KARADENIZ TEKNIK UNIVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

KiMYA ANABILIM DALI

YENIi SENTEZLENEN BAZI ORGANIiK MOLEKULLERIN ANTIi-KANSER
OZELLIKLERININ INCELENEREK ILAC ADAYI OLMA
POTANSIYELLERININ ARASTIRILMASI

DOKTORA TEZi

Emine SAHIN

HAZIRAN 2023
TRABZON



KARADENIZ TEKNIK UNIVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

KiMYA ANABILIM DALI

YENI SENTEZLENEN BAZI ORGANIiK MOLEKULLERIN ANTI-KANSER
OZELLIKLERININ INCELENEREK iLAC ADAYI OLMA
POTANSIYELLERININ ARASTIRILMASI

Emine SAHIN

Karadeniz Teknik Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisiince
"DOKTOR (KIMYA)"

Unvam Verilmesi i¢cin Kabul Edilen Tezdir.

Tezin Enstititye Verildigi Tarih :11/05/2023
Tezin Savunma Tarihi :16/06/2023

Tez Danismani : Prof. Dr. Yakup KOLCUOGLU

Trabzon 2023



ONSOZ

Bu ¢alisma Karadeniz Teknik Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Kimya Anabilim
dalinda doktora tezi olarak hazirlanmistir.

Calismada, hEGFR proteinine baglanma incelemek istedigimiz ve yeni 1,2,4-triazol
bilesiklerinin hEGFR iizerine inhibitér etkisi in vitro ortamda biyokimyasal olarak
incelenerek karakterize edildi. Tezde kullanilan molekiiller 118Z187 nolu TUBITAK
projesi kapsaminda sentezlenmistir. Ayni zamanda inhibitor olarak en aktif olan
bilesiklerin aktiviteleri, hiicre kiiltlirii ¢aligmalariyla in vitro ortamda arastirilmistir. Tezin
calismalarinda kullanilan molekiillerin ADME o6zellikleri ise in silico olarak incelenmistir.

Prof. Dr. Senay SANLIER hocama yliriitiilen sitotoksisite ¢alismalarinda sundugu
katkilarindan dolay1 tesekkiirlerimi bir borg bilirim.

Ayrica, doktora c¢aligmalar1 boyunca destegini esirgemeyen, nezaketi ve
caliskanligiyla 6rnek olan saygideger danisman hocam Prof. Dr. Yakup KOLCUOGLU na
sayg1 ve siikkranlarimi sunarim.

Son olarak, kadinlarin esit haklardan yararlanabilmesi ve toplumun her alaninda var
olabilmesi i¢in miicadele veren ve uygar bir toplum olma yoniinde ilke ve inkilaplariyla
yolumuzu aydinlatan devletimizin kurucusu Gazi Mustafa Kemal ATATURK i 6zlem ve
minnetle anarken, ¢agdas bir egitim almami saglayarak oncelikle fikri bagimsizliimi daha
sonra da ekonomik bagimsizligimi kazanabilmem i¢in her tlirli maddi ve manevi
olanaklarin1 seferber eden, her kosulda yanimda olan, varligimi bor¢lu oldugum canim
anneme ve canim babama ve desteklerini her zaman yanimda hissettigim abilerime sonsuz

minnet ve sevgilerimi sunuyorum.

Emine SAHIN
Trabzon 2023
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TEZ ETIiK BEYANNAMESI

Doktora Tezi olarak sundugum “Yeni sentezlenen bazi organik molekiillerin anti-
kanser 6zelliklerinin incelenerek ilag aday1 olma potansiyellerinin arastirilmasi” baslikli bu
calismayr bastan sona kadar damsmamim Prof. Dr. Yakup KOLCUOGLU’nun
sorumlulugunda tamamladigimi, verileri /6rnekleri kendim topladigi, deneyleri/analizleri
ilgili laboratuvarlarda yaptigimi/yaptirdigimi, baska kaynaklardan aldigim bilgileri metinde
ve kaynakcada eksiksiz olarak gosterdigimi, ¢alisma silirecinde bilimsel aragtirma ve etik
kurallara uygun olarak davrandigimi ve aksinin ortaya ¢ikmasi durumunda her tiirlii yasal

sonucu kabul ettigimi beyan ederim. 16/06/2023

Emine SAHIN
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YENI SENTEZLENEN BAZI ORGANIK MOLEKULLERIN ANTI-KANSER
OZELLIKLERININ INCELENEREK iLAC ADAYI OLMA
POTANSIYELLERININ ARASTIRILMASI

Emine SAHIN

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dali
Danisman: Prof. Dr. Yakup KOLCUOGLU
2023, 125 Sayfa

1182187 nolu TUBITAK projesi kapsaminda, bu tez calismasinda kullanilmak
lizere, in silico yontemlerle yapilan ¢alismalarla hEGFR {izerinde etkili olabilecek 1,2,4-
triazol iskeleti ve substituentler tasarlanarak molekiiller sentezlenmistir. Tez kapsaminda,
oncelikle ticari olarak satin alinan enzimin optimum reaksiyon sartlar1 belirlenmistir.
Enzimin optimum protein ve substrat konsabtrasyonlar: sirasiyla 0,01 pg/mL ve 0,5 mM
olarak hesaplandi. Kinetik c¢aligmalarla, her bir inhibitor molekiilin ICsy degeri
bulunmustur. En iyi ICso degerine sahip molekiillerin, 31 (0,0004 mM) ve 9, 27, 30 (0,0008
mM) numarali molekiiller oldugu belirlendi. Inhibitér molekiillerin inhibisyon tiirii
arastirildi ve en iyi K; degerleri 0,00232 uM (31) ve 0,0889 uM (9) olarak hesaplandi. En
1yl inhibisyon etkisine sahip molekiillerin (9, 27, 30, 31) biyouyumluluk testleri icin A549,
NCI-H358, WI-38, OVCAR-3 ve SKOV-3 hicreleri1 kullanmildi. 9 ve 27 numarah
bilesiklerin en iyi sitotoksisite Ozelligine sahip oldugu tespit edildi. Gefitinib ve dort
molekiiliin OVCAR-3 hiicre hattina karsi, 9 numarali molekiiliin ise WI-38 hiicre hattina
kars1 aktivitesi belirlenememistir. ADME c¢alismalarinda, molekiillerin hi¢birinin tahmini
kan-beyin bariyer gegis 6zelligi olmadigi, cogu molekiiliin ise pasif gastrointestinal emilim

ozelliginin oldugu gorilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: hEGFR, Enzim inhibisyonu, ELISA, 1,2,4-triazol, Sitotoksisite,
ADME
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Within the scope of the TUBITAK project numbered 11872187, 1,2,4-triazole
skeleton and substituents that could be effective on hEGFR were designed by in-silico
methods, and molecules were synthesized to be used in this thesis. Within the scope of the
thesis, first of all, the optimum reaction conditions of the commercially purchased enzyme
were determined. The optimum protein and substrate concentrations of the enzyme were
calculate as 0,01 pg/mL and 0,5 mM, respectively. The ICsy value of each molecule was
found by kinetic studies. Molecules with the best ICsy values were determined as 31
(0,0004 mM) and 9, 27, 30 (0,0008 mM). The inhibition types of molecules were
investigated and the best Ki values of these molecules were calculated as 0,00232 pM (31)
and 0,0889 uM (9). A549, NCI-H358, WI-38, OVCAR-3, SKOV-3 cells were used for
biocompatibility tests of molecules (9, 27, 30, 31) with the best inhibitory effect.
Molecules with the best cytotoxicity were found as 9 and 27. The activity of gefitinib and
four molecules against the OVCAR-3 cell, and the activity of molecule 9 against the WI-
38 cell could not be determined. In ADME studies, it was predicted that none of the
synthesized molecules had blood-brain barrier crossing properties, and most of them had

passive gastrointestinal absorbtion properties.

Keywords: hEGFR, Enzyme inhibition, ELISA, 1,2,4-triazole, Cytotoxicity, ADME

VIII



Sekil 1.
Sekil 2.
Sekil 3.
Sekil 4.
Sekil 5.
Sekil 6.
Sekil 7.
Sekil 8.
Sekil 9.

Sekil 10.
Sekil 11.
Sekil 12.
Sekil 13.
Sekil 14.
Sekil 15.
Sekil 16.
Sekil 17.
Sekil 18.

Sekil 19.

Sekil 20.

Sekil 21.
Sekil 22.
Sekil 23.
Sekil 24.

Sekil 25.

SEKILLER DiZiNi

Sayfa No

ReseptOr tirozin KiNaz YapISL. .oc.eeeveeeiieriienieeiieeieeiee ettt 23

Reseptor tirozin kinazlarin alt siniflari i¢in belirleyici olan hiicredisi 6geler. .... 25

Reseptor tirozin kinazlarm 6rnek yapisi ve aktivasyon mekanizmasi................. 27
ErbB reseptor ailesinin [ineer gOStETIMI .......c.veeeveeeriieeriieerieeeeiee e eieeesvee e 30
PTK aktivitesinin belirlenmesinde kullanilan ELISA reaksiyonu ...................... 49
hEGFR enzim aktivitesi iizerine protein konsantrasyonunun etkisi.................... 62
ATP-2Na varliginda ¢izilen Lineweaver-Burk grafigi..........cccooceevevienvenirennnne. 63
1, 2, 3 numarali molekiillerin hREGFR aktivitesi lizerine etkisi ..............ccceee...... 64
4, 5, 6 numarali molekiillerin hEGFR aktivitesi lizerine etKisi.........c......coeuvee.... 64
12, 9, 7 numaral1 molekiillerin hEGFR aktivitesi iizerine etkisi .............c........... 64
13, 14 numarali molekiillerin hEGFR aktivitesi lizerine etkisi.............ccccuveeeenne. 65
11, 10, 8 numarali molekiillerin hEGFR aktivitesi lizerine etkisi ....................... 65
16, 17, 15, 24 numarali molekiillerin hEGFR aktivitesi tizerine etkisi ............... 66
19, 20, 23, 22 numaral1 molekiillerin hEGFR aktivitesi iizerine etkisi ............... 67
18, 21 numarali molekiillerin hEGFR aktivitesi lizerine etkisi............c....coeeunnnns 67
30, 27, 25 numarali molekiillerin hEGFR aktivitesi {izerine etkisi..................... 68
31, 32 numarali molekiillerin hEGFR aktivitesi lizerine etkisi................cccoeunen. 68
Gefitinib ve 29, 28, 26 numarali molekiillerin hEGFR aktivitesi {izerine

EEKIST 1ttt ettt ettt et eb e e 69
11, 13, 26, 9 molekiillerinin varliginda hEGFR inhibisyon tiirlerinin

DEITIENIMESI. ...eiiiiiiiiiiiie e 71
28, 26, 31, 29, 24, 22, 27, 30, 32 molekiillerinin varliginda hEGFR

inhibisyon tiirlerinin belirlenmesi...........coocueiiiiiiiiiiiniiieee 72
Sentezlenen bilesiklerin molekiil agirliklart ........cccooceveiniiiiniiiiniiiiee 77
Sentezlenen molekiillerin ESOL metoduna gore suda ¢oziiniirliikleri................ 77
Molekiillerin WLOGP-TPSA (haglanmis yumurta grafigi) grafigi..................... 80

Sentezlenen molekiillerin  ve gefitinib inhibitoriiniin  SwissADME
biyoyararlanim radar grafikleri.........coocoviieiiiiiiiiiiiieee e 81

Gefitinib inhibitoriintin WI-38 hiicreleri {izerindeki konsantrasyona (uM)
bagli SitotoKSISIte EtKILETT.....cueieiieiieiiieiie ettt 86

IX



Sekil 26

Sekil 27.

Sekil 28.

Sekil 29.

Sekil 30.

Sekil 31.

Sekil 32.

Sekil 33.

Sekil 34.

Sekil 35.

Sekil 36.

Sekil 37.

Sekil 38.

Sekil 39.

Sekil 40.

Sekil 41.

Sekil 42.

Sekil 43.

Sekil 44.

. 9 numarali molekiiliin WI-38 hiicreleri lizerindeki konsantrasyona (uM)
bagli SitotoKSISIte @KILETI.....ccueieiieiieiiieiiceieece et

27 numarali molekiiliin WI-38 hiicreleri tizerindeki konsantrasyona (uM)
bagli SitotoKSISIte SKILETI.....ccuvieviiiiieiiieieeie et e

30 numarali molekiiliin WI-38 hiicreleri lizerindeki konsantrasyona (uM)
bagli SitotoKSISIte StKILETT.....cuvieiiiiiieeiieiiceieee ettt

31 numarali molekiiliin WI-38 hiicreleri lizerindeki konsantrasyona (uM)
bagli SitotoKSiSIte EtKILETI.....ccuvieiiiiiieeiieiiieieece ettt

Gefitinib inhibitoriiniin A549 hiicreleri lizerindeki konsantrasyona (uM)
bagli SitotoKSISIte EtKILETT.....ccuvieiiiiiieeiieiieeieece et

9 numarali molekiiliin A549 hiicreleri iizerindeki konsantrasyona (uM)
bagli SitotOKSISIte EKILETL. . .eevvieiiiiieeiieiiceie ettt

27 numarali molekiiliin A549 hiicreleri iizerindeki konsantrasyona (uM)
bagli SitotoKSISIte SKIIETT. . .ccuiiiriiiiieiciieriiieie ettt e re e e

30 numaralt molekiiliin A549 hiicreleri iizerindeki konsantrasyona (uM)
bagli SitotoKSISIte SKIIETT.....c.eivvieiiieiiieiieie ettt

31 numarali molekiiliin A549 hiicreleri iizerindeki konsantrasyona (uM)
bagli SitotoKSISIte SKIIETT. .. cuvierieieieiiieiiicie ettt ens

Gefitinib inhibitoriiniin NCI-H358 hiicreleri iizerindeki konsantrasyona
(ULM) bagli SitotoKSiSIte StKIIETT ......eevuieeiieiieiiieiieeieecite et

9 numarali molekiiliin NCI-H358 hiicreleri iizerindeki konsantrasyona
(ULM) bagli SitotoKSiSIte StKIIETT .. .vievuieeiieiieeieeiieeie et

27 numarali molekiilin NCI-H358 hiicreleri iizerindeki konsantrasyona
(LM) bagli sitotoksisite etKIerT .......cccuevevuieeriiiieiiie e

30 numarali molekiiliin NCI-H358 hiicreleri {izerindeki konsantrasyona
(LM) bagli sitotoksisite €tKIeTT .......ccveieiuieeriiieiiie e

31 numarali molekiiliin NCI-H358 hiicreleri {lizerindeki konsantrasyona
(LM) bagli sitotoksisite etKIIETT .......coveriiriiriiiiiiicecicceeeeeen

Gefitinib inhibit6riiniin SKOV-3 hiicreleri iizerindeki konsantrasyona (uM)
bagl sitotoksisite etKIleri.......coiiviriiiriiiiiiiriccce e

9 numaral1 molekiiliin SKOV-3 hiicreleri tizerindeki konsantrasyona (uM)
bagl sitotoksisite etKIleTT.......ovuiiruiriiiriiiieiiiccc e

27 numarali molekiiliin SKOV-3 hiicreleri {izerindeki konsantrasyona
(LM) bagli sitotoksisite etKIlErT .......coervuerieriiiiiiiiieiieeececeeeee

30 numarali molekiilin SKOV-3 hiicreleri iizerindeki konsantrasyona
(ULM) bagli sitotoksiSite etKIIETT ......eevueeeiieiieiiieiieee e

31 numarali molekiilin SKOV-3 hiicreleri iizerindeki konsantrasyona
(ULM) bagli sitotoksiSite EtKIIETT ... .eovuieeiieiieiiieiie e



Tablo 1.
Tablo 2.
Tablo 3.
Tablo 4.
Tablo 5.

Tablo 6.

Tablo 7.

Tablo 8.
Tablo 9.

TABLOLAR DiZiNi

Sayfa No
Tirozin kinazlarin (TK) reseptor ve non reseptor iyeleri........cccoeeveveeriienieennennne. 20
Reseptor tirozin kinazlarin alt gruplar1 ve kanserle iliskileri ...........c.ccccveeeenennnn. 21
Sentezlenen molekiillerin kodlari, IUPAC adlandirilmasi ve formiilleri ............ 54
Sentezlenen molekiillerin hEGFR aktivitesi iizerine inhibisyon etkileri ............ 70
11, 13, 26, 9 molekiilleri varliginda inhibisyon tiirlerinin belirlenmesi ve Ki
14 [543 (S o OO SRUP SRR 71
28,26, 31, 29, 24, 22, 27, 30, 32 molekiilleri varliginda inhibisyon tiirlerinin
belirlenmesi ve Ki degerleri .........ccoeoiiiiiiiiiiiiiiiiee e 73
9, 27, 30 ve 31 Numarali molekiiliin farmakokinetik ve fizikokimyasal
Fa7Z5] 1114 (<) BSOS URUUSRUPPR 75
Molekiillerin ilag benzerlikleri, farmakokinetik ve tibbi kimya o6zellikleri.. ...... 78
Hiicre hatlarinda gefitinib ve 9, 27, 30, 31 numarali molekiillere ait IC50

4 [543 1S o OO TSP U SRRSO 86

XI



ABS
ADME
ALK
ATP
BBB
BOILED Egg
°C

cm
DMSO
EMA
FDA
FGFR

GI
hEGFR
1H-NMR
IGF
IUPAC
JAK

kDa

MAP
mL

mmol
MTT
MW
nM
NRTK
NSCLC
PAINS

KISALTMALAR VE SEMBOLLER DiZiNi

: Abbott biyoyararlilik skoru
: Tlag bilesiklerinin emilim, dagilim, bozunma ve atilim &zellikleri
: Anaplastik lenfoma kinaz reseptorii
: Adenozin trifosfat

: Kan-beyin bariyer gecirgenligi

: Brain or intestinal estimated permeation-haglanmis yumurta
: Santigrat derece

: Santimetre

: Dimetil stilfoksit

: Avrupa ilag ajansi

: Amerika gida ve ilag dairesi

: Fibroblast biiyiime faktorii reseptorii

: Gram

: Gastrointestinal emilim

: Insan epidermal biiyiime faktorii reseptorii

: Proton niikleer manyetik rezonans

: Insiilin-benzeri biiyiime faktorii

: Uluslararasi temel ve uygulamali kimya birligi

: Janus kinaz

: Kilodalton

: Molar

: Monoklonal antikor

: Mitojenle aktive olan kinaz

: Mililitre

: Milimolar

: Milimol

: 3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir
: Molekiiler agirlik

: Nanomolar

: Non-reseptor tirozin kinaz

: Kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri

: Pan assay interference structures

XII



PDGFR
PI3K
PTK

RTK
STAT
TKi
TPSA
VEGFR
pL

: Trombosit tiirevli biiylime faktorii reseptori

: Fosfatidilinositol 3-kinaz

: Protein tirozin kinaz

: Transfeksiyon sirasinda yeniden diizenlenen reseptor ailesi
: Resepor tirozin kinaz

: Sinyal doniistiiriicii ve transkripsiyon aktivatorii

: Tirozin kinaz inhibitorii

: Topolojik polar yiizey alani

: Vaskiiler endotelyal biiylime faktorii reseptorii

: Mikrolitre

XIII



1. GENEL BIiLGIiLER

1.1. Giris

Hastaliklarin veya hastalik semptomlarinin ¢esitli nedenleri vardir. Bu nedenler
arasinda viicuttaki belirli metabolitlerin normal degerlerinin iistiinde veya altinda olmasi,
yabanci bir organizmanin viicudu istila etmesi veya hiicrelerin anormal sekilde biliyiimesi
yer alir (Silverman ve Holladay, 2014). Biiylime 6zellikleri bozulmus hiicrelerin klonal
yayilimi olarak tanimlanan ve en yaygin hastaliklardan biri olan kanserin olusumundaki
etkenler arasinda, bakteri ve viriisler, radyasyon, kalitim, ¢evresel faktorler, beslenme ve
maruz kalinan kimyasallar yer almaktadir (Yokus ve Cakir, 2012).

Hiicre i¢i ve hiicreler arasi sinyal iletiminin ger¢eklesmesi ve devamliliginin
saglanmasi, hiicrelerin embriyogenez, ¢ogalma, farklilasma ve yasamini siirdiirebilme
fonksiyonlarini yerine getirebilmesi bakimindan gereklidir. Dis sinyallerin hiicre igine,
hiicre i¢i sinyal iletim mekanizmalari ile ulastirilmasi sonucu hiicrede 6nemli yanitlar
olusur. Disaridan sinyal alamamasi ise hiicrenin apoptoza ugramasima neden olur. insan
viicudunda gorev yapan genlerin yaklagik beste birinin, sinyal iletim mekanizmalarinda
gorev almasi, bu sinyal iletim mekanizmalarinin hiicre i¢in ne kadar énemli oldugunu
gostermektedir (Coban ve Giiran, 2013). Normal hiicrelerde meydana gelen onkojenik
mutasyonlar, sinyal iletim yolaklarini ve sinyal proteinlerini etkilemek suretiyle, hiicrenin
cogalma veya yasama islevlerini etkiler ve kontrolsiiz bir sekilde ¢ogalmalarina sebep olur.
Bu nedenle kanser gelisiminde ilk etkilenen mekanizma, genellikle hiicre i¢indeki sinyal
iletim yolaklar1 olmakta ve bu yolaklarda meydana gelen onkojenik mutasyonlar
invazyon/metastaz siireclerine de etki etmektedir (Ozcan ve Dikmen, 2015). Bu yolaklar,
normal hiicrelerin yasamin1 belirleyen ¢ogalma, farklilasma gibi fonksiyonlari
diizenlemenin yani sira, kanser hiicrelerinde, aktivitelerinin artmasi veya inaktif olmalar
suretiyle, kontrolsiiz ¢ogalmaya, farklilagmanin ve apoptozun engellenmesine ve doku
yapisinin degismesine sebep olur (Pazarbasi vd., 2011). Hiicrelerin biyolojik islevlerinin
yerine getirilmesinde gorev alan bu yolaklarda, sinyallerin olusumu ve iletimi i¢in enzimler
gorev almaktadir. Bu nedenle, bu tiir enzimlerin inhibisyonuyla hiicrelerin kontrolsiiz

biliylime ve ¢ogalma gibi islev sorunlarinin ¢ogu ¢oziilebilir. Enzimlerin inhibisyonunda,



enzim inhibitorleri kullanilmakta ve bu inhibitorler, tersinir veya geri dondiiriilemez
sekilde islev gorebilmektedir (Silverman ve Holladay, 2014).

Kanser hiicreleri, gelisimleri asamasinda bazi degisimler sonucu birgok fenotipik
Ozellikler edinir. Bu degisimler, timor hiicrelerinin hizli ve kontrolsiiz ¢ogalmasiyla
birlikte ¢evre dokulara yayilmalarmma sebep olur. Bu hiicreler, bulundugu hiicreden
bagimsiz olarak varligin1 siirdirme ve metastaz yapma Ozelligi de gosterebilir.
Protoonkogenler ve tiimor baskilayici genlerin bir seri mutasyonlar1 sonucu aktivitesinin ve
apoptozun baskilanmasinin, karsinojende maligniteyi artirdigi bilinmektedir (Dogan ve
Glig, 2004; Tecen, 2016).

Kanserin olusumunda ve ilerlemesinde rol oynayan molekiiler mekanizmalarin
anlagilmas1 ve yeni tedavilerin kesfedilmesi siire¢lerinde Onemli gelismeler kayde-
dilmektedir. Ancak, kansere bagli mortalite ve morbidite oraninin fazla olmasi, tedavisinin
uzun siireli olmasi, maddi yiki, tedavilere bagli yan etkileri ve ayni zamanda sik
goriilmesinden dolay1 kanser, giiniimiiziin en 6nemli saglik sorunlarindan biri olmaya
devam etmektedir. Kanser, diinyada kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra en fazla 6liime
neden olan hastaliktir ve kansere yakalananlarin sayist da her gecen giin artmaktadir (Acar
ve Altundas, 2019; Giirkan-Alp ve Bozca, 2019). 2020 yilinda tiim diinyada kanserden
Olenlerin sayist yaklagik 10 milyon, kansere yakalananlarin sayisi ise 19,3 milyondur
(Ergakalli ve Polat, 2022). Diinya Saglik Orgiitii’ne bagl Uluslararas1 Kanser Arastirmalari
Kurumu verilerine gore, 2030 yilinda 6liim nedenleri arasinda yaklasik 12,9 milyon kisi ile
kanserin birinci sirada olacagi ve yaklasik 24,6 milyon kiside kanser vakasi goriilecegi
ongoriilmektedir. 2040 yilina kadar ise bu sayilarin sirasiyla, yaklasik 16,3 milyon ve 30,2
milyon olacagi tahmin edilmektedir (URL-1, 2021).

1.2. Kanser Hastahiginin Tarihgesi ve Tedavi Yontemleri

Kanser, modern ¢agin hastalig1 olarak kabul edilmesine ragmen, antik belgelerden,
onkoloji tarthinin eski Misir ve Yunan uygarliklarina kadar dayandigi anlasilmaktadir.
Cesitli tarihi ve bilimsel kanitlar, kanserin insanlik tarihinden 6nce de var oldugunu
gostermektedir. Dinazor gibi bazi tarih 6ncesi hayvan fosillerinde, osteosarkoma veya
kemik metastazina benzer kemik tiimorlerinin izine rastlanmistir. Insan tiimérlerine ait en
eski bilimsel kanitlar ise yaklasik M.O. 3000 yillarina kadar dayanmaktadir. Bu tarihlerden

sonra yazildigr tahmin edilen ve Edwin Smith tarafindan kesfedilen papiriiste, meme


https://gco.iarc.fr/tomorrow/en/dataviz/isotype?years=2030&single_unit=500000&types=1)%20%5b18%5d.

kanserinden ve tedavi amaciyla uygulanan cerrahi miidahaleden bahsedilmektedir. M.O.
1500 yillarinda hazirlandig1 tahmin edilen Ebers papiriisii, o donemde tedavi edilemez
olarak kabul edilen farkli kanser tiirleri (cilt kanseri, rahim kanseri, mide kanseri ve rektum
kanseri) hakkinda bilgi vermektedir. Kanser, antik Misir’da, tanrilarin ezoterik gii¢lerine
bagh bir olay olarak goriiliirken, kanseri bilimsel olarak tanimlayan ilk kisi, M.O. 3.
yiizyilda Hipokrat olmustur (Falzone vd., 2018). Kanser terimi, yenge¢ anlamina gelen
Latince “canker” veya ‘“carcinos” kelimelerinden tiiremis olup tiimoriin etrafini saran
damarlar1 yenge¢ bacagina benzettigi i¢in ilk defa Hipokrat, bu terimi kullanmistir.
Latince’de sisme anlamina gelen “oncos” terimini ise ilk defa antik ¢ag hekimlerinden
Galen kullanilmistir (Baykara, 2016).

Hipokrat tarafindan, kan, balgam, sar1 ve siyah safra gibi viicut sivilar1 arasindaki
dengesizligin neden oldugu bir hastalik olarak tanimlanan kanserin tedavisinde, Antik
Misir doneminden on dokuzuncu ylizyillin sonuna kadar ¢ogunlukla saglikli bir diyet,
daglama ve yiizeysel tiimorler i¢in cerrahi yontemler uygulanirken, tedavi edilemeyen
derindeki tiirler icin ¢ogunlukla hashas 6ziinden elde edilen agri1 giderici gibi palyatif
tedaviler uygulanmistir. Yiizyillar boyunca yapilan 6nemli kesifler sayesinde, tiimdrlerin
biyolojik ve patolojik 6zellikleri tanimlanmigtir. Modern onkolojinin, 1700’lerde, bilim
insanlarinin tiitin veya kurum gibi bazi maddelerin kanserojen etkilerini ilk kez
arastirmaya baglamasiyla dogdugu varsayilmakla birlikte, 1800'lerin sonuna kadar etkili
terapotik yaklagimlar gelistirilememistir. On altinc1 ylizyilldan on dokuzuncu ylizyilin
sonuna kadar tiimorleri anatomik, biyolojik, epidemiyolojik ve terapétik bir bakis agisiyla
inceleyen birgok bilim insaninin 6nemli kesifleri sayesinde, tibbi, cerrahi ve girisimsel
alanda bir devrim yasandi. Bu kesiflerden biri olan X i1sinlarinin tiimor tedavisinde
kullanilmaya baslanmasi, medikal onkolojide ilk modern terapdtik yaklasimi meydana
getirmistir (Falzone vd., 2018). 1924 yilinda yapilan bir arastirmada, o donemde en sik
goriilen 16semi olan kronik miyelostik 16seminin tedavisinde, X-1sinlarmin etkili oldugu
anlasildi. Giinlimiizde 16semi ve bircok kanserin tedavisinde kullanilan kemoterapinin
bulunusu ise ikinci Diinya Savasi sirasinda mustard gazi tasiyan geminin batmasi sonucu,
erlerde lokopeni tespit edilmesinden sonra gerceklesmistir (Atici, 2007). Bu siirecte,
sitotoksik antitiimor ilaglarin kesfi ve cesitli hematolojik ve kati tiimorlerin tedavisinde
kemoterapinin kullanilmaya baslanmasiyla, gercek bir atilim gergeklesmistir. Bu ¢igir acan
gelismeden sonra, kanser tedavisine yonelik yeni ila¢ ¢alismalar1 katlanarak cogalmistir.

Onkoloji ve farmakoloji alanindaki ikinci atilim, 1980'lerin basinda, kanser hiicrelerinin



olusumunda etkili olan baz1 molekiiler hedeflere yonelik 6zel ilaglarin gelistirilmesine ve
hedefe yonelik tedaviye olanak saglayan molekiiler ve hiicresel biyoloji ¢aligmalariyla
birlikte gerceklesmistir. Genetik miihendisligi alaninda yapilan c¢alismalarla birlikte,
kanser tedavisinde ii¢lincli atilim donemi baslamistir. Bu siirecte, daha oOnce etkili bir
tedavisi olmayan, ilerlemis veya metastatik tiimorlerin tedavisi icin monoklonal antikorlar
ve immiin sistemi kontrol eden inhibitdrlerin etkinligi tizerinde ¢alismalar yapilmaktadir.
Son yillarda ise baz1 arastirmacilar, hiicre terapileri, anti-timdr asilar1 ve yeni
biyoteknolojik ilaglarin gelistirilmesine odaklanmistir (Falzone vd., 2018).

