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OZET

AMINOASIT TEMELLi AMITLERIN SENTEZLENMESI VE BU
BILESIKLERIN HELA SERVIKS KANSER HUCRELERi UZERINDE
ANTIKANSER ETKILERININ iINCELENMESI

Erdogan O. Adnan Menderes Universitesi Saghik Bilimleri Enstitiisii Biyokimya (Tip)
Programu Yiiksek Lisans Tezi, Aydin, 2018.

Bu calismada lisin, fenilalanin, histidin, valin ve prolin aminoasitlerinin p-nitrobenzoil kloriir
ile tepkimesiyle amit tiirevi bilesikler elde edildi. Bu bilesiklerin yapis1 FT-IR ile aydinlatildi.
Sentezlenen bu bilesiklerin sitotoksik, apoptotik ve anjiyojenik etkileri HeLa serviks kanser
hiicre dizisi {izerinde in vitro ortamda ¢alisildi. Sentezlenen bilesiklerin 25, 50, 100 ve 200
uM’lik dozlarmin HeLa hiicreleri {izerindeki sitotoksik aktiviteleri WST-I yontemi
kullanilarak spektrofotometrik olarak belirlendi. B1, B2 ve B5 bilesikleri HeLa hiicreleri
iizerinde sitotoksik etki gosterirken, B3 ve B4 bilesiklerinin proliferasyonu indiikledigi
bulundu. HeLa hiicreleri iizerinde sentezlenen bilesiklerin apoptotik etkisini belirlemek igin,
kaspaslarin yikim {iriinli olan ve o©lim molekiilii olarak adlandirilan Poli(ADP-Riboz)
Polimeraz(PARP) molekiilii miktar1 elisa yontemi ile spektrofotometrik olarak ol¢iildii.
Anjiyojenik etkiyi belirlemek i¢in de vaskiiler endotelyal growth faktor(VEGF) miktar: elisa

yontemi ile belirlendi.

Anahtar Kelimeler: HelLa, Antikanser, Amitler, PARP, VEGF.



ABSTRACT

THE SYNTHESIS OF AMINOACID BASED AMIDES AND
EVALUATION OF ANTICANCER EFFECT ON HELA CERVICAL
CANCER CELLS THIiS COMPOUNDS

Erdogan O. Adnan Menderes University Institute of Health Sciences , Biochemistry
Department, Thesis of Biochemistry, Aydin, 2018.

In this study, lysine, phenylalanine, histidine, valine and proline amino acids were reacted
with p-nitrobenzoyl chloride to give amide derivative compounds. The structure of these
compounds was elucidated by FT-IR. The cytotoxic, apoptotic and angiogenic effects of these
synthesized compounds were studied in vitro on the Hela cervical cancer cell line. The
cytotoxic activities of 25, 50, 100 and 200 uM doses of the synthesized compounds on HeLa
cells were determined spectrophotometrically using the WST-I method. B1, B2 and BS5
showed cytotoxic effect on HeLa cells whereas B3 and B4 compounds induced proliferation.
To determine the apoptotic effect of the compounds on HeLa cells, the amount of poly (ADP-
Ribose) Polymerase (PARP) molecule, which is the degradation product of caspases and
termed the death molecule, was measured spectrophotometrically by ELISA method. The
amount of vascular endothelial growth factor (VEGF) was also measured by elisa method to

determine the angiogenic effect.

Key words: Hela, Anticancer, Amides, PARP, VEGF.
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1. GIRIS

Kanser en 6nemli saglik sorunlarindan birisidir ve iilkemizde sebebi bilinen oliimler
arasinda kardiyovaskiiler sistem hastaliklarindan sonra ikinci siradadir. Kanser gelisimine
neden olan etmenler arasinda sigara dumani ve katraninda bulunan kimyasal ve karsinojenik
ajanlar, radyasyon ve giines 1s1gindan gelen zararli ultraviyole 1sinlar, agir metaller ve fiziksel
inaktivite bulunmaktadir. Bu zararli etmenlere ek olarak; vitamin, mineral ve antioksidan
bakimindan zengin gidalarin yetersiz tiiketilmesi ile hiicrelerin zararli molekiillere ve serbest
radikallere karsi koruyucu, detoksifiye edici sistemlerinin ve savunma mekanizmalarinin
zayiflamast da hiicre hasarinin artmasma yol a¢makta ve bdylece kanser gelisimi

tetiklenmektedir (Doll ve ark, 2010; Tarang1, 2014).

Serviks kanseri, diinya genelinde her yil 528.000 yeni teshis ile kadinlarda en yaygin
goriilen 4. kanser tiiriidiir. Ayn1 zamanda kadin kanserlerinin %8’ini olusturmaktadir. Serviks
kanserinde en 6nemli risk faktorii human papilloma viriis (HPV) tiir. Bununla birlikte pek ¢ok
cevresel faktor ve bireylerin sahip oldugu kalitimsal faktorler de serviks kanseri gelisiminde
rol oynamaktadir. Serviks kanseri Onciil lezyonlarinin bazi bireylerde gerilemesi, bazi
bireylerde ise kanser gelisimine sebep olmasi cevresel faktorlerin etkinliinin yani sira
genetik yatkinligin da serviks kanserindeki 6nemini gostermektedir (Globocan, 2012; Kiran,

2009; Au, 2004).

Onlenebilir ve tedavi edilebilir bir hastalik olan kanserin teshisi ve tedavisi biiyiik dSnem
arz etmektedir. Kemoterapotikler ile kanser hiicrelerini yok etmek veya bu hiicrelerin
biiyiimesini kontrol altina almak en Onemli tedavi yaklasimidir. Kanserle miicadelede
kullanilan ana strateji olan kemoterapi, tek basina kullanilabilecegi gibi cerrahi ve radyoterapi
yaklasimlariyla beraber de kullanilabilir. Klinikte, farkli antikanser ilaclar tek basina veya
kombine olarak hastalara verilirken, yeni ilaglarin kesfi i¢in de calismalar devam etmektedir.
Kemoterapdtik ajanlar amit, ester, nitril, hidroksil, amino, nitro v.b fonksiyonel gruplari ihtiva
eden bilesiklerdir. Bir¢ok amit tiirevi bilesigin prostat karsinomlu hiicreler tizerinde toksik,
apoptotik ve antianjiyogenejik etkiye sahip oldugu bilinmektedir (Jung ve ark, 2009;
Pradidphol ve ark, 2012; Kacar, 2016).



Bu tez c¢alismasinda, aminoasitlerden yola ¢ikilarak amit tiirevi bilesikler
sentezlenecektir. Bu bilesiklerin doza ve zamana bagli olarak HeLa serviks kanser hiicreleri

izerinde sitotoksik, apoptotik ve anjiyogenejik etkileri incelenecektir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Kanser

Kanser kelimesi, iyilesmeyen bir sisligi tanimlamak igin “karkinos” kelimesini
kullanan Hipokrat’tan koken almaktadir. Kanser, temel olarak hiicrelerin birtakim molekiiler
olaylar sonucu normal fonksiyonlarinin degisime ugrayarak kontrolsiiz ¢ogalmaya baslamasi
ve koken aldig1 dokuya komsu ya da uzak dokulara yayilmalar1 (metastaz) ile karakterize
edilen bir hastaliktir (Mcphie ve ark, 2003; Sudhakar, 2009). Kanserli hiicrelerde biiyiimeyi
ve boliinmeyi kontrol eden sistemler cevresel veya genetik faktorlerin etkisi sonucu
islevselligini kismen veya tamamen yitirirler. Herhangi bir dokuda olusan tiimdr orijininden
uzak bolgelerde prolifere olmuyor ise benign (iyi huylu), prolifere oluyor ise de malign (kotii

huylu) olarak adlandirilir (Hanahan ve Weinberg, 2000).

»

Normal serviks Serviks kanserinin Serviks kanserinin Serviks kanserinin
e vajina erken safhasi ge¢ safhasy son safhas

Sekil 2.1: Servikste Tiimor Gelisimi (Taranci, 2014)
Kanser olustugu hiicrelerin tipine bagli olarak, karsinoma (epitel hiicrelerinden

kaynaklanan), sarkoma (bag doku hiicrelerinden kaynaklanan), losemi (hematopoietik

hiicrelerden kaynaklanan) ve lenfoma (hematopoietik hiicrelerden kaynaklanan ve lenf



damarlarinda olusan) olmak iizere dort ana bashik altinda incelenir. Kanserli dokunun
olusumu ve metastaz 6zelligi kazanmasi i¢in alt1 adet belirteg tespit edilmis ve bu belirtecler
hastaligin olusumu ve gelisiminde kademeli olarak gozlemlenmektedir (Hanahan ve
Weinberg, 2000). Bunlar:

a) Biiyiime sinyal otonomisi: Normal hiicreler boliinebilmek igin biiylime
faktorlerinin diginda bir sinyale ihtiya¢ duyarlar, kanser hiicreleri ise biliylime faktor
sinyalinden bagisoz olarak bdliiniirler. Clinkii biliylime faktor yolaginda olusan mutasyon
kontrolsiiz biiylimeye sebep olur.

b) Biiyiime inhibitor sinyallerinden ka¢cinma: Normal hiicreler homeostaziyi devam
ettirmek i¢in inhibitoér sinyallerine yanit verirler; kanser hiicreleri, olusan mutasyonlar
nedeniyle inhibitor sinyallerine yanit vermez.

¢) Apoptotik hiicre éliimlerinden kaginma: Normal hiicreler apoptoz mekanizmasi
tarafindan uzaklagtirilir, kanser hiicreleri ise apoptotik sinyale cevap vermezler.

d) Sinirsiz replikasyon potansiyeli: Normal hiicreler yaslandiktan sonra, hiicrenin
sinirl sayida iki katina ¢ikmasini belirleyen sayma diizenegine sahiptirler. Bu hiicresel sayac
her DNA replikasyonu sirasinda meydana gelen kromozom uglarinin kisalmasini belirler
(telomerler). Kanser hiicrelerinde telomeraz uzunlugu korunur. Telomer regiilasyonunun
degismesi sinirsiz replikasyon potansiyeline neden olur.

¢) Anjiyogenez (yeni kan damarlarinin olusumu): Normal hiicreler besin ve oksijen
destegi i¢cin kan damarlarina baglidir, fakat olgun bir insanda dolasim sabittir. Kanser
hiicreleri ise anjiyogenezi uyarir, yeni kan damarlarinin gelismesi tiimor yasami ve biiyiimesi
icin gereklidir. Anjiyogenik degisimin aktive edilebilmesi anjiyogenik uyaricilar ve
inhibitorler arasindaki dengenin degistirilmesi ile saglanabilir.

f) Invazyon ve metastaz: Normal hiicreler viicut igerisinde yerlerini korurlar ve
genellikle go¢ etmezler. Ancak viicudun diger kisimlarina hareket eden kanser hiicreleri,
kanser Oliimlerinin en biiyilk nedenidir. Mutasyonlar, invazyona neden olan enzimlerin
aktivitesini, hiicre-hiicre ve hiicre-ekstraselliiler adhezyonu saglayan molekiilleri degistirir.

Kanserin en onemli belirtegleri sekil 2.2°de verilmistir.
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Sekil 2.2: Kanserin Belirtecleri (Kagar, 2016).

