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OZET

Amag: Tezin amaci, yeni ilaglarin gelistirilmesinde maliyet ve zamani 6nemli 6lgiide
azaltan ila¢ yeniden konumlandirma yontemiyle belirlenmis, halihazirda alerji tedavisinde
siklikla kullanilmakta olan H1 reseptor antagonisti Feniramin Hidrojen Maleat’in (FHM)

anti-kanser potansiyelini in siliko ve in vitro deneylerle agiga ¢ikarmaktir.

Yontem: FHM nin tedavide kullanilan ilaglar ile benzerlikleri DrugCentral 2023 web
server ile analiz edilmistir. Apoptoz digsal yolaginda bulunan FasL Reseptoru ile
etkilesimi in siliko olarak ligand/protein molekiler docking yontemiyle incelenmistir
(BIOVIA Discovery Studio Visualizer). FHM’nin sitotoksik etkileri insan akciger kanseri

hiicre hatt1 A549 hiicreleri iizerinde in vitro olarak arastirilmustir.

Bulgular: Drug Central 2023 web serverda yer alan L1000 gen profil benzerlik analizine
gbre RMSD (Root Mean Square Deviation) degeri 1’in altinda olan 213’1 antikanser etkili
toplam 13106 ilacin FHM’ye benzer oldugu goriilmiistiir. Molekuler docking analizine
gore feniramin, reseptér proteininin 3. aktif bolgesine baglanarak (¢ boyutlu
konformasyonunu degistirebilme potansiyelinde olup dissal kaynakli apoptoz sinyalini
baslatma potansiyelindedir. FHM’nin hiicre canlilig1 lizerindeki etkisi MTT yontemi ile
arastirilmustir. Ilacin koloni olusumunu ve hiicre gdgiinii engelledigi goriilmiistiir. ELISA
sonuglarimiza gore 24. saatte 100 ve 50 pg/ml dozlarda kaspaz-7 miktar1 artmis ancak bu
artis western blot ile dogrulanamamustir. 48. saateki artis ise western blot sonuglarimiz ile

uyumlu olarak A549 hiicrelerini apoptozla éldirmektedir.

Sonug: FHM, kanser tedavisinde kullanilan 213 ilaca yapisal olarak benzerdir. Molekuler
doking analizine gore digsal kaynakli apoptoz sinyalini baglatabilme potansiyelindedir.
Ab549 Uzerine sitotoksik etkileri vardir ve hiicre 6limunin i¢sel apoptoz kaynakli oldugu

kaspaz 7 enzimi Uzerinden ELISA ve westen blot yontemleri ile dogrulanmustur.

Anahtar Kelimeler: Akciger kanseri, Apoptoz, Feniramin Hidrojen Maleat, ilag

Yeniden Konumlandirma, Molekiler Docking


https://bioboot.github.io/web_demo/reference/rmsd.html
https://bioboot.github.io/web_demo/reference/rmsd.html

ABSTRACT

Objective: The aim of this thesis is to unveil the anti-cancer potential of Pheniramine
Hydrogen Maleate (PHM), an H1 receptor antagonist commonly used in allergy treatment,
through in silico and in vitro experiments. This approach utilizes drug repositioning, a
method known to significantly reduce the costs and time required for the development of

new drugs.

Methods: Similarities between PHM and other therapeutic drugs were analyzed using the
DrugCentral 2023 web server. The interaction with the FasL receptor, which is involved
in the extrinsic apoptotic pathway, was examined in silico through ligand/protein
molecular docking (using BIOVIA Discovery Studio Visualizer). The cytotoxic effects of
PHM were investigated in vitro using A549 human lung cancer cells.

Results: According to the L1000 gene profile similarity analysis on the DrugCentral 2023
web server, PHM showed similarities to a total of 13,106 drugs, with 213 of them being
known for their anti-cancer effects, exhibiting a Root Mean Square Deviation (RMSD)
value below 1. Molecular docking analysis indicated that PHM has the potential to bind
to the third active site of the receptor protein, thereby altering its three-dimensional
conformation and initiating extrinsic apoptotic signaling. The effects of PHM on cell
viability were assessed using the MTT assay, revealing that it inhibits colony formation
and cell migration. According to our ELISA results, caspase-7 levels increased at 100 and
50 pg/ml doses at the 24-hour mark, but this increase could not be confirmed by western
blot analysis. However, at 48 hours, an increase in caspase-7 was consistent with western

blot findings, indicating apoptosis-induced cell death in A549 cells.

Conclusion: PHM exhibits structural similarity to 213 drugs used in cancer treatment.
Molecular docking analysis suggests that it has the potential to initiate extrinsic apoptotic
signaling. It demonstrates cytotoxic effects on A549 cells, and apoptosis is confirmed to

be mediated via caspase-7 through ELISA and western blot methods.

Key words: Lung cancer, Apoptosis, Pheniramine Hydrogen Maleate, Drug

Repositioning, Molecular Docking
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1. GIRIS

Histamin ve histamin reseptorleri (HRH1-HRH4), ¢esitli alerjik hastaliklarin gelisiminde
¢ok onemli bir rol oynamaktadir (Thangam ve ark., 2018). Mast hiicreleri, viicuttaki ana
histamin ireticisi olan, ¢ok islevli, kemik iliginden tiiretilen hiicrelerdir. HRH1, mast
hiicreleri de dahil olmak tizere bir¢ok hiicrede eksprese edilir ve Tip 1 asir1 duyarlilik
reaksiyonlarinda rol oynar (Thangam ve ark., 2018; Park ve ark., 2023). Ayrica HRHL1'in

bircok kanser hiicre hattinda ve kanser dokusunda yliksek oranda eksprese edilen ana
histamin reseptori oldugu saptanmistir (Park ve ark., 2023). Akciger, meme,

endometriyal, kolorektal ve melanom cilt kanserlerinde, histamin Gretiminden sorumlu bir
enzim olan histidin dekarboksilaz ve histamin diizeylerinde artis goriilmektedir (Garcia-
Caballero ve ark., 1988). Histaminin etkilerini engelleyen ilaglara antihistaminikler
denir. Histamin tedavisinin, histamin konsantrasyonlarma ve histamin reseptdrlerinin
tiplerine bagl olarak, kanser hiicrelerinin ¢ogalmasi, hayatta kalmasi ve gogilinde rol
oynadig1r one siiriilmektedir. Ancak literatiirde sonuclar1 birbiriyle ¢eliskili ¢aligmalar
vardir (Leurs ve ark., 2002; Cianchi ve ark., 2008; Thangam ve ark., 2018; Zhao ve ark.,
2020).

Feniramin Hidrojen Maleat (FHM), H1 reseptorlerine baglanan ve damar genisletici
Ozelliklere sahip bir antihistaminiktir. Yan etkileri diistiktir, kolay ulasilabilir ve ucuzdur
(Venugopal ve ark., 2014; Kim ve ark., 2023; Knox ve ark., 2024). Bu nedenle en yaygin
kullanilan smiftir. Feniramin hidrojen maleat, klorfeniramin maleat ve bromfeniramin
maleat kimyasal yapisindaki degisken grupta bulunan hidrojen, klor ve brom atomlar1
dolayisiyla birbirinden ayrilan ve benzer dzelliklere sahip t¢ antihistaminiktir (Jancinova
ve ark., 1995; Medina ve ark., 1995; Gomez-Fabre ve ark., 1997; Kim ve ark., 2023; Rizvi
ve ark., 2024).

Tez Calismamizin amact ilag yeniden konumlandirma kapsaminda halihazirda alerji
tedavisinde siklikla kullanilmakta olan H1 reseptor antagonisti olan FHM nin anti-kanser
potansiyelini in siliko ve in vitro deneylerle agiga ¢ikarmaktir. Ilag yeniden

konumlandirma ile temelde yapilmak istenilen yan etkileri ve metobolik profilleri belli


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/pheniramine
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/pheniramine

olan ilaglarin farkli hastaliklarin tedavisinde kullanilabilme potansiyellerinin

belirlenmesidir (Doumat ve ark., 2023).

Yeni ila¢ kesiflerinin ylksek maliyeti, siireglerin yavas ilerlemesi ve ylksek hata oranlari
bir¢ok arastirmaciyi ila¢ yeniden konumlandirma olarak da bilinen ilacin farkli alanda
yeniden kullanilmasina yonlendirmektedir (Pushpakom ve ark., 2019; Doumat ve ark.,
2023). ilag yeniden konumlandirmada amag, ilacin ilk endikasyonunundan farkl yeni bir

tibbi durumu tedavi etmek i¢in kullanilmasidir (Talevi ve ark., 2020).

Kanser agisindan pek ¢ok farkli ilag, yeniden konumlandirma kapsaminda yeniden
degerlendirilmektedir. Literatiir taramalar1 sonucunda anti alerjik bazi ilaglarin anti-
kanser potansiyellerinin oldugu ¢aligmalar tespit edilmistir (Doumat ve ark., 2023).
Klorfeniramin maleat insan meme kanseri, kolon kanseri ve gogiis kanseri hiicre
hatlarinda ¢alisilmis ve sitotoksik etkileri gosterilmistir (Medina ve ark., 1995; Gémez-
Fabre ve ark., 1997). Ayrica Klorfeniramin maleat yeniden ila¢ konumlandirma
kapsaminda Parkinson hastaligi tedavisinde kullanilmak {izere arastirilmus, iyi bilinen
antikolinerjik 6zelliklerine dayanarak, bu antihistaminin kullaniminin, 6zellikle titreme en
belirgin semptom oldugunda, erken evrelerinde bile faydali olabilecegi sonucuna
varilmistir (Karamanakos ve ark., 2008). Ancak bugline kadar FHM icin yeniden ilag
konumlandirma kapsaminda herhangi bir ¢alisma yapilmadigi gibi akciger ve diger

kanserler (zerine etkisi de arastirilmamustir.

Akciger kanseri, en sik goriilen ikinci kanser tlrlidir ve kansere bagli 6limlerin 6nde
gelen nedenlerindendir (Siegel ve ark., 2022). Akciger kanseri vakalarmin ¢ogunlugu
(%380) kiigtik hiicreli dis1 akciger karsinomu (KHDAK) alt tipine aittir. Tedaviye yonelik
cabalara ragmen, metastatik KHDAK'nin ortalama bes yillik sag kalimi yaklasik %3 gibi
diisiik bir seviyede kalmaktadir. KHDAK i¢in yaygin tedavi yaklagimlar1 arasinda cerrahi
mudahale, multimodal kemoterapi ve es zamanli radyo- ve kemoterapi yer alir. KHDAK,
heterojenligi ve kanser kok hiicrelerinin plastisitesi nedeniyle tedaviye yuksek oranda

direnc gosterir (Jones ve ark., 2018; Siegel ve ark., 2022; Doumat ve ark., 2023).

Bu nedenle ¢alismamizda FHM nin, KHDAK’1 tedavisinde kullanilabilme potansiyelini

ilag yeniden konumlandirma kapsaminda test edebilmek i¢in 6ncelikle, DrugCentral 2023
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web serverda yer alan L1000 gen profil benzerlik analizi yapilmis ve mevcut
kemoterapotiklere benzerlik oranlari RMSD degerleri  kullanilarak saptanmustir.
DrugCentral.org, isme, kimyasal yapiya veya hedefe gore tarama yapilabilen 20.000'den
fazla ilaci igeren bir veritabanini kullanmaktadir. (Ursu ve ark., 2017; Halip ve ark., 2023).
Server analiz sonuglarma gore, veritabanindaki ilaglar arasinda FHM’ye benzer 13216
bulunmus ve tablo olarak sonuglar kisminda sunulmustur. Daha sonra bu listeden ikinci
bir tarama yapilarak ilaglarin endikasyonlari tek tek incelenmis, 13216 ilacin 213’niin

anti-kanser ilaglar oldugu belirlenmistir.

In siliko ¢calismanizin diger asamasinda ilacin, apoptoz dissal yolaginda yer alan 6lim
reseptorlerinden FasL. Reseptorii ile etkilesimi molekiiler docking yontemi ile
arastirilmistir. FHM’nin, FasL reseptdr proteinine baglanma potansiyelinde oldugu
gosterilmistir. Bu baglanma, proteinin ii¢ boyutlu konformasyonunu degistirerek hiicre
icinde digsal kaynakli apoptoz sinyalini baglatabilme potansiyeline yonelik énemli bir veri

saglamaktadir.

Tez Calismamizin ikinci asamasi in vitro olarak gerceklestirilmistir. Oncelikle FHM nin
A549 akciger kanseri hiicre hatt1 {izerindeki sitotoksik etkileri MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-
2-il)-2,5-difeniltetrazolium bromid] yontemi ile belirlenmistir. Ayrica, FHM’nin koloni
formasyon ve hiicre gocl Uzerine etkileri de arastirilmistir. Sitotoksisite deneylerinde
g6zlenen hicre O6lumunin apoptoz kaynakli olup olmadiginin belirlenmesi iginde,
apoptozun icsel yolaginda vyer alan kaspaz-7 enzim miktar1 Elisa ve Western blot

yontemleri ile degerlendirilmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1 Tla¢ Yeniden Konumlandirma

Yeni bir ilacin kesfi, blyUk miktarlarda para ve zamana mal olan zor bir surectir. Streg
icerisinde ¢ok sayida aday ilag, yan etkileri nedeniyle basariya ulagsamaz ve ilag pazarmnda
yeralamaz. Bu sorunu ¢6zmek i¢in arastirmacilar aday ilacin toksisitesini dnceden tahmin
etmeye yonelik bir¢ok yaklasim ortaya koymuslardir (Zhou ve ark., 2015). Zaman ve
maddi tasarruf saglayacak bu yaklasimda, aday ilacin insanlara zararli oldugunun
ongorulmesi durumunda, klinik denemelere gecilmeden once ilag gelistirme siirecinden
cikarilabilecektir.. Bununla birlikte, ilag toksisitesi tahmini ile ilgili hala ¢oziilmemis
bir¢ok sorun bulunmaktadir. Pek ¢ok bilim insan1 halihazirda piyasaya siiriilen ilaglarin
genel olarak giivenli olmasive/veya etkilerinin biliniyor olmas1 nedeniymevcut ilaglarin
yeni endikasyonlara gore yeniden tasarlanmasini 6nermektedir (Cavalla, 2013; Zhou ve
ark., 2015). Ilacin yeniden kullanilmas1 amacina yonelik énerilen bu yontemler arasinda
Ozellikleilaglar arasindaki iliskileri kurmak igin ilag benzerligini kullanmak oldukca ilgi
cekmektedir (Kuhn ve ark., 2008). Iki ilag arasindaki benzerligin bulunmasima yonelik bu
tiir galigmalarda temel varsayim, iki ilacin bir sekilde yeterince benzer olmasi durumunda,
muhtemelen ayni hedefleri ve fizyolojik etkileri paylasacaklar1 ve dolayisiyla ayni
hastaliklar1 tedavi etme potansiyeline sahip olacaklar1 yoniindedir. Iki ilag arasindaki ilag
benzerligi bir¢ok ag¢idan ve bir¢ok 6l¢iimle degerlendirilebilir (Kuhn ve ark., 2008; Keiser
ve ark., 2009).

Deneysel ve hesaplamali olmak tizere iki genel ilag yeniden konumlandirma yaklasimi
vardir: Duloksetin, sildenafil ve talidomid, klinik basariya ulasmis ilk ilagc yeniden
konumlandirma deneysel 6rneklerinden bazilaridir (Schulz, 2001; Cuvitoglu ve ark.,
2023). Bir ilacin yeniden konumlandirilmasi konusunda deneysel yaklagimlar ¢ok basarili
olabilir.  Bir ila¢ igin deney yapildiktan sonra yeniden konumlandirilip
konumladirilamayacagi sonucu kesindir, ancak FDA onayli ilag¢ sayismin ¢oklugu ve olas1
hastalikk durumlari, tiim ilag-hastalik kombinasyonlarinin deneysel yontemlerle test
edilmesini imkansiz hale getirmektedir. Bu asamada hesaplamali yontemler potansiyeli
en yuksek ilag-hastalik ikililerini bize sunabilir. Hesaplamali yontemlerdeki son son
donem geligsmelerle birlikte pek cok yontem gelistirilmistir ve gelistirilmeye devam
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edilmektedir. Bu yontemler; veri madenciligi tabanli, makine 6grenmesi tabanli, ag
tabanli vb. seklinde temelde kullanilan metoda gore siniflandirilabilir. COVID-19
pandemisi sirasinda farkli yontemlere dayali hesaplamali ilag yeniden konumlandirma
caligmalar: basariyla kullanilmistir (Yang ve ark., 2022). Ornegin; fenoksibenzamin,
sulkonazon (topikal antifungal) ve vinburnin (damar genisletici), hesaplamali yontemlerle
tanimlanan basarili caligmalardan bazilaridir(Chang M. ve ark., 2010; Cuvitoglu ve ark.,
2023).

2.2. . Tla¢ yeniden konumlandirma (drug repurposing) siireci ve avantajlan

[lacin yeniden kullanilmasi (ayn1 zamanda ilacin yeniden konumlandiriimasi, yeniden
profillenmesi veya yeniden gorevlendirilmesi olarak da adlandirilir), orijinal tibbi
endikasyon kapsami disinda kalan onaylanmis veya arastirma asamasindaki ilaglar i¢in
yeni kullanimlarin belirlenmesine yonelik bir stratejiye sahiptir . Bu strateji, belirli bir
endikasyon i¢in tamamen yeni bir ilacin gelistirilmesine gore bir takim avantajlar saglar.
Bu avantajlardan birincisi ve belki de en 6nemlisi, ila¢ yeniden konumlandirma
yonteminin 6nerdigi ilacin klinik uygulamada basarisizlik riski yeni ilag gelistirme
yontemine oranla daha diisiiktiir. Yeniden konumlama galigsmasi ile kullanilma potansiyeli
degerlendirilen ilacin klinik 6ncesi modellerde ve insanlarda zaten yeterince giivenli
oldugu bulunmus oldugundan, erken asama denemeleri tamamlanirsa, sonraki etkinlik
denemelerinde en azmdan giivenlik agisindan basarisiz olma olasiligi daha diisiik
olacaktir. ikinci 6nemli avantaji, klinik dncesi testlerin, giivenlik degerlendirmesinin ve
bazi durumlarda formiilasyon olusturmanin ¢ogu zaten tamamlanmis olacagindan ilag
gelistirme i¢in gereken zaman kisaltilabilir. Ugiincll avantaj ise ilag yeniden
konumlandirma i¢indaha az yatirima ihtiyag duyulur ancak bu durum ilag
adaymin gelisim asamasina ve siirecine bagli olarak degisiklik gosterebilir(Breckenridge
ve ark., 2019; Pushpakom ve ark., 2019). Faz Il ve sonrasinda gerceklestirilecek
stireclerin maliyetleri, ayn1 endikasyonun tedavisi i¢in gelistirilecek yeni bir ilag
kesfindeoldugu gibi benzer olabilir ama klinik dncesi ve faz | ve Il maliyetlerinde énemli
tasarruflar saglama potansiyeli oldukca yiiksektir (Sekil 2.1). Bu avantajlarin hepsi
birlikte degerlendirildiginde, ila¢ yeniden konumlandirma yontemi ile uygun ilaglarin

gelistirilmesinde yatirim daha az riskli ve daha hizli geri doniislinii saglama potansiyeline
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sahiptir; basarisizliklar hesaba katilsa da maliyetlerin daha diisiik olacagi 6ngoriilebilir
sonuglanir (aslinda, yeniden kullanima uygun bir ilac1 pazara sunmanin maliyetleri daha
distiktiir). Sonug olarak, ilag yeniden konumlandirma ile etkinlik potansiyeli yiiksek olan
ilaclar, alternatif tedavi segenekleri agiga ¢ikarabilir (Breckenridge ve ark., 2019).
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Sekil 2.1 Tlag Kesif Siireci (Hazal, 2022)

Ila¢ yeniden konumlandirma siireci mevcut ilaglarm yeni terapdtik kullanim alanlarmi
kesfetmek amaciyla gergeklestirilen ¢esitli asamalar1 igermektedir. Sekil 2.3. bu slrecin,
geleneksel ilag gelistirme yontemlerine kiyasla daha diisiik maliyetli, daha kisa siireli ve
daha az riskli bir yatirim sundugu agiktir (Breckenridge ve ark., 2019; Hobbs ve ark.,
2019).

Geleneksel olarak ilag gelistirme lic asamada gerceklesir: kesif, klinik 6ncesi denemeler
ve klinik denemeler (Hobbs ve ark., 2019). Ilk adim genellikle ilag hedefinin
tamimlanmasini, dogrulanmasini ve optimizasyonunu icerir. Klinik 6ncesi deneme hem
in vitro hem de in vivo ¢alismalar1 kapsar ve ilacin etkinligi, toksisitesi, farmakokinetigi
ve farmakodinamik o&zellikleri hakkinda bilgi saglar. Son olarak, klinik deneme
asamasinda ilag, bireyleri nasil etkiledigini gérmek icin bireyler lizerinde bir dizi teste
tabi tutulur (Sleire ve ark., 2017). Yeni ilacin piyasaya siiriilmesi yaklasik 10-15 yil
stirdiigiinden geleneksel ilag gelistirme sureci zaman alicidir (Parvathaneni ve ark., 2019).
Yuksek maliyetleri ve arastirilan farmasétiklerin yalnizca %?25'inden azmm pazara
sunuldugu goz 6niine alindiginda, geleneksel yontem mali agidan sorunludur. Bu nedenle,

daha hizli bir sekilde ila¢g onay alma slirecine ulastiracak alternatifler arasinda olan ilag



yeniden konumlandirma biiytik ilgi gormektedir ve kullanima sunulma asamalar1 her
ilaca gore farklilik gosterse de yeni ila¢ gelistirme ¢alismalarina gore ¢ok daha az zaman

almaktadir (Sleire ve ark., 2017; Parvathaneni ve ark., 2019).

Yeniden konumlandirma kapsaminda degerlendirilecek ilaglar ¢esitli smiflara ayrilir;
Birincisi, toksisite veya yan etkiler nedeniyle artik kullanilmayan ancak daha diisiik
dozlarda veya farkli bir popiilasyonda kullanildiginda toksik olmayan ilaglardir (Nowak-
Sliwinska ve ark., 2019). Bu smiftan miikkemmel bir ornek, sabah bulantisi igin
kullanildiginda hamile kadinlarda teratojenik etkiye neden olmasi nedeni ile piyasadan
toplatilan ve kullanimi yasaklanan ancak daha sonra sahip oldugu antianjiyogenik etkisi
nedeni ile direngli multipl miyelomun tedavisinde giivenli ve etkili oldugu bulunan
talidomiddir. Ikinci ila¢ smifi, ashinda anti-anjinal ilag olarak gelistirilen ancak
gunimuzde erektil disfonksiyonu tedavi etmek i¢in kullanilan sildenafil gibi, hedef dis1
yan etkilerinin birincil istenen sonug¢ haline geldigi ilaglardir. Diger bir sinif ise, birden
fazla etiyolojinin tedavisinde etkili olan ancak yalnizca birini tedavi etmek i¢in kullanilan
ilaglar1 kapsar. Tirozin kinaz inhibitorleri (TKI) bu tdr ilaglara iyi bir 6rnektir. Guclu bir
secicilige sahip olacak sekilde gelistirilmis olmalarma ragmen, birgogunun diger kinazlar
tizerinde ve hedef ailelerinin 6tesinde ek etkileri vardir. Son ilag sinifi ise sinerjik etki
olarak bilinen geleneksel ilag rejimiyle birlestirildiginde daha iyi etkiler sergileyen ilaglari

icermektedir (Nowak-Sliwinska ve ark., 2019; Doumat ve ark., 2023).

[lag yeniden konumlandirma ile potansiyeli agiga cikarilan ilaglar, iyi belgelenmis
toksisite, farmakoloji ve ilac-ilag etkilesimi parametrelerine sahiptir. Dahasi, bir

endikasyonda basarisiz olan ilaglarin yeniden konumlanmasi, potansiyel bir ila¢ adayini
hedefine ulastirabilir (Nowak-Sliwinska ve ark., 2019). Ancak, ilaglar1 yeniden

kullanmanimn bazi dezavantajlar1 da olabilir. Ornegin piyasada mevcut ve kullanilan bir
ilact yeni bir kullanima yonlendirmek yine de yiiksek riskli bir yatirimdir ¢linkli  yeni
tedavi yonu planlandigi kadar basarili olmayabilir. Ek olarak, yeniden konumlandirilan
bazi ilaglar, yeni popiilasyonda giivenliklerinin tekrar saglanmasi i¢in zaman ve maliyet
acisindan yeni ilaglarla benzer streclerden gecebilir (Pushpakom ve ark., 2019; Doumat
ve ark., 2023).