Kanser hastaliklarinin tedavisinde ¢esitli cerrahi, radyasyon ve kemoterapi
yontemleri ayr1 ayr1 veya birbirlerine destek olarak kullanilmaktadir. Kemoterapi,
genellikle, hiicre boliinmesi siireclerinde gorevli enzimleri inhibe etmek amaciyla
uygulanmaktadir. Bu tedavi yontemi, etkili olmasina ragmen bazi yan etkilere sahiptir.
Kanserli hiicrelerin yaninda, 6zellikle mide-bagirsak sistemi ve sactaki hiicreler gibi
nispeten hizli boliinen saglikli hiicreler de kemoterapiden etkilenecegi icin bu tedavi
yontemi, sa¢ dokiilmesi, mide-bagirsak rahatsizligi (mide bulantisi, kusma), tad alma
bozukluklar1 gibi yan etkilere sebep olabilmektedir. Kemoterapinin yan etkileri nedeniyle
son yillarda, kanser tedavisinde, daha se¢ici etki gosterecek ve boylece saglikli hiicreler
tizerinde istenmeyen yan etkileri 6nleyebilecek, hedefe yonelik tedavi yontemlerine agirlik
verilmistir. Hedefe yonelik tedavi yontemi, kanser hastaligin1 6zel olarak tesvik eden,
anormal davranis sergileyen biyolojik bir hedefin belirlenmesi ve engellenmesi esasina
dayanir (Silverman ve Holladay, 2014).

Kanser tedavisinde, herkese uygulanan ayn1 monoterapi yontem yerine, hastanin
durumuna ve hastalifin evresine bagli olarak G&zellestirilmis ilag kombinsyonlarinin
kullanimi1 giiniimiizde gegerli olan tedavi yaklagimlarindan biridir (Koca vd., 2022). Klinik
uygulamalarda, siklikla, iki veya daha fazla tedavi yontemi bir arada kullaniimaktadir.
Ornegin, tiimoriin cerrahi olarak viicuttan uzaklastirilmasindan &nce kemoterapi,
immiinoterapi, radyoterapi veya hormon tedavisi uygulanabilmektedir. Bu uygulamanin
amaci, ameliyat oncesi tiimoriin boyutunu olabildigince kiiciilterek tiimor hedefini daha
belirgin hale getirmek, tiimoriin cevresindeki damarlar ve hayati organlarla olan
baglantisin1 kesmek ve bdylece cerrahi islemin kolay ve basarili sonuglanmasini
saglamaktir. Cerrahi operasyon sonrasi diger tedavi yontemlerinin kullanim amaci ise
saptanamayan ve daha sonra hastaligin tekrarlamasina neden olabilecek kanserli hiicrelerin

ortadan kaldirilmasidir. Tedavinin bir onceki basamakta direng gistermesi veya kabul



edilemeyecek yan etkilerin ortaya ¢ikmasi durumunda, farkli tedavi yontemleri bir dizi

halinde kullanilabilmektedir (Kuznetsov vd., 2021).

1.2.1. Cerrahi Yontem

1846°da anestezinin kesfinden sonra, Bilroth, Handley ve Halsted isimli cerrahlar
tarafindan lenf diiglimleriyle birlikte biitiin tiimoriin ¢ikarilmasi, en eski kanser tedavi
yontemlerinden biri olan cerrahi yontemde Oncii bir donemin baslangict olmustur
(Sudhakar, 2009). Cerrahi yontem, bolgesel primer tiimorlerin ve iliskili oldugu bolgesel
lenfatiklerin tedavisinde uygulanmakta olan tedavi yontemlerinin en etkilisidir. Cerrahi
yontemle, cikarilan timorlii hiicrelerin tamami o6ldiiriilebildigi icin, monoterapi olarak
uygulandiginda, diger tedavi yontemlere gore iyilestirme orani daha yiiksektir. 20.
Yiizyilin baslarinda, radyasyonun ve ardindan kemoterapinin uygulanmaya baslamasiyla,
kanser cerrahisi konservatif hale geldi. Ancak, radyoterapi ve kemoterapide timor
hiicrelerinin sadece belli bir kism1 dldiiriilebildiginden, her iki tedavi de cerrahi yontemin
tamamlayicist olarak kullanilmaktadir. Son yillarda, ameliyat tekniklerinde ve kombine
tedavilerdeki gelismeler sayesinde, kati tiimorlere bagli morbidite ve mortalite oranlarinda
onemli Ol¢iide azalma meydana gelmistir (Urruticoechea vd., 2010). Cerrahi yontem, tek
basina uygulanabildigi gibi, genellikle, tedavinin bagar1 oranini artirmak i¢in radyoterapi
ve kemoterapi gibi yontemlerle de uygulanmaktadir. Bu yontem, tedavi siirecinin
baslangicinda yapilabildigi gibi, kemoterapi veya radyoterapi gibi yontemlerle tiimoriin
kiigiiltiilmesi sonrasinda da tercih edilebilir (Baykara, 2016). Cerrahi yontem, Oncelikle
bolgenin tiimdrden olabildigince arindirilmast i¢in kullanilir. Bununla birlikte, biyopsi
tanist koyabilmek, kanserin aksiller lenf diiglimlerine yayilmasini arastirmak, meme
kanserinde oldugu gibi kanserli bdlgenin alinmasi sonras1 hasarli dokuya veya organa eski
seklini verebilmek ve kanserin gelisimine bagli olarak ortaya ¢ikan semptomlari
hafifletebilmek amaciyla da cerrahi yontem kullanilmaktadir. Cerrahi operasyon ile
viicudun diger bolgelerine yayilan kanserli hiicreleri tedavi etme olasilig diisiik olsa da
kanserin ilerleme hizin1 yavaslatmada veya semptomlari1 6nlemede ve hafifletmede basari
saglanabilmektedir (Ozsahin. vd., 2017). Cerrahi yontem olarak geleneksel cerrahi
tekniklerin yaninda laparoskopik cerrahi, kriyo cerrahi, robotik cerrahi, lazer cerrahisi,

elektro cerrahi gibi ¢ok ¢esitli cerrahi teknikler kullanilmaya baslanmistir. Bu yeni cerrahi



yontemlerin kullanilmaya baglanmasiyla olduk¢a basarili sonucglar elde edilmektedir

(Baykara, 2016).

1.2.2. Radyoterapi

Iyonlastirici radyasyonun kanser hastaliklarmin tedavisinde kullamimi, 1898’de
Marie Skiodowska Curie ve Pierre Curie tarafindan radyumun kesfinin hemen sonrasinda
baslamistir. Radyasyonun, histolojik olarak kanser tedavisinde kullanilmasi, ilk 1903
yilinda S.W.Goldberg ve Efim Semenovich London tarafindan St. Petersburg’da
gerceklestirilmistir. Giiniimiizde, radyumun kesfinden 100 yildan fazla bir siire sonra bile,
radyoterapi, kanseri 6nleme, erken teshis ve tarama, tan1 koyma, tedavi ve palyatif bakim
gibi kanser tedavilerinin ¢esitli agsamalarinda kullanilmaya devam etmektedir (Rosenblatt
ve Zubiraretta, 2017). Radyoterapi, kanserli hiicrelere yiiksek enerjili X-151n1 génderilmek
suretiyle uygulanan bir yontemdir. Bu yontemde temel amag, kanserli hiicreler {izerinde
azami diizeyde Oldiiriicii veya bliylimeyi yavaglatici etki gostermektir. Yontem, bolgesel
veya tiim viicutta, harici ve dahili sekilde uygulanabilmektedir. Harici radyoterapide
kanserli hiicreler, viicut disindaki 15in kaynagindan gonderilen yogun radyasyona maruz
birakilirken, dahili radyoterapi tekniginde ise radyoaktif madde, katater, igne, tel gibi
uygulama aletleri araciligiyla dogrudan kanserli hiicre lizerine veya yakinina gonderilir
(Ozsahin, 2017). Hastaligin tiirline, evresine ve hastanin 6zelliklerine gore uygulanan
cesitli radyoterapi yontemleri mevcuttur. Ug boyutlu konformal radyoterapi (Three
Dimensional Conformal Radiotherapy-3D-CRT), konformal proton 1s1n radyasyon terapisi
(Conformal Proton Beam Radiation Therapy), yogunluk aracili radyoterapi (Intensity
Modulated Radiotherapy-IMRT) ve goriintii rehberliginde radyoterapi (Image Guided
Radiotherapy-IGRT) uygulanmakta olan radyoterapi tekniklerindendir. Ayrica, helikal
tomoterapi (helikal tomotherapy-HT), volumetrik ark tedavisi (volumetric arc therapy-
VMAT) ve rotasyonel RapidArc™ (RA) teknikleri de klinik uygulamada basarili bir
sekilde uygulanmaktadir (Kinhikar vd., 2014). Radyoterapi, genellikle cerrahi islem dncesi
uygulanmaktadir. Cerrahi islem Oncesi uygulanmasindaki amag, kanserli hiicreleri
oldiirerek tiimdrii olabildigince kiigiiltmektir. Kanserli hiicrelerle birlikte saglikli hiicrelerin
de hasar gérmesine ve Oliimiine sebep olan radyoterapi yonteminin bazi yan etkileri ortaya

cikabilmektedir. Baslica yan etkileri arasinda, kusma, sa¢ dokiilmesi, halsizlik, istah



azalmas1 yer almaktadir. Bu yan etkiler hastanin yasam kalitesini oldukc¢a etkilemektedir

(Baykara, 2016).

1.2.3. Kemoterapi

Kemoterapi tedavi yonteminin kanser tedavisinde kullanilmasi, 20. ylizyilin basinda,
hastaligin seyrini etkileyecegi diisiiniilen kimyasallarin, tiimorlii kemirgenler iizerinde
denenmesiyle baglandi. Boylelikle, kanser tedavisi yontemlerine kemoterapi de eklenmis
oldu. 1960’lara kadar kanser tedavisinde baskin olarak kullanilan cerrahi ve radyoterapi
yontemlerinin hastaligi iyilestirme orani ancak %33’e kadar ¢ikabiliyordu. Cocukluk ¢agi
16semisi ve Hodgkin lenfomasi hastalarimin tedavi kombinasyonlarinda, kemoterapinin
kullanilmaya baslanmasiyla iyilesme oraninin arttig1 gézlenmistir (De Vita ve Chu, 2008).
Kemoterapi yontemindeki amag, diger yontemlerde oldugu gibi, kanser hiicrelerini yok
etmek veya biiylimesini olabildigince yavaslatmaktir. Tedavi sirasinda ilaglar, agizdan
veya damar yoluyla viicuda verilerek, kanser hiicrelerine ulasmasi i¢in kan dolasimina
dahil edilir. Kemoterapi, tek basina veya kanser hiicreleri iizerinde daha fazla etkinlik
saglayabilmek i¢in diger tedavi yontemleriyle birlikte kullanilir. Kemoterapi, diger tedavi
yontemleri ile kullanilma sirasina gore, iki sekilde adlandirilir. Ameliyat veya radyasyon
terapisinden Once tiimoriin boyutunu azaltmak i¢in uygulanan kemoterapi, neoadjuvan
kemoterapi olarak adlandirilirken, ameliyat veya radyasyon tedavisinden sonra arta kalan
kanserli hiicrelerin 6ldiiriilmesi amaciyla uygulanan kemoteri ise adjuvan kemoterapi
olarak adlandirilir (Malik vd., 2021). Her iki yontemin de amaci, kemoterapiden dnce veya
sonra uygulanacak tedavinin etkinligini artirmaktir. Uygulanacak kemoterapinin tiirii ve
ilag dozu, kanserin tiiriine, evresine ve hastanin 6zelliklerine gore belirlenir (Ozsahin vd.,
2017).

Kemoterapi, genellikle hiicrelerin bdliinmesinde gorevli enzimlerin inhibisyonunu
saglayarak kanser hiicrelerinin biiylimesini durdurmak veya hiicreleri apoptoza zorlayarak
yok etmek suretiyle, tiimor hiicrelerinde degisiklikler meydana getirir. Bu etki
mekanizmalarina goére, biliylimeyi durduran kemoterapotik ilaglar sitostatik (biyolojik
ilaclar) ilaclar olarak adlandirilirken, hiicreleri apoptoza ugratarak Oliimlerine yol agan
ilaglar da sitotoksik ilaclar olarak adlandirilir (Abbas ve Rehman, 2018).

Kemoterapi ilaglari, ileri ve metastatik evredeki hastalarda kanserin ilerlemesini

geciktirerek, hastanin yasam siiresine katki saglar. Kemoterapide kullanilan sorafenib,



lenvatinib ve regorafenib vb. ilaglarin, kanser gibi hizl1 biiyliyen hiicreler iizerinde anti-
proliferatif ve anti-inflamatuar etkileri vardir. ilaglarin hizli biiyiiyen hiicreler iizerinde etki
gostermesi, beraberinde olumsuz sonuglar da getirir (Mansouri vd., 2021). Soyle ki;
kemoterapotik ilaclar, kanser hiicreleri iizerine etki ederken, hizli bliyiiyen saglikli hiicreler
de bu tiir ilaglardan etkilenir. Bunun sonucu olarak da tedavi sirasinda sa¢ dokiilmesi gibi
yan etkiler ortaya ¢ikar. Kemoterapinin uygulanmasi esnasinda, doza ve ilag tiiriine bagh
olarak, sa¢ dokiilmesi haricinde mide ve bagirsak rahatsizliklari (mide bulantisi, kusma),
yorgunluk, tad ve koku alma bozukluklar1 gibi yan etkilerle karsilasilmaktadir.
Kemoterapinin asir1 uygulanmasi, hastanin bagisiklik sisteminin baskilanmasina ve bunun
sonucu olarak, enfeksiyon gelismesine, hatta 6liimlere sebep olabilir (Abbas ve Rehman,

2018).

1.2.4. Hormon Tedavisi

Hormonal tedavi veya endokrin tedavisi olarak da adlandirilan hormon tedavisi,
viicudun hormon {iiretme sisteminin bozulmasi sonucu, hormona duyarli veya hormon
reseptorlerine sahip olan tiimdrlerin biliylimesini azaltan veya durduran bir tedavi
yontemidir (Ozsahin vd., 2017). 1878’de Thomas Beatson’in, tavsanlarin yumurtaliklarin
cikardiktan sonra, siit salgisinin durdugunu kesfetmesinden sonra, erkek iireme organinin
uzaklagtirilmasiyla da metastatik prostat kanserinde belirgin bir azalmanin oldugu
goriilmistiir. Hormonlarin kanser hastalig1 lizerine etkileri oldugunun anlasilmasi, meme
ve prostat kanserlerinin olusma riskini azaltma calismalarina ve tedavideki gelismelere 151k
tutmugstur. Elde edilen veriler 15181inda, hormon saliniminin gerceklestigi organlarda ortaya
cikan kanser tiirlerinin tedavisinde, yeni ila¢ tiirleri (aromataz inhibitorler, anti-hormon
ilaglar1) gelistirilmeye baslanmistir (Sudhakar, 2009). Hormonal degisiklikler, tedavinin
etki mekanizmasmi olusturdugundan, hormona duyarsiz tiimorlerin veya hormon
reseptorlerine sahip olmayan tiimorlerin tedavisinde, hormon tedavisi etkisiz kalir. Hormon
salinimin1 veya etkinligini azaltmak i¢in uygulanan hormonal tedavi, radyasyon tedavisi
veya cerrahi yontemlerden bir veya birkacinin kombinasyonu seklinde tercih edilir
(Ozsahin vd., 2017).

Hormon tedavisinde kullanilan ilaglar genel olarak ii¢ alt gruba ayrilir. Birinci grupta
yer alan hormon sentez inhibitorlerinin amaci, hormonun iretildigi yerde sentezi

baskilamaktir. Aromataz inhibitorleri ve gonadotropin salgilayan hormon anologlar1 olarak



iki sinifa ayrilir. ikinci grupta yer alan hormon reseptdr antagonistleri ise belli bir hormon
reseptoriine baglanmak suretiyle, hiicrenin biiyiimesi icin gerekli sinyallerin olusumuna
engel olan molekiillerdir. Hormon reseptor antagonistleri, anti-androjenler ve anti-
Ostrojenler olarak iki smifta toplanir. Genel olarak, viicutta bir hormon seviyesi
yiikseldiginde, onu diislirecek bagka bir hormon salgilanarak, karsilikli etkiye dayali belli
bir denge olusturulur. Bazi durumlarda, hormon reseptorlerini bloke etmek yerine, viicuda
disaridan hormon takviyesi yapilarak kanser hiicreleri {izerine sitotoksik etki
olusturulabilir. Hormon tedavisi yOnteminde kullanilan ilaglarin tigiincli grubu olan
hormon takviyelerine sentetik progestojenler ve sentetik dstrojenler 6rnek olarak verilebilir

(Baykara, 2016).

1.2.5. Gen Terapisi

Gen terapisi, kusurlu hale gelmis bir geni tamamlayabilen, degistirebilen veya hiicre
Olimiinii indiikleyebilen ekzojen genlerin hastanin viicuduna aktarilmasiyla hastaligin
tedavi edildigi veya hastaliga bagl semptomlarin hafifletildigi bir terap6tik yontemdir. Bu
yontem, gen degisimi, gen modifikasyonu, gen cogaltma ve gen blokaji seklinde
uygulanmaktadir (Li vd., 2018). Hastalig1 genetik kaynaginda tedavi etme fikri her ne
kadar cazip olsa da gen terapisinin uygulanmasinda bazi zorluklarla karsilasilmaktadir. Bu
zorluklardan birisi, gen transferi islemi yapilirken genetik bilgiyi, hiicresel diizenleyici
mekanizmalar1 bozmadan, karmagik hiicre ve doku bariyerlerini asabilmektir. Diger bir
zorluk ise genetigi diizeltilmis hiicrelerin, bagisiklik sistemi tarafindan tespit edilmeden
bozuklugu giderebilmesi ve onarilmis genlerin sonraki nesillere aktarilabilmesi icin fazla
miktarda olma gerekliligidir (Sivarajah vd., 2022). Ik olarak 1990 yilinda, nadir goriilen
bir bagisiklik sistemi hastaliginin tedavisinde, hastalara adenozin deaminaz geninin T
hiicrelerine iletilme caligsmasi ile baslayan gen tedavisi c¢alismalari, giiniimiizde yaklasik
2900 adet klinik ¢alisma ile devam etmekte olup, bu calismalarin yaklasik ticte ikisi kanser
hastaliginin tedavisine iliskindir (Debela vd., 2021). Kanser gen terapisi, genetik
materyaller kullanilarak kanser hiicrelerinin diizeltilmesini saglayan genis bir tedavi
siifin1 olusturmaktadir. Gen terapisinin uygulanmasinda, genel olarak immiinoterapi (as1
tedavisi, antikor tedavisi), onkolitik viro terapi ve gen transferi seklinde {i¢ farkli yaklagim
mevcuttur (Bidram vd., 2019). Gen terapisi caligmalar1 kapsaminda gen bazli asilar,

tiimorlere karst etkinligin saglanabilmesi ve immiinojenisitenin uzun siireli devam
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edebilmesi icin umut verici bir teknoloji olarak ortaya cikmasina ragmen, asilamada,
genlerin hedef organellere basarisiz transferinden kaynaklanan zayif immiinojenisite
gozlenmistir. Bu nedenle, basarili gen asilamasiin gerceklestirilebilmesi i¢in ilgili genin,
enzimatik saldirilardan korunmasi ve hedef bdlgelere gilivenli bir sekilde iletilmesi
gerekmektedir. Son zamanlarda ise gerceklestirilen lokal uygulama teknikleri sayesinde,
antijen olusturan hiicrelere daha verimli DNA aktarimi yapilabilmekte ve bdylece
transfeksiyon islemi daha etkin hale gelebilmektedir (Lee vd., 2022).

Gen terapileri smiflandirilirken, ¢esitli kriterlerden yaralanilmaktadir. Onarilmis
genin canliya aktarilmasinda kullanilan tasiyici araglarin cinsi (viral/non-viral), tedavisi
amagclanan hastaligin tiirli ve vektoriin hastaya aktarilmasinda ex vivo/in vivo yontemlerden
hangisinin  kullanildigina  bagli  olarak gen terapileri, degisik  sekillerde
siniflandirilabimektedir (Anguela ve High, 2018). Retroviriisler (lentiviriisler), reoviriisler
adenoviriisler, adenoviriislerle iligkili virlisler, herpes virilisleri, c¢igek viriisleri ve
bakterilerden (Escherichia coli, Salmonella typhimurium, Clostridium, Listeria vb.) viral
veya bakteriyel gen tastyici vektorler olarak yararlanilmaktadir (Amer, 2014). Terapdtik
genlerin hiicrelere aktarilmasi i¢in tasiyici olarak kullanilan viral olmayan vektorler
arasinda ise lipozomlar, molekiiler konjugantlar, gen tabancalar1 ve yalin/plazmid DNA’lar
yer almaktadir (Zaimy vd., 2017, Abaan ve Criss, 2002). Viral vektorler, gen terapisinde
kullanilan ilk tasiyicilar olup, dogasi ve oOzellikleri geregi RNA ve DNA’nin insan
hiicrelerine iletiminde vektor olarak kullanilan viriisler, klinik deneylerle oldukga tercih
edilir hale geldi (Rodrigues vd., 2020). Ayrica, ek bir transfer yontemine gerek
duyulmadan hiicre transfeksiyonu ve gen iletimi isleminde, bu vektorler daha basarili
sonu¢ verir. Ancak, rastgele mutajeneze yol agabilmeleri, zor iretilebilmeleri,
immiinojenisite ve toksisite gibi sorunlara sebep olmalar1 ve ayni zamanda saglikli
hiicreleri de olumsuz etkileyebilmeleri nedeniyle son zamanlarda viral olmayan vektorler
tizerinde calismalara yogunlasilmistir. Viral olmayan vektorlerle yapilan gen transfer
caligmalarinda, viral olanlarda goriilen aksakliklara kiyasla daha olumlu sonuglar elde
edilmistir. Bununla birlikte, viral olmayan vektorler, bazi hiicrelere dogal olarak niifuz
edemedikleri i¢in katyonik lipidler, kati lipid nanopartikiilleri, peptit bazli ve polimer bazli
vektorler gibi ek tasiyict araglara ihtiyag duyar. Tim dezavantajlarina ragmen, bu
vektorlerin gen iletiminde daha basarili oldugu goriilmiistiir (Bidram vd., 2019).

Gen terapisi yontemlerinin siniflandirma kriterlerinden biri de tedavisi amaglanan

hastaligin tiiriidiir. Gen terapisi, basta kanser olmak iizere, monojenik hastaliklar, bulagici
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hastaliklar, kalp ve damar hastaliklari, ndrolojik hastaliklar, g6z hastaliklari, enflamatuvar
hastaliklarin tedavisi ¢caligsmalarinda, gen isaretleme ve saglikli goniilliiler tizerinde yapilan
klinik caligmalarda uygulanmakta olup, gen terapisinin uygulama alanlar1 giin gectikce
artmaktadir. Klinik ¢calismalar sonucu baz1 gen terapisi ilaglari onay almistir. Bu ilaglardan,
2003 yilinda onaylanan gendicine bas ve boyun skuamoz hiicreli karsinomlarda, 2012
yilinda onaylanmis glybera™ lipoprotein lipaz eksikliginde, 2016 yilinda onaylanmis
strimvelis™ adenozin deaminaz eksikliginde, 2017 yilinda onaylanmis kymriah™ akut
lenfoblastik 16semide, yescartaTM B-hiicreli lenfomada, luxtuma™ ise retinal distrofide
kullanilmaktadir (Ginn vd., 2018).

Gen terapisi, ayrica genlerin viicuda aktarilmasinda uygulanan ex vivo veya in vivo
yontem olmasi durumuna gore de siniflandirilabilmektedir. Ex vivo yontemde, laboratuvar
kosullarinda klonlanmig tiimor hiicreleri, kiiltiir hiicrelerinin igine transfeksiyon ile
aktarildiktan sonra hastaya nakledilmektedir. /n vivo yontemde ise terapdtik niikleik asitler,
timorlerin bulundugu yere ve hastaligin ilerleme derecesine bagli olarak, damar veya agiz
yoluyla, damla seklinde, deri emilimi yoluyla veya burundan dogrudan hastanin dokusuna
nakledilmektedir. Ex vivo transferinin en biiyiik dezavantajlarindan biri, belli bir boyuta
kadar olan DNA pargalarinin hiicre i¢ine transferinin gergeklestirilebilmesidir. Ancak, gen
eklemesinin yapilacagi yerin secilebilmesi, gen transferi gerceklesmis hiicrelerin kiiltiirden
secilerek alinmasi ve hastaya nakledilebilmesi, in vivo yonteme gore ex vivo transferin
basart oranini artirmaktadir. Ex vivo yontemle, gen degisikliginin kromozomda daha
yiiksek oranda kalici hale gelebilmesi de uzun vadede tekrarlayan transfer ihtiyacini
azaltmaktadir (Baykara, 2016; Cusack ve Tanabe, 2002). In vivo yontemde, terapotik
niikleik asitlerin viicuda verildikten sonra biyolojik engellerden (niikleazlar, bagisiklik
sistemi) kagiabilmesi ve terapotik vektoriin kan yoluyla tiim viicuda dagilmadan verimli
bir sekilde tiimor hiicrelerine hedeflenebilmesi i¢in kararl tasiyicilarin kullanimasi gerekir.
Viral veya non-viral olabilen tasiyict vektorler, ne kadar giivenli, etkili ve kontrol edilebilir

ise gen terapisi o derece basarili olmaktadir (Rodrigues vd., 2020).

1.2.6. Immiinoterapi

Biyolojik terapi veya biyoterapi olarak da adlandirilan immiinoterapi, viicudun kendi
hiicreleri uyarilarak veya disaridan verilen maddelerle, tiimorlere karst immiin yanit

olusturulmas1 temeline dayanir (Barbaros ve Dikmen 2015). Kanser immiinoterapisi,
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midahale agisindan aktif ve pasif tedavi olarak iki sekilde wuygulanir. Aktif
immiinoterapide, konak¢i bagisiklik sistemi tiimor yilizeyinde bulunan tiimoér baglantili
antijenlere dogrudan saldirarak etki gosterirken, pasif immiinoterapide, konak¢1 bagisikligi
artirilarak antikanser tepkisi gelisir (Paul ve Sa, 2021). Aktif tedavi sinifinda, kanser asilari
(dentrik hiicre (DC)-, peptit-, niikleik asit-, protein bazli asilar vb.), immiin kontrol noktasi
engelleyici (ICB) tedavisi, tiimor mikro ¢evre (TME) modiilasyonu ve immiinojenik hiicre
olimii (ICD) ile indiiklenen tedavi yer alirken, pasif tedavi sinifinda ise antikor hedefli
tedavi, adoptif hiicre terapisi ve onkolitik viroterapi yer alir (Meng vd., 2021).

Kanser immiinoterapisinin etki mekanizmasi, malign hiicrelerde eksprese edilen
ancak normal doku hiicrelerinde olmayan hedef antijenlere karsi, immiin sistemi aktive
etmektir. ilk olarak, 1891°de, immiinoterapinin babasi olarak bilinen William B. Coley
tarafindan, bakteriyel toksinlerin kemik ve yumusak doku sarkomunun tedavisinde
kullanilmaya baslayan immiinoterapi yontemi, bir asirlik gelisim siireci sonunda yeni bir
doneme girmistir. 2011 yilinda sitotoksik T-lenfosit iligkili protein 4’e¢ (CTLA4) karsi
ipilimumab ilacinin monoklonal antikor olarak onaylanmasiyla baslayan bu yeni dénem
kanser immiinoterapisi, bagisiklik kontrol noktasi engelleyici molekiillerinin klinik
basaristyla birlikte hizla gelismeye devam etmektedir (Meiliana vd., 2016; Khan vd.,
2021).

Nanoteknoloji, bir¢ok hastaligin tedavisinde oldugu gibi kanser immiinoterapisinde
de son gelismelerden biri olarak yerini almaktadir. Immiino diizenleyici molekiillerin,
hedeflenen noktaya etkili iletimi i¢in nanomolekiillerden yararlanilmakta ve ilag
dagittminda  kullanimlari  hizla  yayginlasmaktadir.  10-200 nm  boyutundaki
nanomolekiiller, timdriin hizli proliferasyonuna ve olusan diizensiz damar yapisina karsi,
bobreklerden siiziilmeden viicutta kalarak tiimor dokusuna hizli niifuz edebilmekte, belirli
bagisiklik hiicrelerini dogrudan hedefleyebilmekte ve bagisiklikla ilgili olumsuz
durumlarin  olusumunu  azaltabilmektedir. Kanser immiinoterapisinde kullanilan
nanomolekiiller organik ve inorganik olarak iki siifa ayrilir. Organik nanomolekiil olarak,
niikleik asit bazli nanomolekiiller, lipid nanomolekiiller, hiicre zar1 bazli nanomolekiiller ve
tasarlanmis  hiicreler kullamlir. Inorganik nanomolekiil olarak ise polimerik
nanomolekiiller, metalik nanomolekiiller (altin  nanomolekiiller, demir oksit
nanomolekiiller ve manyetik 6zellikli nanomolekiiller) ve metalik olmayan nanomolekiiller

(karbon nanomolekiiller ve silikon dioksit) kullanilmaktadir (Hou vd., 2022).
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Immiinoterapotik ilaglar, artik birinci basamak tedavide veya standart birinci
basamak tedavinin basarisiz oldugu birden ¢ok kanser tiiriiniin tedavisinde onaylanmaistir.
Immiino terapi ile birgok klinik tedavide olumlu sonuglar elde edilmesine ragmen, kisith
sayida kanser tiirlerinin tedavilerine yanit verebildigi i¢in ve toksisiteye bagli sinirli doz
kullanimlar1 nedeniyle klinik uygulamada heniiz yeteri kadar yayginlasamamistir (Meng

vd., 2021; Oiseth ve Aziz, 2017).

