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Kanser, hiicrelerde olusan molekiiler mekanizma bozukluklari sebebiyle meydana
gelir. Bu nedenle kanser calismalarinda hiicreler yillardir molekiiler diizeyde
caligtlmaktadir. Ornegin, sinyal iletim yolaklarinda, apoptoz ve hiicre déngiistiinde yer
alan proteinler ve bunlarin gorevleri, hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde isleyen
mekanizmalar incelenirken aydinlanimistir. Kiiresel olarak, akciger kanseri erkeklerde
en yaygin kanser ve kansere bagli oliimlerin 6nde gelen nedenlerindendir. Meme ve
kolorektal kanserlerden sonra {igiincli en yaygin kanser tipidir. Kadinlarda ise kanser

oliimlerinin (meme kanserinden sonra) ikinci 6nde gelen nedenidir.

Antikanser, antialerjik, anti-enflamatuar, antibakteriyel, antihipertansif,
antimalaryal, antipsikotik, ditiretik, antifungal, hipnotik, néroprotektif ve antioksidan
nitelikler daha dnce tiyazol igeren bilesikler i¢in gdsterilmistir. Bes iiyeli heterosiklik
organik molekiil 1,3-tiyazol bir azot, bir siilfiir ve ii¢ karbon atomundan olusur.
Tiyazollerin antiviral ve antikanser 6zelliklere sahip oldugu gosterilmistir. Hem deniz
hem de mikrobiyolojik kaynaklardan elde edilirler. Bir dstrojen reseptor ligandi olarak
bilinmesinin yani sira, tiyazoliin 6zel bir tiir adenozin reseptdr antagonisti oldugu da

diistiniilmektedir.

Bu tez ¢aligmamizda, kanser tedavisinde, saglikli hiicrelere zarar vermeden veya
en az zararla tedavinin miimkiin olabilmesi i¢in, ilk defa sentezlenen fluoren tiyazol
tiirevi bilesenlerin A549 insan akciger adenokarsinomu hiicreleri lizerindeki sitotoksik

ve apoptotik etkilerinin, gen ekspresyonlarinin in vitro olarak arastiriimasi hedeflendi.

Anahtar kelimeler: Tiyazoller, Akciger kanseri, Apoptoz



ABSTRACT
INVESTIGATION OF ANTICANCER DERIVATIVES OF SOME FLUORENE
THIAZOLE DERIVATIVES

Aydan HUSEYNLI
Department of Biochemistry
Anadolu University, Postgraduate Education Institute, January 2024

Supervisor: Prof. Dr. Giilsen AKALIN CIFTCI

Cancer arises from abnormalities within cellular molecular processes. For this
reason, cells have been studied at the molecular level in cancer research for many years.
For example, proteins involved in signaling pathways, apoptosis, and the cell cycle and
their roles have been elucidated by studying the mechanisms by which cells function
uncontrollably. Globally, lung cancer is the most common cancer in men and the leading
cause of cancer-related deaths. It is the third most common cancer after breast and
colorectal cancer. In women, it is the second leading cause of cancer deaths (after breast

cancer).

Anticancer, antiallergic, anti-inflammatory, antibacterial, antihypertensive,
antimalarial, antipsychotic, diuretic, antifungal, hypnotic, neuroprotective, and
antioxidant properties have been previously demonstrated for thiazole-containing
compounds. The five-membered heterocyclic organic molecule 1,3-thiazole consists of
one nitrogen, one sulfur, and three carbon atoms. Thiazoles have been shown to have
antiviral and anticancer properties. They are derived from both marine and
microbiological sources. Besides being known as an estrogen receptor ligand, thiazole

is also considered a special adenosine receptor antagonist.

In this thesis, we aimed to investigate the cytotoxic and apoptotic effects and gene
expressions of fluorene thiazole derivative compounds synthesized for the first time on
A549 human lung adenocarcinoma cells in vitro to be able to treat cancer without

damaging healthy cells or with minimal damage.

Keywords: Thiazoles, Lung cancer, Apoptosis
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ETIiK iLKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI

Bu tezin bana ait, 6zgiin bir ¢alisma oldugunu; ¢alismamin hazirlik, veri toplama, analiz ve
bilgilerin sunumu olmak {izere tiim asamalarinda bilimsel etik ilke ve kurallara uygun davrandigimu;
bu ¢alisma kapsaminda elde edilen tiim veri ve bilgiler i¢in kaynak gosterdigimi ve bu kaynaklara
kaynakgada yer verdigimi; bu ¢alismanin Anadolu Universitesi tarafindan kullanilan “bilimsel intihal
tespit programi”yla tarandigin1 ve higbirsekilde “intihal icermedigini” beyan ederim. Herhangi bir
zamanda, calismamla ilgili yaptigim bu beyana aykiri bir durumun saptanmasi durumunda, ortaya

¢ikacak tiim ahlaki ve hukuki sonuglara razi oldugumu bildiririm.

Aydan HUSEYNLI
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1.GIRIS VE AMAC

Akciger kanseri diinya ¢apinda kanserden Oliimlerin ana nedenidir. Sigara igcen
kisiler akciger kanserine yakalanma riski en yliksek olan kisilerdir, ancak hi¢ sigara
icmemis kisilerde de ortaya ¢ikabilir. Akciger kanseri riski, sigara igilen siire ve sigara
miktari ile artar. Uzun yillar sigara igmis olsaniz bile, sigaray1 birakmak akciger kanserine

yakalanma riskinizi biiyiik 6l¢tide azaltabilir (Mayo Clinic Family Book).

2020 yilinda diinya genelinde yaklasik 19,3 milyon yeni kanser vakasi (melanom
dist cilt kanseri hari¢ 18,1 milyon) ve yaklasik 10,0 milyon kanser 6liimii (melanom dis1
cilt kanseri hari¢ 9,9 milyon) olacagi tahmin edilmektedir. Kadinlarda meme kanseri,
tahmini 2,3 milyon yeni vaka (%11,7) ile akciger kanserini gegerek en sik teshis edilen
kanser haline gelmis, bunu akciger (%]11,4), kolorektal (%10,0), prostat (%7,3) ve mide
(%35,6) kanserleri izlemistir. Akciger kanseri yaklasik 1,8 milyon 6liimle (%18) kansere
bagli 6liimlerin 6nde gelen nedeni olmaya devam ederken, bunu kolorektal (%9.,4),

karaciger (%8,3), mide (%7,7) ve kadin memesi (%6,9) kanserleri takip etmektedir.

Genel kanser insidans1 gegis siirecindeki iilkelerde her iki cinsiyet i¢in de gegis
stirecindeki tilkelere kiyasla 2 ila 3 kat daha yiiksekken, 6liim oranlar1 erkeklerde ve
kadinlarda daha az degisiklik gdstermektedir. Bununla birlikte, kadinlarda meme ve
rahim agz1 kanserleri i¢in 6liim oranlar1 gecis siirecindeki iilkelerde gecis stlirecindeki

tilkelere kiyasla 6nemli 6l¢tide daha yiiksektir.

Kiiresel kanser yiikiinin 2040 yilinda 28,4 milyon vakaya ulasacagi
ongoriilmektedir; bu da 2020 yilina gore %47'lik bir artiga isaret etmektedir. Gegis
stirecindeki iilkelerin, demografik degisiklikler nedeniyle ge¢is siirecindeki iilkelere
(%32 1la %56) kiyasla daha biiyiik bir artis (%64 ila %95) yasamas1 beklenmektedir. Bu
artig, kiiresellesme ve ekonomik biiyiimeyle iliskili artan risk faktorleriyle daha da
siddetlenebilir. Kanseri kiiresel olcekte etkili bir sekilde kontrol altina almak icin gegis
stirecindeki iilkelerde kanser 6nleme tedbirlerini yayginlastirmak ve yeterli kanser bakimi
saglamak icin siirdiiriilebilir altyap1 olusturmaya odaklanmak ¢ok onemlidir (Global

Cancer Statistics, 2020).

Amerikan Kanser Dernegi, her yil merkezi kanser kayitlarindan ve Ulusal Saglik
Istatistikleri Merkezi'nden veri toplayarak Amerika Birlesik Devletleri'ndeki kanser ve

olim oranlarina iliskin tahminler sunmaktadir. 2023 yili i¢gin Amerika Birlesik



Devletleri'nde yaklagik 1.958.310 yeni kanser vakasi ve 609.820 kansere bagli 6lim

olacag dngoriilmektedir.

Devam eden pandemiye ragmen ve diger 6nde gelen 6liim nedenlerinin aksine,
kansere bagli 6liimlerin oran1 2019'dan 2020'ye kadar siirekli azalmistir (%1,5 oraninda).
Bu diisiis, 1991'den bu yana genel olarak %33'liikk bir azalmaya katkida bulunarak tahmini
3,8 milyon 6liimiin 6nlenmesini saglamistir. Bu olumlu egilim, sabit veya artan insidans
oranlarinin varliginda bile 16semi, melanom ve bobrek kanseri i¢in 6liim oranlarindaki
onemli diististe (2016'dan 2020'ye kadar yilda yaklasik %2) o6zellikle dikkat ¢eken
tedavideki ilerlemelere baglanabilir. Ozellikle akciger kanserinde de hizli diisiisler
yasanmustir. Ozetle, kanser 6liim oranlari diismeye devam etse de gelecekteki ilerleme,
farkli irk gruplari arasinda 6liim oranlarinda en biiyiik esitsizlikleri sergileyen meme,
prostat ve uterus korpus kanserlerinin artan oran nedeniyle engellenebilir (American
Cancer Society, 2023).

Bir tiimor yalnizca kanser hiicrelerinden olusan bir kiime degildir; bunun yerine,
salgilanan maddeler ve hiicre dis1 matris ile birlikte infiltre eden ve yerlesik konak
hiicrelerinin ¢esitli bir karigimidir. Tiimdr hiicreleri, tiimoriin biiylimesini ve ilerlemesini
kolaylastirmak i¢in g¢evrelerindeki dokularda 6nemli molekiiler, hiicresel ve fiziksel
dontistimleri tetikler. TME, tiimor gelisimi sirasinda ortaya c¢ikan karmasik ve stirekli
degisen bir varliktir. Timor mikrogevresinin spesifik bilesimi gesitli timor tipleri
arasinda farklilik gosterse de tipik olarak bagisiklik hiicreleri, stromal hiicreler, kan
damarlar1 ve hiicre dis1 matriksi karakteristik bilesenler olarak igerir (Anderson vd.,
2020).

Tiimor mikrogevresi, dolasim ve lenfatik sistemler araciligiyla kendi yakinindaki
hiicrelerle etkilesime giren tiimdr hiicrelerini icerdiginden genellikle tiimdr olusumuyla
iliskilidir. Bu etkilesimlerin kanserin biiyiimesi ve ilerlemesi lizerinde etkisi vardir.
Ayrica, timor mikrogevresinde kanserli olmayan hiicreler, diizenlenmemis hiicre
biiyiimesini tesvik ederek ve destekleyerek kanser gelisiminin gesitli asamalarinda 6nemli
islevlere sahiptir (Arneth, 2019).

Anti-timor immiin yanitlar, artan TME'nin bir sonucu olarak baskilanmaktadir.
TME'deki diizenleyici T hiicreleri ve miyeloid tiirevli baskilayicit hiicreler gibi immiin
hiicreler, sitotoksik T hiicrelerinin ve dogal 6ldiiriicii hiicrelerin islevini engelleyerek

timoriin bagisiklik sistemi tarafindan tespit edilmesine ve saldiridan kaginabilmesine yol



acar. Ayrica TME, immiin yanitlar1 daha da azaltan transforme edici biiyiime faktorii-beta
(TGFB) ve vaskiiler endotelyal biiylime faktorii (VEGF) gibi maddeler salgilayarak
immiinosupresif bir ortam olusturabilir (Sun, 2016). Geleneksel kanser tedavilerinin
yaygin bir yan etkisi olan saglikli doku ve hiicrelere verilen zarari en aza indirmek igin

kanser tedavisinde yeni yontemler kullanilmaktadir (Wang vd., 2018).

Organik ve tibbi kimyanin temel hedeflerinden biri, insan ilaglar1 i¢in terapdtik
potansiyele sahip bilesiklerin tasarimi, sentezi ve gelistirilmesidir. Bu siireg, saglik
alaninda 6nemli katkilar saglamaktadir. Heterosiklik iskeletler, tibbi kimyada kanitlanmis
kullanish bilesikler smifina ait olduklar1 igin 6zel ilgi gormiistiir. Iki heteroatom iceren
bes tiyeli halkalara sahip bir¢ok biyolojik olarak aktif molekiil bulunmaktadir. Bunlardan
biri de tiyazol halkasidir (Niu vd., 2023).
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Sekil 1.1. 1,3 Tiyazol halkast

Daha once tiyazol igeren bilesiklerin, antikanser, antialerjik, anti-enflamatuar,
antibakteriyel, antihipertansif, antimalaryal, antipsikotik, diiiretik, antifungal, hipnotik,
ndrokoruyucu ve antioksidan 6zelliklere sahip oldugu goriilmiistiir (Petrou, 2021). 1,3-
tiyazol, ii¢ karbon, bir kiikiirt ve bir azot atomu igeren bes liyeli heterosiklik bir organik

bilesiktir (Kashyap vd., 2012).

Tiyazoller, mikrobiyal ve denizel kdkenlerden bulunmus ve antitiimor ile antiviral
aktivitelere sahip oldugu belirlenmistir. Tiyazol, Gstrojen reseptorlerinin bir ligandi
olarak tanimir ve ayni zamanda adenosin reseptorleri i¢in benzersiz bir tiir antagonist

olarak kabul edilir (Alam, 2023).

Floren tiyazol tirevleri, biyolojik etkileri arastirilan bir kimyasal smifidir.
Tiyazoller, tiyazolidinonlar ve azetidinonlar, yiiksek biyolojik aktivite potansiyelleri

nedeniyle en 6nemli dogal ve sentetik heterosiklik tiirevler arasindadir.
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Sekil 1.2. Fluoren halkast

Floren tiyazol tiirevleri, biyolojik islevleri i¢in arastirilan bir kimyasal ailesidir.
Tiyazoller, tiyazolidindionlar ve azetidin, biyolojik aktivite acisindan en umut verici
dogal ve sentetik heterosiklik tiirevler arasindadir. Floren tiyazol bilesiklerinin antikanser

ve antibakteriyel aktiviteleri kesfedilmistir (Hussein vd., 2020)

Bu tezin temel amaci, sentezlenen bazi floren-tiyazol tiirevlerinin A549 insan
akciger adenokarsinom hiicreleri tizerindeki etkilerini incelemektir. Odak noktasi,
sitotoksik, apoptotik ve antikanser ozelliklerini arastirmak ve laboratuvar ortamlarinda
(in vitro) gen ifadelerini incelemektir. Nihai hedef, saglikli hiicrelere zarar1 en aza indiren

veya miimkiin olan en az hasara neden olan bir kanser tedavisi yaklasimi bulmaktir.

1. KAYNAK BILGISi
1.1. Kanser Biyolojisi ve Gelisimi

Kanser, hiicrelerin dogal smirlarinin 6tesinde anormal bir sekilde biiylimesi ve
gelismesiyle tanimlanan bir hastaliktir. Kanser, diinya genelinde goriilme sikligini
azaltmaya yonelik tiim ¢abalara ragmen, son 50 yilda baslica 61iim nedeni olmustur (Ullah

& Aatif, 2009).

Kanseri, zamanla bir dizi histolojik, morfolojik ve genetik degisiklikleri igeren ¢ok
adiml1 bir stirecle biiyiir (Riscal vd., 2019). Hiicresel DNA bilgisi bozuldugunda kanser,
anormal gen ifadesi modellerine neden olan genetik bir hastaliktir (Angelis vd., 2020).
Baslangicta normal hiicrelerden olusan kanserler, zamanla anormal sekilde ¢ogalma
yetenegine sahip olur ve sonunda koétii huylu hale gelir. Bu kanser hiicreleri klonal

timorlere doniisiir ve metastaz yapma potansiyeline sahiptir (Chen vd., 2017).

Tiimor hiicrelerinin kan veya lenf damarlar1 yoluyla go¢ etme ve farkli uzak

bolgelerde tiimorler olusturma yetenegi, kanser metastazinin temel 6zelliklerinden



biridir. Sitoskeletonun bozulmasi ve yeniden diizenlenmesi, kanser ilerlemesinin bir

isaretidir (Lekka vd., 2012).

Timorlerin kokeni net olmamakla birlikte, genetik hastaliklar, kotii beslenme
aligkanliklari, mesleki stres, radyasyon maruziyeti ve toksin tiiketimi, enfeksiyonlar veya
iltihaplanmalar gibi nedenlerle ortaya ¢ikabilir (Wang vd., 2018). Tiimor hiicreleri
hiicrelere niifuz ederek niifuz eder, bu alanda ilerler ve yakindaki dokulara geger veya kan
dolasimina girerek uzak bolgeleri etkiler. Bunu yaparak varliklarini stirdiiriir ve

yayilmaya devam ederler (Altundag vd., 2005)

Kanser hiicreleri, hiicre ¢ogalmasi, hiicre 6liimiine direnmek i¢in ilag direnci,
biliyiime baskilayicilarindan kaginma, anjiyogenezi baslatma ve metastaz gibi genel
ozellikler sergiler (Hanahan & Weinberg, 2011).

Kanser hiicrelerinin, bagisiklik sistemini etkisiz hale getiren bir se¢im siirecinden
gectigi agik hale gelmistir. Birgok kanser dokusu olduk¢a karmasiktir. Kanserin fenotipik
davranisi, beslenme, sigara icme ve diger faktorler gibi degiskenlerden etkilenebilir ve
sadece genetik profilinden degil, ayn1 zamanda konak faktorlerinden de belirlenebilir, ki
bu konak faktorler ise konak¢min genotipine ve enfeksiyon yoluna bagli olarak
degisebilir (Zafar, 2013).