Kanserde kullanilan tedavi yoOntemleri arasinda radyoterapi, kemoterapi, hormon
yardimli immiinoterapi ve cerrahi operasyonlar yer almaktadir. Bunlarin igerisinde en yaygin
olarak kullanilan1 kemoterapidir. Kemoterapdtik ajanlarin  kanser hiicreleri iizerinde
sitotoksik, apoptotik ve antianjiyogenejik etki gostermesi hedeflenerek, kanserin durdurulmasi
ve yayllmasmin onlenmesi amaglanir. Bu tedavi yaklagimmin Oniindeki en biiyiik engel,
kemoterapdtik bilesiklere karsi kanser hiicreleri tarafindan direng olusturulmasidir. Ilag
direnci, kanser hiicrelerinin ila¢ hasarma karsi hizli bir adaptasyon siireci yasamasi sonucu
meydana gelir. Cogu kemoterapotik ajanin saglikli hiicre ve dokular iizerinde toksik etki
gostermesi ve kanserlesmis dokularin zamanla ilaca direng gostermesi nedeniyle, yeni
kemoterapétik ajanlar iizerine arastirmalar yogun olarak devam etmektedir (Mor ve ark, 2008;
Wang ve ark, 2012). Kanser tedavisinde kullanilan kemoterapoétiklerle ilgili detayl bilgi tablo
2.1°de verilmistir (Stavrovskaya, 2000).



Tablo 2.1. Kemoterapotikler ve Ozellikleri

Antikanser ila¢ grubu Etki mekanizmasi Etkili oldugu kanser Ornek ila¢
tiirleri
Alkilleyiciler DNA’da hasar olusturur Losemi, lenfoma, | Cisplatin
ve replikasyonu engeller. | sarkoma, akciger, meme,
ovaryum kanserleri
Antimetabolitler Niikleik asitlerin Losemi, meme, ovaryum, | 5-Florourasil

yapitaslar1 yerine girerek

olugsumlarini engeller.

barsak kanserleri

Anti-timor antibiyotikler | Enfeksiyonlarda Karsinomalar, meme, | Bleomycin
kullanilan antibiyotikler ovaryum, tiroid, testis
gibi degildir. DNA kanserleri
interkalasyonu yaparak
replikasyonu engeller.
Topoizomeraz DNA  replikasyonunda | Ovaryum, gastrointestinal | Etoposide
inhibitorleri gorev alan topoizomeraz | ve diger pek ¢ok kanser
ezimini inhibe eder. tiirii
Mitotik inhibitorler Mitoz (M) i¢in gerekli Meme, akciger, Paclitaxel
enzimleri inhibe ederek, miyeloma, lenfoma ve
hiicreleri M fazinda losemi
durdurur.
Kortikosteroidler Kanser tedavisinde Kanser ilaglar1 kullanilan | Dexamethasone
semptomlar giderici tiim kanserler
olarak kullantlir.
Diger kemoterapotik Ornegin, proteozom Miyeloma Bortezomib

ilaglar

inhibitorii




2.2. Serviks Anatomisi

Kadin iireme organlar pelvik kavitede yerlesmis i¢ lireme organlart ile perinede
yerlesmis dis {ireme organlarindan olusur. I¢ iireme organlar1 uterus, overler, tuba uterinalar
ve vajinadan olusur. Uterus dort kisimda incelenir. Fundus, korpus, istmus ve serviksdir

(Tagkin, 2005).

Serviks, uterusun 1/3 alt kismina verilen isimdir. Uzunlugu yaklasik 2-4 cm, ¢ap1 2,5-
3,5 cm’dir. Sekli ve biyiikliigii kadinin yasina ve hormonal durumuna goére degisiklik
gosterir. Serviksin alt kismi vajina i¢ine sokulmus durumdadir ve portio vaginalis cervicis
ismini alir. Bu boliimiin {izerinde kalan serviks kismina ise portio supravaginalis cervicis adi
verilir. Portio supravaginalis cervicis On tarafta mesane ile komsudur ve aralarinda
parametrium denen bag dokusu yer alir. Portio vaginalis cervicis’in vagina tarafindan goriinen
deligine ostium uteri adi verilir ve yukar1 dogru canalis cervicis uteri ile devam eder. Bu
kanalda yer alan plikalara plica palmatae denir. Portio vaginalis cervicis ile vagina duvari
arasinda c¢epecevre olusan ¢ikmaza fornix vaginae adi verilir. Bunun yan taraflarina pars
lateralis, 6n kismina pars anterior, arka kismina ise pars posterior denir (Philip ve William,

2003; Karaoglu, 2012).

Fallopian tube /Fallopian tube

Ovary ~——Ovary
Uterus ————Endometrium
Cavi
Cervix

Sekil 2.3: Serviks Anatomisi (http://www.profdrhasanserdaroglu.com)
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2.3. Serviks Kanseri

Sadece 2012 yilinda, 528.000 yeni vaka ile serviks kanseri kadinlar arasinda en yaygin
4. kanser tiiriidiir. Her giin yaklasik 740 kadin serviks kanserinden yagamini yitirmekte ve bu
veriler serviks kanserini kansere bagli 6liimler arasinda 2. siraya yiikseltmektedir (Bailey ve
ark, 2016; Small ve ark, 2017). Serviks kanseri goriilme yas1 genel olarak 20-80 yas gibi
genis bir yelpazeye yayilir. En sik 50-59 yaslar1 arasinda goriilmektedir. Ulkemiz kosullarinda
invaziv serviks kanserlerinin %65'1 40-60 yas grubunda goriilmektedir. Erken serviks
kanserinin olas1 ilk semptomu, siklikla hasta tarafindan farkina varilmayan ince, su gibi, kanla
bulasik vaginal akintidir. Klasik semptomu, en sik rastlanan belirti olmamasina ragmen ara
ara olan, agrisiz metroraji veya postkoital lekelenmelerdir. Ge¢ semptomlar veya daha fazla
ilerlemis hastalik belirtileri, sekonder olarak iireterler, pelvik duvar veya siyatik sinirlerin
tutulumuna bagli yana veya bacaga vuran agri gelismesidir. Hastalarin ¢ogu, diziiri, hematiiri,
rektal kanama veya konstipasyondan sikayetcidir. Invaziv serviks kanseri siklikla, servikal
epitelde metaplastik olaylarin anormal gelisimi ile baslayan, servikal intraepitelial neoplazi
(CIN L, I, IIT ) ve mikroinvaziv kanser ile devam eden bir siirecin sonunda olusan hastaliktir.
Serviks kanseri uzun bir preinvaziv hastalik evresinden sonra gelistigi icin erken tani ve
tedavinin 6nemli oldugu kanserlerden birisidir. Serviks kanserinin 6nceden tespit edilebilmesi
icin tarama testi olarak Papanicolaou (Pap smear) testi kullanilmaktadir. Serviks kolay
ulagilabilir bir organ oldugu 3 ve pap smear testi ile serviks kanserleri erken evrede
yakalanabildigi i¢in, bu evrede yapilacak uygun tedavi ile hastalarin yasam sansi artmaktadir.

(Han ve ark, 2005; Kiran, 2009).

2.3.1. Serviks Kanserinin Epidemiyolojisi

Serviks kanseri kadinlar arasinda goriillen en yaygin dordiincii kanser tiirii
olup, kadinlarda goriilen kanserlerin %12’sini olusturmaktadir. Yilda
yaklasik 528.000 yeni serviks kanseri olgusu bildirilmekte ve bu olguya bagli dliimlerin %
85’1 diisiik ve orta gelirli iilkelerde goriilmektedir (Randall ve Ghebre, 2016). Diisiik ve orta
gelirli iilkelerde serviks kanserinin goriilme sikliginin yiiksek olmasi, preinvaziv
lezyonlarin  kansere  doniismeden  saptanabilmesi ve tedavi edilebilmesi i¢in
gereken  etkili  tarama  programlarmin  bulunmamasindan  kaynaklanmaktadir

(Chuang ve ark, 2016). Diinya kanser istatistikleri (GLOBOCAN) 2012 verilerine gore (Sekil
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2.4.) serviks kanseri insidans1 30/100.000’den biiyiik olanlar yiiksek riskli bdlgeler i¢inde
Dogu Afrika (42.7/100.000), Malenezya (33.3/100.000), Giiney Afrika (31.5/100.000) ve
Orta Afrika (30.6/100.000) yer almaktadir. Serviks kanser insidansi 7.9/100.000°den kiigiik
olan Bat1 Asya ve Ortadogu iilkeleri de dahil diger bazi {ilkeler diisiik riskli bolgeler grubunu
olusturmaktadir. Ulkemizin serviks kanser insidansi 4.5/100.000’dir. Gelismis iilkelerde
O0lim oranmnin son yillarda giderek azalmasi erken tani ve tedavinin etkili sekilde

uygulanmasina baglanmaktadir (Globocan, 2012).

5N

ions used on this map do not imply the expression of any opinion whatsoever Data source: GLOBOCAN 2012 {f )}y, World Health

ning the legal status of any country, territory, city or area or of its authorities, Map production: IARC &3 Organization
aries. Dotted and dashed lines on maps represent approximate border lines World Health Organization S

or concel
for whicl © WHO 2015. All rights reserved

h there may not yet be fu

Sekil 2.4: Serviks kanseri insidansi

2.3.2. Serviks Kanseri Etyolojisi ve Risk Faktorleri

Giintimiizde serviks kanserinin etyolojik nedenleri kesin olarak bilinmemekle birlikte,
baz1 6nemli risk faktorleri tanimlanmaktadir (Tablo 2.2.). Epidemiyolojik calismalar serviks
kanseri gelisiminde en biiylik risk faktoriiniin human papillomaviriis (HPV) oldugunu
gostermektedir ve neredeyse biitiin serviks karsinomlu vakalarda HPV gozlemlenmektedir
(Walboomers ve ark, 1999). HPV saglikli kadinlarda da goriilmesine ragmen nadiren serviks
kanserine yol agmaktadir. Ciinkii, glinlimiize kadar tespit edilen HPV tiplerinden bir¢ogu
diisiik risk grubunu olusturmaktadir. HPV tip 6, 11, 42, 43, 44, 54, 61, 70, 72 ve 81 diisiik risk
grubunu temsil etmektedir. Yiiksek risk grubu iiyeleri olan HPV tip 16, 18, 31, 33, 35 39, 45,
51, 52, 56, 58, 59, 63, 73 ve 82 serviks ve diger genital kanserlere yol agmaktadir (Maas ve

ark, 2017; Kessler, 2017). Ayrica immunosupresif ve oral kontraseptif kullanimi, chlamydia



ve HSV-2 enfeksiyonu, sigara bagimliligi, meyve ve sebze bakimindan yetersiz diyet, ii¢ veya
daha fazla hamilelik, birden fazla partnerle seks, obezite gibi pek cok faktdr ve bireylerin
sahip olduklar1 genotipler de serviks kanserinin gelisiminde rol oynamaktadir. Serviks kanseri
onciil lezyonlarinin bazi bireylerde gerilemesi, bazi bireylerde ise kanser gelisimine sebep
olmasi, c¢evresel faktorlerin etkinliinin yani sira genetik duyarliligin da serviks kanserinde

onemli olabilecegini diisiindiirtmektedir.