1.2.7. Hedefe Yonelik Tedaviler

Kanser tedavilerinde, oOzellikle de kemoterapide kullanilan ilaglar, kanser
hiicrelerinin yami sira normal hiicreleri de hedef alir. Bu nedenle, kemoterapiye bagh
olusan yan etkileri azaltmak icin daha farkli terapilere iytiya¢ duyulmustur. Hedefe yonelik
tedavilerde, sadece tiimor hiicrelerini hedef alan ilaglarin kullanilmasiyla, kemeterapide
olusan yan etkilerin azaltilmasi amaglanmistir (Hosseinzadeh vd., 2017). Bu nedenle,
hedefe yonelik kanser tedavileri, tiimoriin biiyiimesi ve ilerlemesinde gorev alan 6zel
molekiillere miidahale ederek kanserin biiyiimesini ve yayilmasini engelleyen ilaglar veya
maddeler olarak tanimlanabilir. Bu tedavilerin ¢ogunda, hiicre bdliinmesi, hiicre hareketi
ve hiicre oliimii gibi hiicrenin temel islevlerini yoneten sinyal iletim yolaklarinda gorev
alan proteinlere odaklanilir ve kanser hiicrelerinin kontrolsiiz ¢ogalmasimi tesvik eden
sinyaller engellenerek kanserin ilerlemesi durdurulur. Ayrica, hedefe yonelik tedaviler,
dogrudan apoptozu indiikleyerek veya kanser hiicrelerini taniyip yok etmesi i¢in bagisiklik
sistemini uyararak veya toksik madde gondermek suretiyle de kanser hiicrelerinin 6liimiine
neden olabilir. Kansere 6zgili molekiiler ve hiicresel degisikliklere odaklanmasi nedeniyle,
hedefe yonelik tedaviler, kemoterapi ve radyoterapiye gore daha etkilidir ve normal
hiicrelere daha az zarar verir (Christy ve Bojan, 2013).

Hedefe yonelik tedavilerde, dogrudan veya dolayli iki yaklasim mevcuttur. Dogrudan
yaklagimda, tliimor hiicresi olusumunda etkili olan hedef proteinlerin c¢aligsmasini
engelleyen kiiciik molekiillii ilaglar veya monoklonal antikorlar (mAb'lar), sinyallerini
degistirmek amaciyla, tiimor antijenlerini hedef alir. Dolayli yaklagimda ise farkli tiir
etkiye sahip ligandlar i¢in hedef olarak gérev yapan, hiicre yiizeyinde eksprese edilen
timor antijenleri hedef alinir. Bu yaklagimlarda ilaclar, timorlere 6zgli mAb’lar1 veya
timor hiicrelerindeki reseptorlere baglanan peptid ligandlar1 kullanarak, tiimorlerle aktif

etkilesime girebilir (Wu vd., 2006).
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Hedefe yonelik tedaviler ii¢ ana sinifa ayrilir. Bunlar; monoklonal antikorlar, kiiciik
molekiillii inhibitérler ve immiinoterapilerdir. Monoklonal antikorlar; sadece kanser
hiicrelerinin yilizeyinde degil ayrica tiimorii ¢evreleyen stromal ve vaskiiler hiicrelerde
bulunan kansere 6zgili antijenleri de hedeflemede kullanilir (Walter ve Ahmed, 2021). Bu
yontemde esas amag, belirli hiicre reseptorlerinin engellenmesi suretiyle bagisiklik
sistemini uyarmak ve timor biliyliimesini dnlemektir. Monoklonal antikorlarin antikanser
etkileri, cesitli mekanizmalarla gerceklesir. Hedef hiicreye saldirmak i¢in konake1
bagisiklik fonksiyonlarini yeniden diizenlemek, ligandlara veya reseptorlere baglanarak
kanser hiicrelerinin temel islevlerini engellemek veya bir radyoizotop ve toksin gibi
Oldiiriicii bir yiikii hedef hiicreye ulastirmak bu mekanizmalardandir. mAb’lar, protein
yapilar1 gastrointestinal sistemde denatiire oldugu icin viicuda damar yolundan verilir
(Gerber, 2008). Kanser tedavisinde kullanilan monoklonal antikorlar, vaskiiler endotelyal
biliylime faktorii (VEGF), epidermal biiylime faktorii reseptorii (EGFR), insan epidermal
bliylime faktorii reseptori 2 (HER2) gibi kanserin gelisimine katki saglayan biiyiime
faktorleri ile kanser hiicresine 6zgii antijenleri (CD52 (cluster of differentiation 52), ve
CD20 (cluster of differantiation antigen) v.b.) hedef alir (Yazicioglu vd., 2018). mAb'larin
tretimi, ilk olarak saflagtirnllmis hedef molekiillerle bagisiklik kazanmis deney
hayvanlarinda antikor tiretimi seklinde gergeklestirilir. Daha sonra antikor iireten bu deney
hayvanlarimin dalak hiicreleri alinarak miyelom hiicreleriyle kaynastirilir. Klonlanan bu
hiicreler sayesinde biiylik miktarlarda tek tip antikor veya monoklonal antikor iiretimi
miimkiin olur. Elde edilen antikorlar daha sonra test edilerek aralarindan hedefle en iyi
reaksiyon verenler agiga ¢ikarilir (Christy ve Bojan, 2013). 1986’da US Food and Drug
Administration (FDA) tarafindan monoklonal antikor ilag olarak ilk onaylanan,
muromonab-CD3’diir. Bu ilag, organ nakli sonras1 T- hiicre fonksiyonlarini engelleyerek
akut organ reddini 6nlemeye yonelik kullanilanilir. Daha sonra hedefe yonelik tedavide
kullanilmak tizere birgok monoklonal antikor ila¢ onaylanmis olup, yaklasik yarisi kanser
tedavisinde kullanilmaktadir (Gerber, 2008). FDA ve European Medicines Agency (EMA)
onay1 almis monoklonal antikorlar, onkoloji ve hematoloji alanlarinda artik yaygin olarak
kullanilmaktadir. Yaygin olarak kullanilan onaylanmis monoklonal antikor ilaglardan
bazilar1: trastuzumab (herceptin), rituximab, bevacizumab, trastuzumab emtansine (T-
DM1) obinutuzumab, labetuzumab, cetuximab, panitumumab, pertuzumab ve
sibrotuzumabdir (Walter ve Ahmed, 2021). Monoklonal antikor ilaglarin adlandirilmasinda

genel olarak ilag isminin sonuna —mab eki getirilir (Georgakopoulou vd., 2018). Elde edilis
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sekillerine gore adlandirilan monoklonal antikorlar, dort sinifa ayrilir. Birincisi; “momab”
ekini alan ve kemirgenlerden elde edilen insan anti fare antikorlart (HAMA), ikincisi;
“ximab” ekini alan insan antikorlarinin sabit fragman (Fc) kismi ve sigan monoklonal
antikorlariin antijen baglanma bolgesi (Fab) kisimlarinin birlesimi ile elde edilen kimerik

2

antikorlar, iiclinciisli; “zumab” ekini alan, si¢an antikorlarinin Fab kisminin kiigiik bir
pargasi ile insan antikorlarinin birlestirilmesi sonucu elde edilen humanize edilmis
antikorlar ve dordiinciisii ise “mumab” ekini alan ve tamamen insandan elde edilen insan
antikorlaridir (Yazicioglu vd., 2018).

Hedefe yonelik tedavilerin diger bir sinifin1 olusturan ilaglar, kiiglik molekiillii
inhibitorlerdir. Cogu monoklonal antikorlar, hiicrenin plazma zarina niifuz edemezken
kiigiik molekiillii ilaglar, genel olarak plazma membranlar1 boyunca yer degistirebilir,
hiicre ylizeyi reseptorlerinin sitoplazmik alani ile etkilesime girerek tiimor bosluklarina ve
hiicrelere yayilabilir ve hiicrenin i¢inde bulunan sinyal proteinlerini hedefleyebilir (Tanaka
ve Tamura, 2012; Natoli vd., 2010). Kii¢lik molekiillii ila¢ adaylari, genellikle, belirlenen
hedefi en iyi etkileyen bilesiklerin tespit edildigi ila¢ tarama programlar1 olarak bilinen
calismalarla belirlenir. Bu c¢aligmalar sonucu belirlenen en iyi aday molekiiller, daha sonra
kimyasal olarak dizayn edilirek, en etkili ve 6zgiin ilaglar1 belirlemek icin test edilir
(Christy ve Bojan, 2013). Oral yoldan uygulanabilen kii¢iik molekiillii inhibitor ilaglar,
cogu ilag gibi kimyasal maddelerdir ve antikanser ilaglarinin en hizli gelisim gdsteren
smifidir. Tlag isimleri, genellikle inhibitor kelimesinin kisaltmasi olan —ib ile biter ve
adlarindaki son ekler, ilaglarin etki bicimini ifade eder. Ornegin; -nib: tirozin kinaz
inhibitorii, -mib: proteozom inhibitori, -ciclib: sikline bagli kinaz inhibitérler, -parib: poli
(ADP-riboz) polimeraz inhibitorleri, -gib: Hedgehog yolagi inhibitorii, -tib: arora kinaz
inhibitorii, -stat: kinaz olmayan enzim inhibitorii, -limus: mTOR inhibitori, -clax: Bel-2
inhibitorii, -sib: serin treonin kinaz inhibitérii oldugunu belirtir. Kiiclik molekiillii
inhibitorlerin monoklonal antikorlara gore bazi avantajlar1 vardir. Bu avantajlar, kimyasal
olarak tretilebildikleri i¢in biyomiihendislik gerektiren mAb’lara gore daha ucuz elde
edilebilmeleri ve mAb’larin aksine oral yoldan viicuda verilebilmesidir. Ancak, bu tiir
ilaclarin, yine de pahali olmasi tedavi maliyetlerini artirmaktadir (Georgakopoulou vd.,
2018).  Kiiclik molekiillii inhibitorler, avantajlarinin yaninda, mAb’lara goére bazi
dezavantajlara da sahiptir. Ornegin; coklu hedeflemeye sahip olan kiiciik molekiillii
inhibitorler, daha az spesifik hedefleme saglar ve biiyiikk bir kismi, P450 enzimleri

tarafindan metabolize olur. Monoklonal antikorlarin yarilanma Omiirleri haftalarla ifade
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edilebilirken kii¢lik molekiilli ilaglarin ise saatlerle sinirlidir. Bu nedenle, kiigiik molekiillii
ilaglarin her giin doz uygulamasi yapilmasi gerekmektedir. Kronik miyolid losemi
tedavisinde kullanilan imatinib, ilk onay almis kiigiik molekiillii inhibitorlerden olup ayrica
en etkili olanlardandir (Gerber, 2008).

Kanser tedavilerinde hedefe yonelik ilag olarak kullanilan monoklonal antikorlar ve
kiigiik molekiillii ilaglar, diger yontemlerde kullanilan ilaglarin aksine, sitostatik 6zellikte
olup etkilerini hiicre membrani veya sitoplazmasindaki reseptorlerle ya da bu reseptorlerin
asag1 yonlii sinyal yolaklarindaki efektorler ile etkilesime girerek gosterir. ilag adaylariyla
etkilesime girebilme potansiyeli olan her bir reseptor ve sinyal yolaklarindaki her bir
bilesen, farmakolojik calismalarda birer hedeftir. Bu amagcla, kanser patofizyolojisinde
etkili olan bircok reseptdr, sinyal yolagi ve yolaklarda gorev alan bilesenler, yapilan
calismalarla molekiiler diizeyde tanimlanmistir. Yapilan ¢alismalar sonucunda, birden fazla
reseptoriin aynit yolagi aktive edebildigi, farkli yolaklarda gorev alan efektorlerin
birbirlerini etkileyebildikleri ve tim bu etkilesimler sonucu yolaklarin aktivitelerinde
degiskenlik oldugu goriilmiistiir. Tiim bu bilgiler 1s181nda, bir kanser tiirii iizerinde birden
fazla reseptoriin, proteinin veya yolagin birlikte etkisinin oldugu veya ayni yolaklarin farkli
kanser tiirlerinin olusumunda etkili oldugu soOylenebilir. Yeni donem ilaglardan bir
kisminin hedef proteinlere kars1 etkin olmasinin yanisira birden fazla reseptdrle veya sinyal
yolagiyla etkilesime girebilen ilaglar da vardir. Bu tir ilaglar tek bir kanser tiirliniin
tedavisinde kullanilabildigi gibi birden fazla kanser tiiriine kars1 da etki gosterebilmektedir
(Mutluay ve Kozaci, 2021).

Son yillarda, gen calismalarina agirlik verilmesiyle, farmakolojik ¢aligmalarda kisiye
Ozgii terapotik ilaglar ortaya cikmistir. Bu gelismeler 1s1ginda, kisiye 6zgii tedavilerdeki
hedefe yonelik caligmalar (spesifik enzim molekiil hedeflemeleri, biiylime faktori
reseptorleri, sinyal yolaklari, onkogenik hiicresel caligmalar v.b.), her gecen giin 6nem
kazanmaktadir (Kiigiik, 2016). Hedefe yonelik tedavi yontemlerinde terapotik hedef olarak,
hiicre i¢i sinyal yolaklarindan PI3K/Akt yolagi ve mTOR, Ras/Raf/Mek/ERK yolag
(MAPK/ERK yolagi), ubikitin-proteazom yolagi ve hedgehog yolagi kullanilmaktadir.
Terapotik hedef olarak protein kinazlarin kullanilmas: durumunda ise reseptdr tirozin kinaz
olarak EGFR ailesi (ErbB1 (EGFR/HER1), ErbB2 (HER2), ErbB3 (HER3) ve ErbB4
(HER4)), VEGF reseptorleri (VEGFR-1, VEGFR-2 ve VEGFR-3), platelet kaynakl
bliylime faktor reseptorii (PDGFR), FMS benzeri tirozin kinaz 3 reseptorii (FLT3),

anaplastik lenfoma kinaz reseptorii (ALK) hedef alinirken; diger protein kinazlardan ise
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Src (steroid receptor coactivator), Bruton’s tirozin kinaz (BTK), siklin bagimli kinaz
(CDK) ve AMP ile aktive olan protein kinaz (AMPK), terapdtik ajan olarak hedef alinir.
Sinyal yolaklar1 ve protein kinazlardan baska diger molekiiler yapilar1 hedefleyen terapotik
ajanlar ise steroid reseptor antagonistleri, toll benzeri reseptdr (TLR) agonistleri ve Bcl2
protein inhibitdérleri (BCL-2, BCL-X, BAD, DID, BAX, BAK, PUMA)’dir. Yukarida
belirtilen terapdtik hedeflerin haricinde, kullanilma potansiyelleri olan c¢esitli sinyal
yolaklar1 ve yolaklarla iliskili proteinler de mevcuttur. Ornegin, JAK-STAT yolagi,
niikleer faktor kappa B yolagi, NOTCH yolagi, Wnt/B-Catenin yolagi potansiyel molekiiler
hedef olma 6zelligine sahiptir. Ayrica, insiilin reseptorii ve insiilin benzeri biiylime faktori
reseptorli inhibitdrleri, fibroblast biiyiime faktor (FGF) reseptorii inhibitorleri, hepatosit
bliylime faktorii (HGF) / Met reseptorii inhibitorleri, glikojen sentaz kinaz-3 (GSK-3)
inhibitorleri, protein kinaz C (PKC) inhibitérleri, aurora kinaz inhibitorleri, heat shock
protein 90 (Hsp90) inhibitorleri de kemoterapotik hedef potansiyeli olan ajanlardandir.
Sinyal yolaklarinin karmasik yapis1 ve birbirleri ile siirekli etkilesim halinde olmasi, etkili
ve hedefe 6zel terapotik ajanlarin gelistirilmesini zorlastirmasina ragmen, bugiine kadar
yapilan calismalarla elde edilen bilgiler 1s181nda, bu alanda bir¢ok ilag gelistirilmis ve
kullanima sunulmustur (Mutluay ve Kozaci, 2021). Patent bagvurular1 dikkate alindiginda
ise EGFR’nin, hedefe yonelik tedavi calismalarinda, en ¢ok c¢alisilan alanlarin basinda
geldigi anlasilmaktadir. Uzerinde en c¢ok calisilan diger terapotik hedefler ise HER2,
VEGFR, programlanmis hiicre 6liimii proteini 1 (PD1), CTLA4, HER3 ve CD20 hedef
ajanlaridir (Kiiciik, 2016).

1.3. Protein Kinazlar

Hedefe yonelik tedavi ¢alismalarinda, terapotik hedef olarak en c¢ok kullanilan ve
belirli hiicre tiplerinin kontrolsiiz ¢ogalmasma neden olan protein kinazlar, adenozin
trifosfata (ATP) ait fosfat grubunun, proteinlerin yan zincirindeki serin, treonin veya
tirozin kalintilar1 lizerinde bulunan hidroksil grubuna transferini katalizleyen enzimlerdir
(Silverman ve Holladay, 2014).

Protein kinaz ailesi, insanlardaki en biiyiikk enzim ve gen ailesinden biridir.
Insanlarda toplam 518 protein kinaz geni tanimlanmis olup, 385’1 serin/treonin kinaz, 90’1
protein-tirozin kinaz ve 43 tanesi de tirozin-kinaz benzeri aile lyelerinden olusur

(Roskoski Jr., 2004).
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Protein kinazlar, hiicrelerin biiyiimesinde ve ¢ogalmasinda diizenleyici gorevleri olan
metabolik yolaklarda yer alir. Bu yolaklarda, metabolizmanin diizenlenmesi, gen
ekspresyonu, hiicre boliinmesi, hiicre biiylimesi ve hiicrelerin farklilagmasi1 gibi yasamsal
Oonemi olan biyolojik fonksiyonlarin kontroliinde temel gorevleri vardir (Soltan vd., 2021).
Protein kinazlarin kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasinda etkin olmasinin nedeni de genellikle
normal hiicrelerin biyolojik yolaklarinda, hiicrelerin ne zaman biiyiiyecegi ve boliinecegine
dair bilgi akisinin varligidir. Normal hiicrelerde, bu yolaklar siki bir sekilde kontrol edilir
ve c¢ogalma sinyalleri yalnmizca belirli zamanlarda verilirken, belirli kinazlarda
anormalliklerin meydana gelmesi, kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasina yol acan sinyallerin
artmasina ve diizenleyici kontrol mekanizmasinin bozulmasina sebep olur (Silverman ve
Holladay, 2014). Kinaz aktivitesinin deregiilasyonu, c¢evrim diizenlemesi, biiylime,
farklilasma, proliferasyon, hayatta kalma, apoptoz, gbd¢ gibi hiicresel tepkilerin ani
degisimi ile sonuglanir. Protein fosforilasyonunun, translasyon sonrasi en yaygin ve en
onemli modifikasyonlardan biri olmasi sebebiyle protein kinazlar, hiicrede ¢ok sayidaki
diizenleyici yolakta kilit rol oynar. Bu nedenle, kinaz aktivitesinin kayb1 veya
deregiilasyonu, genellikle c¢esitli kanser tiirlerinin gelisimi ile de iliskilendirilir
(Bhanumathy vd., 2021).

Protein kinazlar, karsinojenik doniistime yol acan dort farkli mekanizmaya sahiptir.
Bunlar; protoonkogenin retroviral transdiiksiyonu, GOF (Gain of function) mutasyonlari,
protein kinazlarin asir1 sentezlenmesi ve genomik rearanjman mekanizmalaridir (Glirkan-
Alp ve Bozca, 2019). Yapilan kromozomal harita ¢aligmalarinda, 518 protein kinaz
geninden 244’lniin hastalik lokuslart veya kanser geni iceren DNA segmentleriyle
eslendigi kanitlanmistir. Bu durum protein kinaz inhibitorlerinin ve hedeflerinin kanser
hastaliginda terapdtik potansiyelini ve Onemini ortaya koymaktadir (Bhanumathy vd.,

2021).

1.3.1. Protein Kinazlarin Siniflandirilmasi

Insanlarda, 106 psddogen ile birlikte toplamda 518 iiyeden olusan protein kinaz gen
ailesi bulunur. Protein kinazlar, insanlarda bulunan ikinci en biiyiik enzim ailesidir. Gen
ailesi olarak da besincidir. Fosforillenmis -OH grubunun kaynagina gére, protein kinazlar
serin/treonin kinazlar ve tirozin kinazlar olarak smiflandirilir. Insan genomu, 90 adet

tirozin kinaz geni igerir ve bu genlerin 58 tanesi reseptor tirozin kinaz (RTK) ailesine, 32
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tanesi ise non-reseptOr tirozin kinaz (NRTK) ailesine aittir. RTK ailesi 20 alt sinifa
ayrilirken, NRTK ailesi 10 alt sinifa ayrilmistir (Tablo 1) (Bhanumathy vd., 2021; Soltan
vd., 2021).

Tirozin kinazlar, tirozin amino asidine ATP’den fosfat aktarimini saglayarak
proteinde fonksiyonel degisiklige sebep olur ve biiylime faktorleri, sitokinler ve hormonlar
ile birlikte hiicresel yanitlarda gérev alir (Kiipeli, 2022). iki ana gruba ayrilan tirozin
kinazlardan reseptor tirozin kinazlar (RTK), hiicre dis1 sinyalleri hiicre igine ileten ve
hiicresel farklilasma ve ¢ogalma siirecinde etkin sinyal iletim aginda gorev alan temel
arabulucu transmembran proteinlerdir. Tirozin kinazlarin diger sinifi olan reseptor
olmayan, yani non-reseptOr tirozin kinazlar ise sitoplazmik tirozin kinaz olarak da
adlandirilir. Bu sinifta yer alan tirozin kinazlar, transmembran bolgeye sahip degildir ve
plazma membraninin i¢ yiizeyinde, sitozolde ve ¢ekirdekte bulunur. Non-reseptdr tirozin
kinazlar hiicre igi iletisimin gergeklesmesinde gorevlidir (Acar ve Altuntas, 2019; Siimer-
Turanlhgil ve Uyanikgil, 2010).

Tirozin kinazlarin, hiicrelerin biiylime, ¢ogalma ve apoptoz siireglerindeki rolleri
nedeniyle bu enzimlerin ekspresiyonunda meydana gelebilecek genetik veya epigenetik
degisiklikler, genellikle hiicre biiyiime kontroliiniin kaybina sebep olur ve hiicreye
onkojenik 6zellik kazandirir. Her gecen gilin artan ¢alismalarla birlikte, tirozin kinazlarin
tiimorlerin olusum siirecindeki fonksiyonlar1 giderek acikliga kavusmaktadir. Neredeyse
biitiin kanserlerde, bu enzimlerin ekspresiyonunda meydana gelen aksakliklarin ve buna
bagli olarak da en az bir reseptor tirozin kinazin etkisi oldugu belirtilmektedir. Bu nedenle,
kanser ilac1 calismalarinin en 6nemli hedeflerinden biri olan reseptor tirozin kinazlara

yonelik yapilan ¢alismalar her gegcen giin artarak devam etmektedir (Golonko vd., 2019).
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Tablo 1. Tirozin kinazlarin (TK) reseptor ve non reseptor iiyeleri (Bhanumathy vd., 2021).

RTK

NRTK

ALK (anaplastik lenfoma kinaz) reseptor ailesi (Orn:
LTK ve ALK)

DDR (diskoidin alan reseptorii) ailesi (Orn: DDRI,
DDR2)

EGF (epidermal biiyiime faktorii) reseptor ailesi (Orn:
EGFR, HER2, HER 3, HER4)

Eph (efrin) reseptor ailesi (Orn: EphA1-8 ve EphA10,
EphB1-B4 ve EphB6)

FGFR (fibroblast biiylime faktorii reseptorii) ailesi
(Orn: FGFR1- FGFR 4)

INSR (insiilin reseptdr) ve IGF1 (insiilin-benzeri
biiyiime faktorii) reseptorii (IGFIR) ((Orn: IGF1,
IGF2, IGFIR,

IGF2R), (IGFBP1 (insiilin-benzeri biiylime faktori
baglanma proteini)-IGFBP 6))
MET  (mezenkimal-epitelyal
reseptor ailesi (Met)

MuSK (kasa 6zgii kinaz) reseptor ailesi

NOK (kinaz alanli yeni onkogen) reseptor ailesi
PDGFR (trombosit tiirevli biiyliime faktorii reseptorii)
ailesi (Orn: alfa-tipi ve beta-tipi PDGFRs)

PTKY7 (protein kinaz-benzeri tirozin) reseptdr ailesi
RET (transfeksiyon sirasinda yeniden diizenlenen)
reseptor ailesi

ROR (retinoik asit-baglantili orfan reseptorii) ailesi
ROS1 (proto-onkogen tirozin-protein kinaz) reseptor
ailesi

donisim  faktorii)

RYK (reseptor tirozin kinaz baglantili reseptor) ailesi
TAM (tiimérle iliskili makrofaj) reseptor ailesi (Orn:
TYRO3, AXL ve MER)

TIE immiinoglobiilin-benzeri ve EGF-benzeri alanli
tirozin kinaz) reseptor ailesi (TIE1, TIE2)

TRK (tropomisin reseptdr kinaz) reseptdr ailesi
(NTRK1 (norotrofin reseptor kinaz), NTRK2,
NTRK3)

Karakterize edilmemis RTK (RTK106)

VEGFR (vaskiiler endotelyal biiylime faktori
reseptoril) ailesi (VEGFR-1/FLT-1 (FMS-benzeri TK,
VEGFR-2/KDR/FLK-1)

ABL1 ve BCR-ABL (B hiicresi antijen
reseptorii) ailesi (Orn: ABLI, ARG
(Abelson-baglantili gen))

ACK (Orn: ACK1, TNK1)

CSK (C-terminal src kinaz) (Orn: CSK,
MATK (megakaryosit baglantili tirozin
kinaz))

FAK (fokal adezyon kinaz) ailesi (Orn:
FAK, PYK2)

FES (felin sarkoma onkogen) ailesi
(Orn: FES, FER)

FRK (fyn-baglantili kinaz) ailesi (Orn:
FRK, BRK, SRMS)

JAK (janus kinaz) ailesi (Orn: JAKI-
JAK 3, TYK2)

SRC (sarkoma-baglantil) ailesi (Orn:
SRC, FGR, FYN, YESI, BLK, HCK,
LCK, LYN)

SYK ailesi (Orn: SYK, ZAP70)

TEC ailesi (Orn: REC, BMX, BTK,
ITK, TXK)

1.3.2. Reseptor Tirozin Kinazlar

Transmembran proteinler olarak tanimlanan reseptor tirozin kinazlar (RTK'ler),
epidermal bliyiime faktorii (EGF), trombosit kaynakli biiyiime faktorii (PDGF), hepatosit
biliylime faktorii (HGF), sinir bliylime faktorii (NGF), trombosit kaynakli biiytime faktorii
(PDGF), vaskiiler endotelyal biiylime faktorii (VEGF), fibroblast biiytime faktorii (FGF),

insiilin ve insiilin benzeri biiylime faktorleri (IGF), efrinler ve anjiyopoietinlerin de dahil
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oldugu cok ¢esitli bliylime faktorleri i¢in reseptor olarak islev goren biiylik bir protein

ailesidir. RTK'lar, ¢ogalma, go¢, farklilagsma, morfogenez ve metabolizma gibi ¢ok cesitli

fonksiyonlara sahiptir (Popovic ve Wilson, 2010; Brunelleschi vd., 2002). Reseptorleri

kodlayan 58 tirozin kinaz geni, yapisal hiicre dis1 6zelliklerine dayanarak 20 alt gruba

ayrilir. Tablo 2’de, reseptdr tirozin kinazlarin dahil oldugu gruplarin yanisira, bu

reseptorlere baglanan ligandlar ve kanserle iliskileri de belirtilmistir. Bu alt gruplardan
EGFR/ErbB (Sinif 1), insiilin reseptorii (Sinif 1), PDGF (Smif IIT), FGF (Smif IV), VEGF
(Smif V) ve HGF (MET, Smif VI)’nin, onkolojik hastaliklarla kuvvetli iligkileri oldugu
tespit edilmistir (Ghosh vd., 2020; Segaliny vd., 2015).

Tablo 2. Reseptor tirozin kinazlarin alt gruplar1 ve kanserle iligkileri (Ghosh vd., 2020).

reseptor kinaz)

Siif Aile Uyeleri Ligandlar Kanserle {liskisi
EGFR mutasyonu, timér olusumunu
tesvik eder ve onkolojik tedavilere
Simif I EGFR, ERBB2, EGF, TORgPHE- direncin gostergesidir Genellikle kanser
EGF, AREG, BTC, |, .. . S
(ERBB) ERBB3, ERBB4 hiicrelerinde asir1 eksprese edilir ve
EPG, EPR, NRG1-4 )

ayrica PD-L1’in (programmed death
ligand-1) asir1 ekspresyonu ile iligkilidir.
Biyolojik aktivitesi genis kapsamli
degerlendirilip timor gelisimine katkist
Sf Il INSR, IGFR, IRR |IGF-1, IGF-2, Insulin|*/du& belirlenmistir. - ATP ‘baglayan
(Insiilin) tastyict proteinlerin diizenlenmesinde ve
hiicre dis1 matris ile etkilesimlerde yer

alir.
PDGFRG. PDGF-AA, PDGF- |Tiimoér gelisimi, hiicre proliferasyonu,
Suf 11T PDGFRP CSi:lR AB, PDGF-BB, |metastaz, kemoterapi direnci,
(PDGF- Trombosit KI’T ’| PDGF-CC, PDGF- |anjiyogenez, immiinosupresif timor
tiirevli biiyiime faktorii) ¢ DD, CSF-1, IL-34, |mikrogevresi ve apoptoz inhibisyonu ile

FLT3L/FLK2 DA
SCF yakindan iliskilidir.

Smif IV VEGFRI Endotel hiicrelerinin proliferasyonunu
(VEGF-Vaskiiler ’ VEGF A-D, ve  hayatta  kalmasmi  uyararak,
. VEGFR2, . e
endotelyal biiylime PLGF1-2 damarlarin  gegirgenligini  artirarak

e VEGFR3 PP .S,
faktorii) tiimor anjiyogenezini artirir.
SimfV Hiicrede sinyal diizensizligine,
. FGFRI1, FGFR2, B anjiyogeneze sebep olarak ve kanser
(EG"F-F1brob}a§t FGFR3, FGFR4 FGF 1-25 tedavilerine direng gostererek
biiyiime faktorii) . .
karsinojeneze etki eder.
Simif VI
(PTK7-Protein tirozin PTK7/ CCK4 Tanimlanmamis | Timor olusumu ve metastazda yer alir.
kinaz benzeri)
NTRK gen flizyonlarr, hiicrelerin
farklilasmas1 ve hayatta kalmasiyla
Simif VII N TRKA, TRKB, |NGF, NTF-4, NTF-4, bagla.ntlp olan farkh. kansgr tiirlerinin
(TRK-Tropomisin TRKC BDNF onkojenik  etkenlerindendir. NTRK

fizyonu bulunan kanser hastalarinin
%?23’tntin  PD-L1'1 eksprese ettigi
gorillmiistiir.
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Sf VIII
(MET-Mezenkimal
epidelyal doniisim

MET, RON

HGF

MET, esas olarak reseptoriin asiri
ekspresyonu, HGF  ile  birlikte
ekspresyon veya genomik yukar1 yonli

faktorii) regiilasyon ile aktive olur.
Efrin ligandlarinin varligia bagl olarak
Simif IX EphrinB1-3, hem onkogenler hem de timor

(EPH-Efrin)

EPHAI1, EPHBI

ephrinA1-AS

baskilayicilar olarak ikili islev gdren
bagli reseptorlerdir.