1.2. Akciger kanseri

Birgok iyi bilinen risk faktoriine ragmen, akciger kanseri hem erkeklerde hem de
kadinlarda kansere bagli 6liimlerin ana nedeni olmaya devam ediyor. Akciger kanseri
gelistirme agisindan en belirgin ve etkili risk faktorii, aktif olarak sigara igme veya pasif
olarak ikinci el dumanin maruz kalinmasidir (Alberg & Samet, 2003). ABD ve diinya
genelinde, erkekler ve kadinlarda kanserle iliskili 6liimlerin en 6nemli sebebi hala akciger
kanseridir. Akciger kanserinin yaklasik olarak %901 sigara igme ve tiitiin triinleri
kullanma sonucu meydana gelir. Bununla birlikte, radon gazi, hava kirliligi maruziyeti ve
tekrarlayan enfeksiyonlar gibi ek faktorler de akciger kanserine yol agabilir. Baska bir
deyisle, akciger kanseri cesitli etkenlerden kaynaklanabilmektedir (Salem vd., 2019).

Birincil akciger kanseri, akcigerlerde baslayan kanserdir. ikincil akciger kanseri ise
viicudun bagka bir yerinden akcigerlere yayilan kanserdir. Farkli tipte birincil akciger
kanseri bulunmakta ve bunlar 2 ana gruba ayrilmaktadir: kii¢iik hiicreli akciger kanseri
(SCLC) ve kiigtik hiicreli dis1 akciger kanseri (NSCLC) (Zarogoulidis vd., 2013).
NSCLC, tiim akciger kanseri olusumlarinin yaklasik %85'I olusturan baskin akciger



kanseri formu olarak durmaktadir. Bu tip akciger kanseri, akciger dokusunda kiiciik
olmayan hiicrelerin varlhig ile tanimlanir ve ti¢ ana alt tipe ayrilabilir: adenokarsinom
(AdC), biiyiik hiicreli karsinom (LCC), skuamoz hiicreli karsinom (SCC) (Matthew vd.,
2011).

1.2.1. Akciger kanseri nedenleri ve risk faktorleri

Akciger kanserinin ¢oklu bir hastalik oldugunu kabul etmek hem 6nleme hem de
tedavide basar1 gerektirir (Gabrielson & Hopkins 2006). Sigara icmek, tiim akciger
kanseri vakalarmin %80 ila %901 olusturan baslica nedenidir. Sigara dumaninda
yaklasik 4000 kimyasal bilesen bulunmaktadir. (Norum & Nieder 2018).

Tiitlin igmenin bilinen bir kanserojen oldugu i¢in, akciger kanserinin diger nedenleri
siklikla g6z ardi edilir. Ancak, asla sigara icmeyenler arasindaki akciger kanseri ayr1 bir
hastalik grubu olarak siniflandiriliyor, diinya genelinde kanser oliimlerinin yedinci en
yaygin nedeni ve rahim, pankreas ve prostat kanserlerini asarak, Amerika Birlesik
Devletleri'nde 6liimiin ilk on nedenlerinden birisi (Field & Wither 2012).

Sigara igmenin yani sira, ¢evresel maruziyet (iyonizan isinlara maruziyet), obezite,
cevresel Kirleticiler (Radon, asbest, arsenik, radyoaktif cevherler, solunan kimyasallar) ve
mutasyonlar akciger kanseri ile iligkilendirilmistir. Uygun olmayan beslenme, alkol
tiikketimi, marihuana kullanimi, dstrojen ve insan papillomaviriisii (HPV) enfeksiyonlari

da akciger kanseri ile iliskilendirilmistir (Akhtar & Bansal 2017).

1.2.2. Erken akciger kanseri tespiti

Akciger kanseri yliksek bir 6liim oranina sahip olsa da erken teshis hastanin daha
olumlu bir goriiniime sahip olmasina katkida bulunabilir (Seller vd., 2021). Akciger
kanserini erken teshis etmek olumlu bir prognozla iliskilidir, ancak yaklasik olarak
akciger kanseri hastalarinin %57'si1 ileri evrelerde teshis edildigi i¢in bu hastalarin son

yillarda sagkalim orani sadece %18'dir (Shin vd., 2020).

1.2.3. Akciger kanserinin klinik belirtileri

Akciger kanseri teshisi konulan hastalarin ¢ogunda genellikle semptomlar

goriilmiistiir. Yaklasik olarak 1953 yilinda akciger kanseri, erkekler arasinda kanser



kaynakli 6liimlerin en yaygin nedeni haline geldi ve 1985 yilinda kadinlar arasinda da
kanser kaynakli 6liimlerin baslica sebebi haline geldi. Ancak hem erkekler hem de
kadinlar arasinda akciger kanseri Olimleri azalmaya basladi, bu da sigara i¢me

aliskanliginin azalmasina baglh olarak gergeklesti (Sasco vd., 2004).

Uzun siire devam eden oksiiriik, akciger kanserinin erken belirtilerinden biridir.
Birincil timorler nefes darligi, solunum zorlugu yasama veya nefes alma giigliigii, gogiis
bolgesinde agr1 veya rahatsizlik hissi, istah kaybi ve kilo kaybi, siirekli halsizlik,
yorgunluk ve enerji kaybi, Oksiiriirken kanli balgam ¢ikmasi (hemoptozi). Kanserin
kemiklere metastaz yapmis oldugu durumlarda ortay ise kemik agrilar1 ve kiriklara neden
olabilir (Lei, vd., 2021).

1.2.4. Sigara kullanimi

Tiitlin kullanim1 akciger kanseri vakalarinin %80'den fazlasindan sorumlu olsa da
sadece sigara icenlerin kiigiik bir yiizdesi (%15) hayatlar1 boyunca akciger kanseri
gelistiriyor (Sugimura vd., 2011). Sigara igmenin burun boslugu ve paranazal siniisler,
nazofarenks, mide, karaciger, bobrek ve rahim agzi kanserine neden olur ve ayrica yemek
borusu adenokarsinomu ve miyeloid 16semi ile de iliskilendirir. Hig sigara igmemis kisiler
arasinda yapilan 50'den fazla ¢aligmanin meta-analizi, pasif sigara igmenin, ¢evresel tiitiin
dumanina maruz kalmanin ve akciger kanseri riski arasinda tutarli ve istatistiksel olarak
anlaml bir iliski oldugunu gostermektedir (Sasco vd., 2004). Sigara dumani, birgok
genotoksik akciger kanserojeni igeren karmasik bir kimyasal karisimdir. Tiitiin
dumaninin i¢inde bulunan ¢ok sayida bilesen arasinda laboratuvar hayvanlarinda veya
insanlarda akciger tlimorlerine kesin olarak neden olan 20 kanserojen bulunmaktadir ve
bu nedenle bu maddelerin akciger kanserinin olusumunda rol oynamast muhtemeldir
(Moolgavkar, vd., 2012). Sigara dumaninda bulunan kanserojen maddelerin ¢ogu, viicut
icindeki ila¢ metabolizmas1 enzimleri tarafindan kolayca atilabilir, suda ¢oziinebilen
formlara donistiiriiliir. Bu doniisiim, sitokrom P450 (CYP), glutatyon S-transferazlari ve
UDP-glukuronosil transferazlar1 (UGT) gibi ilag metabolizmasi enzimleri tarafindan
kolaylastirilir. Bu doniisiim, bu zararli bilesenleri viicudu idrar veya diger suya

¢ozilinebilen yollarla atmasi daha kolay hale getirir (Hecht, 2012).



1.2.5. Akciger kanseri tedavi yontemleri

Akciger kanserinin tedavisinde sik¢a basvurulan yontemler arasinda, hedefe
yonelik tedavi, radyoterapi, kemoterapi ve cerrahi bulunmaktadir. Hem kiiciik hiicreli
hem de kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri basariyla tedavi edilen kisiler, sigara igme
ve diger faktorlere bagh ikincil kanserler gelistirme riski tagimaya devam etmektedir.
Erken evre kiicgiik hiicreli olmayan akciger kanseri vakalarinda geleneksel olarak cerrahi

miidahale yapilmaktadir (Johnson vd., 1998).

1985 yilindan bu yana, adenokarsinom, akciger kanserinin en yaygin histopatolojik
alt tiirti olarak ortaya ¢cikmigtir. Akciger kanseri igin cerrahi miidahale yaklasik olarak
%25 seviyesindeyken, tedavide kemoterapiye karsi artan bir egilim go6zlenirken,

radyoterapinin kullanimi azalmistir (Lu vd., 2019).

Hangi tedavinin uygulanacaginin belirlenmesi, timoriin boyutu ve yeri, gelisim
asamasi, hiicre dongiisii hizi, reseptorlerin ve hormonlarin durumu, lenf diigiimlerinin
varlig1 ve hastanin yasi, genel saglik durumu ve kisisel tercihleri gibi cesitli faktorlere

baglidir (American Cancer Society 2010).

1.2.5.1. Cerrahi yolla miidahale

Ameliyat kanser tedavisi icin tercih edilen ilk yontemlerden biridir. Lobektomi,
erken evre kiigiik hiicreli dis1 akciger kanseri (NSCLC) i¢in yaygin olarak tercih edilen
tedavi yontemi olarak kabul edilmistir, sublobektomi ise (segmentektomi) yillar i¢cinde
alternatif bir yontem olarak ortaya ¢ikmistir. Sadece birkag ¢alisma bu iki cerrahi
girisimin tedavi etkilerini karsilastirmistir (Kawaguchi, 2014). Lobektomi ¢ap1 3 cm ve
daha fazla olan tiimorler icin tercih edilir. Capt 3 cm’den kiigiik olan tiimorler i¢in ise

sublobektomi tercih edilir (Seki, 1992).

1.2.5.2. Radyoterapi

Tercih edilen tedavi yontemi cerrahi miidahale olsa da akciger kanseri hastalarinin
%80'i tibbi veya teknik nedenlerle ameliyat edilemez durumdadir; ¢ilinkii hastalarin biiyiik
bir kisminda tiimoriin gogiis disina yayilmasi, yerel bolgesel tiimoriin yayilmasi veya tani
anindaki kot fiziksel durum gibi sebepler mevcuttur. Tedavi edilemeyen akciger kanseri
hastalar1 igin dis 151n radyoterapisi (RT), genellikle kemoterapi ile birlikte uygulanan
baslica tedavi segenegidir (Delaney vd., 2003)
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Radyoterapi, kanserli hiicreleri 6ldiirmek igin dogrudan hiicre DNA'sina zarar
vererek veya hiicre icinde serbest radikal iireterek islev goriir. Bu tedavi yontemi, bazi
dokular ve ciltte yan etkilere neden olabilmesine ragmen, genellikle hedefe yonelik ve
etkili bir tedavi olarak kabul edilir (Jassem, 2007; Lazzari vd., 2018).

1.2.5.3. Kemoterapi

Kemoterapi, kanser tedavi yontemi olarak kanserli hiicreleri ortadan kaldirmak igin
anti-kanser ilaglarini kullanir. Kemoterapinin genel hedefleri arasinda tiimor hiicrelerini
oldiirmek ve tekrarlamasini onlemektir. Ayrica akciger kanserli hastalar iyilestirmek
amaciyla kemoterapi, cesitli nedenlerle radyoterapiye de dahil edilmistir. Bu nedenler
arasinda radyoterapi 6ncesinde tiimdriin boyutunu azaltmak ve metastazi kontrol etmek
vardir. Akciger kanseri tedavisinde kullanilan ilag sisplatindir (DDP). Sisplatin SCLC
icin kullanilan ilk kemoterapi ilacidir (Guohua vd., 2017). NSCLC tedavisinde kullanilan
en yaygin ilaglar sisplatin, karboplatin, paklitaksel (taksol), albiimine bagli paklitaksel
(nab-paklitaksel, abraxane), docetaxel (taxotere), gemsitabin (gemzar), vinorelbine

(navelbine), etoposid gibi kemoterapik ilaglar kullanilmaktadir (Kikuchi vd., 2003).

1.2.5.4. Hedefe yonelik tedavi

Akciger kanseri tedavisi, kanser hiicrelerini 6ldiiren ancak istenmeyen yan etkilere
neden olabilen normal hiicreleri de etkileyebilir. Hedefe yonelik tedaviler olarak
adlandirilan akciger kanseri ilaclar1 saglikli hiicrelere verilen zarar1 azaltmaya yardimei
olur. Lung adenocarcinoma iginde, EGFR, PI3BK/AKT/mTOR ve RAS-MAPK gibi
hedeflenebilir ana yollar tanimlanmistir. Bu yollar1 hedefleyen bir dizi ilag¢ gelistirilmis
ve klinik yararlar1 kanitlanmigtir. Bunlardan bazilari, EGFR inhibitérleri olan erlotinib ve
gefitinib, PI3K/AKT/mTOR inhibitorleri everolimus dahil olmak iizere, simdi ilk tedavi
olarak kemoterapinin yerini almistir. Ancak, akciger kanseri i¢in hedefe yonelik tedavi
hastalig1 kontrol altina alsa da tiimorlerde ilag direnci kaginilmazdir (Herbst vd., 2018;
Yuan vd., 2019).

1.3. Kanser genetigi

Kanser, biiylimeyi diizenleyen genleri etkileyen genetik degisiklikler nedeniyle

timor hiicrelerinin normal onciillerinden sapmis oldugu genetik bir bozukluktur (Hainaut
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vd., 2011). Timorlerin somatik hiicrelerdeki genetik degisikliklerden kaynaklandig fikri
ilk olarak 1900'lerin baslarinda ortaya ¢ikti. Ancak, gerekli teknolojilerin erken
1970'lerde erisilebilir hale gelmesiyle bilim insanlar1 tiimorlerin gelisimi ile belirli

genlerin etkinligi arasinda bir baglanti kurabildiler (Ponder, 2001).

Tlimor karyotipleri genellikle normal olmayip, cogunlugu ¢esitli yapisal ve sayisal
anormalliklere sahiptir. Losemiler ve lenfomalardaki tiimorlere 6zgii translokasyon
arastirmalari, bu kanser teorisine ilk dogrudan kaniti sunmus ve onkogenlerin ile gen
transkripsiyonunun hastaliktaki kontroliiniin 6nemini vurgulamistir (Knudson, 2002).
Ayn1 zamanda kanserlerin ekspresyon seviyeleri gercek zamanli polimeraz zincir
reaksiyonu (RT-PCR) gibi molekiiler tekniklerle dogrulama gerektirir (Eisenberg &
Levanon, 2013).

1.3.1. Kanserde genetik faktorler

Normal hiicrenin kansere doniismesi i¢in tek bir mutasyon yeterli degildir. Bunun
icin kansere yol agabilen ¢esitli genetik degisiklerin olmasi gereklidir. Kansere neden olan
genler onkogenler, timor baskilayici genler, mikroRNA genleri olarak bilinirler. Kansere
yol acan DNA mutasyonlarin ¢ogu, proteinleri veya mikroRNA gibi 6zellesmisRNA'lart
tiretmek i¢in gerekli talimatlari tasiyan genlerde meydana gelir (Knudson, 2002). Bu
mutasyonlarin ¢ogu somatiktir ve kalitsal degildir. Ancak mutasyon germ hattinda

olusursa, kalitsal hastaliklara doniigebilir.

1.3.1.1. Proto-onkogenler

Tiim hiicreler proto-onkogen adi verilen bir dizi normal gen igerir. Bunlar hiicre
boliinmesini, farklilasmasini ve biiylimesini kontrol etmek i¢in ¢ok énemlidir. Bu genler,
onlar1 onkogenlere doniistiirebilecek mutasyon veya degisime agiktir. Proto-onkogenler
(src, ras, raf gibi) genellikle hiicre boliinmesinin diizenlenmesine yardimci olarak uygun
zamanda ve yerde gerceklesmesini saglar. Mutasyona ugradiklarinda, kansere yol
acabilecek kontrolsiiz hiicre boliinmesini tesvik edebilirler. Proto-onkogenler, mutasyona
ugradiklar takdirde neoplastik doniistimii (normal hiicrenin kanser hiicresine doniismesi
icin meydana gelen degisikler) tesvik etme kapasitesine sahiptir. Proto-onkogenlerin
aktivasyonu ise bir proto-onkogenin onkogene doniistiigii siiregtir (Torry & Cooper,
1991).
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1.3.1.2. Onkogenler

Onkogenler, onkojenik retroviriislerin genomlarinda bulunan ve tiimorijenik
kapasitelerinden sorumlu olan farkli genlerdir. Buna ragmen, insan kanserlerinin biiyiik
cogunlugu (yaklasik %80°1) viriislerden degil, radyasyon ve kimyasal karsinogenez gibi
diger faktorlerden kaynaklanmaktadir. Molekiiler genetik arastirmalar, normal dkaryotik
hiicrelerin retroviral onkogenlere oldukc¢a benzeyen genlere sahip oldugunu ortaya
koymustur. Insan tiimériinde en ¢ok rastlanilan onkogenler ras gen ailesinin rasH
onkogenidir. Ras genleri, akciger kanserlerinin yaklasik %25'inde, kolon kanserlerinin

%50'inde etkili rol oynamaktadir (Cooper & Hausman, 2016).

Onkogenleri protoonkogenlerin protein iiriinlerinin biyokimyasal ve fonksiyonel
ozelliklerine gore birka¢ gruba ayirmak miimkiindiir: 1) Programlanmis hiicre 6limii
diizenleyicileri 2) Transkripsiyon faktorleri 3) Sinyal doniistiirticiiler 4) Biiylime faktorii

reseptorleri ve 5) Biiytime faktorleri, (Pierotti vd., 2017).

Proliferasyon ve farklilasma bu normal hiicresel genler (proto-onkogenler)
tarafindan diizenlenir. Hiicresel protoonkogenler, onkogen aktivasyonunun bir sonucu
olarak genetik degisikliklere ugrar. Bu genetik degisiklikler sonug¢ olarak hiicreye
biiyiime acisindan avantaj saglar. Insan neoplazmalarinda birka¢ genetik mekanizmalar

onkogenleri aktive eder:

e Nokta mutasyonlar
e Gen amplifikasyonu

e Kromozomal translakasyon

Nokta mutasyonlari, bir proto-onkogenin DNA dizisinde, tipik olarak bir niikleotid
bazinin digerinin yerine gegmesiyle olusan degisiklikleri igerir. Bu mutasyonlar genin
aktivitesinin artmasina yol agabilir. Ornegin, tek bir baz degisikligi geni biiyiime
sinyallerine kars1 daha duyarli hale getirebilir (Jiang vd., 2001).