Tablo 2.2. Serviks kanseri Etyolojisi ve Risk Faktorleri

HPV Enfeksiyonu

fleri Yas

Irk

Fazla sayida seksiiel partner

Oral kontraseptif kullanimi

Immunosiipresif ilaclar

Sebze ve meyve bakimindan fakir diyet

3 veya daha fazla hamilelik

Chlamydia enfeksiyonu

HSV-2 enfeksiyonu

Sigara Bagimliligi

Obezite

2.3.3. Serviks Kanseri Evrelendirmesi

Giiniimiizde serviks kanseri evrelemesinde Uluslararasi Jinekoloji ve Obstetrik
Federasyon (FIGO)’nun evreleme sistemi kullanilmaktadir. FIGO evreleme sistemi, timor
blytikligl ve hastaligin pelvisteki yayilimini esas alan bir sistemdir. Kanserin biiyiikliigii ve
yayginligt klinik olarak bir¢ok inceleme ile degerlendirilerek, hastalik evreleri I’den IV’e
kadar kategorilere ayrilmaktadir. Evre I; servikste sinirhi bliylimeyi temsil ederken, evre 1V;

kanserin metastaz ile uzak organlara yayilimin belirtir (Sankaranarayanan ve ark, 2005).
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Evre 0: In situ karsinom, intraepitelyal karsinom
Evre I: Karsinom kesin olarak servikse sinirlidir.

Evre IA: Kanser invazyonu sadece mikroskopik olarak belirlenebilir. Olciilen stromal

invazyonun maksimum derinligi 5 mm, genisligi 7 mm’yi gegcmemelidir.

Evre IA1: Stromal invazyon derinligi 3 mm’den kii¢liktiir ve timor 7 mm’den genis degildir.
Evre IA2: Stromal invazyon derinligi 3—5 mm arasindadir ve tiimdr 7 mm’den genis degildir.
Evre IB: Servikse siirli klinik lezyonlar veya evre IA’dan biiyiik preklinik lezyonlar

Evre IB1: 4 cm’den kiiciik klinik lezyonlar

Evre IB2: 4 cm’den biiyiik klinik lezyonlar

Evre II: Alt 1/3’ii haricinde vajen tutulumu veya pelvis yan duvarlar1 haricinde parametrium

infiltrasyonu
Evre ITA: Belirgin parametrium infiltrasyonu yok. Vajenin iist 2/3’{ine kadar tutulum vardir.

Evre IIB: Belirgin parametrium infiltrasyonu vardir. Ancak pelvis yan duvarina

ulagmamustir.

Evre III: Vajen alt 1/3’lnilin tutulumu veya pelvis yan duvarlarina infiltrasyon; baska

sebeplere bagli olmayan tiim hidronefroz ve/veya nonfonksiyone bobrek vakalar
Evre IIIA: Pelvis yan duvarlarina ulagmamustir, fakat vajen alt 1/3’°1i infiltredir.

Evre IIIB: Tiimor pelvis duvarina ulagmis veya hidronefroz veya nonfonksiyone bobrek

vardir.

Evre IV: Tiimor gercek pelvisi agsmis veya klinik olarak mesane ve/veya rektum mukozasi

tutulum vardir.
Evre IVA: Tiimoriin komsu pelvik organlara yayilimi

Evre IVB: Uzak organlara yayilim (Disaia ve ark, 2003).
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2.4. HeLa Serviks Kanser Hiicreleri

Serviks kanser hiicreleri, 1952 yilinda Scherer tarafindan afrika kokenli Amerikal1 bir
kanser hastasimin serviks dokusundan izole edilmistir. Henrietta Lack adindaki bu kanser
hastas1 kanserin metastaz yapmasi sonucu hayatin1 kaybetmistir, ancak laboratuvarda kiiltiirii
yapilan serviks kanser hiicrelerine hastanin ad ve soyadmin ilk iki harflerinden esinlenerek
“HeLa” ismi verilmistir. HeLa hiicrelerinin 6liimsiiz olmasi ve ¢ok kolay iiretilebilmeleri
antikanserojenik caligmalar basta olmak Tlizere birgok c¢alismada kullanimma hiz
kazandirmigtir. Ayrica HeLa hiicreleri dogal olarak diisiik sliperoksit dismutaz aktivitesine
sahip olduklari i¢in hiicresel oksidatif stresin etkilerini incelemek ,¢in de uygun bir modeldir.

Insan serviks kanser hiicre hatt1 olan HeLa hiicresi koken olarak epitel bir hiicredir. Bu kanser

hiicreleri ylizeye tutunarak gelismektedirler (Horakova ve ark, 2001; Florea ve ark, 2005;
Taranci, 2014).

Resim 2.1. HelLa Serviks Kanser Hiicreleri
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2.5. Poli (ADP-Riboz) Polimeraz

Poli (ADP-Riboz) Polimeraz (PARP) 1963 yilinda Chambon ve ¢alisma grubu
tarafindan kesfedilmis, hiicre sinyal enzimleri ailesinin bir iiyesidir. Okaryotlarda bulunan bu
enzimler DNA baglanma proteinlerinin poli (ADP-ribozillenme)sini saglayarak sitotoksik
ajanlar, iyonize radyasyon ve oksidatif stres sonucu olusmus DNA zincir kiriklarini onarirlar
(Bai ve ark, 2001; Burkle, 2001; Smulson ve ark, 2000). Ayrica PARP’ lar DNA hasar1 ve
genomik integritenin siirdiiriilmesi (Shell ve De Murcia, 2000), transkripsiyonel seviyede
cesitli proteinlerin ekspresyonlarinin diizenlenmesi (Kim ve ark, 2004), nekroz ve apoptoz
izerinden hiicre 6liimii (Schreiber ve ark, 2006; Virag and Szabo, 2002), hiicre
replikasyonunun diizenlenmesi (Saxena ve ark, 2002) ve telomeraz aktivitesinin diizenlenmesi
(Samper ve ark, 2001) gibi multi hiicresel siireclerden sorumludurlar. PARP enzim ailesi 18

tiyeden olugmasina ragmen en bol bulunan izoformu PARP-I” dir.

2.5.1. Poli (ADP-Riboz) Polimeraz-I

Poli (ADP-Riboz) transferaz veya Poli (ADP-Riboz) sentetaz olarak da bilinen PARP-
I (E.C 2.4.2.30), PARP protein ailesinin en bol bulunan ve iizerinde en ¢ok calisma yapilan
tiyesidir. 116 kDa molekiil agirligina ve 1014 tane aminoasit kalintisina sahip olan PARP-I,
cift cinko atomu igeren bir N-terminal DNA baglanma bdlgesi, bir ¢ekirdek lokalizasyon
sinyal bolgesi, bir merkezi otomodifikasyon bolgesi ve bir de NAD* dan ADP-riboz yapilarini
protein akseptoriine transfer eden C-terminal katalitik bolgeden olusmaktadir (Sekil 2.5).
PARP-I’'in DNA baglanma bolgesi tek yada ¢ift zincir kirikli bolgelere iki ¢inko atomu
sayesinde yiiksek afinite ile baglanir. Bu ¢inko atomlarindan biri ¢ift zincir kiriklarina karsi
PARP-TI’i aktive ederken, digeri tek zincir kiriklarina karg1 aktivasyonu gerceklestirir (Meyer-
Ficca ve ark, 2005; Nguewa ve ark, 2005; Schreiber ve ark, 2006).

Human PARP1

DNA-binding Automodification Catalytic domain
domain domain

Zinc fingers NLS BRCT Active site
= s | | I [ ] [ coon
1 1 1 372 524 s56 859 908 988 1014

Caspase
cleavage
site

Sekil 2.5: insan PARP-I proteinin fonksiyonel bolgeleri (Sodhi ve ark, 2010)
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DNA’daki hasar miktarina gére PARP-I farkli metabolik islevler iistlenmektedir. Eger
DNA’daki hasar ¢ok yiiksek ise PARP-I, ATP/NAD tiiketiminden dolay1 hiicreyi nekroza
gotiirlir. Eger DNA’daki hasar az miktarda ise diger DNA onarim enzimleriyle birlikte PARP-
I DNA onariminda gorev alarak hiicrenin yagamasini saglar. Kaspaz ailesinden apoptozda ¢ok
kritik rol iistlenen ve PARP-I'1n yariklanmasinin ana sorumlusu olan kaspaz 3 (Boulares ve
ark, 1999) aktiflesmis ise PARP-I yariklanmas1 gerceklestirilerek, hiicre apoptoza gitmektedir
(Sekil 2.6).

DNA repair
enzymes

SRR
T e e

W Low level DNA high level '
DNA damage

damage
Caspase-3
DNA repair Cuevsge NAD/ATP
' depletion
Cell recovery W" Necrosis

inactivated PARP

1 DNA degradation

Apoptosis

Sekil 2.6: DNA hasar seviyesine bagli olarak PARP’1n iistlendigi metabolik olaylar (Sodhi ve
ark, 2010).

Apoptoz siirecinde, kaspaz-3 ve kaspaz-7 PARP-I’in Asp214 ve Gly215 aminoasitleri
arasindaki bagi kirarak c¢ekirdek lokalizasyon bolgesi ile DNA baglanma bolgesinin
birbirinden ayirir (Sekil 2.7.). Boylelikle, PARP-I inaktive olarak DNA hasarini onarmasi i¢in
ATP tiiketmesi engellenir ve apoptozun ATP bagimli basamaklar1 i¢in gerekli enerji

saglanmis olur (D'Amours ve ark, 2001; Kim ve ark, 2005; Virdg ve ark, 2002).
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Sekil 2.7: PARP-I yariklanma Mekanizmasi

Antikanser caligmalarinda bilim insanlart PARP-I inhibitorlerinin bulunmasina da
yonelmektedir. PARP inhibitorleri arastirilirken PARP-I’in katalitik bolgesine baglanan
NAD" ile yarismali molekiiller aranir (Tok ve Kogyigit, 2015).
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2.6. Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii (VEGF)

1983 yilinda Senger ve calisma ekibi tarafindan literatiire kazandirilan VEGF,

anjiyogenez ve damar gecirgenligini etkileyen temel bir glikoproteindir (Senger D.R. ve ark,
1983). VEGF ailesi 6 farklt homolog faktérden olugsmaktadir. Bunlar: VEGF-A, VEGF-B,
VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E ve plasental biiyiime faktori (PIGF)’dir. VEGF-A, VEGF-B,
VEGF-D, VEGF-E ve PIGF kan damarlarinin biiylimesinde etkili iken, VEGF-C temel olarak
lenf damarlarinin gelismesini etkilemektedir. Ayrica VEGF-A, VEGF-B ve VEGF-C sinir
hiicrelerini dogrudan etkilemektedir (Raab ve Plate, 2007).
VEGF reseptorleri tirozin kinaz bagimli ve tirozin kinaz bagimsiz reseptorler olmak iizere
ikiye ayrilirlar. VEGFR-1, VEGFR-2 ve VEGFR-3 tirozin kinaz bagimli reseptorlerdir.
Norofilin-1 (NP-1) ve norofilin-2 (NP-2) tirozin kinaz bagimsiz reseptorlerdir. VEGF {iyeleri
bu reseptorlere farkli baglanma egilimi gosterirler (Takahashi ve Shibuya, 2005).