Tiimor hiicrelerinin ¢ogalmasi, hayatta
kalmasi, kok hiicre fenotipi, metastaz ve

Smif X AXL, MER, .. . ot e
(AXL) TYRO3 Gas6, Pros-1 kanser tedaV1.sme i dlrenglq ilgilidir.
Ayrica, immiinosupresif ve
protiimorijenik fenotiplere yol agar.
Sunif XTI Timdr progresyonu ve anjiyogenezin
(TIE-Endotelyal baslangi¢ noktasi olarak kabul bilinir.
. reyal TIE, TEK Angl-4 Ang-2'nin artan ekspresyonu, farkli
hiicrelerdeki tirozin . .
PO eptor) maligniteleri olan hastglarm durumunun
kotiilesmesi ile iliskilidir.
RYK, bazi kanser tiirlerinde asirt
Suf XII eksprese edilir ve sag kalimlart olumsuz
(RYK-Tirozin kinaz RYK Wnt3a, WntSa  |etkiler. RYK, kanser kok hiicre tedavisi
baglantili reseptor) icin gerekli olan WNT/B-katenin yolunu
aktive eder.
TR e
(DDR-Diskoidin alan | DDR1, DDR2 Kolojenler : £oGU, Mvazyo Y
e kalma, apoptoz  inhibisyonu ve
reseptorii) . .,
kemorezistansi diizenler.
Smuf XTIV .. :
(RET-Transfeksiyon GDNF, Neurturin, Hugr@nm hayatta kalmasina ve apoptoz
. RET . .’ |inhibisyonuna  yol acan farkli
sirasinda yeniden artemin, persephin o <
. malignitelerde siklikla mutasyona ugrar.
diizenlenen )
Smf XV ROS'un anormal ekspresyonu (fiizyon
(ROS-Rektif oksijen ROS Tanimlanmamig  |izoformu), farkli kanser tiirlerinin
tiirii reseptorii) o6nemli bir etkenidir.
ALK  genini etkileyen  genomik
Smif XVI PTN, MK, ALKALS, |fiizyonlar  kanserde yaygindir ve
(LTK-Lokosit tirozin LTK, ALK FAMI150A, kontrolsiiz hiicre proliferasyonuna yol
kinaz) FAM150B acan ALK temelli aktivasyona neden
olur.
Smif XVII (ROR- Timdr tipine veya evresine baglt olarak
reseptor tirozin benzeri | RORI1, ROR2 WntSA bir timdr baskilayict veya aktivator
orfan reseptdrii) olarak ikili bir role sahiptir.
Hiicre  proliferasyonunu,  apoptozu,
SmleYIH..(MUSK_ MUSK ARGIN farklilasmayr ve timér olusumunu
Kasa 6zgii kinaz) .
aktive eder.
Simf XIX AATYKI, ch()llci(rlektal ktanser ve prvostat kanslirinde
(LMR-Lemur reseptor AATYK2, Tanimlanmamis i.l el mu asilona ugrar.l \ie an S.Tr
kinaz) AATYKS fenotipinin baslamasi ve ilerlemesi ile
1naz iligkilidir.
Ozel ligandlar
Smif XX (STYKI- baglayacak hiicre dis1|STYK anormal ekspresyonu, kolorektal
. . SuRTK106, - .. . . .
Serin/treonin tirozin STYK1 baglanma bolgesi |kanser dahil olmak {izere farkli
kinaz) (ECD)’den malignitelere sebep olur

yoksundur
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Biitiin reseptor tirozin kinazlar, hiicre i¢i tirozin kinaz bolgesi, hiicre dis1 alan ve bu
iki alan1 ayiran tek bir transmembran alandan olusur (Sekil 1). N-terminal hiicre dis1 alan,
ligand baglanma alanmi olarak, C-terminal kuyrugu ile gevrili hiicre i¢i (sitoplazmik alan)
alan da tirozin kinaz alami olarak bilinir. ReseptOr tirozin kinazlarin temel alanlarindan
olan transmembran alan, hidrofobik o&zellikte kiigiikk bir kisimdan olusur (Gotink ve
Verheul, 2010). Bu alanin esas gorevi, reseptorii membran diizlemine sabitleyerek hiicre
dis1 alani hiicrenin i¢ alaniyla birbirine baglamaktir. Baslangigta, bu alanin, reseptori
membrana sabitleyen pasif bir yapi oldugu diisliniiliiyordu. Ancak, bir reseptoriin
transmembran alanindaki bir mutasyonun, dimerizasyon ve reseptor sinyal aktivasyonu ile
sonuglanan konformasyon degisiklikleri iizerinde bir etkiye sahip olabilecegi belirlendi.
Aslinda, bu bolgedeki genetik degisiklikler, bu alanin RTK dimerizasyonunda aktif rolii
oldugunu ve her ne kadar dimerizasyon i¢in tek basina yeterli olmasa da aktivasyonun ve
sinyallesmenin gerceklesebilmesi i¢cin o alanin destegine ihtiyag duyuldugunu

gostermektedir (Bennasroune vd., 2004).

Hiicre dis1 alan

(ligand baglanma
alani)

Hiicre membrani

Fosfat
baglanma
bolgesi

Transmembran
alan

™

N-terminal lobu

Tip I tirozin
Adenin '\ kinaz

inhibitorleri
Seker
bdlgesi
Hidrofobik <
bdlge

Sekil 1. Reseptor tirozin kinaz yapisi (Gotink ve Verheul, 2010).

Y~ ATP baglanma
Hiicre ici alan yarigi

(kinaz alan1) C-terminal lobu

Tip II tirozin
kinaz
inhibitorleri

—_ Aktivasyon
kivrimi

Tirozin kinaz alani, N- ve C-terminal lobundan ve bu iki lob arasinda yer alan ATP
baglanma bdlgesinden olusur. ATP baglanma bdlgesi, adenin, seker ve fosfat baglanma
bolgelerinden olusur. ATP baglanma bolgesi yakininda ise hidrofobik cep meydana gelir
ve bu cep, tirozin kinaz inhibitorleri agisindan énemlidir (Gotink ve Verheul, 2010). Hiicre
i¢i sitoplazmik alanda yer alan C-terminal bolgesi, RTK siniflar1 arasinda degiskenlik
gosterir ve hiicrelere gonderilen asagi yonli sinyallerin g¢esitliligini ve 6zglnligiini saglar

(Yamaoka vd., 2018).
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Reseptor tirozin kinazlarin ana bdliimlerinden olan hiicre dis1 alan ise ligand
Ozglinligiinii tanimlayan farkli bir yapiya sahiptir ve reseptor tirozin kinaz tiirleri arasinda
farklilik gosterir. RTK ’larin her bir iiyesi, belirleyici olan immiinoglobiilin veya epidermal
bliylime faktorii gibi alanlar, fibronektin tip III tekrarlar1 veya sistein agisindan zengin
bolgeler dahil olmak {izere gesitli tipte korunmus hiicre dis1 alanlar bulundurur (Sekil 2)
(Zwick vd., 2001). Insan reseptdr tirozin kinaz ailesinde, 16 farkli tipte bu korunmus
alanlardan bulunur. Bunlardan en yaygin olani, Ig alani, fibronektin tip III (FnllI) alan1 ve
kaderin alanmin da dahil oldugu immiinoglobiilin benzeri alan smifidir. Ikinci en yaygm
smif, efrin baglama alani, diskoidin alan1 ve meprin/A-5 protein reseptdrii/protein tirozin
fosfotaz mu (Mam) alanin dahil oldugu jelly-roll alan sinifidir. Daha sinirli sayidaki alan
tiirleri ise 16sin agisindan zengin tekrar alanlari, laminin/EGF benzeri sistein acisindan
zengin alanlar, sistein agisindan zengin diger alanlar (diisiik yogunluklu lipoprotein
reseptorii A sinifi alan, kivrimli alan ve Ret ailesinin heniiz karakterize edilmemis sistein
bakimindan zengin alan), kringle alanlari, Wnt-inhibitor etkili alanlar, pervane seklindeki
alanlar (YWTD), pleksin-semaforin-integrin (Psi) alanlar1 ve semaforin alanlaridir. Bu
alanlar, genellikle kisa, bir veya ikiden fazla kalint1 igermeyen polipeptid baglarla birbirine
ardigik baghdir. Uzamis bir dis alan yapisi, komformasyonel degisime imkan sunarken,
alanlarin kisa baglantilarla ardisik diizenlenmesi, konformasyonel esnekligi azaltir. Bu
genel yapi, dis alan yapilarinin veya onlara bagli ligandlarin, hiicre zaria bagl yardimci
reseptorlerle etkilesime girecek sekilde yeniden konumlanmalarina imkan saglar
(Lawrence ve Ward, 2015). Ligandlar, reseptor tirozin kinaz tiirleri arasindaki alan
cesitliliginin bir sonucu olarak, farkli reseptorlere biiyilk bir Ozgiinliikle baglanir
(Metibemu vd., 2019). Tirozin kinaz enzimatik aktivitesine sahip hiicresel reseptorler,
biliylime faktorleri, sitokinler ve hormonlar tarafindan aktive edilerek ATP’nin ve fosfat
gruplarinin, proteinlerin tirozin kalintilarinda yer alan hidroksil gruplarina transferini
katalizler. Hiicre dis1 alana ligand baglanmasiyla baslayan reseptor tirozin kinazlarin
aktivasyon mekanizmasi, sinyallerin iletimini saglar ve bu silire¢ sonunda hiicrelerde
cogalma, apoptoz, motilite, anjiyogenez ve farklilasma gibi hiicresel olaylar gergeklesir

(Garcia vd., 2014).
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Sekil 2. Reseptor tirozin kinazlarin alt siniflar igin belirleyici olan hiicredist 6geler
(Lawrence ve Ward, 2015).

1.3.3. Reseptor Tirozin Kinazlarin Aktivasyon Mekanizmasi

RTK’larin bir¢ok tiirleri olmasima ragmen aktivasyon mekanizmalarmin iki temel
asamas1 vardir. Birincisi, ligandlara baglandiktan sonra dimerizasyon olugmasi, ikincisi ise
tirozin kalintilarimin otomatik fosforilasyonudur (Yamaoka vd., 2018). Reseptor tirozin
kinazlarin aktivasyonunun baslamasi, hiicre dis1 alana ligand baglanmasiyla olur ve bu
baglanma, genellikle dimerizasyon basta olmak {izere, reseptdor monomerlerin
oligomerizasyonunu indiikler (Garcia vd., 2014). Reseptorler, siire¢ icerisinde, monomer

ve dimerler arasinda dinamik dengeye ulasir. Genel olarak, tirozin kinaz alaninin
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aktivasyonuna yol agan dimerizasyon dort sekilde gergeklesir. ilkinde, reseptor
dimerizasyonu, Trk A reseptoriinde oldugu gibi iki reseptoriin hiicre dis1 alanlar1 arasinda
dogrudan temas olmaksizin ligand araciligiyla gergeklesir. Ikinci dimerizasyon seklinde ise
iki aktive edici ligand arasinda herhangi bir fiziksel etkilesim olmaksizin reseptor
araciligiyla gerceklesir. Bu etkilesime 6rnek olarak, EGFR’nin de dahil oldugu, ErbB aile
iiyelerinin dimerizasyonu verilebilir. Ugiincii dimerizasyon olusma seklinde ise ligand
homodimerleri, daha sonra dimer ara yiizeylerinden birbirleriyle etkilesecek olan iki tane
reseptor molekiiliinii baglar. KIT reseptor dimerizasyonu li¢ilincii yonteme 6rnek verilebilir.
Son yontem olarak, ligand baglanma ve reseptor-reseptdr temasina bagli reseptor
dimerlerin kombinasyonlarina yardimci molekiillerin katilmasidir. Heparin veya heparan
stilfatin, yardime1r molekiil olarak FGFR ailesinin dimerizasyon mekanizmasina katilmasi,
dordiincii yonteme Ornektir (Du ve Lovly, 2018). Her iki reseptoriin tirozin kinaz
alanlarinin yan yana gelmesi, kinaz aktif durumunun siirdiiriilmesini saglar. Kinaz
aktivasyonun baslamasindan sonra dimer veya oligomerdeki bir reseptor, karsit reseptoriin
kinaz alanindaki C-terminal bdlgesinde bulunan tirozin kalintilarini fosforile eder. Trans-
fosforilasyon olarak adlandirilan bu olay, her bir kinaz alaninin trans-otofosforilasyonu ve
cis-otoinhibisyonun devreye girmesiyle sonuglanir (Ghosh vd., 2020; Garcia vd., 2014).
Otofosforilasyon, ayrica, Src homoloji 2 (SH2) alan1 veya fosfotirozin baglama (PTB)
alanini iceren ¢ok cesitli asagi akis sinyal proteinlerini aktive eder. SH2 alani igeren
proteinler ya dogrudan reseptore baglanir ya da dolayli olarak, PTB alanlar iizerinden,
reseptOr tirozin kinazlari baglayan kenetlenme proteinleri araciligiyla reseptdre baglanir.
Bu kenetlenme proteinleri, SH2 veya diger alanlar1 iceren sinyal molekiillerinin reseptore
baglanabilmesi i¢in bir ortam olusturur. Bu alanlar, reseptor igindeki belirli fosfotirozin
kalintilarina baglanarak cesitli hiicresel sinyal yolaklarinin ilerlemesini saglayan asagi akis
yoniindeki aract molekiilleri devreye sokar (Du ve Lovly, 2018). Bu molekiiller arasinda,
kinazlar (fosfatidilinositol 3-kinaz (PI3K), SRC), adaptor proteinler (SHC, GRB2),
transkripsiyonel faktorler (sinyal doniistiiriicii ve transkripsiyon aktivatorii (STAT)),
ubikuitin ligazlar ve fosfolipazlar (PLC-;) bulunur. Bu molekiiller, RAS/RAF/mitojenle
aktive olan kinaz (MAP), PI3K/AKT/ rapamisinin memeli hedefi (mTOR), PLC-,/protein
kinaz C ve janus kinaz (JAK)/STAT yolaklar1 gibi asagi akis yonlii sinyal yolaklarimni
aktive eder (Yamaoka vd., 2018). Hiicre ¢ekirdegine dogru yonelmis bu reaksiyon
zincirlerinin sonucunda, protein sentezi veya hiicre farklilagmasi, olgunlasmasi, cogalmasi

ve apoptozu gibi hiicresel olaylarinin gerceklesmesi ig¢in gen transkripsiyonu baslar.
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Beraberinde, hiicre ici sinyal siirecini defosforilasyonla kesintiye ugratan fosforilazlar gibi
diizenleyici veya inhibitor proteinlerin sentezi veya aktivasyonu gergeklesebilir. Reseptor
tirozin kinazlarla hiicre ¢ekirdegi arasindaki gergeklesen bu reaksiyon zincirleri, belli bir
diizen i¢inde, “upstream” olarak da ifade edilen yukar1 akis yonlii (hiicre reseptoriiniin
taninmasi ve ligand baglanmasi icin hiicresel uyarilarin hiicre zar1 yoniinde ilerlemesi) ve
“downstream® diye de adlandirilan asagi akis yonlii (gen transkripsiyonu ile sonuglanan
hiicresel uyarilarin hiicre ¢ekirdegi yoniinde ilerlemesi) sekilde karsilikli tekrarlar

(Hernandez-Florez ve Valor, 2016).
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Sekil 3. Reseptor tirozin kinazlarin 6rnek yapisi ve aktivasyon mekanizmasi (Butti
vd., 2018).

Boliimlerinin ve aktivasyon mekanizmasinin sematize edildigi Sekil 3’e gore,
reseptor tirozin kinazlarin N-terminalinden C-terminaline kadar olan bdliimleri,
immiinoglobiilin kivrimlar, transmembran bdlge, membrana bitisik bolge, N-lobu,
aktivasyon kivrimi, C-lobu ve sitoplazmik (C-terminal) kuyruktur. Plazma zarinda,
monomer olarak bulunan, reseptor tirozin kinazlara ligand baglanmasi ile reseptor
molekiilleri ¢arpraz baglanir ve reseptér otofosforilasyonu ve aktivasyonuna yol acgan
konformasyonel degisiklikler gelisir. Fosforile edilmis RTK, adaptoér proteinler (B) i¢in bir

baglanma bolgesi olarak hizmet eder veya dogrudan sinyal molekiillerini (A) fosforile
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eder. Adaptdr proteinler veya sinyal molekiilleri, SH2 veya PTB alan1 yoluyla fosforile
edilmis reseptore baglanir. Yerlesik adaptor proteinleri, ¢esitli asagt akis yonlii mekanizma
molekiillerini (C, D) fosforile ederek sinyallerin ileri taginmasi saglanir (Butti vd., 2018).
Uyarict ligandlar tarafindan indiiklenen RTK’larin aktivitesinin, belli bir dengede
yiirliyebilmesi i¢in gerekli durumlarda zayiflamasi ve sonlandirilmast gerekir. Bunun igin
de ¢esitli inhibisyon mekanizmalart mevcuttur. Bu mekanizmalar; argos ve anjiyopoietin
gibi antagonistik ligandlarla inhibisyon, mutant reseptorlerle olusan hetero-
oligomerizasyonun yol actifi inhibisyon, protein tirozin fosfotazlar araciligiyla RTK
aktivitesinin inhibisyonu, RTK’larin hizli endositoz ve yikimiyla hiicre yiizeyindeki
sinyalin zayiflatilmasi, protein kinaz-C’nin aktivasyonu sonucu RTK aktivitesinin
inhibisyonu ve sitokin sinyallenmesinin baskilayicisi (SOCS) proteinlerin JAK’1n protein
tirozin kinaz alanina baglanmasi neticesinde RTK aktivitesinin inhibisyonu seklinde
Ozetlenebilir (Schlessinger, 2000).

Normal fizyolojik kosullar altinda, RTK aktivitesi, aktivasyon/inhibisyon
mekanizmalar1 ve aktivasyona katilan molekiiller tarafindan siki bir kontrol altinda ve
dengede yiiriitiiliirken, ¢esitli mekanizmalar yoluyla degisime ugrayarak hiicre
biiylimesi/proliferasyonu ile hiicre oliimii arasindaki denge bozulabilir ve nihayetinde
normal hiicreler onkojenik 6zellik kazanabilir. Bu nedenle, RTK’lar, hiicre ¢ekirdegine
karmasik bilgilerin  aktarilmast ve bir¢cok hiicresel islemin diizenlenmesinde,
transkripsiyonel yollarin 6nemli bir diiglim noktasini olusturur (Du ve Lovly, 2018).

Insan tiimérleri ile ilgili yapilan kapsamli genom sekanslama calismalarinda,
reseptor tirozin kinazlardan EGFR’yi kodlayan genin, kan hiicrelerine bagli olmayan
kanser tiirlerinde, en sik mutasyona ugrayan genlerden biri oldugu tespit edilmistir.
Baslangictaki calismalarda, akciger kanserlerinde ve bag/boyun tiimorlerinde yiiksek
EGFR seviyelerinin varligi bildirilmisken, sonraki ¢alismalarda, EGFR’nin asir

ekspresiyonu daha baska kanser tiirlerinde de dogrulanmistir (Pareja vd.,2015).

1.4. Epidermal Biiyiime Faktorii Reseptorii (EGFR)

EGF, hiicrelerin biiylimesini, ¢ogalmasimni ve hayatta kalmasimi uyarmak igin
hedeflenen hiicrelerin ylizeyindeki reseptorlere baglanan bir polipeptittir (Silverman ve

Holladay, 2014). EGFR ise hiicre i¢i alanda bir kinaz enzimi olarak islev géren, EGFnin
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baglanmasiyla aktive olan, 170.000-180.000 (170-180 kDa) molekiil agirliginda bir
glikoproteindir (Erkan ve Gogebakan, 1999).

Epidermal biiyiime faktori resoptorii (EGFR), yapilarinda ve islevlerinde benzerlik
gosteren RTK'larin, dort tiyeli ErbB / HER (insan epidermal reseptor) ailesine aittir. ErbB /
HER ailesinin iiyeleri, ErbB1 (EGFR veya HER1), ErbB2 (HER2/c-neu), ErbB3 (HER3)
ve ErbB4 (HER4)’diir (Raghavendra vd., 2018).

EGF, ilk olarak, 1960’11 yillarin basinda, Stanley Cohen tarafindan, izole edilmis
cene alt1 bezi ekstraktinin yeni dogmus farelere enjeksiyonundan sonra farelerin gozlerinin
daha erken acildiginin ve dislerinin daha erken ¢iktiginin goézlenmesi sonucunda
tanimlanmistir. Bu  kesiften yillar sonra, radyoaktif olarak isaretlenmis EGF’nin
kullanilmasiyla yapilan ¢alismada, EGF’nin iliskili oldugu epidermal biiylime faktorii
reseptorii (EGFR) tanimlanmistir (Pareja vd., 2015). Bir transmembran protein olan
EGFR, ii¢ ana alandan olusur. Alanlardan birincisi, epidermal biiyiime faktoriiniin
baglandig1 hiicre dis1 alan, ikincisi, transmembran alan, li¢iinciisii ise sitoplazmik alandir
(Abourehab vd., 2021). ilk sekanslanan reseptor tirozin kinaz olan EGFR’nin bu alt
birimlerinden hiicre dis1 ligand baglanma alanin 622 kalintiya, transmembran alanin 23
kalintiya ve hiicre i¢i alanin da 522 kalintiya sahip oldugu belirlenmistir (Roskoski Jr.,
2004).

Sitoplazmik alan, protein tirozin kinaz bolgesi ve C-terminal fosforilasyon bolgesi
olarak iki alandan olusur. Hiicre dis1 ligand baglanma alani ise iki adet 10sin agisindan
zengin tekrar eden alan (I ve III alanlar1) ve iki adet sistein agisindan zengin alan (II ve IV
alanlar1) iceren karakteristik bir yapidadir (Sekil 4). Alan II, EGFR-homodimerlerinin ve
diger ErbB aile tiyeleriyle birlikte olusturulan heterodimerlerin stabilizasyonunu saglayan
bir reseptor dimerizasyon bolgesi olarak gorev yapar (Pareja vd., 2015).

Biitiin ErbB aile iiyeleri, ortak bir yapiya sahip olmasina ragmen, iki liyede bazi
farkliliklar ortaya c¢ikmaktadir. Bu farkliliklar, ErbB2’nin, korunmus bir kinaz alanina
sahipken ligand baglanma alanindan yoksun olmasi ve ErbB3’iin, ligand baglama 6zelligi
var olmasina ragmen kinaz iglevinin bozulmus olmasidir (Pareja vd., 2015). ErbB reseptor
tiyeleri arasinda, dordii homodimer altist heterodimer olmak iizere toplam on farkli
birlesim gerceklesir (Roskoski Jr., 2004). EGFR’nin de dahil oldugu ErbB ailesi, sinif I
reseptOr tirozin kinazlarindan olup, hiicrelerin ¢cogalmasi, sag kalimi ve farklilagmasi gibi
hiicresel stirecleri diizenlemede gorev aldiklar1 epidelyal, mezenkimal ve sinir dokularinda

eksprese edilir (Cockerill ve Lackey, 2002). Epidermal biiylime faktoriiniin (EGF), bilinen
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hiicresel siireclerdeki gorevlerinin yanisira, besinlerin emilmesine ve bagirsak bariyeri
biitiinligiinii saglamaya yonelik etkili bir bagirsak diizenleyicisi oldugu da tespit edilmistir

(Tuncer ve Kozaci, 2022).
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RECEPTER: | ERBBIEGFR ERBEZHER2 ERBBIHER ERBBAHER
BAF, MR, BRGHE mm
EPR, EPG, BTG AR
HE-EGF, 510, B

| § |
ik E

Sekil 4. ErbB reseptor ailesinin lineer gosterimi (Pareja vd., 2015).
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Hiicresel siireclerin belli bir dengeye ulasabilmesi icin hiicreler arasinda siirekli bir
iletisim gereklidir. Bu amagla, ErbB ailesi reseptorleri de diger reseptorlerde oldugu gibi
belirli ligandlarla etkilesime girer. Bu etkilesimin gerceklesebilmesi i¢in biiylime
faktorleri, hiicre dis1 ortama salinir. Sekil 4’de belirtildigi lizere, on bir liyeli EGF-benzeri
biiyiime faktorii ailesinden yedi tanesi EGFR ile etkilesime girer. Bu ligandlardan, EGF,
dontistiiriicii bliylime faktorii (TGFa), epigen (EPG), ve amphiregulin (AR) sadece EGFR
ile etkilesime girer. Diger taraftan, heparin baglayict EGF benzeri biiyiime faktorii (HB-
EGF), epiregulin (EPR) ve betacellulin (BTC) ligandlar1 hem EGFR hem de ErbB4’e
baglanabilirken, neuregulin (NRG) 3 ve 4 yanlizca ErbB4’e baglanir. NRG 1 ve 2 ise hem
ErbB3’e hem de ErbB4’e baglanabilir. Ligand kaynakli reseptdr dimerizasyonu, ilk olarak
EGF ile EGFR arasinda kesfedilmis olup zamanla diger RTK’lar arasindaki
dimerizasyonlar da ortaya cikarilmistir. Her ne kadar ligandlarin varliginda reseptorlerin
dimerizasyonu gerceklesebilse de ErbB reseptorlerinin, ligandlarin yoklugunda da
dimerize veya oligemerize olduguna dair bulgular mevcuttur. EGFR’nin hiicre disindaki I
ve III alanlarina, EGF veya TGFa gibi ligandlarin baglanmasiyla birlikte, gizli olan hiicre
disindaki alan II’nin dimerizasyon kolu agiga cikar ve konformasyonel degisiklikler

gerceklesir. Bu konformasyonel degisiklikler, reseptoriin baska bir reseptorle etkilesime
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girmesini saglar. Hiicre dis1 alanlarda meydana gelen konformasyonel degisiklikleri,
etkilesime giren reseptorlerden birinin kinaz alanindaki C-terminal lobu ile diger reseptore
ait N-terminal lobunun birlesmesi ve kinaz alanlarinin asimetrik dimerizasyonu takip eder.
Ligand-reseptor etkilesimi ile baglayip dimerizasyonla devam eden siireg, ¢oklu sinyal
yolaklarinin aktivasyonunu baslatan oto-transfosforilasyon ve nihayetinde transkripsiyonel
diizenleme ile sonuglanir (Pareja vd., 2015). Protein kinazlarin kontrolsiiz hiicre
cogalmasinda etkin olmasimnin nedeni de biyolojik yolaklarla hiicrelerin ne zaman
bliyliyecegi ve bdliinecegine dair sinyal iletimini saglamasindaki roliidiir. Normal
hiicrelerde, sinyal iletim yolaklari, siki bir sekilde kontrol edilir ve ¢ogalma sinyalleri
yalnizca belirli zamanlarda verilir. Fakat, bu yolaklarda gorev alan spesifik kinazlarda
anormalliklerin bulunmasi, kontrolsiiz hiicre c¢ogalmasina yol acan sinyali artirarak,
diizenleyici kontrol mekanizmasini bozabilir (Silverman ve Holladay, 2014).

Epitel hiicrelerinin yiizeyinde bulunan EGFR’nin, normalden fazla eksprese edilmesi
bazi kanser tiirlerinin gelisimine neden olur. EGFR'nin asir1 ekspresyonunun, bazi agresif
meme ve akciger kanseri tiirlerinin, gelismesinde ve ilerlemesinde 6nemli bir rol oynadigi
gosterilmistir. Son yillarda, EGFR ve HER2, meme kanseri hastalar1 i¢in Onemli
biyomarkerlardan ve tedavi hedeflerinden olmustur (Raghavendra vd., 2018). Meme
kanseri haricindeki bazi timor tiplerinden alinan hiicrelerin analizi sonucunda da EGF ve
EGFR’de anormalliklere rastlanmistir. EGFR, meme kanserlerinden bagska, akciger, kolon,
bas-boyun, bobrek, pankreas ve mesane kanserlerinde de asir1 eksprese oldugu
belirtilmektedir. Beyin tiimoérlerinde ise EGFR geninin amplifiye ve deregiile oldugu
gorilmiistiir (Altundag ve Altundag, 2005). EGFR’nin asir1 ekspresiyonu bazi kati
tiimorlerde farkli oranlarda, skilamoz hiicreli bas ve boyun tiimorlerinin (SCCHN) ise
tamaminda gozlenir. Saglikli insanlarla karsilagtirildiginda SCCHN’li hastalarin kanserli
bolge mukozalarinda EGFR’nin 70 kat, TGF-a ligandimin ise 5 kat asir1 eksprese edildigi,
kanserli bolgeye komsu mukozalarda ise EGFR mRNA’smin 30 kat arttig1 belirtilmektedir.
EGFR’nin ekspresiyonu displazi asamasinda geliserek artarken, karsinom asamasinda
belirli bir seviyeye ulastigi goriilmiistiir (Oztop, 2008).

Tirozin kinazlarm, hiicre biiyiime ve farklilasmasinda gorevli sinyal iletim
yolaklarinda etkili bir ara¢ oldugunun kesfedilmesinden sonra, tirozin kinazlar ile kanser
hiicrelerinin anormal ¢ogalmasi arasinda siki bir iligki oldugu anlagilmis ve kanser
hiicrelerini hedef alan tirozin kinaz inhibitorleri (TKI) gelistirilmeye baslanmustir (Tuncer

ve Kozaci, 2022). Bu nedenle EGFR sinyal inhibisyonu, EGFR araciligiyla anormal sinyal
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iletimi gergeklestiren tiimorlerin biiylime hizini yavaslatma yontemlerinden biri olarak
kabul edilir ve bu konuda olduk¢a fazla ¢alisma yiiriitilmektedir (Silverman ve Holladay,

2014).