Bir kromozomal kolun belirli bir alaninin kopya sayisindaki artis gen
amplifikasyonu olarak bilinir. Amplifiye genin asir1 ekspresyonu ile baglantilidir ve
cesitli tlimorlerde yaygindir. Genom, tek bir lokusta tekrarlayan birimler veya
ekstrakromozomal elementler olarak, her tarafa serpistirilmis amplifiye DNA igerebilir.
DNA replikasyon hatalari veya telomer disfonksiyonu gen amplifikasyonu
destekleyebilir (Albertson, 2006).
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Kromozomal translokasyon genin veya kromozomun tamamen veya bir kisminin
baska bir kromozoma baglandig1 genom sapmasidir. Ornegin, abelson murin 16semi
virlisii onkogeninin (ABL) hiicresel homologu ve kesme noktasi kiime bolgesi geni
(BCR), kimerik bir fiizyon proteini (BCR-ABL) olusturmak icin birlestirilebilen ayri
genlerdir (Aplan, 2006).

Tablo 2.1. Onkogenler ve bulundugu kanser tipleri

Onkogenler Kanser tipi

HER2 Meme kanseri

BCR/ABL1 Kronik miyeloid 16semi

c-MYC Burkitt lenfomasi

n-MYC SCLC

EGFR Akciger adenokarsinomu

K-ras Akciger, pankreas ve kolon
adenokarsinomu

N-ras Miyeloid 16semi

1.3.2. Tiimér baskilayici genler
1.3.2.1. RB1 geni

Hiicresel onkogenlerin aktivasyonu, kanser olusumuyla ilgili iki temel genetik
degisiklikten biridir; digeri ise tiimor baskilayict genlerin inaktivasyonudur. Onkogenler,
ya gen ifadesini hizlandiran ya da kodladiklar: proteinlerin aktivitesinde kontrol edilemez
bir artis yaratan genetik degisiklikler sonucunda anormal hiicre ¢cogalmasi neden olurlar.
Tiimor baskilayici genler ise tam tersi sekilde hiicre cogalmasini kontrol ederek normal
kosullar altinda hiicre gogalmasini ve tiimor olusumunu azaltir. Bu genler birgok kanserde
hasar goriir veya inaktive olur, boylece hiicre cogalmasinin basarisiz olmasina ve timor
hiicrelerinin anormal sekilde biiyiimesine neden olur (Cooper & Hausman, 2016; Yu vd.,
1986).

IIk kez tiimér baskilayict genlerin aktivasyonu 1969 yilinda Henry Harris ve
arkadaslar1 tarafindan géz tiimori olan retinoblastomun incelenmesiyle tanimlanmistir
(Lipsick, 2020). ik tanimlanan tiimor baskilayici gen olan RB1 geninin mutasyonu ile

sonucunda RB1 alelinin yapisal kaybi bireyi kansere yatkin hale getirir; diger alelin kayb1
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ise retinoblastoma tiimorlerinin gelisimine neden olur (Gallie vd., 2012). Knudson 1971
yilinda retinoblastom gelisimi igin iki mutasyonun gerekli oldugunu 6ne siirmistiir. Yani,
RB genin tek bir kopyasinin hiicrelerde olmasi onun resesif bir sekilde ¢alistigini gosterir
ve timorii baslatmak i¢in tek bagina yeterli degildir. Retinoblastom, normal RB alelinin
islevini yitirmesine neden olan ikinci bir somatik mutasyon ortaya ¢iktiginda gelisir.

(Knudson, 1971; Yu vd., 1986).

1.3.2.2. p53 fonksiyonu

Ikinci olarak tanimlanan tiimdr baskilayic1 gen ise 16semi, lemfoma, meme, beyin,
kolon ve akciger karsinomlar: gibi bir¢ok insan kanserlerinde iglevini kaybeden p53
genidir. p53 geni insan genomunun biitiinliigii korur. Dna hasara ugradiginda, p53
proteini etkilenen hiicrede birikerek hiicre dongiisiiniin durmasina neden olur ve DNA
onarimi i¢in zaman tanir. Sonug olarak, p53 geninin mutasyonel inaktivasyonu genomik
instabilite, kromozom aberasyon birikimi ve kanser olusumuyla sonuglanabilir.
(Kandioler vd., 1994; Williamson vd., 2012).

p53'lin apoptoza katilimi, 6liim reseptorii ve mitokondriyal yollarin aktivasyonunu
iceren karmasik bir siirectir. Birincil siireglerinden biri mitokondriyal membranlardan
sitokrom ¢ ve Smac salmimudir. p53 proapoptotik Bcl-2 ailesi iiyelerini uyarirken
antiapoptotik tiyeleri baskilar. Ayrica Apaf-1, PTEN ve 6liime neden olan kimyasallar
icin reseptorler gibi diger genleri de transaktive edebilir (Kaelin, 1999; Shivapurkar vd.,
2003).

1.3.3. Akciger kanserinin gelisimine katkida bulunan onkogenler

Aragtirmacilar, hastaligin molekiiler temellerini ¢6zmek i¢in yogun c¢aba sarf etmis
ve akciger kanserinin gelisiminde ¢ok 6nemli bir rol oynayan ¢esitli onkogenlerin
kesfedilmesine yol agmistir. Akciger kanseri olusumunda etkili oldugu tespit edilen bu

onkogenler EGFR, KRAS, ALK.

Akciger timorlerinde EGFR mutasyonlar1 otokrin ve indiiklenebilir biiylime
faktorii iiretimine ve aktivasyonuna neden olabilir. Ligandina bagladiktan sonra EGFR,
asagl akig sinyal yollarmi (6rn. PISK/AKT, RAS/MAPK/ERK, JAK/STAT) aktive
ederek biyolojik aktiviteler gergeklestirir (Fu vd., 2022).

KRAS mutasyonlari, akciger kanseri hastalarinda en sik rastlanan onkojenik

sapmalardir. KRAS geni, hiicre biiylimesini, farklilasmay1 ve apoptozu diizenleyen
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guanozin trifosfat (GTP) baglayict membran proteini ailesini kodlar. Bu proteinler,
mitojen-aktive protein kinaz (MAPK), sinyal transdiiktor ve aktivatorii (STAT) ile
fosfoinozit 3-kinaz (PI3K) sinyal basamaklar1 dahil olmak iizere ¢esitli hiicresel islevleri
diizenler. KRAS genindeki mutasyonlar, akciger, kalin bagirsak, pankreas ve safra yolu
kanseri gibi farkli insan kanserlerinde sik¢a goriiliir. NSCLC hastalarinin yaklasik %15
ila %25'inde KRAS mutasyonlari1 bulunur. Akciger kanserinde baska bir onkojenik faktor
ALK’tir. ALK adenokarsinomlarda daha yaygin bulunur (Calvayrac vd., 2017
Karachaliou vd., 2013)

1.3.3.1. Biiyiime faktorii reseptorleri

Biiylime faktorii reseptorleri, spesifik biiylime faktorlerini baglayan ve hiicre
farklilasmas1 ve ¢ogalmasi igin hiicre i¢i sinyal yollarin1 baslatan transmembran
proteinlerdir. Tipik olarak reseptor tirozin kinazlar (RTK'lar) olan bu reseptorler hiicre
dis1, transmembran ve sitoplazmik alanlara sahiptir ve biiyiime faktorii ligandlart
tarafindan aktive edilerek hiicrelere biiylime ve boliinme talimati verirler (Trenker &

Yura, 2020).

2.3.3.1.1. Epidermal biiyiime faktérii reseptivii

Tirozin kinazlardan olusan erbB ailesinin bir iiyesi olan Epidermal Biiyiime Faktorii
Reseptorii (EGFR), hiicresel sinyalizasyon ve diizenlemede 6nemli bir rol oynar. Bu aile,
erbB1 (EGFR veya HER1 olarak da bilinir), erbB2 (HER2), erbB3 ve erbB4 dahil olmak
lizere ¢esitli liyelerden olusur. Her bir reseptdr, oncelikle tirozin kinaz aktivitelerinde
farklilik gosteren benzersiz Ozelliklere sahiptir. EGFR yapisi, bir hiicre disi ligand
baglama alani, bir transmembran segmenti ve tirozin kinaz aktivitesi ve diizenleyici
islevlerden sorumlu hiicre i¢i alanlar igceren farkli alanlarla karakterize edilir (Bethune
vd., 2010). Ozellikle EGFR'nin islevi, epidermal biiyiime faktorii (EGF) gibi spesifik
ligandlarin baglanmasiyla tetiklenir. Bu baglanma olayi, hiicre i¢i alan i¢indeki t irozin
kalintilarinin  fosforilasyonunun eslik ettigi reseptorde onemli bir konformasyonel
degisiklige neden olur. Bu fosforilasyon olayi, ¢ok sayida asagi akis yolunun
aktivasyonuna yol agan bir dizi hiicre i¢i sinyalizasyon olayini baglatir. Bunlar asag1 yonli
sinyal yolaklar1 Rafl-hiicre dis1 sinyalle diizenlenen kinaz (ERK) yolagini, Fosfoinositid
3-kinaz PI3K/Akt yolagini ve sinyal doniistiiriicti ve transkripsiyon
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aktivatorii (STAT) faktorleri yolagini igerir. Bu yollarin aktivasyonu ¢esitli hiicresel
tepkileri ortaya ¢ikarabilir. Ornegin, Rafl-ERK yolu éncelikle hiicre ¢ogalmasi ile
iliskilidir ve hiicre dongiisii ilerlemesinde yer alan genlerin diizenlenmesini etkiler. Ote
yandan PI3K/Akt yolu, apoptozu inhibe ederek ve hiicre metabolizmasinin gesitli
yonlerini diizenleyerek hiicre sagkalimini tegvik etmede 6nemli bir rol oynar (Hasan vd.,
2023; Sharma vd., 2007)

EGFR biiylime faktorleri ailesi, hiicre membranlarin1 gegememeleri nedeniyle
akciger kanserinin gelisimi ve yayilmasinda temel molekiiller olarak tanimlanmustir,
salgilanan biiyiime faktorleri, biyolojik bilgiyi EGFR'den akciger hiicrelerinin igine

tasiyan Ozel sinyal iletim yollar1 araciligiyla islev goriir (Liu, vd., 2017).

2.3.3.1.2. Ras’in aktiflesmesi ve sinyal iletim kaskadi

Ras onkogeni akciger kanseri gelisiminde rol oynar ve NSCLC’in %15-20’inde
saptanmigtir. Ug insan RAS geni tammlanmistir: HRAS geni (Harvey sigan sarkomu
virlisiinin onkogeni ile homolog), KRAS geni (Kirsten sigan sarkomu viriisiiniin
onkogeni ile homolog) ve NRAS geni (ilk olarak bir insan noéroblastomundan izole
edilmistir) (Molina & Adjei, 2006).

Ras aktive olundugunda gerekli sinyal yolagini baslatir. Ras/Raf/MAPK yolu,
hiicre biyolojisinde en iyi calisilmis sinyal iletim sistemidir. Bu yolun islevi, hiicre
biiylimesini, boliinmesini ve farklilasmasini tesvik etmek igin belirli genlerin tetiklendigi
hiicre dis1 ortamdan hiicre ¢ekirdegine sinyal tasimaktir. Hiicre dongiisti diizenlemesi,
yara iyilesmesi ve doku onarmmi, integrin sinyali ve hiicre gogiine ek olarak,
Ras/Raf/MAPK yolag: hiicre gé¢ilinde rol oynar. Son olarak, Ras/Raf/MAPK yolu, yeni
kan damarlarinin gelisiminde rol oynayan genlerin ifadesini degistirerek anjiyogenezi
tesvik edebilir. Boylece, Ras/Raf/MAPK yolu iizerinden sinyalizasyon, karsinogenez igin
kritik olan bir dizi hiicresel aktiviteyi diizenler (Han vd., 2021; Wen vd., 2019)

Raf, Ras efektorleri arasinda en iyi galisilan bir serin/treonin kinaz ailesine aittir ve
Raf-1, A-Raf ve B-Raf1 igerir. Raf aktivasyonu, MAPK" fosforile ederek sinyal
kaskadini1 baglatir ve bu da daha sonra ERK1 ve ERK2 gibi asag1 akis proteinlerini
fosforile ederek aktive eder. MAPK, memelilerde MEK olarak da bilinir ve birgok
sinyale, biiyiime hormonlar1 ve sitokinler araciligiyla hiicre yasamini destekleyen ve

apoptozu tesvik eden hiicre i¢i sinyal ileti sistemidir (Mascaux vd., 2005; Wen vd., 2019).
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1.3.3.2. Akciger kanserinde siklinler, siklin bagimh kinazlar

Siklinler hiicre dongiisiinii diizenleyen bir protein ailesidir. Asagi akis substratlarini
fosforile eden ve hiicre dongiisii ilerlemesini saglayan siklin bagimli kinazlara (CDK'ler)
baglanir ve bunlar1 aktive ederler. Siklin diizensizligi, akciger kanseri de dahil olmak
tizere birgok farkli kanser tiiriiniin gelisimi ve ilerlemesiyle baglantilidir. Siklinlerin
hedeflenmesi, akciger kanseri tedavisi icin potansiyel bir terapdtik yontem olarak
onerilmistir. CDK aktivitesini bloke ederek asagi akis sinyal yollarimi smnirlayan CDK
inhibitorleri olusturulmus ve akciger kanseri tedavisi i¢in klinik g¢alismalarda test
edilmektedir. Bununla birlikte, bu ilaglarin akciger kanserindeki etkinligi halen
arastirilmaktadir (Goh & Lim 2020).

Bu kompleksler (siklinler ve siklin bagimli kinazlar) islevsel olarak aktiftir ve
retinoblastoma proteinleri gibi hiicre dongiisii diizenleyici unsurlara fosfat gruplari
ekleyerek calisir. Bu etkilesimlerde, siklin bagimli kinazlar katalitik bilesenler olarak
gorev yaparken, siklinler belirli hiicre dongiisii asamalarinda zirve yapan diizenleyici
molekiiller olarak hareket eder. Su anda, tanimlanmis ve tizerinde galisilmis bes ana siklin
ailesi (A, B, C, D ve E) bulunmaktadir. Siklin A ve B1 ve 2, hiicre dongiisiiniin sonraki
asamalarinda, ozellikle mitoza gegisin diizenlenmesinde rol oynadiklar1 S ve G2
fazlarinda ekspresyonda artis gosterir. Buna karsilik, siklin C, D1-3 ve E, Gl faz
sirasinda en yiliksek sentez ve aktivite seviyelerine ulasir ve oncelikle G1'den S fazina
gecisi diizenler. Bu gecis, memeli hiicre biiyiimesini diizenlemek icin kritik bir kontrol
noktasidir ve bu siklinleri potansiyel onkogenler haline getirir (Han vd., 2022).

Siklin D1'in hedeflenmesi, akciger kanseri tedavisi i¢in potansiyel bir terapotik
yontem olarak onerilmistir. CDK4/6 kompleksinin aktivitesini bloke ederek asagi yonlii
sinyal yolaklarin1 bozan CDK4/6 inhibitorleri olusturulmus ve akciger kanseri tedavisi
icin Klinik c¢alismalarda test edilmektedir. Bununla birlikte, bu ilaglarin akciger

kanserindeki etkinligi hala arastirilmaktadir (Zuryn vd., 2019).

1.3.3.3. FOX-M1 geni

FOX-M1 (Forkhead box) geni, akciger kanseri gelisimi ve ilerlemesinde islevi olan,
insanda 12. kromosomda bulunan bir transkripsiyon faktoriidiir (Alvarez-Ferndndez &

Medema, 2013). Akciger kanseri hiicrelerinde ifade edilir ve hiicre ¢ogalmasi, hayatta
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kalma, tedavi direnci ve hedef genlerin transkripsiyonel kontroliinde rol oynar. FOX-M1
ayni zamanda akciger kanseri tedavisinde olas1 bir terapotik hedeftir (Kim vd., 2006).
P53, RB, miRNA'lar, ve FOXO3a gibi tiimoér baskilayicilar FOXM1'in ifadesini
azaltirken, KRAS, EGFR, MYC, ve AKT gibi onkoproteinler FOXM1'in ifadesini artirir.
Kanser hiicrelerinde FOXMZ1'in inhibe edilmesiyle azalmig anjiyogenez, EMT (Epithelial
Mesenchymal Transition), ila¢ direnci, metastaz ve hiicre gocii ortaya ¢ikmaktadir. Bu
arastirmalar bir dizi akciger hastaligi hakkinda yeni bilgiler sunmakta ve FOXM1
diizenleyici aginin Ozellikle akciger kanserinde olumsuz sonuglarin 6nemli bir

belirleyicisi oldugunu gostermektedir (Li vd., 2019; Liao vd., 2018).

1.4. Hiicre 6liim mekanizmalari
1.4.1. Apoptoz, otofaji, nekroz

DNA hasari, oksidatif stres ve viral enfeksiyonla birlikte ¢esitli uyaricilara yanit
olarak gerceklesen apoptoz planli bir hiicre 6liimii tiirtidiir. Belirli substratlari pargalayan
ve hiicre biiziilmesi, kromatin yogunlasmasi ve membran kanamasi gibi apoptotik hiicre
morfolojik degisikliklerine neden olan proteazlar olan kaspazlarin aktivasyonunu iceren
diizenlenmis bir siirectir. Hiicreler zarla c¢evrili ¢ok kiiciik pargalara (apoptotik
cisimcikler) boliiniir ve bunlar fagositoz yoluyla iltihabi bir tepkiye yol agmadan
uzaklastirilir. Apoptotik cisimciklerin atilmasi, Yunanca'da "diismek" anlamina gelen ve
sonbaharda dokiilen aga¢ yapraklarini ¢agristiran "apoptoz" teriminin ortaya ¢ikmasina

neden olmustur (Reed, 2000).