2.3. Kanser ve ila¢ yeniden konumlandirma

Kanser, goriilme siklig1 ve 6liim orani giderek artan ciddi bir kiiresel saglik tehdididir.
Kanser risk faktorleri; siklikve dagilimlari, yaslanma, ¢evre kirliligi ve tiitiin tiikketimi de
dahil olmak iizere ¢ok sayida parametreye baghdir, ¢cok yonlidir ve sosyoekonomik
gelisim durumuyla da yakindan baglantilidir (Sleire ve ark., 2017; Turabi ve ark., 2022)

Kanser tedavisinde en sik kullanilan yontemler; cerrahi mudahale, kemoterapi,
radyoterapi, hedefe yonelik tedavi ve immiunoterapidir. Tim solid kanserlerin birincil
tedavi segenegi cerrahi mudahaledir. Cerrahi miidahale siklikla, primer timoriin yeri,
derecesi ve metastaz durumuna bagli olarak Kemoterapi ve/veya Radyoterapi ile kombine
edilir. Timor hiicrelerini yok etmek igin radyasyon terapisinde X 1smlari, gama
radyasyonu ve yuklii pargaciklar gibi yiiksek frekansh radyasyon uygulanir. Cerrahi ve
radyasyon tedavisinin ana dezavantaji, yalnizca belirli bir bdlgeyle sinirli olan tiimorii
tedavi edebilmeleridir. Teknoloji ve bilimin ilerlemesiyle birlikte kemoterapi ve hedefe
yonelik tedavi, vicutta uzak bolgelere go¢ eden metastatik tumaor hicrelerini 6ldirmek
icin de kullanilmaktadir. Ancak son yillarda ortaya ¢ikan ilaca direng ve ilacin yiiksek
toksik yan etkiler nedeniyle kanser tedavisinde 6nemli zorluklarla kars1 karsiya kalmistir

(Barzaman ve ark., 2020).

Kanser tedavisi i¢in bir¢ok ilag mevcut olmasina ragmen, kanser hiicreleri bu ilaglara kars1
direng gelistirmektedir, bu da tedavinin basarisiz olmasma ve kanserin tekrarlamasina
neden olmaktadir (Mansoori ve ark., 2017). Kemoterapi amaglh kullanilan ilaglarin ilag
direncinin yani1 swra hastalarda birgcok olumsuz yan etkisi de bulunmaktadir. Kanser
insidans1 arttik¢a, gilivenlik profili iyilestirilmis yeni ilaclarin gelistirilmesine ihtiyag
duyulmaktadir. Bununla birlikte, diger hastaliklarin tedavisi igin gelistirilen ilaclarla
karsilastirildiginda, klinik deneylerde basarili olan ilaglarin sayisi nispeten daha az
oldugundan,  yeni  antikanser  etkili  ilaglarin  gelistirilmesine ihtiyac
duyulmaktadir(Pantziarka ve ark., 2014). Yeni ilaglar igin denemeler, guvenlik
degerlendirmesi, miiteakip inceleme ve onay i¢in harcanan zaman ¢ok fazladir ve kiiresel
kanser yonetiminin zayifligini1 daha da artirmaktadir. Bu nedenle kanser tedavileri igin

daha hizli bir ilag onay siirecine yonelik bir alternatife ihtiya¢ oldugu agiktir.



Tarihsel olarak, onkolojide ila¢g yeniden konumlandirma biiyiik 6lgiide hastaliga neden
olan molekiiler mekanizmalarin anlagilmasini takibenveya tesadifen ortaya ¢ikmistir
(Moffat ve ark., 2014; Rabben ve ark., 2021). Onkoloji tedavisinde kullanilmayan ancak
ilag yeniden konumlandirma kapsaminda degerlendirilen aday ilaglar, proliferatif
sinyalleri surdirme, biiyiime baskilayicilardan kag¢inma, hiicre Olimiine direnme,
replikatif 6liimsiizligi saglama, anjiyogenezi baslatma, istila ve metastazi aktive etme,
timor destekleyici inflamasyonu azaltma, enerji metabolizmasini yeniden programlama,
bagisiklik yanitlarindan Kkag¢inma, fenotipik esnekligi agiga c¢ikarma vemutasyona
ugramamis epigenetik diizenleme gibi farkli kanser belirtilerini hedefleyerek kansere karsi

blyuk bir umut olmustur (Xia ve ark., 2024).

Hiicre Oliimii, biyolojik sistemlerde yalnizca dogru fizyolojik gelisimin ve doku
homeostazinin siirdiiriilmesi i¢in degil, ayn1 zamanda tiimdr olusumuna kars1 dogal bir
savunma mekanizmasi olarak da gorev yapan kritik bir stirectir. Guniimutizde hiicre 6limd;
programli olmayan hiicre 6lumi ve programlanmis hiicre 6limu olarak iki sinifa
ayrilmaktadir. Genellikle kontrolstiz bir slire¢ olan programlanmamis hiicre 6liimiiniin
aksine, programlanmis hiicre 6liimii daha organizedir ve stabil bir i¢ ortami korumaya
yardimci olan genetik olarak kodlanmis molekiiler mekanizmalar1 igerir (Zeng ve ark.,
2022). Programlanmus hiicre 6limii Apoptoz, Otofaji, Ferroptosis gibi farkli kategorilere
ayrilir (Peng ve ark., 2022). Hucresel dizenlemede temel bir rol oynayan ve timoér
olusumuna kars1 bir bariyer gorevi gorebilen programli hiicre 6lim yolaklarmin
hedeflenmesi, ilaglarin yeniden konumlandirilmasi kapsamindatiimérlerin gelisimini ve
ilerlemesini engellemek icin umut verici bir strateji olabilir. Arastrmalar, tUmor
biiylimesini kisitlamak i¢in ila¢ yeniden konumlandirma yOnteminin  Gnemini
goOstermektedir. Bu kapsamda ila¢ yeniden konumlandirma ile segilen ilaglarin apoptoz,
nekroptoz, piroptoz, otofaji, ferroptoz ve kuproptoz da dahil olmak iizere gesitli hiicre

0lim yollarini aktive ettigi gosterilmistir (Sekil 2.2) (Xia ve ark., 2024).
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Sekil 2.2 Hiicre Oliim Yolaklar1 (Xia ve ark., 2024)
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2.4. Akciger Kanseri ve yeniden ila¢c konumlandirma

Akciger kanseri, tiim kanserler arasinda ikinci en yiiksek insidans oranina sahip olup,
kadmlarda meme kanseri ve erkeklerde prostat kanserinden sonra 6lime neden olan
hastaliklar arasinda ikinci sirada yer almaktadir . Sigara igmek, akciger kanserinden
kaynaklanan olimlerin %81'ine dogrudan neden oldugundan, akciger kanserinin primer

nedeni olarak kabul edilmektedir (Doumat ve ark., 2023).

Akciger kanseri genel olarak kiigiik hiicreli akciger karsinomu (KHAK) ve kiigiik hticreli
dis1 akciger karsinomu (KHDAK) olarak smiflandirilir. KHAK tiim akciger vakalarin
%80'ini olusturur. KHDAK akciger adenokarsinomunda en sik goriilen alt tiptir ve bu
vakalarin %60'm1 olusturur. Diger KHDAK'ler arasinda skuamoz hiicreli, biiyiik hiicreli,

adenoskuamoz, pleomorfik, ig hiicreli ve dev hiicreli karsinomlar yer alir (Zheng, 2016).

Tiimor biiylimesini ve ilerlemesini yonlendiren tiimor hiicrelerinin altinda yatan alt
populasyonlar olan kanser kok hiicreleri (CSC'ler), KHDAK 'nin heterojen bir tumaor
olmasmna neden olur (Sosa Iglesias ve ark., 2018). Kanser kok hcreleri, tedavi
direncinden ve niiksetmeden sorumlu olduguna inanilan, tiimor kitlesi i¢cinde yer alan
hicrelerin bir alt popllasyonudur (Bahmad ve ark., 2020; Bahmad ve ark., 2021; Doumat
ve ark., 2023). Bu heterojenlik, KHDAK'de ila¢ direncini tetikleyerek terapotik
basarisizliga yol agar (Sosa Iglesias ve ark., 2018) KHDAK!'deki CSC'lerin plastisitesi,
onlarin farkli hiicre tiplerine doniismelerine olanak tanir (Liu W. J. ve ark., 2020). CSC'ler,
coklu ilag ATP baglayici kaset (ABC) tasiyicilarini serbest birakarak ¢oklu kemoterapi

ajanlarina kars1 direncin artirilmasinda 6nemli bir rol oynar (Ho ve ark., 2007).

KHDAK tedavisinde, her ne kadar ilerleme kaydedilse de, tedaviye direng, timdrin
plastisitesi ve heterojenligi tedavinin zorlasmasina neden olmaktadir. Bu nedenle,
KHDAK'yi tedavi etmek icin yeni ajanlar kesfetmeye ek olarak, agresif hastalikla
mucadeleye yardimci olmak i¢in mevcut ilaglarm ilag yeniden konumlandirma
kapsaminda degerlendirilmesi iizerinde daha c¢ok calisilmaktadir. Bunlardan bazilar1

asagida basliklar halinde sunulmustur.
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Anti-Hipertansifler ve Anti-Aritmik ilaglar

Beta-blokerler, kardiyovaskiiler hastaliklar, hipertiroidizm, migren ve glokomun
tedavisinde  yararh  oldugu  bilinen bir ilag  smfidir. Ilag  yeniden
konumlandirmagalismalarinin popiilaritesinin artmasiyla birlikte, beta adreno-blokerlerin
antikanser etkilerini arastiran ¢alismalarin sayisida hizla artmustir ancaketki mekanizmasi
hala bilinmemektedir. Beta blokerlerin KHDAK'nin canlilig1 ve hiicre kolonisi olusumu
iizerindeki etkileri Sidorova ve arkadaslar1 tarafindan arastirilmistir.Bu c¢alismada,
propranolol ve betaksolol'iin akciger kanseri hiicrelerinin koloni olusumunu %90
oraninda inhibe ettikleri gosterilmistir (Sidorova ve ark., 2022). Ayni ¢alismada, beta
blokerlerin KHDAK huicre apoptozu Gzerindeki etkileri in vitro olarak arastirilmis ancak
secici ve se¢ici olmayan beta blokerler arasinda apoptoz acisindan anlamhi bir fark
bulunamamigtir. Oh ve arkadaslarinin yapmis oldugu bir diger ¢alismada; immiin kontrol
noktast inhibitorleri ve beta-blokerlerle tedavi edilen hastalarm sagkalim
oranlarmmarttirdigini  gostermislerdir (Oh ve ark., 2021). Bununla birlikte, akciger
kanserinde tek basma beta-bloker kullanimi ile genel sagkalimin iyilesmesi arasinda bir

iliski bulunamamistir (Lei ve ark., 2021). (Sidorova ve ark., 2022)

Yasami uzatict etkileri oldugu bilinen anjiyotensin I doniistiiriicii enzim inhibitorleri
(ACEl'ler) ve anjiyotensin Il reseptor blokerleri (ARB'ler), hipertansiyon ve Kkalp
yetmezligi de dahil olmak iizere ¢ok sayida hastaligin tedavisinde siklikla kullanilan
ilaglardir (EI Zarif ve ark., 2022). Renin-anjiyotensin-aldosteron sistemi, bu gline kadar
kanserin birgok oOzelligiyle iliskilendirilmistir; bu durum, ARB'lerin ve ACEI'lerin
KHDAK'yi tedavi etmek icin ila¢ yeniden konumlandirma kapsaminda degerlendirilme
potansiyelininyliksek oldugunu gostermektedir. Anjiyotensin Il /anjiyotensin Il reseptor 1
arasindaki etkilesim, vaskiiler diiz kas hiicrelerini, tiimor anjiyogenezine yardimci olan
VEGF'yi iiretmeleri igin uyarir (Egami ve ark., 2003). Ornegin, Telmisartan, klinik olarak
hipertansiyon tedavisi icin endike olan bir ARB'dir ve ayrica tiimdr metastazlarini

durduran anti-kanser etkilerine sahip oldugu kanitlanmistir (Oh ve ark., 2021).
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NSAID'ler, Antiinflamatuar Ilaclar

Steroid olmayan antiinflamatuar ilaglar (NSAID'ler), siklooksijenaz (COX) enzimlerini
inhibe ederek antiinflamatuar, analjezik ve antipiretik 6zellik gdsterirler (Bacchi ve ark.,
2012). COX-2, invaziv timdr buylmesi ve metastaz igin gerekli olan artan hicre
proliferasyonu ve azalmis apoptoz ile iliskilidir. Bu nedenle kanser tedavisi agisindan
COX-2 inhibisyonu @&nemli bir hedeftir (Sarvepalli ve ark., 2022). Insan akciger
adenokarsinomu lezyonlarinda COX-2 proteinlerinin asir1 ekspresyonu kotii prognoza
isaret etmektedir ve bu anlamda ilag yeniden konumlandirma g¢alismalarinda
degerlendirilmesi gerekmektedir (Baigent ve ark., 2005). Ornegin bir calismada
osteoartrit ve romatoid artrit agris1 i¢cin anti-analjezik olarak yaygin sekilde kullanilan
COX-2'nin spesifik inhibitori Selekoksib, anti-kanser etkileri agisindan arastirilmistir.
Selekoksibin anti-kanser etkilerinin, NF-kB, kaspaz-9, BAX ve BCL-xL'nin asagi
regiilasyonu ile iligkili ¢esitli i¢sel ve digsal yollar yoluyla gerceklestigi gosterilmistir (Liu
R. ve ark., 2015).

Literatrdeki bir diger ¢alismada, Sarvepalli ve ark. Indometasin (IND)’in antikanser
etkilerini arastirmiglardir. Bu c¢alismada IND’nin lipozomal bir formilasyonu da
kullanilmistir. Calismanin sonuglarina gore, IND ile tedavi edilen tim gruplarda COX-
2'nin anlaml inhibisyonu ve kaspazin indiiksiyonu gozlenmistir. Sarvepalli ve ark.
KHDAK'nin tedavisinde lipozomlarin serbest IND'ye kiyasla daha etkili oldugu sonucuna
varmiglardir (Sarvepalli ve ark., 2022). Ancak bu tedaviyi dogrulamak i¢in ek klinik

caligmalara ve in vivo deneylere ihtiyag vardir.
Anti-Hiperlipidemik flaclar

Statinler kandaki yiiksek kolesterol seviyelerini tedavi etmek i¢in tercih edilen ilaglardir
(Baigent ve ark., 2005). Bir c¢ok calismada, statinlerin anti-neoplastik etkileri
gosterilmistir (Bahmad ve ark., 2022). Bu noktadan hareketle, ilag yeniden
konumlandirma kapsaminda statinlerin kanser tedavisinde endikasyon dis1 ilag olarak
kullanilmasina da odaklanmistir (Nielsen ve ark., 2012). Statinler, kolesterol sentezi igin
gerekli bir enzim olan B-hidroksi B-metilglutaril-CoA (HMG-CoA) rediiktazi inhibe

ederek, proliferasyon, apoptoz ve farklilagsma gibi bir¢cok biiylime diizenleyici siire¢ i¢in
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gerekli olan mevalonat tiirevlerinin Uretimini azaltir (Hammoud ve ark., 2020; Doumat ve
ark., 2023). Atorvastatin, Akt/mTOR'u inhibe eden ve MAPK yolunu aktive ederek
antitimor etki gdsteren bir statindir. Atorvastatin, hicre buyumesini uyaran proteinler
Ras, Rac ve Rho'nun islevi i¢in gerekli olan izoprenoid kaynakli bliylime proteinlerini
parcalayarak tumor hiicrelerinin apoptozunu indiikler. Ek olarak atorvastatin, asir1 demir
yuku ve lipid reaktif oksijen tirlerinin birikmesiyle iliskili programlanmis hiicre 6liim
yolaklarmdanotofajiyi ve ferroptozu uyararak, anti-tumor etki gosterir (Kang M. ve ark.,
2014b; Doumat ve ark., 2023). Hosseinimehr ve ark. Atorvastatinin akciger kanseri
hiicreleri tizerindeki etkilerini arastirdig1 ¢alismalarinda 6nce dort saat boyunca 10 pM
konsantrasyonda ilagla muamele edilmis ve ardindan radyasyona maruz
birakilmistir. Calismanm sonuglarma gore, A-549 hicrelerinde gorilen apoptotik
hiicrelerin orani1 tek basina radyoterapi alan gruba oranladaha yiksek bulunmustur.
Istatistiksel olarak anlamli bulunan bu fark, KHDAK’m ROS i{retimindeki roli ile

iliskilendirilmistir(Hosseinimehr ve ark., 2020).

Lovastatin, hipolipidemik etki gésteren statin grubu ilaglardan birisidir. Lovastatin ayrica
hiicre proliferasyonunu inhibe ederek ve kanser sinyal yolaklarini diizenleyerek apoptozu
indikler. KHDAK'de lovastatinin antikanser etkinligiWalther ve ark.tarafindan
arastirtlmistir. Calismada lovastatinin COX2 ekspresyonunu arttirdigi ve akciger kanseri
hicrelerinin sitotoksisitesini indiikleyen PPAR-y 'yi aktive ettigi gosterilmistir (Walther
ve ark., 2016).

Simvastatin, KHDAK tedavisinde yeniden konumlandirma kapsaminda degerlendirilen
bir baska anti-hiperlipidemik ilagtir. Yapilan bir faz I galismasinda, KHDAK tedavisinde
tek basina gefitinib yerine gefitinib’in simvastatin ile kombine kullaniminin daha yiksek

yanit orant ve uzun sireli sagkalim ile iligkili oldugu gosterilmistir (Han ve ark., 2011).

Buna benzer birgok arastrmada statinlerin akciger kanserinin tedavi sonuglarmni
iyilestirme rolii oldugu gdsterilmis olsa da, statinlerin KHDAK tedavisinde etkinliginin

ve etki mekanzimalarinin netlestirilmesi igin daha fazla ¢alismaya ihtiya¢ duyulmaktadir..
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Anti-Diyabetik ilaclar

Biguanidler ve tiyazolidinedionlar diyabet tedavisinde kullanilan ilaglardir. Biguanid
grubu ilaglardan metformin dogrudan ve dolayli mekanizmalarla antidiyabetik etki
gosteren bir ilagtir. Metformin, mitokondriyal ETC/OxPhos'u ve buna bagli olarak da
AMPK'nin aktivasyonunu inhibe ederek dogrudan etki eder. Ayrica, hepatik
glukoneogenezi inhibe ederek sistemik instlin seviyelerini diisiiriir. (Hardie ve ark., 2012;
Wagner ve ark., 2018). Metforminin akciger kanseri tedavisindeki etkisini incelemek igin
yapilan ¢alismalarda, metforminin tolere edildigi ancak herhangi bir onkolojik fayda
saglamadig1 sonucuna varilmistir. Diyabet tedavisinde kullanilan diger bir ila¢ grubu da
tiazolidinedionlardir (TZD). Akciger kanseri iizerinde yapilan galismalar, TZD'lerin
KHDAK hiicrelerinin biiyiimesini 6nledigini in vitro olarak gostermistir (Wick ve ark.,
2002) Ancak tiazolidinedionlarim KHDAK tedavisindeki roli ve molekdler

mekanizmasina iliskin kanitlar yetersizdir ve daha fazla ¢alismaya ihtiyag duyulmaktadir.
Anti-Mikrobiyal Anti-fungal Tlaclar

Tiiberkiiloza kars1 bir ilag olarak FDA tarafindan onaylanan Bedaquilin, umut verici anti-
kanser etkileri oldugu gosterilmistir. Patil ve ark. bedaquilinin sulu formda inhalasyon
yoluyla verilmesinin, ilacin akcigerlerdeki zayif ¢oziiniirliik sorununu ortadan kaldirarak
anti-KHDAK aktivitesini arttigimi gostermislerdir (Patil ve ark., 2021). Benzer olarak,
bedakuilin'in solunabilir bir siklodekstrin kompleksi olarak yeniden kullanilmasinin
KHDAK tedavisi agisindan umut verici olabilecegi Parvathaneni ve ark. tarafindan da
gOsterilmistir (Parvathaneni ve ark., 2021). Baska bir antimikrobiyal ila¢ olan
Tigesiklin'in, KHDAK alt tiplerinden yuksek proliferatif ve invaziv profile sahip
hiicrelerin apoptozunu ve koloni olusumunu doza bagli olarak inhibe ettigi gosterilmistir.
Tigesiklinin Mitokondriyal fonksiyonun inhibisyonu yoluyla, etki gostermesi, KHDAK

tedavisinde Tigesiklinin kullanilabilirligine isaret etmektedir(Jia ve ark., 2016).

Itrakonazol ise endotel hiicrelerinin proliferasyonunu, migrasyonunu ve tiip olusumunu
inhibe ettigi gosterilen bir antifungaldir (Rudin ve ark., 2013). Ilerlemis akciger kanseri
hastalariyla yapilan faz I ¢aligmasinda itrakonazoliin, pemetrekset ile kombine halde

kullanildiginda iyi tolere edildigi gosterilmistir. Calisma sonuglarina gore, genel ortalama
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progresyonsuz sagkalim, itrakonazol alan hastalarda kontrol grubundakilere oranla daha
uzun bulunmustur.. Bir antineoplastik olarak itrakonazoliin etki mekanizmasi heniiz agik
olmasa da, daha ¢ok ¢alisma yapilmasi ile etkili sonuglar alinabilecegi ileri siriilmektedir
(Rudin ve ark., 2013).

Anti-Helmintik flaclar

Tabulin polimerizasyonunu bloke ederek mikrotibtl sentezini inhibe eden bir anti-
helmintik olan mebendazoliin, KHDAK hiicre hatlar1 A549, H1299 ve H460 tizerinde
sitotoksik bir etkiye sahip oldugu gosterilmistir (Mukhopadhyay ve ark., 2002).
Mebendazole kiigiik hiicreli dis1 akciger kanseri hiicrelerinde tiibiilini depolimerize ederek
mitozun durmasmi ve apoptozu indukleyebilir (Sasaki ve ark., 2002) . Ivermektin,
KHDAK tedavisinde etkili olabilecek baska bir anti-helmintiktir. (Armando ve ark., 2020)

Anti-Retroviral Ilaclar

Bir proteaz inhibitéri olan Lopinavir, Ritonavir ile kombine halde halde kullanilan ve
HIV tedavisine yonelik FDA onay:1 almis bir antiretroviral ilagtir (Cvetkovic ve ark.,
2003). Bu combine tedavi akciger kanseri tedavisinde denenmistir. Lopinavir ve
Ritonavire kombine tedavi, akciger kanseri hiicrelerinde hiicre dongiisiniin durmasina,
hiicre canliliginin azalmasma ve hiicrelerde apoptoza neden oldugu gosterilmistir
(Marima ve ark., 2020). Efavirenz, viral ters transkriptazi baglayarak viral DNA sentezini
azaltan baska bir antiretroviral ilagtir. Efavirenz, yalnizca akciger kanserinin ilerlemesini
engellemekle kalmayip, ayn1 zamanda radyasyon tedavisi ile kombine halde sinerjik bir
etkiye de sahip oldugu i¢in yeniden konumlandirma kapsaminda potansiyeli yiiksek bir
adaydir (Hecht ve ark., 2018).

Sitma Tlaclan

Oksijenli solunum yolaklarin1 inhibe ettigi bilinen bir antimalaryal ila¢ olan
Atovaquone'un, KHDAK hastalarinda tiimor hipoksisini azalttig1 gosterilmistir (Skwarski
ve ark., 2021). Timor hipoksisinin radyasyon, kemoterapi ve immiinoterapide yaygin bir
bariyer oldugu goz oniine alindiginda Atovakuonun kullanilmasi, , KHDAK hastalarinda

tedavi amagli kullanimi, radyasyon maruziyetinin neden oldugu sonuglari iyilestiren yeni
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bir radyosensitizer etki saglayabilir (Skwarski ve ark., 2021). Sitma tedavisinde kullanilan
Dihidroartemisinin, glukoz metabolizma modilasyonu yoluyla, 6zellikle NF-xB yolunu
inhibe ederek, KHDAK metastazinin inhibisyonuna yol agabilirken(Jiang J. ve ark.,
2016)Kinakrin, TKI (tirozin kinaz inhibitort) direncinde rol oynayabilen FACT
kompleksini inhibe etme 6zelligi nedeniyle alternatif bir ilag yeniden konumlandirma
aday1 olabilir. Yapilan bir Faz | k¢alismasinda erlotinib ve kinakrin kombinasyonunun iyi
tolere edildigigosterilmistir ancak ileri KHDAK'de bu kombine tedavinin etkinligi

minimumdur (Bhateja ve ark., 2018).
Diger flaclar

FDA onayli bir antidepresan olan Sertralinin, LC3-11 birikimi ve otolizozom olusumuyla
dogrulanan otofajik akis1 indiikleyerek KHDAK'yi erlotinib'e karsi duyarl hale getirdigi
bulunmustur (Jiang X. ve ark., 2018). Sertralin ve erlotinibin kombine etkisi, KHDAK
hiicrelerinde AMPK/mTOR yolunun diizenlenmesinden kaynaklanmaktadir (Jiang X. ve
ark., 2018).