1.5. Reseptor Tirozin Kinaz inhibitorleri

Tirozin kinaz inhibitorleri (TKI), biiyiime faktorii sinyal yolaklarini cesitli
mekanizmalarla inhibe etmek suretiyle, biiyiime reseptorlerinin mutasyonlariyla veya
anormal aktivasyonu ile meydana gelen kanserlerin tedavisinde kullanilan inhibitorlerdir.
TKI’ler, mutasyona ugramis bu yolaklar {izerine etki ederken, ¢ogunlukla normal viicut
hiicrelerini hedef almaz. Bu inhibitorler, ATP, substrat veya dimerizasyon bolgesi ile
yarismal1 baglanarak allosterik etki gosterir. TK1'ler, ayn1 zamanda, apoptoz yoluyla tiimor
hiicresi 6liimiine de yol acar (Kiipeli, 2022; Acar ve Altundas, 2019). Kansere 0zgii
molekiiler ve hiicresel degisikliklere odaklanabilmesi, diger tedavi yontemlerinden
(kemoterapi ve radyoterapi) daha etkili olabilmesi ve normal hiicrelere daha az zarar
vermesi, tirozin kinaz inhibitorlerinin kanser tedavi yontemleri arasinda avantajli konuma
gelmesini saglar (Tecen, 2016). Ancak, tedavi siirecinde kanser hiicrelerinde bazi direng
gelisim mekanizmalari meydana gelebilir. Sekonder mutasyonlar, alternatif sinyal
yolaklarinin aktivasyonu ve immiin sistemden kacinma bu mekanizmalar arasinda
sayilabilir. TKI etkinliginin azalmasi ile sonuglanan tirozin kinaz baglanma yerinde nokta
mutasyonlarin olugmast ise en sik rastlanilan direng gelisim mekanizmasidir (Kiipeli,
2022). Ayrica, TKI’lerin, hedef reseptore bagh olarak, tedavi siirecini etkileyecek ciddi
toksik etkilerin olmas1 dezavantajli oldugu noktalardan biridir. Dezavantajlarina ragmen,
ozellikle ikinci basamak tedavide, kemoterapi yerine tirozin kinaz inhibitoér kullaniminin,
etkinlik ve giivenlik agisindan ¢ok daha avantajli oldugu belirtilmektedir (Tecen, 2016).

Daha secici inhibitor tasarlayabilmek icin ilk zamanlar, tirozin kinaz inhibitorlerin
cogunlugu ATP aktif bolgesine baglanabilecek sekilde tasarlanmistir. Inhibitorlerin ¢ogu
en az iki hidrojen bagi yapabilen alifatik ve aromatik gruplari ihtiva eder. Kinaz
inhibitorleri, kinazlara baglanma sekillerine gore Tip 1, 2, 3 ve 4 seklinde gruplara ayrilir.
Tip 1 inhibitorleri, ATP-yarigmali inhibitorlerin biiyiik kismimi olusturur ve kinazin
mentese bolgeleriyle bir ile {i¢ arasinda degisen sayilarda hidrojen bagi yapar. Pirazolo [3,
4-d] pirimidinler, pirolo [2, 3-d] pirimidinler, prido [2, 3-d] pirimidinler, kinolinler,

indolinonlar,  pirazolokarboksamidler ~ve pirazolil kinoksalinler ~Src  kaynakli
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fosforilasyonun ATP-yarigmali inhibitorleri olarak tasarlanmistir. Tip 1 inhibitdrlere 6rnek
olarak, staurosporin ve sunitinib verilebilir. Tip 2 inhibitorler, kinazin aktif olmayan
konformasyonunda, ATP baglanma bolgesinin yanindaki “allosterik bolge” olarak
isimlendirilen hidrofobik cebe baglanir. Tamami iire veya amid gruplart igeren tip 2
inhibitorleri, hidrojen bagiyla dondr-akseptor ¢ifti meydana getirir ve hidrofobik kuyruk
kisimlart allosterik bolgeyle etkilesir. Tip 2 inhibitorlerinin ¢ogu kinazin mentese
bolgesindeki amino asitlerle bir hidrojen bag1 meydana getirir. Tip 1 inhibitérlerden daha
etkili ve daha secici olan bu inhibitorler arasinda imatinib, sorafenib, nilotinib ve dasatinib
yer alir. Tip 3 inhibitorler ise nonkompetitif olarak allosterik bolgeye baglanir. Belli kinaza
ait baglanma bolgeleri ve diizenleyici mekanizmalari kullandiklar i¢in oldukga segici olan
Tip 3 inhibitorlerin tasarimi, baglandiklar1 bolgelerin yapisinin ¢ok iyi bilinmemesi
sebebiyle olduk¢a zordur. Bu inhibitorlerden olan ponatinib, Abl kinaz bolgesine inaktif
bir konformasyon ile baglanarak aktif bolgede bulunan bir¢ok amino asitle etkilesime
girer. Tip 4 kinaz inhibitorleri, kinaz aktif bolgesinde ¢ogunlukla niikleofilik sistein
kalintis1 ile geri doniisiimsiiz olarak kovalent bag olusturur. Tip 4 inhibitorlerden olan
neratinib, bir EGFR ve Src kinaz inhibit6rii olup kiigiik hiicreli olmayan akciger kanserinin
tedavisi i¢in tasarlanmistir. Dacomitinib ve afatinib ise EGFR ve HER2
inhibitérlerindendir (Olgen ve Sentiirk, 2021).

Tirozin kinaz inhibitorlerlerin  simiflandirilmas: ¢esitli  sekillerde yapilabilir.
Inhibitérlerin simiflandirmasinda, hedefledikleri kinazlar, onaylanma tarihleri, kimyasal
yapilari, EGFR ile etkilesim tiirleri (geri dontisiimli, geri doniislimsiiz), klinik
uygulamalar1 (kullanildiklar1 kanser tiirleri), sitotoksisiteleri, metabolik yollar1 gibi ¢ok
cesitli kriterler esas aliabilir (Abourehab vd., 2021).

Hedefledikleri kinaz ailesine gore yapilan siniflandirmada gruplardan biri olan EGFR
tirozin kinaz inhibitorler, genellikle iyi tolere edilir ve sitotoksik ilaglarin yol actigi
sistemik yan etkilere sebep olmaz. EGFR-TKI’ler, EGFR’yi inhibe ettigi kisimlara gore;
anti-EGFR monoklonal antikorlar, EGFR’ye 06zgii kii¢iik molekiillii tirozin kinaz
inhibitorleri, EGFR ve HER2 reseptoriinii ayn1 anda inhibe eden (dual inhibitdr) tirozin
kinaz inhibitorleri, EGFR ve diger ErbB reseptorlerini inhibe eden pan-ErbB inhibitérleri,
EGFR’yi, VEGFR’yi ve RET’1 baskilayan daha az spesifik inhibitorler seklinde gruplara
ayrilir (Kilig, 2012).

TKI olarak gelistirilen ilk ilag, kronik miyeloid 16semi tedavisinde kullanilan

imatinib olup, 2001 yilinda FDA tarafindan onaylanmustir (Kiipeli, 2022). Ilk TKI’nin
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2011 yilinda onaylanmasindan bu yana toplam 72 protein kinaz inhibitori FDA onay1
almisgtir. Tamamina yakini (temsirolimus, netarsudil ve trilaciclib hari¢) agizdan alinan
ilaglardir. Onaylanmis 72 ilacin 12 tanesi protein-serin/treonin protein kinazlara yonelik
iken 4 tanesi ikili 6zgilliik protein kinazlara (MEK1/2), 16 tanesi hedef blok reseptor
olmayan protein tirozin kinazlara ve 40 tanesi de blok reseptor protein tirozin kinazlara
yonelik inhibitorlerdir. Onaylanmis ilaglarin 62 tanesi (57°si meme, akciger ve kolon gibi
kat1 kanser tiirlerinde, 10’u l6semi gibi kati olmayan kanser tiirlerinde, 4’ii de hem kati
hem de kat1 olmayan kanser tiirlerinde) neoplasm hastaliklarin tedavisinde kullanilirken,
18 tanesi c¢oklu hastalik tiirlerinde kullanilmaktadir. Onaylanan inhibitdrlerin en yaygin
hedefleri arasinda BCR- Abl, B-Raf, VEGFR, EGFR, JAK ve ALK bulunur (Roskoski Jr.,
2023). Bu TKI’lerden EGFR hedefli olan gefitinib 2003 yilinda, erlotinib 2004 yilinda,
lapatinib 2007 yilinda, vandetanib 2011 yilinda, dacomitinib 2018 yilinda ve afatinib ise
2013 yilinda FDA onay1 almistir. Icotinib ise 2014 yilinda Cin’de onay almistir. Ayrica faz
calismas1 asamasinda olup heniiz onaylanmamis baska EGFR-TKI’ler de mevcuttur.
Selatinib, allitinib, AZD3759 bunlardan bir kacidir (Tecen, 2016; Das ve Hong, 2019).
EGFR tirozin kinaz inhibitdrlerden, {izerinde en ¢ok c¢aligilan1 gefitinib ve erlotinibtir. Bu
inhibitdrlerin kiigiik hiicreli olmayan akciger kanserinin tedavisinde etkinligi kanitlanmistir
(Oztop, 2008).

EGFR’in fosforilasyonunu saglayan yolaklarin inhibisyonu, baz1 kanser
hastaliklarinin tedavisinde 6nemli bir rol oynadig: bilinmektedir. Asagida, EGFR hedefine
yonelik gelistirilen ve kullanimina onay verilen tirozin kinaz inhibitor ilaglarimin etkili
olduklar1 hastaliklara yer verilmistir (Zhou vd., 2020; Cakar ve Goker, 2019; Tecen, 2016;
Asati vd., 2016; Das ve Hong, 2019).

1. Afatinib (EGFR, HER2, HER4); Metastatik kiiclik hiicreli olmayan akciger

kanseri,

2. Dacomitinib (EGFR); Metastatik kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri

(O8]

Erlotinib (EGFR); Metastatik kiiciik hiicreli olmayan akciger kanseri, metastatik
meme kanseri ve metastatik pankreatik kanser,

Gefitinib (EGFR); Metastatik kii¢iik hiicreli olmayan akciger kanseri,

Icotinib (EGFR); Metastatik kiiciik hiicreli olmayan akciger kanseri

Lapatinib (EGFR, HER2); Metastatik meme kanseri,

Vandetanib (EGFR, VEGFR, RET, BRK, SRC); Tiroid kanseri.

NS Ak
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1.6. EGFR-TKI Tlaclarimin Etki Mekanizmalarina Goére Simiflandiriimasi

Tirozin kinazlari inhibe etmek i¢in yapilan molekiil c¢alismalari, kinaz
karakterizasyonu ve sinyalizasyon ayrintilarinin bildirilmeye baslandigi 1960’lara kadar
dayanmaktadir. Giiniimiize gelene kadar yapilan ¢alismalar sonucu, kesfedilen ¢ok sayida
kiiclik molekiillii kinaz inhibitorii FDA tarafindan onaylanmistir. Bu kinaz inhibitorlerinin
gelisimi asama asama ger¢eklesmistir. Gelistirilen EGFR inhibitor ilaglari, etki
mekanizmalar1 agisindan kusaklara ayrilmistir. Nesil olarak da adlandirilan bu kusaklar;
birinci, ikinci, {i¢iincii ve dordiincii kusak EGFR-TKI’ler seklinde siralanmaktadir (Singh
ve Jadhav, 2018).

Birinci kusak EGFR-TKi’ler, EGFR'nin tirozin kinaz bdlgesine ATP ile yarigmali
olarak geri doniisiimlii baglanir ve ATP'nin tirozin kinaz alanina baglanmasin1 énleyerek
tirozin fosforilasyonunu, EGFR aktivasyonunu ve devaminda sinyal yolaklarmin
aktivasyonunu inhibe eder (Tong vd., 2017). Bu inhibisyon, hiicre ¢ogalmasini durdurur ve
hiicre Sliimiine yol acar (Bartholomew vd., 2017). Birinci kusak EGFR-TKi’lerden en
onemlileri, ileri evre veya metastatik kiiglik hiicreli olmayan akciger kanseri (NSCLC) i¢in
onaylanan gefitinib, erlotinib ve icotinibtir. Bu inhibitorler geri doniistimlii olup ileri evre
NSCLC hastalarinin sag kalimlarina katki sagladiklari tespit dilmistir. Gefitinib, 2003
yilinda FDA tarafindan monoterapi ilact olarak onaylanmis ve kiiclik hiicreli olmayan
akciger tiimorlerinde 6nemli kiiciilmelere neden oldugu goriilmiistiir. Erlotinib, FDA
tarafindan 2004 yilinda, ileri veya metastatik kiiciik hiicreli olmayan akciger tlimoérlerinin
tedavisinde kullanilmasi i¢in onaylanmistir. Ayrica, metastatik pankreas kanserlerinin
tedavisinde kemoterapi ilact olan gemcitabine ile birlikte de kullanilmaktadir (Huang vd.,
2020; Acar ve Altundas, 2019; Bartholomew vd., 2017). Fakat, bu ilaglar mide,
gastroozofagal, 6zofagus, servikal, renal hiicreli ve hepatoseliiler karsinom da dahil olmak
tizere farkli kanser tiirlerine sahip hastalarda denenmesine ragmen ¢ok fazla klinik fayda
gosterememistir (Mirone vd., 2016). Geri donilisimlii olmalar1 ve dogal tip EGFR’nin
inhibisyonuna neden olmalar1 gerekgesiyle sinirli dozda kullanimlari, birinci kusak EGFR-
TK{’lerin etkinliklerini simirlandirmaktadir. Diger bir birinci kusak EGFR inhibitérii olan
lapatinib ise gefitinib ve erlotinibten farkli olarak, hem EGFR hem de ErbB2 i¢in inhibitor
etki gosterir. Lapatinib, kardiyak toksisite, dokiintii, ishal, kusma ve karaciger enzimi

degerlerinde yiikselme gibi ¢esitli yan etkilere sahiptir (Acar ve Altundas, 2019).
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Birinci kusak EGFR-TKI’lerle yapilan tedavilere kars1 gelisen direng nedeniyle, daha
uzun siireli etkiye sahip yeni nesil EGFR-TKI’lerin gelistirilmesine ihtiya¢ duyulmustur
(Tong vd., 2017). Bu amagla gelistirlen ikinci kusak EGFR-TKI’ler, 4-anilinokinazolin
veya 4-anilino-3-siyanokinolin yapisinda olup EGFR’nin ATP baglanma bdlgesinde
bulunan bir sisteine kovalent olarak baglanir (Acar ve Altundas, 2019). Birinci kusak
inhibitorlerin aksine, ikinci ve iigiincii kusak EGFR-TK{’ler, geri doniisiimsiiz ve daha
yiiksek baglanma 6zelligine sahip olup, birden fazla ErbB ailesi {iyesini inhibe eder (Tang
vd., 2015). Ikinci kusak EGFR-TKI’ler, T790 diren¢ mutasyonuna ve EGFR hassasiyetli
mutasyonlarin her ikisine kars1 birinci kusak EGFR-TKI’lerden daha iyi aktiviteye sahiptir
(Westover vd., 2018). EGFR genindeki 790 kodonunda bulunan treonin kalintisinin
metiyonin ile yer degistirmesi sonucu olusan T790M nokta mutasyonu, ATP’ye daha
yiiksek ilgiyle baglandigi i¢in sinyal yolunu aktive ederek tiimor biiylimesini tesvik eder
(Bartholomew vd., 2017). EGFR mutasyonlarini barindiran ileri evre NSCLC’nin birinci
basamak tedavisi icin onaylanmis olan ikinci kusak EGFR-TKi’lerden afatinib ve
dacomitinibin, birinci kusak inhibitorlere gére daha 1yi etkinlik gosterdigi belirlenmistir
(Yoshioka vd., 2020). Ikinci kusak inhibitérlerden afatinib, FDA tarafindan 2013 yilinda
metastatik NSCLC hastalarinin tedavisi igin, 2016 yilinda ise platin esasli kemoterapi
sonrast ilerleme gosteren metastatik skuamoz hiicreli NSCLC hastalari igin onay almustir.
Dacomitinib, mutant NSCLC’nin tedavisinde kullanilan gefitinib ile kiyaslandiginda, daha
iyl bir sag kalim etkisi gdstermektedir. Teorik olarak, birinci kusaga gore EGFR kinaz
alania daha yiiksek ilgiyle geri doniisiimsiiz olarak baglanmalarina ragmen, ikinci kusak
EGFR-TKI’ler, in vivo ¢alismalarda, klinik olarak uygulanabilir konsantrasyonlarda
yetersiz etkinlik gostermektedir. Ayrica, dogal tip EGFR’nin ihibisyonuna yol a¢malari
nedeniyle, doz sinirlayici toksik etkileri olan afatinib ve dacomitinibin klinik kullanimlari
ve terapdtik faydalart sinirhidir (Huang vd., 2020; Acar ve Altundas, 2019).

Birinci ve ikinci kusak EGFR-TKI’ler ile goriilen gegici fayda sonrasi, tedavinin
yaklasik 9-13. ayinda, hemen hemen tiim hastalarda direng gelisir. Gelisen bu dirence,
EGFR’nin ATP baglanma bolgesindeki (T790M) ikincil bir ekson 20 mutasyonun sebep
oldugu belirlenmistir. Bu mutasyon, reseptoriin kinaz bolgesine ATP’nin baglanma ilgisini
artirmak suretiyle birinci kusak EGFR-TKI’lerin baglanmasini azaltmaktadir (Remon vd.,
2018). Bu nedenle, iiciincii kusak EGFR-TKI’ler, birinci ve ikinci kusak inhibitorlere
direng gelistirmis hastalara yonelik kullanilmaktadir. Bu bilesiklerin 6nceki kusak

inhibitorlerden farki, aminopirimidin iskeleti tasimalaridir. Ugiincii kusak EGFR-TKI’ler,
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Cys797 ile kovalent bag olusturduklar1 ve geri doniisiimsiiz olarak baglandiklari igin,
T790M mutasyonuna karsi etkinlik gosterirler (Ricordel vd., 2018; Helman vd., 2018). Bu
bilesiklerin etkinliginin, ancak kovalent bag olusumunu engelleyecek bir Cys797
mutasyonu ile bozulabilecegi bildirilmektedir. Ayrica, dogal tip EGFR igin segici
olmamalar1 nedeniyle minimal epitel toksisiteye sebep olmalari {i¢linci kusak EGFR-
TKI’lerin dezavantajidir. Bugiine kadar ¢esitli iiciincii nesil EGFR-TKI gelistirilmistir
(Russo vd., 2017). Bu kusakta yer alan osimertinib, 2015 ve 2016 yillarinda sirasiyla FDA
ve EMA (European Medicines Agency) tarafindan onaylanan ilk {igiincii kusak inhibitor
ilaclardandir (Sullivan ve Planchard, 2017). Gelisen EGFR ekson 20 T790 direng
mutasyonlu tlimor hiicrelerini hedeflemek tizere, ATP baglanma bolgesindeki Cys797
amino asidine kovalent bagla geri doniisiimsiiz sekilde baglanan osimertinib, gli¢lii bir
inhibitor olarak tasarlanmistir (Hsu vd., 2019). Osimertinib ile birlikte rociletinib hem
T790M mutasyonuna sahip hiicrelerde sinyal yollarin1 hem de dogal tip EGFR’yi inhibe
etmektedir. 2,4-Diaminopirimidin iskeleti tagiyan ve mutant EGFR'nin geri doniigiimsiiz
inhibitorii olan rociletinib de EGFR'nin ATP baglama bdlgesindeki Cys797'ye kovalent
olarak baglanir. /n vitro ¢aligmalarda rociletinibin, EGFR’nin bazi ekzon boélgelerinden
kaynakli mutant formlar1 i¢in secici inhibitor olarak aktivite gosterdigi, baz1 formlar icin
ise aktivite gostermedigi gozlenmistir. Diger iiciincii kusak EGFR-TK1’ler gibi EGFR’nin
tirozin kinaz bolgesindeki Cys797’ye kovalent baglarla geri dontisiimsiiz olarak baglanan
olmutinibin, hiicre dizilerinde onemli yan etkilere yol agmadan tiimor iizerine etkinlik
gosterdigi bulunmustur. Olmutinibe kars1 diren¢ mekanizmalar1 heniiz tanimlanmamistir
(Acar ve Altundas, 2019). Baska bir iigiincii kusak EGFR-TKI olan almonertinib, Cin
Ulusal Tibbi Uriinler Idaresi (NMPA) tarafindan onaylanmis olup T790M mutantli
NSCLC hastalarinda %68,9’luk yanit oranina sahip oldugu tespit edilmistir (Wu vd.,
2020). Furmonertinib, lazertinib, BPI-7711 ve nazartinib gibi diger ii¢lincii kusak EGFR-
TKI'lerin, EGFR T790M mutasyonlu ileri evre NSCLC hastalarinda umut verici
etkinlikleri gozlenmistir ve giivenliklerinin kabul edilebilir diizeyde oldugu belirtilmektedir
(Huang vd., 2020). Alflutinib de EGFR duyarlilig1 olan ve T790M mutasyonlar1 i¢in segici
davranan, yeni gelistirilmis, liciincii kusak EGFR tirozin kinaz inhibitérlerdendir (Shi vd.,
2019).

EGFR’ye duyarli mutant NSCLC’nin etkili tedavi yontemlerinden olmasina ragmen
EGFR-TK1’lere karsi gelisen direcleri asabilmek igin bir sonraki nesil TKI’lere ihtiyag
duyulmaktadir. T790M mutasyonunun birinci ve ikinci kusak EGFR-TKI’lere direng
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mekanizmas: gelistirmesine kars1, iiciincii kusak EGFR-TKi’lerden faydalanilmaktadir
(Tong vd., 2017). Ancak, yeni bir diren¢ mutasyonu olarak tanimlanan Cys797S
mutasyonu, ATP-baglanma bdlgesinin yakinindaki Cys797’ye kovalent baglanmayi, HER2
ve MET amplifikasyonunu ve BRAF V600E mutasyonunu bozan tiim geri doniislimsiiz
EGFR inhibitorlerine diren¢ kazandirmaktadir (Troiani vd., 2016). Cys797S
mutasyonunun iigiincii kusak EGFR-TKI’lere kars1 gelistirdigi direng dolayisiyla da yeni
nesil inhibitorlerin tasarlanmasina ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu amagla, son zamanlarda,
ticlincii kusak inhibitorlerin direng gosterdigi EGFR T790M ve C797S mutasyonlarinin es
zamanli olarak iistesinden gelmek icin dérdiincii kusak EGFR-TKI olarak EAI045
gelistirilmektedir (Huang vd., 2020; Acar ve Altundas, 2019). Doérdiincii kusak EGFR-
TKI’lerden JBJ04-125-02, EA1045 gibi ATP-yarigmali olmadan geri déniisiimlii olarak
baglanirken, CH7233163 ve brigatinib ATP-yarismali olarak geri doniisiimlii baglanma
gerceklestirir. Dordiincii kusak inhibitorlerden brigatinib, FDA tarafindan onayli olup
digerleri heniiz klinik dncesi ¢alisma agamasindadir (Du vd., 2021).

Her gecen giin yeni nesil TKI’ler gelistirilmeye calisilirken, diger taraftandan da
cesitli seceneklerin bir araya getirildigi kombinasyon tedavi caligsmalar yiiriitiilmektedir.
Bu caligmalara ornek olarak EA1045 ile bir monoklonal antikor olan cetuximabin
kombinasyon seklinde kullanilmasi verilebilir. EA1045, mutant EGFR dimerlerinde sadece
bir alt birime baglandigindan mutant EGFR’nin inhibisyonunu tek basina gerceklestiremez.
Cetuximab gibi EGFR dimerizasyonunu engelleyen terapétik bir ajanla birlikte
kullanildiginda ise EA1045’in T790M ve Cys797S mutasyonlarina karst sinerjik olarak
etkinliginin arttig1 gorilmiistiir (L1 vd., 2020) .

1.7. Tirozin Kinaz Inhibitér ilaclarinin Gelistirilme Siirecinde Yapilan Baz
Calismalar

Asagida, protein tirozin kinaz inhibitdr ilaclarmin gelistirilme siirecinde EGFR
inhibisyonuna etki eden faktorler esas alinarak gergeklestirilen EGFR inhibitor
calismalariyla ilgili bilgi verilmistir.

Honegger vd (1988) tarafindan yapilan calismada, 0Ozgiin otofosforilasyon
bolgelerinin (TyrlO68, Tyrll48 veya Tyrll73) fenilalanin kalintilariyla degistirildigi EGFR
mutantlart elde edilmistir. Dogal ve mutant reseptdr kinazlarinin kinetik parametreleri

karsilastirilmistir. Deneyler sonucunda, protein tirozin kinazin Vp,'inin  reseptor
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konsantrasyonuna bagli oldugu, ancak mutasyondan oOnemli oOl¢iide etkilenmedigi
goriilmiistiir. Tirozin kalintisinin bir fenilalanin veya bir alanin kalintist ile degistirildigi
Tyrll73 peptid analoglarinin da 650-750 uM’hik K; ile otofosforilasyonu inhibe ettigi
anlagilmistir. Sonu¢ olarak bu analizler, otofosforilasyon bolgelerinin  her bir
degisikliginin, EGFR’nin kinaz aktivitesi lizerine bliylik bir etkiye sahip olmadigini
gostermistir. Otofosforilasyon iizerine kinaz aktivitesindeki bu kiiciik artis, ligand
aktivasyonuna dogrudan etki etmez. EGF uyarimi, protein tirozin kinazin V't
arttirirken, otofosforilasyon, sadece substratin aktif bodlgeye afinitesini (K,) etkiler.
Mutasyona ugramis reseptorlerin diisiik EGF konsantrasyonlarinda mitojenik olarak daha
aktif olmasi, reseptdr otofosforilasyonunun gorevinin, normal bir mitojenik yanit
baslatmak i¢in asilmasi gereken bir uyarilma esigi olusturmak oldugunu gostermistir
(Honegger vd., 1988).

Al-Obeidi ve Lam’in (2000) yapmis oldugu derleme c¢alismasinda kanser ve diger
baz1 hastaliklarin tedavisinde protein tirozin kinazlara (PTK) yonelik kullanilan
inhibitorlerin gelisimi hakkinda bilgi verilmistir. Bu calismada, birgok protein tirozin
kinazin insan viicudunda kanserlerin olusumuyla iligkili oldugundan bahsedilmistir. Bu
calismaya gore, protein tirozin kinazlardan EGFR’nin glioblastomda, HER2/neu’nun
akciger kanserinde, AxI’nin miyolid 16semide, Src’nin kolon ve akciger kanserinde ve
Rse/Sky’in akciger kanserinde asir1 ekspresiyonu ve c¢ogalmasit soz konusudur. Bazi
kanserlerde amplifikasyona ek olarak, kromozom translokasyonu yaygindir. Bu PTK'lara
kars1 kullanilan inhibitdrlerin, bazi1 spesifik kanserlere karsi anti-timor etkilere sahip
oldugu kanisma vartlmistir. Ornegin, Ber-Abl protein tirozin kinazina karsi giiglii ve
nispeten spesifik bir kii¢cliik molekiil inhibitdrii olan STI5S71°in, kronik miyelositik 16semi
hastalar1 tizerinde yapilan son klinik deneylerde basarili oldugu kanitlanmistir. Anti-kanser
tedavilerine yonelik bir diger yaklasim da bu tedavilerin anjiyogenezi 6nledigi seklindedir.
Bir VEGF ve FGF-PTK inhibitorii olan SU5416, bu amag¢ i¢in gelistirilmistir. Bu
calismada, protein tirozin kinaz enzimlerinin katalitik bolgelerine baglanan inhibitdrlerin,
kiiclik molekiil inhibitorleri olarak bilindigi ve bu inhibitorlerden ilk rapor edilenlerin,
quercetin ve genistein gibi flavon ve izoflavon dogal iirlinlerinin oldugu belirtilmistir. Bu
inhibitorler, zayif ve ATP’ye kars1 secici olmayan yarigmali inhibitorlerdir. Diger dogal
iiriin inhibitorlerden indolecarbazole staurosporine, lavendustin ve erbastatin de zayif ve
secici olmayan EGFR inhibitorlerindendir. Klavilaktonlar, Ret/ptcl ve EGFR protein

kinazlarina kars1 aktivite gosterirken indolkarbazol alkaloid K-252a ve analoglari
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ndrotrofin reseptdrlerini kapsayan protein tirozin kinazlara karsi inhibitor etkisi gosterir.
Dogal iiriinler haricinde, quinazolin, pridoprimidinler ve benzer heterosiklik bilesiklerin
EGFR’ye karst inhibitor etkisi vardir. Fenilamino primidinler, c-Abl, PDGF ve c-Kit
reseptorlerinin katalitik bolgesi tizerine ATP ile yarismali inhibisyon etki gosterir.
Benziliden malononitril (trifostinler), enzimin ATP ve substrat baglanma bdolgesinin biri
veya her ikisine yarismali olarak baglanmir. indol ve oksindoller ise diisiik inhibitor
aktivitesine sahiptir ve ATP ve peptid substratina karsi nonkompetitif etki gosterir.
Gelistirilmekte olan protein tirozin kinaz inhibitdrlerinin ¢ogu enzimin katalitik alanina
yonelik olsa da, diger kisimlarin1 hedefleyen bazi ilaglar da vardir. Ornegin, HER2 ve
EGFR gibi protein tirozin kinaz reseptoriiniin hiicre dis1 alan1 ve Src'nin SH2 alani,
inhibitorlerin etki ettigi katalitik bolge disindaki alanlardandir. Bu gruptaki inhibitorler,
anti-reseptor antikorlar ve SH2 baglanma bolgesi inhibitorleri olarak ayrilirlar Herceptin,
akciger kanseri hiicrelerinin biiylimesini engelleyen anti-reseptdr antikorlara Ornek
verilebilir. Src SH2 alanina yonelik en ¢ok inhibisyon etkisi gosteren molekiiller ise
fosfopeptidler veya peptidomimetiklerdir (Al-Obeidi ve Lam, 2000).

