkede kadinlarda en sik goriilen kanser tanist meme kanseridir. 101 iilkede en stk
kanserden dolay: 6liim nedenidir. Yasa gore standart insidans oranlari bat1 Avrupa'da
en yiiksek ve Dogu Asya'da en diisiiktiir. Insani gelisme en yiiksek seviyelere ulasan
iilkelerde insidans oranlar1 artma egilimindedir. Diisiik ve cok yiiksek kalkinma
seviyelerine sahip olarak siniflandirilan iilkeler arasinda 2 kattan fazla bir fark vardir.
Tahmini yeni vakalarin yaklagik % 43'i ve kanser dliimlerinin % 34'i Avrupa ve
Kuzey Amerika'da meydana gelmistir. Oliim oranlari, 1980'lerin sonlarindan ve
1990'larin basindan bu yana, ¢ok gelismis iilkelerde, gelismis tespit ve erken tani
(popiilasyon tabanli tarama yoluyla) ve daha etkili tedavilerin bir kombinasyonunun

bir sonucu olarak azalmaktadir (Stewart ve ark., 2014).
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Sekil 4.2.3. Globocan 2018 arastirmasina gore tlirkiyeninde dahil oldugu asya kitasi
tizerindeki kanser cesitlerinin oranlart.
(http://gco.iarc.fr/today/data/factsheets/populations/935-asia-fact-sheets.pdf,  erisim
tarihi: 04 Mart 2020°den degistirilerek kullanilmistir.)
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Sekil 4.2.4. Globocan 2018 arastirmasina gore tiirkiye tizerindeki kanser ¢esitlerinin
oranlari. (http://gco.iarc.fr/today/data/factsheets/populations/792-turkey-fact-

sheets.pdf, erisim tarihi: 04 Mart 2020’den degistirilerek kullanilmistir.)
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Sekil 4.2.5. Globocan 2018 aragtirmasina gore tiirkiye iizerindeki kanser ¢esitlerinin

ayrmtili oranlari. (http://gco.iarc.fr/today/data/factsheets/populations/792-turkey-fact-

sheets.pdf, erisim tarihi: 04 Mart 2020’den degistirilerek kullanilmistir.)

4.2.3. Meme Kanseri Siniflandirilmasi
4.2.3.1. Meme kanseri histopatolojik siniflandirilmasi

Birgok meme kanseri tiirii ve bunlar1 tanimlamanin bir¢ok farkli yolu vardir. Meme
kanseri teshisi ile farklt meme kanserlerini karsilastirmak kolaydir. Meme kanseri tiirii,
memedeki etkilenen spesifik hiicreler tarafindan belirlenir. Cogu meme kanseri,
viicuttaki organlar1 ve dokular1 hizalayan epitel hiicrelerinde baslayan tiimorler
olan karsinomlardir. Memede karsinomlar olustugunda, genellikle kanallardaki (siit
kanallarinda) veya lobiillerde (stt ireten bezlerde) hiicrelerde
baslayan adenokarsinom adi verilen daha spesifik bir tiptir. Meme kanseri tiiri,
kanserin yayilip yayilmadigini da belirtebilir. Yerinde meme kanseri (in situ duktal

karsinom veya DCIS) siit kanalinda baslayan ve meme dokusunun geri kalaninda

14


http://gco.iarc.fr/today/data/factsheets/populations/792-turkey-fact-sheets.pdf
http://gco.iarc.fr/today/data/factsheets/populations/792-turkey-fact-sheets.pdf

biiyiimeyen bir kanserdir. Invaziv (veya infiltratif) gogiis kanseri ¢evreleyen meme
dokusu igine yayilma 6zelligine sahip olan meme kanserlerinin hepsini tarif etmek igin
kullanilmaktadir. Duktal karsinoma in situ (DCIS; intraductal karsinom olarak da
bilinir), invaziv olmayan veya pre-invaziv bir meme kanseridir. invaziv (veya infiltre
edici) meme kanseri ¢evredeki meme dokusuna yayilmistir. En yaygin tipler invaziv
duktal karsinom ve invaziv lobiiler karsinomdur. Invaziv duktal karsinom, tiim
meme kanserlerinin yaklasik % 70-80'ini olusturur. Bazi invaziv meme kanserlerinin
0zel Ozellikleri vardir veya tedavilerini ve goriiniimlerini etkileyen farkli sekillerde
geligirler. Bu kanserler daha az yaygindir, ancak diger meme kanseri tiplerinden daha
ciddi olabilir. Uclii negatif meme kanseri, tiim meme kanserlerinin yaklasik % 15'ini
olusturan agresif bir invaziv meme kanseri tiiriidiir. Tedavisi zor bir kanserdir.
Inflamatuar meme kanseri, nadir goriilen bir invaziv meme kanseri tiiriidiir. Tiim
meme kanserlerinin yaklasik % 1 ila % 5'ini olusturur. Memedeki diger hiicre tiirlerini
etkileyen bagska meme kanseri tiirleri vardir. Bu kanserler ¢ok daha az yaygindir ve
bazen farkli tedavi tiirlerine ihtiya¢ duyar. Memenin paget hastaligi meme kanallarinda
baslar ve meme ucunun derisine ve daha sonra areola (meme basi ¢evresindeki koyu
daire) yayilir. Tim meme kanseri vakalarinin sadece yaklasik % 1 ila 3'iinii olugturan
nadir meme kanseri tiiriidiir. Memenin sarkomlar tiim meme kanserlerinin % 1'inden
daha azini olusturan nadir meme kanseri tiiriidiir. Anjiyosarkom, kan damarlarini veya
lenf damarlarini hizalayan hiicrelerde baglar, meme dokusunu veya memenin derisini
icerebilir. Bazilar1 o bolgedeki onceki radyasyon tedavisi ile ilgili olabilir. Filloid
timorler nadir goriilen meme tlimorleridir. Kanallarda veya lobiillerde gelisen
karsinomlarin aksine, memenin bag dokusunda (stroma) gelisirler. Cogu iyi huyludur,
ancak malign (kanser) olan diger tiirleri de vardir
(https://www.cancer.org/cancer/breast-cancer/understanding-a-breast-cancer-

diagnosis/types-of-breast-cancer.html#references erisim tarihi: 04 Mart 2020).
Diinya saglik orgiitii tarafindan yapilan siniflandirma asagidaki gibidir.

1) In situ karsinom
a) In situ duktal karsinom (DCIS)
b) In situ lobiiler karsinom (LCIS)

2) Invaziv karsinom
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a) Duktal karsinom (% 70-80)

b) Lobiiler karsinom (% 5-10)

c) Tibiiler karsinom (% 2)

d) Kribriform karsinom (%1)

e) Mediilller karsinom (% 1-5)

f) Miisindz (kolloid) karsinom (% 1-2)
g) Invaziv papiller karsinom (% 1)
h) Invaziv mikropapiller karsinom
1) Apokrin karsinom

J) Sekretuar (juvenil) karsinom

k) Adenoid kistik karsinom

I) Metaplastik karsinom

m) Noéroendokrin timor

n) Inflamatuar karsinom ( Tavasolli ve ark., 2003)

Meme Kanseri
Meme kanserinin histolojik ' A
siniflandirmasi
'y } .
in Situ Karsinom invaziv Karsinom
s —
(mae) 7 /| \ \L ‘lnm“‘/"
Duktal Lubiiler - ¥ \ % b
7\ G N (Medolary )
ARG v T ((Cinvasive Mudnous \
Comado / \ d Low \ ‘
/ \ hatclogical Lobular_/ | Infitrating |\ fcolloid) /
Cros;m : vafiabon \Ductal_/
4 Papllary
Meropapdary
Sekil 4.2.6. Meme kanseri histopatolojik siniflandirilmasz.

(https://www.researchgate.net/figure/Histological-classification-of-breast-cancer-

subtypes-This-scheme-currently-used-by figl 47701118, erisim tarihi: 04 Mart

2020’den degistirilerek kullanilmistir.)
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4.2.3.2. Meme kanseri molekiiler siniflandirma

Meme kanseri hastalarmin sag kalim oranmi iyilestirmek ig¢in ilgili genlerin ve
belirteglerin galisilarak erken saptanmasi biiyiik onem tagimaktadir (Khawaled ve ark.,
2017). Bu ¢alismalar erken tan1 ve kisisel tedavi uygulamalar1 i¢in degerlidir. Ostrojen
reseptorii (ER) ve progesteron reseptorii (PR) ve insan epidermal biiylime faktorii
reseptorii 2 (HER - 2) gibi meme kanserinin yaygin biyolojik gostergeleri, molekiiler
diizeyde meme kanseri tanisinin konulmasmin yani sira, klinik c¢aligmalarinda
molekiiler alt tip siniflandirilmasi ile uygun tedavi yonteminin belirlenmesinde

etkilidir (Wang ve ark., 2018).

Meme kanseri, cesitli genetik degisiklikler ve belirgin morfolojik ve molekiiler
ozellikler ile karakterize edilen karmagik ve heterojen bir hastaliktir. Gen ekspresyon
profili ile birlikte 6strojen reseptorii alfa (ER), progesteron reseptorii (PR) ve insan
epidermal biiyiime faktorii reseptorii-2 (HER2) durumunun degerlendirilmesi, meme
kanseri'nin bir alt tip siniflandirmasini ortaya ¢ikarmistir. Siniflandirma; Liimen A (ER
+/ PR +, HER2-), Limen B (ER +/ PR +, HER2 +), HER2 + ile zenginlestirilmis
(HER2 pozitif) ve Bazal benzeri veya Uglii Negatif (ER -, PR -, HER2-) yapilmaktadir
(Perou ve ark., 2000). Her alt tip farkli prognoza sahiptir, uygun tedaviye ihtiya¢ duyar
ve spesifik yanit gosterir (Serlie ve ark., 2001).

Daha lyi Prognoz Timor Alt Tipleri Daha Kétii Prognoz

LumlnalA' Luminal B | HER2+ | Triple negative
,/. \\

| Basal | cloudin-tow | mec | ==

Luminal Luminal-HER2+ ER-negative-HER2+ Basal

S I~

Az Agresif Yapi —BanlA I L] \I
Fazla Agresif Yapi
Hiicre Hatt: Alt Tipleri
Sekil 4.2.7. Meme kanseri molekiiler siniflandirmasi.