Nitrogliserin, anjini tedavi etmek i¢in kullanilan bir nitrik oksit (NO) vericisidir; bununla
birlikte nitrogliserin ayn1 zamanda apoptozu indiikleyebilir ve anjiyogenezi inhibe edebilir
(Maeda, 2010). Yapilan bir faz Il ¢calismasinda, nitrogliserinin tolere edilebilir toksisite
ile vinorelbin'e yanit oranini artirabildigini gostermistir. Ayni ¢alisma, vinorelbin ve
sisplatinin nitrogliserinle kombine edilmesinin, tedavi edilmemis evre IIIB/IV yassi
hiicreli dis1 akciger kanseri tanili hastalarin hayatta kalma oranmi iyilestirdigini

gOstermistir (Yasuda ve ark., 2006).

2.5. Katyonik Amfifilik ilaglar, ila¢ yeniden konumlandirma ve KHDAK

Kiictik hiicreli dis1 akciger kanseri (KHDAK), diinya ¢capinda en yaygimn kanserlerden
biridir ve kansere baglh 6lumlerin énde gelen tiplerindendir (Siegel ve ark., 2022).Tani,
cogu zaman tumaorin primer olarak olustugu bdlgeden farkl bir bélgeyeyayilmasindan
sonra koyulmustur. Genellikle, platin bazli ilaglarla mikrotibul bozucu ilaglarin kombine
kullanildig: sistemik kemoterapi, bu hastalarin tedavisinin temelini olusturur. Cogu ileri

evre kanserlerde oldugu gibi, apoptozdan kacis ve tedaviye direng, KHDAK'nin

17



tedavisinde de biiyiik zorluklar dogurmaktadir (Chang A., 2011). Kanser olusumu
strecinde hcrelerde, baslangigta doniisiim siirecinin kendisi tarafindan, daha sonra
timorin mikrogevresi tarafindan ve son olarak da uygulanan tedavi tarafindan indiiklenen
apoptozdan kagmak i¢in ¢ok sayida genetik ve epigenetik degisiklik biriktirir (Groth-
Pedersen ve ark., 2013; Ellegaard ve ark., 2016). Kemoterapiyle tedavi,kanser
hlcrelerinde siklikla, ATP baglayici kaset tastyici ailesinin ¢oklu ilag direnci (MDR) ile
iligkili P-glikoproteinlerinin ekspresyonu artar boylece hicreler kemoterapétik ilaglari
disar1 ¢ikarma yetenegi kazanir (Ellegaard ve ark., 2016). Daha da dnemlisi tedaviye
direngli kanser hiicrelerinde bile islevsel kalan alternatif hiicre 6limii yolaklar1 aktiftir
(Fulda, 2014). Bu yolaklar arasinda Ozellikle ilgi cekici olan lizozomal hicre 6lim
yolagidir. Kanser metastazinin ilerlemesi, artan lizozomal biyogenez ve asitlesme ile
kendini gosteren lizozomal kompartimandaki aktivasyona baghdir (Kallunki ve ark.,
2013; Ellegaard ve ark., 2016). Kanser hiicresi lizozomlarmin bu zayifligi, asidik
lizozomlarda biriken ve kanser hiicrelerinde lizozomal hasara neden olan ¢esitli katyonik
amfifilik ilaglar (KAH'ler) tarafindan hedeflenebilir (Sukhai ve ark., 2013; Ellegaard ve
ark., 2016). KAH'lar, psikiyatrik bozukluklar, alerjiler, kalp hastaliklar1 ve enfeksiyonlar
gibi genis bir yelpazedeki yaygin hastaliklar1 tedavi etmek i¢in kullanilan yiizlerce
farmakolojik ajani igerir (Ellegaard ve ark., 2016). KAH’lar hidrofobik halka yapisi ve
katyonik amin grubuna sahip hidrofilik yan zincir ile karakterize edilirler. Asidik ortamda,
bazik amin gruplar1 protonlanir ve bu protonlanma sayesinde asidik lizozomlarda 1000
kata kadar ila¢ birikebilir (Trapp ve ark., 2008). KAH'lerin lizozomal limendeki
membranlara yerlesmesi, negatif membran yiikiini noétralize eder ve boylece asit
sfingomiyelinaz da dahil olmak {izere bir¢ok lizozomal lipazin fonksiyonunu inhibe eder.
Kanser hiicreleri 6zellikle sfingomiyelin birikimine karsi hassastir, bu da etkili asit
sfingomiyelinaz inhibitorleri olan KAH'lerin neden kansere karsi segici sitotoksisite
gosterdigini agiklayabilir (Sukhai ve ark., 2013; Ellegaard ve ark., 2016).

Iyi karakterize edilmis ve iyi tolere edilen ilaglarm kanser tedavisi igin ilag yeniden
konumlandirilma kapsaminda degerlendirilmesi, uzun ve maliyetli bir ila¢ gelistirme
stireci i¢cin Onemli bir alternatif olabilir. Cesitli KAH'lerin dogru tanimlanmis anti-
kanser aktivitesi ile ilgili caligmalardan yola ¢ikilarak yapilan bir kohort ¢aligmasinda

A549 KHDAK hiicrelerine karsi sitotoksisite agisindan bir KAH kiitiiphanesini taranmus,
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en yiksek anti-KHDAK potansiyeline sahip KAH'leri sistematik olarak arastirilmig ve
standart kanser kemoterapi rejimine klinik olarak uygun dozlarda iyi tolere edilen KAH

antihistaminiklerinin eklenmesinin kanser prognozunu iyilestirdigi gosterilmistir

(Ellegaard ve ark., 2016).
2.6. Kanser ve antihistaminikler

Histamin, alerjik uyaranlara yanit olarak doku mast hiicreleri tarafindan iiretilen biyolojik

bir amindir (Thangam ve ark., 2018; Park ve ark., 2023). Histamin, histamin reseptort H1
(HRHT), HRH2, HRH3 ve HRH4 olarak adlandirilan dort tip G proteinine bagh
reseptorler (GPCR'ler) araciligiyla vazodilatasyon, artmus vaskuler gecirgenlik,
bronkokonstriksiyon ve gastrik asit sekresyonu gibi alerjik reaksiyonlar: tetikler. HRH1
her hiicrede ifade edilir ve klasik alerjik reaksiyonlardan sorumludur. HRH2, bagisiklik
hiicrelerinde ve sindirim organlarinda yiiksek oranda ifade edilir ve bagisiklik
fonksiyonlar1 ve mide asidi salgilanmasi i¢in 6nemlidir. HRH3, yalnizca néronlarda ifade
edilirken HRH4 esas olarak bagisiklik hiicrelerinde ifade edilir. Histidin dekarboksilazin
yani histamin 0Oretiminden sorumlu tek enzimin molekiler yapismnin agikliga
kavusturulmasindan sonra kanser ve histamin arasindaki baglantilara iligskin bilgilerde de
ilerleme kaydedilmistir. Histidin dekarboksilaz enziminin asir1 ekspresyonunda ¢esitli
insan timorlerinin biiylimesi arasinda dogrudan bir iliskiye isaret edilmektedir (Cianchi
ve ark., 2008). Histidin dekarboksilaz enziminin hem mRNA hem de protein seviyelerinde
asir1 ekspresyonu Ve artan histamin seviyeleri, melanoma, kii¢iikk hiicreli akciger
karsinomu, meme karsinomu ve endometriyal kanserde gosterilmistir (Garcia-Caballero
ve ark., 1988). Bununla birlikte, histamin tedavisinin, uygulanan histaminin
konsantrasyonuna ve histamin reseptorlerinin tiplerine bagli olarak, kanser hiicrelerinin
cogalmasi, hayatta kalmasi1 ve gociinde rol oynadigi 6ne siiriilmektedir. Ancak literatiirde
sonuglar1 birbiriyle ¢eligkili calismalar vardir (Leurs ve ark., 2002; Cianchi ve ark., 2008;
Thangam ve ark., 2018; Zhao ve ark., 2020).

Histaminin etkilerini engelleyen ilaclara antihistaminik ilaclar (antihistaminikler) denir.
Antihistaminik terimi daha ¢ok anti-alerjik ilaglar i¢in kullanilir. Antihistaminik ilaglar
salinan histaminin reseptorle etkilesmesini engelleyerek veya histamin salinimimi

engelleyerek etki gosterirler. Antihistaminiklerden en sik kullanilanlar1 tablo 2.1°de
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verilmistir. HRH1'ler bagisiklik cevabinin diizenlenmesi ve anafilaktik inflamasyonda
onemli rol oynar (Leurs ve ark., 2002; Thangam ve ark., 2018). Glnumizde H1 ve H2
antihistaminikler  klinik  uygulamada yaygin  olarak  kullanilmaktadir. H1-
antihistaminikler, histaminlerin sinirlerde, diiz kaslarda, endotelde ve mast hiicrelerinde
bulunan histamin reseptorlerine baglanmasini rekabetci bir sekilde engeller. Histaminler
vazodilatasyona neden oldugundan ve kilcal damarlardan ¢evre dokulara sivi sizmasina
neden olan damar gecirgenligini artirdigindan,  HI-antihistaminikler bu etkileri
engelleyecek ve iltihabi ve diger alerji semptomlarini durduracaktir. H1-antihistaminikler
ayrica antijen sunumunu, proinflamatuar sitokinlerin ekspresyonunu ve hiicre adezyon
molekillerini  azaltarak anti-alerjik etki  g0sterirler. Antihistaminikler ayrica,
transkripsiyon faktoriu nikleer faktor-kB araciligiyla konsantrasyona bagli bir sekilde
mast hiicre aktivasyonunu ve histamin salinimini inhibe ederler. Alerjik rinit, tirtiker ve
diger alerjik hastaliklarin tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadirlar (Leurs ve ark.,
2002; Venugopal ve ark., 2014).

Tablo 2.1 En sik kullanilan H1, H2, H3 ve H4 antihistaminikler (Handley ve ark., 1998; Eseverri, 2000;

Repka-Ramirez, 2003; Blaiss, 2004; Simons, 2004; Golightly ve ark., 2005; del Cuvillo ve ark., 2006;
Carson ve ark., 2010; Faustino-Rocha ve ark., 2017)

H1 Birinci Alkilaminler Bromfeniramin; Klorfeniramin;

antihistaminikler nesil
Deksbromfeniramin; Deksklorfeniramin;

Dimetinden; Feniramin; Triprolidin

Etanolaminler | Bromazin; Karbinoksamin; Klemastin;
Dimenhidrinat;
Difenhidramin; Doksilamin; Ofenadrin;

Feniltoksamin

etilendiaminler | Antazolin; Mepiramin; Pirilamin; Tripelenamin

Fenotiyazinler | Metdilazin; Prometazin; Trimeprazin

Piperazinler Buklizin; Klorsiklizin; Siklizin; Hidroksizin;

Mebhidrolin; Meklizin; Oksatomid
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Tablo 2.1’in devam

Ikinci | Alkilaminler | Akrivastin
nesil
Piperazinler | Setirizin; Levosetirizin
Piperidinler | Astemizol; Bilastin; Desloratadin; Ebastin;
Feksofenadin;
Ketotifen; Levokabastin; Loratadin; Mizolastin; Olopatadin;
Terfenadin; Rupatadin
H2 antihistaminikler Burimamid; Simetidin; Dimaprid; Famotidin; Lafutidin;
Nizatidin; Pibutidin;
Ranitidin; Zolantidin
H3 antihistaminikler Siproksifan; imoproksifan; impromidin
H4 antihistaminikler Alobenpropit; Klobenpropit; Tioperamid

Timor gelisimi sirasinda mast hiicresi Onciilleri timore go¢ eder ve ana stromal hiicre
popiilasyonlarindan birini olusturur (Ribatti ve ark., 2010). Bazi ¢alismalar, mast
hiicreleri tarafindan salgilanan medyatorlerin konake1 i¢in hem zararli (tiimor biiyiimesini,
neovaskiilarizasyonu, immiinosiipresyonu ve timor invazyonunu tesvik eder) hem de
yararli (tiimorii inhibe eder, apoptozu indiikler, inflamasyonu uyarir, metastazi inhibe
eder) etkilere sahip oldugunu ileri siirmektedir. Bu nedenle, mast hiicrelerinin tiimér
baslangicinda ve ilerlemesinde rolii heniiz tam olarak anlasilamamustir (Faustino-Rocha
ve ark., 2017). Bazi aragtirmacilar mast hiicre sayisindaki artigin insan melanoma, oral
skuamoz karsinoma ve prostat kanserinde kotu prognozla korele oldugunu gozlemlediler.
(Ribatti ve ark., 2010). Mast hiicre yogunlugu ile mikro damar yogunlugu arasindaki
pozitif korelasyon, 6zofageal skuamoz hiicreli karsinom, gastrik kanser, kolorektal kanser,
hepatoselliiler karsinom, pankreas adenokarsinomu, renal hiicreli karsinom, melanom ve

oral skuamdz hiicreli karsinom vakalarinda da gézlemlenmistir (Crivellato ve ark., 2008).

Histamin, mast hiicreleri tarafindan sentezlenen ve salinan, alerjiler ve konjunktivit gibi

cesitli patolojik siireclerde vazodilator gorevi goren bir biyojenik amindir. Kanser
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tizerindeki rolii tam olarak anlagilmamistir. Yiiksek histamin diizeyleri, ¢esitli timorlerin
(servikal, over, vajinal, uterus, vulvar, kolorektal kanser ve melanom) diizenlenmesinde
tumor biiylimesini tesvik etmek veya engellemek olmak Uzere iki yonli davranisla
iliskilendirilmistir, . Histamin reseptorleri timor hicreleri de dahil olmak lizere ¢ok
sayida hiicrede eksprese edilir ve bu hucrelerihistamin varyasyonlarina duyarli hale
getirir. Mast hiicrelerinin ve histaminin kanser gelisimi iizerindeki roliiniin ve bu
hastaligin klinik yonetiminde antihistaminiklerin kullanim olasiliginin degerlendirilmesi
gereklidir (Sekil 2.3). Bunun igin de oncelikle in vitro ve in vivo daha fazla ¢alismaya
ihtiya¢ duyulmaktadir (Faustino-Rocha ve ark., 2017).

Histamin reseptorlerinin Tiimor biiyiimesi ve anjiyogenez
/ aktivasyonu

Mast hiicre
infiltrasyonu

Histamin reseptorlerinin inhibisyonu Timdr inhibisyonu

Sekil 2.3 Histamin Reseptorleri ve Kanser (Faustino-Rocha ve ark., 2017).

Kanseri tamamen ortadan kaldirmak igin tek bir tedavi yontemi yeterli olmadigindan,
genellikle kanserin tedavisinde birden fazla yontem kombine olarak uygulanmaktadir.
Antihistaminiklerin  toksisitesinin  kanser  tedavisinde  kullanilan  ajanlarla
karsilastirildiginda daha diisiik oldugu goz oniine alindiginda, bunlarin geleneksel tedavi
icin ila¢ yeniden konumlandirma kapsaminda kullaniminin arastirilmasi gerekmektedir.
Ancak, antihistaminiklerin yeni kanser ajanlar1 olarak kullanimini 6nermeden 6nce, farkl
tumor tiplerindeki histamin reseptorlerinin tam seviyesini ve her bir reseptorin
aktivasyonunun kanser biiylimesi {izerindeki etkilerini agikliga kavusturmak, bunlar in

vitro ve in vivo degerlendirmek gerekmektedir (Carson ve ark., 2010).
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Ornek vermek gerekirse meme kanseri diinya ¢apinda en sik goriilen ikinci kanser tiirii
olup kadmnlarda kansere bagli Oliimlerinin 6nde gelen nedenidir. Birka¢ c¢alisma
histaminin meme kanseri gelisimi ve ilerlemesindeki kritik roliinlin altin1 ¢izmistir.
Histamin iiretiminde rol oynayan enzim olan histidin dekarboksilazin aktivitesindeki artig
nedeniyle meme kanseri dokularindaki histamin konsantrasyonunun saglikli kontrol
bireylerinin normal dokularma gore daha yiiksek oldugu bulunmustur. Farkli deneysel
modellerde ve insan biyopsilerinde H4R ekspresyonu, iligkili biyolojik tepkiler ve
deneysel timorlerin H4R ligandlar1 ile in vivo tedavisi arastirilmistir. Bugiine kadar
yapilan caligmalarin sonucglarina goére, H4R'nin meme kanserinde hiicre cogalmasi,
yaslanma ve apoptozis gibi histamin aracili biyolojik siireclerde 6nemli bir rol oynadigini

gOsterilmistir (Martinel Lamas ve ark., 2015).
2.7. Feniramin Hidrojen Maleat (FHM)

Feniramin Hidrojen Maleat (FHM), H1-antihistaminik ve damar genisletici 6zelliklere
sahip bir alkilamin tirevidir (Sekil 2.3)(Knox ve ark., 2024). Klorfeniramin maleat ile
feniramin hidrojen maleat ile arasindaki fark kimyasal yapisindaki degisken grupta
hidrojen yerine klor bulunmasidir. Ayni durum bromfeniramin maleat i¢in (hidrojen
yerine brom bulunur) gecerlidir. Feniramin hidrojen maleat, klorfeniramin maleat ve
bromfeniramin maleat H1 reseptdr antagonistleridir (Jancinova ve ark., 1995; Medina ve
ark., 1995; Gémez-Fabre ve ark., 1997; Kim ve ark., 2023; Rizvi ve ark., 2024). Bu
antihistaminiklerin yan etkileri (antikolinerjik etki gibi) oldukca diisiiktiir. Bu nedenle en
yaygin kullanilan siniftir. Histamin H1 reseptorlerine baglanirlar ve nitrik oksit Gretimini
inhibe ederler. Terapotik dozlarda giivenli bir ilagtir. Tolere edilen maksimum doz glinde
3 mg/kg'dir (Venugopal ve ark., 2014; Knox ve ark., 2024). Bazi diger H1 antagonistlerine
gore uyusukluk yaratmaya daha az egilimli ve giindiiz kullanim1 i¢in daha uygun bir
ilagtir. Olumsuz etkilerin ¢ogu antimuskarinik etkisinden kaynaklanmaktadir. Sinirli yan
etkileri arasinda haliisinasyonlar, heyecan, atetoz, ataksi, koordinasyon bozuklugu ve
konviilsiyonlar1, gdzbebeklerinin genislemesi, yliz kizarmasi, siniis tagsikardisi, idrar

retansiyonu, agiz kurulugu ve ates yer almaktadir (Venugopal ve ark., 2014).
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Sekil 2.4. Feniramin Maleatin Kimyasal Yapist: Kimyasal formili C 16 H 20 N »,
R=H Feniramin Hidrojen Maleat (Feniramin maleat),

R=CI Klorfeniramin Maleat

R=Br Bromfeniramin Maleat

Feniramin hidrojen maleat (FHM) kimyasal yapis1 nedeniyle kismen amfifilik 6zellikler
gosterebilir (Venugopal ve ark., 2014; Kim ve ark., 2023).Feniramin, bir etanolamin
tirevidir ve organik bir bilesiktir. Amfifilik Bilesikler, hidrofilik (su seven) ve hidrofobik
(su sevmeyen) kisimlara sahip molekiillerdir. Bu tiir bilesikler su ve yag fazlar1 arasinda
yerleserek ylzey aktif 6zellikler gosterir. Feniraminin molekiiler yapisinda hidrofilik
gruplar (6rnegin, amin grubu) ve hidrofobik aromatik halkalar bulunur (Venugopal ve
ark., 2014; Kim ve ark., 2023; Knox ve ark., 2024).Sekil 2.4. de FHM nin ¢ boyutlu
yapist goriilmektedir (Kim ve ark., 2023). Katyonik amfifilik bilesiklerin kanser
tedavisinde lizozomal hiicre 6limune sebep oldugu icin etkili olabilecegini gosteren

calismalar mevcuttur (Kallunki ve ark., 2013; Sukhai ve ark., 2013).
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2.8. Feniramin Hidrojen Maleat ve Tla¢ Yeniden Konumlandirma

Feniramin hidrojen maleat daha 6nceki boliimlerde de bahsedildigi gibi yani molekuler
yapisinda hidrofilik gruplar (6rnegin, amin grubu) ve hidrofobik aromatik halkalar
bulundugu i¢in (Venugopal ve ark., 2014; Kim ve ark., 2023; Knox ve ark., 2024)
amfifilik 6zellik gosterebilir (Venugopal ve ark., 2014; Kim ve ark., 2023). Buna ragmen
FHM, daha once ilag yeniden konumlandirma kapsamimda higbir ¢alismada
kullanilmamustir ancak,klorfeniramin maleat insan meme kanseri, kolon kanseri ve gogiis
kanseri hiicre hatlarinda ¢alisilmis ve sitotoksik etkileri gosterilmistir (Medina ve ark.,
1995; Gomez-Fabre ve ark., 1997). Klorfeniramin maleat ile feniramin hidrojen maleat
ile arasindaki fark kimyasal yapisindaki degisken grupta hidrojen yerine Kklor
bulunmasidir, bagka bir deyisle feniraminin klorlanmis tiirevi olup, daha gii¢lii bir H1
reseptdr antagonistidir. (Sekil 2.1). (Jancinova ve ark., 1995; Medina ve ark., 1995;
Gomez-Fabre ve ark., 1997; Kim ve ark., 2023; Rizvi ve ark., 2024). Klorfeniramin meme
kanseri huicrelerinde belirgin sitotoksik etkilere yol agmustir. Bu etkiler, hiicre canliliginda
azalma ve apoptoz (programlanmis hiicre 6liimii) oranlarinda artis olarak gézlemlenmistir
(Gomez-Fabre ve ark., 1997). Klorfeniramin, ornitin dekarboksilaz sentezini inhibe
ederek insan meme kanseri hiicre hatlarinda hiicre proliferasyonunu azaltma potansiyeline
sahip bir ajan olarak degerlendirilmistir. Bu sonuglar, klorfeniraminin meme kanseri
tedavisinde kullanilabilecek potansiyel bir terapotik ajan oldugunu gostermektedir.
(Medina ve ark., 1995; Gomez-Fabre ve ark., 1997). Klorfeniramin, geleneksel
kullanimlarinin 6tesinde ¢esitli yeni klinik uygulamalara sahip potansiyel bir ilagtir.
Yeniden ilag konumlandirma kapsaminda parkinson hastalig1 tedavisinde kullanilmak
tizere arastirilmus, iyi bilinen antikolinerjik 6zelliklerine dayanarak, bu antihistaminin
kullaniminin, 6zellikle titreme en belirgin semptom oldugunda, erken evrelerinde bile
faydali olabilecegi sonucuna varilmistir (Karamanakos ve ark., 2008). Kanser, norolojik
bozukluklar, inflamatuar ve otoimmiin hastaliklar, psikiyatrik durumlar gibi genis bir
yelpazede potansiyel faydalari bulunan klorfeniraminin ve benzer sekilde bromfeniramin
ve feniramin hidrojen maleatin da bu alanlardaki etkinliginin ve giivenliginin daha fazla
in vitro, in siliko ¢aligmalar ve klinik arastirmalar ile dogrulanmasi gerekmektedir
(Jancinova ve ark., 1995; Medina ve ark., 1995; Gomez-Fabre ve ark., 1997; Rizvi ve ark.,
2024).
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2.9. DrugCentral 2023

DrugCentral, aktif farmasotik bilesenler (API'ler), bilesenlere ait genel bilgiler,
biyoaktivite profilleri, ilacin etki mekanizmasi (MoA), farmakolojik etki, farmasotik
tiriinler ve endikasyonlarla ilgili bilgilerin birlestirilmesiyle gelistirilen farmasotik bir veri
bankasidir. Verilerin ¢ogunlugu, literatiiriin ve ila¢ etiketi bilgilerinin manuel olarak
derlenmesiyle birlikte ¢evrimi¢i kamu kaynaklarindan toplanip bir araya getirilir(Ursu ve

ark., 2017). https://drugcentral.org adresinden erisilebilen DrugCentral, a¢ik erisimli bir

cevrimici ilac veri bankasidir. Ilag kesfini, gelistirilmesini ve yeniden
konumlandirilmasini desteklemek i¢in yapisal, fizikokimyasal ve farmakolojik ayrintilari
iceren 4950'den fazla ilaci kapsar. Platform yaklasik 20.000 biyoaktivite verisSi
icermektedir (Halip ve ark., 2023). DrugCentral, FDA ve diger diizenleyici kurumlar
tarafindan onaylanan aktif farmasotik bilesenlere iliskin yapiyl, biyoaktiviteyi,
diizenleyici, farmakolojik eylemleri ve endikasyonlar1 entegre eder. Yeni ilag onaylar1 i¢in
diizenleyici kurumlarin izlenmesi de, kaynagmn giincel olmasini saglar. DrugCentral, aktif
bilesenlere iligkin igerigi farmasdtik formiilasyonlar, indeksleme ilaglar1 ve ilag etiketi ek
aciklamalariyla birlestirir ve diger ¢evrimici kaynaklarla tamamlayiciligi, dis kaynaklara
capraz referans verilmesiyle kolaylastirilir. Molekiler diizeyde ise DrugCentral, ilac-
hedef etkilesimleri ile farmakolojik etki ve endikasyonlar arasinda koprii kurar.
Ilaglarm benzerlikleri Drug Central2023 web serverda yer alan L1000 gen profil

benzerlik analizi ile belirlenir (Sekil 2.5).