Ikinci tip hiicre 6liimii olan nekroz, apoptozdan hemen hemen her yonden farklidir.
Bu ifade Yunanca "6li" anlamina gelen "nekroz" kelimesinden gelmektedir ve sert
cevresel veya genetik olarak kodlanmis stres faktorlerine maruz kalan hiicrelerin kasitsiz
Olimiinii ifade etmektedir. Nekroz geciren yarali hiicreler, apoptoz geciren hiicreler
tarafindan sergilenenlerle ¢arpici bir sekilde tezat olusturan makroskopik morfolojik ve
ultrastriiktiirel 6zelliklere sahiptir. Oliim, hiicrenin énemli dlgiide sismesi, ¢oklu hiicresel
organellerin sigsmesi, niikkleer DNA'nin kiimelenmesi ve rastgele yok edilmesi, yaygin
plazma membrani endositozu ve otofaji ile karakterize edilir. Nekroz genellikle pasif bir
stirec olarak kabul edilir ¢linkii yeni protein sentezi gerektirmez, diisiik enerji gereksinimi
vardir ve herhangi bir homeostatik mekanizma tarafindan diizenlenmez (Syntichaki &

Tavernarakis, 2002).
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Otofaji, gelisimin Kritik asamalarinda ve besin stresine yanit olarak enerji
kaynaklarin1 dengelemek i¢in gerekli olan kendi kendini yok eden bir siirectir. Otofaji
ayrica yanlis katlanmis veya toplanmis proteinlerin uzaklastirilmasi, mitokondri,
endoplazmik retikulum ve peroksizomlar gibi hasarli organellerin temizlenmesi ve hiicre
ici enfeksiyonlarin ortadan kaldirilmasi gibi temizlik islevlerini de yerine getirir. Bu
nedenle, otofaji, diizensizligi apoptotik olmayan hiicre 6liimiiyle iliskili olmasina ragmen,

genellikle bir hayatta kalma mekanizmasi olarak goriliir (Glick vd., 2010).

1.4.1.1. Hiicre i¢i (intrinsik) apoptotik yol

Bilinen iki temel apoptotik siire¢ vardir: intrinsik ve ekstrinsik apoptotik yollar.
DNA hasari, iskemi ve oksidatif stres dahil olmak iizere ¢esitli harici ve endojen olaylar,
intrinsik yolu aktive eder. Mitokondriyal yol olarak da bilinen intrinsik yol ya BAX ve
BAK'm (BCL-2 ailesinin proapoptotik iiyeleri) aracilik ettigi porlara yanit olarak ortaya
¢ikan mitokondriyal dig membran permeabilizasyonu (MOMP) ile tetiklenir ve sitokrom
c'nin mitokondriyal intermembran bosluktan sitozole salinmasina yol acar. Anti-
apoptotik proteinler Bcl-2 ve Bcl-XL sitokrom ¢ salinimini inhibe ederken, tiim pro-
apoptotik proteinler olan Bax, Bak ve Bid mitokondriden salinimini tesvik eder. Sitokrom
c sitozole salindiktan sonra Apaf-1’e baglanarak apoptozom olusumunu ve kaspaz -9
aktivasyonunu tetikler. Kaspaz -9 aktiflesdiginde, en sonunda hiicre 6liimiine yol agarak
kaspaz -3 ve kaspaz -7 gibi efektor kaspazlari etkinlestirir. Ayrica mitokondriyon
Smac/Diablo ad1 verilen bir proteini sitozole salar. Smac/Diablo, apoptoz proteinlerinin
inhibitori (IAPs) olarak bilinen bir anti-apoptotik protein grubunun aktivitelerini inhibe
ederek dolayl olarak apoptozu indiikler (Boice & Bouchier-Hayes, 2010; Gokhan vd.,
2020, Loreto vd., 2014).

1.4.1.2. Hiicre dis1 (ekstrinsik) apoptotik yol

Hiicre dis1 apoptotik yol hiicrenin dis ylizeyinde bulunan 6zel reseptdrlerin aktive
olmasiyla baslar. Ekstrinsik yol, belirli 6liim reseptorlerine baglanan ligandlar tarafindan
aktive edilir. Fas ligand (FasL) veya tiimor nekroz faktorii ile birlikte apoptozu indiikleyen
ligand (TRAIL) reseptorleri DR4 ve DRS5 ile ligasyonu takiben, birincil 6limreseptorleri
-Fas ve tiimor nekroz faktort ile iligkili apoptozu indiikleyen ligand (TRAIL)reseptorleri-

hiicre 6liimiinii indiikler ve bunu prokaspaz -8'in (intrinsik yolda ise kaspaz
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-9) aktiflesmesine sebep olur. Bu reseptorler tipik olarak hiicrelerin yiizeyinde sistein
bakimindan zengin alanlara sahip homotrimerik tip | transmembran proteinleri olarak
iiretilir. Kaspaz -8 bu siirecin bir sonucu olarak aktive olur. Ikincisi, kaspaz -3'ii dogrudan
aktive ederek veya BID'i pargalayarak apoptozu indiikler, bu da mitokondriyal arizaya ve
ardindan sitokrom C salinimina ve kaspaz -9 ve -3 aktivasyonuna neden olur. Kaspaz -3,
cesitli dokularda DNA parcalanmasi ve hiicre 6liimii neden olur (Salvesen & Duckett,
2022).

Baska bir 6liim reseptorii olan TNF reseptor (TNFR) ailesi, homotrimerler halinde
organize olan ve ligand etkilesimi ile aktive edilen 29 transmembran reseptor
proteininden olusan genis bir ailedir. TNF reseptor siiper ailesinden TNF- ila TNFR1 gibi
olim reseptorleri, apoptozun ekstrinsik yoluna aracilik eder. Sistein bakimindan zengin
alanlara sahip olan bu reseptorler, homotrimerik tip I transmembran proteinleri olarak
hiicrelerin yiizeyinde yaygin olarak iiretilir. Bir 6lim ligandi bir 6liim reseptoriine
baglandiginda, TNF ile etkilesime girerek FADD ve TRADD gibi adaptor proteinlerin
aktivlesmesine neden olur, bu da ekstrinsik yolun kritik bir aracis1 olan Caspase -8 de
dahil olmak {izere bir dizi asag akis faktoriinii devreye sokarak apoptoza neden olur

(Elmore, 2007).

1.4.1.3. Kaspazlar

CED-3 geninin kodladig1 kaspazlar aktif bolgelerinde sistein bulunan proteaz
ailesidir. Kaspazlar 100°den fazla hedef proteinleri kirparak hiicre oliimiini yuriitiir.
Apoptoz kaspazlari iKi tiire ayrilir: baslatic1 kaspazlar (kaspaz -1, -2, -4, -5, -8, -9, -10, -
11, -12) ve yiiriitiicii kaspazlar (kaspaz -3, -6 ve -7). Baslatic1 kaspazlar, daha sonra
onemli yapisal proteinleri yikmak ve diger enzimleri aktive etmek icin aktivitelerini
koordine eden ve DNA parcalanmas1 ve membran kanamasi gibi apoptotik morfoloji ile
sonuclanan yliriitlicii kaspazlar tetikler (Li & Yuan 2008). Kaspazlar baslangicta inaktif
pro-kaspazlar olarak sentezlenir ve granzim B, olim reseptorleri ve apoptozom
uyaranlaria yanit olarak hizla pargalanir ve aktive olur. Daha sonra asag1 akis kaspazlari,
mitokondriyal proteinler, plazma membran proteinleri, niikleer proteinler de dahil olmak

lizere bir dizi substrati parcalayacak hiicre 6liimiine yol agarlar (Howley & Fearnhead,
2008).
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1.4.1.4. Bcl-2 Ailesi

BCL2 ailesi oncelikle bir hiicrenin apoptoza girip girmeyecegini belirlemekten
sorumludur ve ayrica gelisim, doku homeostazi ve immiinolojide 6énemli roller oynar. Bu
kontrol degisirse, kanser ve otoimmiin hastaliklar1 tesvik edebilir veya iskemi kosullarini
siddetlendirebilir ve dejeneratif bozukluklara katkida bulunabilir. BCL2 ailesinin ii¢
grubu arasindaki etkilesimler bir hiicrenin kaderini belirler: anti-apoptotik, pro-apoptotik
“sadece BH3” proteinleri ve pro-apoptotik efektor proteinleri (Czabotar vd., 2014). Bcl-
2 ailesinin antiapoptotik iyeleri (Bcl-2, Bcl- XL) programli hiicre O6liimiiniin
baskilayicilar1 olarak islev goriirler. Diger iyeleri pro-apoptotik efektor proteinler (Bax
ve Bak) ve pro- apoptotik sadece BH3 proteinleri (Bid, Bad, Noxa, Puma, Bim) kaspaz
aktivasyonunu uyararak hiicre 6liimiine neden olur. Proapoptotik efektor ve antiapoptotik
Bcl-2 aile iiyeleri dort adet korunmus BH bolgesi igerirken, proapoptotik “sadece BH3
proteinleri bir bolge igerir. (Hausman & Cooper 2016).

2. MATERYAL VE METOD
2.1. Materyaller

2.1.1. Sarf malzemeler ve kimyasallar

10, 200, 1000, uL’lik mikropipet uglar1 (Axygen, Ingiltere),
15 ve 50 mL’lik santrifiij tiipleri (Isolab, Almanya),

12.5, 25 ve 75 cm?’lik hiicre kiiltiir flasklar1 (T12.5, T25 ve T75 Flasklar; Greiner bio-

one, Amerika)

1,5 ve 2 mL’lik Ependorf tiip (Greiner bio-one, Amerika),

12 kuyulu 5 mL’lik reservuarlar (Isolab, Almanya)

5 ve 10 mL’lik steril enjektor (Hayat, Tirkiye),

5-10 mL’lik tek kullanimlik serolojik pipet (Costar, Sigma-Aldrich, Almanya),
6 ve 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir plakasi (TPP, Isvigre),

Lamel (Isolab, Almanya),

Filtre (Sartorius stedim, Almanya);
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Kriyotiip (1,5 ve 2 mL) (Greiner bio-one, Amerika),

Parafilm (Pechiney, Fransa),

Flow tiipleri (Isolab Almanya),

Toma lami1 (Marienfeld, Almanya),

A549 hiicre hatt1 (ATCC, Amerika Birlesik Devletleri)

L-929 hiicre hatt1 (ATCC, Amerika Birlesik Devletleri)

Rna izolasyon Kiti (A.B.T.™ Blood/Tissue RNA Purification Kit for Leukemia)
Beta Merkaptoetanol (M3148 Sigma-Aldrich 2-Mercaptoethanol)

Proteinaz K (Thermo Scientific™ Proteinase K, recombinant, PCR grade)
Kloroform izoamilalkol (Merck Isoamyl Alcohol)

Niikleaz Free Ultra Distile Su (Biochrom AGUItra Pure Water, Sterile, Suitable for
HPLC)

cDNA Kiti (VitaScript™ FirstStrand cDNA Synthesis Kit)
Water (Thermo Fisher)

PBS (Thermo Scientific™ Water, Nuclease-free, Molecular Biology Grade, Ultrapure)

2.1.2. Kullanilan ekipmanlar

Ters mikroskop (Leica, Almanya),

Mikroplaka Okuma Cihazi (ELIZA Reader, BioTek, USA),

Akim sitometri cihaz1 (Beckman Coulture, USA),

RT PCR Isil Dongii (Stratagene Mx3005P) Cihazi, (Agilent Technologies, USA),
Masaiistii sogutmali santrifiij (Hettich Lab Teknoloji, Almanya),

Telstar Bio 1l Adevance Laminar Kabin (Thermo, Kanada)

Derin dondurucu (-20 °C) buzdolabi (Ugur, Tiirkiye),

Steril ortam saglayan CO> inkiibator (Panasonic, Japonya),
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Hiicre Kiiltiirii Sterilizatorii (Heraeus, Almanya),

Azot tanki (s1v1) (Taylor Wharton, USA)

Hassas 6lciim terazisi (Precisa, Isvigre),

Otoklav (Eryigit A.S. Tiirkiye),

Sarj edilebilir pipetor (Starlab, Almanya),

Degisik hacimli mikropipetler (Eppendorf, Hamburg, Germany),
Nanodrop (Thermo Fisher)

Real Time PCR Master Mix (2X Magic SYBR Mix)

Real Time PCR (CFX Connect Real Time PCR Detection System)

Primer (50 nmol OPC Grade)
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2.2. METODLAR

2.2.1. Fluoren-tiyazol tiirevlerinin sentezi

-(9H-Fluoren-9-iliden)hidrazinkarbotiyoamit (1) sentezi

9H-Fluoren-9-on ve ona esdeger oranda tiyosemikarbazit etanol igerisinde 12 saat
kaynatilmis, reaksiyonun bitimi Ince Tabaka Kromatografisi (ITK) ile kontrol edilmistir.
Bir gece oda sicakliginda bekletildikten sonra reaksiyon ortaminda ¢oken ham iiriin

stiziilerek alinmis, etanolden kristallendirilmistir.

2-[2-(9H-Fluoren-9-iliden)hidrazinil]-4-ariltiyazol (2a-2m) tiirevlerinin sentezi
2-(9H-Fluoren-9-iliden)hidrazinkarbotiyoamit (1) ve ¢esitli fenagil bromiir

tiirevleri esit molde etanol igerisinde 6 saat kaynatildiktan sonra, {iriiniin oda sicakliginda

cokmesi beklenmistir. Reaksiyon ortaminda ¢oken ham iiriin siiziilerek alinmis, daha

sonra etanolden kristallendirilmistir.

13 adet yeni fluoren-tiyazol tiirevin(2a-2m) sentezlenmis ve bilesiklerin yapilari
NMR ile dogrulanmustir. Bilesiklerin sentezinde baslangi¢ maddesi olarak 9H-fluoren-9-
on’dan kullanilarak once tiyosemikarbazit ile ilgili bilesigin hidrazinkarbotiyoamidi
olusturulmus (1), sonra bu bilesikten hareketle Hanzsch tiyazol sentezi yontemiyle 2-[2-
(9H-fluoren-9-iliden)hidrazinil]-4-ariltiyazol (2a-2m) tiirevlerinin sentezi
gergeklestirilmistir. Bilesiklerin sentezi Sekil 3.1°de verilmistir. Sonug bilesiklerin % 63-
72 arasinda verimle elde edilmistir. Bilesiklerin analizinde 1H NMR ve 13C NMR
kullanilmistir. Fenil halkas1 {izerinde metoksi tasiyan tiirevlerde metoksi siibstitiientine
ait sinyaller 3.78-3.85 ppm araliginda ve 55.70-55.77 ppm araliginda goriilmiistiir. Metil
tastyan tiirevlerde metil grubuna ait sinyaller 2.31-2.37 ppm aralifinda belirlenmistir.
Bilesikler sayica fazla aromatik proton icerdiginden NMR’da aromatik bdlge bir hayli
karisik ve multiplet pikler olarak gdzlenmistir. Bazi bilesiklerde tiyazol halkasinin 5.
karbonuna bagli proton singlet pik olarak gdzlenebilmis ve 7.05-7.71 ppm araliginda

oldugu tespit edilmistir. Spektrumlarda N-H protonu gozlenememistir.
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Sekil 3.1. Bilesiklerin (2a-2m) sentezi. Reajanlar, reaktanlar, reaksiyon kosullar:. a:EtOH,12s
kaynatma;b:EtOH 6s, kaynatma.

2.2.2. Fluoren tiirevlerine ait spektroskopik verilerin degerlendirilmesi
2-[2-(9H-Fluoren-9-iliden)hidrazinil]-4-(3-metoksifenil)tiyazol (2a) FUR1

~o N ,N_
| D—NH
S

O

e.d. 216-217 °C, verim 64 %, *H-NMR (300 MHz, DMSO-ds, ppm) 6 3.85 (s, 3H, OCHs),
6.96 (d, J: 7.87 Hz, 1H, Ar-H), 7.26 (s, 1H, Ar-H), 7.33-7.51 (m, 7H, Ar-H), 7.78 (d, J:
6.58 Hz, 1H, Ar-H), 7.85 (d, J: 6.84 Hz, 1H, Ar-H), 7.90 (d, J: 7.15 Hz, 1H, Ar-H), 8.69
(d, J: 7.33 Hz, 1H, Ar-H). *C-NMR (75 MHz, DMSO-ds, ppm) 6 55.77, 103.10, 111.14,
114.73, 118.24, 120.69, 121.13, 128.24, 129.54, 129.95, 130.37, 130.41, 130.98, 131.42,
133.07, 137.34, 139.24, 140.77, 147.79, 160.07, 173.34.
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2-[2-(9H-Fluoren-9-iliden)hidrazinil]-4-(4-metoksifenil)tiyazol (2b)(FUR2)

H,CO N 9
| :\}N'H_ O

e.d. 240-241 °C, verim 67%, *H-NMR (300 MHz, DMSO-ds, ppm) d 3.82 (s, 3H, OCHs),
7.01 (d, J: 6.89 Hz, 1H, Ar-H), 7.05 (s, 1H, Ar-H), 7.35-7.50 (m, 5H, Ar-H), 7.76-7.90
(m, 4H, Ar-H), 8.70 (d, J: 6.97 Hz, 1H, Ar-H). 3C-NMR (75 MHz, DMSO-ds, ppm) &
55.70, 100.23, 114.65, 120.65, 121.23, 122.81, 124.27, 127.33, 128.19, 129.42, 129.74,
130.28, 131.10, 137.38, 138.45, 139.21, 140.68, 144.44, 159.85.