Lin vd (2017) tarafindan yiiriitiilen caligmada, lapatinibin EGFR'ye baglanma
mekanizmasindan yola ¢ikilarak bir dizi yeni formononetin tiirevleri sentezlenmistir. /n
vitro olarak yiriitilen EGFR ve hiicre biiylimesi inhibisyon analizi c¢aligmasi ile
sentezlenen formononetin tiirevlerinden 4v bilesiginin, meme kanseri hiicre hattina (MDA-
MB-231) karsi, en giicli anti-EGFR ve anti-proliferasyon aktivitesi sergiledigi
belirlenmistir. Elde edilen veriler, bu bilesigin lapatinib ile yaklasik degerlere sahip
oldugunu gdstermistir. Dahasi, biyolojik deney sonugclari, 4v bilesiginin etkili bir sekilde
apoptozu indiikleyebilecegini, EGFR'yi hedefleyerek ve ardindan asagi akis sinyal
yolaklarin1 (EGFR/PI3K/Akt/Bad, EGFR/ERK ve EGFR/PI3K/Akt/b-catenin yolaklar)
bloke ederek meme kanseri hiicrelerinde (MDA-MB-231) proliferasyonu ve gocii inhibe
edebilecegini gostermistir. In vivo anti-timor sonuclari ile 4v bilesiginin, farelerdeki tiimor
kemoterapisinde etkinligi dogrulanmis ve MDA-MB-231 habis tiimor tedavisinde yeni bir
EGFR inhibitor potansiyeli oldugu belirlenmistir (Lin vd., 2017).

Della Corte v.d., (2018) tarafindan gergeklestirilen in vivo ¢alismada, mutasyona
ugramis kiicilik hiicreli olmayan akciger kanseri lizerinde osimertinibin, monoklonal antikor
olan setuksimab veya MEKI1/2-inhibitérii selumetinib ile birlikte kullanilan ilag
kombinasyonlarinin, tam bir EGFR inhibisyonunu saglayip saglamadigi arastirilmigtir.

Calismada, HCC827 (E746-759del / T790M-), H1975 (L858R / T790M+) ve PC9-T790M
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(E746-759del / T790M+) mutantlarinda, osimertinibe karsi direng gelisiminden sonra
ikinci basamak ve birinci basamak tedavide, osimertinibin selumetinib/setuksimab ile
kombinasyonlar1 degerlendirilmistir. Calismanin sonucunda, osimertinib ile selumetinib
veya setuksimabin ikinci basamak tedavide kullanilmasinin, farelerin ¢ogunda % 50-80
yanit orantyla osimertinibe duyarliligi ve sag kalimi artirdign ve ilk basamak tedavide
kombinasyonlarin erken kullanimina bagli olarak yanit oraninin % 90'a ¢iktig1 goriilmiistiir
(Della Corte vd., 2018).

Kombinasyon tedavilerinin etkinliginin arastirildigi bir diger ¢alisma da Wang vd
(2022) tarafindan gergeklestirilmistir. Bu ¢alismada, oligometastatik kiiciik hiicreli disi
akciger kanseri (NSCLC) hastalarinin birinci basamak tirozin kinaz tedavisine
radyoterapinin dahil edilmesiyle progresyonsuz sagkalim ve genel sag kalim siirelerinin
nasil etkilenecegi arastirilmistir. Calismada, 5 farkli merkezden toplam 631 hastanin 3,5 yil
boyunca elde edilen verileri taranmigtir. EGFR mutasyonlu oligometastatik NSCLC
hastalarin bir kismi1 sadece tirozin kinaz inhibitorleri olan gefitinib, erlotinib veya icotinib
tedavisi goriirken diger bir kismina bu tedavilerden Once radyoterapi uygulanmistir.
Belirlenen siire sonunda, tek basina uygulanan birinci basamak TKI tedavisine kiyasla,
oncesinde radyoterapi uygulanmis EGFR mutasyonlu oligometastatik NSCLC hastalarin
progresyonsuz sagkalimlarinin ve genel sag kalimlarinin iyilestigi tespit edilmistir (Wang
vd., 2022).

Ma ve arkadaglarinin 2015 yilinda yapmis oldugu bir ¢aligmada, dogal tip EGFR’li
NSCLC hastalarmin ikinci basamak tedavisinde tirozin kinaz inhibitorleri genel sagkalim
siireleri agisindan bir kemoterapi ilact olan docetaxel ile kiyaslanmistir. Calisma, 2003-
2013 yillar1 arasinda Montreal’de bulunan bir saglik merkezinde tedavi edilen 145 hastay1
icermektedir. Hastalara, ikinci ve iigiincii basamak TKI tedavisi olarak erlotinib veya
gefitinib verilmistir. Kontrol grubu olarak hastalarin bir kismina da ikinci basamak tedavi
olarak docetaxel verilmistir. Caligma sonuglari, genel sagkalim, progresyonsuz sagkalim,
olaysiz sagkalim siireleri bakimmdan karsilastirildiginda ikinci basamak-TKI tedavisinin
docetaxel ile yiiriitiilen tedaviden geri kalmadigmi gostermistir. ikinci basamak TKI
grubunda, progresyonsuz sagkalim ve olaysiz sagkalim siirelerinin istatistiksel olarak
onemli derecede daha iyi oldugu, farklari istatistiksel olarak anlamli olmasa da genel
sagkalim stirelerinin daha iy1 oldugu gézlenmistir (Ma vd., 2015).

Shi vd (2019) tarafindan, hastalig1 birinci veya ikinci kusak EGFR tirozin kinaz

inhibitor tedavisinden sonra ilerlemis olan, EGFR T790M mutasyonlu ve ilerlemis kiiciik
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hiicreli olmayan akciger kanseri hastalarinda alflutinibin giivenligi, etkililigi ve
farmakokinetigi degerlendirilmistir. Toplam 130 hasta (doz artirmada 14, doz genisletmede
116) alflutinib tedavisi (giinde bir kez 20 mg, 40 mg, 80 mg, 160 mg veya 240 mg)
almistir. Calismaya ilerleyen zamanlarda, 79 hasta (% 61) ile devam edilmistir. Doz
artirma c¢alismasinda doz sinirlayici toksisite gézlenmemistir. Doz genigletme ¢aligmasinda
(40-240 mg), genel yanit oraninin % 76.7 ve merkezi sinir sistemi metastazi olan
hastalarda ise % 70.6 oldugu belirlenmistir. Tiim hastalarin % 79'unda tedaviyle iliskili
oldugu muhtemel yan etkiler olusmustur (% 8'inde 3. derece veya daha yiiksek yan etkiler
gozlenmistir). Hastalarin % 15'inde ciddi yan etkiler bildirilmis ve iki ciddi yan etkinin
tedaviyle iliskili oldugu belirlenmistir. Sonug¢ olarak, alflutinibin, EGFR T790M
mutasyonu olan ileri evre kiigiik hiicreli olmayan akciger kanserli (merkezi sinir sistemi
metastazi olanlar dahil) hastalarda kabul edilebilir bir toksisite profiliyle klinik olarak etkili
oldugu ve ileri evre galigmalarin devam ettigi belirtilmistir. Bu calismalarin, T790M
mutasyonlu ilerlemis veya metastatik kii¢iik hiicreli olmayan akciger kanser hastalarinda
alflutinibin etkililigini ve giivenligini degerlendirmek i¢in bir faz IIb ¢aligmasi (NCT
03452592) ve alflutinibi gefitinib ile karsilastirmak icin de randomize faz III ¢aligsmasinin
(FLAG, NCT03787992) siirdiirtildiigii belirtilmistir (Shi vd., 2019).

Lin vd (2020) tarafindan gerceklestirilen ¢aligmada, ibrutinibin EGFR’deki sinyal
olusumunu geri doniisiimsiiz sekilde inaktive ettigi, hem sorafenibe duyarli hem de direncli
hepatoseliiler kanser hiicresi lizerinde antitlimorik etkiler sergiledigi gosterilmistir. Ayrica,
ibrutinibin, bagisiklik hiicrelerindeki BTK tirozin kinazi inaktive ederek, tiimoriin mikro
ortamini da diizenledigi belirtilmistir. Kinaz alanina yonelik klinik olarak onaylanmis diger
EGFR inhibitorlerinden farkli olarak, ibrutinib, hem dogal tip hem de kinaz mutant
EGFR'yi geri déndiiriilemez sekilde inaktive etmektedir. Ibrutinib ve sorafenib
kombinasyon terapisi, NSG (NOD scid I12rg) farelerinde olduk¢a agresif hepatoseliiler
karsinom (HCC) hiicrelerinin sag kalimini ve sorafenibe direncli HCCLM3 hiicrelerinin
sag kalimini inhibe ettigi gozlenmistir. Bu kombinasyon uygulamasi, farelerde kayda deger
sistemik toksisiteye neden olmadan her bir ilacin tek basina uygulanan dozundan ¢ok daha
diisiik bir dozda gerceklestirilmistir (Lin vd., 2020).

Xu vd (2023), osimertinibe kars1 direng gostermis C797S-EGFR mutasyonlu NSCLC
hastalarmin  tedavisi ig¢in yeni nesil EGFR-TKI’lerin tasarlanmasi sirasindaki
farmakokimyasal sliregler ve stratejiler incelenmistir. Caligmada, hastalara 10 ay boyunca

uygulanan osimertinibe kars1 direng olustugu ve dire¢ olusan hastalarin yaklasik %40’ inin
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EGFR’de meydana gelen ve sistein 797 kalintisinin olmadigi C797S mutasyonuna sahip
oldugu belirtilmistir. Bu mutasyon, iigiincii nesil EGFR-TKi’lerin akrilamid bashgnimn
EGFR mutantlariyla kovalent bag olusturmasina engel olmustur. Bu nedenle yeni nesil
EGFR-TKI’lerin tasarimma ihtiya¢ duyulmustur. Bu kapsamda soz konusu ¢alisma ile
EGFR mutantlarint hedef alan yeni inhibitorleri belirlemeye yonelik ilag tasarim
yontemlerinden mevcut kii¢clik molekiillii ilaglarin modifikasyonu, bilinen dogal iiriinlerin
taranmast ve kimeralar1 hedefleyen proteolitik hedefleme (PROTAC) yontemiyle yeni
molekiillerinin tasarimi ele alinmistir. Kiicliik molekiillii inhibitorler olarak brigatinib
tirevleri, EAIO45 tiirevleri, osimertinib tiirevleri, 2-aril-4-aminokinazolin tiirevleri, 2-
amin-pirimidin tlirevleri, 4-amin-primidin tiirevleri, 2-okzo-3,4-dihidropirimido [4,5-d]
pirimidinler ve kinolin tiirevleri degerlendirilmis olup dogal EGFR inhibitorleri olarak
lamellarin N ve lamellarin 14 ele alinmistir. Ayrica, EGFR mutasyonlariyla miicadele
edebilmek i¢in brigatinibin vorinostat ve kuersetin ile kombinasyon etkinligi
degerlendirilmistir. Sonug¢ olarak, ¢alismada degerlendirilen molekiillerin ii¢lincli nesil
inhibitorlere direng gosteren C797S mutantina karsi daha etkili olduklar: tespsit edilmistir
(Xu vd., 2023).

Roskoski Jr (2023), derleme calismasinda, FDA tarafindan 2023 yilina kadar
onaylanmis olan kiicik molekiillii protein kinaz inhibitorlerinin fizikokimyasal
Ozelliklerinin yanisira etkili olduklar1 hastalik tiirleri, dahil olduklar1 ¢esitli protein kinaz
inhibitor siiflari, 6ncelikli hedefleri, onaylandiklar: tarihler ve ticari bilgileri incelemistir.
Calismada, tasarlanan ilaglardan Oncelikli hedef olarak EGFR’ye yonelik kullanilmak
lizere onaylananlarin afatinib (2013), dacomitinib (2018), erlotinib (2004), gefitinib
(2003), lapatinib (2007), mobocertinib (2021), neratinib (2017) ve osimertinib (2015)
inhibitorleri oldugu belirtilmistir. Bu ilaglarin ¢ogunlugu kiiciik hiicreli olmayan akciger
kanseri (NSCLC) tiirlerinin tedavisinde kullanilirken, lapatinib ve neratinib HER2-pozitif
meme kanseri tedavisinde kulanilmaktadir. Erlotinib ise hem NSCLC hem de pankreas
kanseri tedavisinde kullanilmaktadir (Roskoski Jr., 2023).

Celik (2020) yaptig1 ¢alismada, tiyosemikarbazid (1a-15a), tiyadiazol (1b-13 b) ve
triazol (lc-14c) tiirevleri olan toplam 38 adet benzimidazol bilesikleri sentezlenip, bu
bilesiklerin docking caligmalar1 gergeklestirilmistir. Docking skoru yiiksek ¢ikan bazi
molekiillerin ise EGFR kinaz inhibitér 6zellikleri ortaya konulmus ve c¢ikan sonuglar
kontrol molekiilii olan erlotinib inhibitdér o6zellikleriyle karsilastirilmistir. Docking

caligmas1 sonucunda glide docking etkilesim enerjileri -7< olan 5a, 10a, 12a ve 15a kodlu
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tiyosemikarbazid bilesiklerinin EGFR ile 1iyi etkilesebileceklerine karar verilmesi
nedeniyle bu bilesiklerin EGFR inhibitor 6zellikleri in vitro ADP-Glo yontemi kullanilarak
belirlenmistir. Erlotinibin, EGFR aktivitesi iizerine %96,9 inhibisyon etkisi gosterdigi 10
uM’lik konsantrasyonda 5a, 10a, 12a ve 15a bilesiklerinin sirasiyla %20,9, %2,9, %68,1 ve
%7,6 inhibisyon etkisi gosterdigi saptanmistir. Bu sonuglara gore erlotinibe en yakin etki
gosteren bilesigin 12a kod numarali tiyosemikarbazid tiirevi bilesigi oldugu anlasilirken,
docking calismalarima gore beklenenden diisiik inhibisyon etkisi gosteren 5a, 10a ve 12a
tiyosemikarbazid bilesiklerinin Lipinski kurali ve diger kriterler bakimindan uygun
olmadigi tespit edilmistir. Sonug olarak, reseptorle etkilesimleri teorik olarak giiclii olsa da
biiyiilk hacimli benziloksi gruplarinin bilesiklerin fizikokimyasal 6zelliklerini olumsuz
etkiledigi icin diisiik aktivite gosterdikleri kanisina varilmistir (Celik, 2020).

Celik vd (2023) tarafindan yapilan calismada, di-tiyosemikarbazit ve di-triazol
(1,2,4-triazol) molekiillerini igeren yeni benzimidazol bilesikleri sentezlenip EGFR kinaz
inhibisyon testi yapilarak inhibisyon oOzellikleri belirlenmis, ADME o6zellikleri
hesaplanmis, molekiiler yerlestirme calismalar1 yapilarak yerlestirme skoru ve baglanma
enerjisi belirlenmistir. Calismayla birlikte, sentezlenen bilesiklerin EGFR kinaz inhibit6r
aktiviteleri in vitro testle belirlenerek erlotinib ile karsilagtirilmigtir. Calismada, erlotinibin
EGFR aktivitesinde %88 oraninda inhibisyon etkisi saglarken, benzimidazol bilesiklerinin
%3,7 ile %13,8 arasinda degisen oranlarda EGFR kinaz enzim inhibisyon etkisi gosterdigi
belirtilmistir. Calismada, benzimidazol bilesiklerinin erlotinibten daha az etkili oldugu
tespit edilmis, triazol tiirevi bilesiklerin ise EGFR kinaz aktivitesi lizerine tiyosemikarbazid
tirevi bilesiklerden daha iyi bir inhibisyon etkisi gosterdigi belirlenmistir. Bilesiklerdeki
halka olusumu aktivitenin artmasina neden olmakta ve kiiclik alkil yan zinciri igeren
tiyosemikarbazid tiirevleri, piperidinoetil ve morfolinoetil gruplar1 igeren triazol
tirevlerinden daha yiiksek aktivite gostermektedir. Hem triazol hem de tiyosemikarbazid
tirevleri arasinda en yiiksek etki, n-propil zinciri tasiyan R gruplarima sahip olanlarda
gozlenmistir. Ayrica, bu calismada Maestro siirim 10.5 yazilimi kullanilarak molekiiler
yerlestirme caligmalar1 yapilmistir. Yerlestirmeyi dogrulamak igin erlotinib molekiilii
kullanilarak dogru tahminler yapip yapmadigi arastirilmistir. 1M17°deki ligand-protein
kompleksinin erlotinib ligandi, yeniden kenetlenme sonucunda elde edilen ve ayn1 protein-
ligand etkilesimlerinden elde edilen erlotinibin tahmini pozu ile Ortiistiigli gorilmiistiir.
Docking calismalarina gore ise en aktif bilesigin ve en diisiik baglanma enerjisine sahip

olan molekiiliin triazol tiirevlerinden olan 6b molekiilii oldugu belirlenmistir. Bilgisayarlt
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hesaplamalar, sentezlenen molekiillerin ADME 6zelliklerinin uygun oldugunu gdstermistir
(Celik vd., 2023).

Banerji vd (2018), yaptig1 arastirmada, epidermal biiylime faktorii reseptorii (EGFR)
tirozin kinazi hedefleyen bir dizi triazol-kinazolin hibrid bilesigi tasarlanmis ve
sentezlenmistir. Sentezlenen bilesiklerin ¢ogu, dort kanser hiicre hattina (HepG2, HCT116,
MCF-7 ve PC-3) kars1 orta ila iyi derecede g¢ogalma Onleyici aktivite gOstermistir.
Molekiiler docking sonuglari, 5b bilesiginin Met 769 ve Lys 721 ile hidrojen bagi
olusturdugunu ve EGFR tirozin kinazin Met 742'si ile © — kiikiirt etkilesimini (PDB ID:
IM17) olusturdugunu gdstermistir (Banerji vd., 2018).

1.8. Triazol Bilesiklerinin Kanser Tedavisinde Kullanim

Timor gelisimindeki kritik 6nemlerinden dolayr EGFR’yi hedef alan bir¢ok antikor
ve kiiciikk molekiillii inhibitor 30 yili agkin siiredir gelistirilmektedir (El-Sherief vd.,
2018a). Inhibitérlerin bir kismindan yukarida bahsedilmistir. Bunlara ek olarak, yogun
biyolojik aktivite gosteren azot igeren heterosiklik molekiillerden olan triazol bilesikleri ve
tirevleri birgok sektoriin yani sira saglik sektoriinde de kullanilmaktadir. Triazol
bilesiklerin basta antikanser olmak iizere antifungal, anti-HIV, antimikrobiyal, antiviral,
antidepresan, antiinflamatuar, analjezik, ve diliretik gibi ¢ok kapsamli aktif biyolojik
ozellikleri vardir (Timiir, 2018). Bu nedenle, literatiirde baz1 aromatik ve heterohalkali
yapilar iceren hidrazit tlirevlerinden yola ¢ikilarak aralarinda N-agilhidrazon, hidrazin,
tiyosemikarbazit ve 1,2,4-triazol-3-tion tiirevlerinin de bulundugu bir ¢ok heterohalkali
bilesik sentezlenmistir (Lukasz, 2017). N-agilhidrazonlar (hidrazid-hidrazon tiirevleri), -
CONHN=CH- aktif fonksiyonel grubu iceren yapilar olup tiyosemikarbazit (TSK) ve
semikarbazid (SC) tiirevleri, -CONHNHCXNHR (X=0/S) fonksiyonel grubu igeren, diger
adiyla hidrazinkarbo(tiyo)amidler, genel olarak hidrazitlerin iso(tiyo)siyanatlar ile
reaksiyonlardan elde edilirler (Singhal, 2013). Triazol molekiilleri, sentetik yapilar1 ve
biyolojik etkinlikleri dolayisiyla, ilag kimyas1 ¢aligmalarinda, pek ¢ok arastirma grubunun
yogun ilgisini cekmekte ve 6nemli ilag adaylar1 sinifina dahil edilmektedir (El-Sherief vd.,
2018a).

Ug azot atomu iceren bes iiyeli, halkali bir bilesik olan triazol molekiilii
“triazasiklopentadien” olarak da adlandirilir. 1885°de ilk olarak Bladin, karbon-azot halka

sistemi (C;N3Hj3), triazol olarak adlandirmis ve triazollerin tiirevlerini tanimlamistir
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(Shineine ve Alaraji, 2013). Hetero atomlarin halkada bulunduklari konuma gore triazol
izomer halkalari, 1,3,4- (simetrik, sim-triazol) 1,2,4- (asimetrik, asim-triazol) ve 1,2,3-
(visinal triazol) olarak {i¢ farkli sekilde adlandirilir. Heterosiklik halka yapisina sahip
molekiiller, dogada yaygin bir sekilde bulunur. Ancak, sentetik olmayan triazol halka
iceren bir molekiil hentiiz tespit edilememistir (Timiir, 2018).

1,2,3-triazol halkasi igeren bilesikler, ila¢ kimyasinda 6nemli bir heterosiklik olarak
kullanilmaktadir. 1,2,3-triazol ve onun tlirevleri, kanser hastaliginin gelisiminde etkisi olan
EGFR, VEGFR, PARP gibi farkli enzimler iizerinde gosterdikleri inhibisyon etkisiyle,
potansiyel antikanser molekiil 6zelligi gosterir (Alam, 2022).

Yapilan caligmalar sonucunda 1,2,4-triazol halkas1 iceren bilesiklerin antikanser,
antikonviilsan ve antidepresan, anti-inflamatuar, analjezik, antioksidan, antitiiberkiiler ve
antimikrobiyal aktivitesine sahip oldugu belirlenmistir. Triazol bilesiklerden 1,2,4-triazol
halkal bilesikler, cok genis bir alanda biyolojik aktivite gosterdikleri i¢in bu molekiillerin
sentezi, karakterizasyonu ve biyolojik aktivitelerinin belirlenmesine yonelik ¢alismalarin
sayist her gecen giin artmaktadir (Parlak vd.,2018). 1,2,4-Triazol halkas1 igeren ilaglardan
olan vorozole, letrozol ve anastrozol kanser tedavisinde kullanilan steroidal ilacglara 6rnek
olarak verilebilir (Kogak ve Akdemir, 2020).

Literatiirde, degisik substitue gruplar iceren (tiyo)semikarbazit tlirevi bilesiklerin
farkli farmakolojik 6zelliklere sahip oldugu bildirilmistir. 3- klorobenzhidrazit bilesigi
kullanilarak, bunun 4-bromo fenil izosiyanat ve 4-iyodo fenil izosiyanat ile
reaksiyonundan 21 (a,b) bilesikleri elde edilmis ve bu bilesiklerin B. cereus ATCC
10876’a kars1 ampicillinden daha aktif oldugu tespit edilmistir (Plech, 2011). Bir baska
calismada, 4-florobenzhidrazidin 2-kloroetil izosiyanat ve etil izosiyanat ile
reaksiyonundan elde edilen 22a ve 22b bilesiklerinin iyi derecede sitotoksik aktivite
gosterdigi ifade edilmistir (El- Sadek, 2007). Diger bir ¢calismada ise 4-floro-3-fenoksifenil
ve 2,4-dikloro-5-florofenil igeren 1,2,4- triazol[3,4-b]tiyadiazol ve 1,3,4-okzadiazol
tiirevlerinden bazilarinin 16semi, kolon kanseri, akciger kanseri, renal kanser, prostat
kanseri ve meme kanserinde yliksek diizeyde antikanser 6zellik gosterdikleri bildirilmistir.
1,2,4,-triazol tiirevleri, 6zellikle, 16semi, yumurtalik ve renal kanserlerinde etkili oldugu
belirtilmistir (Kogak ve Akdemir, 2020).

Al-Soud ve arkadaslarinin yapmis oldugu bir calismada, sentezlemis olduklar1 bazi
1,2,4- triazol bilesiklerinin (8c, 10b, 19¢, 13a, 13¢, 15) baz1 kanser tiirlerine (16semi, kiiglik

hiicreli olmayan akciger kanseri, kolon kanseri, merkezi sinir sistemi kanseri, melanoma,
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yumurtalik kanseri, bobrek kanseri, prostat kanseri, meme kanseri) karsi antitimor
ozellikleri arastirllmistir. Sonug olarak priazol-piridin substitlienti tasiyan, N-1-benzo-
triazol molekiilii (8c) belirli timor hiicre hatlarina karsi iyi bir aktivite gosterdigi tespit
edilmistir. Bu c¢alismada ayrica 8c molekiilii ile antineoplastik ajan olarak bilinen
melphalanin antitimor aktivitesi karsilastirilmistir. Sonug olarak, melphalanin Glsy degeri
27,1 uM olarak hesaplanirken, 8c molekiiliiniin Glsy degeri ise 31,0 uM olarak
hesaplanmistir. Bu degerlerden yola c¢ikarak, ikisinin de hemen hemen ayni aktivite
gosterdigi kanisina varilmistir. Ancak melphalan molekiiliiniin daha segici antitimor ajan

etkisi gosterdigi belirlenmistir (Al-Soud vd., 2003).

1.9. Calismanin Amaci

Epidermal biiyiime faktorii reseptorii (EGFR), ErbB reseptor tirozin kinaz ailesine
aittir ve bu proteinin inhibisyonu, meme kanseri ve bas ve boyun yassi hiicreli karsinom
gibi bircok kanser tedavisinde yeni bir yaklasim sekli olmustur. Bu nedenle EGFR,
antikanser tedavisi i¢in ¢ekici bir hedeftir ve ¢ok sayida EGFR tirozin kinaz inhibitorii
(TKI'ler) gelistirilmeye devam etmektedir.

Triazol tiirevi molekiiller, klinik uygulamada olan ¢ok sayida antikanser ilacinda
kullanilmasina ve halen klinik veya preklinik ¢aligmalar1 yapilan 6nemli bir grup olmasina
ragmen, tez ¢alismasina baglanildig: tarihlerde bu molekiillerin EGFR {izerindeki etkileri
heniiz ayrintil1 olarak ortaya konulmadig: tespit edilmistir.

Yaptigimiz bu tez calismamizla, 118Z187 nolu TUBITAK projesi kapsaminda
sentezlenen yeni 1,2,4-triazol tiirevlerinin hedef protein iizerindeki inhibe edici aktiviteleri
ve ayrica se¢ilen hiicre hatlarinda in vitro ortamdaki sitotoksik aktiviteleri arastirilmistir.

Elde edilen sonuglar gerceklestirilen in silico ¢aligmalarla da desteklenmistir.



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Calismada Kullanilan Bilesikler

hEGFR, ATP-2Na, potasyum fosfat dibazik, potasyum fosfat monobazik, tween 20
ve gefitinib Sigma ve Merck firmalarindan temin edilmistir. ELISA kit ve Wash and stop
solution for ELISA without sulfiric acid 5*96 rxn TAKARA firmasindan alinmistir.
Sitotoksik calismalar Ege Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Biyokimya Arastirma
Laboratuvari’nda gerceklestirilmistir. Hiicre kiiltiirii deneylerinde kullanilan insan akciger
karsinom hiicre hatt1 A549, insan kiiciik hiicreli dis1 akciger kanseri hiicre hattt NCI-H358,
saglikli kontrol hiicre grubu olarak kullanilan saglikli akciger hiicre hatt1 WI-38 ve ayrica
over kanseri hiicre hatti SKOV-3 ve OVCAR-3 ATCC’den (American Type Culture
Collection) temin edilmistir. RPMI 1640, DMEM, 3-(4,5-dimetil tiyazol-2-il)-2,5-

difeniltetrazolyum bromiir (MTT) ise Amresco’dan temin edilmistir.

2.2. Enzim inhibisyon Cahsmalar

2.2.1. Enzim Aktivitesi

Enzim aktivite ol¢limleri TAKARA Universal Tyrosine Kinase Assay Kit ve Wash
and Stop Solution for ELISA Without Sulfuric Acid kullanilarak gerceklestirildi. EGFR
aktivitesinin ve inhibisyonunun 6l¢limiinde ELISA metodunun kullanildigi, elde edilen
sonuglarin radyoaktif yontemlerle ve farkli kitlerle kiyaslanabilir ve giivenilir oldugu
literatiirde belirtilmektedir (Ma vd., 2016; Varkondi vd., 2005; Abou-Seri, 2010).
Calismada kullanilan enzim (EGFR active human), ticari olarak temin edilmistir.

Aktivite iglemleri esnasinda genel olarak kit prosediiriine bagli kalinmis ancak
calismaya baslamadan 6nce enzimin, kullanilan kitle aktivite gosterip gostermeyeceginin
belirlenmesi amaciyla optimum protein ve substrat konsantrasyonu agisindan karakterize
edilmesi islemi gergeklestirilmistir. Yapilan bu calismalardan elde edilen verilerle
kullanilan enzimin Vs ve K, degerleri hesaplanmistir. Bunun sonucunda aktivite

caligmalarinda kullanilan kit, enzim ve ATP konsantrasyonu agisindan kismen modifiye
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edilmistir. Enzim aktivitesinin belirlenmesi amaciyla kullanilan ELISA yontemi Sekil 5’de

belirtilen prensibe dayanmaktadir.