§ DrugCentral 2023 ¥

Search Structure @ S E A Smart API Redial About Download L1000

Drugs
pharmaceuticals
pheniramine maleate Q

Similarity SMILES Example: OO

Featured News
Drugcentral 2023 NAR Article

Sekil 2.5. DrugCentral Giris Sayfasi
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2.10. Molekuler Docking (Kenetlenme)

Molekiiler Yerlestirme, son yillarda in-silico ilag gelistirmenin énemli bir aract haline
gelmistir. Bu teknik, kiigiik bir molekiil ile bir protein arasindaki etkilesimin atomik
diizeyde etkilesiminin tahmin edilmesine dayanir (Sahoo ve ark., 2022). Bu nedenle
yontem, arastrrmacilarin nutrasotikler gibi kiiciik molekiillerin bir hedef proteinin
baglanma bolgesindeki davranislarini incelemelerine ve bu etkilesimin altinda yatan temel
biyokimyasal ve molekdler siirecleri anlamalarina olanak tanir (Meng ve ark., 2011).
Molekiiler docking proteinlerin {i¢c boyutlu yapisi ile ligantlarin kimyasal yapilarmi
kullanir.Proteinlerin li¢ boyutlu yapilari, X-i15m1 kristalografisi, Niikleer Manyetik
Rezonans Spektroskopisi veya Kriyo-Elektron Mikroskopisi gibi deneysel tekniklerle
yada alphafold gibi bilgisayarli modelleme verileri ile elde edilebilir (Smyth ve ark., 2000;
Sugiki ve ark., 2017; Nakane ve ark., 2020).

Molekiiler kenetlenme teknikleri i¢in hem ticari hem de {icretsiz ¢esitli hesaplama araglari
ve algoritmalar mevcuttur. Molekiler docking gliniimiizde ilag arastirmalarinda siklikla
kullanilmaktadir (Agu ve ark., 2023).

Molekuler docking, ligand-reseptér kompleksini bilgisayar tabanli yontemlerle tahmin
etmeyi amaglamaktadir. Kenetlenme siireci, ligandin 6rneklenmesi ve bir puanlama
fonksiyonunun kullanilmasmi iceren iki ana adim icerir. Ornekleme algoritmalari,
baglanma modlarii dikkate alarak, proteinin aktif bolgesi igindeki ligandin enerjetik
olarak en uygun konformasyonlarini belirlemeye yardimci olur. Elde edilen veriler daha
sonra bir puanlama fonksiyonu kullanilarak siralanir (Kitchen ve ark., 2004; Das ve ark.,
2020).

Arama algoritmalan

Arama algoritmasmin temel hedefi, ligand ile birlikte proteinin akla gelebilecek her
yoniinii ve konformasyonunu bulmaktir. Arama algoritmalar1 Sekil 2.6 ‘da gosterildigi

gibi smiflandirilir.
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Arama Carlo Algoritmasi

Genetik Algoritma

Sekil 2.6. Arama algoritma mekanizmalarmin siniflandirilmas: (Agu ve ark., 2023)

I. Sistematik veya dogrudan yéntem: Sistematik yontemlerin ¢ alt tiirii vardir;

Konformasyonel arama: Bu aramada, ligandin yapisal parametresinin torsiyonel

(dihedral), translasyonel ve rotasyonel serbestlik dereceleri kademeli olarak degistirilir.

Fragmentasyon: Bu aramada, molekiiler yerlestirme islemi sirasinda protein ve ligand
aralarinda olusabilecek baglar1 tespit edebilmek icin birden fazla parcaya ayrilarak
denenebilir veya parcalardan herbiri ayr1 ayr1 sabit tutularak sonraki pargalar bu ilk bagh

konumaeklenerek denemelere devam edilir.

Veri tabani Arama: Bu teknigi kullanarak, veri tabaninda kayitli olan her kiigiik
molekilinin farkli konformasyonlari ilehedef protein arasindaki etkilesimleri belirlemek

mumkundir (Sousa ve ark., 2006).

ii. Stokastik yontemler veya Rastgele yontemler: Stokastik yontemlerin tig alt tiirii vardir;

Monte Carlo: Bu yaklasim, ligandlarin reseptor baglanma bolgesine rastgele
yerlestirilmesini, puanlanmasmi ve ardindan yeni bir konfigiirasyon olusturulmasmi

icerir.

Genetik algoritma: Reseptorle ilgili konfigiirasyon ve konumun “gen” tarafindan
tanimlandig1 ve skorun “uygunluk” oldugu bir durus popiilasyonu ile baslar (Brooijmans
ve ark., 2003).
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Tabu arama: Ligandlarin konformasyonel uzayinin tek sefer degerlendirilmesi ile yeni bir

konfigilirasyonun arastirilmasini kolaylastiran bir arama yontemidir (Agu ve ark., 2023).

Puanlama fonksiyonlari

Sanal tarama uygulanarak, ligandlar protein baglanma afinitelerine gore
degerlendirilir.Bu yontemde reseptor (protein) ile ilgili olarak hangi ligand yapisinin ve
rotasyonunun en avantajli baglanmaya sahip oldugunun degerlendirilmesine yardimci
olur. Sekil 2.7" de semazite edildigi gibi, dOrt ana grup puanlama fonksiyonunu
olusturmaktadir. (Das ve ark., 2020).

Puanlama Fonksiyonu

Sekil 2.7 Puanlama fonksiyon mekanizmalarmin siniflandirilmasi (Agu ve ark., 2023).

i. Kuvvet alani tabanli: Bu yontemin en 6nemli avantaji, baglanma afinitesini belirlemek
icin van der Waals kuvvetleri, hidrojen bagi ve Columbic elektrostatik etkilesimlerin yani
sira olas1 baglarin agilar1 ve burulma sapmalari da dahil olmak tizere hesaplamalara bag

dis1 etkilesimlerin katkisini da eklemesidir (Taylor ve ark., 2000).

ii. Ampirik iglev: Bu yontemde, baglanma afiniteleri bilinen fonksiyonel gruplar ve

protein-ligand kompleksleri kullanilarak hazirlanmis bir dizi kompleks yapmnin dogrusal
niiks analizi kullanilir (Li Y. ve ark., 2013).
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iii. Bilgi tabanli: Karmasik yapilardan olusan bir etkilesimi istatistiksel olarak

degerlendirerek, elementleri, atomlar1 ve fonksiyonel gruplari ayrma imkani saglar

(Voruganti ve ark., 2018) .

iv. Konsensus: Temel olarak, birden fazla degerlendirme yontemiyle elde edilen verileri
birlestirir (Das ve ark., 2020).

Yukarida verilen bilgiler 15181nda, tez kapsaminda antihistaminik bir ilag olan ve yaygin
kullanilan Feniramin hidrojen maleatin ila¢ yeniden konumlandirma c¢alismalari
kapsaminda, kanser tedavisinde kullanim potansiyelinin belirlenmesi amag¢lanmistir.Bu
baglamda, oncelikle, FHM’nin DrugCentral L1000 gen profil benzerlik analizi
kullanilarak hangi ilaclara benzedigi tespit edilmis ve bu ilaglar listelenmistir. Daha sonra
olusturulan listelerden hangilerinin kanser tedavisinde kullanildig1 belirlenmis ve ayr1 bir

liste olarak sunulmustur.

Kanser tedavisinde kullanilan ilaglara benzerlikleri olan FHM’nin olasi anti-kanser
etkileri Insan Akciger kanseri hiicre hatti A549 {izerinde in vitro olarak
degerlendirilmistir. In vitro deneylerde gozlenen hiicre 6lumii apoptoz igsel yolak
tizerinden arastirtlmis, FHM nin apoptoz dissal yolak tizerine olasi etkisi ise in siliko

olarak degerlendirilmistir.
2.11. Apoptozis

Normal fizyolojik sartlarda, hasarli veya yash hiicreler apoptoz olarak adlandirilan ve
genetik olarak diizenlenen bir hiicre 6liim programiyla kendi kendilerini ldiiriir. Apoptoz
bir cok fizyolojik ve patolojik sirecte rol oynar (Pistritto ve ark., 2016). Apoptozis,
genotoksik stres gibi hicre icinden gelen sinyaller veya ligandlarin hiicre yiizeyi 6liim

reseptorlerine baglanmasi gibi digsal sinyaller tarafindan tetiklenebilir (Wong, 2011).

Genel olarak, apoptozda li¢ ana tipte biyokimyasal degisiklik gozlemlenebilir (\Wong,
2011):

1) Kaspazlarin aktivasyonu,

2) DNA ve protein par¢alanmasi
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3) Membran degisiklikleri ve fagositik hiicreler tarafindan taninma.

Apoptozis kaspazlar ad1 verilen sistein proteaz ailesine ait bir grup enzimin aktivasyonu
ile gergeklesir. Aktiflestirilmis kaspazlar birgok hayati hiicresel proteini keser. Ayrica
niikleer DNA'y1 daha da pargalayan DNAaz1 da aktive ederler (Lavrik ve ark., 2005).
Kaspazlar hem baslatici hem de infazci olduklar1 i¢in apoptozis mekanizmasinin
merkezinde yer alirlar. Kaspazlarin aktive edilebilecegi en yaygin olarak bilinen iKi
baslatma yolu, apoptozisin i¢sel (veya mitokondriyal) ve digsal (veya Olim reseptorii)
yollaridir (Sekil 2.8). Daha az bilinen ii¢iincii bir baslatma yolu, i¢csel endoplazmik
retikulum yoludur (Li J. ve ark., 2008; Wong, 2011). Bunlarin disinda DNA hasar1
iizerine p53 ile aktive olan kaspaz 2 bagiml yolak, kaspazin dogrudan aktivasyonu ile
granzim-B yolagi ve DNA fragmantasyonu ile baslayan granzim-A yolagi ile de apoptoz
gerceklesebilir(Grilo ve ark., 2019). Hem baslatic1 (kaspaz-2, -8, -9 ve -10 apoptotik yolun
baglangicindan sorumludur) hem de cellat kaspazlar (kaspaz-3, -6 ve -7) olarak
adlandirilan kaspazlar apoptozis mekanizmasinin merkezinde yer alirlar (Thornberry ve
ark., 1998). Inaktif proteinler (zimogenler veya pro-kaspazlar) olarak uretildikten sonra,
baslatic1 kaspazlar, spesifik adaptér molekiilleriyle etkilesimleri sonucu aktive olurlar
(Nicholson, 1999). Baslatic1 kaspazlar, cellat kaspazlar1 (kaspaz-3, kaspaz-6 ve kaspaz-
7) aktive eder. Bu aktif kaspazlar, hiicre i¢indeki ¢ok sayida hedef proteini parcalayan ve
apoptoz surecini yuriten enzimlerdir. Kaspaz kaskadi olarak adlandirilan bu sirecte
hlicresel homeostazi ve organizmalardaki doku biitiinliigii korunarak hasarli veya gereksiz
hiicreler kontrollii bir sekilde ortadan kaldirilir. Herhangi bir aksama veya kontrolsiiz
aktivasyon, cesitli hastaliklarin (6rnegin, kanser veya otoimmiin hastaliklar) gelisimine

yol acabilir. (Degterev ve ark., 2003)
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Sekil 2.8.. igsel (mitokondriyal) ve dissal (Oliim reseptorleri yolag1) apoptotik yolaklar (Celepli ve ark.,
2020).

I¢sel (veya mitokondriyal) yolak

Apoptozisin i¢sel yolu (intrinsik yol), hiicre i¢inde meydana gelen stres, DNA hasari,
oksidatif stres gibi faktorlere yanit olarak tetiklenen ve mitokondriler araciligiyla
yiiriitiilen programlanmis hiicre 6liimii mekanizmasidir. Bu yol, hicre igindeki olaylara
bagl olarak baslar ve mitokondrilerin merkezi rol oynadig: siirecler igerir. Iyonlastiric
radyasyonun neden oldugu genotoksik hasar, mitokondriyal hasar, endoplazmik retikulum
stresi, asir1 mutajenik stimiilasyon, onkojene bagl hiicre 6liimii gibi sebepler ile icsel
yolak aktive olur (Singh ve ark., 2019). BCL-2 ailesi hem proapoptotik hem de
antiapoptotik fonksiyonlara sahiptir ve i¢sel yolaktaki diizenleyici proteinlerdir. Bugline
kadar 25 BCL-2 iiyesi belirlenmistir (Cimmino ve ark., 2005). Her bir BCL-2 proteini
homoloji alanlar1 (BH1, BH2, BH3 ve BH4) ve alfa sarmalini igerir. Apoptozisten temel
sorumlu BCL-2 ailesi Uyeleri spesifik BH3 alani igerir (Shamas-Din ve ark., 2013). Bu
BCL-2 (yesi proteinleri dogrudan mitokondriyal BAX (BCL-2 protein ailesi apoptozisi
indlkleyen BCL-2 iliskili X apoptoz regiilatorii) ve/ veya BAK (BCL-2 antagonist katili)
ile etkilesime girerek yapisal degisikliklere neden olurlar. Bu proteinlerin varligi
mitokondriyal dis zar gecirgenligi (mitochondrial outer membrane permeabilization
(MOMP)) icin gereklidir (Kale ve ark., 2018). Proapoptotik efektor proteinler olan BAX
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ve BAD (BCL-2 ile iliskili hiicre 6liim proteini agonisti) proteinleri eksprese olur ve Apaf-
1 (Apoptotik peptidaz aktive edici faktor 1 (Apoptotic protease activating factor 1))
molekiiliine baglanir. Hiicrede internal hasar oldugunda Apaf-1 serbestlesir ve
mitokondriyal dig zar gegirgenligi (MOMP) artar. MOMP’m artmasi ile sitokrom C
sitozole salinir ve Apaf-1 ile kaspaz-9 molekiiliine baglanir. Sitokrom C, Apaf-1, kaspaz-
9 ve ATP’den olusan komplekse apoptozom denilir. Apoptozom’un olugmasi ile birlikte
kaspaz kaskad1 baslatilmis olur (Pefia-Blanco ve ark., 2018) icsel yolak, 6zellikle hasar
goren veya anormal hucrelerin eliminasyonunda rol oynar ve bu yolakta meydana
gelebilecek aksakliklar, cesitli hastaliklara yol acabilir, Ornegin kanser veya

norodejeneratif hastaliklar.
Dissal (veya oliim reseptorii) yolagi

Apoptozisin digsal yolak (ekstrinsik yol) mekanizmasi, hiicre dis1 sinyallerle baslatilan ve
hiicre ylizeyinde bulunan "6liim reseptorleri" araciligiyla tetiklenen bir apoptoz yoludur.
Bu yolak, hiicrenin digsaridan gelen 6liim sinyallerine yanit olarak kontrollii bir sekilde
yok olmasini saglar. Digsal yolak, hiicre yiizeyindeki 6liim reseptorlerinin (6rnegin, Fas
reseptorii veya TNF (Tumor Nekroz Faktor) reseptord) ligandlar tarafindan
baglanmasiyla baglar(Elmore, 2007). Bu reseptorler, genellikle bagisiklik sistemi
hicrelerinden gelen sinyaller yoluyla aktif hale gelir. Fas ve timoér nekroz faktoér (tumor
necrosis factor (TNF)) reseptorii integral proteinlerdir. Olum reseptorlerinin aktive
edilmesiyle birlikte, hicre ici bdlgedeki proteinler toplanarak DISC (Death-Inducing
Signaling Complex) adi verilen bir kompleks olusur. DISC, baglatic1 kaspaz-8 veya
kaspaz-10'u baglayarak aktif hale getirir. DISC kompleksinde kaspaz-8 veya kaspaz-10'un
aktiflesmesi, bu baslatic1 kaspazlarin cellat kaspazlar1 (kaspaz-3, kaspaz-6, kaspaz-7)
aktive etmesine yol acar. Aktive olmus bu kaspazlar, hiicredeki proteinleri parcalayarak
hiicresel yapinin kontrollii bir sekilde bozulmasina ve apoptoz yoluyla hiicre 6liimiine
neden olur. Digsal yolak genellikle immiin sistem hiicreleri tarafindan enfekte olmus veya
hasarli hiicrelerin ortadan kaldirilmasi i¢in kullanilir(Harmon ve ark., 1997; Elmore, 2007;
Pistritto ve ark., 2016). Bu yolakta herhangi bir bozulma, asir1 hiicre 6liimii (otoimmiin

hastaliklar) veya kanser gibi sorunlara yol agabilir.
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Kanser hiicrelerinde apoptotik hiicre 6liim mekanizmasinda diizensizlik mevcuttur.
Apoptozis mekanizmasindaki bu degisiklikler yalnizca tiimor gelisimi ve ilerlemesinden
degil, ayn1 zamanda tiimoriin tedavilere direncinden de sorumludur. Klinik onkolojide su
anda kullanilan ¢ogu antikanser ilac, kanser hiicresi ¢ liimiinii tetiklemek i¢cin bozulmamis
apoptotik sinyal yollarini kullanir. Bu nedenle, 6liim yollarindaki kusurlar ila¢ direncine
neden olabilir ve bu da tedavilerin etkinligini sinirlar (Hanahan ve ark., 2011; Wong,
2011; Pistritto ve ark., 2016). Bu nedenle, apoptotik hiicre 6liimii sinyal yollarinin daha

1y1 anlasilmasi1 kanser tedavisinin etkinligini artirabilir.

Calismamizda FHM nin i¢sel yolak tizerine olas1 etkisi apoptozda anahtar rol oynayan
kaspazlardan biri olan Kaspaz-7 miktarma in vitro yontemler ile bakilarak
degerlendirilmistir. Kaspaz seviyesinde gozlenen artis, Feniramin Hidrojen Maleatin

A549 hiicrelerini apoptoz yolu ile dldiirdiigiini gostermektedir.

FHM’nim apoptoz digsal yolak {izerine olasi etkisi ise in siliko yontemlerle incelenmistir.
Apoptoz dissal yolaginda yer alan Fas ligand reseptorii ve feniramin hidrojen maleat
arasindaki olasi ekilesim BIOVIA Discovery Studio Visualizer programinda analiz

edilerek in siliko olarak degerlendirilmistir.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1 IN SILIKO YONTEMLER

3.1.1. Tlac yeniden konumlandirma kapsaminda Drug Central2023.0rg web server

analizleri:

Feniramin hidrojen maleatin diger kemoterdpatiklere benzerlikleri Drug Central 2023 web
serverda yer alan L1000 gen profil benzerlik analizi ile belirlenmistir. DrugCentral.org,
ilaclar ve etkilesimleri hakkinda kapsamli bilgi saglayan g¢evrimigi bir kaynaktir.

Feniramin Maleatin ilaglara ne kadar benzedigini tahmin etmek i¢in RMSD (Root Mean

Square Deviation) degeri 1’in altinda) olup olmadigina bakilmustir. Ilag yeniden
konumlandirma kapsaminda ila¢ benzerliklerinin tespitinde sik¢a kullanilan RMSD
degerinin 1’in altinda olmas1 gerekmektedir. Bu sekilde RMSD degeri 1’in altinda olan
ilaglar yer aldig1 tablolar olusturularak FHM’ nin hangi ilaglara benzer oldugu ve bu

ilaglarin hangi hastaliklar i¢in kullaildigina dair bilgiler elde edilmistir.
DrugCentral.org web sitesinde tarama:

Server Uzerinde arama sekmesi kullanarak FHM’nin kimyasal yapiya ve/veya hedefe gére
taramas1 yapilmistir. Feniramin maleat igin potansiyel ilag-hedef etkilesim veri tabani
kullanilmis olup, potansiyel ilag etkilesimlerini degerlendirmek i¢in de ilag-ilag etkilesim
boliimiinden yararlanilmistir. Bu analizde ilacin benzerlik degerini belirlemek i¢in RMSD
(Root Mean Square Deviation) degerleri kullanilmigtir. RMSD degeri 1’in altinda olan

ilaclar ve bunlarm arasindan antikanser ilaglar belirlenmis ve tablolar hazirlanmistir

3.1.2.Fas Ligand Reseptdr ve Feniramin maleat arasindaki etkilesimin molekiiler

docking yontemi ile belirlenmesi
Ligand Yapisinin Hazirlanmasi

Tez projesi kapsaminda etkisi arastirilacak olan feniramin maleat’m molekiil yapisina

PubChem’den erisim saglandi.
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Reseptor Proteinin Molekiiler Docking I¢cin Hazirlanmasi

FHM ile olas1 etkilesimi arastirilacak olan reseptor proteininin (Fas ligand reseptorii)

molekiiler yapis1 Protein Data Bank veritabanindan elde edildi .
FHM/ Fas Ligand Reseptor Molekiiler Docking Calismasi

Apoptoz digsal yolaginda yer alan Fas ligand reseptort ve feniramin hidrojen maleat
arasindaki olasi ekilesim AutoDock Vina yazilimi kullanilarak belirlendi. Elde edilen
veriler arasinda en 1yi baglanma pozisyonu baglanma afinitesi (kcal/mol)’ne gore segilip
kaydedildi. Fas ligand reseptori ve feniramin hidrojen maleat arasindaki etkilesim

BIOVIA Discovery Studio Visualizer programinda analiz edilip gorsellestirildi.
3.2. IN VITRO CALISMALAR
3.2.1. Hucre kultari ¢calismalar

Tez ¢alismasinda kullanilan Insan KHDAK Akciger Kanseri Hiicre hatt1 A549 hiicreleri
satin almmustir (ATCC CCL-185). Hiicreler teslim alindiktan hemen sonra, , DMEM
(ATCC Kat No: 30-2002), (%10 FBS, Fetal Bovine Serum, Kat no:10270106 1000ml
LIFE TECH) ve %1 antibiyotik (Kat no:G-400-10 Gentamisin 5gr GOLDBIOQ)) besiyeri
iceren petri kaplarma agilarak %5 CO02 ve 37 °C’ de inkiibe edildi. Hiicreler yeterince

pasajlanip stoklar1 alind1 ve stoklar -86 °C derin dondurucuda saklanda.
3.2.2. Besiyerlerinin Hazirlanmasi
%10’luk FBS iceren DMEM besiyerinin hazirlanmasi

%10°luk FBS igeren DMEM besiyeri hazirlamak i¢in 500 mL’lik besiyeri i¢erisine 50 mL
FBS (Fetal Sigir Serum), 5 mL esansiyel olmayan amino asit soltisyonu (Kat no: 11140-
050 Non Essential Amino Acids Solution (100X) LIFE TECH), 2,5 mL sodyum piriivat
(11360-070 Sodium Pyruvate (100 mM) LIFE TECH) ve 1 mL antibiyotik ¢ozeltisi ilave
edilerek iyice karigtirildi. Hazirlanan besiyerlerinin agz1 parafilmle sarilarak tarih atilarak
kullanilincaya kadar +4°C’ye kaldirildi. Hicrelerle muamele edilmeden once her

kullanimda besiyerleri 37 °C’de 1sitild1.
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%1’lik FBS iceren DMEM besiyerinin hazirlanmasi

%1°lik FBS iceren DMEM besiyeri hazirlamak i¢in 500 mL’lik besiyeri icerisine 5 mL
FBS (Fetal Sigir Serum), 5 mL esansiyel olmayan amino asit solisyonu, 2,5 mL sodyum
piruvat ve 1 mL antibiyotik ¢ozeltisi ilave edilerek iyice karistirildi. Hazirlanan
besiyerlerinin agz1 parafilmle sarilarak tarih atilip kullanilincaya kadar +4°C’ye kaldirild.

Hiicrelerle muamele edilmeden 6nce her kullanimda besiyerleri 37 °C’de 1sitildi.
Dondurma besiyerinin hazirlanmasi

Dondurma besiyeri i¢in 95 mL FBS’nin i¢ine 5 mL DMSO (Dimetil stilfoksit, Kat no: sc-
358801 SANTACRUZ) sivisi eklenerek karistirildi ve +4°C’de muhataza edildi.

3.2.3. Feniramin Maleatin Hazirlanmasi

FHM, ticari olarak satin alind1 (AVIL ampul IM/IV 45.5 mg/2 ml.Firma:Sandoz, ATC
Kodu: RO6ABO05) Enjeksiyonluk formda satista olan bu iiriin etken madde olarak
Feniramin Hidrojen Maleat (45,5 mg/2ml) ve steril su icermektedir. Bu nedenle,
deneylerde her hangi bir ¢oziici kontrol kullanilmadi. Feniramin maleatin dozlari
literatiire gore belirlenerek hazirland1 ilacin, besiyerindeki proteinlerle etkilesimini en aza
indirebilmek i¢in %1 serum igeren besi yerinde, en yiiksek dozu 100 pg/mL olacak
sekilde, her seferinde 2 kez seyreltme yapilarak seri diliisyon halinde 100, 50, 25, 12.5,
6.25 pg/ml olacak sekilde hazirlandi ve hemen hiicrelere uygulandi. Ayrica FHM 10, 1 ve
0.1 pg/ml olacak sekilde 10 kat sulandirilarak da hazirlandi ve hiicrelere uygulandi.