(https://www.jcancer.org/v08p3131.htm, erisim tarihi: 04 Mart 2020’den
degistirilerek kullanilmistir.)
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4.3. Hiicre Hatlari Molekiiler ve Hiicresel Biyolojisi

4.3.1. MDA-MB-453 Hiicre Hatt1

Meme kanseri metastatik karsinomudur. MDA-MB-453 hiicre hatt1 48 yasindaki
beyaz 1rk bir kadinin meme kanseri dokunsundan 1976 yilinda elde edilmistir. Hiicre
kiiltiirii ortaminda flaska yapisir. Ostrojen reseptdrii ve progesteron reseptdrii negatif
olup HER2 amplifikasyonu pozitif olan hiicre hattidir. Bu nedenle UNMK olmayan

smiflandirmasina dahildir (Kao. ve ark. 2009).

ATCC Number: HTB-131 ™
Designation:  MDA-MB-453

ATCC:

g > E".‘."D," ~B".'f§i\'s 2 o v o a¥s B Mg
Low Density Scale Bar = 100pm High Density Scale Bar = 100pm

Resim 4.3.1. MDA-MB-453 meme kanseri hiicre goriintiisi.
(https://www.lgcstandards-atcc.org/Products/All/HTB-

131.aspx?geo_country=tr#documentation, erisim tarihi: 04 Mart 2020)
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4.3.2. T47D Hiicre Hatti

Meme kanseri invaziv duktal karsinomasidir. T47D hiicre hatt1 54 yasindaki beyaz irk
bir kadinin meme kanseri dokunsundan 1981 yilinda elde edilmistir. Hiicre kiiltiirii
ortaminda flaska yapisir. Ostrojen reseptdrii ve progesteron reseptdrleri pozitif olup
HER2 amplifikasyonu negatif olan hiicre hattidir. Bu nedenle UNMK olmayan sinifina
dahildir (Kao. ve ark., 2009)

ATCC Number: HTB-133
Designation:  T-47D

Low Density Scale Bar=100pm  High Density Scale Bar = 100ym

Resim 4.3.2. T47D meme kanseri hiicre goriintiisii. (https://www.lgcstandards-
atcc.org/Products/All/HTB-133.aspx?geo_country=tr#documentation, erisim tarihi:
04 Mart 2020)
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4.3.3. MCF10A Hiicre Hatt1

MCF10A hiicre hatt1 tiimorigenik olmayan epitel hiicre hattidir. MCF10A hiicre hatt1
36 yasindaki beyaz ik bir kadinin meme epitel dokusundan 1984 yilinda elde
edilmistir. Elektron mikroskopuyla ¢ekilmis hiicre goriintiilerinde luminal duktal

karakterizasyonda oldugu belirtilmistir (Soule ve ark., 1991).

ATCC Number: CRL-10317
Designation: ~ MCF-10A

Low Density High Density

Resim 4.3.3. MCF10A meme epiteli hiicre gorintiisii. (https://www.lgcstandards-

atcc.org/products/all/CRL-10317.aspx?geo_country=tr#documentation, erisim tarihi:
04 Mart 2020)

4.4. Non Steroidal Antienflamatuar ilaclar (NSAID), Naproksen ve Apoptoz
Tliskisi

Steroid olmayan anti-enflamatuar ilaglar (NSAID'ler), enflamatuar durumlarin
tedavisi i¢in yaygin olarak kullanilan g¢esitli bir ilag sinifidir, birgok kanser tiiriiniin
onlenmesinde ve tedavisinde oldukg¢a etkili oldugu bulunmustur. Bununla birlikte,
siklooksijenaz (COX) inhibisyonundan kaynaklanan toksisite ve fizyolojik agidan
onemli prostaglandinlerin baskilanmasi kanser kemopreventi i¢in kullanimlarinm
smirlar. Bu durum arastirmacilar gastrointestinal ya da kardiyovaskiiler yan etkilere
yol agmayacak, ancak etkili bir anti-kanser aktivitesi gosterebilecek NSAID

tiirevlerini elde etmek i¢in molekiil yapilarini manipiile etmeye tesvik etmistir. Yapilan
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arastirmalar ve raporlar, bazit NSAID tiirevleriningesitli kanser hiicresi soylarina karsi
anti-kanser aktivitesi gosteren etkili ajanlar oldugunugdstermistir. Steroid olmayan
antienflamatuar ilaglar modern tipta en sik recete edilen ilaglar arasindadir. Agri, ates
ve inflamasyonun hafifletilmesinde ¢ok etkilidirler. NSAID'ler, arasidonik asidin
prostaglandinlere ve tromboksanlara doniisiimiinii katalize eden bir enzim olan
siklooksijenazin inhibisyonu yoluyla antienflamatuar etkilerini gosterir. Diinyadaki
niifusun yaglanmasi ve biliylimesinin yani sira, 6zellikle gelismekte olan iilkelerde
kansere neden olan davranmislarin, ozellikle sigara igiciliginin giderek daha fazla
artmasi nedeniyle, kiiresel kanser yiikii biiylik 6l¢lide artmaya devam etmektedir.
GLOBOCAN 2008 tahminlerine gore, 2008 yilinda yaklasik 12.7 milyon kanser
vakast ve 7.6 milyon kanser Oliimiiniin meydana geldigi tahmin edilmektedir;
bunlardan % 56's1 ve 6liimlerin % 64'ii ekonomik olarak gelisen iilkelerde meydana
gelmigstir. NSAID ilaglardan olan Aspirin i¢in kanser gelisimine karst koruyucu bir
roliin ilk raporu 1988'de kolorektal kanseri ile iligkisi yoluyla belgelenmistir. Daha
sonra kolon ve / veya rektumda benzer etkileri gosteren ¢ok sayida ¢alisma yapilmistir.
Diger organlar icin de faydali etkiler tanimlanmistir. Antineoplastik aktiviteleri
acisindan in vitro ¢aligmalar, mekanizmanin esas olarak apoptozun indiiklenmesi ve
hiicre ¢ogalmasinin dnlenmesinden kaynaklandigini gostermistir. Diger ¢alismalarda,
fosfodiesteraz-5 (PDE-5) inhibisyonu veya siklik guanozin monofosfat (cGMP)
yiikselmesi gibi COX'den bagimsiz veya hedef dist etkilerin de bu ilaglarin
antineoplastik 6zelliklerine katkida bulunabilecegini diisiindiirtmektedir (Elsaman ve
ark., 2016).
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Sekil 4.4.1. En yaygin NSAID'lerin kimyasal yapilari. (Elsaman ve ark., 2016)
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Sekil 4.4.2. Naproksenin kimyasal yapisi ve kimyasal yapisinin 3 boyutlu yapisi.
(https://en.wikipedia.org/wiki/Naproxen, erisim tarihi: 04 Mart 2020)

Yeni ilaglarin gelistirilmesinde yer alan biiyiik maliyet ve zaman nedeniyle, ilag
yeniden repozisyonu (yeniden yerlestirme) kullanimi &zellikle caziptir. Ilaglarin
yeniden repozisyonu (yeniden yerlestirme), yeni kullanimlar i¢in mevcut ilaglarin
gelistirilmesi olarak tanimlanmaktadir. Piyasadaki mevcut ilaglar toksisite ve glivenlik
acisindan zaten test edilmistir ve Gida ve Ilag idaresi'nden lisans almak igin uygun
veya onaylanmis farmakokinetik oOzelliklere sahiptir. Ayrica, yeni bir ilacin
gelistirilmesi genellikle 10 ila 17 y1l gerektirirken, ilacin yeniden konumlandirilmasi
bir ilacin hastaya getirilmesi icin gereken siireyi azaltabilir. Bu nedenle, ilaglarin
yeniden konumlandirilmasi yeni ilag gelistirmeye kiyasla 6nemli olgiide para ve

zaman tasarrufu saglayabilir. (Kim ve ark., 2014).

Enflamasyon ve kanser arasindaki fonksiyonel iligski ilk olarak 1863'te Rudolf
Virchow'un kanserin kronik inflamasyon boélgesinde ortaya ¢iktigini varsaydigi zaman
ortaya c¢ikti. O zamandan beri c¢ok sayida calisma, kronik inflamasyonun
tiimorogenezdeki rolii ve steroid olmayan antienflamatuar ilaglarin (NSAID) anti-
kanser ajanlar1 olarak potansiyel kullanimi {izerinde durdu. Her ne kadar
gastrointestinal kanama ve artmis kardiyovaskiiler problemler bilinen NSAID'lerin
coguyla iliskili olsa da, naproksen, insanda olas1 kardiyoprotektif rolii olan, olumsuz
kardiyovaskiiler etkilerin az gorildigi bir ilagtir.. Faz II klinik caligmasinda,
naproksenin ilerleyici prostat kanserini erken tekrarlayan hastaliklarla tedavi etmede

giivenli ve etkili oldugu bulunmustur ve son zamanlarda kolon kanseri murin modeli
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kullanilarak yapilan yeni bir ¢aligma, bu ilacin anti-kanser 6zelliklerini de gdstermistir.
NSAID'lerin kemopreventif etkilerini gosterdikleri molekiiler mekanizmalar, bugiine
kadar yogun bir tartisma konusudur. En ¢ok kabul goren hipotez, siklooksijenaz
(COX-1 ve —2) inhibisyonu ile prostaglandin diizeylerini diisiirme o6zelliklerine
odaklanmistir. Meme kanseri hastalarinda artmis prostaglandin E2 (PGE2) seviyeleri
ile birlikte COX-2'nin asir1 ekspresyonu bildirilmistir. Bilinen bir COX-2'den
tiiretilmis prostaglandin olan PGE2'nin, lokal timdr mikro ortamin1 modiile ederek
kanser hiicrelerinin ilerlemesinde ve metastazinda Onemli bir rol oynadigi
unutulmamalidir. Bu nedenle, kanser hiicrelerinde PGE2'yi azaltmak i¢in gelismis bir

kapasiteye sahip molekiiller biiyiik ilgi gérmektedir (Deb ve ark., 2014).