VEGF-C VEGF-D

© ©
MM

VEGF-B PIGF

N 4

e

“ | o
gimm | / m{‘/y HW U il i \

VEGFR2

VEGFR3
NRP1/2 VEGFR1

Sekil 2.8: VEGEF ailesinin ligand ve reseptorleri (Xuri ve ark, 2012).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Kullanilan Kimyasallar

4-Nitrobenzoil kloriir (Sigma-aldrich), L-Tirozin (Sigma-aldrich), L-Histidin (Sigma-
aldrich), L-Lisin (Sigma-aldrich), L-Valin (Sigma-aldrich), L-Prolin (Sigma-aldrich),
Sodyum Hidroksit (Sigma-aldrich), Hidroklorik Asit (Sigma-aldrich), Etanol (Sigma-aldrich),
RPMI- 1640 besiyeri with HEPES with L-glutamin (Capricorn), penisilin-streptomisin
(Invitrogen), Fetal bovine serum (Invitrogen), Trypsin-EDTA (invitrogen), DPBS
(Invitrogen), Dimetil siilfoksit (Sigma), WST-1 (Roche), Human PARP elisa kit (Fine Test),
Human VEGF elisa kit (Fine Test).

3.2. Kullanilan Malzemeler

Yar1 otomatik mikropipetler (10uL, 200uL, 1000uL) (ISOLAB), 8 kanalli otomatik
pipet (Pipetman), Sarjli pipet (Dragon Lab) Steril Pipet (SmL-10mL’lik) (Costar), filtre (0,22
pm) (Millipore), steril mikropipet ucu (10, 200, 1000 pL) (Eppendorf), Falcon Tiip (15mL,
50mL’lik) (Orange Scientific), Steril eppendorf (Axygen Quality), Hiicre kiiltiir flaski (25
cm?-75cm?) (Orange Scientific), 96 kuyucuklu hiicre plagi (Costar), 24 kuyucuklu hiicre plag
(Costar).

3.3. Kullanilan Cihazlar

1. Biyogiivenlik kabini (Heraeus HS12)

2. CO; Inkiibatorii (Nuaire NU5500)

3. Inverted Mikroskop (Olympus CK40)

4. UV-Visible Multiskan Spektrofotometre (Diagnostik Automation)
5. Sogutmali Santrifiij (15 ml falkon i¢in) (Hettich D78532)

6. Sogutmali Santrifiij (eppendorf i¢in) (Eppendorf 5415R)

7. Mikroplate Shaker (1sitmal1), (Eksper HT)

8. EVE™ Otomatik Hiicre Sayim Cihazi (NanoEnTek)

9. -80 Dondurucu (Niive NF 190)

10. FT-IR (Perkin Elmer Precisely Spectrum One)

17



11. Erime noktas1 tayin cihaz1 (Barnstead Electrothermal 9100)
12. pH Metre (Hanna Instrument HI 221)

3.4. Sentez Calismalari

3.4.1. 2,6-bis(4-nitrobenzamido) hekzanoik asit Sentezi (B1)

(@}

HN—/—CH—C——OH

o
OLN |
Cl + CH,

4-nitrobenzoyl chloride |

Chemical Formula: C;H,CINO4 CH2
Exact Mass: 184,99
Molecular Weight: 185,56 CH>
m/z: 184,99 (100,0%), 186,99 (32.9%), |
185,99 (8.,1%), 187.99 (2,.5%) CHy
Elemental Analysis: C, 45.31; H, 2.17; CI1, |
19.11; N, 7.55; O, 25.87 NH2

2,6-diaminohexanoic acid
Chemical Formula: CqH, ,N,O,
Exact Mass: 146,11
Molecular Weight: 146,19
m/z: 146,11 (100,0%), 147,11 (6.,7%)
Elemental Analysis: C, 49.30; H, 9.65; N, 19.16; O, 21.89

NO,

2,6-bis(4-nitrobenzamido)hexanoic acid
Chemical Formula: C, H,,N_,Og
Exact Mass: 444,13
Molecular Weight: 444,39
m/z: 444,13 (100,0%), 445,13 (23,6%), 446,13 (4.,2%)
Elemental Analysis: C, 54.05; H, 4.54; N, 12.61; O, 28.80

Sekil 3.1. 2,6-bis(4-nitrobenzamido) hekzanoik asidin yapisi

18



0,73g(5 mmol) L-lisin ve 1,5 g sodyum asetat 100mL’lik bir beher icerisinde 10 mL

IN NaOH’ da c¢oziildii ve 5 dakika boyunca oda sicakliginda karistirildi. Bu ¢ozeltinin

tizerine, 0,93g(5 mmol) p-nitrobenzoilkloriir ilave edildi ve 15 dk boyunca karistirildiktan

sonra siiziildii. Stiziilen ¢ozeltiye 3N HCI cokelek gozlemlenmeyene dek damla damla ilave

edildi. Bu islemle birlikte olusan beyaz kati dibe c¢oktii. Olusan bu ¢okelek vakum

pompasinda siiziildii. Elde edilen beyaz renkli kati madde etanolde kristallendirildi. (E.N:

188-190 °C decompoze, verim: 0,39g %27)

3.4.2. N-p-Nitrobenzoil-L-tirozin Sentezi (B2)

o
O,LN
cl

4-nitrobenzoyl chloride
Chemical Formula: C,;H,CINO,
Exact Mass: 184,99
Molecular Weight: 185,56
m/z: 184,99 (100,0%), 186,99 (32,9%),
185,99 (8,1%), 187,99 (2.5%)

Elemental Analysis: C, 45.31; H, 2.17; C1,

19.11: N, 7.55; O, 25.87

ﬁ
HN——CH—C——OH
CH,
OH

2-amino-3-(4-hydroxyphenyl)propanoic acid
Chemical Formula: CoH | | NO3
Exact Mass: 181,07
Molecular Weight: 181,19
m/z: 181,07 (100,0%), 182,08 (10,0%), 183,08 (1,1%)
Elemental Analysis: C, 59.66; H, 6.12; N, 7.73; O, 26.49

3-(4-hydroxyphenyl)-2-(4-nitrobenzamido)propanoic acid
Chemical Formula: C,H, ,N,Oq4
Exact Mass: 330,09
Molecular Weight: 330,29
m/z: 330,09 (100,0%), 331,09 (17.,7%), 332,09 (2,8%)
Elemental Analysis: C, 58.18; H, 4.27; N, 8.48; O, 29.06

Sekil 3.2. N-p-nitrobenzoil-L-tirozin yapisi
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0,91g(5 mmol) L-Tirozin ve 1,5 g sodyum asetat 100mL’lik bir beher igerisinde 10
mL 1IN NaOH’ da ¢oziildii ve 5 dakika boyunca oda sicaklifinda karigtirildi. Bu ¢6zeltinin
izerine, 0,93g(5 mmol) p-nitrobenzoilkloriir ilave edildi ve 15 dk boyunca karistirildiktan
sonra siiziildii. Stiziilen ¢ozeltiye 3N HCI cokelek gozlemlenmeyene dek damla damla ilave
edildi. Bu islemle birlikte olusan beyaz kati dibe ¢oktii. Olusan bu ¢okelek vakum
pompasinda siizlildii. Elde edilen beyaz renkli kati madde etanolde kristallendirildi. (E.N:232,
verim: 0,9g %55)

3.4.3. N-p-Nitrobenzoil-L-histidin Sentezi (B3)

(@]
I

o H,N—CH—C—OH
O.N |
Cl + CH,

4-nitrobenzoyl chloride
Chemical Formula: C,H,CINO;, N X

Exact Mass: 184,99 \\
NH

Molecular Weight: 185,56

m/z: 184,99 (100,0%), 186,99 (32,9%), 2-amino-3-(1 H-imidazol-4-yl)propanoic acid
185.99 (8.1%), 187.99 (2.5%) Chemical Formula: CCHoN;O,
Elemental Analysis: C, 45.31; H, 2.17; C1, Exact Mass: 155,07
19.11; N, 7.55; O, 25.87 Molecular Weight: 155,15

m/z: 155,07 (100,0%), 156,07 (7.7 %)
Elemental Analysis: C, 46.45; H, 5.85; N, 27.08; O, 20.62

\\_NH

3-(1H-imidazol-4-yl)-2-(4-nitrobenzamido)propanoic acid
Chemical Formula: C;H,,N,Og4
Exact Mass: 304,08
Molecular Weight: 304,26
m/z: 304,08 (100,0%), 305,08 (15,7%), 306,09 (2,0%)
Elemental Analysis: C, 51.32; H, 3.98; N, 18.41; O, 26.29

Sekil 3.3. N-p-nitrobenzoil-L-histidin yapis1
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0,775g (5 mmol) L-histidin ve 1,5 g sodyum asetat 100mL’lik bir beher igerisinde 10
mL 1IN NaOH’ da ¢oziildii ve 5 dakika boyunca oda sicakliginda karigtirildi. Bu ¢6zeltinin
izerine, 0,93g (5 mmol) p-nitrobenzoilkloriir ilave edildi ve 15 dk boyunca karistirildiktan
sonra siiziildii. Stiziilen ¢ozeltiye 3N HCI c¢okelek gozlemlenmeyene dek damla damla ilave
edildi. Bu islemle birlikte olusan beyaz kati dibe ¢oktii. Olusan bu ¢okelek vakum
pompasinda siiziildii. Elde edilen beyaz renkli kat1 madde etanolde kristallendirildi. (E.N:236-
238 decompoze, verim: 0,39g %27)

3.4.4. N-p-Nitrobenzoil-L-valin Sentezi (B4)

o o
on= HX I
Cl + H2N—<|:H—c—0|—|

4-nitrobenzoyl chloride CH—CHg
Chemical Formula: C; H,CINO5
Exact Mass: 184,99 CHg

Molecular Weight: 185,56
m/z: 184,99 (100,0%), 186,99 (32,9%),
185,99 (8,1%), 187,99 (2,5%)
Elemental Analysis: C, 45.31; H, 2.17; C1,
19.11; N, 7.55; O, 25.87

2-amino-3-methylbutanoic acid
Chemical Formula: CsH,;  NO,
Exact Mass: 117,08
Molecular Weight: 117,15
m/z: 117,08 (100,0%), 118,08 (5.9%)
Elemental Analysis: C, 51.26; H, 9.46; N, 11.96; O, 27.32

o
(@]
O,N n
N—CHC—OH
[

CHCHg
I
CHg

3-methyl-2-(4-nitrobenzamido)butanoic acid
Chemical Formula: C,,H, ,N,Og4
Exact Mass: 266,09
Molecular Weight: 266,25
m/z: 266,09 (100,0%), 267,09 (13.9%), 268,09 (1.1%)
Elemental Analysis: C, 54.13; H, 5.30; N, 10.52; O, 30.05

Sekil 3.4. N-p-nitrobenzoil-L-valin yapis1

0,585g(5 mmol) L-Valin ve 1,5 g sodyum asetat 100mL’lik bir beher icerisinde 10 mL
IN NaOH’ da c¢oziildii ve 5 dakika boyunca oda sicakliginda karistirildi. Bu ¢ozeltinin
tizerine, 0,93g (5 mmol) p-nitrobenzoilkloriir ilave edildi ve 15 dk boyunca karigtirildiktan
sonra siiziildii. Stiziilen ¢ozeltiye 3N HCI c¢okelek gozlemlenmeyene dek damla damla ilave
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edildi. Bu islemle birlikte olusan beyaz kati dibe ¢oktii. Olusan bu ¢okelek vakum
pompasinda siiziildli. Elde edilen beyaz renkli katt madde etanolde kristallendirildi. (E.N: 131
OC, verim: 0,68g %51)