Bdylece feniramin maleat 8 farkli konsantrasyonda hiicrelere uygulanmis oldu.
3.2.4. Hiicrelerin Deneyler I¢in Béliinmesi
Hucrelerin tripsinasyonu

En az %70 confluence olan petrilerdeki tim besiyeri pipetorle cekilerek
uzaklastirildi. Hiicrelerin tizerine %0,25 tripsin, %0,03 EDTA (Kat n0:25200056 Trypsin
0.25% EDTA Life Tech) karisimindan 2 mL eklendi ve inkiibatorde yaklagik 5dk inkiibe
edildi Mikroskop ile kontrol edilerek tiim hiicrelerin kalkmalar1 beklendi. Kalkan hiicreler

%10’luk FBS iceren DMEM besiyeri ile falkon tiiplere alindi ve 1000 rpm’de 5 dakika
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santrifiij ile ¢okmesi saglandi. Santrifiij sonrasi list kisimdaki stipernatant atildi. Falkon

tupundn dibinde kalan hiicre peleti ile ¢aligmalara devam edildi.
Hucrelerin proliferasyon deneyleri i¢in 96-Kuyucuklu Plate’lere boliinmesi

Bir onceki basamaktan elde edilen falkon tiplnun dibindeki hicrelerin Uzerine 10 mL
%10’luk FBS iceren DMEM besiyeri eklenerek iyice karistirildi. Karistirma iglemi sonrast
100 pL almarak ependorf tiipiin i¢erisine 900 puL %10’luk DMEM besiyeri koyularak 10
kat sulandirildi. Sulandirma sonras1 6rnek Thoma laminda sayildi. Dort tane 16 karenin
bulundugu Thoma laminda alanlardaki hiicrelerin sayisinin ortalamasi alindi. Bu ortalama
deger sulandirma katsayis1 ve 10% ile carpilarak mL’deki hiicre sayis1 elde edildi. Hiicreler
96 kuyucuklu plaklara her kuyucuk basma 5x10% hiicre olacak sekilde bdliindii. Thoma
laminda sayim sonucu A X SF x 10.000 formilu ile elde edildi. Burada A = 16 blyuk
karede sayilan huicre adedi (16 karenin ortalamasi), SF ise seyreltme faktoriddr. 10.000
ise 0,1 mm3' deki sayim sonucunu 1 ml' deki sayiya doniistiirmek ve standart sonug elde

etmek i¢in kullanilan bir degismezdir (1 mi=1 cc=1 cm3 = 10,000 X 0,1 mml).
3.2.5. ilacin Béliinen Hiicrelere Uygulanmasi

5.000 hiicre/kuyucuk olacak sekilde 96 kuyucuklu steril plaklara bdlinen hicreler,
yapismalari igin 24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi sonunda hiicrelerin besiyerleri
¢ekilerek her bir kuyucuga farkli konsantrasyonlardaki (100, 50, 25, 12.5, 6.25, 10, 1,
0.1pg/ml) FHM  100ul/kuyucuk olacak sekilde uygulandi. Konsantrasyon
hesaplamalarinda M1xV1=M2xV2 formiilii kullanildi. M1: Ilacin ana stok konsatrasyonu,
V1: Ilacin ana stogundan almacak hacim miktari, M2: ilacin istenilen konsantrasyonu,

V2: Uygulanacak toplam ilag hacmi.

3.26. MTT (Metiltiazol Difenil Tetrazolyum) Testi ile Hiicre Canhhiginin

Degerlendirilmesi

[lacin kanser hiicrelerinin proliferasyonu iizerine etkisi olup olmadigit MTT (Kat no:PR-
G3580 Promega celltiter 96 aqueous one solutioncell profileration Kit) yontemi ile
belirlendi. MTT nin canli hiicreler igerisine girmesiyle boyanin indirgenmesi sonucu mor

renkli formazan tuzlar1 meydana gelir ve bu sayede kolorimetrik 6l¢timlerle hiicre canliligi
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belirlenmektedir. Metabolik aktivitenin dlglimiine dayali hiicre proliferasyon testlerinde
yaygin olarak MTT gibi tetrazolyum tuzlar1 kullanilmaktadir. Temel olarak proliferasyona
ugrayan hiicrelerin artan siiksinat dehidrojenaz enzim aktivitesi ile tetrazolyumu
kullanarak formazan (mor) boya iiretmesi sonucu goriilen renk degisiminin absorbans

olarak ELISA okuyucu ya da spektrofotometre ile 6l¢iilmesine dayalidir.

Ilag uygulamasmin hemen arkasindan, baslangictaki hiicre sayisin1 belirlemek icin
baslangic zaman1 (Time Zero (T0)) okumasi yapildi. Bunun i¢in TO olarak belirlenen
kuyucuklara MTT uygulandi. 4 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda kuyucuklarin igindeki
tum besiyerleri pipet ile uzaklastirilip, her kuyucuga 100 pl DMSO eklenerek 5 dakika
karanlikta bekletildi. 96 kuyucuklu plaka ELISA okuyucu ile 373 nm dalga boyunda
okundu., Deneyler ii¢ tekrarli olacak sekilde yapildi.

Bu okumanin ardindan hiicreler 24, 48 ve 72 saatlik periyotlarda inkiibe edildi. Her bir
inkiibasyon siiresi sonunda deneyler TO okumasindaki gibi sonlandirildi. Her biri kendi
icinde 8 tekrarli olmak iizere birbirinden bagimsiz 3 farkli deney seti c¢alisild.
Kombinasyon deneyleri i¢in de her biri kendi iginde 8 tekrarli olmak iizere birbirinden

bagimsiz 2 farkli deney seti ¢aligildi.

Bu deney sonuglar1 GraphPad 8.0 istatistik programinda tek yonli ANOVA Testi ve
Dunnett Testi ile degerlendirilip, kontrol grubu (ilag uygulanmamis grup) ile
karsilagtirilarak yorumlandi. 1Cso degeri GraphPad 8.0 istatistik programinda nonlineer

regresyon analizi ile belirlendi.

Doz taramalar1 sonrasinda ICsg dozu belirlendi. 1Cso, % ICso ve 2xICso dozlarinda
feniramin maleat ve pozitif kontrol olarak da 5-fluorourasil 5-FU (1.3 mg/ml) A-549
hiicrelerine uygulandi. Ayrica belirlenmis bu ICso dozlar1 SFU ile kombine olarak da

uygulandu.
3.2.7. Koloni olusumu deneyi

Uygulanan ilaglarin, hiicreler iizerindeki metastatik etkisinin ve hiicreler tek basina
birakildigindaki davramiglarini belirlemek i¢in koloni olusum deneyi yapildi. Her

kuyucukta 2ml ortam igerisine 2000 hiicre/kuyucuk olacak sekilde 6 kuyucuklu plakalara
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A549 hiicrelerinin ekimi yapilip, hiicrelerin yapismasi beklendi. MTT testi ile belirlenen
ICs0, %2 1Cs0 Ve 2xICso degerlerinde feniramin hidrojen maleat tek basmna ve her ii¢ doz
icin 5-fluorourasil (ICs01.3 mg/ml) ile kombine olarak ilaglar uygulandi ve inkiibasyona
birakildi. ve iki hafta boyunca hicrelerin blyimesi takip edildi. 14 glin sonunda huicreler
metanol asetik asit fiksatifi (3:1) ile 5 dakika siireyle fikse edildi. Hiicreler %0,5’lik kristal
viyole ile 20 dakika muamele edildikten sonra yikanip morfolojik goriintiileri elde edildi
ve resimlendi. Her birine 1 ml %10 asetik asit eklendi ve iyice karistirildi. Oda
sicakliginda 1 saat galkalayicida inkiibe edildi. 595nm Elisa okuyucuda okundu. Kontrol
olarak %10 asetik asit bos olarak okundu. Bu deney sonuglar1 GraphPad 8.0 istatistik
programinda tek yonlii ANOVA Testi ve Dunnett Testi ile degerlendirilip, kontrol grubu

(ilag uygulanmamis grup) ile karsilastirilarak yorumland: ve grafik haline getirildi.
3.2.8. Migrasyon deneyi

Uygulanan ilaglarin lateral hiicre gogii ve hiicre-hiicre etkilesimlerinin iizerine etkileri
migrasyon deneyi ile belirlendi. A549 hiicrelerinin her kuyucukta 5x10* hiicre olacak
sekilde 12 kuyucuklu plaklara ekimleri yapildi ve hiicrelerin yapismasi beklendi. Hiicreler
confluent olduktan sonra besi yerleri uzaklastirildi ve Gizerine PBS eklenerek, steril pipet
ucuyla yara olusturuldu. Yikama sonrast belirlenen I1Cso, %2 ICso ve 2xICso
konsantrasyonlarda FHM, 5-fluorourasil ve bunlarin kombinasyonlar1 uygulandi. 0, 24,
48. saatlerde hiicrelerin mikroskop goruntileri kaydedildi. ImageJ programinda analiz
edildi.

3.2.9. FHM’nin Kaspaz 7 Enzim Miktar1 Uzerine Etkisinin ELISA ve Western Blot

Yontemi ile Belirlenmesi
Eliza yontemi

Huicreler 12 well- plate’lere 5x10* hiicre/kuyucuk olacak sekilde béliiniip tizerine 1Cso, %2
ICso ve 2xICso konsantrasyonlarda feniramin hidrojen maleat, 5-fluorourasil ve bunlarin
kombinasyonlar1 uygulandi. 24 ve 48 saatlik inkiibasyon suresi sonunda deneyler
sonlandirildi, besi yerleri uzaklastirildi ve hiicreler liziz edildikten sonra Kit protokoliine

uygun sekilde ¢alisildi. Lizis protokoliine gore her bir inklibasyon stiresi sonunda kontrol
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ve ila¢ gruplarindaki hiicrelerin besi yerleri atildi. Tripsin ile muamele edilen hiicreler
ependorf tuplere aktarildi ve 20 dk boyunca 3000 RPM’de santrifiij edildi. Stpernatantlar
atildi ve hiicre peletleri ImL PBS ile ¢6zildi. Bu asamada hiicreler tekrarlayan
soguksicak dongiileri ile pargalandi. Hiicreler 5 dk buz igerisinde birakildi. Bu siirenin
sonunda 5dk oda sicakliginda bekletildi. Bu dongii 5 kez tekrarlandi. Huicreler tekrar 20
dk 3000 rpm’de santriftij edildi. Slpernatantlar ya hemen ¢alisildi ya da g¢alisilincaya
kadar -80°C ‘de saklandu.

FHM’nin hiicrelerdeki Kaspaz 7 enziminin miktar1 lizerine etkilerini belirlemek ig¢in
ELISA (Kat no: EK710398 Human Caspase 7(Casp-7)) kit kullanildi. Bu kit bir Enzim
Baglantili Immiinosorbent Testidir (ELISA). Kit icindeki ELISA plate, insan kaspaz 7'ye
Ozgii bir antikor ile 6nceden kaplanmistir. Kaspaz-7 testinin her biri igin standart

kuyucuklara 50 pl standart soliisyonundan eklendi.

Sollisyon biyotinlenmis antikor igerdiginden standart kuyucuga antikor eklenmedi. Ornek
kuyucuklarma 50 pl kontrol ve lizatlardan eklendi ve ardindan 10 ul insan Kaspaz-7
antikoru koyuldu. Bos kontrol kuyucugu harig¢ diger tim kuyucuklara 50 pl streptavidin-
HRP eklendi. Pipetaj yapildi. Uzeri kapatilarak, 37°C'de 60 dakika inkiibe edildi. Siire
sonunda yikama tamponuyla 5 kez yikandi. Her yikama i¢in kuyucuklara 300 pl yikama
tamponu koyuldu ve 1 dakika bekletildi. Plaka kurutucu kagit tizerinde kurulandi. Her bir
kuyucuga 50 ul substrat ¢ozeltisi A ve ardindan her bir kuyucuga 50 pl substrat ¢cozeltisi
B eklendi. Karanlikta 37°C'de 10 dakika inkiibe edildi. Siire sonunda her bir kuyucuga 50
pl durdurma soliisyonu koyularak mavi rengin sariya doniismesi gézlemlendi ve 10 dakika

icinde 450 nm'de mikroplaka okuyucu kullanarak analiz edildi.
Western Blot Yontemi
Hiicre lizat1 hazirlama:

Eliza test sonuglar1 dogrulamak ve gozlenen hiicre Sliimiiniin apoptoz kaynakli olup
olmadigini protein seviyesinde gostermek i¢in, kaspaz-7 protein miktar1 western blot
yontemi ile ¢alisiimistir. A549 hiicreleri 6 kuyucuklu plakalara her bir well basina 10°

hiicre olacak sekilde bolindl ve yapigsmalari igin 24 saat inkube edildi. Daha sonra 1Cso,
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Y 1Cso ve 2xICso  konsantrasyonlarda ilaglar uygulanarak 24 ve 48 saat inklbe edildi.
Kaspaz-7 enzim proteini sitoplazmik bir proteindir. Bu sebeple hucreler liziz tamponu
(Tris-HCI (20mM, pH: 7.5)) kullanilarak lizis edildi. inkiibasyon siireleri sonunda
besiyerleri uzaklastirildi ve kuyucuklara lizis tampon eklenerek hiicre kaziyici yardimiyla
kaldirilip ependorf tlplere alindi. Lizis tampon icerisindeki hicreler ultrasonik
homojenizator yardimi ile 9000 rpm’de 10 saniye sonifike edildikten sonra +4°C’de
12500 rpm hizda 25 dakika santrifiij edildi. Slipernatant kisimlar1 western blot analizinde
kullanild.

Orneklerdeki protein miktar tayini

Orneklerdeki protein miktar: bikinkoninik asit (Kat no:23225 Pierce BCA Protein Assay,
1000mL, Thermo Scientific) test Kiti ile belirlendi. Bu kitin icerisinde konsantrasyonu
bilinen BSA standart soliisyonu ve calisma soliisyonu bulunmaktadir. BSA standart
soliisyonlar1 2000, 1500, 1000, 750, 500, 250, 125 ug/ml olacak sekilde dilye edildi.
Standartlar ve ornekler; 24 saatlik; kontrol, 2X 1Cso, 1Cso, 1/2X ICso ve 48 saatlik; 1Cso,
1/2X 1Cs0 olmak tizere ELISA testinde anlamli bulunan konsantrasyonlar uygulandi.
Istatistiksel olarak anlamli olmayan 48 saat inkiibasyon siiresin grubunda kombine
kontrol, 1Cso ve 1/2X 1Cso konsantrasyonla da ayrica denenmistir.. Orneklerden 96
kuyucuklu plakalara iki tekrarli olmak tizere 25 ul eklendi. Daha sonra kuyucuklara
caligma soliisyonundan 200 ul koyulup, plate 37 °C’de 30 dakika inkiibasyona birakildi.
Daha sonra 562 nm dalga boyunda eliza okuyucuda okunup veriler grafik olarak

sunulmustur.
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Optik Dansite
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Sekil 3.1 Protein - Standart Grafigi

Dikey elektroforez jeli icin soliisyonlarin hazirlanmasi

a. Ayrisma jeli soliisyonu (1.5 M Tris pH: 8.8)
18.17 g Tris (T-095-1 Tris 1kg GOLDBIO) tartilip 40 ml distile suda ¢ozuldiikten
sonra pH’1 HCI ile 8.8’¢ ayarland1 ve son hacim 100 ml olacak sekilde distile su

eklendi.

b. Yikleme jeli solisyonu (0.5 M Tris pH: 6.8)
6.05 g Tris 60 ml distile suda ¢oziilerek pH’1 HCI ile 6.8 olacak sekilde ayarland1

ve disile su ile 100 ml’ye tamamlandi.

c. Akrilamid-Bisakrilamid sollisyonu
Kullanima hazir %30 akrilamid bisakrilamid (1610158 30% Acrylamide/Bis

Solution, BIORAD) sollisyonu ile ¢aligildu.

d. Sodyum Dodesil Sulfat (SDS %10)
10 g SDS (M817034.1000 SDS (Sodyum Dodesil Siilfat) MERCK)100 ml distile

suda ¢Ozuldu.
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e. Amonyum Persilfat (APS %10)
0.1 g APS (A3678-25G Ammonium Persulfate SIGMA)1 ml distile suda ¢6zlip,
200 pl kiguk ependorf tlplere alikotlanarak -20 °C’ye kaldirild1.

f. TEMED (N,N,N,N-Tetrametil Etilendiamin)
Akrilamid-bisakrilamid polimerizasyonu i¢in kullanima hazir soliisyon ile ¢alisildi

(1610801 TEMED (50 ml) BIORAD)
Ayrisma (resolving) ve yiikleme (stacking) jelinin hazirlanmasi

%10 Ayrigma jeli i¢in 4 ml distile su, 3.3 ml % 30 akrilamid-bisakrilamid soliisyonu, 2.5
ml 1.5 M Tris (pH: 8.8), 100 pl %10 SDS, 100 pl %10 APS, 4 ul TEMED karistirilarak
hazir hale getirildi.

%5 Yukleme jeli i¢in 3.4 ml distile su, 830 pl % 30 akrilamid-bisakrilamid soltisyonu,
630 pl 0.5 M Tris (pH: 6.8), 50 ul %10 SDS, 500 pl %10 APS, 5 pl TEMED dikkatlice

karistirilarak hazir duruma getirildi.

Ayrisma ve yiikleme jelini hazirlamadan once temizlenen camlar (%70’lik alkol ile)
aparatlar1 yardimi ile sabitlenerek jel dokme tankmna dikkkatlice yerlestirildi. % 10
ayrisma jeli hazirlanip az bir siire vortekslendi. iki cam arasma 5 ml ayrisma jeli eklenip,
Uzerine izopropanol ilave edilerek donmasi beklendi. Daha sonra izopropanol
uzaklastirildi. Yiikleme jeli hazirlandiktan sonra ayrisma jelinin iizerine yavasca 2 mli

dokiildii ve 10 tarakli plastik aparat yerlestirilerek donmasi i¢in beklendi.
SDS PAGE jel elektroforezi
Orneklerin hazirlanmasi

Protein konsantrasyonu belirlenen numunelerden kuyucuk basma 6.5 pg protein olacak
sekilde alindi. Uzerine 3X DTT (ditiyotreitol)’li leamli soliisyondan 3:1 oraminda
sulandirilacak sekilde 10 pl ilave edilerek her kuyucuk icin toplam 25 pl hacim olacak

sekilde ayarlandi. Daha sonra bu 6rnekler 95 °C’de 5 dakika denatiire edildi.
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Elektroforez islemi

Hazirlanan jel donduktan sonra elektroforez tankina aktarildi. Camlarin oldugu bolim ve
tank Running solusyon (1X) ile dolduruldu. 10X Running soltsyonu elde etmek i¢in 30 g
Tris base, 144 g glisin ve 10 g SDS tartildi ve 900 ml distile suda iyice karistirilarak
¢oziildii. pH’s1 HCI yardimi ile 8.3’e ayarlanip, distile su ile 1 L.’ye tamamlandi. Soliisyon
elektroforez igin 1:10 oraninda seyreltilerek 1X seklinde hazirlandi. Yiikleme jelindeki
taraklar ¢ikarildi ve drnekler mikropipet yardimi ile kuyucuklara yiklendi. Bos birakilan
ilk kuyucuga molekiiler agirliklari bilinen ladder yiiklendi. Anot ve katot isaretleri dikkate
almarak elektroforez kapagi kapatildi ve giic kaynagma baglandi. 15 mA glcte
calistirilarak numunelerin yikleme jelini gegip ayrismasi beklendi. Bu asamadan sonra
elektroforez 18 mA gice alindi. 2 saat kadar stireg devam etti. Leamli soliisyonu ile

isaretlenmis olan érnekler jelin en altinagelince elektroforez islemi durduruldu.
Transfer islemi

Transfer islemi i¢in 10X transfer soliisyonu hazirlandi1 ve 1:10 oraninda seyreltildi. 24.2
gr Tris, 112.5 gr Glisin 1L distile su yardimiyla ¢Ozlldi. Transfer soliisyonu 1X’e
seyreltilirken %20 metanol eklendi. Jel transfer i¢cin hazirlanmadan 6nce biiyiik bir kap
1X transfer soliisyon ile dolduruldu. Transfer kasedi, siingerler ve filtre kagitlar1 transfer
soliisyonu i¢ine koyuldu. 2 dakika stresince PVDF membran metanol ile muamele edilip,
transfer soliisyonu i¢gine cimbiz ile aktarildi. Transfer kasetinin negatif tarafi asagi gelecek
sekilde transfer soliisyonuna yatirildi. Sandvig siinger-iki adet filtre kagidi-PVDF
membran-jel-iki adet filtre kagidi-slinger olacak sekilde dikkatlice yerlestirildi. Hava
kabarciklar1 silindir veya serolojik pipet yardimiyla giderildi. Transfer kaseti uygun
sekilde sikistirilarak tankin i¢ine yerlestirildi ve gii¢ kaynagma baglandi ve 4°C’de 250
mA giicte 2 saat transfere birakildi.

Immiinblotlama islemi

Immiinblotlama islemi icin gerekli soliisyonlar TBS, TBST ve bloklama soliisyonlaridir.
10X TBS solusyonu i¢in 24.23 gr Tris-HCI ve 80.06 gr NaCl 900 ml distile su yardimiyla
¢oziildii. pH’s1 7.6 ve son hacim 1L olacak sekilde ayarlandi. TBST hazirlamak igin 10X

TBS soliisyonundan 100 ml alindi ve 899 ml distile su ilave edildi. Daha sonra 1ml
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Tween-20 ilave edilerek son hacim 1L’ye ayarlandi. Bloklama soliisyonu yagsiz siit tozu
veya BSA (Bovin Serum Albumin) ile hazirlanmaktadir. Bizim galismamizda kullanilan
antikor i¢in bloklama ve primer antikor seyreltme asamalarinda BSA Onerilmistir.
Transfer sonrasi ladder kontrol edildi. Protein transferinin basarili oldugunu dogrulamak
ve protein bantlarin1 gorsellestirmek i¢in membran 30 saniye boyunca Ponceau S (geri
doniisiimlii bir protein boyasi) ile boyandi ve protein bantlari gézlemlendi. Membran
berraklasana kadar 1x TBST i¢inde yikandi. %5 Bloklama soliisyonu hazirlamak i¢in 1 gr
BSA 20 ml TBST iginde ¢Ozuldi. Membran 1 saat siresince oda sicakliginda %5
bloklama soliisyonu ile rotator cihazinda inkiibasyona birakildi. Bloklama antikorun
membrana spesifik olmayan bir sekilde baglanmasini onler. Bloklama sonrast membran
TBST soliisyonu ile rotator cihazinda 10 dakika-10 dakika-5 dakika araliklarla ii¢ kez
yikandi. Bloklamadan sonra membran, primer antikoru i¢ceren bir ¢dzeltide inkiibe edildi.
Satm alinan markanin 6nerisine gore antikor %5 BSA’l1 TBST soliisyonu iginde 1:1000
seyretlme olacak sekilde hazirlandi (5 ml i¢inde 5 pl antikor). Birincil antikor, ilgili
proteinin epitopunu veya spesifik amino-asit dizisini tanir ve baglar. Membran primer
antikor ile +4°C’de gece boyunca rotator cihazinda inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi
membran TBST soliisyonu ile ii¢ kez yikandi. Bu asama sonrasonda membran TBST ile
hazirlanmis HRP (Horse-Radish Peroxidase) konjuge rabbit sekonder antikor (1:200000
seyreltme) ile 2 saat oda sicakliginda rotator cihazinda inkiibe edildi. Sekonder antikor

primer antikoru tanir.
Tespit islemi (kemiliiminesans)

TBST solisyonu iginden alinan membran goriintiileme sisteminin kapagimna yerlestirildi.
ECL solisyonu membrana damlatild1 vel dk dakika beklendi. Membran Gzerindeki fazla
ECL substrati bir pegete ile emdirildi. Membran, ChemiDoc kemiliiminesan goriintiileme

sistemi ile goriintulenerek fotograflari alindi. Bantlar ImageJ programi kullanilarak analiz
edildi.
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Membran stripleme ve beta aktin antikor isaretlenmesi

Stripleme, beta aktin gibi ylikleme kontrol proteinlerinin degerlendirilmesi i¢in kullanilan
bir yontemdir. Oncelikle stripping soliisyonu hazirlandi. Stripping solisyon igin 6.25 ml
1 M Tris HCI (pH:6.8), 10 ml %20 SDS ve 700 pl beta merkaptoetanol toplam hacim 100
ml olacak sekilde distile suda hazirlandi. Membranin rotator cihazinda 1 saat inkiibasyona
birakilmasi ile primer ve sekonder antikorlar membrandan uzaklastirildi. Bloklama

isleminden kemiliiminesans goriintiileme islemine kadar ayni asamalar tekrar uygulandi.

istatistiksel analizler

Deneylerden elde edilen verilerin degerlendirilmesi ve grafiklendirilmesi i¢in GraphPad
Prism 8.0 programi kullanilmistir. Grup i¢i degerlendirmeler i¢in Dunnett's Multiple
Comparison post-test ve tek yonli ANOVA, ICso degerlerinin hesaplanmasi igin lineer

olmayan regresyon analizi kullanild1.
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4. BULGULAR
4.1. IN SILIKO CALISMALAR

4.1.1. la¢ yeniden konumlandirma kapsaminda Drug Central2023.0rg web server

analizleri:

Feniramin hidrojen maleatin diger kemoterdpatiklere benzerlikleri Drug Central 2023 web
serverda yer alan L1000 gen profil benzerlik analizi ile belirlendi. Feniramin Maleat
benzerlik analizinde RMSD (Root Mean Square Deviation) degeri 1’in altinda olan

13106 ilag tablo haline getirildi. Bunlarm i¢inden RMSD degeri 1’e en yakin olanlar (213
ilag) secildi. 213 ilacin hangi hastaliklarda kullanildiklar1 arastirilip tablo olusturuldu. Bu
tablodan faydalanilarak feniramin hidrojen maleata benzerlik orani yiiksek olan (RMSD

degeri 1’e en yakin) antikanser ilaclarin bulundugu bir baska veri tablosu olusturuldu.
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Tablo 4.1. DrugCentral web analiz sitesine gére FHM’ye benzeyen ilaglarin listesi (Ursu ve ark., 2017)

ilag 1 ila¢ 2 Hiicre Hatti RMSD <1 HASTALIK
HT29 Kardiyoloji
Fenirami Acadesi 0,9638203199
eniramin cadesine (Insan Kolorektaladenokarsinom 11241
Hiicre Hatti)
HT29 Alkol Tedavisi
Fenirami A ‘ 0,9277635563
eniramin camprosate (Insan Kolorektaladenokarsinom 26971
Hiicre Hatt1)
o _ SKB 09122440527 Yatigtiric1 (Kedi
Feniramin Acepromazine 05288 Ve Kdpeklerde)
(Insan Meme Kanseri Hiicre Hatt1)
o o SKB 0,9353925908 Sedef Hastalig:
Feniramin Acitretin 59814
(Insan Meme Kanseri Hiicre Hatt1)
o . PHH 0,9195654175 | Parkinson
Feniramin Amantadine 35444 Hastalig1
(Birincil Insan Hepatositleri)
o . SKB 0,0839018239 | Parkinson
Feniramin Amantadine 9772 Hastalig1
(Insan Meme Kanseri Hiicre Hatt1)
HT29 Eksama Tedavisi
. . . 0,9284005437 (Krem)
Feniramin Diflorasone (Insan Kolorektaladenokarsinom 48483
Hiicre Hatt1)
o _ SKB 0,8543448344 Eksama Tedavisi
Feniramin Diflorasone 00255 (Krem)
(Insan Meme Kanseri Hiicre Hatti)
HT29 Prostat Kanseri
Fenirami Cvorot 0,9612247524
entramin yproterone (Insan Kolorektaladenokarsinom 26759
Hiicre Hatt1)
Feniramin Cyproterone >KE 0.9005625815 Prosiat Kanser
» 99442

(Insan Meme Kanseri Hiicre Hatt1)
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Tablo 4.1’in Devami

ilag 1 Ilag 2 Hicre_Id RMSD <1 HASTALIK
o _ SKB 0,9320555628 Antidepresan
Feniramin | Amoxapine 18658
(Insan Meme Kanseri Hiicre Hatt1)
o _ SKB 0,9944566148 Antidepresan
Feniramin | Amperozide 78384
(Insan Meme Kanseri Hiicre Hatt1)
o _ SKB 0,9346028042 Trompo_sitemi
Feniramin | Anagrelide 56589 Tedavisinde
(Insan Meme Kanseri Hiicre Hatt1)
SKB Kemoterapiye
Feniramin | Aprepitant 25897112551931 Bagli Bulant1 Ve
(Insan Meme Kanseri Hiicre Hatti) Kusma
Beclometasone | SKB 0 9805652847 Saman Nezlesi
Feniramin 9,7261
Dipropionate (Insan Meme Kanseri Hiicre Hatt1)
SKB Vertigo
N . . ,897
Feniramin | Diphenidol g 48792 19053099
(Insan Meme Kanseri Hiicre Hatti)
o _ SKB 0,9391170956 Glokom Tedavisi
Feniramin | Bifemelane 73908
(Insan Meme Kanseri Hiicre Hatti)
o _ _ A375 0,9595514442 Glokom Tedavisi
Feniramin | Brinzolamide 98766
(Insan Melanoma Hiicre Hatt1 )
o . SKB 0,0919473406 | Bromsit
Feniramin | Bromhexine 60171
(Insan Meme Kanseri Hiicre Hatti)
o o SKB 0,9965296808 Antihistaminik
Feniramin | Bromfeniramin 95028
(Insan Meme Kanseri Hiicre Hatt1)
o . SKB 0,0099339325 |Astm
Feniramin | Budesonide 96511
(Insan Meme Kanseri Hiicre Hatt1)
o o HT29 (Insan o 0,9943223351 | asitZm
Feniramin | Calcifediol Kolorektaladenokarsinom Hiicre 21046

Hatt1)
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Tablo 4.1’in Devami

Ilac 1 Ilag 2 Hicre_Id RMSD <1 HASTALIK
PHH Rasitizm
Feniramin | Calcifediol 2’28871672930805
(Primer Insan Hepatosit)
o Potassium SKB 0,9552510824 An?imineralokort
Feniramin 72298 ikoid
Canrenoate (Insan Meme Kanseri Hiicre Hatt1)
o _ A375 0,8864179256 Hipertansiyon
Feniramin | Captopril 72091
(Insan Melanoma Hiicre Hatt1 )
o SKB 0,0069400679 | Agr Kesici
Feniramin | Carprofen 76907
(Insan Meme Kanseri Hiicre Hatt1)
o g SKB 0,0665442521 | Antibiyotik
Feniramin | Cefixime 65879
(Insan Meme Kanseri Hiicre Hatt1)
ASC Hipertansiyon
N . 0,9740875726
Feniramin | Chlortalidone (insan Adipoz-Kokenli 25829
Mezenkimal Stromal Hiicreleri)
o NPC 0,9722460709 | AAntioksidan
Feniramin | Cianidanol 99782
(Nazofarengeal Karsinoma)
o . A3TS 0,0736741965 | Antibiyotik
Feniramin | Cyclacillin 93785
(Insan Melanoma Hiicre Hatt1 )
o . NPC 0,0802110219 | Antibiyotik
Feniramin | Cyclacillin 26477
(Nazofarengeal Karsinoma)
] AST5 0,9871372632 | Anti-Tussif
Feniramin | Cinalukast 78188
(Insan Melanoma Hiicre Hatti)
- - SKB 0,0448439694 | Antidepresan
Feniramin | Clomipramine 70393
(Insan Meme Kanseri Hiicre Hatt1)
HT29 Alerji, Astim
Fenirami Corti tat 0,9526297380
eniramin ortisoneacetate (Insan Kolorektaladenokarsinom 19276

Hiicre Hatti)
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Tablo 4.1°in Devami

Ilac 1 Ilag 2 Hicre_Id RMSD <1 HASTALIK
o SKB 0,9616945460 Kas Gevsetici
Feniramin | Dantrolene 89914
(Insan Meme Kanseri Hiicre Hatt1)
SKB Akut
Feniramin | Decitabine 2’28326423887785 Myeloblastik
(Insan Meme Kanseri Hiicre Hatt1) Losemi
HT29 Antihistaminik
Fenirami Dexbromfenirami 0,9629357494
eniramin exbromteniramin (Insan Kolorektaladenokarsinom | 51523
Hiicre Hatt1)
o SKB 0,9734395848 Kardiyomyopati
Feniramin | Dexrazoxane 70013
(Insan Meme Kanseri Hiicre Hatt1)
o . . PHH 0,0943233499 | Antidepresan
Feniramin | Dibenzepin 86455
(Primer Insan Hepatosit)
W . . SKB 0,0709251226 | Antidepresan
Feniramin | Dibenzepin 51809
(Insan Meme Kanseri Hiicre Hattr)
o . NPC 0,0934903988 | VANt
Feniramin | Dienestrol 59377 Tedavisi(Krem)
(Nazofarengeal Karsinoma)
- _ | SKB 0,9790588022 | Anthelmintik
Feniramin | Diethylcarbamazin 1001
(Insan Meme Kanseri Hiicre Hatti)
PHH Meme Kanseri
Feniramin | Diethylstilbestrol 3;39057420886648
(Primer Insan Hepatosit)
o o PHH 0,0469123642 Antiinflamatuar
Feniramin | Diflunisal 38691
(Primer Insan Hepatosit)
o _ . SKB 0,9566747997 Migren Tedavisi
Feniramin | Dihydroergotamin 54249
(Insan Meme Kanseri Hiicre Hatt1)
Feniramin | Hydroquinidine NPC (Nazofarengeal Karsinoma) 8'19&172387305 Antiaritmik
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Tablo 4.1'in Devami

ilag 1 ila¢ 2 Hicre_Id RMSD <1 HASTALIK
SKB Parazit
N , : 0,9646873409 | Tedavisinde
Feniramin Diloxanidefuroate (Insan Meme Kanseri Hiicre 86471
Hatti)
SKB Kardiyoloji
Fenirami Dipvridamol 0,9995990756
eniramin Ipyridamote (Insan Meme Kanseri Hiicre 09962
Hatt1)
SKB Bulant1 Ve
L . 0,9575267533 | Kusma
Feniramin Domperidone (Insan Meme Kanseri Hiicre 97385
Hatti)
o _ PHH 09667131128 Antihistaminik
Feniramin Doxylamine 27767
(Primer Insan Hepatosit)
SKB Hipertansiyon
Fenirami Enalaoril 0,9072074457
eniramig naaple (Insan Meme Kanseri Hiicre 41154
Hatti)
SKB Antiviral
Fenirami Ent . 0,8521637975
eniramin ntecavir (Insan Meme Kanseri Hiicre 53335
Hatt1)
SKB Antiinflamatuar
Fenirami Epirizol 0,9874196098
entramin pirnzole (Insan Meme Kanseri Hiicre 39175
Hatti)
o _ PHH 0,9792669012 Rahim Kanamasi
Feniramin Ergometrine 43717
(Primer Insan Hepatosit)
o o PHH 0.9663478176 Akciger Kanseri
Feniramin Erlotinib 86741
(Primer Insan Hepatosit)
SKB Akciger Kanseri
Fenirami Erlotinib 0,9220573322
entramin riotin (Insan Meme Kanseri Hiicre 35376

Hatt1)
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Tablo 4.1’in Devami

ilag 1 ila¢ 2 Hicre_Id RMSD <1 HASTALIK
PHH (Primer Insan Hepatosit) 09968060113 Antibiyotik
Fenirami Eryth i j
eniramin rythromycin 93324
SKB Susuz Kalma
. . . 0,9505012000 (Aynl Zamanda
Feniramin Etamivan (Insan Meme Kanseri Hiicre 16335 Doping)
Hatt1)
SKB Genel Anestetik
Fenirami Etomidat 0,9548673446
giramin omiaate (Insan Meme Kanseri Hiicre 51868
Hatti)
ASC Gut Hastalig1
Fenirami Feb tat : 0,9799894729
eniramin ehuxestd (Insan Adipoz-Kokenli 68449
Mezenkimalstromal Hiicreleri)
SKB Gut Hastalig1
Fenirami Feb tat 0,9681983612
eniramig - (Insan Meme Kanseri Hiicre 33013
Hatti)
SKB Non-Steroidal
Fenirami Fenbuf 0,9794716093
eniramin enbuten (Insan Meme Kanseri Hiicre 05622
Hatt1)
SKB Hipertansiyon
Fenirami Fenold 0,9715260388
entramin enoldopam (Insan Meme Kanseri Hiicre 10391
Hatti)
PHH 0.9417094417 Uriner Sistem
Feniramin Flavoxate 4;3 173 Enf
(Primer Insan Hepatosit)
SKB Mantar Tedavisi
Feniramin Fluconazole 0.9093158837
2935

(Insan Meme Kanseri Hiicre
Hatt1)
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Tablo 4.1’in Devam

Ilac 1 Ilag 2 Hicre_Id RMSD <1 HASTALIK
o o A375 0,9702148146 Antibiyotik
Feniramin | Fluocinonide 57418 (Krem)
(Insan Melanoma Hiicre Hatt1 )
Feniramin | Flupentixol ASC (Insan Adipoz-Kokenli 0,9675129403 | Antipsikotik
P Mezenkimalstromal Hcreleri) 26787
HT29 Otoimmun
_ - 0,8960280747 | Hastaliklarin
Feniramin | Gamolenicacid (Insan Kolorektaladenokarsinom 64903 Tedavisi
Hiicre Hatt1)
o _|PHH 0,0498769286 | OrOImMUN
Feniramin | Gamolenicacid 83009 Hastaliklarin
(Primer Insan Hepatosit) Tedavisi
o - SSE 0,9939393541 | Antidiyabetik
Feniramin | Glipizide 82189
(Insan Meme Kanseri Hiicre Hatt1)
o o SKB 0,9699398187 Antidiyabetik
Feniramin | Gliquidone 24588
(Insan Meme Kanseri Hiicre Hatti)
o . . |SKB 0,0983348711 | Antidiyabetik
Feniramin | Glibenclamide 79216
(Insan Meme Kanseri Hiicre Hatti)
ASC Lokal Anestezik
Fenirami Hexvicai 0,9974233029
eniramin exylcaine (Insan Adipoz-Kokenli 22626
Mezenkimalstromal Hiicreler)
HT29 Lokal Anestezik
Fenirami Hexvicai 0,9357985891
entramin exylcaine (Insan Kolorektaladenokarsinom 73157
Hiicre Hatt1)
o _ SKB 0,8427839264 Lokal Anestezik
Feniramin | Hexylcaine 29538
(Insan Meme Kanseri Hiicre Hatt1)
Feniramin | Hydralazine AT 0,9833481226 Fipertansiyen
4 03697

(Insan Melanoma Hiicre Hatt1 )
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Tablo 4.1’in Devam

Ilac 1 Ilag 2 Hicre_Id RMSD <1 HASTALIK
SKB 0.9973665483 Kardiyoloji
Feniramin | lloprost 3;3309
(Insan Meme Kanseri Hiicre Hatt1)
Kronik Miyeloid
Losemi (KML)
ceniramin | 1matinit SKB 0,0323539325 | Gastrointestinalst
(Insan Meme Kanseri Hiicre Hatt1) 69442 ro"ma.l. .
Timorlerin
(GIST) Tedavisi
Bobrek Ustii
A375 09951688521 Bezi Ve Tiroid
Feniramin | lobenguane 4,1928 Bezi
(Insan Melanoma Hiicre Hatt1) Tumorlerinin
Tedavisinde
HT29 Radyokontrast
N i 0,9880903001 | Madde
Feniramin | Adipiodone (Insan Kolorektaladenokarsinom Hiicre | 64754
Hatt1)
SKB 0 9780954202 Antikolinerjikler
Feniramin | Ipratropium 3’8455
(Insan Meme Kanseri Hiicre Hatti)
HT29 TBC/Antidepres
N o 0,9115988315 | an
Feniramin | Iproniazid (Insan Kolorektaladenokarsinom Hiicre | 65507
Hatti)
A375 09972116828 Antidepresan
Feniramin | Isocarboxazid 1;3826
(Insan Melanoma Hiicre Hatti)
SKB 0 9465366899 Antiinflamatuvar
Feniramin | Ketoprofen 5'7589
(Insan Meme Kanseri Hiicre Hatt1)
SKB 09126479625 Konjonktivit,Ale
Feniramin | Ketotifen 2:2652 rjik Rinit

(Insan Meme Kanseri Hiicre Hatt1)
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Tablo 4.1’in Devam

Ilac 1 Ilag 2 Hicre_Id RMSD <1 HASTALIK
o . SKB 0,8919743007 | EPIlePsi
Feniramin Lamotrigine 7901
(Insan Meme Kanseri Hiicre Hatt1)
o _ _ SKB 0,9672087649 Antialerjik
Feniramin Lidocaine 26106
(Insan Meme Kanseri Hiicre Hatt1)
o o PHH 0,9913933304 | Antiviral
Feniramin Lopinavir 40707
(Primer Insan Hepatosit)
Hiperkolesterole
| . " 0,9941445346 | mi,
Feniramin Lovastatin 87665 Antihiperlipid
(Primer Insan Hepatosit) 'kn INiperiipiaem
i
o SKB 09267342116 Antihelmintik
Feniramin Mebendazole 77001
(Insan Meme Kanseri Hiicre Hatt1)
4 _ SKB 0,9214585090 Anti-Spazmodik
Feniramin Mebeverine 00701
(Insan Meme Kanseri Hiicre Hatti)
HT29 NSAII (Non-
L L 0,9072667981 | Steroid Anti-
Feniramin Mefenamicacid (Insan Kolorektaladenokarsinom | 21157 Inflamatuvar)
Hiicre Hatt1)
o _ SKB 0,9447682708 Opioid Analjezik
Feniramin Meptazinol 4766
(Insan Meme Kanseri Hiicre Hatti)
HT29 Akrolein
Feniram y 0,0762337902 ;Oks'sl'ges'”e
eniramin esna (Insan Kolorektaladenokarsinom | 08727 arst Boruyucu
. (Anti-Hemorajik
Hiicre Hatt1) .
Etki)
SKB Myorelaxan
N 0,9589107579
Feniramin Methocarbamol 55399

(Insan Meme Kanseri Hiicre Hatt1)
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Tablo 4.1’devam

ilag 1 ila¢ 2 Hicre_Id RMSD <1 HASTALIK
HT29 Antipsikotik
Fenirami Levomeprom 0,9805980740
eniramin azine (Insan Kolorektaladenokarsinom 6431
Hiicre Hatti)
o Levomeprom | SKB 0,0818245100 | Antipsikotik
Feniramin . 29927
azine (Insan Meme Kanseri Hiicre Hatt1)
Opioid Kullanim
o PHH 0,9698044365 | SO7uklugu
Feniramin Naltrexone 85205 Tedavisi,
(Primer Insan Hepatosit) Endorfin
Yukseltici Etki
o Metocloprami | SKB 0,0621529034 | Anti-Emetik
Feniramin q 20139
B (Insan Meme Kanseri Hiicre Hatt1)
o PHH 09625149775 Antihipertansif
Feniramin Metolazone 21194
(Primer Insan Hepatosit)
o SKB 0,9792986028 Antihipertansif
Feniramin Metolazone 93975
(Insan Meme Kanseri Hiicre Hatti)
Kalp Yetmezligi
o . SKB 0,8836609002 | Tedavisi,
Feniramin Milrinone 174 Pul
(Insan Meme Kanseri Hiicre Hatt1) u mo_”er )
Vazodilatator
o . |SKB 0,8168673883 | ozodilatator,
Feniramin Minoxidil 15864 Kellik (Alopesi)
(Insan Meme Kanseri Hiicre Hatt1) Tedavisi
Feniramin Moexipril PHH 0,9457353844 | Anti-Hipertansif
0688
HT29 NSAII (Non-
o 0,9970527699 | Steroid Anti-
Feniramin Mofezolac (Insan Kolorektaladenokarsinom 10245

Hiicre Hatti)

Inflamatuvar)
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Tablo 4.1’in Devam

Ilac 1 Ilag 2 Hicre_Id RMSD <1 HASTALIK
o SKB 09144686796 | oI (Non-
Feniramin Mofezolac 79862 Steroid Anti-
(Insan Meme Kanseri Hiicre Hatt1) Inflamatuvar)
o _ _ PHH 0,9995872052 Antibiyotik
Feniramin Moxifloxacin 20273
(Primer Insan Hepatosit)
o _ _ SKB 0,9540197753 Antibiyotik
Feniramin Moxifloxacin 79673
(Insan Meme Kanseri Hiicre Hatt1)
N N SKB 0,9833598778 Antihipertansif
Feniramin Moxonidine 94116
(Insan Meme Kanseri Hiicre Hatt1)
Transplantasyon
Sonrasi
Mycophenolate | SKB 0.9503879077 Kullanilan
Feniramin 4’1471 Inozine
Mofetil (Insan Meme Kanseri Hiicre Hatt1) Monfosfat
Dehidrogenaz
Inhibitori
o . SKB 0,0876926624 | Antifungal
Feniramin Naftifine 89018
(Insan Meme Kanseri Hiicre Hatti)
o _ PHH 0,8757663040 Opioid Analjezik
Feniramin Nalbuphine 28576
(Primer Insan Hepatosit)
o _ |SKB 0,0425831474 | Antipsikotik
Feniramin Nemonapride 44197
(Insan Meme Kanseri Hiicre Hatt1)
Feniramin Niflumicacid | A375 08951268884 | Agn Kesici
07559
Non Steroid
o o SKB 0,8648863146 | Antiandrojen
Feniramin Nilutamide 1131 (NSAA), Prostat

(Insan Meme Kanseri Hiicre Hatt1)

Tedavisi
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Tablo 4.1’in Devam

Ilac 1 Ilag 2 Hicre_Id RMSD <1 HASTALIK
o _ N PHH 0,9476905019 Antihipertansif
Feniramin | Nitrendipine 57742
(Primer Insan Hepatosit)
o _ N SKB 0,9171053456 Antihipertansif
Feniramin | Nitrendipine 45007
(Insan Meme Kanseri Hiicre Hatt1)
o Nomegestrol PHH 0,0504523894 Progestin Ilaci,
Feniramin 75907 Hormon
Acetate (Primer Insan Hepatosit) Tedavisi
. Nomegestrol SKB 0,9851970920 Progestin Ilaci,
Feniramin 66234 Hormon
Acetate (Insan Meme Kanseri Hiicre Hatt1) Tedavisi
o il ASS 0,0288913562 | AAntidepresan
Feniramin | Nomifensine 76715
(Insan Melanoma Hiicre Hatt1)
Katekolami
4 AW A8 0,0853247874 | arexolamin,
Feniramin | Norepinephrine 54125 Kardiyak
(Insan Melanoma Hiicre Hatti) Stimulan
- . PHH 0,005004839 | rogestin llact,
Feniramin | Norethisterone 71219 Hormon
(Primer Insan Hepatosit) Tedavisi
o o SKB 0,0038722601 | Antidepresan
Feniramin | Nortriptyline 64674
(Insan Meme Kanseri Hiicre Hatti)
o Olmesartan PHH 0,9504558911 Antihipertansif
Feniramin 50867
Medoxomil (Primer Insan Hepatosit)
HT29 Antihipertansif
Fenirami Oxvoh . 0,9487086116
entramin Xyphenonium (Insan Kolorektaladenokarsinom 94995
Hiicre Hatt1)
ASC Antihipertansif
Fenirami o | 0,9933425548
entramin zagre (insan Adipoz-Kokenli 41721

Mezenkimalstromal Hicreleri)
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Tablo 4.1’in Devam

Ilac 1 Ilag 2 Hicre_Id RMSD <1 HASTALIK
o SKB 09767201035 Antihipertansif
Feniramin | Ozagrel 86533
(Insan Meme Kanseri Hiicre Hatt1)
o _ SKB 0,9530406407 Opioid_ Alkaloid,
Feniramin | Papaverine 46795 Vazodilatator
(Insan Meme Kanseri Hiicre Hatt1)
HT29 MAO Inhibitér,
o _ 0,9006499101 | Antihipertansif,
Feniramin | Pargyline (Insan Kolorektaladenokarsinom 38837 Antikanser
Hiicre Hatt1)
. . SKB 0.8834242838 | A Inhibitor,
Feniramin | Pargyline 1051 Antihipertansif,
(Insan Meme Kanseri Hiicre Hatti) Antikanser
| Benzylpenicilli | SKB 0,0401601753 | Antibiyotik
Feniramin 91692
4 (Insan Meme Kanseri Hiicre Hatt1)
Parkinson,
o . SKB 0,0758839502 | Dopamin
Feniramin | Pergolide 1652 Resents
(Insan Meme Kanseri Hiicre Hatti) esep_ 0!’
Adgonisti
o . |SKB 0,0224919753 | Antihipertansif,
Feniramin | Perindopril 39191 ACE Inhibitor
(Insan Meme Kanseri Hiicre Hatti)
| Phenolphthalei | SKB 0,9663220380 | ASIt-Baz
Feniramin n 68337 Indikatori
(Insan Meme Kanseri Hiicre Hatti)
Feniramin | Phenprobamate | A375 (Insan Melanom Hiicre Hatti (1);39050069960835 Kas Gevsetici
| Phenylbutazon |MEPG2 0,9743971020 NSAII (Non-
Feniramin 80652 Steroid Anti-
€ (Insan Hepatoblastoma Hiicre Hattr) Inflamatuvar)
| Phenylbutazon | SXB 0,9000227708 | VoAl (Non-
Feniramin Steroid Anti-
e 91639

(Insan Meme Kanseri Hiicre Hatt1)