Sican mesane kanser hiicreleri ile yapilan bir calismada naproksen i¢in potansiyel
hedef bolgeler belirlenmistir ve bilgisayar kinaz profilleme caligmalar1 sonucunda
fosfatidilinositol 3-kinazin (P13-K) naproksen i¢in 6nemli bir potansiyel bolge oldugu
gosterilmistir. Bu profilleme ¢alismasi, in-vitro kinaz ¢alismalariyla desteklenerek,
naproksenin fosfatidilinositol 3-kinazin (PI3-K) ile etkilestigi ve kinaz aktivitesini

inhibe ettigi gosterilmistir (Kim ve ark., 2014).
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Sekil 4.4.3. Naproksenin, PI3-K sinyal yolunun inhibisyonu yoluyla aracilik edilen

hiicre dongiisii ve apoptozun diizenlenmesi {izerindeki etkisini gosteren bir sema. (Kim

ve ark., 2014).

Diinya’da ve Tiirkiye’de en yaygin kanser tlirlerininden biri olan meme kanseri
tedavisine yonelik yeni molekiillerin  gelistirilmesi  iizerinde ¢aligmalar
mevcuttur. Giliniimiizde, Non-steroidal antiinflamatuvar etkinligi oldugu bilinen (+)-
2-(6-Metoksi-2-naftil) propionik asit (Naproksen)’in, insan gogiis kanserinde (MCF7),
(Debve ark., 2014), mesane kanserinde (Kimve ark., 2014), kolorektal
adenokarsinoma (CaCo2), hepatoselliiler karsinoma (HepG2), epiteloid serviks
karsinoma (Hela), akciger karsinoma (ASW9), meme bezi karsinoma ve epidermoid
larenks karsinoma (Hep2) (Motwami ve ark, 2013) hiicrelerinde antikanser etkinligi

bildirilmistir.
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4.5. Apoptoz

Programlanmis hiicre 6liimii veya apoptoz stireci genellikle farkli morfolojik 6zellikler
ve enerjiye bagli biyokimyasal mekanizmalar ile karakterizedir. Apoptoz, normal
hiicre dongiisii, bagisiklik sisteminin diizgiin gelisimi ve igleyisi, hormona bagl atrofi,
embriyonik gelisim ve kimyasal kaynakli hiicre 6liimii gibi ¢esitli siire¢lerin hayati bir
bileseni olarak kabul edilir. Uygunsuz apoptoz (¢cok az veya ¢ok fazla), nérodejeneratif
hastaliklar, iskemik hasar, otoimmiin bozukluklar ve bir¢ok kanser tiirii tizerinde etkili
bir faktordiir. Bir hiicrenin yasamini veya O6liimiini modiile etme yetenegi ayni
zamanda oldukga genis bir terap6tik potansiyelsunar. Bu nedenle, arastirmalar, hiicre
dongiisii mekanizmalarini aydinlatilmasi ve analizine, hiicre dongiisiiniin durmasini ve
apoptozu kontrol eden sinyal yollarina odaklanmaya devam etmektedir. Bu amagla,
apoptoz arastirma alani hizli bir sekilde ilerlemektedir. Anahtar apoptotik proteinlerin
bircogu tanimlanmis olmasina ragmen, bu proteinlerin molekiiler etkilerinin agikliga

kavusturulmasi ¢alismalar1 devam etmektedir (ElImore, 2007).

Cytotoxic T lymphocytes (CTLs)
Natural killer (NK] cells

| Q< AM - DNADamge

. LN\ L

W cjun ApL Y MY DNA fragmentation % § §
'DNA Fragmentation - -
—)/w Asurw:l genes. + | \ Low synthesis of poly {ADP-ribose} * ks

" w :Y Bak Bax PIDD T ofk’ " Bim-mediated mitochondrial
FAPLLAP/XIAP i Bid Apaf-1 pS3AIPI e apoptotic events
GaddSALFUP. S\ Fas TRAILR2 e ke Disruption of &~
i RS P53 Fas Fasd < PUMA NOXA T e TR i '
TRAF1/280XL B Pro-apoptotic v

Pro-surwal genes genes Pro-apoptotic genes Apoptosis.

Sekil 4.5.1. Apoptoz yolaklar1 sematik gdésterimi.
(https://www.cusabio.com/pathway/Apoptosis.html, erisim tarihi: 04 Mart 2020)
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Apoptoz (a-po-toe-sis) terimi ilk olarak 1972'de Kerr, Wyllie ve Currie tarafindan
morfolojik olarak farkli bir hiicre 6liimii formunu tanimlamak i¢in klasik bir makalede
kullanildi, ancak apoptoz kavraminin bazi bilesenleri agikg¢a yillar once tarif edilmistir.
Memeli hiicrelerinde apoptoz siirecinde yer alan mekanizmalar hakkindaki
anlayisimiz, nematod Caenorhabditis elegans'in gelisimi sirasinda meydana gelen
programlanmis hiicre Oliimiiniin  aragtirllmasindan  kaynaklanmaktadir. Bu
organizmada, yetigkin solucanin olusumunda 1090 somatik hiicre tiretilir, bunlardan
131 tanesi apoptoz veya "programlanmis hiicre Slimi" gecirir. Bu 131 hiicre,
solucanlar arasinda esasen degismez olan bu siirecte dikkat ¢ekici dogruluk ve
kontrolii gdsteren gelistirme silirecinde belirli noktalarda Olmektedir. Apoptoz o
zamandan beri, hiicrelerin genetik olarak belirlenmis eliminasyonunu igeren
“programlanmig” hiicre 6limiiniin ayirt edici ve 6nemli bir noktasi olarak kabul
edilmistir. Bununla birlikte, programlanmis hiicre Oliimiiniin farkli formlarinin
olabilecegi ve bu farkli formlarin bazilarinin heniiz kesfedilmemis olabilecegini

belirtmek énemlidir (EImore, 2007).

Apoptoz, normal olarak gelisme ve yaslanma sirasinda ve dokulardaki hiicre
popiilasyonlarini korumak i¢in homeostatik bir mekanizma olarak ortaya ¢ikar. Ayrica
apoptoz, bagisiklik reaksiyonlarinda veya hiicrelerin hastalik veya zararli maddelerden
zarar gormesi gibi durumlarda ortaya ¢ikan bir savunma mekanizmasidir. Apoptozu
tetikleyebilen hem fizyolojik hem de patolojik ¢ok ¢esitli uyaran ve kosullar olmasina
ragmen, ayni uyarana yanit olarak tiim hiicrelerin kesin 6liimi beklenmez. Isinlama
veya kanser kemoterapisi igin kullanilan ilaglar, bazi hiicrelerde DNA hasariyla
sonuglanir ve bu da p53'e baghh bir yoldan apoptotik O6liime yol acabilir.
Kortikosteroidler gibi bazi hormonlar, baz1 hiicrelerde (6rn. Timositler) apoptotik
oliime yol agabilirken, bazi hiicrelerde apoptotik 6lim ger¢eklesmez veya hiicre

¢ogalmasi gozlemlenir (EImore, 2007).

Bir kisim hiicreler ligand baglanmasi ve protein ¢apraz baglanmasi yoluyla apoptoza
yol agabilen Fas veya TNF reseptorlerini eksprese etmektedir. Bazi hiicrelerin, hormon
veya biiyiime faktorii gibi bir hayatta kalma faktorii tarafindan bloke edilmesi gereken
bir 6liim yolu vardir. Ayni zamanda, apoptozu nekrozdan ayirt etme sorunu da vardir,

bu iki siire¢ bagimsiz olarak, sirayla ve ayni1 anda meydana gelebilir. Bazi durumlarda
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hiicrelerin apoptoz veya nekroz nedeniyle 6liip 6lmedigini belirleyen, uyaranlarin tiirii
ve / veya uyaranlarin derecesidir. Diigiik dozlarda, 1s1, radyasyon, hipoksi ve sitotoksik
antikanser ilaglar1 gibi ¢esitli zararli uyaranlar apoptozu indiikleyebilir, ancak bu ayni
uyaranlar daha yiiksek dozlarda nekroza neden olabilir. Son olarak, apoptoz, “kaspaz”
adi verilen bir grup sistein proteazinin aktivasyonunu ve baslangi¢ uyaranlarini
hiicrenin son oliimiine baglayan karmasik bir olaylar dizisini iceren koordineli ve

genellikle enerjiye bagimli bir siire¢ olarak tanimlanabilir (EImore, 2007).

Apoptotik hiicre 6liimiine alternatif olarak nekroz ise hiicrenin pasif bir kurban oldugu
ve enerjiden bagimsiz bir 6lim tarzini takip ettigi toksik bir siiregtir. Ancak nekroz,
hiicre 6liimiinden sonra meydana gelen yikici siireclere atifta bulundugundan, bazilari
tarafindan hiicre 6limii mekanizmasini tanimlamak i¢in uygun olmayan bir terim
olarak kabul edilir. Nekroza onkoz, karyoliz ve hiicre sismesi gibi ozelliklerle
karakterize iken, apoptozu Kkarakterize edensiirecler hiicre biiziilmesi, piknoz ve
karyoreksisolarak tanimlanmistir. Bu nedenle, "onkotik hiicre 6limi" ve "onkotik
nekroz" terimleri, hiicre sismesinin eslik ettigi hiicre Oliimiinii tanimlamak igin
alternatifler olarak Onerilmistir, ancak bu terimler su anda yaygin olarak
kullanilmamaktadir (ElImore, 2007).

Apoptoz ve nekrozun mekanizmalar1 ve morfolojileri farkli olsa da, bu iki siire¢
arasinda ortak noktalar vardir. Kanitlar, nekroz ve apoptozun “apoptoz-nekroz
stirekliligi” olarak tanimlanan ortak bir biyokimyasal agin morfolojik ifadelerini temsil
ettigini gostermektedir. Ornegin, devam eden bir apoptotik siireci nekrotik bir siirece
doniistiirecek iki faktor, kaspazlarin ve hiicre i¢ci ATP'nin mevcudiyetinde bir azalmay1
igerir. Bir hiicrenin nekroz veya apoptoz ile olip 6lmedigi kismen hiicre 6lim

sinyalinin dogasina, doku tipine, dokunun gelisim evresine ve fizyolojik ortama
baglidir (Elmore, 2007).