3.4.5. N-p-Nitrobenzoil-L-prolin Sentezi (BS)

o o
o= ‘@C' + (lsl— OH

4-nitrobenzoyl chloride
Chemical Formula: C;H,CINO5
Exact Mass: 184,99
Molecular Weight: 185,56
m/z: 184,99 (100,0%), 186,99 (32,9%),

HN

pyrrolidine-2-carboxylic acid

185,99 (8,1%), 187,99 (2,5%) Chemical Formula: C5H9N02
Elemental Analysis: C, 45.31; H, 2.17; CI1, Exact Mass: 115.06
19.11; N, 7.55; O, 25.87 Molecular Weight: 115,13

m/z: 115,06 (100,0%), 116,07 (5.6%)
Elemental Analysis: C, 52.16; H, 7.88; N, 12.17; O, 27.79

(@]
1
C—OH

ety

1-(4-nitrobenzoyl)pyrrolidine-2-carboxylic acid
Chemical Formula: C,,H,,N,O54
Exact Mass: 264,07
Molecular Weight: 264,23
m/z: 264,07 (100,0%), 265,08 (13,3%), 266,08 (1,9%)
Elemental Analysis: C, 54.55; H, 4.58; N, 10.60; O, 30.28

Sekil 3.5. N-p-nitrobenzoil-L-prolin yapis1

0,57g(5 mmol) L-prolin ve 1,5 g sodyum asetat 100mL’lik bir beher igerisinde 10 mL
IN NaOH’ da c¢oziildii ve 5 dakika boyunca oda sicakliginda karistirildi. Bu ¢ozeltinin
tizerine, 0,93g(5 mmol) p-nitrobenzoilkloriir ilave edildi ve 15 dk boyunca karigtirildiktan
sonra siiziildii. Siiziilen ¢ozeltiye 3N HCI ¢okelek gozlemlenmeyene dek damla damla ilave
edildi. Bu islemle birlikte olusan beyaz kati dibe c¢oktii. Olusan bu c¢okelek vakum
pompasinda siiziildii. Elde edilen beyaz renkli kati madde etanolde kristallendirildi. (E.N:146-
148 °C verim: 0,6g %45)
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3.5. Hiicre Kiiltiirii Cahismalar:

Aminoasitlerden yola ¢ikilarak sentezlenen bilesiklerin kanser hiicrelerinde sitotoksik
etkisini belirlemek amaciyla, calismamizda HelLa serviks kanser hiicreleri kullanilmstir.
Stoktan c¢ikarilan HeLa hiicreleri %10 FBS, %1 penisilin/streptomisin iceren L-glutamin ve
HEPES’li RPMI-1640 besiyerinde, 25 cm? lik flasklarda, %5 CO> ve 37 °C ortam
kosullarinda biiyiitiilmiistiir. Hiicreler flasklar1 %80-90 oraninda doldurduklarinda yeni 25

cm? ve 75 cm? lik flasklara pasajlanarak deneylerde kullanilmak iizere stoklar gogaltilmstir.

3.5.1 Hiicrelerin Sayilmasi

HeLa hiicreleri flasklari %80-90 oraninda doldurduklarinda besiyeri dokiilerek
hiicreler 2 kez 3 mL DPBS ile yikanmstir. Flaskin ebatina ve hiicre yogunluguna bagli olarak
flaskin igerisine 500-750 pL 1X tripsin/EDTA ilave edilmistir. Flask bir-iki dakika CO>
inkiibatoriinde bekletilerek ylizeye yapigsmis hiicrelerin kalkmasi saglanmistir. Tripsinin
toksik etkisini notralize etmek icin kalkan hiicrelerin iizerine eklenen tripsin miktarinin bes
kat1 kadar medium ilave edilmistir. Flask icerigi 15 mL’lik falcon tiipiine aktarilarak 1100
rpm’de 5 dakika santrifiij edilmistir. Siipernanat atilarak pellet kismina besiyeri eklenmistir.

HeLa hiicreleri tripan mavisi ile boyanarak, hiicre sayim cihazinda sayilmistir.

3.5.2. Sentezlenen Amit Dozlarinin Hazirlanmasi

Kat1 halde elde edilen amitlerin DMSO igerisinde 100 mM’lik stok ¢ozeltileri
hazirlanmistir.  Stok ¢oOzeltiden, besiyeri ile gerekli seyreltmeler yapilarak hiicrelere
uygulanmak {izere 25, 50, 100, 200 uM’ lik dozlar elde edilmistir. En yiiksek amit
konsantrasyonunda DMSO oran1 %0,1 oldugundan, kontrol grubuna icerisinde %0,1 DMSO

igeren besiyeri uygulanmistir.

3.5.3 WST-I Sitotoksisite Testi

HeLa hiicreleri %10 FBS, %]1 penisilin/streptomisin iceren L-glutamin ve HEPES’li
RPMI-1640 besiyerinde, 25 cm? lik flasklarda, %5 CO. ve 37 °C ortam kosullarinda

biiyiitiilmiistiir. Hiicreler flaski istenilen oranda kaplaymnca sayimi yapilarak, her bir
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kuyucukta 20.000 hiicre olacak sekilde 96 kuyucuklu plakalara 100 pL besiyeri ortaminda
eklenmistir. Hiicrelerin yapismalari i¢in inkiibatdrde 24 saat inkiibasyona maruz birakilmistir.
Inkiibasyon sonunda eski besiyeri dokiilerek kuyucuklara 100 pL amit konsantrasyonlar1 (25,
50, 100, 200 uM) uygulanmistir. Kontrol grubundaki hiicrelere ise 100 pL %0,1 DMSO
iceren besiyeri uygulanmigtir. Plakalar 24, 48 ve 72 saat inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon siireleri sonunda her bir kuyucuktaki hiicreler iizerine 10 pL WST-I reaktifi ilave
edilerek, hiicreler 1 saat inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonunda plakalar spektrofotometrede
420 nm dalga boyunda okunmustur. Deneyler birbirinden bagimsiz 3 tekrar seklinde

calisilmigtir. Elde edilen absorbans degerleri hiicre canliligr ile direkt iliskilendirilmistir.

3.5.4. Apoptoz iliskili PARP Testi

PARP 116 kDa molekiil agirligina sahip bir cekirdek enzimidir. DNA hasarinin
belirlenmesi, DNA onarimi ve apoptoz reaksiyonlar1 gibi bir¢ok hiicre i¢i molekiiler olayda
gorev almaktadir. PARP kaspazin belirlenen ilk substratidir. Apoptoz siirecinde kaspaz 3 ve
kaspaz 7, Asp214 ve Gly215 aminoasitleri arasindaki bagi kirarak PARP proteinini 85 kDa ve
25 kDa agirhgindaki iki fragmente yariklar. Boylelikle PARP inaktive olarak, hiicrenin
apoptoza girmesi saglanir.

Bu calismada PARP-I miktar1 ELIZA yontemi ile dlgiilecektir. PARP-I eliza kiti 96
kuyucuklu plaka igermektedir ve bu kuyucuklarin her biri PARP-I antikoru ile kaplanmustir.
Biotin ile konjuge edilmis PARP-I antikoru dedeksiyon antikoru olarak kullanilmaktadir.
Plakaya ilk olarak standartlar, numuneler ve biotin ile konjuge edilen dedeksiyon antikoru
ilave edilir ve inkiibasyondan sonra plaka yikanir. Yikamadan sonra HRP-Streptavidin
eklenerek, dedeksiyon antikoruna tutunur. HRP enzimatik reaksiyonunu gozlemlemek icin
renk olusturucu madde olarak TMB ortama ilave edilir. Son olarak, TMB eklendikten sonra
olusan mavi rengi sartya dondiirmek icin asidik stop soliisyonu kuyucuklara eklenir. Olusan
bu sar1 rengin optik dansitesi 450 nm’de mikroplaka okuyucuda okunur ve elde edilen
standart grafikten PARP-I miktar1 hesaplanir (Fine Test PARP-I Elisa Kit, 2017).

PARP-I miktarin1 6lgmek i¢in, 24 kuyucuklu plakalara her bir kuyucukta 40.000 hiicre
olacak sekilde HeLa hiicreleri ekildi. Hiicrelerin yapismasi i¢in plaka 24 saat inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonunda besiyeri atilarak hiicreler 24 saat boyunca amit konsantrasyonlari ile
inkiibe edildi ve HelLa hiicreleri tripsin ile kaldirilarak hiicreler ependorf tiiplere alindi.

Hiicreler ii¢ kez soguk DPBS ile yikandi. Her bir ependorfa 200 pL lizis tamponu ilave edildi

24



ve 30 dakika buz icerisinde bekletildi. Bu siire i¢erisinde 10 dakika araliklarla ependorf tiipler
vortekslenerek PARP-I proteini hiicrelerden ekstrakte edildi. 30 dakika ekstraksiyondan
sonra, ependorf tiipler 13.000 rpm’de 10 dakika santrfiij edilerek, hiicre lizat1 ayr
ependorflara alind1 ve Elisa 6l¢iimlerinde kullanilmak tizere -20 °C’de muhafaza edildi.

Eliza protokolii asagidaki gibi uygulandi.
1. Standart ve numuneler eklenmeden 6nce plaka 2 defa yikama soliisyonu ile yikandi.
2. Kitin manuelinde belirtilen standart konsantrasyonlar1 hazirlandi. 40 ng/mL stok standart
cozeltisinden 300 pl alind1 ve 300 ul standart diluenti ile seyreltildi. Bu ¢ozeltiden de 300 ul
alinip ve tizerine ve 300 pl standart diluent eklenerek seri dilusyonlar ile konsantrasyonlari
(0.625, 1.25, 2.5, 5, 10 ve 20 ng/mL) olacak sekilde 6 standart hazirlandi.
3. Hazirlanan standartlar ve hiicre lizatindan plakadaki her bir kuyucuga 100 ul ilave edildi.
Kor kuyucuguna 100 pl standart diluenti eklendi.
4. Plakanin iizeri koruyucu membran ile kapatilarak, 37 °C ve 200 rpm’de 90 dakika inkiibe
edildi.
5. Koruyucu membran ¢ikarilarak plaka igerigi dokiildii.
6. Biotin antikoru, antikor diliienti ile 1:100 oraninda diliie edildi. Bu karisimdan her bir
kuyucuga 100 ul eklendi.
7. Plakanin iizeri koruyucu membran ile kapatilarak, 37 °C ve 200 rpm’de 60 dakika inkiibe
edildi.
8. Yikama soliisyonu distile su ile 1:25 oraninda diliie edilerek hazirlandi. Bu soliisyon ile
plaka 3 defa manuel olarak yikandi.
9. HRP-Streptavidin, HRP-Streptavidin diliienti ile 1:100 oraninda diliie edildi. Bu
karisimdan her bir kuyucuga 100 ul eklendi.
10. Plakanin {izeri koruyucu membran ile kapatilarak, 37 °C ve 200 rpm’de 30 dakika inkiibe
edildi.
11. Koruyucu membran kaldirilarak plaka igerigi dokiildii. Plaka 5 defa yikama soliisyonu ile
manuel olarak yikandi.
12. Her bir kuyucuga 90 ul TMB substrati ilave edildi.
13. Plakanin iizeri koruyucu membran ile kapatilarak 37 °C ve 200 rpm’de 15 dakika inkiibe
edildi. Bu esnada mavi renk olustu.
14. Plakanin iizerindeki koruyucu membran kaldirildi. Olusan mavi rengi, sartya doniistiirmek
icin her bir kuyucuga 50 pl stop soliisyonu eklendi.
15. Optik dansite mikroplaka okuyucu da 450 nm’ de dl¢iildi.
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16. Standartlarin konsantrasyonlarina karsilik okunan OD degerlerine bagl olarak standart
grafigi ¢izildi. 4-parametre denklemi bulundu ve bu denklemden yola ¢ikilarak 6rneklerin

konsantrasyonlar1 hesaplandi.