2-[2-(9H-Fluoren-9-iliden)hidrazinil]-4-(3-nitrofenil)tiyazol (2c) (FUR3)

O,N N IN_
| S>—NH
S

9

e.d. 220-221 °C, verim 68 %, *H-NMR (300 MHz, DMSO-ds, ppm) 6 7.35-7.47 (m, 3H,
Ar-H), 7.52 (t, 3:7.37 Hz, 1H, Ar-H), 7.71 (brs, 1H, Ar-H), 7.78 (d, J: 8.41 Hz, 1H, Ar-
H), 7.86 (d, J: 7.29 Hz, 1H, Ar-H), 7.92 (d, J: 7.29 Hz, 1H, Ar-H), 8.21 (d, J: 7.69 Hz,
1H, Ar-H), 8.35 (d, J: 7.85 Hz, 1H, Ar-H), 8.57 (d, J: 7.29 Hz, 1H, Ar-H), 8.91 (s, 1H,
Ar-H). 3C-NMR (75 MHz, DMSO-ds, ppm) 6 120.42, 120.76, 120.91, 121.38, 122.98,
128.03, 129.95, 130.82, 130.93, 132.11, 137.14, 139.22, 141.13, 148.81.
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2-[2-(9H-Fluoren-9-iliden)hidrazinil]-4-(4-metilfenil)tiyazol (2d) (FUR4)

A
H-( 1/f/ 1
"“-\_,.-"'-ﬂ\b\\ i II'I'

! j{ /S

S ™ N_'\
W ;
| Y—NH \ff
~g I\\ II|'

e.d. 219-220 °C, verim 63 %, 'H-NMR (300 MHz, DMSO-ds, ppm) & 2.33 (s, 3H, CHs),

7.11 (s, 1H, Ar-H), 7.26-7.49 (m, 6H, Ar-H), 7.72-7.89 (m, 5H, Ar-H), 8.70 (d, J: 7.26
Hz, 1H, Ar-H).

2-[2-(9H-Fluoren-9-iliden)hidrazinil]-4-(3-klorofenil)tiyazol (2e) (FURS5)

Y
miw \ ]\'\1
/_J'I || p=
Cl “\\H.ﬁ:ﬁ*\\\ N N_.{\ I
“f; NH = N
—~g (. !!
N

e.d. 202-203 °C, verim 64 %, 'H-NMR (300 MHz, DMSO-ds, ppm) ¢ 7.33-7.52 (m, 7H,
Ar-H), 7.77 (d, 1H, J: 6.74 Hz, Ar-H), 7.85 (d, 2H, J: 7.58 Hz, Ar-H), 7.91 (d, J: 7.37 Hz,
1H, Ar-H), 7.97 (s, 1H, Ar-H), 8.60 (d, 1H, J3:6.02 Hz, Ar-H).

2-[2-(9H-Fluoren-9-iliden)hidrazinil]-4-(4-florofenil)tiyazol (2f) (FURG)

I . 7 '?i\
TRy \ )
H , I| /'ca_ o
=~ _N N _{\
\;}_ NH ir::f \?
> L‘\\“\Q,f;'ﬂ'
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e.d. 193-195 °C, verim 72 %, *H-NMR (300 MHz, DMSO-ds, ppm) & 7.22-7.51 (m, 7H,
Ar-H), 7.75-7.93 (m, 5H, Ar-H), 8.63 (d, 1H, J:6.95 Hz, Ar-H).

2-[2-(9H-Fluoren-9-iliden)hidrazinil]-4-(4-siyanofenil)tiyazol (2g) (FUR7)

NC N 9
| I:\>—N'H_ O

e.d. 200-202 °C, verim 69 %, 'H-NMR (300 MHz, DMSO-dg, ppm) § 7.22-7.51 (m, 7H,
Ar-H), 7.75-7.93 (m, 5H, Ar-H), 8.63 (d, 1H, J:6.95 Hz, Ar-H).

2-[2-(9H-Fluoren-9-iliden)hidrazinil]-4-(2,5-dimetoksifenil)tiyazol (2h) (FURS)

OCH,

e.d. 180-181 °C, verim 63 %, 'H-NMR (300 MHz, DMSO-ds, ppm) 6 3.78 (s, 3H, OCHs),
3.85 (s, 3H, OCH3), 6.94 (d, 1H, J:8.72 Hz, Ar-H), 7.07 (d, 1H, J:8.72 Hz, Ar-H), 7.32-
7.52 (m, 5H, Ar-H), 7.75-7.89 (m, 3H, Ar-H), 8.04 (d, 1H, J:7.15 Hz, Ar-H).

2-[2-(9H-Fluoren-9-iliden)hidrazinil]-4-(2,4-metilfenil)tiyazol (2i) (FUR9)
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e.d. 190-195 °C, verim 67 %, H-NMR (300 MHz, DMSO-ds, ppm) J 2.31 (s, 3H, CHs),
2.37 (s, 3H, CHs), 6.63 (5, 1H, Ar-H), 7.08-7.14 (m, 2H, Ar-H), 7.30-7.46 (m, 5H, Ar-H),
7.76-7.88 (m, 3H, Ar-H), 8.68 (d, 1H, J:7.21 Hz, Ar-H).

2-[2-(9H-Fluoren-9-iliden)hidrazinil]-4-(2,4-diflorofenil)tiyazol (2j) (FUR10)

F\:@\[Z\y N'E

e.d. 179-180 °C, verim 68 %, 'H-NMR (300 MHz, DMSO-dg, ppm) J 7.22-7.53 (m, 7H,
Ar-H), 7.77 (d, 1H, J:7.51 Hz, Ar-H), 7.85 (d, 1H, J:7.11 Hz, Ar-H), 7.91 (d, 1H, J:7.51
Hz, Ar-H), 8.04 (d, 1H, J:6.55 Hz, Ar-H), 8.54 (brs, 1H, Ar-H).

2-[2-(9H-Fluoren-9-iliden)hidrazinil]-4-(3,4-diklorofenil)tiyazol (2k) (FUR11)

Py 1

e.d. 216-217 °C, verim 67 %, 'H-NMR (300 MHz, DMSO-dg, ppm) & 7.33-7.55 (m, 5H,
Ar-H), 7.71-7.77 (m, 2H, Ar-H), 7.83-7.97 (m, 3H, Ar-H), 8.16 (d, 1H, J:2.00 Hz, Ar-H),
8.55 (brs, 1H, Ar-H).
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2-[2-(9H-Fluoren-9-iliden)hidrazinil]-4-(3,4-dihidroksifenil)tiyazol (2I) (FUR12)

ffﬂ@w

e.d. 260-261 °C, verim 69 %, *H-NMR (300 MHz, DMSO-ds, ppm) J 6.81 (d, 1H, J:8.41
Hz, Ar-H), 7.11-721 (m, 2H, Ar-H), 7.32-7.53 (m, 4H, Ar-H), 7.76 (d, 1H, J:7.36 Hz, Ar-
H), 7.84 (d, 1H, J:7.36 Hz, Ar-H), 7.89 (d, 1H, J:7.36 Hz, Ar-H), 8.74 (brs, 1H, Ar-H),
9.11 (brs, 1H, Ar-H), 9.38 (brs, 1H, OH), 12.04 (brs, 1H, OH).

2-[2-(9H-Fluoren-9-iliden)hidrazinil]-4-(4-naftaalen-2-il)tiyazol (2m) (FUR13)

e.d. 250-251 °C, verim 65 %, 'H-NMR (300 MHz, DMSO-ds, ppm) ¢ 7.37-7.60 (m, 7H,
Ar-H), 7.79-8.00 (m, 7H, Ar-H), 8.45 (s, 1H, Ar-H), 8.73 (d, 1H, J:7.12 Hz, Ar-H).
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Tablo 3.1. Kullanilan bilesiklerin kodu

Lab kodu Tezde/Makalede kodu R

Furl 2a 3-OCHjs
Fur 2 2b 4-OCH3
Fur 3 2c 3-NO;

Fur 4 2d 4-CHs

Fur 5 2e 3-Cl

Fur 6 2f 4-F

Fur7 29 4-CN

Fur 8 2h 2,5-diOCHj3
Fur 9 2i 2,4-diCH3
Fur 10 2j 2,4-diF
Fur 11 2k 3,4-diCl
Fur 12 2l 3,4-diOH
Fur 13 2m 2-asetonafton

2.3. Malzemelerin hazirlanmasi

2.3.1. Bilesiklerinin hazirlanmasi

Sentez bilesikleri terazide tartildiktan sonra, ana stogun konsantrasyonu 100uM
olacak hazirlanarak 100 ul DMSO’un (dimetilsiilfoksit) ¢6zdiirtildii. Konsatrasyon araligi
500, 250, 125, 62,5, 31,25, 15,625, 7,8125, 3,9062, 1,9535, 0,9765 ve 0,4882 uM olacak
sekilde dilusyon edildi ve 24 saat inkubasyona birakildi.

2.3.2. Sisplatin’in hazirlanmasi

Sisplatin deneylerde pozitif kontrol olarak kullanildi. 30 mg/ml sisplatin tartilarak
100 pl ¢oziicii (DMSO) i¢inde ¢ozdiiriilerek ana stok hazirlandi. Hazirlanan stoklardan
sitotoksisite testinde kullanilmak amaciyla 500, 250, 125, 62.5, 31.25, 15.625, 7.8125,

3.9062 pg\ml konsantrasyonlari diliisyon yontemiyle olusturuldu.
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2.3.3. Kullanilan hiicreler

A549 hiicre hatt1 (kiiglik hiicreli olmayan akciger kanseri) ve 1.929 hiicre hatti
(normal fare fibroblast hiicre hatti) kullanildi. %10-%20 fetal sigir serumu, 37°C’de kiiltiir
ortammda, DMEM besiyerinde (high glucose), %1 penisilin/streptomisin, %5 CO2
inkiibatorde, %95 bagil nemde gogaltilmistir. T75°1lik flaskin hiicre yogunlugu %70-80’e
ulagtiktan sonra (~ 2-4 giin) alt kiiltiirlere ayrilarak (pasaj yapilarak) cogaltilmustir.

Hiicrelerin daha az ¢ogaldig: siirede %20 fetal sigir serumu kullanilmistir.

2.4. Hiicrelerin Kiiltiir ortaminda cogaltilmasi

Hiicre kiiltiirti i¢in kullanilan cam ve metal olan malzemelerin sterilizasyonunda
kaplarin1 1 tur acik birakilacak sekilde kapattiktan sonra alimiinyum folyo ile tamamen
sarilarak otoklavda sterilize edilmistir. Cam ve metal olanlar i¢in 200°C 2,5 saat, diger
kuru malzemer i¢in 121°C 30 dakika, siv1 olanlar i¢in ise 121°C 23 dakika 1,5 atm
basingda otoklav sterilizasyonu yapilmistir ayrica bazi sivilarin sterilizasyou igin de

filtreler (0.25 p) kullanilmustir.

2.4.1. Stoklanma ve pasajlanma

A549 ve L929 hiicre hatlarmin saklanma kosulu -196 °C’dir. Bu uzun siire
hiicrelerin metabolik aktivitelerini an aza indirir. Stokladigimiz hiicre hatlarin1 yeniden
kullanmak i¢in ilk olarak eski mediumu uzaklagtirmak gerekir. Bunun i¢in hiicreler 50
mL’lik tliplere alinarak yeni 8 ml DMEM ilave ederek santrifiijda 4 dakika 12000
RPM’de santrifuj edildi ve DMSO uzaklastirilirdi. Tiipdeki siipernatant1 atdiktan sonra
pellete 5 ml DMEM eklendi ve kiigiik flasklara alinarak inkubatore kaldirildi.

Hiicreler 2-3 giin i¢inde ¢ogaldiktan sonra ortamdaki DMEM uzaklastirilarak
flasklar PBS ile yikandi. Daha sonra hiicreler 2X Tripsin EDTA ile yiizeyden kaldirilarak
santrifiij islemi yapildi. 100-75 pl DMSO kriyoprotektif etki amaciyla hiicrelerle (1x10°
hiicre/ml) birlikte 2 ve 1.5 ml’lik viallere aktarildi. Mr.Frosty’de (18 kuyucuk igerir) 1
giin -85°C’de bekletildikden sonra vialler, sivi azot tankinda (-196 °C) ilgili yerlere alindu.
Hiicreler yeniden kullanilmak iizere sivi azot tankindan ¢ikarildiktan sonra ¢éziinmeleri
saglanip 4 dk. 1200 rpm de santrifiij edildiler ve ortamdaki DMSO’nun uzaklastirilmasi
saglandi. Sonrasinda kiiciik flasklara alinip inkiibatore koyuldu ve 2 giinbekletildikden
sonra biiytik flaskalara alindi. Biiyiik flasktaki hiicre yogunlugu %70-80’egelince yeniden
pasaj edildi.
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2.4.2. Hiicre Sayim

Hiicreleri deneye hazirlamak igin flasklar inkiibatorden alindi. Eski medium
atildiktan sonra kiiltiire etdigimiz flasklar 1x PBS ile 2 kez yikandi. Hiicrelein flaskin
yiizeyinden kalkmasi i¢in 1.5 ml Tripsin EDTA eklendi ve inkiibatorde 1-2 dakika
bekletildi. Sonraki asamada tripsini inhibe etmek i¢in ekledigimiz tripsinin 1:2 oraninda
medium eklenerek 4dk. 1200 rpm’de santrifiij islemi uygulandi. Siipernatant dokiildiikten
sonra ve tiipteki pellet lizerine 3 ml (eger hiicrelerin yogunlugu fazlaysa 5 ml) medium
eklenip pipetaj yapild1 ve hiicreler esit sekilde karistirildi. Toma lamina 10 pl alinarak
karelerdeki hiicreler mikroskop altinda sayilmistir. Sayim i¢in asagidaki formiil

kullanilmistir:

Hiicre sayisi=Karelerde sayilan hiicre miktar1 x 25x10*

Iml’de kullanilan hiicre miktar

2.5. Sitotoksisite Belirleme Testleri

2.5.1. MTT metodu ile hiicrelerin sitoksisitelerinin berlirlenmesi

MTT testi, canli hiicreler tarafindan substratin kromojenik tiriine doniistiiriilmesine
dayanan en ¢ok yonlii ve yaygin canlilik testlerinden biridir. MTT testi, suda ¢6ziinen sar1
boya MTT'yi (3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir) ¢6ziinmeyen
mor formazana doniistiirmek igin mitokondriyal rediiktaz kullanir. Mitokondriyal
stiksinik dehidrogenaz aktivitesinin olgtimii, MTT (3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolyum bromiir) tetrazolyum tuzunu igeren bir yonteme dayanmaktatir. Bu tuz,
mitokondriyal siiksinik dehidrogenazin faaliyeti sonucunda formazan kristallerine
dontiserek renk degisimine yol agmaktadir ve formazan adli mor renkli kristalleri
olusturur. Bu kristaller hiicrelerin canlilik seviyelerini gosteren bir indikatordiir. Olusan
kristaller uygun bir ¢oziiciide ¢oziindiikten sonra spektrofotometrik plaka okuyucuda
okunur. Bu yontem, hiicrelerin genel canliligini ve mitokondriyal fonksiyonlarini

degerlendirmek i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir (Grela 2018).

32



—\ NADH NAD* —_

B ) )
\‘_ Y \)_ B /
N-N N—NH
=N - i
[ \') & N N h T‘/ S\.\ lll : \h’/ J\N " = S\
\\": N—-_{/y "CHE !\\\ | 4 >, ACHE
CH, CHs
MTT Formazan

Sekil 3.2. MTT molekiiliiniin formazan kristaline doniismesi

2.5.2. MTT yonteminin uygulanmasi

Deneylerde kullanilan sentez maddeler ve pozitif kontrol olan sisplatin, in vitro
sitotoksisiteleri MTT analizi belirlenmistir. Flasklarda inkiibator igerisinde kiiltiire edilen
hiicreler, 96 kuyucuklu plakalara, kuyucuk bas1 5x10° sayida olacak sekilde sayilip 200uL
besi yeri icerisinde kuyucuklara ekimi yapilmis ve 24 saatlik inkiibasyona birakilarak bir
gece beklenmistir. Bekleme sonunda hiicrelerin besi yerleri degistirilerek {izerlerine 100
uL yeni besi konulmustur. Hiicrelere vermeden 6nce laminar kabin igerisinde ayarlanan
sentez madde ve pozitif kontrollerin konsantrasyonlar1 500, 250, 125, 62.5, 31.25, 15.625,
7.8125 ve 3.90625 pg/mL olarak kuyucuklara 100 pL olarak uygulanmistir. Plakalar
inkiibatorde 24 saat siiresince bekletilerek okumaya hazir hale gelmistir. Okuma yapma
oncesinde 1xPBS igerisinde 5 mg/mL olacak sekilde MTT tozu eklenerek soliisyon
hazirlanmistir. Boya eklenen plakalar 2-4 saat siiresince inkiibatordebekletildikten sonra
besiyeri uzaklastirilarak, formazan kristallerinin ¢oziilebilmesi i¢in 100 uL DMSO
eklenmistir. Plakalarin 151k gérmesini engellemek i¢in aliiminyum folyo ile sarilarak oda
sicakliginda orbital galkalayici ile siispanse edilmistir. Plakalar islem sonunda 540 nm

dalga boyunda spektrofotometrik mikroplaka okuyucuda okunmustur.

Hesaplama sonuglarina gore, hiicre popiilasyonunun %50'sini inhibe eden ICso
konsantrasyonu ve bu konsantrasyonun yarist olan ICso2 degeri belirlenmistir.
Tanmimlanan bu dozlar, apoptotik etki testleri ile gen aktivasyonu/inhibisyonu

deneylerinde kullanilmistir.
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2.6. Akim Sitometri Cihaz ile gerceklestirilen deneyler
2.6.1. Annexin V-FITC/PI yontemi ile hiicresel 6liim etkilerinin belirlenmesi

Annexin V-FITC/PI yontemi apoptoz sirasinda fosfatidilserin, DNA veya RNA'da
meydana gelen degisikliklere dayanmaktadir. Normal hiicrelerde fosfatidilserinler (PS),
hiicre membraninin i¢ kisminda bulunur. Hiicre yiizeyinde meydana gelen apoptozun
erken evresinde, bu plazma membran degisikliklerinden biri fosfatidilserinin (PS) plazma
membraninin i¢ tarafindan dig katmana translokasyonudur, bu sayede PS hiicrenin dis
yiizeyinde agiga cikar. Annexin V-FITC, PS i¢in yiiksek afiniteye sahip bir fosfolipid
baglayict proteindir ve PS'nin hiicre membranina maruz kalmasi i¢in hassas bir prob
olarak kullanilir. Apoptotik hiicreler, onlar1 Annexin V FITC gibi floresan maddelerle
etiketleyerek gozlemlenebilir. Propidyum iyodiir (PI), zar biitlinliigii bozulmus hiicrelere
giren, DNA veya RNA'ya baglanan ve kirmizi floresans iireten boyadir. Hiicre zarinda
translokasyon olmayan ve membran biitiinligiinde herhangi bir bozulma olmayan
hiicrelerin PI gegirgenligi bulunmamaktadir. Ancak 6lmiis veya zarar gormiis zarlar1 olan
hiicrelere girebilen PI, apoptoz veya nekrozun ileri asamalarindaki hiicrelerin
gozlemlenmesini saglar. Bu sekilde, canli, erken apoptotik, ge¢ apoptotik/nekrotik ve 6li
hiicreler annexin V-FITC ve PI i¢in ¢ift etiketleme temelinde ayirt edilebilir ve akis
sitometrisi veya floresan mikroskobu ile analiz edilebilir (Van England 1998, Chen vd.,
2008).