Geleneksel histoloji kullanarak, apoptozu nekrozdan ayirmak her zaman kolay degildir
ve uyaranin yogunlugu ve siiresi, ATP tiikenmesinin derecesi ve kaspazlarin
mevcudiyeti gibi faktorlere bagli olarak ikisi ayni anda ortaya gikabilir. Nekroz,
genellikle genis hiicre alanlarini etkileyen kontrolsiiz ve pasif bir siiregtir, oysa apoptoz

kontrol edilir ve enerjiye baglidir ve tek tek veya hiicre kiimelerini etkileyebilir.
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Nekrotik hiicre hasarina iki ana mekanizma aracilik eder; hiicrenin enerji kaynagina

miidahale ve hiicre zarlarina dogrudan hasar (Elmore, 2007).

Nekroz ile ortaya ¢ikan bazi 6nemli morfolojik degisiklikler arasinda hiicre sismesi;
sitoplazmik vakuol olusumu; sismis endoplazmik retikulum; sitoplazmik kabarciklarin
olusumu; yogunlagmis, sismis veya yirtilmis mitokondri; ribozomlarin ayristirilmasi
ve ayrilmasi; bozulmus organel membranlar; sismis ve yirtilmis lizozomlar; ve
sonunda hiicre zariin bozulmasi. Hiicre zar1 biitiinliigiiniin kaybi, sitoplazmik i¢erigin
cevre dokuya salinmasina ve sonugta enflamatuar hiicrelerin alinmasiyla kemotatik
sinyaller gonderilmesine neden olur. Apoptotik hiicreler ise hiicresel bilesenlerini
cevreleyen interstisyel dokuya serbest birakmadiklarindan ve makrofajlar veya bitisik
normal hiicreler tarafindan hizli bir sekilde fagositozlandiklari i¢in esasen enflamatuar
reaksiyonbaslatmazlar. Piroz ve karyoreksisin apoptoz i¢in 6zel olmadigini ve nekroz
ile ortaya ¢ikan sitomorfolojik degisiklik spektrumunun bir pargasi olabilecegini

belirtmek de 6nemlidir (Elmore, 2007).

Bugiine kadar, arastirmalar iki ana apoptotik yol oldugunu gostermektedir: ekstrinsik
veya oliim reseptor yolu ve intrinsik veya mitokondriyal yol. Bununla birlikte, simdi
iki yolun baglantili olduguna ve bir yoldaki molekiillerin digerini etkileyebilecegine
dair kanitlar vardir. T hiicresi aracili sitotoksisite ve hiicrenin performans-
granzimedent bagimli dldiiriilmesini iceren ek bir yol vardir. Performans/granzim
yolu, granzim B veya granzim A yoluyla apoptozu indiikleyebilir. Ekstrinsik, intrinsik
ve granzim B yollari, ayn1 terminalde veya yliriitme yolunda birlesir. Bu yol, kaspaz-
3'lin parcalanmasiyla baglatilir ve DNA parcalanmasi, hiicre iskeleti ve niikleer
proteinlerin bozulmasi, proteinlerin ¢apraz baglanmasi, apoptotik cisimlerin olusumu,
fagositik hiicre reseptorleri i¢in ligandlarin ekspresyonu ve son olarak fagositik

hiicreler tarafindan tutulumu ile sonuglanir. (Elmore, 2007).
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Sekil 4.5.2. Meme kanseri apoptotik yolaklarin sematik gdsterimi.
(https://www.cusabio.com/Breast-Cancer/?key=PR, erisim tarihi: 04 Mart 2020)

4.6. Mitokondriyal Membran Potansiyeli

Hiicre sagligimin 6nemli bir gostergesi olan mitokondriyal fonksiyon, mitokondriyal
membran potansiyelindeki (MMP) degisiklikler izlenerek degerlendirilebilir.
Genellikle hiicrenin gii¢ evleri olarak adlandirilan mitokondri, hiicresel fizyolojide
hayati bir rol oynar. Okaryotik hiicrelerdeki hiicresel enerjinin (ATP) ¢ogunlugu,
mitokondride oksidatif fosforilasyon yoluyla iiretilir; bu sirada elektronlar, elektron
donorlerinden oksijen gibi elektron alicilarina aktarilir. Mitokondriyal elektron tasima
zinciri, bir dizi redoks reaksiyonu yoluyla elektrokimyasal bir gradyan olusturur. Bu
elektrokimyasal gradyan, ATP sentezini yonlendirir ve mitokondriyal fonksiyonu
degerlendirmek i¢in anahtar bir parametre olan mitokondriyal membran potansiyelini
(MMP) iiretir. Mitokondriyal disfonksiyonlar, kanser, kardiyovaskiiler hastaliklar,
diyabet ve norodejeneratif hastaliklar gibi ¢esitli bozukluklarla iliskilendirilmistir.

Ksenobiyotik bilesiklerin toksisitesi mitokondriyal fonksiyon iizerinde dogrudan veya
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ikincil bir etkiye sahip olabilir. Bu bilesiklerin ¢ogu, mitokondride gesitli
makromolekiilleri sarsarak ve dolayisiyla farkli mitokondriyal fonksiyonlari
etkileyerek MMP'yi azaltir. MMP'deki bir azalma ayni zamanda apoptoza da
baglanabilir. Bu nedenle bu organeller in vitro toksisite ¢alismalar1 i¢in ideal bir

hedeftir. (Sakamuru ve ark.,2016).

Solunum zinciri aktivitesi tarafindan iiretilen proton elektrokimyasal gradyan1 mevcut
solunum enerjisinin % 90'indan fazlasini olusturur ve bu nedenle, toplam degerler ve
dalgalanmalarla ilgili degerlendirmesi ve dogru dlglimii, mitokondriyal fonksiyonun
anlagilmasinin paha bigilmez bir bilesenidir. Sonug¢ olarak, diferansiyel protonik
birikim ve nakil tarafindan iiretilen i¢ mitokondriyal membran boyunca elektrik
potansiyelindeki degisiklikler mitokondriyal membran potansiyeli veya AY olarak

bilinir ve mitokondrinin fonksiyonel metabolik durumunu yansitir.

I¢ mitokondriyal membran enerjiyi oksidatif fosforilasyon yoluyla iletir. Bu, karyotik
hiicrelerde ATP iiretiminden sorumlu ana siiregtir. ATP sentezine yol agan tiim
biyokimyasal olaylar ve reaksiyonlar dizisi, Mitchell'in kemiosmotik teorisine
dayanmaktadir. Mitchell bu teoriyle mitokondriyal solunumun i¢ mitokondriyal
membran boyunca protonlarin elektrokimyasal bir gradyanini nasil olusturdugunu
zarif bir sekilde tarif etmistir ki bu da mitokondriyal F1-FO ATP sentazinin aktivitesi
yoluyla ATP sentezinin arkasindaki itici giictiir. Bununla birlikte, oksidatif
fosforilasyonun nasil diizenlendigi heniiz tam olarak anlasilamamistir, ¢linkii bu
sistem tizerinde dogrudan veya dolayl1 olarak hareket eden ve hiicresel homeostazdaki
cesitli degisikliklere yanit olarak aktivitesini degistiren neredeyse sayisiz efektor ve

modiilator vardir. (Teodoro ve ark., 2018).
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5. GERECLER ve YONTEMLER

5.1. Kullamilan Geregler

5.1.1. Kullanilan cihazlar

Deneyler, Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi Biyofizik Anabilim Dal1 laboratuvar

olanaklar1 kullanilarak yapilmaistir.

* Btliv

+ Karbondioksit Etiivii

» Invert 151k mikroskobu

* Floresans mikroskobu

* Manyetik Karistirici

* Isiticilt Manyetik Karistirict
* pH Metre

* Santrifiij

* Karistiric1 (Vorteks)

* Terazi

* Derin Dondurucu ( -20 oC)
* Derin Dondurucu ( -70 oC)
* Buzdolab1

* Kirik Buz Makinesi

* Calkalama Cihaz1

* Otomatik Mikro Pipetler

* Otoklav

* Distile Su Cihaz1

* Fotograf Makinesi

* Laminar Flow

* Elisa Reader

* TALI Image-Based Cytometer cihazi
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New Bruswick, Galaxy 48 R
Farma Scientific
Olympus CKX41
Olympus CKX41
Hanna
Kotterman
WTW
Hettich 30 RF
Janke & Kunkel
Oertling NA-114
Argelik
So-Low
Argelik
Scotsman AF-10
IKA-Vibraz-VXR
Gilson
All American
GFL
Canon
Tezsan
Biotek
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5.1.2. Kullanmilan kimyasallar

* DMEM Medium

* DMEM/F12 Medium

* RPMI 1640 Medium

* Penicilin streptomycine

* Fetal Bovine Serum (FBS)

* Horse Serum (HS)

» Aquagard — 1 Solution

* DMSO (dimetilsiilfoksit)

* Trypan Blue

* Cell Proliferation Kit 1 (MTT)
* Tali Apoptosis Kit

« JC-1 Mitochondrial Membran Potential Assay Kit
* Aseton

* Etanol

* Etanol

* Cholera Toxin

* Hydrocortisone

» Insulin

* L-glutamine

* Epidermal Growth Factor

* TrypLETM Express Enzyme
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5.2. Meme Epiteli ve Meme Kanseri Hiicre Hatt1 ve Hiicre Kiiltiirii

5.2.1. Dondurulmus hiicre hatlarinin ¢ozdiiriilmesi

Kriyotiipler i¢inde -80 °C’de %80 RPMI 1640, %10 fetal sigir serumu (FBS)
ve %10 dimetilsiilfoksit (DMSO) ile dondurulmus T47D meme kanser hiicre
hatt1 -80 °C’den alinip, 10 mL RPMI 1640 kiiltiir ortam1 igerisine eklendi ve
50 mL’lik falkona aktarilarak1200 rpm’de 5 dk. santrifiij yapildi. Santrifiijden
sonra dipte olusan hiicre peletine degmeden st sivi atildi. Hiicre peletinin
oldugu falkona 5 mL RPMI 1640 eklendi. Pipetaj yapildiktan sonra, 25 cm?’lik
flaska aktarildi. 37 °C’de, %5 CO: igeren etiivde inkiibasyona kaldirildi.
Benzer igslemler MDA-MB-453 meme kanseri hiicre hatti ve MCF10A meme
epiteli hiicre hatti icinde yapildi.

5.2.2. Hiicre hatlari kiiltiir islemleri

T47D meme kanseri hiicreleri %10 fetal sigir serumu, %1 penisilin
streptomisin, 500ul insiilin iceren RPMI 1640 ortaminda, 37 °C’de, %5 CO:
igeren etlivde inkiibe edildi. Haftada 3 kere kiiltiir ortami1 degistirilerek hiicreler
cogaltild.