Inflamatuvar)
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Tablo 4.1’in Devam

ilag 1 Ilag 2 Hicre_Id RMSD <1 HASTALIK
o o SKB 0,9783421016 Antidiyabetik
Feniramin | Pioglitazone 17962
(Insan Meme Kanseri Hiicre Hatt1)
N SKB 0,9169926945 | Ditretik,
Feniramin | Piretanide 91943 Antihipertansif
(Insan Meme Kanseri Hiicre Hatt1)
T SKB 0,0498022267 | NOAI! (Non-
Feniramin | Piroxicam 82579 Steroid Anti-
(Insan Meme Kanseri Hiicre Hatt1) Inflamatuvar)
| Pivmecillina |SXB 0,0982527712 | Antibiyotik
Feniramin 49736
m (Insan Meme Kanseri Hiicre Hatt1)
Feniramin | Prilocaine A375 8,69521141659134 Lokal Anestezik
o _ SKB 0,9316283155 Kemoterapotik
Feniramin | Procarbazine 34797
(Insan Meme Kanseri Hiicre Hatt1)
. Prochlorperaz SKB 0,9064084081 Antipsikqtik,
Feniramin ine 25889 Antiemetik
(Insan Meme Kanseri Hiicre Hatti)
o SKB 0,9109867285 Steroid Hormon
Feniramin | Progesterone 8592
(Insan Meme Kanseri Hiicre Hatti)
o _ SKB 0,9858231544 Sitma _H_astahgl
Feniramin | Proguanil 86065 Tedavisi
(Insan Meme Kanseri Hiicre Hatti)
o _ A375 0,9745930467 Antikolinerjik
Feniramin | Propantheline 79754
(Insan Melanoma Hiicre Hatt1)
o _|SKB 0,0379309451 | 1oPikal
Feniramin | Proparacaine 26989 Anastezik
(Insan Meme Kanseri Hiicre Hatt1)
Feniramin | Raltegravir >KE 0,8887407610 fneetrova
g 37932 llag

(Insan Meme Kanseri Hiicre Hatt1)
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Tablo 4.1’in Devam

Ilac 1 Ilag 2 Hicre_Id RMSD <1 HASTALIK
Feniramin | Ranolazine > 0,8850818725 "?n(ija} I:"ektons
edavisi
(Insan Meme Kanseri Hiicre Hatt1) 97479
Feniramin | Rescinnamine AT 0,9521592963 ﬁg[éh:pir?:s .
nhibitor
(Insan Melanoma Hiicre Hatti) 70914
ASC Vitamin A
N . 0,9859655002 | Tirevi
Feniramin | Retinol Acetate (insan Adipoz-Kokenli 20748
Mezenkimalstromal Hiicreleri)
Feniramin | Rifabutin " 4 0,9232812602 Antibiyotik
(Insan Meme Kanseri Hiicre Hatt1) 98338
ASC Antibiyotik
Feniramin | Rifampicin i : A Wl /247270
(Insan Adipoz-Kdkenli 82056
Mezenkimalstromal Hicreleri)
Feniramin | Rifampicin >KE 0.9910598820 Antibiyottc
(Insan Meme Kanseri Hiicre Hatt1) 89887
Feniramin | Rilmenidine i 0,9676477815 Antihipertansit
(Primer Insan Hepatosit) 42643
Feniramin | Rilmenidine >KE 0.9742246016 Antihipertansit
(Insan Meme Kanseri Hiicre Hatti) 77978
Noroprotektif,
o . SKB 0,8600773792 | Amiyotrofik
Feniramin | Riluzole 01122 Lateral Ski
(Insan Meme Kanseri Hiicre Hatt1) a era_ ; eroz
Tedavisi
A375 0 8342260452 Antibiyotik
Feniramin | Spectinomycin 8;3244
(Insan Melanoma Hiicre Hatt1)
HT29 Antibiyotik
N . . 0,9447169793
Feniramin | Spectinomycin (Insan Kolorektaladenokarsinom 41433

Hiicre Hatti)
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Tablo 4.1’in Devam

ilag 1 Ilag 2 Hicre_Id RMSD <1 HASTALIK
Agir Metal
o . SKB 0,9143300013 | Selatoril,
Feniramin Succimer 07863 Zehirl
(Insan Meme Kanseri Hiicre Hatt1) enir _en_me
Tedavisi
Dopamin
R .
Feniramin Talipexole >KE 0.8558804974 Azsoenpits?[ir
(Insan Meme Kanseri Hiicre Hatt1) 23026 Parkinson
Tedavisi
Feniramin Telmisartan HE Q027377493 ﬁ:gmp;::en;;,r
(Insan Meme Kanseri Hiicre Hatt1) 94558 Antagonisti
Feniramin Tenoxicam > 4 0,9966781515 'S\Itsegli:j(,lb\\lr?tr;:
(Insan Meme Kanseri Hiicre Hatt1) . Inflamatuvar)
Dopamin
Feniramin Terguride v 0.9904773759 izzenp)iic::
(Primer Insan Hepatosit) 89701 Parkinson
Tedavisi
Feniramin Tetracycline AT 0.8860341869 Antibiyottc
(Insan Melanoma Hiicre Hatt1) 55506
HT29 Antibiyotik
Feniramin Tetracycline I . 0.8939703757
(Insan Kolorektaladenokarsinom 81807
Hiicre Hatt1)
HT29 Fenilketon(ri
L . 0,9987779536 | Tedavisi
Feniramin Sapropterin (Insan Kolorektaladenokarsinom 48322
Hiicre Hatt1)
Feniramin Thalidomide >KE 0.9768142628 fmmunsupressif
(Insan Meme Kanseri Hiicre Hatt1) Q0S46
Feniramin Tolazamide i 0,9230987916 Anidiyabeik
56448

(Primer Insan Hepatosit)
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Tablo 4.1’in Devam

flag 1 flag 2 Hiicre_Id RMSD <1 HASTALIK
o _ SKB 0,8477387212 Antidiyabetik
Feniramin | Tolazamide 91961
(Insan Meme Kanseri Hiicre Hatt1)
o . SKB 08642556897 | oA (Non-
Feniramin | Tolmetin 68057 Steroid Anti-
(Insan Meme Kanseri Hiicre Hatt1) Inflamatuvar)
o _ SKB 09722455631 Ant?hista_r_ninik,
Feniramin | Tranilast 10113 Antiallerjik
(Insan Meme Kanseri Hiicre Hatt1)
. SKB 0,9526506020 Antidepresan
Feniramin | Trazodone 03599
(Insan Meme Kanseri Hiicre Hatt1)
o _ SKB 0,9956240124 Aptihipertansif,
Feniramin | Triamterene 78616 Dilretik
(Insan Meme Kanseri Hiicre Hatt1)
o Trimetho SKB 0,9997282474 Antiemetik
Feniramin 68265
Benzamide (Insan Meme Kanseri Hiicre Hatt1)
Anti tik,
o . SKB 0,0298585821 |2\ eMeU,
Feniramin | Tropisetron 60402 Serotonin Geri
(Insan Meme Kanseri Hiicre Hatt1) Alim Inhibitorii
SKB PDED5 Inhibitor,
Feniramin | Vardenafil 8'59020011740052 gmselills}ev
(Insan Meme Kanseri Hiicre Hatti) Togu _u_gu
edavisi
o _ SKB 0,8964254407 Norornuskuler
Feniramin | Vecuronium 5679 Blokdr, Genel
(Insan Meme Kanseri Hiicre Hatt1) Anestezi
o . SKB 0,0443482529 | Antidepresan,
Feniramin | Venlafaxine 38032 Serotonin Geri
(Insan Meme Kanseri Hiicre Hatt1) Alim Inhibitori
o _|A3D5 0,0351141521 | Vitamin K1
Feniramin | Phytomenadione 82444
(Insan Melanoma Hiicre Hatt1)
o . SKB 0,8327449747 | AAntikoagulan,
Feniramin | Warfarin 15946 Kalp Ve Damar

(Insan Meme Kanseri Hiicre Hatt1)

Hastaliklar1
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Tablo 4.1’in Devam

Ilac 1 Ilag 2 Hicre_Id RMSD <1 HASTALIK
o _ SKB 0,9765550562 Kas Gevsetici,
Feniramin Zoxazolamine 43095 Spazm Coéziicil
(Insan Meme Kanseri Hiicre Hatt1)
ASC Antipsikotik
Fenirami Zucl thixol 0,9705370729
eniramin uciopenthixo (insan Adipoz-Kokenli 49127
Mezenkimalstromal Hicreleri)
HT29 Antibiyotik
Fenirami Teicoplani 0,9853258615
Rliramin eicopianin (Insan Kolorektaladenokarsinom 85251
Hiicre Hatt1)
o - SKB 0,0023812382 | Saffa Asidi
Feniramin Cholicacid 51878
(Insan Meme Kanseri Hiicre Hatt1)
o SKB 0,0983644033 Gen9t0k5|k, Oral
Feniramin Dantron 53832 Kavite
(Insan Meme Kanseri Hiicre Hatt1) Hastaliklari
. ’ _|SKB 0,8751732103 | Iiroid
Feniramin Diiodotyrosine 21952 Hastaliklar
(Insan Meme Kanseri Hiicre Hatti)
o . PHH 0,0201997235 | UV Bariyer
Feniramin Dioxybenzone 43189 (Giines Kremi)
(Primer Insan Hepatosit)
o . |SKs 0.9368484533 | ultiple
Feniramin Lenalidomide 78204 Myelom
(Insan Meme Kanseri Hiicre Hatt1) Tedavisi
o . HT29 (Insan . ) 0.9943338581 Antibiyotik
Feniramin Meclocycline | Kolorektaladenokarsinom Hucre
92347
Hatti)
Feniramin Meclocycline e 0,9674769504 Antibiyortc
4 17854

(Insan Meme Kanseri Hiicre Hatt1)
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Tablo 4.1°in Devami

ilag 1 Ilag 2 Hicre_Id RMSD <1 HASTALIK
o _ PHH 0,9808230181 Dekonjestan
Feniramin Naphazoline 94509
(Primer Insan Hepatosit)
SKB 0,9643811146 | roton Pompa
Feniramin Pentetrazol 3,8805 Inh. Mide Ulser
(Insan Meme Kanseri Hiicre Hatt1) Tedavisi Vs
_ _ o SKB 09665326713 Immun Stimulan
Feniramin Roquinimex 28956
(Insan Meme Kanseri Hiicre Hatt1)
Ak
. . SKE 0,9918508514 |t
Feniramin Tamibarotene 44739 Promyelositik
(Insan Meme Kanseri Hiicre Hatt1) Losemi Tedavisi
SKB Kanser,
Feniramin Vincamine 2’2929315584605 Alzheimer Vs
(Insan Meme Kanseri Hiicre Hatti) Tedavisi
Anti Hipertansif
Feniramin Benidipine 4 ,977100500
Kalsi Kanal
(Insan Melanoma Hiicre Hatti) 18912 a S|yu"m ana
Blokorl
o NPC 0,9855265644 Ant! Helm!ntlk,
Feniramin Oxantel 05556 Anti Paraziter
(Nazofarengeal Karsinoma)
o SKB 0,9735128121 Ant! Helmlntlk,
Feniramin Oxantel 64931 Antiparaziter
(Insan Meme Kanseri Hiicre Hatti)
o _ |SKB 09762523000 | <emoterapatik,
Feniramin Pazopanib 56045 Proteaz Kinaz
(Insan Meme Kanseri Hiicre Hatt1) Inhibitori
o _ SKB 09667172105 Anti Trombotik,
Feniramin Rivaroxaban 9777 Kan Sulandirici
(Insan Meme Kanseri Hiicre Hatt1)
ASC Omega 3 Yag
. 0,9919121437 | Asidi
Feniramin Doconexent (insan Adipoz-Kokenli 21403

Mezenkimalstromal Hicreleri)
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Tablo 4.1°in Devami

ila¢ 1 ilag 2 Hicre_Id RMSD <1 HASTALIK
o _ SKB 0,9900160347 Antilitik. Safra
Feniramin Chenodiol 50319 Tlact
(Insan Meme Kanseri Hiicre Hatt1)
o Diethyltolua | SKB 0,0413184720 | Insektisit
Feniramin id 34739 Kovucu
mide (Insan Meme Kanseri Hiicre Hatt1)
o SKB 0,9509887786 Antipara_ziter
Feniramin Fenbendazole 04334 (Antolotik)
(Insan Meme Kanseri Hiicre Hatt1)
- Clocortolone | A375 0,9544206137 Kortikosteroid
Feniramin 54358
Pivalate (Insan Melanoma Hiicre Hatt1)
o _ A375 0,9545654685 Antioksidan
Feniramin Polydatin 91877
(Insan Melanoma Hiicre Hatt1)
HT29 Antioksidan
Fenirami Polvdati 0,8817598944
enrogsy el (Insan Kolorektaladenokarsinom 44649
Hiicre Hatt1)
cemiramin | Alfadoloneac SKB 0,0078810093 | Genel Anestezik
etate 55645

(Insan Meme Kanseri Hiicre Hatt1)
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Tablo 4.2. DrugCentral’a gore FHM’ye benzeyen kanser ilaglarinin listesi

ila¢ 1 ilag 2 Hicre_Id RMSD <1 HASTALIK
HT29 Prostat Kanseri
Feniramin | Si 0,961224752426
eniramin | Siproteron (Insan Kolorektal Adenokarsinom | 759
Hiicre Hatt1)
SKB Kemoterapiye
_— . 125519314
Feniramin | Aprepitant 2’7919 55193146 Bagli Bulant1 Ve
(Insan Meme Kanseri Hiicre Hatt1) Kusma
SKB 0 824388778512 Akut Myeloblastik
Feniramin | Decitabine 3,62 Lésemi
(Insan Meme Kanseri Hiicre Hatt1)
| Diethylstilbes | PHH 0,054088664878 | Vieme Kanseri
Feniramin ol 072
(Primer Insan Hepatosit)
PHH 0.966347817686 Akciger Kanseri
Feniramin | Erlotinib 7’41
(Primer Insan Hepatosit)
Kronik Miyeloid
SKB 0,932353932569 | -0%emi (KML)
Feniramin | Imatinib 4’42 Gastrointestinalstro
(Insan Meme Kanseri Hiicre Hatt1) mal Tumérlerin
(GIST) Tedavisi
Bobrek Ustii Bezi
o A3TS 0,095168852141 | Ve Tiroid Bezi
Feniramin | lobenguane 928 Timérlerini
(Insan Melanoma Hiicre Hatti) umor_ 9””'”
Tedavisinde
SKB 0 936848453378 Multiple Myelom
Feniramin | Lenalidomide 264 Tedavisi
(Insan Meme Kanseri Hiicre Hatt1)
SKB 0.991850851444 Akut Promyelositik
Feniramin | Tamibarotene 7'39 Lésemi Tedavisi
(Insan Meme Kanseri Hiicre Hatt1)
SKB 0 991558460552 Kanser, Alzheimer
Feniramin | Vincamine 2'3 \/s Tedavisi
(Insan Meme Kanseri Hiicre Hatt1)
SKB Melanom Tedavisi,
Feniramin | Vemurafenib %9281854185931 B-RAF Enzim
(Insan Meme Kanseri Hiicre Hatt1) Inhibitéri
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Tezin hedefleri arasinda olan;

1)Feniramin Maleat Giiniimiizde kullanilan diger ilaglara benzer mi?

2)Bu benzerlik ilacin yeniden konumlandirma agisindan baska hangi hastaliklarda

kullanim1 i¢in potansiyel olabilir?

Sorularinin cevaplarima Tablo 1 ve Tablo 2 sonuglari ile ulagildi. Tablo 2 de elde edilen
sonuglardan da yola ¢ikarak feniramin hidrojen maleatin akciger kanseri tedavisinde
kullanilabilirligini arastirmak i¢cin bir diger agsama olan apoptoz digsal yolaginda yer alan
oliim reseptorlerinden FasL Reseptorii ile etkilesimi in siliko olarak molekuler docking

yontemi ile gosterildi.

4.1.2. Fas Ligand Reseptor ve Feniramin maleat arasindaki etkilesimin Ligand/

Protein molekiler docking yontemi ile belirlenmesi
Ligand Yapisinin Hazirlanmasi

Tez projesi kapsaminda etkisi arastirilacak olan feniramin maleat’in molekiil yapisina

PubChem’den erisim saglandi (Sekil 4.1)

Docking analizi oncesi,FHM’nin uygun baslangi¢ pozisyonunda olmasi i¢cin molekil
enerji minimizasyonuna tabi tutuldu.Enerji minimizasyonu igin Force Field (kuvvet alani)
hesaplama yontemlerinden mmff94 kullanildi. Optimizasyon algoritmasi igin ise

Conjugate Gradients kullanildi.

Fas ligand reseptdr proteini Protein Data Bank’tan ilgili PDB kodu ile indirildikten sonra
(Sekil 4.2) Chimera 1.17.1 programinda docking calismasi oncesi hazirlandi. Hazirlik
calismalarinda; Protein heteroatomlarindan ve su molekiillerinden armdirildi, proteinin
PDB dosyasinda hidrojen atomlar1 eksik oldugu i¢in hidrojen atomlar1 eklendi ve

Atomlarin net yiikii AM1-BCC algoritmasi kullanarak hesaplanda.
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Sekil 4.1. Feniramin Hidrojen Maleat’in ti¢ boyutlu gériintiisi PubChem ID: 4761

Sekil 4.2. Fas Ligand Reseptorinin Ug Boyutlu Yapisi, PDB kod:1DDF
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Ligand/Protein Molekiiler Docking Calismasi

Apoptoz digsal yolaginda yer alan Fas ligand reseptorii ve feniramin hidrojen maleat
etkilesim AutoDock Vina  yazilimi kullanilarak arastirildi. En iyi baglanma pozisyonu
baglanma afinitesi (kcal/mol)’ne gore secilip kaydedildi. Fas ligand reseptorii ve
feniramin maleat arasindaki etkilesim BIOVIA Discovery Studio Visualizer programinda

analiz edilip gorsellestirildi (Sekil 4.3).

Sekil 4.3. Fas Ligand Reseptorii Ve Feniramin Hidrojen Maleat Arasmdaki Etkilesim

72



THR
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1 =
[:] Carbon Hydrogen Bond

Sekil 4.4. Fas Ligand Reseptorii Ve Feniramin Maleat Arasindaki Kimyasal Etkilesimler

Sekil 4.5. Fas Ligand Reseptdri Ve Feniramin Maleat Arasindaki Etkilesimin Atom Yuklerine Gore
Goruntusu
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Fas ligand reseptorii ve feniramin maleat’n arasindaki etkilesim igin 10 farkli baglanma
pozundan en iyi baglanma afinitesine sahip olan docking pozu (-6,2 kcal/mol) segilerek
analiz ¢aligmalar1 yapilmistir. Molekiiler docking sonuglarmin analizine gore Ui¢ farkl
kimyasal etkilesim bulunmaktadir (Sekil 4.4). Bunlar van der Waals, pi-alkil ve hidrojen
baglaridir. Fenirmanin’in reseptdr proteininin 3. aktif bolgesine baglanmaktadir. Bu da
proteinin ti¢ boyutlu konformasyonunu degistirerek hiicre i¢cinde dissal kaynakli apoptoz
sinyalini baslatabilir. Sekil 4.5 ‘de Fas Ligand Reseptorii Ve Feniramin Maleat Arasindaki

Etkilesimin Atom Yiiklerine Gore Gorlintiisii verilmistir.

4.2. IN VITRO CALISMALAR
4.2.1.Sitotoksisite sonuclari

Feniramin hidrojen maleatin tek basina uygulanan sitotoksisite sonuglari
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Sekil 4.6. Set 1 24 Saat Sitotoksisite Sonuglari
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Sekil 4.7. Set 1 48 Saat Sitotoksisite Sonuglari

* %

* *

_
b
)

| | |
3 2 1

o o o
wu ¢/¢ eyisueq yndo

_
-
o

Sekil 4.8 Set 1 72 Saat Sitotoksisite Sonuglari
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SET1 sonuglaria gore ilk 24 saatte 1 ve 0.1 pg/ml’lik dozlar hari¢ diger tiim dozlarda
istatistiksel olarak anlamli sitotoksik etki goriilmiistiir (Sekil 4.6) **** p<0.00001; ***,
p<0.001; **, p<0.01; *, p<0.05; kontrole kiyasla).

48. Saatte 0.1 pg/ml doz haricinde diger tiim dozlarda istatistiksel olarak anlamli

sitotoksik etki gortilmistiir (Sekil 4.7) (****, p<0.00001; ***, p<0.001; kontrole kiyasla).

72. saatte 50 pg/ml’lik dozda anlamli bir azalis goriilmiistiir (**, p<0.01; kontrole
kiyasla). Ilk set sonuglarma gore feniramin maleat 48 saat siiresince A549 hiicrelerinde

etkili olmustur. Ancak bu etki 72 saat itibariyle azalmaya baslamistir(Sekil 4.8).
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Sekil 4.9 Set 2 24 Saat Sitotoksisite Sonuglari
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Optik Dansite 373 nm

Sekil 4.10 Set 2 48 Saat Sitotoksisite Sonuglar1

0.4

Optik Dansite 373 nm
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Sekil 4.11 Set 2 72 Saat Sitotoksisite Sonuglar1

SET 2 sonuglarmma gore ilk 24 saatte 50 ve 25 pg/ml’lik dozlarda istatistiksel olarak
anlamli sitotoksik etki goriilmiistiir (Sekil 4.9) (**, p<0.01; kontrole kiyasla). 12.5 ve
Ipg/ml’lik dozlarda da istatistiksel olarak anlamli sitotoksik etki goriilmiistiir (*, p<0.05;

kontrole kiyasla).
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48. Saatte 50, 1 ve 0.1 pg/ml doz haricinde diger tiim dozlarda istatistiksel olarak anlaml
sitotoksik etki goriilmiistiir (Sekil 4.10) (**** p<0.00001; *** p<0.001; *, p<0.05;
kontrole kiyasla).

72. saatte 25 ve 0.1 pg/ml dozlarda istatistiksel olarak anlamli azalig goriilmektedir (****,
p<0.00001, *, p<0.05; kontrole kiyasla).

2. set sonuglarina gore feniramin maleat 48 saat siiresince A549 hiicrelerinde daha etkili

olmustur. Bu etki 72 saat itibariyle etki azalmaktadir (Sekil 4.11).
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Sekil 4.12. Set 3 24 Saat Sitotoksisite Sonuglari
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Sekil 4.14. Set 3 72 Saat Sitotoksisite Sonuglari

SET3 sonuglarina gore ilk 24 saatte 100, 50, 25 ve 12.5pg/ml’lik dozlarda istatistiksel
olarak anlamli sitotoksik etki goriilmiistiir (Sekil 4.12) (p<0.001; **, p<0.01, *, p<0.05;

kontrole kiyasla).
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48. Saatte 100, 50 ve 12.5 pg/ml dozlarda istatistiksel olarak anlamli sitotoksik etki
goriilmiistiir (Sekil 4.13) (¥**, p<0.001; **, p<0.01 *, p<0.05; kontrole kiyasla).

72. saatte 100 pg/ml dozlarda istatistiksel olarak anlamli azalis goriilmektedir (****,
p<0.00001, kontrole kiyasla)

3. set sonuglarina gére feniramin maleat 48 saat siiresince A549 hiicrelerinde daha etkili
olmustur. Bu etki 72 saat itibariyle etki azalmaktadir (Sekil 4.14).

Tiim set sonuglar1 gz Oniine alindiginda feniramin maleat 48 saat siiresince A549
hiicrelerinde sitotoksik etki sergilemistir. Bu etki 72. saatten sonra azalma egilimi

gostermektedir.

ICsp = 48.25 + 6

inhibisyon %
S
1

50 100 150
10 Inhibisyon Konsantrasyonu (ug/ml)

Sekil 4.15. Feniramin Hidrojen Maleatin ICsq Degeri

Doz tarama sonuglar1 baz alinarak feniramin maleatin ICsp degeri 48.25 pg/ml olarak
hesaplanmistir (Sekil 4.15). Bu deger kombinasyon deneyleri i¢in = degeri de hesaba
katilarak 50 pg/ml kabul edilerek calismalara devam edilmistir.
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Feniramin hidrojen maleatin 5-fluorourasil 5-FU (1.3 mg/ml) ile kombine uygulanan
sitotoksisite dozlar
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Sekil 4.16. Set 1 Kombine Tedavinin 24 Saat Sitotoksisite Sonuglar
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Sekil 4.17. Set 1 Kombine Tedavinin 48 Saat Sitotoksisite Sonuglari
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Sekil 4.18. Set 1 Kombine Tedavinin 72 Saat Sitotoksisite Sonuglari

SET1 kombinasyon sonuglarina gore ilk 24 saatte 2X ICsp Ve ICsp dozlarinda istatistiksel
olarak anlamli sitotoksik etki gorilmistiir (Sekil 4.16) (****, p<0.00001, kontrole
kiyasla).

48. Saatte 2X I1Csp, 1Csove 1/2X 1Csp dozlarinda istatistiksel olarak anlamli sitotoksik etki
gorilmiistlir (Sekil 4.17) (****, p<0.00001, kontrole kiyasla)

72. Saatte 2X ICsg, ICsove 1/2X 1Csp dozlarinda istatistiksel olarak anlamli sitotoksik etki
goriilmiistir (Sekil 4.18).(****, p<0.00001, kontrole kiyasla)

IIk kombine set sonuglarina gore feniramin maleat ve 5-fluorourasil (5-FU) 48 ve 72.

saatlerde A549 hiicrelerinde 24 saate gore daha etkili olmustir.
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Sekil 4.19. Set 2 Kombine Tedavinin 24 Saat Sitotoksisite Sonuglar
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Sekil 4.20. Set 2 Kombine Tedavinin 48 Saat Sitotoksisite Sonuglari
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0.3

Optik Dansite 373 nm

Sekil 4.21. Set 2 Kombine Tedavinin 72 Saat Sitotoksisite Sonuglar1

SET2 kombinasyon sonug¢larima gore ilk 24 saatte 2X ICso ve 1/2X 1Cso dozlarinda
istatistiksel olarak anlamli sitotoksik etki goriilmiistiir ( *, p<0.05 kontrole kiyasla).