2.6.1.1. Yontemin uygulanmasi

Yontem, dretici firmanin kit prosediirine tam olarak uygun bir sekilde
uygulanmistir. A549 hiicre hatti, her bir kuyuya 2x10° hiicre olacak sekilde sayilarak 6
kuyucuklu plakalara ekilmis ve 2 mL besiyeri i¢inde inkiibe edilmistir. 24 saatlik
inkiibasyonun ardindan, her kuyudan 1 mL besiyeri alinmistir. Sentezlenen bilesiklerin
ve sisplatinin belirlenen 1Cso ve ICso2 dozlari, her bir kuyuda bulunan hiicrelere 1 mL
besiyeri i¢inde uygulanmistir. Hiicrelere ilaglarin etki etmesi i¢in 24 saat daha inkiibe

edilmistir.

Incelenen hiicreler, 24 saat sonunda mediumlart ile birlikte akim sitometri tiiplerine
alindilar. 1x PBS (soguk) ile yikama ve 4dk. 1200 rpm'de santrifiij islemi yapilarak
mediumlar1 ortamdan alindi. Kit i¢inde bulunan baglanma soliisyonu (Assay Buffer), D.S.
araciligiyla diliie edildi (1: 10 oraninda). Santrifiij islemi sonunda her bir tiipe 100 pL.

baglama soliisyonu ilave edilerek hassas bir sekilde pipetlenmis ve hiicrelerin boyanmasi
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amaciyla 5’er pLL Annexin V ile Propidium lodiir (PI) boyalar1 eklenmistir. Daha sonra
hiicreler karanlik ve oda sicakligi ortaminda 15 dk. inkiibe edilmislerdir. Bu siirenin
sonunda, tiim akim sitometri tliplerine 400’er uL eklenerek akim sitometri cihazi ile

Olgtimleri yapilmigtir.

2.6.2. Kaspaz-3 aktivasyonu ile hiicresel 6liim etkilerinin belirlenmesi

Kaspazlar, programlanmis hiicre o6limii  (apoptoz) siirecinin  &nemli
diizenleyicilerindendir. Bu kaspazlar arasinda kaspaz-3, bir¢ok 6nemli hiicresel proteinin
spesifik boliinmesini katalize eden ve sik¢a aktive olan bir 6liim proteazidir. Ancak, bu
kaspazin apoptozdaki spesifik gereksinimleri uzun bir siire boyunca tam olarak
anlasilamamistir. Mitokondriyal sitokrom ¢ salinimina ve kaspaz-9 fonksiyonuna bagimli
ya da bunlardan bagimsiz kaspaz-3 aktivasyon yollar1 tanimlanmistir. Kaspaz-3'in
etkinlesmesi, bir hiicrenin apoptozisine girdigini gosteren kritik bir olaydir; ¢iinkii bu
etkinlesme, DNA parcalanmasi Ve hiicre iskeletine ait proteinlerin bozunumu gibi 6nemli
stireclerden sorumludur. Bu nedenle, kaspaz-3'iin aktivasyonu, hiicrenin apoptotik yola

girdigini isaret eden temel bir enzimatik adimdir (Asadi, 2022).

2.6.3. Yontemin uygulanmasi

Kaspaz 3 aktivitesinin belirlenmesi amaciyla kullanilan metod, {iretici firmanin kit
prosediiriine tam uygunluk gostermektedir. 6 kuyucuklu plakanin her bir kuyucuguna,
3x10° hiicre /2mL medium olacak sekilde A549 hiicreleri eklenmis ve inkiibatorde 24 saat
boyunca inkiibe edilmislerdir. Daha o6nceden belirlenen IC50 ve IC50/2 dozlar,
sentezlenen maddeler ve sisplatinin 24 saatlik inkiibasyon sonrasinda 1 mL taze besiyeri

icinde hiicrelere uygulanmaistir.

[lag muamelesinin ardindan, her bir kuyunun igerigi kendi tiipiine aktarilmustir.
Akim sitometri tilipleri, 2 defa 1x PBS (soguk) ile yikanarak bu islemin her uygulanmasi
sonrasinda 4dk. 1200 rpm'de santrifiij islemi uygulanarak supernatantlart atilmistir. Kit
icinde bulunan Cytofix/Cytoperm soliisyonundan tiim akim sitometri tiiplerine 0.5’er mL
eklenerek, 20 dk. boyunca buzlu ortamda bekletilmis ve santrifiij islemi ile sonrasinda

supernatanti atilmistir.

D.Su ile diliie edilen Perm/Wash tampon ¢ozeltisinden akim sitometri tiiplerindeki
hiicreler iizerine 0.5’er mL eklenerek, bu tiipler 2’ser defa yikanmigtir. Daha 6nceden
hazirlanan ¢ozelti igerisine 20 pL antikor eklenerek, yikama islemleri tamamlanan

hiicrelere eklenmis ve oda sicakliginda 30 dakika inkiibasyona birakilmistir. Son olarak,
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her bir 6rnek 1 mL 1x Perm/Wash tampon ¢ozeltisi ile yikanmis, santrifiij edilmis ve
santrifiij edilen hiicrelere 0.5 mL 1x Perm/Wash tampon c¢ozeltisi eklenerek akim

sitometrisi cihaziyla kaspaz-3 aktivitesi analiz edilmistir.

2.7. RT- PCR (Real-Time Polimeraz Zincir Reaksiyonu) Yontemi ile AKT, Bcl-2,
Bax, CYD1, ERK, FOX-M1ve Housekeeping gen (- actin) ifadelerinin (ekspresyon)

belirlenmesi

Ger¢ek zamanli RT-PCR, RNA seviyelerini tespit etmek icin kullanilan bir
molekiiler biyoloji teknigidir. Bu teknik, bir enzimatik amplifikasyon siireci olan PCR'nin
modifikasyonu olarak diisiiniilebilir. RT-PCR, RNA'nin 6nce ters transkripsiyonu (RT)
ad1 verilen bir asama ile cDNA'ya ¢evrilmesini igerir. Daha sonra, bu cDNA, standart
PCR'nin asamalarini igeren bir reaksiyona tabi tutulur. RT-PCR'nin en 6nemli 6zelligi,
amplifikasyonun gercek zamanli olarak izlenmesidir. Bu, her dongiide olusan
amplifikasyon firtinlerinin floresan raportdr molekiilleri araciligiyla siirekli olarak

olglilmesini saglar. PCR'nin temel prensipleri su ti¢ basamaktan olusur:

1. Asama: Denaturasyon (15 saniye). Bu asamada, DNA sarmal1 yiiksek sicakliklarda
(genellikle 94-98°C arasi) ayrstirilir. Bu, DNA'nin ¢ift sarmalinin ayrilmasiyla
sonuglanir, boylece her bir sarmal tek zincirli hale gelir.

2. Asama: Annealing (hibridizasyon) (30 saniye). DNA sablonlarina 6énceden belirlenmis
oligoniikleotid primerler, 1s1ya (37-65°C) dayanikli bir DNA polimeraz enzimi esliginde
eklenir. Bu primerler, hedef bolgeye spesifik olarak baglanir ve DNA sentezi igin
baslangi¢ noktasini saglar.

3. Asama: Elongazyon (uzama) (1,5 saniye)

Bu asamada, DNA polimeraz enzimi, primerlere baglanarak sicakligin arttig1 bir ortamda
(genellikle 72°C'de) yeni DNA zincirini sentezler. Mg?* iyonlarinin varligi, DNA
polimerazin etkinligini arttirir.

PCR iiriin miktar1, bu {ic asamadaki dongii sayisina baghdur. Ik asamada, sicakligin
artirtlmasiyla niikleotidler arasindaki hidrojen baglarimin ayrilmasi hedeflenir, bu da
DNA'nin helikal yapisini korur ve denatiirasyona neden olur. Ardindan sicakligin
diigtirilmesi, Taq polimeraz enziminin, DNA molekiiline tamamlayic1 primerlerle
(oligoniikleotidler) baglanmasini saglar. Primer baglanmasindan kaynaklanan ikinci
ipligin gelisimi, deoksiriboniikleotid trifosfatlar (ANTP'ler) kullanilarak uzatma ile devam
eder, bu da polimerizasyon asamasini igsaret eder. Primerler, DNA sablonlarina spesifik

olarak baglanarak DNA polimeraz enzimi tarafindan tanimlanan yeni ipligin uzunlugunu
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belirler. Bu asama, her bir dongiide DNA'nin ¢ogaltilmasini saglar. Primerler uzatildiktan
sonra, DNA fragmenti iizerindeki ara bolgeler temizlenir. DNA'nin denatiirasyonundan
sonra yeni primerlerin baglanmasi saglanir ve DNA’nin sentez islemi tekrardan baslatilir.
Her bir dongti ile DNA fragment miktar1 iki misli olur. Ayrica, ¢evredeki Mg2+ iyonlari
bu yontemde kofaktor gorevi istlenir; bu iyonlarin eksikligi eslesme hatalarma yol

acabilir.

Tablo 3.2. RT-PCR analizi primerleri

Primer Ad1 Dizi Uriin uzunlugu
(B¢)
Beta Actin Forward AGCAAGAGAGGCATCCTCACC 21
Beta Actin Reverse ACAGGGATAGCACAGCCTGGA 21
BCL-2 Forward GGTGAACTGGGGGAGGATTG 20
BCL-2 Reverse GCCCAGACTCACATCACCAA 20
Bax Forward CCCCCGAGAGGTCTTTTTCC 20
Bax Reverse GTCCAATGTCCAGCCCATGA 20
AKT Forward GGAGGTTTTTGGGCTTGCG 19
AKT Reverse GTCCATGGTGTTCCTACCCA 20
ERK Forward CCCTGCCTGTGTGCACTTAT 20
ERK Reverse CTTGGTCCGTAGCCAGTTGT 20
CYD-1 Forward TGAGGGACGCTTTGTCTGTC 20
CYD-1 Reverse GCCTTTGGCCTCGATACA 18
FOXM1 Forward CCAAAACCTGCAGCTAGGGA 20
FOXML1 Reverse GGAGCCCAGTCCATCAGAAC 20

2.7.1. RNA izolasyonu
PCR analizinden 6nce, RNA izolasyonu islemi gergeklestirilmelidir. Bu amagla

Ab549 hiicreleri bilesik muamelesi yapilmadan kontrol olarak kullanilmistir. Ayrica en
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etkili bilesikler MTT ve akim sitometri ile belirlenmis ve bu bilesiklerin ICsg dozlar ile

Ab549 hiicreleri 24 saat inkiibe edildikten sonra ilgili prokoller uygulanmastir.

Oncelikle adeziv hiicrelerin, yiizeyden kaldirilmasi amaciyla tripsin uygulamasi
yapild1 ve iizerine taze medium eklendi ve bu igerigin tamami 2 ml'lik tiiplere alinarak
santrifiij islemi gerceklestirildi. Daha sonra siipernatant uzaklastirilarak hiicrelerinPBS ile

yikanma islemi gerceklestirildi.

Lizis Tamponu i¢in (1 6rnek i¢in) 500 ul Lizis Tamponu (L) ve 10 ul 14,3 M Beta-
merkaptoetanol kullanilir. 10-20 mg materyale 200 pul PBS (Ca Mg igermeyen), 10 pl
Proteinaz K (20 mg/ml), 500 ul Lizis Tamponu ve 60 mg zirkonyum bead eklenir ve

homojenize edilir.

Homojenizat yeni bir 2 ml'lik santrifiij tiipiine aktarilir. 3 dakika oda sicakliginda
inkiibe edilir. Uzerine 500 pl Cokeltme Tamponu (P) ekleyip iyice vorteksle ve 3 dakika
oda sicakliginda inkiibe edilir. Karigimin tizerine 200 pl Kloroform-izoamil alkol (49:1)
karisimi eklenir. Alt-iist edilerek karistirihir ve oda sicakliginda 2 dakika bekletilir.
Karigim, 4°C'de 12000 x g'de 15 dakika santrifiij edilir. Santrifiij sonras1 en {istte bulunan
stv1 fazdaki siipernatant (yaklasik 600 ul) yeni bir tiipe aktarilir. Uzerine 1,25 kat etanol
(%96-100) eklenir (yaklasik 800 ul) ve pipetle karistirilir. 700 pl lizat, bir kolona transfer
edilir ve oda sicakliginda 12000 x g'de 20 saniye santrifiij edilir. Tiip dokiiliir ve kolon
tekrar tiipilin icerisine yerlestirilir. Tiim lizatlar kolona transfer edilinceye kadar bu adim
tekrarlanir. Kolonun iizerine 700 pl Yikama Tamponu 1 soliisyonu eklenir, oda
sicakliginda 12000 x g'de 20 saniye santrifiij edilir. Tiip dokiiliir ve kolon tekrar tiipiin
iizerine yerlestirilir. Uzerine 600 ul Yikama Tamponu 2 soliisyonu eklenir, oda
sicakliginda 12000 x g'de 20 saniye santrifiij edilir. Tip dokiiliir ve kolon tekrar tiipiin
lizerine yerlestirilir. Kolonun iizerine 600 pul Yikama Tamponu 2 soliisyonu eklenir, oda

sicakliginda 12000 x g'de 20 saniye santrifiij edilir.

Tiip dokiiliir ve kolon tekrar 1 dakika maksimum hizda santrifiij edilir. Kolon, 1,5
ml'lik Eppendorf tiipiiniin tizerine yerlestirilir. Kolonun merkezine 50-100 ul, 65-70°C'de
bekletilmis niikleazdan arindirilmis, ultra distile su veya DEPC’li su eklenir. Oda
sicakliginda 12000 x g'de 1 dakika santrifiij edilir. RNA hemen kullanilir veya -80°C'de

kullanilincaya kadar saklanir.
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Tablo 3.3. RNA izolasyon degerleri ve safligi

Ornek adi ng/ul 260/280 nm
Kontrol 967 1,95
Kontrol 878 2,03
Kontrol 1038,3 1,98
Sisplatin 290 1,95
Sisplatin 333,3 1,95
Sisplatin 830 1,97
Bilesik 1 1020,3 2,03
Bilesik 1 1089,8 2,03
Bilesik 1 664,9 2,01
Bilesik 9 1557,9 2,02
Bilesik 9 701,3 2,03
Bilesik 9 1140,9 2,02
Bilesik 13 1055,2 2,02
Bilesik 13 387,9 1,91
Bilesik 13 1560,4 2
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2.7.2. c-DNA (komplementar DNA) sentezi
RT-PCR analizi igin A549 hiicre hatlarindan izole edilen RNA'larin kontrol ve
deney gruplarinda cDNA sentezi gerceklestirilmistir. cDNA sentezi, kitin igerigindeki

protokole uygun olarak yapilmustir.

Deney grubu icin ayrilan tiiplerin igine; 1-6’sar plL niikleaz igermeyen Su
(DNA/RNA Free water), 4’er pL 5x iScript reaksiyon karisimi, 1’er pL iScript ters
transkriptaz ve 7.5 er pL RNA sablonu (1 pg RNA) eklenmistir.

Total hacim 20°ser puL olacak sekilde tamamlanmistir. Bu islem sonrasinda,
ornekler cihaza yerlestirilerek 42°C 120 dk. 80°C 10 dk ve 4°C sonsuz sekilde termal

profili olusturularak reaksiyon baslatildi.
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2.7.3. RT-PCR analizi

PCR analizi 2X Magic SYBR Green mix RT-PCR kit kontroliine gore
gergeklestirildi. Master Mix dNTP, Tag polimeraz, MgClz, az miktarda DMSO, SYBR

Green boyasinin bir karigimini igerir.

Tablo 3.4. RT-PCR bilesenleri

Real Time PCR Standart Reaksiyon (1 érnek igin) Hacim
Master Mix 10 ul
cDNA (10 ng/ul) 2 ul
Forward Primer (10uM) 1wl
Reverse Primer (10uM) 1wl
Dna free saf su 6 ul
Total Hacim 20 pl

cDNA haricinde komponentler mix bigiminde hazirlanarak kuyulara dagitilir. Ardindan
kuyulara cDNA eklerek PCR kuyulari reaksiyona hazir hale getirilir.

2X siiper karisim ve ek donmus reaksiyon bilesenleri oda sicakligina ulasildi ve
kapsamli bir sekilde karistirildi. Tiipiin dibindeki hiicreleri toplamak igin santrifiij yapildi,

ardindan 1siktan korunarak saklandi ve buz iizerinde muhafaza edildi.

Reaksiyon karigim1 gPCR plakalarina esit miktarda dagitildi, pipetleme dikkatli bir
sekilde yapildi.