MDA-MB-453 meme kanseri hiicreleri %10 fetal sigir serumu, %1 penisilin
streptomisin igeren DMEM ortaminda, 37 °C’de, %5 CO: igeren etiivde inkiibe
edildi. Haftada 3 kere kiiltiir ortam1 degistirilerek hiicreler cogaltildi.
MCF10A meme epiteli hiicreleri %10 at serumu, %]1 penisilin streptomisin,
100ul epidermal growth factor, 500 ul insiilin, 250 ul hydrocortisone, 50 pl
cholera toxin igceren DMEM ortaminda, 37 °C’de, %5 CO: igeren etiivde
inkiibe edildi. Haftada 3 kere kiiltiir ortami1 degistirilerek hiicreler ¢ogaltildi.
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5.2.3. Hiicre hattinin pasajlanmasi

Hazirlanan flasklar inkiibatdrden alindiktan sonra hiicre lizerindeki besiyeri atildi.
Besiyeri atildiktan sonra hiicreler 2 defa PBS/EDTA, 1 defa PBS ileyikandi. En son
flaska Tripsin eklenerek, 5 dk. 37 °C’ de, %5 CO: igeren etiivde inkiibasyona
kaldirildi. inkiibasyon sonrasi Tripsinin toksik etkisinin giderilmesi icin {izerine
Tripsinin iki kat1 kadar besiyeri eklendi ve 15 mL’lik falkona aktarildi. Falkona
aktarilan hiicreler 1200 RPM’de 5 dk santrifiij yapildi. Santrifiij sonrasi hiicre peleti
tizerindeki siipernatan dikkatlice alinip atildi. Hiicre peleti iizerine besiyeri eklenerek
pipetaj yapildi. Her pasaj sirasinda yaklasik 1x10° milyon hiicre/12,5 mL besiyerinde
olacak sekilde 75 cm?’lik flasklara ekim yapildi. 75 cm?’lik flaska ekilen hiicreler 37
°C’de, %5 CO: igeren etiivde inkiibasyona kaldirildi.

5.2.4. Hemositometrik hiicre sayimi

Canl1 hiicre sayim1 Toma cami kullanilarak gergeklestirildi. Bu islem igin 200 pl’lik
ependorfa 1:1 oraninda yani 20 pl tripan mavisi ile 20 pl hiicre olacak sekilde
Karistirlldi. Hiicre siispansiyonu tripan mavisi ile seyreltildiginde, canli hiicreler
boyay1 metabolize etmeyip hiicre diginda tuttuklari ig¢in beyaz, kii¢iik ve yuvarlak
olarak goriiniirler. Olii hiicreler ise membranlar1 boyaya gegirgen oldugundan biiyiik
ve koyu mavi hale gelirler. Olusan bu durumlar sonuncunda hiicreler mikroskop
kullanilarak  canlihk  yoniinden degerlendirilip sayilldi ve kiltiiriin ~ bir
milimetrekaresindeki canli hiicre sayis1 hesaplandi.

Canlt hiicre sayist/mL = N x 2x 10*

N= Toma lam1 tizerindeki sayma alanindaki hiicre miktari.
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5.3. Hiicre Canlihg ve Sitotoksisite Analizleri
5.3.1. MTT testi protokolii

Hiicre canlilik oraninin belirlendigi bu testte, sar1 tetrazolyum tuzu MTT ‘nin,
metabolik aktif hiicreler tarafindan mor formazan kristallerine doniistiiriillmesine
dayanir. Bu hiicresel rediiksiyon, piridin niikleotid kofaktorleri NADH ve NADPH’yi
igerir. Olusan formazan kristalleri ¢oziindiiriiliir ve ortaya c¢ikan renkli ¢ozelti bir
spektrofotometre kullanilarak Ol¢iiliir. Bu testte Oncelikle hiicreler 96-kuyucuklu
plakaya, her kuyuda 100 pul medyum ve 5x10° hiicre olacak sekilde, 37 °C’de %5 CO-
iceren etiivde 24 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonras1 maddeler, 3 tekrar
olacak sekilde, belirlenen konsantrasyonlarda, ¢oziiciiniin kontrol ve toksik etkilerini
incelemek igin %0,1 Aseton grubu da olusturularak, uygulandi. Inkiibasyon
periyotlarindan sonra her kuyuya 10 pul MTT etiketleme reaktifi eklendi ve 4 saat
inkiibasyona kaldirildi. 4 saat inkiibasyon sonrasi her kuyuya 100 pl buffer ¢oziicii
soliisyonundan eklendi. 24 saat inkiibasyon sonrasi 96-kuyuku plakanin, 550 nm

dalgoboyunda Elisa Reader’da 6l¢timii yapildi.
5.3.2. SGK669’un hazirlanmasi

Marmara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmasotik Kimya Anabilim Dali Ogr.
Uyesi Prof. Dr. S. Giiniz Kiigiikgiizel’in laboratuvarinda sentezlenen cesitli S-
naproksen triazol-tiyoeter molekiillerinden biri olan SGK669 nolu bilesik, aseton
icinde ¢oziilerek 20 mM’lik bir ana stok hazirlandi. Daha sonra hiicrelere uygulanacak
SGK669 konsantrasyonlari, ana stok kullanilarak hiicre hatlarma gére RPMI 1640,
DMEM ve DMEM/F12 ile hazirlandi.

5.3.3. SGK669 konsantrasyonlarinin hiicrelere uygulanmasi
Belirlenen konsantrasyonlarda (10, 25, 50, 75, 100 uM) SGK669 ve SGK669’u

¢Ozdiigiimiiz asetonun toksik etkisini incelemek iizere hazirladigimiz kontrol grubuyla

beraber 3 ayr1 grup olusturularak hiicrelere uygulandi.
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5.4. Apotoz Analizleri

5.4.1. Mitokondriyal membran potansiyeli testi protokolii

AW¥m , mitokondriyal fonksiyonun énemli bir parametresidir ve hiicre sagliginin bir
gostergesi olarak kullanilmistir. AWYm ’in varyasyonlari, sitofluorimetrik, lipofilik
katyonik boya olan 5,5, 6,6 tetrakloro-1,1", 3,3" tetraetilbenzimi- dazolilkarbosiyanin
iyodiir (JC-1) kullanilarak ¢alisilmistir. JC-1 diger katyonik boyalara gore
mitokondriye girmesi ve probun topaklanmasina baglh olarak floresan 6zelliklerini
degistirmesi bakimindan avantajlara sahiptir. Yiiksek A¥Ym ’li saglikli hiicrelerde, JC-
1, yogun kirmiz1 floresanli J-agregalari olarak bilinen kompleksleri olusturur. Bununla
birlikte, diisiik AWm ’li hiicrelerde, JC-1, yesil fliloresans gésteren monomerik formda
kalir. Kirmizinin yesil fliiloresansa orani arttik¢a, mitokondriyal zarin polarizasyonu
da artar. MMP (Mitokondriyal Membran Potansiyeli) kiti (JC-1 Mitokondriyal
Membran Potansiyeli Deney Kiti, 10009172, Cayman Chemical), apoptoz dahil olmak
tizere cesitli kosullarda mitokondriyal davranisi incelemek i¢in kullanildi. Bu testte
uygulanan iglemler sirasiyla asagidaki gibidir:

e Hiicreler siyah 96-kuyucuklu plakaya, her kuyuda 100 ul besiyeri ve 75x103
hiicre olacak sekilde ekilerek, 37 °C’de %5 CO: igeren etiivde 24 saat
inkiibasyona kaldirild1.

e 24 saat inkiibasyon sonrast maddeler belirlenen konsantrasyonlarda
kuyucuklara eklendi, ayrica kuyulardan bir kismi1 %0,1 aseton i¢eren kontrol
grubu olarak ayrildi.

e Inkiibasyon periyotlarindan sonra, yapisan hiicrelerin iizerindeki besiyeri
atild1. Tekrar 100 pl taze besiyeri eklendi.

e Her kuyuya 5 ul JC-1 etiketleme reaktifi eklendi ve pipetaj yapildi. 25 — 30 dk.
inkiibasyona kaldirildi.

e Inkiibasyondan alman siyah 96- kuyucuklu plaka 2100 rpm’de 5 dk. santrifiij
yapildi. Santrifiij sonras1 iist s1v1 atildi.

e Her kuyuya 200 pl tampon ¢ozeltisi eklendi ve 2100rpm’de 5 dk. Santrifiij
yapildi. Bu islem 2 kez tekrarlandi.

e Son olarak her kuyuya 100 upl tampon ¢6zelti konuldu ve belirlenen dalga
boylarinda apoptotik ve canli hiicrelerin absorbans degerlerini 6lgmek icin

Coklu plaka okuyucu’da okuma yapildi.
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5.4.2. Annexin V/PI apoptoz tayini protokolii

Apoptoz, gelisimin normal bir pargasi olarak gerceklesen hiicre Oliimii stirecidir.

Apoptoz, nekrozdan niikleer kromatinin sikigsmasi ve parcalanmasi, sitoplazmanin

biiziilmesi ve zar asimetrisinin kayb1 dahil olmak iizere karakteristik, morfolojik ve

biyokimyasal degisiklikler ile ayirt edilebilir. Tali apoptoz kiti (Annexin V Alexa

Fluor 488 ve Propidyum Iyodiir, A10788, Invitrogen) kullanilarak apoptotik, 6lii ve

canli hiicre sayis1 belirlenir. Bu testte, hiicreler Annexin V ve propidyum iyodiir (PI)

ile boyanarak sayilari belirlenir. Annexin V apoptotik hiicreleri belirleyerek yesil

floresans, PI ise nekrotik hiicreleri belirleyerek kirmizi floresans gosterir. Bu testte

uygulanan iglemler sirasiyla asagidaki gibidir:

Hiicreler 6-kuyucuklu plakaya, her kuyuda 2 ml besiyeri ve 1x10° hiicre olacak
sekilde ekildi, 37 °C’de %5 CO: igeren etiivde 24 saat inkiibasyona kaldirildi.
24 saat inkiibasyon sonras1 maddeler, belirlenen konsantrasyonlarda, kontrol
ve toksik etkilerini incelemek i¢in %0,1 Aseton grubu da olusturularak ayrica
kuyulardan bir kism1 %0, 1 aseton i¢eren kontrol grubu olarak ayrildi.
Inkiibasyon periyotlarindan sonra her kuyudaki besiyeri atildi. 6-kuyucuklu
plakaya, hiicreleri pasajlamak i¢in tripsinize islemi uygulandi. 5 dk, 37 °C’de,
%5 CO: igeren etiivde inkiibasyona kaldirildi. Inkiibasyon sonrasi tripsine
maruz birakilan hiicrelerin iizerine tripsinin iki kat1 kadar besiyeri eklendi ve
hiicreler ependorfa alindi, santrifiij yapildi.