3.5.5. Anjiyogenez iliskili VEGF Testi

Vaskiiler endotelyal biiylime faktorii (VEGF), endotel hiicrelerinin sayica artmalarini
ve yeni olusan damarda yasamlarini siirdiirmelerini saglamaktadir. Ayrica matriks
metalloproteinazlar gibi matriks pargalayict enzimlerin artisin1 saglayarak anjiyogenezi
indiiklemektedir. Bu olaymn tiimor hiicrelerinin biiyliimesi ve gelismesinde de etkili oldugu
bilinmektedir. Kanser tedavisindeki temel yaklasimlardan biri de anjiyogenez inhibitorlerinin

gelistirilmesidir (Durak ve ark., 2005; Yaramis 2011).

VEGEF eliza kiti 96 kuyucuklu plaka igermektedir ve bu kuyucuklarin her biri VEGF
antikoru ile kaplanmistir. Biotin ile konjuge edilmis VEGF antikoru dedeksiyon antikoru
olarak kullanilmaktadir. Plakaya ilk olarak standartlar, numuneler ve biotin ile konjuge edilen
dedeksiyon antikoru ilave edilir ve inkiibasyondan sonra plaka yikanir. Yikamadan sonra
HRP-Streptavidin eklenerek, dedeksiyon antikoruna tutunur. HRP enzimatik reaksiyonunu
gbzlemlemek i¢in renk olusturucu madde olarak TMB ortama ilave edilir. Son olarak, TMB
eklendikten sonra olusan mavi rengi sartya dondiirmek i¢in asidik stop soliisyonu kuyucuklara
eklenir. Olusan bu sar1 rengin optik dansitesi 450 nm’de mikroplaka okuyucu’ da okunur ve

elde edilen standart grafikten VEGF miktar1 hesaplanir (Fine Test VEGF Elisa Kit, 2017).

VEGF miktarin1 6lgmek i¢in, 24 kuyucuklu plakalara her bir kuyucukta 40.000 hiicre
olacak sekilde HeLa hiicreleri ekildi. Hiicrelerin yapigsmasi igin plaka 24 saat inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonunda besiyeri atilarak hiicreler 24 saat boyunca amit konsantrasyonlari ile
inkiibe edildi ve HelLa hiicreleri tripsin ile kaldirilarak hiicreler ependorf tiiplere alindi.
Hiicreler ii¢ kez soguk DPBS ile yikandi. Her bir ependorfa 200 uL lizis tamponu ilave edildi
ve 30 dakika buz icerisinde bekletildi. Bu siire icerisinde 10 dakika araliklarla ependorf tiipler
vortekslenerek VEGF proteini hiicrelerden ekstrakte edildi. 30 dakika ekstraksiyondan sonra,
ependorf tiipler 13.000 rpm’de 10 dakika santrfiij edilerek, hiicre lizat1 ayr1 ependorflara
alind1 ve Eliza 6lgiimlerinde kullanilmak tizere -20 °C’de muhafaza edildi.

Eliza protokolii asagidaki gibi uygulandi.

1. Standart ve numuneler eklenmeden 6nce plaka 2 defa yikama soliisyonu ile yikandi.
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2. Kitin manuelinde belirtilen standart konsantrasyonlar1 hazirlandi. 200 pg/mL stok standart
cozeltisinden 300 pl alind1 ve 300 ul standart diluenti ile seyreltildi. Bu ¢ozeltiden de 300 ul
alinip ve tizerine ve 300 pl standart diluent eklenerek seri dilusyonlar ile konsantrasyonlari
(31.25, 62.5, 125, 250, 500 ve 1000 pg/mL) olacak sekilde 6 standart hazirlandi.

3. Hazrlanan standartlar ve hiicre lizatindan plakadaki her bir kuyucuga 100 ul ilave edildi.
Kor kuyucuguna 100 pl standart diluenti eklendi.

4. Plakanin {izeri koruyucu membran ile kapatilarak, 37 °C ve 200 rpm’de 90 dakika inkiibe
edildi.

5. Koruyucu membran ¢ikarilarak plaka igerigi dokiildii.

6. Biotin antikoru, antikor diliienti ile 1:100 oraninda diliie edildi. Bu karisimdan her bir
kuyucuga 100 pl eklendi.

7. Plakanin iizeri koruyucu membran ile kapatilarak, 37 °C ve 200 rpm’de 60 dakika inkiibe
edildi.

8. Yikama soliisyonu distile su ile 1:25 oraninda diliie edilerek hazirlandi. Bu soliisyon ile
plaka 3 defa manuel olarak yikand.

9. HRP-Streptavidin, HRP-Streptavidin diliienti ile 1:100 oraninda diliie edildi. Bu
karigimdan her bir kuyucuga 100 pl eklendi.

10. Plakanin {izeri koruyucu membran ile kapatilarak, 37 °C ve 200 rpm’de 30 dakika inkiibe
edildi.

11. Koruyucu membran kaldirilarak plaka icerigi dokiildii. Plaka 5 defa yikama soliisyonu ile
manuel olarak yikandi.

12. Her bir kuyucuga 90 ul TMB substrati ilave edildi.

13. Plakanin iizeri koruyucu membran ile kapatilarak 37 °C ve 200 rpm’de 15 dakika inkiibe
edildi. Bu esnada mavi renk olustu.

14. Plakanin iizerindeki koruyucu membran kaldirildi. Olusan mavi rengi, sartya doniistiirmek
icin her bir kuyucuga 50 ul stop soliisyonu eklendi.

15. Optik dansite mikroplaka okuyucu da 450 nm’ de 6l¢iildii.

16. Standartlarin konsantrasyonlarina karsilik okunan OD degerlerine bagli olarak standart
grafigi cizildi. 4-parametre denklemi bulundu ve bu denklemden yola ¢ikilarak orneklerin

konsantrasyonlar1 hesaplanda.
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3.6. istatistiksel Analizler

Elde edilen verilerin istatistiksel analizi SPSS (for Windows Release 11.5 Standart
Version Copyright © Spss Inc. 1989-2001) hazir paket programi kullanilarak yapildi.
Gruplarin amit dozlarma bagl pozitif veya negatif korelasyon gosterip gostermedigini ¢ift
yonlii korelasyon testi kullanilarak tespit edildi (p<0,05).

HeLa hiicrelerine sentezlenen amitlerin farkli dozlar1 uygulanarak elde edilen
sitotoksisite, PARP-I ve VEGF verilerinin normal dagilima uygunlugu belirlendi. Tek yonlii
ANOVA ve post-hoc olarak Tukey testi kullanilarak verilerin istatistiksel analizi yapildi. Tim
calismalar %95 giliven arali1 baz alinarak gergeklestirildi (p<0,05).
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4. BULGULAR

4.1. Amitlere Ait FT-IR Spektrumlari

4.1.1. 2,6-bis(4-nitrobenzamido) hekzanoik asit’e ait FT-IR spektrumu
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Sekil 4.1. 2,6-bis(4-nitrobenzamido) hekzanoik aside ait FTIR spektrumu

IR=2937,2862(CH), 1695,1642,1597(C=0), 1519 (C-C), 1343 (C-N), 1311 (C-O)

4.1.2. N-p-Nitrobenzoil-L-tirozin’e ait FT-IR spektrumu
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Sekil 4.2. N-p-Nitrobenzoil-L-tirozin’e ait FT-IR spektrumu

IR= 2937,2820(CH), 1688,1590(C=0), 1519 (C-C), 1346 (C-N), 1245 (C-O)
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4.1.3. N-p-Nitrobenzoil-L-histidin’e ait FT-IR spektrumu
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Sekil 4.3. N-p-Nitrobenzoil-L-histidin’e ait FT-IR spektrumu
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IR= 3116(NH), 2829,2550(CH), 1688,1599(C=0), 1538 (C-C), 1348 (C-N), 1291 (C-O)

4.1.4. N-p-Nitrobenzoil-L-valin’e ait FT-IR spektrumu
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Sekil 4.4. N-p-Nitrobenzoil-L-valin’e ait FT-IR spektrumu
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30

600 4500



4.1.5. N-p-Nitrobenzoil-L-prolin’e ait FT-IR spektrumu
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Sekil 4.5. N-p-Nitrobenzoil-L-prolin’e ait FT-IR spektrumu

IR= 3082(NH), 2823(CH), 1682,1599(C=0), 1527 (C-C), 1346 (C-N), 1309 (C-O)

4.2. Amit Konsantrasyonlarinin Hiicre Canlhihigina Etkisi

Sentezlenen amitlerin HeLa hiicrelerinde zamana ve konsantrasyona bagli olarak
onemli sitotoksik ve proliferatif etkileri belirlenmistir. WST-I hiicre canlilik testi sonucunda
Tablo 4.1°de goriildiigii gibi konsantrasyon ve inkiibasyon zamanina bagl olarak % hiicre
canlilik degerlerinde istatistiksel olarak anlaml1 degisikler gdzlemlenmistir (p<0.05").

24 saatlik inkiibasyon sonunda 25, 50, 100 ve 200 uM amit konsantrasyonlarinda %
hiicre canlilik degerleri kontrol grubuna gore B-1 bilesigi i¢in sirastyla 82.55%, 77.25%, 85.92*
ve 98.51; B-2 bilesigi i¢in sirasiyla 86.52*, 89.54*, 107.09* ve 109.16*; B-3 bilesigi i¢in
sirastyla 82.51%, 112.36%, 125.23* ve 126.18%; B-4 bilesigi i¢in sirastyla 97.13%, 114.39%,
119.69* ve 122.29%; B-5 bilesigi icin sirasiyla 98.81, 92.44*, 88.59* ve 83.70* olarak
hesaplanmistir. B1’in 200 uM ve B5’in 25 uM’lik dozu hari¢ diger tiim dozlarda elde edilen
veriler istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05).

48 saatlik inkiibasyon sonunda 25, 50, 100 ve 200 uM amit konsantrasyonlarinda %
hiicre canlilik degerleri kontrol grubuna gdre B-1 bilesigi igin sirastyla 93.21%, 81.76%*, 94.21*
ve 111.58%; B-2 bilesigi i¢in sirastyla 89.45%, 90.36*, 96.37* ve 103.72%*; B-3 bilesigi i¢in
sirastyla 97.23*, 117.98*, 124.46* ve 131.37*; B-4 bilesigi icin sirastyla 100.26, 114.09%*,
119.71*% ve 124.46*; B-5 bilesigi icin sirasiyla 97.66, 91.62%, 85.74* ve 79.26* olarak
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hesaplanmistir. B4 ve B5’in 25 uM’lik dozu hari¢ diger tiim dozlarda elde edilen veriler
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05).