48. Saatte 2X I1Csp, 1Cspve 1/2X 1Csp dozlarinda istatistiksel olarak anlamli sitotoksik etki
goriilmiistiir (Sekil 4.20) (****, p<0.00001, kontrole kiyasla)72. Saatte 2X ICso, 1Cso Ve
1/2X 1Cso dozlarinda istatistiksel olarak anlamli sitotoksik etki goriilmistiir(Sekil 4.21)
(Sekil 4.19) (***, p<0.001, kontrole kiyasla).

2.kombine set sonuglarina gore de feniramin maleat ve 5-fluorourasil (5-FU) 48 ve 72.

saatlerde A549 hiicrelerinde 24 saate gore daha etkili olmustur.

Doz tarama sonuglarina gore feniramin maleatin 72. saatten itibaren A459 hiicreleri
tizerindeki etkisi azalirken, feniramin maleat ve ve 5-fluorourasil (5-FU) kombinasyonu
48. Ve 72. Saatlerde A549 hiicrelerinde istatistiksel olarak anlamli bir sitotoksik etki
gostermistir. Bu etki iki ilacin birbirleri iizerine olan etkilerini arttirdiklarina dair bir

gosterge olabilir.
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4.2.2. Koloni olusumu deneyleri

Kontrol Kontrol FHM

FHM ICs
FHM Kombinasyon

FHM Kombinasyon Kombinasyon Kombinasyon
1/2X ICso 2X 1Cso I1Cso 1/2X ICso
: = — b Jﬂ 5 & .,,4

Sekil 4.22 Feniramin Hidrojen Maleat (FHM) Tek Bagina ve 5-Fluorourasil (5-FU) lle Kombine Koloni
Olusum Deney Sonuglarinin Goruntist
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Sekil 4.23. Feniramin Hidrojen Maleat Koloni Olusum Sonuglari
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Sekil 4.24. Feniramin Hidrojen Maleat ve 5-Fluorourasil (5-FU) Kombine Koloni Olusum Sonuglari

Koloni olusum deneyi sonuglarmma gore; hi¢ ilag uygulanmayan kontrol grubunda
kolonilerin olustugu gozlenmis, ancak feniramin hidrojen maleatin tek basma ve 5-
fluorourasil (5-FU) ile kombine olarak verilen kuyucuklarda hucrelerin o6ldigi
gozlenmistir (Sekil 4.22). Grafik sonuglarma gore de feniramin hidrojen maleat tek

basma(Sekil 4.23) ve her i¢ doz icin 5-fluorourasil (ICs01.3 mg/ml) ile kombine olarak
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verilen ilaclar hucrelerin metabolik faaliyetlerinde 6nemli 6lglide istatistiksel olarak
anlamli bir azalmaya neden oldugu gorilmiistiir (Sekil 4.24) (**** p<0.00001, ***
p<0.001 kontrole kiyasla).

4.2.3.Migrasyon deneyi
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Bl kontrol
80— mm 2X ICs
mm ICy

g
_:g mm 1/2X |C50
S 40+
0- L] | — T
Oh 24h 48h

zaman

Sekil 4.25. Feniramin Hidrojen Maleatin Tek Basma Hiicrelerin Migrasyon Yetenekleri Uzerine Etkileri

Hiicrelerin migrasyon kapasiteleri degerlendirmek i¢in yapilan assay ¢aligsmalari
sonrasinda A549 hiicrelerine uygulanan feniramin hidrojen maleat, hiicrelerin gog¢
kapasitesinde ilk 24 saatte belirgin azalisa neden olmustur. 48 saatte ise 24 saate gore daha

fazla go¢ olustugu gorilmiistiir (Sekil 4.25).
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Seki 4.26. Feniramin Hidrojen Maleat Ve 5-Fluorourasil (5-FU) Kombine Tedavinin Hucrelerin Migrasyon

O h

24 h

48 h

* s f

Yetenekleri Uzerine Etkileri

Hiicrelerin migrasyon kapasiteleri degerlendirmek i¢in yapilan assay caligmalari
sonrasinda Feniramin Hidrojen Maleat ve 5-fluorourasil kombinasyonu uygulanan A-549

hiicrelerinde ilk 24 saatte belirgin azalis oldugu saptanmustir. 48 saatte ise hiicrelerin

parcalandigi gozlenmistir (Sekil 4.26).
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4.2.4. Apoptozla iliskili kaspaz-7 protein miktarinin ELIZA ve Western Blot

yontemleri ile gosterilmesi

ELIZA sonuclan
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Sekil 4.27 Feniramin Hidrojen Maleat Eliza 24 Saat Sonuglar1
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Sekil 4.28 Feniramin Hidrojen Maleat Eliza 48 Saat Sonuglari



Feniramin Hidrojen Maleat ile 24. saat inkiibasyon sonuglarina gére kontrol grubu ile
kiyaslandiginda tiim dozlarda istatistiksel olarak anlamli bir kaspaz-7 protein artisi
goriilmiistiir (Sekil 4.27) (*¥***, p<0.00001, *** p<0.001, kontrole kiyasla). 48. saat
inkiibasyon sonuglarma gore ise 2XICso dozu hari¢ diger ICso ve 1/2 1Cso dozlarinda
istatistiksel olarak anlamli bir protein artis1 vardir (Sekil 4.28) (***, p<0.001; **, p<0.01;
kontrole kiyasla).
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Sekil 4.29 Eliza 24 Saat FHM Ve 5-Fluorourasil Kombine Tedavinin A549 Hiicreleri Uzerine Etkisi
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Sekil 4.30 Eliza 48 Saat FHM ve 5-fluorourasil Kombine Tesdavinin A549 Hiicreleri Uzerine Etkisi
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Feniramin Hidrojen Maleat ile 5-fluorourasil combine tedavinin 24 ve 48.saat
inkiibasyon siresi sonuglarina goére kontrol grubu ile kiyaslandiginda tiim dozlarda
kaspaz-7 protein miktarinda istatistiksel olarak anlamli bir artis yoktur. (Sekil 4.29,Sekil
4.30)

ELISA test sonuglarina goére Feniramin Hidrojen Maleat A549 hiicrelerinini canliligini
apoptozun i¢sel yolagini tetikleyerek basariyor gibi goriinmektedir. Kaspaz-7, apoptozda
anahtar rol oynayan kaspazlardan birisidir. Kaspaz seviyesinin de gdzlenen bu arts,
Feniramin Hidrojen Maleatin A549 hiicrelerini apoptoz yolu ile 6ldiirdiigiine isaret
etmektedir. Ancak Feniramin Hidrojen Maleat ile 5-fluorourasil kombinasyonu ile
yapilan ELISA sonuglarma gore istatistiksel olarak anlamli bir sonuca ulagilamamaistir.
Bunun sebebi olarak kombine olarak kullanilan ilaglarin arasinda antagonist bir etkilesim

olabilecegi diisiiniilebilir.

Elisa sonuclarimin Western blot yontemi ile dogrulanmasi
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Sekil 4.31 Feniramin Hidrojen Maleat Kaspaz-7 24-48 Saat Artis Miktarlar1
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Sekil 4.32 Feniramin Hidrojen Maleat Kesilmis Kaspaz-7 24-48 Saat Artis Miktarlari

Belirlenen ilag dozlarinin A549 hiicrelerinde 24. ve 48. saat inkiibasyon siireleri sonunda

kaspaz-7 ve kesilmis kaspaz-7 enzim miktar1 seviyesinde degisimler sirasiyla Sekil 4.31

ve Sekil 4.32de  gosterilmistir.

48 saat 24 saat

Kombinasyon
Kontrol

1/2X IC50 FHM

1C50 FHM
1/2X IC50 FHM
IC50 FHM

2X 1C50 FHM
FHM Kontrol

2x0: [N SN N S S B | Beta-Aktin
35D s w— G, o e oo |Kaspaze]

20kDa [ e e = | Kesilmis Kaspaz-7

Sekil 4.33. Feniramin hidrojen maleat tek bagina ve 5-fluorourasil (5-FU)ile kombine halde A549
hiicrelerinde iki farkli inkiibasyon siiresi sonunda kaspaz-7 ve kesilmis kaspaz-7 enzim miktarlarindaki
degisimin bant gorintusu
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Feniramin hidrojen maleatin A549 hiicrelerinde 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda
kaspas-7 enzim miktar1 kontrole gore 2X ICso dozunda 0.6 kat az, 1Cso dozu 0.5 kat ve
1/2X 1Cso dozunda ise 0.2 kat azalmistir. Kontrole kiyasla 48 saatlik inkiibasyon siiresi
sonunda ise kaspaz-7 enzim miktari, ICso dozunda 0.3 kat ve 1/2X 1Cso dozunda 0.2 kat
azalmistir. Bununla birlikte kesilmis kaspaz-7 enzim miktar1 24 saatlik inkiibasyon siiresi
sonunda 2X ICso ve ICsg dozunda 1.5 kat ve 1/2X ICso dozunda 2.3 kat artnmstir. 48
saatlik inklibasyon suresi sonunda ise 1Cso dozunda 2.9 kat ve 1/2X 1Cso dozunda 2.6 kat
artmustir. 48 saatlik inkiibasyon siresinde 1Cso dozunda kesilmis kaspaz-7 miktari en
yiksek orana sahiptir. ELISA sonuglarimiza gore 24 saatte ilk iki dozda kaspaz-7
miktarindaki artis western blot sonuglar1 ile farklilik gostermektedir (Sekil 4.33). 48
saateki artis western sonuglari ile uyumludur. Kesilmis kaspaz-7 miktarindaki artis ise
bltun saat ve dozlarda belirgindir. Ancak kombine dozlarinin Eliza testinde istatistiksel
olarak anlamsiz olmasi ve western blot sonuglarinda ortaya g¢ikmamasi hiicrelerin
Olimiiniin farkli bir kaspaz iizerinden gergeklesebildigine isaret etmektedir. 5-FU
feniraminle kombine edildiginde hiicredeki sitotoksik etkisini farkli bir mekanizma

iizerinden gergeklestiriyor gibi gériinmektedir.
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5. TARTISMA

Kanser diinya ¢apmnda onemli bir saglik sorunudur ve kanserin kiiresel yiikiiniin
onlimiizdeki yillarda artmasi beklenmektedir. Mevcut tedavilerin sinirli basarisi ilag
gelistirmeye biiyiik yatirimlar yapilmasina neden olsa da, 1990'lardan bu yana FDA onay1
alan ortalama yillik ilag sayis1 azalmistir. Daha etkili anti-kanser ilaglarma duyulan bu acil
ihtiyag, ila¢ yeniden konumlandirmaya, yani kanseri tedavi etmek igin baska
endikasyonlar i¢in onaylanmis ilaglarin kullanilmasina yonelik ilgi de artigsa yol agmustir.
Bu nedenle, hem Klinik 6ncesi deneylerden, hem klinik deneylerden hem de gdzlemsel
calismalardan elde edilen veriler goz Oniine alinarak, kanser disindaki cok ¢esitli ilag
smiflarindaki bilesiklerin anti-timor etkinlikleri ¢alisiilmaya baslanmistir. Bunlardan
bazilar1 kanser hiicrelerinin 6limiine veya davranislarinin degismesine neden olurken

digerleri kanser gelisimini dnleyebilir (Sleire ve ark., 2017).

Monoterapi genellikle kanseri tamamen ortadan kaldirmak i¢in yeterli olmadigindan,
kanser tedavisinde kombine tedaviler uygulanmaktadir. Antihistaminiklerin toksisitesinin
kanser tedavisinde kullanilan geleneksel kemoterapdtik ajanlarla karsilastirildiginda daha
distik oldugu distiniildigiinde, geleneksel tedavi icin yeniden konumlandirma
kapsaminda kullaniminin incelenmesi gerekmektedir. Ancak, antihistaminiklerin yeni
kanser ajanlar1 olarak kullanimmi 6nermeden 6nce, farkli tiimor tiplerindeki histamin
reseptorlerinin tam seviyesini ve her birinin aktivasyonunun kanser bilyiimesi tzerindeki
etkilerini agikliga kavusturmak, bunlar1 in vitro ve in vivo degerlendirmek gerekmektedir
(Carson ve ark., 2010).

Histamin reseptorleri, meme, serviks, over, vajina, uterus, vulvar, kolorektal kanser ve
melanom olmak tizere ¢esitli kanserlerde tamimlanmustir (Park ve ark., 2023). Mast hiicre
mediatorlerinin kanser gelisimi {izerindeki etkilerini degerlendiren bazi ¢aligmalarin
sonucglary, bunlarin yeni kanser tedavilerinde potansiyel hedefler olabilecegini
diigiindiirmektedir, ¢ilinkii bunlarin  degraniilasyonunun inhibisyonu  pro-timor

mediatorlerinin salinimini engellemektedir (Carson ve ark., 2010).

Antihistaminiklerin kolorektal (Rajendra ve ark., 2004) ve l6semik (Aichberger ve ark.,

2006) ve insan melanom hiicre hatlarinda timor hicrelerinin biiyiimesini engelledigi
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g6zlemlenmistir (Jangi ve ark., 2006). Birka¢ arastirmaci, antihistaminiklerin aminoetil
eter grubunun, hiicre i¢i histamin reseptorlerine baglanarak MCF-7 meme kanseri
hicrelerinin in vitro buytmesini engelledigi ve bilinen bir tamoksifen tirevi olan N, N -
dietil-2-(4-(fenilmetil)fenoksi)etanamin HCl1 (DPPE) 'ye yapisal olarak benzedigini
gOzlemledi (Brandes ve ark., 1985; Brandes ve ark., 1994; Nadalin ve ark., 2003). Ayni1
zamanda doksilamin ve setirizin’in herhangi bir hiicre hattinin bliylimesini
degistirmedigini dogruladilar. Brandes ve Mcdonald tarafindan gergeklestirilen bir in
vitro ¢alismada (Brandes ve ark., 1985) MCF-7 ve EVSA-T insan meme kanseri hiicre
hatlarinda, hidroksizinin bu insan meme kanseri hiicrelerine karsi sitotoksik oldugu

gOsterilmistir.

Jiang ve arkadaslar1 (Jiang C. G. ve ark., 2010) H2 antihistaminik gruptan simetidin’in in
vitro ve in vivo etkilerini degerlendirmislerdir. Bu ¢alismada MTT testi ile, SGC-7901
insan gastrik karsinom metastatik lenf nodu hiicre hattinda, MGC-803 insan gastrik
mukuslu adenokarsinom hiicre hattinda ve GES-1 normal insan gastrik epitel hiicre
hattinda 24 ve 48 saatlik maruziyetten sonra farkli simetidin konsantrasyonlarinin
biiyiimeyi inhibe edici etkilerini degerlendipve Simetidinin neoplastik hicrelerde
apoptozu indiikledigini ve normal gastrik hiicrelerde neredeyse hi¢ etkisi olmadigini

dogruladilar.

Histamin reseptorlerini hedef alan antihistaminikler, cogu insan tarafindan iyi tolere
edilen, minimum yan etkilere sahip giivenli ilaglar oldugundan kanser tedavisinde ilacin
yeniden konumlandirilmasi i¢in miikemmel birer adaydirlar. Feniramin Hidrojen Maleat,
daha oOnceki bolimlerde agiklandigi gibi H1-antihistaminik ve damar genisletici
ozelliklere sahip bir alkil amin tiirevi olan feniraminin maleat’in tuz formudur. Orijinal
olarak onaylanmig endikasyonunun otesinde diger tibbi durumlar1 tedavi etmek icin
literatirde in siliko olarak fazla ¢alisma olmadigi gibi kiigiik hiicreli dis1 akciger
karsinomu KHDAK iizerinde feniramin maleatin etkilerini arastiran ilag yeniden

konumlandirma ¢ergevesinde herhangi bir calisma bulunmamaktadir.

Rashmi ve ark. 2018’de yaptiklar1 inceleme makalesine gore tip 2 diyabette kullanilan bir
ilag olan metforminin bir dizi in vitro ¢alismada kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini

engelledigi gosterilmistir. Buna gore metforminin tirozin kinaz inhibitorlerine direncli
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KHDAK hiicrelerini hassaslastirdigi gosterilmistir (Li L. ve ark., 2014; Shah ve ark.,
2019).

Retrospektif bir kohort ¢aligmasinda epilepsi ilact Valproatin, uzun siireli kullanimmin
bas ve boyun kanserleri riskinde 6nemli bir azalma ile iligkili oldugu ileri stiriilmistiir.
Ancak akciger, mesane, kolon ve prostat kanserlerinde kanser insidansinda anlamli bir
fark gozlenmemistir. Bu ylzden daha fazla ¢alismaya ihtiya¢ duyulmaktadir (Kang H. ve
ark., 2014a).

Chavez-Lopez ve ark. tarafindan yapilan bir ¢alismada H1 anti-histaminik astemizol ve
epidermal buyume faktori reseptor inhibitori gefitinibin insan akciger kanseri hiicre
hatlarmda (A549 ve NCI-H1975) proliferasyon, sagkalim, apoptoz ve potasyum
kanallarinin gen ve protein ekspresyonu iizerindeki kombine etkisi incelenmistir. Bu
calismada kullanilan ilaglarin combine kullanimlarinin hiicre proliferasyonunu ve
sagkalimini azaltarak {istiin bir etkiye sahip oldugunu bildirmislerdir. Her iki ilacin da tek
basma NCI-H1975 hicrelerinin apoptozunu etkilemedigi, ancak ilaglarin 1Cyodozlarinin
kombine uygulanmasinin, her iki ilacin tek baslarina uygulanmalarinakiyasla apoptozu
yaklasik dort kat artirdig: tespit edilmistir. Bu sonuclara dayanarak yazarlar, astemizol-
gefitinib kombinasyonunun akciger kanseri hastalar1 i¢in yeni ve umut verici bir tedavi

olabilecegini 6ne siirmiislerdir (Chavez-Lopez ve ark., 2017; Shah ve ark., 2019).

KHDAK 'nin tedavisi olmakla birlikte, tedavide kullanilan ilaglara kars: gelisen direng,
timoriin plastisitesi ve heterojenligi tedavinin zorlagsmasina neden olmaktadir. Bu
nedenle, 6zellikle combine tedaviler i¢in altenatif ilag arayislari devam etmektedir. Bizde
bu nedenle tezimizde, KHDAK’i tedavi etmek i¢in feniramin maleatin ilag yeniden
konumlandirma kapsaminda degerlendirme potansiyelini belirlemek istedik. Tez
kapsaminda oncelikle, Feniramin maleat’in diger kanser ilaglarma olan benzerligini
DrugCentral2023.org web server (zerinden arastirdik. Tablo 4.2 de gorildigi tizere
FHM, en yiiksek olarak akciger kanseri tedavisinde kullanilan erlotinibe benzemektedir.
Bu yiizden akciger kanseri hiicre hattinda FHM’nin etkili olabilecegini 6ngordiik.
Erlotinb’e benzerliginden yola ¢ikarak Ilacin Hiicrelerin proliferasyonu iizerine etkisi
olabilecegini ve hatta sitotoksik etki de gdosterebilecegini Ongorerek tez kapsaminda olasi
hiicre 6liimiiniin apoptoz kaynakli olup olmadigini test etmek istedik. Apoptoz igsel ve
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dissal olmak iizere iki ana yolaga sahiptir. Bu noktada, ilacin olas1 apoptotik etkilerinin
hangi yolak lizerinden gerceklestirildigini belirlemek i¢in digsal yolagi in siliko olarak,
,¢sel yolagi da in vitro olarak test ettik. Apoptoz digsal yolak denememizde, dissal yolakta
onemli rol oynayan Fas ligand L reseptori (FasLR) ile feniramin maleat arasindaki
etkilesim in silico olarak degerlendirilmistir. In siliko verilerimize gére, FHM,/FasLR
arasindaki etkilesimde farkli bag tiplerinin yer aldigr bulunmustur. Bu baglar: FasLR
proteinin tireonin-165, valin-188, tireonin-97, serin-42, lizin-45, metiyonin-127, tirozin-
195, lizin-45, tireonin-129 aminoasitleri ile FHM arasindaki van der Waals baglar1 ve .
Glutamin-164, 16sin-189 ve alanin-94 aminoasitleri ile FHM arasinda hidrojen bagi ve

prolin-43 aminoasidi ile FHM arasinda pi-alkil bagi olarak belirlenmistir.

In vitro sonuglarimiza gére FHM A549 hiicreleri Uizerinde tek basma ve 5FU ile kombine
uygulandiginda  sitotoksik bir etki gdstermesine ragmen, elisa ve western blot
deneylerinde kaspaz-7 seviyelerindeki degisim Uzerinde istatistiksel olarak anlamli
bulunmamaistir. Apoptozun digsal yolagi genellikle Fas ligand (FasL) ve TNF ile iliskili
apoptoz indiikleyici ligand (TRAIL) gibi hiicre dis1 6liim reseptor ligandlarmin ilgili
transmembran reseptorlerine baglanmasiyla tetiklenir. Molekiiler docking sonug¢larinda
dissal yolak proteinlerinden FasL reseptorii ve FHM nin arasindaki etkilesim A549
hiicrelerinde ki apoptozu dissal yolaktan baslatiyor gibi goriinmektedir. Kaspaz 7 ve
kesilmis kaspaz-7 nin seviyelerindeki artis Olimiin apoptozla oldugunu
gostermektedirancak 5FU ve FHM kombine tedavi uygulamasinda hiicre élimdnin
kaspaz-7 Uzerinden degilde farkli bir protein iizerinden gerceklestirmis olabilecegini
diisiindiirmektedir. Bu noktada FHM nin combine terapiler i¢in iyi bir alternatif oldugunu
Onermeden Once mutlaka 6lum yolagimdaki molekiiler mekanizmanin agiga ¢ikarilmasi

gerekmektedir.

Ilagc yeniden konumlandirma kapsaminda, toksisitesi cok az olan feniramin hidrojen
maleatin olas1 anti-kanser etkilerinin ilk kez belirlendigi bu ¢aligmayla elde ettigimiz

verilerin yeni in vitro ve in vivo ¢alismalar i¢in yol gosterici olacagini umud etmekteyiz.
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6. SONUC ve ONERILER

Feniramin maleat, ¢esitli alerjik durumlarin tedavisinde kullanilan, kolay erisilebilir bir
antihistaminiktir ve daha oOnce literatiirde ilag yeniden konumlandirma kapsaminda
akciger kanser tedavisi ile ilgili yapilmig in siliko bir ¢aligma yoktur. Bu nedenle feniramin

hidrojen maleatin anti-anker potansiyelini degerlendiren bu tez kapsaminda;

1-FHM’nin kemoterdpatiklere benzerligi Drug Central2023.org web server ile analiz
edilmisti. RMSD (Root Mean Square Deviation) degerlerine gore FHM’nin kanser

tedavisinde kullanilan erlotinib isimli ilagla benzerligi 0,96 olarak belirlenmistir.

2- Molekiiler docking sonuglarimiza goére, FHM ve FasLR arasindaki baglanma afinitesi
-6,2 kcal/mol’diir. Analizin sonuglarina gére FHM ve FasLR arasinda van der Waals, pi-

alkil ve hidrojen bagi olmak iizere ii¢ farkli kimyasal etkilesim bulunmaktadir.

3-in vitro sonuglarimiza gore sitotoksite testlerinde FHM nin tek basina ve 5-fluorourasil

(5-FU) ile kombine tedavide sitotoksik etki gosterdigi agiga ¢ikarilmistir.

4-Migrasyon test sonuglarimiza gére hem tek basina FHM hem de kombine tedavinin

hiicre go¢iinii engelledigi gosterilmistir.

5-Koloni olusumu deneylerinde sadece kontrol gruplarinda koloni olusumu gézlenmis tek

basina ve kombine tedavi gruplarinda hiicrelerin koloni olusturmadigi gozlenmistir.

6-ELISA test sonuglarimiza gore, FHM tek basina kaspaz-7 protein seviyelerinde artisa
sebep olurken, 5FU ile kombine uygulandiginda istatistiksel olarak anlamli bir degisiklige

neden olmamustir.

7-Western blot analiz sonuglarimiza gore, ELISA testinde anlamli bulunan gruplarda
FHM’nin tek basina kaspaz-7 ve kesilmis kaspaz-7 seviyelerinde anlamli artig goriilmiis

fakat kombine tedavi uygulanan deney gruplarinda bant olugsmamustir.

Sonug olarak, Feniramin hidrojen maleatin ila¢ yeniden konumlandirma kapsaminda
antikanser potansiyeli yiiksek iyi bir alternatif olabilecegi bulunmustur. Ileri diizey in vitro

ve in vivo galismalara zemin olusturmasini umuyoruz.
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