Ust sivist atilan hiicrelerin iizerine 100 pl 1X Annexin baglayici tampon
(Annexin Binding Buffer) eklendi, hiicrelerbu tamponda ¢6ziildii.

Annexin baglayici tampon eklendikten sonra her birine 5 pl Annexin V eklendi
ve karigtirildi.

Ependorftaki hiicreler karanlik ortamda 20 dk inkiibasyona kaldirildi.
Inkiibasyondan alinan hiicrelere santrifiij yapildi.

Ust s1v1 atild1 ve tekrar hiicrelerin {izerine 100 ul 1X Annexin baglayici tampon
eklendi.

Daha sonra her birinin iizerine 1 pl PI eklendi ve 5 dk inkiibasyona kaldirildu.
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e Son olarak boyanmis hiicrelerden 25 ul alinip, Tali Slide’a yliklenip Tali
goriintii tabanh sitometre kullanilarak canli, 6lii ve apoptotik hiicre ylizdeleri

belirlendi.
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6. BULGULAR

6.1. Hiicre Canlihg ve Sitotoksisite Analizleri

SGKG669 nolu bilesik ile 24 ve 48 saat indiiklenen T47D, MDA-MB-453 ve MCF10A
hiicrelerine MTT testi uygulandi. Uygulama sonrasinda Elisa Reader’da 550 nm dalga
boyunda okuma yaparak, maddelerin hiicreler iizerindeki sitotoksik etkisi belirlendi.
Elde edilen verilere gore maddelerin artan konsantrasyonlarda ve uygulanan siireye
bagli olarak hiicre sayisinda azalmaya yol agtig1 gézlendi. Elde edilen verilerin yiizde
canlilik oranlar1 hesaplanarak IC50 degerlerinin belirlenebilmesi i¢in GraphPad Prism
istatistik programi kullanilmistir. Hesaplanan yiizde canlilik oranlar1 programa
girilerek analiz edilmistir. Sonuglar Tablo 6.1, 6.2, 6.3, 6.4, 6.5, 6.6’ de verilmistir.
SGK669 nolu bilesigin belirli konsantrasyonlardaki hiicre canliligina etkisi 1s1k
mikroskobu ile Resim 6.1, 6.2, 6.3 ve 6.4’de gosterilmistir.
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Tablo 6.1. SGK669 nolu bilesigin farkli konsantrasyonlarda, T47D hiicre hatti ile 24

saat etkilisimi sonras1 GraphPad Prism7’den elde edilen analiz sonuglari.

Nonlin fit

Best-fit values

LogIC50

HillSlope

IC50

Std. Error

LogIC50

HillSlope

95% Confidence Intervals
LogIC50

HillSlope

IC50

Goodness of Fit

Degrees of Freedom

R square

Absolute Sum of Squares
Sy.x

Number of points
Analyzed

log(inhibitor) vs. normalized response -- Variable slope

SGK669-24h-T47D

-5,219
-1,574
0,000006037

0,1128
0,4676

-5,458 to -4,980
-2,565 to -0,5823
3,481e-006 to 1,047e-005

16
0,882
2716
13,03

18
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Tablo 6.2. SGK669 nolu bilesigin farkli konsantrasyonlarda, T47D hiicre hatti ile 48

saat etkilisimi sonras1 GraphPad Prism7 de yorumlanan degerleri.

Nonlin fit

Best-fit values

LogIC50

HillSlope

IC50

Std. Error

LogIC50

HillSlope

95% Confidence Intervals
LogIC50

HillSlope

IC50

Goodness of Fit

Degrees of Freedom

R square

Absolute Sum of Squares
Sy.x

Number of points
Analyzed

log(inhibitor) vs. normalized response -- Variable slope

SGK669-48h-T47D

-4,8
-3,041
0,00001585

0,03078
0,4479

-4,864 to -4,736
-3,970 to -2,112
1,369e-005 to 1,836e-005

22
0,9472
2108
9,788

24
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Tablo 6.3. SGK669 nolu bilesigin farkli konsantrasyonlarda, MDA-MB-453 hiicre

hatt1 ile 24 saat etkilisimi sonrast GraphPad Prism7’den elde edilen analiz sonuglari.

Nonlin fit SGK669-24h-MDAMBA453
log(inhibitor) vs. normalized response -- Variable slope

Best-fit values

LogIC50 -4,873

HillSlope -1,551

IC50 0,00001341

Std. Error

LogIC50 0,1015

HillSlope 0,5229

95% Confidence Intervals

LogIC50 -5,090 to -4,655
HillSlope -2,672 to0 -0,4293

IC50 8,125e-006 to 2,214e-005
Goodness of Fit

Degrees of Freedom 14

R square 0,7806

Absolute Sum of Squares 5284

Sy.x 19,43

Number of points

Analyzed 16
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Tablo 6.4. SGK669 nolu bilesigin farkli konsantrasyonlarda, MDA-MB-453 hiicre

hatt1 ile 48 saat etkilisimi sonrasi GraphPad Prism7 de yorumlanan degerleri.

Nonlin fit SGK669-48h-MDAMBA453
log(inhibitor) vs. normalized response -- Variable slope

Best-fit values

LogIC50 -4,802

HillSlope -2,781

IC50 0,00001578

Std. Error

LogIC50 0,06284

HillSlope 0,815

95% Confidence Intervals

LogIC50 -4,935 to -4,669
HillSlope -4,509 to -1,054

IC50 1,161e-005 to 2,145e-005
Goodness of Fit

Degrees of Freedom 16

R square 0,8551

Absolute Sum of Squares 4639

Sy.x 17,03

Number of points

Analyzed 18
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Tablo 6.5. SGK669 nolu bilesigin farkli konsantrasyonlarda, MCF10A hiicre hatti ile

24 saat etkilisimi sonrast GraphPad Prism7’den elde edilen analiz sonuglart.

Nonlin fit

Best-fit values

LogIC50

HillSlope

IC50

Std. Error

LogIC50

HillSlope

95% Confidence Intervals
LogIC50

HillSlope

IC50

Goodness of Fit

Degrees of Freedom

R square

Absolute Sum of Squares
Sy.x

Number of points

Analyzed

log(inhibitor) vs. normalized response -- Variable slope

SGK669-24h-MCF10A

-4,559
-1,858
0,00002758

0,1407
1,027

-4,861 to -4,258
-4,061 to 0,3452
1,377e-005 to 5,526e-005

14
0,5302
17764
35,62

16
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Tablo 6.6. SGK669 nolu bilesigin farkli konsantrasyonlarda, MCF10A hiicre hatti ile

48 saat etkilisimi sonras1 GraphPad Prism7’den elde edilen analiz sonuglari.

Nonlin fit SGK669-48h-MCF10A
log(inhibitor) vs. normalized response -- Variable slope

Best-fit values

LogIC50 -4,521

HillSlope -1,399

IC50 0,00003013

Std. Error

LogIC50 0,1443

HillSlope 0,6501

95% Confidence Intervals

LogIC50 -4,827 to -4,215
HillSlope -2,777 to -0,02102

IC50 1,490e-005 to 6,093e-005
Goodness of Fit

Degrees of Freedom 16

R square 0,5137

Absolute Sum of Squares 16744

Sy.x 32,35

Number of points

Analyzed 18

Bu verilerden yola ¢ikarak elde edilen canlilik oranlar1 degisimleri Sekil 6.1, 6.2 ve
6.3’deki grafiklerde gosterilmektedir. Elde ettigimiz istatistiksel bilgilere dayanarak
SGK669 nolu bilesigin %50 inhibisyon konsantrasyonlari sirastyla; T47D hiicre hatti
24 saat i¢in 6 pM ve 48 saat i¢in 15 pM, MDA-MB-453 hiicre hatt1 24 saat i¢in 13 uM
ve 48 saat i¢in 15 uM, MCF10A hiicre hatt1 24 saat i¢in 27 uM ve 48 saat i¢in 30 pM

olarak belirlenmistir.
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Sekil 6.1. SGK669 nolu bilesigin farkli konsantrasyonlarda T47D meme kanseri

hiicre hatti ile 24 ve 48 saat etkilesime girmesi sonucu canlilik oranindaki degisimi.

46



MDAMBA453-24h

-6.0 -5.5 -5.0 -4.5 -4.0 -3.5

Konsantrasyon (pM)

MDAMBA453-48h

150 -
£
c
S 1004
n
©
S 50 -
c
M
Q0
S
o
o 0
Q0
<
-50 -
150 -
£
c
S 1004
n
Lo}
t 50 -
c
[+
o)
1S
o
° 0
Ke)
<
.50 -

-6.0 -5.5 -5.0 -4.5 -4.0 -3.5

Konsantrasyon (pM)

Sekil 6.2. SGK669 nolu bilesigin farkli konsantrasyonlarda, MDA-MB-453 meme

kanseri hiicre hatti ile 24 ve 48 saat etkilesime girmesi sonucu canlilik oranindaki

degisimi.
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Sekil 6.3. SGK669 nolu bilesigin farkli konsantrasyonlarda, MCF10A meme epiteli

hiicre hatt1 ile 24 ve 48 saat etkilesime girmesi sonucu canlilik oranindaki degisimi.
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Kontrol 20 uM 50 uM

Resim 6.1. T47D Insan meme kanseri hiicre hatti; 24 saat SGK669 inkiibasyonu
strastyla, kontrol, 20 uM, 50 uM.