Mlgili kuyulara DNA 6rnekleri ve DNAsiz H20 eklendikten sonrak kuyucuklarin
bulundugu plaka, film yardimiyla kapatildiktan sonra, bilesenlerin homojen bir sekilde
karistigindan emin olmak amaciyla 20 saniye boyunca vortekslenmistir. Ardindan, pPCR
plakas1 RT-PCR'a yiiklenmis ve cihazin PCR protokolii baslatilmistir. Elde edilen veriler

analiz edilmistir.
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4. SONUCLAR VE BULGULAR
4.1. Sitotoksite (MTT) Testi Sonugclar:

4.1.1. Sentezlenen fluoren tiyazol bilesiklerininin A549 hiicreleri iizerine sitotoksik

etkileri

Akciger adenokarsinoma hiicreleri tizerine, sentez bilesiklerinin ve sisplatinin farkli
konsantrasyonlari (1000, 100, 10, 1 pg/ml) kuyucuklara eklendikten sonra 24 saat siireyle
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyonun sonunda hiicreler, MTT boyasi ile boyand: ve
bu boyanmis hiicreler 2,5-3 saat boyunca inkiibasyona alindi. inkiibasyon sonrasinda
ELIZA okuyucuda bu o6lgiim igin uygun olan 540 nm dalga boyunda olgiimler
gerceklestirildi. Muamele edilmeyen hiicrelerin canlilifi %100 kabul edilerek, her bir
kuyucukta bulunan hiicrelerin % canliliklar1 hesaplanmistir. Sisplatin ve sentezlenen
bilesiklerin 24 saat sonundaki etkilerinin 1Cso ve 1Cso2 konsantrasyon degerleri, Graphpad
Prism 8 programi kullanilarak hesaplandi. Deneyler, her biri 3 kuyucuk iceren tekrarl
orneklemeler seklinde gergeklestirildi ve sonuglarin degerlendirilmesi amactyla sisplatin

pozitif kontrol olarak kullanilmistir. MTT analiz sonuglar1 Tablo 4.1'de sunulmustur.

Tablo 4.1. Sentezlenen bilesiklerin A549 hiicreleri tizerine 24.saatlik 1C50 konsantrasyon degerleri

Uygulanan bilesikler ve pozitif kontrol A549 hiicre hatt1 24. saat 1C50 degerleri (pg/ml)
Sisplatin 60,00+0,13
Bilesik 1 12,52+0,18
Bilesik 2 89,59+0,2
Bilesik 3 116,43%0,2
Bilesik 4 167,46+9,48
Bilesik 5 42,12+0,18
Bilesik 6 203,34+0,2
Bilesik 7 1,54+0,29
Bilesik 8 65,21+0,18
Bilesik 9 53,58+0,24
Bilesik 10 13,53+0,16
Bilesik 11 >1000
Bilesik 12 169,92+19,62
Bilesik 13 13,06+0,15
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Sekil 4.1. A) Bilesikl, B) Bilesik, C) Bilesik9 D) Bilesik 13’iin MTT deneyi ile 24 saat inkiibasyon sonrast
A549 hiicre proliferasyonu iizerindeki etkileri. Canlilik verileri ortalama + SD'dir (her zaman
noktasinda ve konsantrasyonda n = 3). Bilesik 1, 7, 9 ve 13 tarafindan A549 hiicrelerinde hiicre

proliferasyonu inhibisyonu gozlendi. Tek yonlu Anova ile P<0.0001
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4.1.2. Sentezlenen Fluoren tiyazol bilesiklerinin 1.929 hiicreleri iizerine sitotoksik

etki sonuglari

L929 hiicrelerine uygulanan sentezlenmis bilesikleri, 500, 250, 125, 62,5, 31,25,
15,625, 7,8125, 3,90625 png/ml konsantrasyonlarinda 24 saat boyunca inkiibe edildiler.
Bu siirenin sonrasinda hiicrelere 5 mg/mL kosantrasyonunda MTT boyas1 eklenerek
boyandi ve bu islem 2.5-3 saat siirdii. Daha sonra ELISA Reader cihazinda 540 nm dalga
boyunda okuma yapildi. Hesaplamalar, kontrol canliligin1 %100 olarak kabul edilerek her
bir kuyucuk i¢in ayr1 ayr1 gergeklestirildi. Sentezlenen bilesiklerin 24 saatlik etkilerinin
IC50 ve IC50/2 degerleri, Graphpad Prism 8 programi kullanilarak hesaplandi. Deneyler,
3 kuyucuklu ve tekrarl olarak gergeklestirildi.

Tablo 4.2. Sentez bilesiklerinin L929 hiicre hattindaki 24.saatdeki IC50 konsantrasyon degerleri

Uygulanan bilesikler L929 hiicre hatt1 24.saatte 1Cso degerleri (ng/ml)
Bilesik1 84,94+0,28
Bilesik2 37,92+0,11
Bilesik3 95,15+0,17
Bilesik4 121,4+0,19
Bilesik5 79,18+0,53
Bilesik6 10,48+0,23
Bilesik?7 7,78+0,23
Bilesik8 16,01+0,43
Bilesik9 281,63+85,28
Bilesik10 11,06+0,2
Bilesik11 12,92+0,15
Bilesik12 10,15+0,12
Bilesik13 55,61+1,47
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Sekil 4.2. A) Bilesik 1, B) Bilesik 7, C) Bilesik 9 D) Bilesik 13 ’iin MTT deneyi ile 24 saat inkiibasyon sonrasi
L929 hiicre proliferasyonu iizerindeki etkileri. Canlilik verileri ortalama + SD'dir (her zaman
noktasinda ve konsantrasyonda n = 3). Bilesik 1, 7, 9 ve 13 tarafindan L929 hiicrelerinde hiicre

proliferasyonu inhibisyonu gozlendi. Tek yonlu Anova ile P<0.0001
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4.1.3. A549 hiicrelerinin 1.929 hiicrelerine kiyasla selektivite indeksi (SI).

MTT analizine dayanarak bilesiklerin SI belirlendi. Bu indeksi hesaplamak icin
saglikli hiicrelerle gergeklestirilen analizin sonucglarma gore hesaplanan ICso degeri,
kanserli hiicrelerle gergeklestirilen analizin sonuglarina gore hesaplanan ICso degerine

boliiniir. Sl, her iki hiicre hattinin 24. saat 1Cso degerleri kullanilarak hesaplanmistir.

Tablo 4.3. 4549 hiicrelerinin L929 hiicrelerine kiyasla SI degerleri (24. saatte) SI=L929 hiicresi IC50 dozu/

A549 hiicresi IC50 dozu

Hiicre Bilesikl | Bilesik2 | Bilesik3 | Bilesik4 | BilesikS | Bilesik6 | Bilesik7 | Bilesik8
hatlar I1Cso I1Cso I1Cso 1Cso I1Cso ICs0 ICs0 ICs0

dozu dozu dozu dozu dozu dozu dozu dozu
A549 12,5 89,59 116,4 167,4 42,12 203,3 1,54 65,2
L929 84,94 37,92 95,15 121,4 79,18 10,48 7,78 16,01
S.I. 6,79 0,42 0,81 0,72 1,87 0,05 5,05 0,24
Hiicre hatlar1 | Bilesik9 Bilesik10 Bilesik11 Bilesik12 Bilesik13

1Cso dozu 1Cs0 dozu I1Cs0 dozu 1Cs0 dozu 1Cs0 dozu

A549 53,58 13,53 >1000 169,9 13,06
L929 281,6 11,06 12,9 10,15 55,6
S.I. 5,25 0,81 >0,01 0,05 4,25
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4.2. Sentezlenen Bilesiklerin, Akim Sitometri Metodu ile A549 Hiicreleri

iizerine Apoptotik Etki Sonuclarinin Degerlendirilmesi

4.2.1. Apoptotik Etkilerin Akim sitometrik olarak Annexin-V FITC-PI analizi ile

olciilmesi

4.2.1.1. Bilesiklerin A549 hiicreleri iizerine apoptotik etki sonuclarinin

belirlenmesi
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Sekil 4.3. A) Hiicre popiilasyonu igerisinden segilen ana kap: ve kontrol B) Bilesik 1’in A549 hiicre hatti

tizerinde 24. Saatteki, |1Cso ve 1Cso2 konsantrasyonlarmin apoptotik etkileri.

(LL = Canlilik, UL= Nekroz, UR=Ge¢ apoptoz, LR=Erken apoptoz)
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Sekil 4.4. C) Bilesik7 'nin A549 hiicreleri tizerine 24. Saat 1Cs ve 1Cso2 dozlarinin apoptotik etkileri. D)
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Sekil 4.5. E) Bilesikl3 A549 hiicreleri iizerine 24. Saat ICsp Ve 1Cso2 dozlarimin apoptotik etkileri. F)
Sisplatinin A549 hiicre hatti iizerinde 24. Saatteki, ICso Ve |Csoz konsantrasyonlarinin apoptotik

etkileri.

(LL = Canhilik, UL= Nekroz, UR=Ge¢ apoptoz, LR=Erken apoptoz)
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Tablo 4.4. Bilesiklerin A549 hiicreleri iizerinde 24 saat % canlilik oranlari (Annexin-V FITC)

24, saat LL UL UR LR

K 89,54 1,73 3,04 3,69

Tablo 4.5. Sisplatinin A549 hiicre hatlarimn iizerindeki 24. saatteki % canlilik oranlart Annexin-V FITC

(LL = Canlilik, UL= Nekroz, UR=Ge¢ apoptoz, LR=Erken apoptoz)

24 saat sonrasi Canhhik Nekroz Geg Erken Apoptoz
(LL) (UL) apoptoz(UR) (LR)

Sisplatin 1Cso 82,90 5,75 5,28 6,07

Sisplatin 1Csos2 82,87 6,55 5,44 5,14

Tablo 4.6. Sentezlenen bilesiklerin A549 hiicreleri iizerine 24 saat yiizde canlilik oranlart (Annexin-V

FITC)

24 saat LL uL UR LR
Bilesik 1 ICso 56,06 4,66 33,60 5,67
Bilesik 1 ICsor2 69,69 3,20 22,56 4,55
Bilesik 7 ICso 86,84 1,30 5,83 6,04
Bilesik 7 ICsor2 90,70 1,68 4,45 3,17
Bilesik 9 ICso 51,94 8,12 36,42 3,52
Bilesik 9 ICsor 63,70 0,47 21,85 13,97
Bilesik 13 ICso 84,92 2,59 8,83 3,66
Bilesik 13 ICs02 83,46 2,61 8,49 5,42
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4.2.2. kaspaz-3 aktivitesinin akim sitometrik analizi

4.2.2.1. A549 hiicreleri iizerine 24 saatlik kaspaz-3 aktivite sonuglarinin

degerlendirilmesi
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Sekil 4.6. A) Hiicre gruplart i¢inde se¢ilmig kontro Ive anakap: B) Bilesik 1’in 1C50 ve 1C50/2 dozu
analizleri

(P2= Kaspaz3 aktivasyonu bulunmayan, P3= Kaspaz3 aktivasyonu bulunan)
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Sekil 4.7. C) Bilesik 7’in IC50 ve IC50/2 doz analiz sonug¢lart D) Bilesik9 'unn IC50 ve IC50/2 doz

(P2= Kaspaz-3 aktivasyonu gistermeyen, P3= Kaspaz-3 aktivasyonu gdsteren)
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Sekil 4.8. E) Bilesikl 3 ’iin IC50 ve IC50/2 dozlart analizleri F) Sisplatinin IC50 ve IC50/2 dozlart
analizleri

(P2= Kaspaz3 aktivasyonu bulunmayan, P3= Kaspaz3 aktivasyonu bulunan)
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Tablo 4.7. Sisplatinin A549 hiicre hatlar: iizerindeki kaspaz-3 24. Saatteki % aktivasyonlar:

(P2= Negatif kaspaz-3 yiizdesi, P3= Pozitif kaspaz-3 yiizdesi)

24 saat P2 (%) P3 (%0)
Kontrol 88,74 10,13
Sisplatin 1Cso 87,35 13,53
Sisplatin 1Csor2 88,08 12,92

Tablo 4.8. Sentez bilesiklerin A549 hiicre hatlart tizerindeki kaspaz-3 24. Saatteki % aktivasyonlart

(P2= Negatif kaspaz-3 yiizdesi, P3= Pozitif kaspaz-3 yiizdesi)

24, saat P2 (%) P3 (%)
Bilesik 1 1Cso 9,85 90,29
Bilesik 1 1Csor2 5,85 94,23
Bilesik 7 1Cso 57,94 39,55
Bilesik 7 1Csor 55,79 41,60
Bilesik 9 1Cso 8,29 91,70
Bilesik 9 I1Csor2 5,83 94,24
Bilesik 13 I1Cso 11.06 89,19
Bilesik 13 I1Csor2 88,08 12,92

54



4.3. RT-PCR (Real-Time Polimeraz Zincir Reaksiyonu) Analizi Sonuglar

Yeni sentezlenen fluoren tiyazol tiirevi bilesiklerin 1929 ve A549 hiicreleri lizerine
sitotoksik etkileri MTT deneyi ile belirlenmistir. Secilen en etkili bilesikler, hesaplanan
IC50 konsantrasyonlari ile inkiibe edildi ve apoptotik etkileri flow sitometrik 6lgtimler ile
degerlendirildi. Olgiim sonuglar1 degerlendirildiginde, bilesik 1, 9 ve 13'iin diger
bilesiklere gore kiyaslandiginda daha fazla apoptotik etkilere neden olduklar
belirlenmistir. Bu bilesiklerin gen diizeyindeki etkilerini belirlemek amaciyla Bcl-2, Bax,
CYD1, ERK, AKT, FOXML1 genleri igin RT-PCR analizleri gergeklestirildi.

Tablo 4.9. 4549 hiicre hatlarindaki Bcl-2, Bax, ERK, AKT, CYD1, FOXM1 genlerindeki kat degisimleri

(n=3).

Bilesikler BCL-2 BAX ERK AKT CYD1 FOXM1
Kontrol 1 1 1 1 1 1

IC50

Siplatin 1,38358 1,38662 0,903831 1,543287 0,806686 0,197901
IC50

Fur 1 0,368121 0,741029 1,044147 0,561735 1,00988 0,970459
IC50

Fur 9 0,606417 0,271748 0,488949 0,509369 0,80456 0,565727
1C50

Fur 13 0,465867 0,284573 0,307308 0,578163 0,75957 0,712429
1C50
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Sekil 4.9. A) BCL-2, B) BAX genleri igin 2 -AACt formiilii ile kat degisimleri hesaplandi. (n= 3). Tek

yonlii Anova ile P> 0,05
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Sekil 4.10. C) ERK, D) AKT genleri igin 2" -AACt formiilii ile kat degisimleri hesaplandi. (n= 3). Tek

yonlii Anova ile P> 0,05

57



Cy¥0-1

1.6
mm Korin
T = CiEp
T ind = Fur
s = Furs
& mm Furid
TR -
E o.04
ol I, iﬁ "_,
éq\!& o g
N,
Gruplar
= Koalral
= Cl=a
= .
E = Fur
an = Furg
=)
E = Furi3

o

& .,'02 I." '\?'
.3'.‘? O
4=

Giruplar

Sekil 4.11. E) CYD1, F) FOXML1 genleri i¢in 2" -AACt formiilii ile kat degisimleri hesaplandi. (n= 3).
Tek yonlii Anova ile P<0,05
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5. TARTISMA

Kanser, dnemli bir kiiresel saglik sorunu olarak varligini siirdiirmekte ve diinya
genelinde &liimlere 6nemli bir katkida bulunmaktadr. Istatistikler, akciger kanserinin tiim
kanserle ilgili 6liimler arasinda 6nde gelen 6liim nedeni olarak konumunu korudugunu
gostermektedir; bu durum gelismis ve gelismekte olan tilkeleri de etkilemektedir. Son on
yillarda, kanseri kapsamli bir sekilde ele almaya yonelik etkili yontemleri belirleme
konusuna o6nemli bir vurgu yapilmistir. Cesitli kanser tedavilerinin siirekli olarak
ilerlemesine ragmen, kemoterapi, kanserli bireylerin yasam siiresini uzatmak igin yaygin
olarak kullanilan bir yontem olmaya devam etmektedir. Bununla birlikte, yan etkilerin ve
ilag direncinin varlig1, yenilikg¢i, hedefe yonlendirilmis kanser karsit1 ajanlar gelistirmek

i¢in acil bir ihtiyac1 vurgulamaktadir (Lin vd., 2020).

Son birkag yilda, fluoren tiyazol tiirevleri genis kapsamli sentetik ve tibbi
uygulamalarda oncii olarak etkili kullanimlara maruz kalmistir. Bu tez arastirmasinin
amaci, A549 insan akciger karsinoma epitel hiicre hattinda yakin zamanda gelistirilen
Fluoren tiyazol tiirevlerinin sitotoksisite, apoptoz ve gen ekspresyon diizeyleri tizerindeki
etkilerini degerlendirmekti. Bu, sisplatin'i pozitif kontrol olarak kullanarak ve in vitro

analizler yaparak gergeklestirildi.

Calismamizda, Oncelikle A549 ve L929 hiicreleri ftizerinde sisplatin ve
bilesiklerimizin sitotoksik etkilerini ve MTT analizi ile degerlendirerek IC50 degerlerini
hesapladik. Bu degerlere dayanarak, kanser hiicrelerine toksik olan ancak saglikli hiicre
hatlarina ( zarar vermeyen bilesikleri belirledik. Ardindan, bilesiklerin A549 hiicre hatti
tizerindeki apoptotik etkilerini akis sitometri ve Annexin-V FITC ve Kaspaz-3

Aktivasyon kitleri kullanarak inceledik.

Sisplatin ve 13 yeni sentezlenen fluoren tiyazol tiirevinin Sitotoksisite
degerlendirmeleri, MTT yontemi ile A549 ve L929 hiicreleri iizerinde zaman ve
konsantrasyona bagli olarak gerceklestirildi. A549 icin konsantrasyon araligi 1000, 100,
10, 1 pg/ml ve L929 hiicre hatti i¢in konsantrasyon araligi 500, 250, 125, 62,5, 31,25,
15,625, 7,8125, 3,90625, 1,953125 ve 0,97656 pg/ml doz aralaigi kullanildi. Bu
konsantrasyonlarin 96 kuyucuklu plakalara uygulanmasini takiben etkileri 24 saatte
gbzlendi. Her bilesigin canlilik yilizdeleri kontrol gruplarina goére belirlendi. Saglikli
hiicreler tlizerinde bilesiklerin sitotoksik etkilerini degerlendirmek amaciyla L929 normal

fibroblast hiicre hatti kullanildi. Deneyler {i¢ kez tekrarland1 (n=3).
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2020 yilinda Essam M. Hussein ve arkadaslar tarafindan biyoaktiv ajan olan
dikloro-9H-fluoren bazli tiyazolidinon analoglar sentezlemis ve A549, MCF-7 hiicreleri
gibi farkli kokenli kanser hiicresinde incelendikten sonra 4-nitrofenil ikameli 6g bilesigin
IC50 degeri~29 uM bulmustur (Hussein vd, 2020).