72 saatlik inkiibasyon sonunda 25, 50, 100 ve 200 uM amit konsantrasyonlarinda %
hiicre canlilik degerleri kontrol grubuna goére B-1 bilesigi icin sirasiyla 82.14%*, 80.16%,
104.36%ve 122.5%; B-2 bilesigi i¢in sirasiyla 89.09%, 99.60, 105.08* ve 113.49%*; B-3 bilesigi
icin sirastyla 105.59%, 110.32*%, 119.64* ve 121.43*%; B-4 bilesigi icin sirastyla 77.77%,
89.21%*, 93.65* ve 119.05*; B-5 bilesigi i¢in sirasiyla 97.82, 91.43%*, 78.17* ve 69.46* olarak
hesaplanmistir. B2’nin 50 uM ve B5’in 25 pM’lik dozlar hari¢ diger tiim dozlarda elde
edilen veriler istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05).

Tablo 4.1. Inkiibasyon siiresi ve konsantrasyona bagli % canli hiicre degerleri.

Bilesik Kodu
Inkiibasyon | Konsantrasyon B-2 B-3 B-4
Siiresi (uM)
25 86.52% 82.51% 97.13%
3 50 89.54% 112.36* | 114.39*
96}
N 100 107.10% | 125.23% | 119.69*
200 109.16* | 126.18* | 122.29*
25 89.45% 97.24% 100.25
E 50 90.36* 117.98*% | 114.08*
9]
] 100 96.36* 124.46% | 119.71%*
200 103.72*% | 131.37*% | 124.45%
25 89.08* 105.59% | 77.77*
E 50 99.60 110.32% | 89.20%
7]
N 100 105.08* | 119.64* | 93.65%
200 113.49% | 121.43% | 119.04*
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Sekil 4.6. 24 saat inkiibasyon sonunda % canli hiicrelerin amit dozlarina gore diizeylerinin
stitun grafigi ile gosterilmesi
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Sekil 4.7. 48 saat inkiibasyon sonunda % canli hiicrelerin amit dozlarina gore diizeylerinin
slitun grafigi ile gosterilmesi
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Sekil 4.8. 72 saat inkiibasyon sonunda % canl1 hiicrelerin amit dozlarina gore diizeylerinin
stitun grafigi ile gosterilmesi

4.3. Sentezlenen Amitlerin Apoptoza Etkisi

Sentezlenen amitlerin HeLa hiicreleri tizerinde apoptotik etkisini belirlemek amaciyla
PARP-I miktar1 eliza yontemiyle dl¢tilmiistiir. Kit protokolii uygulandiktan sonra PARP-I
standartlarindan faydalanarak kalibrasyon grafigi ¢izilmistir. Kalibrasyon grafigi yardimiyla,
amit konsantrasyonlar1 uygulanan HeLa hiicre lizatlarinin absorbanslarina karsilik gelen

PARP-I miktarlar1 hesaplanmuistir.

Ahsorbance
—
(]

10 20 30 40

Concentration

4 Parameter (v = (A - D3/ (1 = (CFB) + D)
A=31.1518 B=-0.6231 C=3370.0826 D=0.0074, R-Sguare = 0.9959

Sekil 4.9. PARP-I’e ait standart grafigi
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24 saatlik inkiibasyon sonunda 25, 50, 100 ve 200 uM amit konsantrasyonlarinda
PARP-I miktari(ng) B-1 bilesigi i¢in sirastyla 1.46%*, 0.99%*, 1.25* ve 1.16%; B-2 bilesigi i¢in
strastyla 1.46%, 1.32%, 2.31* ve 1.78%; B-3 bilesigi i¢in sirastyla 0.70*, 0.69%, 2.12* ve 0.96*
B-4 bilesigi icin sirasiyla 1.36%, 0.82%*, 1.19* ve 2.41%*; B-5 bilesigi i¢in sirastyla 2.27%, 2.47%,
2.84*% ve 1.44* olarak hesaplanmistir. Kontrol grubunun PARP-I miktar1 ise 4.14 ng
Olciilmiistiir. Tiim dozlarda elde edilen veriler kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlaml1

bulunmustur (p<0,05).

Tablo 4.2. 24 saatlik inkiibasyon sonunda amit konsantrasyonuna bagli PARP-I miktarlar

(ng)
Kontrol=4.14 ng Bilesik Kodu
B-1 B-2 B-3
= 25 1,46%* 1,46%* 0,70*
>
175}
§ ’g 50 0,99* 1,32%* 0,69*
52
z 100 1,25% 2,31% 2,12%
K
200 1,16* 1,78%* 0,96*
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Sekil 4.10. PARP-1 proteininin amit dozlarina gore diizeylerinin siitun grafigi ile gésterilmesi
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4.4. Sentezlenen Amitlerin Anjiyogeneze Etkisi

Sentezlenen amitlerin HeLa hiicreleri iizerinde anjiyogenejik etkisini belirlemek
amaciyla VEGF miktar1 eliza yontemiyle olctilmistiir. Kit protokolii uygulandiktan sonra
VEGF standartlarindan faydalanarak kalibrasyon grafigi c¢izilmistir. Kalibrasyon grafigi
yardimiyla, amit konsantrasyonlar1 uygulanan HeLa hiicre lizatlarinin absorbanslarina karsilik

gelen VEGF miktarlar1t hesaplanmustir.

Absarbance
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4 Parameter (v = (A -D)/ {1 + (x'CB) + D)
A=14 2538 B=-1.3319 C=11243.279 D=0.0020, R-Square = 1.0000

Sekil 4.11. VEGF’ye ait standart grafigi

24 saatlik inkiibasyon sonunda 25, 50, 100 ve 200 uM amit konsantrasyonlarinda
VEGF miktari(pg) B-1 bilesigi icin sirasiyla 527.27, 491.39%, 393.42* ve 289.36*; B-2
bilesigi icin sirasiyla 275.07*, 389.73*, 369.23* ve 582,28*; B-3 bilesigi i¢in sirasiyla
515.39%, 323.21%*, 232.84* ve 788.44*; B-4 bilesigi i¢in sirasiyla 395.27%, 309.41%*, 382.31*
ve 363.57*%; B-5 bilesigi icin sirasiyla 565.77, 505.14*, 391.58* ve 215.27% olarak
hesaplanmigtir. Kontrol grubunun VEGF miktar ise 543,75 pg Olclilmiistiir. B1 ve B5’in 25
uM’lik dozlar1 hari¢ diger tiim dozlarda elde edilen veriler istatistiksel olarak anlamli

bulunmustur (p<0,05).
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Tablo 4.3. 24 saatlik inkiibasyon sonunda amit konsantrasyonuna bagli VEGF miktarlar1 (pg)

Kontrol= 543.75 pg Bilesik Kodu
B-1 B-2
g 25 527,27 275,07*
=
72}
§ g 50 491,39% 389,73*
52
g 100 393,42* | 369,23*
4
200 289,36%* 582,28*
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Sekil 4.12. VEGF proteininin amit dozlarina gore diizeylerinin siitun grafigi ile gosterilmesi
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5. TARTISMA

Kanser, genlerdeki bir dizi mutasyonlar sonucu hiicrelerin normal iglevlerini yitirerek
asir1 cogalmaya baslamasiyla karakterize edilen bir hastaliktir. Normal fizyolojik durumlarda
proto-onkogenler hiicre boliinmesi ve biiyiimesinden sorumludur, ancak mutasyon sirasinda
bu genler onkogenlere doniiserek hiicrenin varligi i¢in tehlikeli bir durum teskil ederler.
Ayrica, timor baskilayici genlerin eksikligi kontrolsiiz hiicre biiylimesini tetikler ve kanser
olusumu baslar. (Aizawa ve ark, 2016; Hassanpour ve Dehghani, 2017). Kemoterapi, yani
kimyasal ajanlar ile kanser hiicrelerini yok etmek veya bu hiicrelerin biiyiimesini kontrol
altina almak en 6nemli tedavi yaklasimidir. Kemoterapotik ajanlar amit, ester, nitril, hidroksil,
amino, nitro v.b fonksiyonel gruplari ihtiva eden bilesiklerdir. Bir¢ok amit fonksiyonel grubu
iceren bilesigin karsinomlu hiicreler lizerinde toksik, apoptotik ve antianjiyogenejik etkiye
sahip oldugu bilinmektedir. Kanser tedavisinde giincel olarak kullanilan indomethacin ve
doxorubucin gibi kemoterapdtikler kanser hastalarinin yasam siirelerini uzatmaktadirlar.
Ancak bu bilesikler istenmeyen yan etki, saflastirma zorlugu, sentez kompleksligi ve multi
ila¢ direnci gibi c¢esitli problemlere de sahiptir. Bu problemlerin iistesinden gelmek i¢in yeni
kemoterapotiklerin gelistirilmesi acil bir ihtiyactir (Ackerstaff ve ark, 2007; Tacar ve ark,
2013).

Zhou ve ark. (2017) onciil madde olarak pirazin karboksilik asidi kullanarak acilasyon,
amidasyon ve alkilasyon tepkimeleri yardimiyla 11 yeni pirazin amid tiirevi sentezlemislerdir
(Sekil 5.1). Bu bilesiklerin biyoaktivitelerini bakteriyostatik deneyler ile ol¢miislerdir.

Sentezledikleri bilesiklerde %99.6’ya varan antibakteriyel aktivite rapor etmislerdir.

Sekil 5.1 Zhou ve arkadaglar tarafindan sentezlenen pirazin amid tlirevlerinin yapisi

Mali ve ark. (2017) aminoasit, izatin, but-2-ynedioat ve fenil a¢il bromiir arasindaki

multi bilesenli tepkime yardimiyla 28 tane yeni spirooksindol tilirevlerini sentezlemislerdir
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(Sekil 5.2). Bu bilesiklerin MCF-7, A-549 ve HeLa hiicreleri iizerinde 1limli sitotoksik etki

gosterdigini belirtmislerdir.
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Sekil 5.2 Mali ve arkadaglar tarafindan sentezlenen spirooksindazol tiirevlerinin yapisi

Zhang ve Zhu (2015) deniz hiyarindan izole ettikleri yeni bilesigi nobiliside D olarak
kimliklendirmislerdir. Bu bilesigin yapisini iki boyutlu NMR ve ESI-MS ile aydinlatmiglardir
(Sekil 5.3). Antikanser calismalarinda K562, U937, A549, MCF-7, HepG2 ve HelLa
hiicrelerini kullanmiglardir. Nobiliside D’nin K562 ve MCF-7 hiicreleri iizerinde ¢ok iyi
sitotoksik etki gosterdigini belirtmiglerdir.