Kontrol 20 uM 50 uM

Resim 6.2. T47D Insan meme kanseri hiicre hatti; 48 saat SGK669 inkiibasyonu
strastyla, kontrol, 20 uM, 50 uM
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Kontrol 20 uM 50 uM

Resim 6.3. MDA-MB-453 Insan meme kanseri hiicre hatti; 24 saat SGK669
inkiibasyonu sirasiyla, kontrol, 20 uM, 50 uM

Kontrol 20 uM 50 uM

Resim 6.4. MDA-MB-453 Insan meme kanseri hiicre hatt;; 48 saat SGK669
inkiibasyonu sirasiyla, kontrol, 20 uM, 50 uM
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6.2. Apoptoz miktarlarimin belirlenmesi
6.2.1. Mitokondriyal membran potansiyel deneyi

SGK 669 nolu bilesigin, T47D, MDA-MB-453 ve MCF10A hiicre hatlarinda, 24 ve 48
saat uygulanmasi sonucu mitokondriyal membran potansiyeli deneyi yapildi.
Uygulama sonrasinda Elisa Reader’da canli hiicrelerin floresans yogunlugunu
belirlemek i¢in 535 nm ve 595 nm, apoptotik hiicrelerin floresans yogunlugunu
belirlemek i¢in ise 485 nm ve 535 nm dalga boyunda 6l¢iim yapildi. Elde edilen
verilere goére maddelerin artan konsantrasyonlari ve uygulama siirelerine bagli olarak
mitokondriyal membran potansiyelinde azalma gozlemlenmistir. Belirlenen 1C50
dozlarinda, SGK669 nolu bilesigin T47D hiicre hattinda 24 saat i¢in %48 ve 48 saat
icin %56, MDA-MB-453 hiicre hattinda 24 saat i¢in %12 ve 48 saat igin %23
mitokondriyal membran potansiyeli azalmasina yol agtigi gézlenmistir. Sonuglar
Sekil 6.4, 6.5 ve 6.6’da gosterilmistir.
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Sekil 6.4. SGK669 nolu bilesigin T47D hiicreleriyle 24 ve 48 saat etkilesimi sonucu

artan konsantrasyonlara bagli mitokondriyal membran potansiyel degisimi.
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Sekil 6.5. SGK669 nolu bilesigin, MDA-MB-453 hiicreleriyle 24 ve 48 saat etkilesimi

sonucu artan konsantrasyonlara bagli mitokondriyal membran potansiyel degisimi.
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Sekil 6.6. SGK669 nolu bilesigin, MCF10A hiicreleriyle 24 ve 48 saat etkilesimi

sonucu artan konsantrasyonlara bagli mitokondriyal membran potansiyel degisimi.
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6.2.2. Annexin V/PI deneyi

SGK669 nolu bilesigin T47D ve MDA-MB-453 hiicre hatlarina 24 saat ve 48 saat
uygulanmasi sonucu apoptoz olusumu Annexin V/PI analiziyle de test edildi.
Uygulama sonrasinda Tali goriintii tabanli sitometre kullanilarak canli, 6li ve
apoptotik hiicre yiizdeleri belirlendi. Elde edilen verilere gére maddelerin artan
konsantrasyonlar1 ve uygulama siirelerine bagli olarak apoptoz yiizdelerinde artis

gbzlemlendi. Sonuglar Tablo 6.7 ve Tablo 6.8’da gdsterilmistir.

Tablo 6.7. SGK669 nolu bilesigin T47D hiicreleriyle 24 ve 48 saat etkilsimi sonucu

canli ve apoptotik hiicrelerin yiizde degerleri.

SGK669 Kontrol 5 uM 10 uM 20 uM 30 uM
Canli (24h) 88% 73% 68% 61% 27%
Apoptotik(24h) 2% 6% 10% 14% 17%

SGK669 Kontrol 10 uM 20 uM 30 uM 50 uM
Canl1(48h) 89% 86% 59% 25% 29%
Apoptotik(48h) 2% 6% 10% 13% 17%

Tablo 6.8. SGK669 nolu bilesigin MDA-MB-453 hiicreleriyle 24 ve 48 saat etkilsimi

sonucu canli ve apoptotik hiicrelerin yiizde degerleri.

SGK669 Kontrol 10 uM 20 uM 30 uM 50 uM
Canli (24h) 94% 85% 76% 66% 32%
Apoptotik(24h) 2% 6% 10% 14% 18%

SGK669 Kontrol 10 uM 20 uM 30 uM 50 uM
Canli(48h) 93% 87% 81% 37% 45%
Apoptotik(48h) 3% 6% 10% 14% 17%

Bu verilerden yola ¢ikarak elde ettigimiz istatitistiksel verilere dayanarak, SGK669
nolu bilesigin farkli konsantrasyonlardaki apoptotik etkisi, belirlenen IC50 dozlarinda,
T47D hiicre hattinda 24 saat igin %16 ve 48 saat i¢in %16, MDA-MB-453 hiicre
hattinda 24 saat i¢in %15 ve 48 saat i¢in %15 olarakgozlenmistir. Sonuglar Sekil 6.7
ve Sekil 6.8’de gosterilmistir.
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Sekil 6.7. SGK669 nolu bilesigin T47D hiicreleriyle 24 ve 48 saat etkilesimi sonucu

artan konsantrasyonlara bagl olarak apoptoz degisimi.
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Sekil 6.8. SGK669 nolu bilesigin, MDA-MB-453 hiicreleriyle 24 ve 48 saat etkilesimi

sonucu artan konsantrasyonlara bagli olarak apoptoz degisimi.
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SGK669 nolu bilesigin T47D ve MDA-MB-453 hiicreleri iizerindeki etkisi ayrica
floresan mikroskop kamerasiyla incelendi. Yesil boyanan hiicrelerin apoptoza, kirmizi

boyanan hiicrelerin ise nekroza gittigi Resim 6.5’de gosterilmistir.

20 uM hiicre goriintiisit 20 uM nekroz goriintiisii 20 uM apoptoz goriintiisii

Resim 6.5. T47D insan meme kanseri hiicre hattinda 24 saat, 20 uM SGK669
konsantrasyonu uygulamasi sonrasi hiicrelerin  floresans  mikroskobu ile

goriintiilenmesi. Kontrol, Nekroz, Apoptoz goriintiileri.
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7. TARTISMA ve SONUC

Ulkemizde kardiyovaskiiler sistem hastaliklarindan sonra ikinci siraya yiikselen
kanser, ¢evresel (kimyasal, radyasyon, viriisler gibi) ve organizmadan kaynaklanan
nedenler (hormonal, bagisiklik bozukluklari, kalitsal mutasyonlar ve diger genetik
nedenler gibi) ile birlikte ortaya ¢ikarken ardisik hiicreleri de etkileyerek uzak
organlarda metastaza da (yayilma) sebep olabilmektedir. Anormal hiicrelerin
kontrolsiiz ¢cogalmasi ve yayilmasi olarak tanimlanan kanser, giinlimiiziin en 6nemli
saglik sorunlarindandir. Diinyada ve iilkemizde kanser vakalarinin hizla artmasi ve
6lum sebepleri arasinda ilk siralarda yer almasi, bu konuda yeni ilaglarin ve tedavi
yontemlerinin gelistirilmesi konusunda daha fazla ¢alisma yapilmasi gerektigini
gdstermektedir. Diinya Saglik Orgiitii’niin giincel verilerine gore Tiirkiye’de meme
kanseri insidansi akciger kanserinden sonra gelen en oliimciil kanser tiiridiir. Bu
yiiksek insidansi sebebiyle calismamizda SGK 669 nolu bilesigimizle etkilesimde,
insan meme kanseri metastatik karsinomu (MDA-MB-453 meme kanseri hiicre hatt1),
insan meme kanseri invaziv duktal karsinomu (T47D meme kanseri hiicre hatti) ve
insan tlimorigenik olmayan epitel hiicrelerini ( MCF-10A meme epiteli hiicre hatti)

kullanilmasina karar verilmistir.

Steroid olmayan anti-enflamatuar ilaglar (NSAID'ler), enflamatuar durumlarin
tedavisi igin yaygin olarak kullanilan ilag ¢esitlerinden biridir ve bir¢ok kanser tiirtiniin
onlenmesinde ve tedavisinde olduk¢a etkili oldugu bilinmektedir. Agri, ates ve
inflamasyonun hafifletilmesinde c¢ok etkilidirler. NSAID'ler, arasidonik asidin
prostaglandinlere ve tromboksanlara doniisiimiinii katalize eden bir enzim olan
siklooksijenazin inhibisyonu yoluyla antienflamatuar etkilerini gosterir (Elsaman ve
ark., 2016). Bununla birlikte, NSAID’lerin siklooksijenaz (COX) inhibisyonundan
kaynaklanan toksisitesi ve fizyolojik agidan 6nemli prostaglandinleri baskilamasi
kanser kemopreventi i¢in kullanimlarini sinirlamis, arastirmacilart gastrointestinal ve
kardiyovaskiiler koruyucu Ozelligi gelismis bir anti-kanser aktivitesi olan NSAID

tiirevlerini elde etmek i¢in yapilarin1 manipiile etmeye tesvik etmistir..
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Non-steroidal antiinflamatuvar etkinligi oldugu bilinen (+)-2-(6-Metoksi-2-naftil)
propionik asit (Naproksen)’in, insan gogiis kanserinde (MCF-7), (MDA-MB-231)
(Debve ark., 2014), mesane Kkanserinde (Kimve ark.,2014), Kkolorektal
adenokarsinoma (CaCo2), hepatoselliiler karsinoma (HepG2), epiteloid serviks
karsinoma (Hela), Akciger karsinoma (ASW9), meme bezi karsinoma (MCF-7) ve
epidermoid  larenks  karsinoma  (Hep2) (Motwami ve ark, 2013)
hiicrelerinde antikanser etkinligi bildirilmistir. Sigan mesane kanser hiicreleri ile
yapilan bir ¢alismada naproksen i¢in potansiyel hedef bolgeler belirlenmistir ve
bilgisayar kinaz profilleme ¢alismalar1 sonucunda fosfatidilinositol 3-kinazin (PI13-K)
naproksen icin onemli bir potansiyel bdlge oldugu gosterilmistir. Bu profilleme
caligmasi, in vitro kinaz ¢alismalariyla desteklenerek, naproksenin fosfatidilinositol 3-
kinazin (PI3-K) ile etkilestigi ve kinaz aktivitesini inhibe ettigi gosterilmistir (Kim ve

ark., 2014).