TMBZ

POD
hEGFR POD TMBZ POD Renk

X | L
sl el

Anti fosforilat
Tirozin antikoru-
POD

Peptid Tirozin Absorbans-450 nm

substrat fosforilasyonu

Sekil 5. PTK aktivitesinin belirlenmesinde kullanilan ELISA reaksiyonu

Bu amagla, enzim aktivite reaksiyonu daha énceden yiizeyi kaplanmis (pre-coating)
96-kuyucuklu plate iizerinde gerceklestirildi. Aktivitenin belirlenebilmesi i¢in plate
tizerindeki her bir kuyuya 40 puL seyreltilmis enzim 6rnegi eklendi. Akabinde, her bir
kuyucuga 10 pL. ATP-2Na ¢ozeltisinden ilave edildi ve 37 °C’de 30 dk. inkiibe edildi.
ATP ¢ozeltisinin eklenmesi tirozinin fosforillenmesi islemini baslatmaktadir. Sonrasinda
soliisyon kuyucuktan uzaklastirildi ve kuyucuklar kit igeriginde yer alan yikama
tamponuyla (% 0.05 (v/v) Tween 20 igermektedir) 4 defa yikandi. Bu islemi takiben
100pnL bloklama ¢ozeltisi (kit i¢erisinde yer almaktadir) eklenerek 37 °C’de 30 dk. inkiibe
edildi. Blokaj ¢ozeltisi uzaklastirilarak kuyucuklar yikama tamponuyla tekrar yikandi.
Yine her bir kuyucuga 50 puL anti-fosfotirozin (PY20-HRP) ¢ozeltisi (bir vial liyofilize
edilmis anti-fosfotirozinin 5,5 mL distile suda ¢oziilmesiyle hazirlanmistir) ilave edilerek
37 °C’de 30 dk. inkiibe edildi. Bu islem sonrasinda antibody ¢o6zeltisi uzaklastirilarak
kuyucuklar yikama ¢ozeltisiyle 4 defa yikandi. 100 pL HRP substrat ¢ozeltisi (TMBZ) (kit
kullanim talimatina gore kitte yer alan ¢ozelti direkt olarak kullanilmistir) yine her bir
kuyucuga ilave edildi. Yaklasik 15 dk. 37 °C’de inkiibe edildi. Kuyucuklara substrat
¢oOzeltisinin eklendigi siralamada 100 pL. durdurma ¢ozeltisi (stop solution, direkt olarak
kullanilmistir) ilave edildi. 450 nm’de aktivite Sl¢limii yapildi. Bir (U) enzim, 1 dakika
icinde 1 pmol fosfatin substrata (KVEKIGEGTYGVVYK: p-34'iin 6-20 kalintist)

baglanmasi icin gereken miktar olarak tanimlandi (Olgen vd., 2003).
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2.2.2. Optimum Enzim Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Gergeklestirilen optimum enzim konsantrasyonu calismalarinda, enzimin en iyi
aktivite gosterdigi protein konsantrasyonunu belirlemek amaciyla, sabit substrat
konsantrasyonunda ve optimum pH ve sicaklik degerlerinde (iiretici firma tarafindan
belirlenen) enzim konsantrasyonu (0,0007-0,1 pg/mL) araliginda olacak sekilde aktivite
Olctimleri yapildi. Hesaplanan enzim aktiviteleri enzim konsantrasyonuna karsi grafige
gecirildi ve bundan sonraki ¢alismalar bu grafikten belirlenen ve ilk hiz 6l¢imlerinin dogru

bir sekilde yapilabilecegi uygun bir enzim konsantrasyonunda gerceklestirildi.

2.2.3. Optimum Susbtrat Konsantrasyonunun Belirlenmesi ve Kinetik
Parametrelerin Hesaplanmasi

Enzimin optimum substrat konsatrasyonunun ve bazi kinetik parametrelerinin
belirlenmesi amaciyla, nihai konsantrasyonu 0,005-5 mM araliginda degisen ATP-2Na
substrat1 varlifinda ve sabit enzim konsantrasyonu (0,01 pg/mL), optimum pH ve sicaklik
sartlar1 altinda gergeklestirilen reaksiyonlarda enzim aktivitesi tayin edildi. Diger bir
substrat olan poly (Glu-Tyr) (KVEKIGEGTYGVVYK: 6 - 20 residue of p34cdc2) satin
alman ticari kitte, kuyucuklarda immobilize halde oldugundan bu substratin
konsantrasyonunda degisiklik yapilamadi. Elde edilen sonuglara goére hiz degerleri
hesaplandi ve Lineweaver-Burk grafigi (Lineweaver ve Burk, 1934) cizilerek K, ve Vs

degerleri belirlendi.

2.2.4.Enzim Inhibisyonu

Sentezlenen molekiillerin hEGFR {izerindeki inhibisyon potansiyellerini belirlemek
amaciyla, molekiiller DMSO ile ¢oziildii ve degisen konsantrasyonlarda toplam ¢ozelti
igerisindeki ¢ozilicii miktar1 %3 olacak sekilde ayarlanarak (Copeland, 2005) enzimle 6n
inkiibasyonu saglandi. DMSO’nun enzim {izerindeki etkisinin belirlenmesi amaciyla
benzer islem yalnizca bu ¢oziicii varliginda tekrarlandi. Sonrasinda enzim aktivite tayini
yukarida belirtildigi sekliyle gerceklestirildi. Elde edilen sonuclarla her bir organik
molekiil i¢in inhibitér konsantrasyonuna kars1 %Bagil Aktivite grafigi ¢izildi (Sekil 9-19)

ve aktivitenin %50 azaldig1 inhibitér konsantrasyonu ICsy degeri olarak belirlendi (Tablo
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4). Daha sonra hesaplanan ICs, degerleri dikkate alinarak en diisiik ICsy degerine sahip
molekiiller i¢in inhibisyon tiirii incelendi. Elde edilen sonuglardan Lineweaver-Burk
grafikleri ¢izilerek inhibitér varhifinda ve yoklugunda K, ve Vs degerleri hesaplandi.
Cizilen bu grafiklerden inhibisyon tiirii belirlendi ve ayrica K; degeri matematiksel olarak

hesaplandi.

2.3. ADME Cahismalari

Molekiillerin ADME (emilim, dagilim, bozunma ve atilim) 6zellikleri agik erigimli
veri tabani olan http://www.swissadme.ch/ web sayfas1 lizerinden SwissADME programi
kullanarak hesaplandi ve bazi farmakokinetik 6zellikler (kan-beyin bariyerini gecebilme,
gastro intestinal emilim) incelendi. Beyin veya gastrointestinal emilim tahmini gegirgenlik
Ozelligi haslanmis yumurta (Brain Or Intestinal Estimated Permeation-BOILED Egg)
grafik yontemi kullanilarak incelendi.

BOILED-Egg yonteminde gerceklestirilen tahmin, iyt absorplanan ve zayif
absorplanan molekiillerin lipofilitelerine ve polaritelerine, n-oktanol/su dagilim
katsayilarina (logP) ve polar yiizey alanina (PSA) dayanarak yapilmaktadir. BOILED-Egg
modeli kullanilarak Wildman ve Crippen tarafindan gelistirilen logP degerlerine (WLOGP)
karsilik topolojik polar yiizey alan1 (TPSA) degerleri grafige gecirildi ve molekiillerin pasif
insan gastrointestinal emilimi ve kan-beyin bariyer gecisine iliskin tahminler yiiriitiildi.
Grafikte kullanilan WLOGP, molekiiliin oktanol ve su arasindaki bolme katsayinin
logaritmik formunu gdsterirken TPSA, polar gruplar tarafindan kaplanan ylizeyin
hesaplanmis alani1 olarak degerlendirilir. Modele gore, beyaz eliptik alan igerisindeki
molekiiller, gastrointestinal sistem tarafindan en yiiksek pasif emilim olasilig1 olan
maddeleri gosterir. Sar1 renkli yuvarlak alan, kan beyin bariyer gegirlik 6zelligine sahip
molekiilleri gosterir Gri alan ise gastrointestinal emilimin ve kan-beyin bariyer gegisinin
kisith oldugunu ifade eder. Mavi renkli nokta (PGP+), aktif olarak disa aktigini, kirmizi
nokta (PGP-) ise bu durumun tersini ifade eder.

SwissADME c¢alismalar1 sonucunda ayrica, bir molekiiliin ilaca benzerliginin
degerlendirildigi SwissADME grafigi olan biyoyararlanim radar grafikleri elde edildi
(Sekil 24). Grafik elde edilirken lipofiliklik, boyut, polarite, ¢oziiniirliik, esneklik ve
doygunluk gibi molekiillere ait alt1 fizikokimyasal degerler kullanildi. Her eksende bir
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fizikokimyasal referans aralik tanimlandi ve bir dizi optimal deger pembe bir alan olarak

gosterildi.

2.4. In Vitro Sitotoksisite Calismalari

Tez calismalar1 kapsaminda, yapilan inhibisyon ¢alismalar1 sonucunda en iyi
inhibisyon aktivitesine sahip 9, 27, 30 ve 31 molekiilleri in vitro sitotoksisite ¢aligmalari
yapildi.

Hiicre kiiltiirii deneylerinde kullanilan insan akciger karsinoma hiicre hatt1 A549,
insan kiiciik hiicreli dis1 akciger kanseri hiicre hattt NCI-H358, saglikli kontrol hiicre grubu
olarak kullanilan saglikli akciger hiicre hatti WI-38 ve ayrica over kanseri hiicre hatti
SKOV-3 ve OVCAR-3 ATCC’den (American Type Culture Collection) temin edilmistir.
RPMI 1640, DMEM, 3-(4,5-dimetil tiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir (MTT) ise

Amresco’dan temin edildilmistir.

2.4.1. Maddelerin Hazirlanmasi

Gefitinib inhibitoriiniin in vitro sitotoksisite analizi i¢in 4 uM ana stok ve 9, 27, 30
ve 31 numarali molekiillerin in vitro sitotoksisite analizi i¢cin 320 uM ana stok ¢ozelti

hazirlandi. Hazirlanan stok ¢ozeltiler 100 kata kadar besiyeri ile seyreltildi.

2.4.2. Hicrelerin Cogaltilmasi

A549 ve WI-38 hiicre hatlar1 i¢in DMEM besiyeri, NCI-H358 ve OVCAR-3 hiicre
hatlar1 icin RPMI besiyeri, SKOV-3 hiicre hatt1 i¢in ise Mc Coy’s SA besiyeri kullanildi.
Hiicreler 37 °C, %5 CO; ve %95 nem igeren steril hiicre kiiltiir etiiviinde (Thermo Electron
Corporation’s Class 100) inkiibe edildi. Hiicrelerin canlilig1, cogalmasi inverted mikroskop
kullanilarak diizenli olarak takip edildi. Hiicre canliliginin kontrolii tripan mavisi boyama
yontemi ile yapildi. Kiiltiir kab1 %80 doluluk oranina ulastiginda hiicreler tripsin-EDTA ile

kaldirilip pasajlama ve stoklama islemleri gerceklestirildi.
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2.4.3. Sitotoksisite Testleri

Canlilik testi i¢in mitokondriyal enzim aktivitesine bagli Ol¢lim imkani saglayan
MTT testi uygulandi. MTT testi icin hiicreler yeterli sayiya ulastiktan sonra 96 kuyucuklu
plakalara, kuyucuk basma 5000 hiicre olacak sekilde ekim yapildi. Hiicreler 24 saat
boyunca inkiibe edilerek ylizeye yapismalari saglandi. Siire sonunda hiicrelerin {iist fazlari
(100 puL) alindi. A549, NCI-H358, SKOV-3 ve OVCAR-3 hiicre hatt1 igin tiim
kuyucuklara kendi besiyerleri ile 0,16; 0,08; 0,04; 0,02; 0,01 uM konsantrasyonlarina
seyreltilen gefitinib ve 12,8; 6,4; 3,2; 1,6; 0,8 uM konsantrasyonlarina seyreltilen 9, 27, 30
ve 31 numarali molekiiller 100 uL olacak sekilde eklendi. WI-38 hiicre hatt1 i¢in tiim
kuyucuklara kendi besiyerleri ile 0,04; 0,02; 0,01; 0,005; 0,0025 uM konsantrasyonlarina
seyreltilen gefitinib ve 3,2; 1,6; 0,8; 0,4; 0,2 uM konsantrasyonlarina seyreltilen 9, 27, 30
ve 31 numarali molekiiller 100 pL olacak sekilde eklendi.

Ornek uygulamalarindan sonra tiim hiicreler 48 saat boyunca 37 °C, %5 CO, ve %95
nem igeren steril hiicre kiiltiir etiiviinde inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi sonunda MTT
testi i¢in kuyucuklardan Ornekler uzaklastirilarak 5 mg/mL MTT ¢ozeltisi (100 pL)
uygulandi. MTT ile muamele edilen hiicreler 37 °C’de 4 saat boyunca inkiibe edildi.
Inkiibasyonun ardindan MTT ¢ozeltisi uzaklastirildi. Canli hiicrelerdeki mitokondriyal
enzim aktivitesi sonucu MTT bilesigindeki tetrazolyum tuzunun formazon tuzuna
donlismesi sonucu olusan kristaller 100 pnL DMSO eklenerek ¢6ziildii ve 540 nm’de
microplate reader’da (Thermo Multiscan FC) absorbans 6l¢iimleri yapildi. Grapdpad v8
programi1 kullanilarak laboratuvar kosullarinda hiicre biiylimesini %50 azaltan

konsantrasyon degerleri (ICs) belirlendi.



3. BULGULAR

3.1. Calismada Kullanilan Molekiiller

Enzim inhibisyon c¢alismalarinda kullanilan molekiillerin kodlar1 formiilleri ve

adlandirilmasi Tablo 3’te ifade edilmistir.

Tablo 3. Sentezlenen molekiillerin kodlari, IUPAC adlandirilmasi ve formiilleri

Molekiil Molekiillerin ITUPAC
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Tablo 3’iin devami
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Tablo 3’iin devami
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Tablo 3’iin devami
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2,4-dihidro-[1,2,4] triazol-3-tiyon >LN \/QN >§S
CioHisNeS
5-{[5-metil-3-fenil-1H-

2 [1,2,4]triazol-1-il]metil} -4-(m-
metilfenil)-2,4-dihidro-[1,2,4] NG : N-NH
triazol-3-tiyon >/ \/QN>*3

©\CH3
C13H15C1N6S
5-{[5-metil-3-fenil-1H- Q

27 [1,2,4]tr1'azol—1-1¥]Ipet11}-4-(4— NN Nk
klorofenil)-2,4-dihidro-[1,2,4] >\/N A =g
triazol-3-tiyon N

cl
ClngsclNés
5-{[5-metil-3-fenil-1H-

73 [1,2,4]triazol-1-il]metil } -4-(m- <
klorofenil)-2,4-dihidro-[1,2,4] NG z N-NH
triazol-3-tiyon >/ \/QN>§S

A,
C]gH]sBI’NﬁS
5-{[5-metil-3-fenil-1H-

29 [1,2,4]triazol-1-il]metil}-4-(m-
bromofenil)-2,4-dihidro-[1,2,4] N\\z N-NH
triazol-3-tiyon >’ \/QNXS

Q,
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Tablo 3’iin devami

C20H17C1NGS
5-{[5-siklopropil-3-fenil-1H- Q
30 [1,2,4]triazol-1-il]metil }-4-(4- NN NH
klorofenil)-2,4-dihidro-[1,2,4] \ »’a\/ﬁ’ s
triazol-3-tiyon X N
Cl
CyoHi6CNgS
cl
5-{[3-(4-klorofenil)-5-
31 siklopropil-1H-[1,2,4]triazol-1-
ilJmetil} -4-(4-klorofenil)-2,4- N N-NH
dihidro-[1,2,4] triazol-3-tiyon XN\/QN\/QS
cl
C,1Hi6CIF3N6S
cl
5-{[3-(4-klorofenil)-5-
32 siklopropil-1H-[1,2,4]triazol-1-
ilJmetil} -4-(4-triflorometil fenil)- N\\z N-NH
2,4-dihidro-[1,2,4] triazol-3-tiyon X \/QN\/QS
CF,
CyHp4CIFN4O;
N-(3kloro-4-floro-fenil)-7- r
Gefitinib | metoksi-6-(3-morfolin-4- 0/\ HN o
ilpropoksi)kuinazolin-4-amin
K/N 0 N
~o >

3.2. Enzim Aktivitesinin Tayini ve Optimizasyonu

Calismada sentezlenen organik molekiillerin, ticari olarak satin alinan hEGFR enzimi
tizerindeki inhibisyon potansiyellerinin belirlenmesi amaciyla yapilan inhibisyon
calismalarina baglamadan 6nce enzim aktivitesinin parametreleri olan optimum protein ve
substrat konsantrasyonlar1 belirlendi. Optimum sicaklik ve pH degerleri ise tiretici firmanin

belirttigi sekliyle uygulandi.
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Yapilan caligmalar kisminda ifade edildigi sekliye gerceklestirilen optimum enzim
konsantrasyonu caligsmalarinda, sabit substrat konsantrasyonunda ve optimum pH ve
sicaklik degerlerinde, enzim konsantrasyonu 0,0007-0,1 pg/mL aralifinda olacak sekilde
aktivite 6l¢timleri yapildi. Elde edilen hiperbolik egriden enzimin optimum konsantrasyonu

0,01 pg/mL olarak bulundu (Sekil 6).

3500
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2500

2000

Uldak.

1500

1000

500

0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12
pg/mL protein

Sekil 6. hEGFR enzim aktivitesi iizerine protein konsantrasyonunun etkisi

Enzimin reaksiyon sartlarinda olmasi gereken optimum substrat konsatrasyonunun
belirlenmesi amaciyla, nihai konsantrasyonu 0,005-5 mM araliginda degisen ATP-2Na
substrat1 varliginda ve sabit enzim konsantrasyonu (0,01 pg/mL), optimum pH ve sicaklik
sartlar altinda gerceklestirilen reaksiyonlarda enzim aktivitesi tayin edildi. Elde edilen
sonuglara gore hiz degerleri hesaplandi ve Lineweaver-Burk grafigi ¢izilerek K, ve Viaks
degerleri belirlendi. Bu ¢alisma sonucunda, enzimin en 1yi aktivite gdsterdigi optimum
substrat konsantrasyonu 0,5 mM olarak bulundu. K, ve V. degerleri ise sirasiyla

Lineweaver-Burk grafiginden 1,167 mM ve 1666,6 umol/dk. olarak hesapland1 (Sekil 7).
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0,10 + y=0,0007x + 0,0006

R?=0,9974

0 50 100 150 200
1/[S]

Sekil 7. ATP-2Na varliginda ¢izilen Lineweaver-Burk grafigi

3.3. inhibisyon Calismalar

Enzim inhibisyon c¢aligmalar i¢in ¢alisma kapsaminda sentezlenen molekiiller ve
referans inhibitdr olarak gefitinib kullamldi. Inhibisyon caligmalari, yapilan calismalar
kisminda anlatildig1 sekliyle gerceklestirildi. Her bir molekiil i¢in farkli konsantrasyon
araliklarinda bir seri 6l¢ltim yapildi. Elde edilen sonuglarla her bir organik molekiil i¢in
inhibitdr konsantrasyonuna kars1 %Bagil Aktivite grafigi ¢izildi (Sekil 8-18) ve aktivitenin
%50 azaldig1 inhibitdér konsantrasyonu ICsy degeri olarak belirlendi (Tablo 4).
Gergeklestirilen inhibisyon c¢alismalari sonucunda sentezlenen tiim bilesikler i¢in ICsg

degeri hesaplandi.
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Sekil 10. 12, 9, 7 numarali molekiillerin hEGFR aktivitesi iizerine etkisi
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] o
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3 &
40 *® 404 # 40+
20+ 20 20
0 ' y y . - o ' \.‘ o . \.
00 01 02 03 04 05 0.0 05 1.0 15 20 00 0.2 04 086 08
(1] m) 11 () [ mM)
Sekil 8. 1, 2, 3 numaral1 molekiillerin hEGFR aktivitesi tizerine etkisi
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4 | 5 \ °
B0 80 \ 804
2 2 2
% 80 % 60 4 % 604
B % i =)
3 8 &
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20 4 204 \\ 204
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T
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Sekil 9. 4, 5, 6 numaral1 molekiillerin hREGFR aktivitesi iizerine etkisi
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§ 60 :g 50 g 601
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Sekil 11. 13, 14 numarali molekiillerin hEGFR aktivitesi lizerine etkisi
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Sekil 12. 11, 10, 8 numarali molekiillerin hEGFR aktivitesi lizerine etkisi
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Sekil 13. 16, 17, 15, 24 numarali1 molekiillerin hEGFR aktivitesi lizerine etkisi
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Sekil 14. 19, 20, 23, 22 numaral1 molekiillerin hEGFR aktivitesi iizerine etkisi
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Sekil 15. 18, 21 numarali molekiillerin hREGFR aktivitesi iizerine etkisi
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Sekil 16. 30, 27, 25 numarali molekiillerin hREGFR aktivitesi iizerine etkisi
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Sekil 17. 31, 32 numaral1 molekiillerin hEGFR aktivitesi iizerine etkisi
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Sekil 18. Gefitinib ve 29, 28, 26 numarali molekiillerin hEGFR aktivitesi tizerine
etkisi
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Tablo 4. Sentezlenen molekiillerin hEGFR aktivitesi iizerine inhibisyon etkileri

Maksimum Inhibisyon

Tnhibitor 1Cyo, mM % 1], mM
1 0,2072 99,30 0,507
2 0,2618 98,50 2,025
3 0,155 98,60 0,787
4 0,204 87,03 0,607
5 0,2035 89,89 0,618
6 0,0217 89,89 0,562
7 0,206 96,98 0,507
8 0,0267 88,51 0,862
9 0,0008 88,88 0,0681
10 0,0142 89,62 6,548
11 0,0082 87,77 0,0614
12 0,0374 92,07 0,768
13 0,0051 87,59 0,0592
14 0,0037 92,20 0,0552
15 0,0294 99,60 0,688
16 0,0859 96,80 0,656
17 0,0184 98,40 0,341
18 0,0321 90,63 0,626
19 0,0408 98,90 0,487
20 0,0878 97,90 1,275
21 0,0297 90,22 0,639
22 0,0082 92,48 0,0671
23 0,0812 92,70 1,275
24 0,0027 87,22 0,00642
25 0,0354 88,47 0,941
26 0,0097 88,37 0,0754
27 0,0008 89,35 0,0714
28 0,0094 90,17 0.856
29 0,0076 87.96 0,767
30 0,0008 89.22 0,0669
31 0,0004 88.93 00616
32 00037 91,83 0,687

Gefitinib 0,00001 89,85 0,00471

Tablo 4’den en diisiik ICsy degerine sahip molekiiller secilerek, bu molekiillerin
sebep oldugu inhibisyon tipi belirlendi ve K; degerleri matematiksel olarak hesaplandi
(Sekil 19-20, Tablo 5-6). Bu amagla, 9, 11, 13, 14, 22, 24, 26, 27, 28, 29, 30, 31 ve 32
numarali molekiiller, inhibisyon tiirleri belirlenmek iizere secildi. Segilen bu molekiillerin
farkli iki konsantrasyonunda ve K,, degerinin hesaplanmasinda kullanilan substrat
araliginda bir seri hEGFR aktivitesi tayini yapildi. Elde edilen sonuglardan Lineweaver-

Burk grafikleri ¢izilerek, inhibitér varliginda ve yoklugunda K,, ve Vs degerleri

belirlendi.
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Sekil 19. 11, 13, 26, 9 molekiillerinin varliginda hEGFR inhibisyon tiirlerinin
belirlenmesi.

Tablo 5. 11, 13, 26, 9 molekiilleri varliginda inhibisyon tiirlerinin belirlenmesi ve K;

degerleri
Molekiil Inhibitor (uM) K., (mM) (“n‘igf/kék) Inhibisyon Tiirii | Ortalama K; (uM)
Inhibitérsiiz 1,167 1666,67
11 0,00798 0,0583 83,333 unkompetitif 0,102
0,192 0,0289 41,322
Inhibitérsiiz 1,167 1666,67
13 0,0075 0,0473 55,865 unkompetitif 0,119
0,1845 0,0255 21,231
Inhibitérsiiz 1,167 1666,67
26 0,007194 0,0503 55,866 unkompetitif 0,778
1,53 0,0157 19,608
Inhibitérsiiz 1,167 1666,67
9 0,00888 0,0545 60,606 unkompetitif 0,0889
0,213 0,0145 18,083
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Sekil 20. 28, 26, 31, 29,

24, 22, 27, 30, 32 molekiillerinin varliginda hEGFR
inhibisyon tiirlerinin belirlenmesi
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Tablo 6. 28, 26, 31, 29, 24, 22, 27, 30, 32 molekiilleri varliginda inhibisyon tiirlerinin
belirlenmesi ve K; degerleri

Molekil I“&jﬂt)ér (nlfﬁ) Vit (umol/dk) | inhibisyon tiirii Ortalama K; (M)
inhibitorsiz | 1,167 1666,67
28 0,009298 1,2 909,1 Nonkompetitif 0,429
0,222 RE 666,66
inhibitorsiz | 1,167 1666,67
26 0,00981 1,143 714,28 Nonkompetitif 0,598
0,237 1,176 588,23
inhibitorsiz | 1,167 1666,67
31 0,00804 L1 1000 Nonkompetitif 0,00232
0,192 I 769,231
inhibitorsiz | 1,167 1666,67
29 0,00833 I 1000 Monkompetifi 0,218
0,2001 I 769,231
inhibitorsiz | 1,167 1666,67
2 0,000696 I 1000 iOnkOtmbetitif 0,205
0,001671 1 769,231
inhibitorsiz | 1,167 1666,67
2 0,00726 I 1000 Nonkompetitif 0,245
0,174 1 909,09
inhibitorsiz | 1,167 1666,67
27 0,00928 118 909,09 Nonkompetitif 0,169
0.222 1,153 769,23
inhibitorsiz | 1,167 1666,67
30 0,0087 I 625 Nonkompetitif 0,161
0,2088 1,06 588,23
inhibitorsiz | 1,167 1666,67
3 0,00747 112 1250 Nonkompetitif 0,194
0,1791 1,16 833,33

3.4. SwissADME Cahismalar

Sentezlenen molekiillerin ve gefitinib referans ilacinin SwissADME caligsmasi ile ilag
ve kursun benzerlikleri, Brenk kuralina uyumluluklar, kan-beyin bariyer gecisi ve
gastrointestinal emilim gibi Ozellikleri degerlendirildi (Tablo 8). Enzim inhibisyon
calismalar1 sonucunda hiicre kiiltiirii ve sitotoksisite ¢alismalari i¢in uygun goriilen 9, 27,

30 ve 31 molekiillerine ait hesaplanan farmakokinetik, temel fizikokimyasal, ilaca
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benzerlikle ilgili degerler ve lipofiliklik gibi degerler detayli olarak Tablo 7°de verildi.
Diger taraftan, SwissADME calismalari sonucunda sentezlenen tiim molekiillerin ve
gefitinib inhibitoriinlin biyoyararlanim radar grafikleri (Sekil 24) ve WLOGP-TPSA
(haglanmis yumurta grafigi) grafigi (Sekil 23) elde edildi.

Tablo 7°de yer alan fizikokimyasal degerlerden molekiiler agirlik, boyut igin
hesaplanmis olup, 150 ila 500 g/mol arasinda olmasi gerektigi belirtilmektedir. Sp3
hibritlenmis kabon atomlarinin molekiiliin toplam karbon sayisina oranit olarak
hesaplanmis fraksiyon csp3 degeri, doygunluk ic¢in en az 0,25 olmalidir. Molekiillerin
polarite 6zelligini degerlendirmede kullanilan topolojik polar yiizey alan1 (TPSA), kiikiirt
ve fosforu polar atom olarak esas alarak hesaplanan bir tekniktir ve 20 ila 130 A2 arasinda
olmasi gerektigi belirtilmektedir. Molekiillerin lipofiliklik 6zelliklerinin degerlendirildigi
boliimde XLOGP329 degeri, -0,7 ila +6,0 arasinda olmalidir (Daina vd, 2017).

Bu boliimde ayrica, iLOGP, XLOGP3, WLOGP, MLOGP ve SILICOS-IT
hesaplama yontemleri ile elde edilen degerlerin aritmetik ortalamasi da verildi. Suda
¢Oziiniirlik boliimiinde {ic model kullanilarak molekiillerin sudaki ¢d6ziiniirliiklerinin
ondalik logaritma degerleri (logS mg/ml) hesaplanmistir. Her {i¢ model i¢in de
molekiillerin  logS dlgeginde  ¢oziiniirlik smiflar, “¢céziinmez>10>zayif>6>orta
derecede>4>¢ozlinlir>2>1yi ¢oziinlir>0>cok iyi ¢oziiniir” kriterine gore tahmin edildi. Bu
kriterlere gore logS degerinin 6’y1 gegmemesi gerektigi belirtilmektedir (Daina vd, 2017).

Kp, deri gecirgenlik katsayisini tahmin etmeye yarayan molekiiler boyut ve
lipofiliklik ile dogrusal iliskili bir degerdir. Farmakokinetik 6zellikler boliimiinde yer alan
deri gecirgenlik katsayis1 LogKp (cm/s), olarak hesaplandi. Bu deger, ne kadar negatif
olursa, o molekiiliin deri gec¢irgenligi o kadar az olur (Daina vd, 2017). Farmakokinetik
ozellikler boliimiinde molekiillerin gastrointestinal emilimleri, kan-beyin bariyer gecisleri
ve p-glikoprotein ile olan substrat etkilesimleri hakkinda tahminler de yiiriitiilmiistiir. Tlag
benzerligi boliimiinde, biyoyararlanim agisindan molekiillerin oral ilag olma ihtimalleri
niteliksel olarak degerlendirildi.

SwissADME’de, molekiiliin ilaca benzer olarak tanimlandig cesitli araliklara sahip
bes farkli kural (Lipinski, Ghose, Veber, Egan ve Muegge) tabanl filtreleme yapildi. Bu
filtrelemeler biiyiikk 1ilag sirketlerinin tescilli kimyasal arsivlerinin analizinden
gerceklestirildi. Abbot biyoyararlanim skorlar1 (ABS) molekiillerin sicanda en az %10 oral
biyoyararlanim veya Olgiilebilir Caco-2 gegirgenligine sahip olma olasiligin1 tahmin

etmede kullanildi. Tibbi kimya 6zelliklerinin belirlendigi boliimiin amaci, iki tanimlayici
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filtreleme programi1 (PAINS ve Brenk) ile molekiil {izerindeki sorunlu olma potansiyeli
olan gruplarin tanimlanmasidir. SwissADME calismasi yapilan molekiil iizerinde bu iki
filtreleme arsivindeki tanimli gruplarin (toksik oldugu varsayilan, kimyasal olarak reaktif,
metabolik olarak kararsiz veya zayif farmakokinetikten sorumlu ozellikler tasidigi
belirlenen gruplar) bulunmasi durumunda sistem uyar1 verir (Daina vd, 2017).

Kursun benzerligi kavraminda, ilaca benzerlik kavramina benzer ancak iyi bir
optimizasyon i¢in uygun molekiiler varlik tanimlayan fizikokimyasal sinirlara odaklanildi.
Sentetik erisilebilirlik puani, esas olarak gergekten elde edilebilir molekiillerdeki
fragmanlarin sentez kolayligi ile iligkili oldugu varsayimina dayanir. Sentetik erisilebilirlik
puani olarak molekiillere, 1 (kolay) ila 10 (¢ok zor) arasinda bir deger verildi (Daina vd,

2017).

Tablo 7.9, 27, 30 ve 31 Numarali molekiiliin farmakokinetik ve fizikokimyasal 6zellikleri

Molekiiller 9 27 30 31

150 Molekal -Agrhgr (g/mol)| 45089 | 38787 408,91 44335

= <500

g, = Molar Refraktivite 108,73 103,49 110,99 116

(] .