2023 yilinda Rupali Rana ve digerleri tarafindan sentezlenmis, elastaz inhibitori
olarak biiytlik potansiyel gosteren amino-tiyazol tiirevleri olan 12Ba ve 12Bb bilesiklerin
A549 ve MCF-7 hiicre hatlarinda incelendikden sonra IC50 degeri sirasiyla 32,9 ve 32,1
uM bulunmustur (Rana vd., 2023).

Calismamizda, A549 hiicreleri lizerinde yapilan MTT analizi sonuglarina gore
Sisplatinin 24. saatteki IC50 degeri 60+0,13 pg/ml olarak hesaplandi. Bilesiklerimizden
11'in IC50 degeri A549 i¢in belirlenen en yiiksek konsantrasyon olan 1000 pg/ml'den
daha yiiksekti. Ozellikle, bilesik 7'nin 24. saatteki IC50 degeri olan 1,54+0,29 ug/ml ile
en aktif bilesik olarak belirlendi. Sisplatinin, bilesik 3, 4, 6 ve 12 ile birlikte
konsantrasyon artisina bagl olarak hiicre proliferasyonunu azalttig1 gézlendi. 24. saatte
bilesik 1, 7, 10 ve 13'lin IC50 degerlerinin Sisplatinin IC50 degerinden diisiik oldugu,
diger bilesiklerin ise Sisplatinin IC50 degerinden yiiksek oldugu gozlendi.

Bilesiklerin sitotoksik etkilerinin belirlenmesi amaciyla L929 hiicreleri saglikli
kontrol hiicreleri olarak kullanilmis ve MTT testi yapilmistir. Testin 24 saat sonrasinda
bilesik 9'un IC50 degerinin Slgiilen konsantrasyondan (250 pg/mL) daha yiiksek oldugu
gozlenmistir. Bilesik 6, 7, 10, 11 ve 12 kodlu bilesiklerin ise doza bagimli olarak

sitotoksik etkilere neden olduklar1 gézlenmistir.

MTT deneyi sonuglarina gore, sentezlenen bilesiklerin L929 hiicreleri lizerindeki
sitotoksik etkileri dikkate alindiginda, SI’lar1 en yiliksek olan bilesikler 1, 7, 9 ve 13
apoptotik etkilerin degerlendirilmesi i¢in akim sitometrik analizler igin segilerek
hazirlandilar. Bu etkili bilesikler ve pozitif kontrol sisplatinin 1C50 ve 1C50/2
konsantrasyonlart MTT analizi ile hesaplandi ve bu konsantrasyonlarin apoptotik etkileri

24. saatte Annexin-V FITC deneyi ile akim sitometri cihazi kullanilarak belirlendi.

A549 hiicrelerinde gergeklestirilen 1C50 ve IC50/2 dozlarmin erken ve geg
apoptotik etki belirleme deneylerinde, Sisplatinin 24 saat sonunda doza bagl bir artig
gostermedigi gozlendi.

Bilesik 1 i¢in; Doz olarak 24 saat sonunda ge¢ ve erken apoptozda doz artisina bagh

olarak artig gbzlenmistir.
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Bilesik 7 icin; MTT analizinde en aktif bilesik olarak goriildii ancak kaspaz-3 analiz
sonuglarina gore erken ve geg apoptotik etkilerde kontrole benzer sonuglara neden oldugu
gbzlenmistir. 24. saatte kontrol i¢in, erken ve ge¢ apoptoz yiizdeleri sirasiyla 3,69 ve 5,04
idi. Bilesik 7 i¢in sirasiyla 5,83 ve 6,04 idi. Etkileri doza bagimli degildi.

Bilesik 9 i¢in; 24 saat sonunda doza bagli olarak erken apoptotik hiicre oraninin azaldigi
(13,97°den 3,52’¢) geg apoptozun ise doz artigina bagl olarak arttigi (21,85’den 36,42°¢)
gortldii.
Bilesik 13 icin; 24 saat sonunda apoptotik hiicre oranlarinda doza bagimli olmayan bir
azalma gozlendi. Erken apoptoz yiizdesi IC50 ve IC50/2 icin sirastyla yiizde 3,66’dan
5,42’e artt1g1; ge¢ apoptoz yilizdeleri ise sirastyla 8,83°den 8,49’a diistiigli gdzlendi.

IC50 dozlarinda erken apoptozda en aktif madde bilesik 7’dir (6,04%) fakat
sisplatin yilizdesini gegmedigi gozlendi.

Arastirmamizdaki bir sonraki asama, Ab549 hiicre hattindaki kaspaz-3
aktivasyonunun 24 saat sonra akim sitometri kullanilarak incelenmesini icermektedir.
Kaspaz-3, apoptozun yikim asamasinin gergeklestirilmesinden sorumlu olan yiiriitiicii

kaspaz olarak gorev yapmaktadir.

Rupali Rana ve arkadaslarinin iirettigi amino tiyazol tiirevlerinden olan bilesik
15’in A549 hiicre hattinda apoptoza yol agan kaspaz 3/7 aktivasyonuna neden oldugunu
gostermistir ve en yiiksek inhibisyonun EGFR'de goriildiigii sonucuna varilmistir (Rana
vd., 2023).

2021 yilinda Beata Donarska ve digerleri tarafindan ftali mid-tiazol tiirevleri ile
yapilan bir ¢alismada bilesik 6¢’in A549 hiicrelerinde kaspaz 3/7 aktivitesini kontrolden
16 kat arttirtig1 gozlenmistir (Donarska vd., 2021).

Suanki ¢alismamizda A549 hiicreleri iizerinde gerceklestirilen deney sonuglarina
gore bilesik 1, 7, 9 ve 13 ve pozitif kontrol sisplatin hem IC50 hem de 1C50/2
konsantrasyonlarinda kaspaz-3 aktivitesi gostermislerdir. Bilesik 7 ve sisplatin disinda
diger bilesikler, IC 50 ve IC50/2 konsantrayonlarinda daha fazla kaspaz 3 aktivitesine
neden olmuslardir. Bilesik 1 ve 9 en aktif bilesikler olarak, IC50 dozlarinda kaspaz3
aktivitesini (%94,23, %94,24) kontrole kiyasla oldukga artirdiklart gézlenmistir.

Apoptoz siirecinde BCL-2 ailesi proteinlerinin énemli rolii tanimlanmistir. Bu
protein ailesi, hem pro- hem de antiapoptotik proteinleri icerir; bunlar yapisal ve islevsel
benzerliklere sahiptir ve dort adet BCL-2 homoloji (BH) motifini (BH1-4) igerir. Ayrica,
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belirli besinsel faktorler, BCL-2 ailesi proteinleri araciliiyla apoptozu diizenlemede rol
oynar. Tumor hiicreleri genellikle kendi oliimlerinden kaginmak igin antiapoptotik
proteinleri bir strateji olarak kullanir, bu da kanserin gelisimine ve ¢esitli terapotik
maddelere kars1 direncin gelisimine 6nemli Olgiide katkida bulunur. Dolayisiyla,
antiapoptotik proteinlere yonelik hedefleme, kanser tedavisi i¢in umut vaat eden bir

yaklasim olarak ortaya ¢ikar (Senichkin vd., 2020; Zheng vd., 2020).

2024 yilinda Sama W. Helmy ve digerleri tiyazol bazl bilesik olan 8g’nin BCL2
genini %47,13 mhibe ettigini bulmustur (Helmy vd., 2024).

Cyclin D1 (CYD-1), hiicre dongiisiiniin ilerlemesini diizenlemede kritik bir rol
oynar ve transkripsiyonun bir ortak diizenleyicisi olarak gorev yapar. Cyclin D1 proto-
onkogeni, ¢esitli hiicre tiplerinde Gl'den S fazina gegisin kontroliinde 6nemli bir
faktordiir. Cyclin D1'in yiiksek diizeyde ifadesi, kanserin baslangici ve ilerlemesi ile
iliskilidir (Alao, 2007).

ERK1/2 (hiicre dis1 sinyalle diizenlenen kinaz 1/2), mitojen-aktive protein kinaz
(MAPK) ailesinin bir pargas1 olarak, hiicre dis1 sinyallerin hiicre i¢i hedeflere
iletilmesinde kritik bir rol oynar ve aym zamanda proliferasyon, hayatta kalma,
farklilagma ve hareketlilik gibi ¢esitli hiicresel siireglerin kontroliinde onemli bir
belirleyicidir ve bu, sinyal kaskadlarma katki saglar. Bu MAPK kaskadlari, hiicre
proliferasyonu, diferansiyasyon ve stres tepkileri gibi temel siiregleri diizenlemede

onemli unsurlar olarak gorev yapar (Guo vd., 2020; Hilger vd., 2002).

Protein kinase B (PKB), diger adiyla Akt, serin/treonin belirli oldugu ii¢ protein
kinaz grubunu icerir. AKT1 geni, bir onkogen sinifina ait olarak kategorize edilir AKT'nin
asir1 aktivasyonu, insan tiimorlerinin yaygin bir molekiiler 6zelligidir. Bu genlermutasyona
ugradiginda normal hiicrelerin kanserli hale doniismesine neden olabilir. AKT geninin
tirtinli olan AKT proteini fosfoinositid 3 kinaz (PI3K) tarafindan fosforillenir. PI3K/Akt
sinyal yolagi, hiicre ¢ogalmasi, hiicre dongiisii ve apoptoz gibi siirecleri 6nemlidlgiide
etkileyen kritik bir hiicresel yolagi. Akciger kanseri dahil olmak tizere farkli kanser tiirleri
arasinda, bu yolagi anormal bir sekilde aktive ettigi goriilmiistiir. Son arastirmalar, belirli
kanser ilaglarmin, G2/M duraklamasini tetikleyerek ayni zamanda Akt aktivitesini

azaltabilecegini gostermistir (Xu vd., 2011; Vivanco vd., 2014).

Altintop ve arkadaslari, A549 hiicre hatlarinda sitotoksik etkilerini degerlendirmek

icin tiyazol/benzotiyazol bazli yeni 1,3,4-oksadiazol tiirevleri sentezlemislerdir. 10e
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bilesigini antikanser aktivitesi i¢in en umut verici bilesik olarak tanimladi. Bu bilesik
AKT'ye kars1 belirgin bir inhibisyon gostermistir (Altintop vd., 2018).

FOXM1, hiicre dongiisiine 6zgli genlerin diizenlenmesi, hiicre ¢ogalmasi ve
farklilagmasi ve organ gelisimi de dahil olmak iizere bir dizi fizyolojik siiregte hayati bir
rol oynayan FOX transkripsiyon faktorii ailesinin 6nemli bir iiyesidir. Son arastirmalar,
FOXML'in hiicre ¢gogalmasini uyarabildigini ve bunun da kétii huylu tiimorlerin olusumu
ve gelisimi i¢in biiyiik 6nem tasidigini géstermistir. FOXM1'in asir1 yukari regiilasyonu
gen transkripsiyonunu uyararak onkogenez ve malign tiimdr ilerlemesine neden olabilir
(Liang vd., 2021).

2009 yilinda Uppoor G. Bhat ve arkadaslar tiyazol antibiyotigi ayni zamanda
FOXM1 inhibitéru olan Syomicin A’nin kanser hiicrelerinde FOXM1 genini downregule
ettigi gézlenmistir (Bhat vd., 2009)

Analiz sonuglarma gore A549 hiicreleri tizerinde 1Csg konsantrasyonunda poztif
kontrol sisplatinin Bax genini 1,3 up-regiile ederken anti-apoptotik Bcl-2 genini IC50

konsatrasyonunda 1,3 kat up-regiile etmistir.

Kanser tiirlerinin ¢ogunda ekprese edilen AKT geninin sisplatin IC50 dozunda up-
regiile olmas1 gerekirken yaklasik olarak 1,5 kat down regiile edildigi farklh ¢alismlarda
gozlenmistir.

Akciger kanserinde overeksprese edilen CYD1 geni yaklagik 1,3 kat down regiile
edildigi gozlendi.

Bir¢ok tiimorde exprese edilen FOXM1 geninin sisplatin yaklasik 5,2 kat down-
regiile edildigi gozlendi.

ERK geni ise sisplatin IC50 konsantrasyonuda 1,1 kat down regiile edilmistir.

Bilesik 1 icin; IC50 konsantrasyonunun pro-apoptotik Bax genini up regiile etmesi
beklenirken 1,4 kat down regiile ettigi belirlenmistir. Anti-apoptotik BCL-2 geninin 3,3
kat down regiile edildigi gozlendi. IC50 dozunda AKT geninin 1,8 kat down-regiile
edildigi gozlendi.

ERK geninin A549 hiicrelerinde bilesik 1’in IC50 dozu ile down-regiile olmasi
beklenirken, 1,1 kat up-regiile oldugu belirlenmistir. CYD-1 geninin yaklagik 1,1 kat
down- regiile oldugu Sl¢lilmiistiir. Tiimor metastazinda rol oynadigi FOXMI1 geninin

yaklasik 1,1 kat down- regiile oldugu da goézlenmistir.
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Bilesik 9 icin; IC50 konsantrasyonunda pro-apoptotik Bax geninin up-regiile
edilmesi beklenirken 3,7 kat down-regiile oldugu, antiapoptotik BCL2 geninin 1,6 kat
down-regiile oldugu belirlenmistir. AKT geninin IC50 konsantrasyonunda 2 kat down
regiile oldugu CYD-1 geninin ise IC50 konsantrasyonunda ise 1,3 kat down regiile oldugu
belirlenmistir. Diger taraftan ERK geninin 2 kat down regiile oldugu ve FOXM1 geninin

1,8 kat downregiile oldugu belirlenmistir.

Bilesik 13 i¢in; IC50 konsantrasyonunda proapoptotik Bax geninin up regiile
edilmesi beklenirken 3,6 kat downregiile oldugu goriilmistiir. Antiapoptotik BCL2
geninin 2,2 kat downregiile oldugu gozlenmistir. AKT geninin ise bu dozda 2 kat
downregiile oldugu degerlendirilmistir. Ayrica CYDI1 geninin kullanilan dozda 1,3 kat
down regiile oldugu 6l¢iilmistiir. ERK geninin ise IC50 dozunda 3,3 kat down regiile
oldugu ve FOXML1 geninin ise 1,4 kat downregiile oldugu belirlenmistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamiz kapsaminda kullanilan Fluoren tiyazol tiirevi bilesiklerin tamami, bu
caligma icin 6zgiin olarak sentezlendi. Pozitif kontrol olarak ise genellikle kemoterapi
tedavisinde kullanilan sisplatin tercih edildi. Sectigimiz bilesiklerin A549 hiicrelerinde
gosterdigi yiiksek sitotoksik etkileri degerlendirmek amaciyla akim sitometrisi cihazi
kullanilarak apoptotik etki analizleri gerceklestirildi. En yiiksek erken apoptoz orani
(%6,07) gosteren bilesik 13, ayn1 zamanda yiiksek pozitif kaspaz-3 aktivitesine sahip olan
(%89,19) bilesiklerden biri olarak belirlendi. Iknici en aktif bilesigimiz ise bilesik 9 idi.
(Pozitif kaspaz-3 aktivitesi %91,70).2a kodlu 3-OCHgs substiuenti igeren bilesik -(9H-
Fluoren-9-iliden)hidrazinkarbotiyoamit, 2i kodlu 2,4 diOCH3 substituenti i¢eren bilesik
9 2-[2-(9H-Fluoren-9-iliden)hidrazinil]-4-(2,4-metilfenil)tiyazol ve 2m kodlu 2-
asetonafton substituenti i¢eren bilesik 13 2-[2-(9H-Fluoren-9-iliden)hidrazinil]-4-(4-
naftaalen-2-il)tiyazol ile RT-PCR analizi yapildi.

Sonuglara gore bilesik 9 ve 13’iin proapoptotoik Bax genini kullanilan
konsantrasyonlarda downregiile etmelerine ragmen, BCL2 antiapoptotik genini bu
konsantrasyonlarda downregiile etmis ve akciger kanserinde overeksprese oldugu bilinen,
ERK, AKT, CYD-1, ve FOXMI1 genlerini ise down regiile etmistir. Bu bilesikler gen

diizeyinde oOlgiilen gen ekspresyonlarini degistirerek apoptozu tetiklemislerdir.

Literatiir, tiyazol sentezinin ila¢ tedavisivde tatmin edici sonuglar verdigini
belirtmektedir. Tiyazol ¢oklu hedeflere sahip ilag tiirlerinden biridir. Sinerjik etkiler
nedeniyle terapotik avantajlar sunar; bu da basitlestirilmis bir tedavi yaklasimina olanak

tanir ve daha diizenli bir tedaviyi kolaylastirir.

Saglikl hiicrelerde diisiik toksisite gdsteren, secicilik belirten ve akim sitometrisi
deneylerinde apoptotik yolaklarda aktif rol oynayan bilesikler, bilimsel baglamda tedavi
stirecine katkida bulunabilecek adaylar olarak 6ne ¢ikiyor. Ko6tii huylu hiicrelerin siirekli
evrim gecirmesi ve kanser ilaglarina karsi direng gelistirmesi géz Oniine alindiginda, bu
ilaglarin siirekli olarak gelistirilmesi 6nemlidir. Deneylerimizde en umut verici sonuglari
veren Bilesik 13'in, ileri in vivo, in vitro ve in situ yontemlerle daha fazla agikliga
kavusturulmas1 durumunda, gelecekte bir tedavi ajani olabilme potansiyeline sahip bir

aday1 olabilecegi diistiniilmektedir.
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