ERC, _"'" ‘|’ T T e

Sekil 5.3 Zhang ve Zhu tarafindan izole edilen Nobiliside-D’nin yapis1

Inceler ve ark. (2013) 1-fenil-3-(tiyofen-3-il)-1H-pirazol-4-karboksilik asidin amit ve
ester tlirevlerini sentezleyerek bu bilesiklerin MCF-7, MDA-MB-231, HeLLA, Raji ve HL60
hiicreleri iizerinde antikanser etkilerini incelemistir. Sentezledikleri bilesiklerden bazilarinin

HL60 ve Raji hiicreleri iizerinde yiiksek inhibitor etkiye sahip oldugunu belirtmislerdir.
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Sekil 5.4 Inceler ve arkadaslar tarafindan sentezlenen 1-fenil-3-(tiyofen-3-il)-1H-pirazol-4-

karboksilik asidin amit ve ester tiirevlerinin yapist

Singh ve ark. (2017) iki basamakli bir tepkime iizerinden aminoasit tiirevli Cu(Il)
kompleksleri sentezleyerek bu bilesiklerin A549 tiimor hiicreleri iizerinde sitotoksik ve
apoptotik etkisini incelemislerdir (Sekil 5.5). Cu(Il) tiirevli bilesiklerin liganda gore %50-85
arasinda daha toksik etki gosterdigini rapor etmislerdir. Ayrica bu bilesiklerin A549

hiicrelerine 12 saat muamelesi ile erken apoptozun basladigt da sunulmustur.
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Sekil 5.5 Singh ve arkadaglar tarafindan sentezlenen Cu(II) komplekslerinin yapisi

Bu tez calismasinda lisin, fenilalanin, histidin, valin ve prolin aminoasitlerinin p-
nitrobenzoil kloriir ile tepkimesinden amit tiirevi bilesikler elde edilmistir. Bu bilesiklerin
yapist FT-IR ile aydinlatilmistir. Antikanser ¢alismalarinda HeLa serviks kanser hiicreleri
kullanilmistir. Hiicreler 24, 48 ve 72 saat boyunca 25, 50, 100 ve 200 puM amit

konsantrasyonlarina maruz birakilmis ve sitotoksik aktivite WST-I yontemiyle dl¢iilmiistiir.
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B1 bilesigi icin en yiiksek sitotoksik aktivite, %77.25 canli hiicre orani ile 24 saat
inkiibasyon ve 50 uM konsantrasyonda Ol¢iilmiistiir. Tiim inkiibasyon siirelerinde (24, 48 ve
72 saat) 25 ve 50 uM’lik dozlar sitotoksik etki gosterirken 100 ve 200 uM’lik dozlar
proliferasyonu indiiklemistir.

B2 bilesigi i¢in en yiiksek sitotoksik aktivite, %86.52 canli hiicre orani ile 24 saat
inkiibasyon ve 25 uM konsantrasyonda ol¢tilmiistiir.

Sentezlenen bilesikler arasinda proliferasyonu en ¢ok indiikleyen bilesik B3’ tiir. 48
saat inkiibasyon ve 200 uM konsantrasyonda % canli hiicre oran1 131.37’ye yiikselmistir.

B4 bilesigi B3 bilesigine gore Hela hiicreleri iizerinde daha ilimli proliferatif etki
gostermistir. 24 ve 48 saatlik inkiibasyonda proliferatif etki daha baskinken 72 saatlik
inkiibasyonda sitotoksisite daha baskindir. En yiiksek proliferatif etki, %124.45 canli hiicre
orani ile 48 saat inkiibasyon ve 200 uM konsantrasyonda ve en yiiksek sitotoksik aktivite
%77.77 canl1 hiicre orani ile 72 saat inkiibasyon ve 25 uM konsantrasyonda 6l¢iilmiistiir.

Sentezlenen bilesikler iginde en yiiksek sitotoksik aktivite BS bilesiginde 6l¢tilmiistir.
Tiim inkiibasyon siirelerinde (24, 48 ve 72 saat) artan doz konsantrasyonuna bagli olarak canl
hiicre sayisinda diislis gozlemlenmistir. En yiiksek sitotoksik aktivite, %69.42 canli hiicre
orani ile 72 saat inkiibasyon ve 200 uM konsantrasyonda elde edilmistir.

PARP-1 hiicre 6liimiiniin diizenlenmesinde apoptozis ile nekrozis arasinda anahtar bir
rol oynar. PARP-1’in asir1 ¢aligmasi apoptotik siire¢ i¢in gerekli olan NAD* ve ATP
stoklarin1 azaltir. PARP-1in inhibisyonu apoptozis araciligiyla hiicre 6liimiine neden olur
(Beauchamp ve ark., 2009). PARP inhibitorleri arastirilirken PARP-1’in katalitik bolgesine
baglanan NAD® ile yarismali molekiiller aranir. Yapilan bir calismada etkili bilesik
sentezleyebilmek icin bilesiklerin ii¢ temel yapisal ozellik tasimasi gerektigi bulunmustur.
Bunlar: (i) Aromatik halka; (ii) Istenen antikonformasyona bagli en az bir tane NH grubu ile
birlikte karboksamid yapisi; (iii) PARP-1"in otomodifikasyon bolgesinde bulunan derin cebin
icine dogru uzanan bir yan zincir (Giangini ve ark, 2014; Tok ve Kaymakg¢ioglu, 2015).
Sentezledigimiz bilesiklerin yapist PARP inhibitorlerinin sahip olmasi gereken kimyasal
ozelliklerle benzerlik gostermektedir. Sentezledigimiz bilesiklerin tamaminda aromatik halka
ve amid grubu mevcuttur. Ayrica lisin aminoasidi ile sentezlenen B-1 bilesiginde uzun bir yan
zincir bulunmaktadir.

Bu tez caligmasinda sentezlenen bilesiklerin HelLa hiicreleri iizerindeki apoptotik
etkilerini belirlemek i¢in PARP-I miktarlar1 eliza yontemiyle dlctilmiistiir. WST-I sitotoksisite

testi bulgulartyla PARP-I bulgularinin genellikle uyum gosterdigi bulunmustur. Ayrica,
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sentezlenen biitiin bilesiklerin biitiin dozlarinda PARP-I miktarlar1 kontrol grubuna gore diisiis
gostermistir.

B1 bilesigi icin en yiiksek PARP-I inhibisyonu, sitotoksisite testinde oldugu gibi 50
uM’lik dozda 6lctilmiistiir (0,99 ng/).

B2 bilesigi i¢in en yiliksek PARP-I inhibisyonu, 50 uM’lik dozda ol¢iilmustiir (1,32

ng).

B3 bilesigi i¢in en yiiksek PARP-I inhibisyonu, 50 uM’lik dozda ol¢iilmiistiir (0,69
ng).

B4 bilesigi i¢in en yiiksek PARP-I inhibisyonu, 50 uM’lik dozda 6l¢iilmiistiir (0,82
ng).

BS5 bilesigi i¢in en yiiksek PARP-I inhibisyonu, 200 uM’lik dozda ol¢iilmiistiir (1,44
ng).

Vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF), endotel hiicrelerine 6zgii bir biiylime
faktoriidiir. Bu biliylime faktorii temel olarak yeni damar olusumunda rol oynarken, ayni
zamanda endotel hiicresinin proliferasyon, migrasyon ve differensiasyonunda da gorev alir.
Kanser tedavisinde, tiimoriin gelisimini ve yayilmasmi engellemek i¢in kullanilan tedavi
yaklasimlarindan biri de anti-VEGF ajanlarin gelistirilmesidir. Bu amacla ranibizumab ve
bevacizumab gibi antikor kokenli ajanlarin yanisira taurolidin gibi kimyasal kokenli ajanlar
mevcut tedavilerde kullanilmaktadir (Erol, 2007).

Bu tez ¢aligmasinda sentezlenen bilesiklerin HeLa hiicreleri tizerindeki anjiyojenik
etkilerini belirlemek i¢cin VEGF miktarlar1 eliza yontemiyle ol¢iilmiistiir. WST-I sitotoksisite
testi bulgulariyla VEGF bulgularinin genellikle uyum gosterdigi bulunmustur.

B1 bilesiginin tiim dozlart VEGF miktarin1 kontrol grubuna gdre azaltmistir. En
yiikksek VEGF inhibisyonu 200 pM’lik dozda 6l¢iilmiistiir (289,36 pg).

B2 bilesiginin 25, 50 ve 100 uM dozlarinda VEGF miktar1 kontrol grubuna gore
azalirken, 200 uM’lik dozda artmistir.

B3 bilesiginin de B2 bilesigi gibi 25, 50 ve 100 uM dozlarinda VEGF miktar1 kontrol
grubuna gore azalirken, 200 uM’lik dozda artmistir. Tiim bilesikler icerisinde en yiiksek
VEGF aktivasyonu da B3 bilesiginin 200 pM’lik dozunda 6l¢iilmiistiir (788,44 pg).

B4 bilesiginin tiim dozlart VEGF miktarin1 kontrol grubuna gore azaltmistir. En
yiiksek VEGF inhibisyonu 50 uM’lik dozda 6l¢iilmiistiir (309,41 pg).

BS5 bilesiginin tim dozlar1 VEGF miktarin1 kontrol grubuna gore azaltmistir. Tiim
bilesikler icerisinde en yiikksek VEGF inhibisyonu B5 bilesiginin 200 pM’lik dozunda
Olclilmiistiir (215,27 pg).
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6. SONUC ve ONERILER

Serviks kanseri de dahil olmak iizere diger kanser tiirleri i¢in kullanilan giincel
kemoterapoétiklerin istenmeyen yan etkilere sahip olusu ve metabolizmanin zamanla ilag
direnci gelistirmesi gibi nedenlerle, bilim insanlar1 yeni kemoterapotikler gelistirmeye
yogunlasmaktadirlar. Kemoterapotiklerle yapilmak istenen temel tedavi yaklasimi apoptozu
indiikleyerek hiicreyi programli 6liime gotirmek ve vaskiilariteyi baskilayarak metastazi
engellemektir.  Glinlimiizde bu tedavi yaklasimina paralel olarak bir¢ok calisma rapor
edilmistir (Karaoglu, 2012; Kumar ve Tiko, 2018; Gagic ve ark, 2016).

Bu tez calismasinda; lisin, tirozin, histidin, valin ve prolin aminoasitlerinin p-
nitrobenzoil kloriir ile tepkimesinden amit tiirevi bilesikler sentezlenmistir. Bilesiklerin
yapilart FT-IR ile aydinlatilmistir. Bu amitlerin 25, 50, 100 ve 200 uM’lik dozlarmin
sitotoksik, apoptotik ve anjiyogenejik etkileri Hela serviks kanser hiicreleri iizerinde
arastirilmistir. Sentezlenen bilesikler arasinda B1, B2 ve BS5 bilesiginin HelLa hiicreleri
izerinde sitotoksik etkiye sahip oldugu; B3 ve B4 bilesiklerinin ise proliferatif etki gosterdigi
bulunmustur. B1 ve B2 bilesiklerinin glinimiizde kullanilan giincel kemoterapoétiklere kiyasla
sitotoksik etkisi daha ilimlidir. Bu bilesiklerin metal atomlariyla sentezlenecek yeni organo-
metalik tlirevlerinin daha iyi aktivite gosterecegi umulmaktadir. B3 ve B4 bilesikleri
gostermis olduklar1 proliferatif etki nedeniyle rat caligmalarinda tiimdr olusturmak veya
olusan tiimorii gelistirmek i¢in tek baslarina veya giincel kullanilan ilaglara takviye olarak
kullanilabilirler. Sentezlenen biitiin bilesiklerin, apoptoz yolaginin bir molekiilii olan PARP-I
miktarin1 kontrol grubuna azalttigi bulunmustur. Ayrica anjiyogenez belirteci olan VEGF
miktar1 ise Bl ve B5’in 25 uM, B2’nin 200 puM’lik dozunda kontrol grubuna gore artis

gosterirken tiim bilesiklerin diger dozlarinda diisiis gostermistir.
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