Calismamizda, Marmara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmasotik Kimya Anabilim
Dali1 laboratuvarlarinda sentezlenen ¢esitli S-naproksen iizerinden tiireyen triazol-
tiyoeter hibrit molekiillerinden biri olan SGK669 nolu bilesigin, meme epiteli MCF-
10A ve farkli meme kanseri hiicre hatlarinda kullanilmas1 (T47D, MDA-MB-453) ve
yarattig1 biyolojik ve antikanser etkilerinin belirlenmesi amaglandi. SGK669 nolu
bilesigin farkli konsantrasyonlardaki (10,25,50,75,100 pM) sitotoksik etkisi %50
inhibisyon konsantrasyonlari sirastyla, MCF-10A hiicre hatt1 24 saat i¢in 27 uM ve 48
saat i¢in 30 uM, T47D hiicre hatt1 24 saat i¢in 6 uM ve 48 saat icin 15 pM, MDA-
MB-453 hiicre hatt1 24 saat igin 13 uM ve 48 saat i¢in 15 uM belirlenmistir. Deb ve
ark., MCF-7 ve MDA-MB-231 insan meme kanseri hiicre hatlarinda yaptiklar
caligmalarda, 24 saat boyunca farkli konsantrasyonlarda (1 mM, 3 mM, 5 mM, 10 mM)
naproksen sodyum ve 4 farkl tiirevinin sitotoksik etkisi aragtirilmis, %50 inhibisyon
konsantrasyonlar1 (IC50) sirasiyla, MCF-7 hiicre hattinda 24 saat i¢in naproksen
Sodyum 5 mM, 1.tiirev 1,8 mM, 2.tiirev 3 mM, 3.tiirev 10 mM ve 4.tlirev 2,7 mM,
MDA-MB-231 hiicre hattinda ise 24 saat i¢in Naproksen Sodyum 10 mM, 1.tiirev 1,6
mM, 2.tlirev 3 mM, 3.tlirev 10 mM, 4.tiirev 5,9 mM olarak belirlenmistir. Yaptiklar
calismada Naproksen Sodyum ve tiirevlerinin MCF-7 ve MDA-MB-231 meme kanseri

hiicre hatlarinda 6nemli miktarda apoptoza yol agtig1 ve ayn1 zamanda kanser hiicreleri
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lizerinde giiclii anti-inflamatuar ve anti-timor ozelliklerine sahip oldugunu
bildirmislerdir. Bizim T47D ve MDA-MB-453 meme kanseri hiicre hatlarinda elde
ettigimiz sonuglar Deb ve arkadaslarinin sonuglariyla korelasyon tasimaktadir. Bizim
kullandigimiz tiirevler ¢ok daha diisiik dozlarda (20-30 uM) etkili olmus ; saptanan
apoptoz miktari ise 4.tiirev icin MDA-MB-231 meme kanseri hiicresinde belirledikleri
dozda (6 mM) yaptiklar1 apoptoz deneyinde elde edilen degerlere yakin bulunmustur
(4 saat i¢in yaklasik %20, 24 saat iginde yaklasik %10 hiicre canlilik orani) (Deb ve
ark., 2014).

Naproksenin dogal formuyla yapilan ¢alismalar da ¢esitlilik gostermektedir. Kim ve
ark., UM-UC-5 ve UMUC-14 mesane kanseri hiicrelerinde yaptiklari caligmalarda, 24
saat boyunca farkli konsantrasyonlarda (0 mM, 0.5 mM, 1 mM 2 mM) Naproksenin
sitotoksik etkisini incelemis, UM-UC-5 hiicre hatt1; 24 saat i¢in %40, UMUC-14 hiicre
hatt1; 24 saat icin %30 hiicre canlilifinda azalma gozlemlemislerdir. Ayrica Naproksen
icin belirledikleri dozlarda (0 mM, 0.5 mM, 1 mM, 2 mM) apoptoz deneyi yapmiglar
ve sirastyla UM-UC-5 hiicre hatt1; 24 saat i¢in %10, UMUC-14 hiicre hatti; 24 saat
icin %6 oranlarinda apoptoz gozlemlemislerdir. Ayn1 grup ayrica naproksenin in vivo
olarak anti-iiriner mesane kanseri etkilerine de sahip oldugunu gostermislerdir.
(Kim ve ark., 2014). Motwami ve ark., da kolorektal adenokarsinoma (CaCo2),
hepatoselliiler karsinoma (HepG2), epiteloid serviks karsinoma (Hela), Akciger
karsinoma (A5W9), meme bezi karsinoma (MCF-7) ve epidermoid larenks karsinoma
(Hep2) hiicre hatlar1 tizerinde yaptiklar1 calismalarda, belirledikleri dozlardaki
Naproksenin 24, 48, 72, 96 saat boyunca farkli konsantrasyonlardaki (10 nM, 100 nM,
1000 nM, 10 000 nM) sitotoksik etkisini, CaCo2 hiicre hatti; 72 saat i¢in 4,14 uM, 96
saat icin 3,79 uM, HepG2 hiicre hatti; 72 saat icin 4,54 uM, 96 saat icin 3,91 puM,
MCF7 hiicre hatt1; 72 saat i¢in 4,56 uM, 96 saat icin 3,81 uM, Hela hiicre hatti i¢in;
72 saat i¢in 4,30 uM, 96 saat i¢in 3,91 uM, ASWO hiicre hatt1; 72 saat i¢in 4,30 uM,
96 saat i¢in 2,58 uM, Hep2 hiicre hatt1; 72 saat i¢in 4,40 uM, 96 saat i¢in 4,14 uM
olarak belirlemislerdir. Ayrica, her grubun en yiliksek konsantrasyon araligin
hiicrelere 96 saat uygulayarak kanser hiicre hatlarinda apoptoz gozlenlemislerdir.
Calismalarinda, Naproksenin kanser hiicre hatlarina kars1 antikanser etkilere sahip

oldugunu belirlemislerdir (Motwami ve ark, 2013).
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Calismamizda, naproksen tiirevi SGK669 nolu bilesiginin belirlenen IC50 dozlarinda
mitokondriyal membran potansiyeli degerlerinde T47D hiicre hatt1 24 saat ve 48 saat
inkiibasyonuyla sirasiyla %48 ve %56, MDA-MB-453 hiicre hattiyla 24 saat ve 48
saat inkiibasyonu %12 ve %23 azalma gozlenmistir. Annexin V/Pl deneyleri
sonucunda ise belirlenen IC50 dozlarinda, SGK669 nolu bilesigin, T47D hiicre hatti
icin sirastyla 24 ve 48 saat %16 ve 48 saat icin %16, MDA-MB-453 hiicre hatt1 24 saat

icin %15 ve 48 saat icin %15 oranlarinda apoptoz gbzlenmistir.

Kontrol grubu meme epiteli hiicre hattt (MCF-10A) {izerinde yapilan hiicre canlilig
(MTT) ve mitakondriyal membran potansiyeli (MMP) deneylerinden, hiicre canliligi
%50 inhibisyon konsantrasyonlari sirasiyla 24 saat igin 27 uM ve 48 saat i¢in 30 uM
olarak belirlenmis, kanser hiicre hatlarina karsin absorbans degerleri ve grafikleri baz
alinacak olursa hiicre canliliginda 6nemli bir azalis gériilmemistir. Benzer olarak
belirlenen IC50 dozlarindan yola ¢ikilarak yapilan mitokondriyal membran potansiyeli
(MMP) deneylerinden mitokondriyal membran potansiyelinde onemli degisimler

gbzlenmemistir.

Bu arastirma sonucunda, SGK669 nolu bilesigin, T47D, MDA-MB-453 hiicre
hatlarinda doza bagli olarak apoptotik etkiyi arttirict ve ¢ogalmayi onleyici etkisi
oldugu belirlenmistir. Bu arastirma, Diinya’da ve Tiirkiye’de 6liim oraninin yiiksek
oldugu meme kanserinde etkili bir tedavi yonteminin bulunmasina katki saglayacaktir.
Calismamiz, in vivo ortamda yapilacak olan g¢alismalar i¢in Onciiliik etmektedir.
Yapilmasi planlanan in vivo g¢aligmalardan elde edilecek sonuglarla SGK 669

bilesiginin meme kanserinde antitiimor ajani olarak etki potansiyeli belirlenecektir.
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ANTHCAMIER EFFECT OF TRIAZOLE-THIOETHER HYERID MOILECULE DERIVED FRAOM S-NAPRONEN
[56KEE2] COMPDUND ON TATD AND MOA-MEBE-253 HURAN BREAST CANCER CELL LINES
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Cancer is an imporiant prodlem of modern medione as the most commion ouss of desth after
rardiovasoular dissases |:L:|. Ini recent years, .'I'E;r'iﬁmt'h:-:d:itlll mnd drugs resistamos haye emerzed
with anticencer treatments. The sesrch for dnugs thet can induce apoptosis in canoer cell nes 2nd
deley tumor growth hes taken its place &5 one of the most effective trestment methods.

knicrwn o heree: neonsheroical antinfammetory sctivity, is used in human Dreast cancer (2], biadder
mancer (3], colorectal adenocrcnoma (Caloz], hepetocslulsr carcinoma |HepSE), epitheloid
cervical caroroma [Hels], Lung cann [AYWS]. | mammary gland cerdrome snd epidermoid lanms
:url:inm|H=P1:| [-ﬂ] Deils have Desr reported to hewe sntcancer HI:I:I-'i'i't'r'. I thiz mﬂ,-,hlzuim:nm
detenmins the anticancer and binkogical effects of triazole-thiether hyonid mobeouls derved from 5
Haproxen, EENEEB,uﬁmwnrnmEimd ini &larmars Li'l'ull:rsitlll Faculty of Fharmacy Deoartment
of Prermaceutical Eu:mi:hﬂll on different breast ancer cell Bnes T470, MOA-MB-4%3. T47D and
MIDE-ME-333 call Breas wers cutbured in P and DMEM mediam in 3% O0: at 37°C with diferent
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concentraton-dependent manner.

Keywords: Maproxen, Eresst Csnosr, T47D0, MOA-ME-133, Cytotodcity, Apoptosis

70



	77b0c5f7cf0a6260dddbeb79d064747350a224e1e9f748c5ae17aac984c0aa36.pdf
	77b0c5f7cf0a6260dddbeb79d064747350a224e1e9f748c5ae17aac984c0aa36.pdf
	77b0c5f7cf0a6260dddbeb79d064747350a224e1e9f748c5ae17aac984c0aa36.pdf