2= Fraksiyon  Csp3  (Doygunluk

% = Parametresi) >0,25 0.1 0.1 0,20 0,20

NN

O [20<TPSA( A?)<130 11596 A | 96.41A> | 96.41 A 96.41 A
LogP o (WLOGP) 2,73 4,20 4,70 536
-0,7<LogP o XLOGP3)<+6,0 3,63 4,13 431 4,94

Ortalama Log Pow (iLOGP,
XLOGP3,WLOGP, MLOGP,
SILICOS-IT hesaplama 3,06 3,77 4,09 4,61
yontemleri ile elde edilen
degerlerin aritmetik ortalamasi)

Ozellikleri

Coziniirlik | Lipofiliklik

o 4,55 5,18 5,34 5,93

ZE25  |Metod I (ESOL)

©=7% <6 Kismi Kismi Kismi Kismi

8 %D %\ - Coziintir Coziintir Coziiniir Coziiniir

SO_3 5,75 5,86 6,05 6,70

g = §D g Metod 2 (Ali) Kismi Kismi Zayif Zayif
) » Coziinir | Coziiniir Coziiniir Coziiniir

o =

= g0 b= 6,66 6,68 6,87 7,46

<2 E |Metod 3 (SILICOS-IT): FILTER-

§2 38 [IT Program Zayif | Zanf Zayit Zayit

EO U Coziiniir Coziiniir Coziiniir Coziiniir
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CYP2C19 CYP1A2, CYPI1A2, CYP1A2,
G Uzerinde Inhibitor Etkisi CYP2C9 > | CYP2C19, | CYP2C19, | CYP2C19,
= Gosterdikleri Enzim Sistemleri CYP3A 4’ CYP2(9, CYP2C9, CYP2C9,
B CYP3A4 CYP3A4 CYP3A4
2 Gastrointestinal Emilim Yiksek Yiksek Yiiksek Yiiksek
g Kan-Beyin Bariyer Gegisi Yok Yok Yok Yok
=
g o .
< p G.hk(.)pr'otem ile Olan Substrat Yok Yok Var Var
£ Etkilesimi
s Lo K, (Deri Gegirgenlik
= g P cirg _ - - -
Katsayis1) (cm/s) 6,17 5,70 5,73 5,50
Lipinski
= MW < 500; : :
5 (MW <500, Evet: Evet: Evet: Evet:
M MLOGP = 4.15; 0 Kural -\ 0 Kural 11 ihiali | 0 Kural ihlali
2 N veya O < 10; [hlali Ihlali 4 u
= NH veya OH < 5)
g Ghose (160 < MW < 480;
=
= -0.4 < WLOGP < 5.6;
bgo 40 < MR < 130 Evet Evet Evet Evet
= 20 < atom < 70)
g Veber
= (Rotor< 10; Evet Evet Evet Evet
2= TPSA < 140)
S 2
= E Egan
S (WLOGP<5.88; Evet Evet Evet Evet
§ TPSA < 131.6)
fg Muegge
= (200< MW < 600;
£ -2 <XLOGP <5;
o TPSA<150;
(]
o Halkal <7,
= alkali grup sayisi<7; Evet Evet Evet Evet
5 Karbon> 4;
g Heteroatom Sayisi>1;
a Rotor<15;
= H-bag: alic1s1<10;
H-bagi vericisi < 5)
.ES
) .
g = Abbott  Biyoyararlilik  Skoru 0,55 0,55 0,55 0,55
= R (ABS)
5
M
PAINS (Pan Assay Interference Yok Yok Yok Yok
< Structures)
g & 1U 1U
E S yart: yart: | Uvars: | Uvars:
22 Brek Kualna Gore Yapsall  Tiyo TiYo | o karbonl | Tivo karbonil
= S Uyari karbonil karbonil y arup y arup
= grup grup
Sentetik Erisilebilirlik Puani 3,25 32 3,43 3,44
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Sentezlenen bilesiklerin molekiil agirliklarinin dagilimi Sekil 21°de ve suda

¢Oziiniirliiklerine ait logS (mg/ml) degerlerinin dagilimlar1 Sekil 22°de gdsterildi.

600

500 ——

400 -

300

200

Molekiil Agirligi (g/mol)

100

0 5 10 15 20 25 30 35
Molekiil No

Sekil 21. Sentezlenen bilesiklerin molekiil agirliklar

LogS Degeri (mg/ml)

0 5 10 15 20 25 30 35
Molekiil No

Sekil 22. Sentezlenen molekiillerin ESOL metoduna gore suda ¢oziintirliikleri

Tez ¢alismamizda yer alan tiim molekiillerin ve gefitinib inhibitériiniin ila¢ ve kursun
benzerlikleri, Brenk kuralina uyumluluklari, kan-beyin bariyer gegisi ve gastrointestinal

emilimine ait SwissADME’den elde edilen bilgiler, Tablo 8’de sunuldu.
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Tablo 8. Molekiillerin ilag benzerlikleri, farmakokinetik ve tibbi kimya 6zellikleri

flag Benzerlikleri, Varsa Kural
Ihlalleri Uyarilar Kursun Benzerlikleri,
Lipinski Kural1 Varsa Kural Ihlalleri Brenk GI
Molekiil (MW<500; Veber Kurali| (250<sMW<350; Kurali BBB Emilim
MLOGP<4.15; | (Rotor<10; XLOGP< 3.5; Uyumsuzlugu
Nveya O <10; | TPSA<140) Rotor<7)
NH veya OH < 5)
Yok, 3 Uyar1t (MW, .
1 Evet Evet Rotor, XLOGP3) Yok Yok | Yiksek
Yok, 3 Uyart (MW, .
2 Evet Evet Rotor, XLOGP3) Yok Yok | Yiksek
Evet
3 1 Kural Thlali Evet Ylglgt’osr l;(y;jg g\;;;/ ’ Yok Yok | Yiksek
(MLOGP) ’
Yok, 3 Uyart (MW, 1 Uyart: ..
& e Evet Rotor, XLOGP3) Tiyokarbonil Grup Yok | Yiiksek
Yok, 3 Uyart (MW, 1 Uyart: ..
> Eves e Rotor, XLOGP3) Tiyokarbonil Grup Yok | Yiiksek
Evet
Lo Yok, 3 Uyart (MW, 1 Uyart: ..
6 1 Kural Ihlali Evet Rotor, XLOGP3) fiyokarbonil Grup Yok | Yiksek
MW)
Yok, 2 Uyart (MW, 1 Uyart: ..
7 Evet B Rotor) Tiyokarbonil Grup Yok | Yiiksek
Yok, 2 Uyart (MW, 1 Uyart: ..
8 b Evet Rotor) Tiyokarbonil Grup Yok | Yiiksek
Yok, 3 Uyart (MW, 1 Uyart: ..
? Evet E el Rotor, XLOGP3) Tiyokarbonil Grup ok | Yiksek
Yok, 3 Uyart (MW, 1 Uyart: ..
10 Evet Evet Rotor, XLOGP3) Tiyokarbonil Grup Yok | Yitksek
Yok, 3 Uyart (MW, 1 Uyar1: .
1 Evet Evet Rotor, XLOGP3) Tiyokarbonil Grup Yok | Yiksek
Yok, 3 Uyart (MW, 1 Uyari: .
12 Evet Evet Rotor, XLOGP3) Tiyokarbonil Grup Yok | Yiksek
Yok, 3 Uyart (MW, 1 Uyar1: .
13 Evet Evet Rotor, XLOGP3) Tiyokarbonil Grup Yok | Yiksek
Yok, 3 Uyart (MW, 1 Uyart: -
14 Evet Evet Rotor, XLOGP3) Tiyokarbonil Grup Yok | Disik
Yok, 2 Uyart (MW, ..
15 Evet Evet XLOGP3) Yok Yok | Yiksek
Yok, 2 Uyart (MW, ..
16 Evet Evet XLOGP3) Yok Yok | Yiksek
Evet
17 1 Kural Ihlali Evet Yok,)?LI(J)}gg;)l\/[ W, Yok Yok | Yiiksek
(MLOGP)
Yok, 2 Uyar1 (MW, 1 Uyart: ..
18 Evet Evet XLOGP3) Tiyokarbonil Grup Yok | Yiiksek
Yok, 2 Uyar1t (MW, 1 Uyart: .
19 Evet Evet XLOGP3) Tiyokarbonil Grup Yok | Yiiksek
Evet .
20 1 Kural Thlali Evet YOk’)?L%}gg;)M W, Ti olgag)}(;?lrill. Gru Yok | Yiiksek
(MLOGP) Y P
Evet
21 1 Kural Ihlali Evet YOk’)?L%}gg;)M W, Ti olgar[{)}(;?lrill. Gru Yok | Yiksek
(MLOGP) Y p
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Evet )
2 | Kural fhlali | Evet Y"k’ﬁL%ygg;)MW’ voann: | Yok | Yiiksek
(MLOGP) y P
Evet .
23 1 Kural fhlali Evet Yok,)?L%}gg;)l\/l W, Ti olgarllj)}(;?lrill. Gru Yok | Disiik
(MLOGP) Y p
Yok, 2 Uyart (MW, .
24 Evet Evet XLOGP3) Yok Yok | Yiksek
Yok, 1 Uyar1 1 Uyart: .
2 Evet Evet (XLOGP3) Tiyokarbonil Grup Yok | Yitksek
Yok, 2 Uyart (MW, 1 Uyart: .
26 Evet Evet XLOGP3) Tiyokarbonil Grup Yok | Yitksek
Yok, 2 Uyart (MW, 1 Uyart: ..
27 Evet Evet XLOGP3) Tiyokarbonil Grup Yok | Yiiksek
Yok, 2 Uyart (MW, 1 Uyari: ..
28 Evet Evet XLOGP3) Tiyokarbonil Grup Yok | Yiiksek
Yok, 2 Uyart (MW, 1 Uyari: ..
29 Evet Evet XLOGP3) Tiyokarbonil Grup Yok | Yiiksek
Yok, 2 Uyart (MW, 1 Uyari: ..
30 Evet Evet XLOGP3) Tiyokarbonil Grup Yok | Yiiksek
Yok, 2 Uyar1 (MW, 1 Uyari: ..
31 Evet Evet XLOGP3) Tiyokarbonil Grup Yok | Yiiksek
Evet )
32 1 Kural ihlali Evet YOk’)?L%yGag;)l\’[W’ - oljag)zi?l Gy | YOk | Disiik
(MLOGP) Y P
Yok; 3 Uyari
Gefitinib Evet Evet (MW, Rotor, Yok Var | Yiksek
XLOGP3)

Molekiillere ait WLOGP-TPSA (haslanmis yumurta grafigi) grafiginden (Sekil 23)
pasif insan gastrointestinal emilimine ve kan-beyin bariyeri permeasyonuna iliskin
tahminler elde edildi. Haglanmis yumurtanin beyaz bdlgesi, gastrointestinal sistem
tarafindan yiiksek pasif absorpsiyon olasilig1 olan molekiilleri kapsarken, sar1 bolge yliksek
beyin penetrasyonu olan molekiillerin varligin1 tanimlar. Sar1 ve beyaz alanlar birbirini
dislayan alanlar degildir. Bu grafige ayrica, molekiillerin 6nemli farmakokinetik
davraniglarin1 ve kii¢iik molekiillerin substrat veya inhibitér olma egilimlerini belirleyen
ikili siniflandirma modeli de eklendi.

SwissADME ile molekiillerin, P-gp’nin substrati olma olasiligin1 tahmin etmek igin
kullanildi. P-gp’nin substrati olan molekiiller WLOGP-TPSA (haslanmis yumurta grafigi)
grafiginde mavi renkte, substrati olmayanlar ise kirmizi renkte gosterildi. Molekiillerin
gecirgenlik  glikoproteininin  (P-gp) substratt  olup olmadigi hakkindaki bilgi,
gastrointestinal duvardan liimene olan akis1 veya beyin gibi biyolojik membranlardan aktif

akis1 degerlendirmek i¢in kullanilir. P-gp’nin en 6nemli gorevlerinden biri merkezi sinir
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sistemini ksenobiyotiklerden korumaktir. Daha da 6nemlisi, P-gp baz1 tiimor hiicrelerinde
asir1 ekspres edildigi ve ¢oklu ilag direnci gdsteren kanserlere yol actigi bildirilmektedir

(Daina vd, 2017).

WLOGP
) Lipofilik
B
o
P
5
o
4 G ﬁotl i g
4 efitini ° g g
15 2426
25 o
° g
2 ¢
1
i} = N
[_____Actions ]

Show Molecules Name

-2 Hidrofilik o
o PGP+
3 ©  PGP—
[_____Remarks ]
MNone
N 0 20 40 60 a0 100 120 140 160 180 TPSA

Sekil 23. Molekiillerin WLOGP-TPSA (haslanmis yumurta grafigi) grafigi

SwissADME c¢alismalar1 sonucunda ayrica, bir molekiiliin ilaca benzerliginin
degerlendirildigi SwissADME grafigi olan biyoyararlanim radar grafikleri elde edildi
(Sekil 24). Grafikler elde edilirken lipofiliklik, boyut, polarite, ¢oziiniirliikk, esneklik ve
doygunluk gibi molekiillere ait alt1 fizikokimyasal deger kullanildi. Her eksende bir
fizikokimyasal referans aralik tanimlandi ve optimal degerlerin sinirlart pembe bir alan

olarak gosterildi.
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LIPO LIFO
FLEX SIZE FLEX SIZE
INSATU POLAR IMSATU PCLAR
INSOLL) IMSOLU
LIPO
LIPO
FLEX SIZE
FLEX SIZE
INSATU POLAR IMNSATU POLAR
INSOLU IMSOLU

3 4

LIPC
LIPG

FLEX SIZE
FLEX - SIZE

INSATU POLAR IMSATU POLAR

INSOLU INSQLY

LIRD PO

FLEX SIZE FLEX SIZE

INSATU FOLAR INSATU POLAR

IN50LU IMSOIL

7 8

Sekil 24. Sentezlenen molekiillerin ve gefitinib inhibitoriiniin SwissADME biyoyararlanim
radar grafikleri
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Sekil 24’°{in devami

LIPG

FLEX SIZE

INSATU POLAR

INSOLU

Gefitinib

3.5. Hiicre Kiiltiirii ve Sitotoksisite Calismalari

Sitotoksisite denemeleri i¢in 9, 27, 30 ve 31 maddeleri ve gefitinib, hiicre biiylime
ortaminda seyreltilerek/dagitilarak hazirlandi. WI-38, A549, NCI-H358, OVCAR-3 ve
SKOV-3 hiicre hatlarinin 9, 27, 30 ve 31 maddeleri ve gefitinib ile 48 saatlik
inkiibasyonlar1 sonucu canliliklar1 MTT analizi ile belirlendi. Besi ortaminda inkiibe edilen
kontrol grubu hiicrelerinde saptanan canlilik miktar1 %100 kabul edilerek sentezlenen
madde ornekleri uygulanan hiicrelerde canlilik hesaplamalar1 yapildi. Doza bagli %
sitotoksisite grafikleri Grapdpad v8 programu ile ¢izildi ve tek yonli ANOVA ardindan
posthoc test olarak Dunnestts t testi ile analiz edildi, p< 0,05 degerleri anlamli kabul edildi.

(AT 32

Bu grafiklerde yer alan yildiz isaretleri, elde edilen % sitotoksisite degerlerinin kontrol
gruplariyla aralarindaki farkin ne kadar anlamli oldugunu ifade etmektedir.

Calisma kapsaminda denenen hiicre hatlarinda gefitinib ve 9, 27, 30 ve 31 numaral
molekiillere ait 48 saatlik inkiibasyon sonucu hesaplanan ICsy degerleri Tablo 9’da

verilmistir.
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Tablo 9. Hiicre hatlarinda gefitinib ve 9, 27, 30, 31 numarali molekiillere ait ICsy degerleri

1Cs (uM)
Hiicre
Madde WI-38 A549 NCI-H358 SKOV-3 OVCAR-3
31 2,55 6,25 7,54 5,60 Belirlenemedi
27 3,56 5,89 7,23 5,13 Belirlenemedi
9 Belirlenemedi 6,40 6,93 7,65 Belirlenemedi
30 0,05 6,07 7,06 4,50 Belirlenemedi
Gefitinib 0,05 0,16 0,08 0,065 Belirlenemedi

WI-38 hiicre hattinda gefitinib ve 9, 27, 30, 31 numarali molekiillerin doza bagh

sitotoksisite etki grafikleri Sekil 25-29°de verilmistir.

60+

,
i

Sitotoksisite

/

= 204

Gefitinib (uM)

Sekil 25. Gefitinib

inhibitorinin WI-38 Thiicreleri lizerindeki

konsantrasyona (uM) bagli sitotoksisite etkileri
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504
mAk®
404
@
£
w
= 304
k4
=]
o
- .
v 204 "k
=
]
104
[]-
Y
°¢° N N N N ";b
3 9 (uM)

Sekil 26. 9 numarali molekiilin ' WI-38 hiicreleri {izerindeki
konsantrasyona (uM) bagli sitotoksisite etkileri

60 +

-
=
1

% Sitotoksisite

Sekil 27. 27 numarali molekiilin WI-38 hiicreleri {izerindeki
konsantrasyona (uM) bagli sitotoksisite etkileri
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404

% Sitotoksisite

e |
30 (uM)

Sekil 28. 30 numarali molekiilin WI-38 hiicreleri tizerindeki
konsantrasyona (uM) bagli sitotoksisite etkileri

BO' k&
T
ANk
ARKA
AAA
S 404 e
]
w
-
=]
L
o
=
w
3= 204
0-
Y
&o o¥ o> o? W2 ¥
)
€ 31 (uM)

Sekil 29. 31 numarali molekiilin WI-38 hiicreleri {izerindeki
konsantrasyona (uM) bagli sitotoksisite etkileri

A549 hiicre hattinda gefitinib ve 9, 27, 30, 31 numarali molekiillerin doza bagh
sitotoksite etki grafikleri Sekil 30-34’de verilmistir.
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60+

40+

% Sitotoksisite
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o

Gefitinib (uM)

> & o

Sekil 30. Gefitinib

inhibitoriiniin -~ A549 hiicreleri
konsantrasyona (uM) bagli sitotoksisite etkileri

80+

60 +

% Sitotoksisite
&

204

9 (uM)

Sekil 31.

9 numarali molekiilin A549 hiicreleri
konsantrasyona (uM) bagli sitotoksisite etkileri.

uzerindeki

uzerindeki
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80+

o
=
|

% Sitotoksisite
-

204 T

Sekil 32. 27 numarali molekiilin A549 hiicreleri {izerindeki
konsantrasyona (uM) bagli sitotoksisite etkileri

d0

e

B0+ kK

% Sitotoksisite
-9
[=]

20

€ 30 (uM)

Sekil 33. 30 numarali molekiiliin A549 hiicreleri iizerindeki
konsantrasyona (uM) bagli sitotoksisite etkileri
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B0+

6':" e el

404

% Sitotoksisite

204

Sekil 34. 31 numarali molekiiliin A549 hiicreleri tizerindeki
konsantrasyona (M) bagl sitotoksisite etkileri

NCI-H358 hiicre hattinda gefitinib ve 9, 27, 30, 31 numarali molekiillerin doza baglh

sitotoksite etki grafikleri Sekil 35-39’da verilmistir.
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o 604
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2
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o
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£ 40
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0 r r
N N
& Q0
«
Gefitinib (uM)

Sekil 35. Gefitinib inhibitoriintin NCI-H358 hiicreleri {izerindeki
konsantrasyona (uM) bagli sitotoksisite etkileri
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Sekil 36. 9 numarali molekiiliin NCI-H358 hiicreleri lizerindeki
konsantrasyona (M) bagl sitotoksisite etkileri
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Sekil 37. 27 numarali molekiilin NCI-H358 hiicreleri iizerindeki
konsantrasyona (uM) bagli sitotoksisite etkileri
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Sekil 38. 30 numarali molekiiliin NCI-H358 hiicreleri lizerindeki
konsantrasyona (uM) bagli sitotoksisite etkileri
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Sekil 39. 31 numarali molekiilin NCI-H358 hiicreleri iizerindeki
konsantrasyona (uM) bagli sitotoksisite etkileri

SKOV-3 hiicre hattinda Gefitinib ve 9, 27, 30, 31 numaral1 molekiillerin doza bagl
sitotoksisite etki grafikleri Sekil 40-44°de verilmistir.



94

100+
80
s
2 504
w
-
o
°
=
40
3=
20 *
0 T T
N
&
*_o\
Gefitinib (uM)

Sekil 40. Gefitinib inhibitoriiniin SKOV-3 hiicreleri tizerindeki
konsantrasyona (M) bagl sitotoksisite etkileri
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Sekil 41. 9 numarali molekiilin SKOV-3 hiicreleri {izerindeki
konsantrasyona (uM) bagli sitotoksisite etkileri
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Sekil 42. 27 numarali molekiilin SKOV-3 hiicreleri tlizerindeki
konsantrasyona (M) bagl sitotoksisite etkileri
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% Sitotoksisite
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G{‘\ l‘
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Sekil 43. 30 numarali molekiilin SKOV-3 hiicreleri iizerindeki
konsantrasyona (uM) bagli sitotoksisite etkileri
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Sekil 44. 31 numarali molekiilin SKOV-3 hiicreleri tlizerindeki
konsantrasyona (uM) bagli sitotoksisite etkileri



4. TARTISMA VE SONUCLAR

Hastalik tedavisinde enzimler, ilag molekiillerinin hedefi olarak olduk¢a 6nemli bir
yere sahiptir. Bunun sebebi, bir¢ok hastaligin viicuttaki enzim etkinligine bagli olmasinin
yaninda hastaliga neden olan enzimlerin kiiciik molekiil agirlikli inhibitér molekiillerle
inhibe olabilmesinden kaynaklanmaktadir. Bu nedenle klinik olarak kullanilan ilaglarin
bliylik bir kismi enzim inhibitorii olarak gorev yapmaktadir. Bunun sonucunda, yakin
gelecekte de farmasotik arastirmalarin temel noktasini spesifik enzim inhibisyonlarinin
olusturacagi diisiiniilmektedir (Copeland, 2005).

Gilinimiizde kanserin biiyiimesine, ilerlemesine ve yayilmasina yol acan belirli
molekiillere miidahale ederek kanserin biiylimesini ve yayilmasini engelleyen ilaclar olarak
karsimiza hedefe yonelik kanser tedavileri ¢ikmaktadir (Perez-Herrero ve Medarde, 2015).
Kanser tedavisi i¢in molekiiler hedefleme stratejileri, artan tiimor ozgilligi saglama
potansiyelleri agisindan geleneksel kemoterapi ve radyoterapiden farklidir. Onkolojide
yiiksek umut vadeden belirli bir molekiiler hedef, epidermal biiyiime faktorii reseptoriidiir
(EGFR). EGFR, bircok epitelyal malignitede asir1 eksprese edilir, diizensizlesir veya
mutasyona ugrar. Bu sebeple EGFR aktivasyonu, tiimor biiylimesi ve ilerlemesinde 6nemli
gorilmektedir. Setuksimab (Erbitux) gibi EGFR'min hiicre dis1 alanini hedefleyen
monoklonal antikorlar (mAb'ler) ve gefitinib (Iressa) ve erlotinib (Tarceva) gibi EGFR'nin
reseptdr katalitik alanmni hedefleyen kiiciik molekiillii tirozin kinaz inhibitérler (TKi’ler)
olmak iizere iki baskin EGFR inhibitorii sinift gelistirilmistir (Harari, 2004).

Son birka¢ on yilda, antikonviilsan (Kamboj vd., 2015), antikanser, antidepresan
(Bhatnagar vd., 2011), antibakteriyel (Karabasanagouda vd., 2007), antifungal (Sztanke
vd., 2008), antiinflamatuar, analjezik (Sarigol vd., 2015) ve antiviral (Kiiciikgiizel vd.
2008) aktiviteler gibi genis biyolojik aktiviteler yelpazesinden dolay1 1,2,4-triazol
tiirevlerine biiylik 6nem verilmistir. Bununla birlikte, 1,2,4-triazollerin Schiff ve Mannich
baz1 tiirevlerinin sentez yollarimin basitligi ve farkli uygulamalarda kullanilabiliyor
olmalar1 bu bilesiklerin son yillarda daha fazla ilgi ¢ekmelerine neden olmustur (Haijian
vd., 1998).

Calisma kapsaminda sentezlenen molekiiller hEGFR inhibisyon potansiyelleri
acisindan degerlendirilmis ve bu amagla her bir molekiil i¢in ICsy degerleri hesaplanmustir.

Bunun yaninda en diisiik ICsy degerine sahip olan 9, 11, 13, 14, 22, 24, 26, 27, 28, 29, 30,
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31 ve 32 numarali molekiiller segilerek inhibisyon mekanizmalar1 arastirilmig ve bu
molekiillerin K; degerleri belirlenmistir. Secilen molekiillerin inhibisyon tiiriinii belirlemek
amaciyla, oncelikle hEGFR i¢in K, ve Vp.s degerleri hesaplanmistir. 1nhibisyon
mekanizmasi  belirlenirken ¢alismalar %10-75 inhibisyona neden olan inhibitor
konsantrasyon araliginda gergeklestirilmistir (Copeland, 2005). Bununla birlikte, organik
molekiillerin ¢oziintirliikleri ve ¢oziicliniin sebep olabilecegi inhibisyon etkisi, calismada
kullanilan organik molekiillerin konsantrasyon araliginin belirlenmesinde etkili olmustur.

Bu amagla, molekiillerin en iyi ¢oziindiigli DMSO, ¢6ziicii olarak kullanilarak stok
cozeltileri hazirlandi. Enzim aktivite reaksiyonlart hazirlanirken inhibitor ¢ozeltilerinin
reaksiyon ortamindaki son konsantrasyonu %3 olarak ayarlandi (Copeland, 2005).
DMSO’nun da hEGFR iizerinde inhibitor etkisi olabileceginden, sadece bu ¢dziiciiniin
varliginda aktivite Ol¢limii gergeklestirildi ve c¢oziiciiden gelebilecek inhbisyon etkisi
bertaraf edilmis oldu. Calisilan organik molekiillerin her birinin davranis sekli farkll
oldugundan, yapilan inhibisyon ¢alismalarinda kullanilan konsantrasyon araliklar1 farklilik
gostermistir (Sekil 8-18). Gergeklestirilen ¢alismalar neticesinde elde edilen 1Csy degerleri
ve molekiillerin maksimum inhibisyon konsantrasyonlari Tablo 4’de toplu olarak
verilmistir. Sonuclar g6z o6niine alindiginda referans molekiil olarak kullandigimiz gefitinib
inhibitoriine en yakin ICsy degerine sahip olanlarin 9, 27, 30, 31 numarali molekiiller
oldugu goriilmiistiir. Bu molekiillerin yaninda diisiik ICsy degerine sahip 11, 13, 14, 22, 24,
26, 28, 29 ve 32 numarali molekiiller de dikkate alinarak cizilen 1/V-1/[S] grafiklerinden
bu molekiillerin inhibisyon tiirleri belirlendi (Sekil 19-20, Tablo 5-6). Gergeklestirilen bu
calisma sonucunda, 9, 11, 13 ve 14 numarali molekiillerinin unkompetitif inhbisyona ve
22,24, 26, 27, 28, 29, 30, 31 ve 32 numarali molekiillerinin ise nonkompetitif inhibisyona
neden olduklar1 belirlendi. Belli bir baglangi¢c molekiiliinden tiireyen ve belli pozisyondaki
degisken gruplara tiirevlendirilen bilesiklerin inhibisyon mekanizmalarinin benzer
olabilecegi literatiirde bildirilmistir (Copeland, 2005). Nonkompetitif inhibisyon
durumunda enzimin aktif bolgesi disinda serbest enzime veya enzim-substrat kompleksine
zaylf etkilesimle ve doniisiimlii olarak baglanmasi sonucu inhibisyonun gerceklestigi
sOylenebilir. Unkompetitif inhibisyon ise, inhibitriin enzim substrat kompleksine zayif
etkilesimle ve doniisiimlii olarak baglanmasiyla gerceklesmektedir.

Bu calismalarin sonucu olarak inhibisyon tiirii arastirilan molekiiller i¢in K; degeri
matematiksel olarak hesaplanmistir (Tablo 5, 6). Elde edilen sonuglardan en iyi K; degerine

sahip olan molekiiliin 0,00232 uM degeriyle 31 numarali bilesiginin oldugu ve bunu
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takiben de 0,0889 uM ile 9 numarali bilesigin oldugu goriilmektedir. Diger bilesiklerin K;
degerlerinin ise hemen hemen birbirine yakin oldugu gézlenmistir. Literatiir veri tabanlari
(wos ve scopus) incelendiginde 1,2,4-triazol iskeletine sahip molekiillerle ilgili olarak, tez
caligmalarina baslandig tarihten giinlizmiize kadar olan siiregte, tez kapsaminda yapilan
calismalara benzer olarak, ELISA kit kullanarak inhibitor molekiillerin ICsy degerlerinin,
inhibisyon mekanizmasinin ve K; degerlerinin belirlendigi bir arastirmaya
rastlanamamistir. Bununla birlikte, farkli kimyasal yapidaki molekiillerin hiicre kiiltiiriine
yonelik EGFR inhibisyonu ¢aligmalari literatiirde mevcuttur.

Tez kapsaminda gerceklestirilen bu kinetik ¢aligmalarla, 1,2,4-trizaol bilesiklerinin
hEGFR iizerine inhibisyon etkisinin incelenmesi ve inhibisyon tipinin belirlenmesi
acisindan literatiire yeni bir bakis acisinin kazandirilabilecegi diisliniilmektedir. Ayrica
elde edilen bulgular dikkate alindiginda, sentezlenen molekiillerden 31, 27, 30 ve 9
numarali molekiillerin ICsy degerleri standart inhibitor olarak kullanilan gefitinib ile
kiyaslandiginda umut verici ve gelistirilebilir inhibitér aday molekiiller olabilecekleri
sOylenebilir.

Tez calismamizdaki biitiin molekiillerin SwissADME c¢alismasi sonucu, Lipinski ve
Veber veri tabanh filtreleme programlarina goére molekiillerin hepsinin ilag benzerliginin
oldugu belirlenmistir. Molekiillerin farmakokinetik, temel fizikokimyasal, ilaca benzerlikle
ilgili Tablo 8’de sunulan verileri incelendiginde, molekiil agirliklarinin 6 numarali molekiil
haricinde Lipinski kuralina gore uygun oldugu, lipofilite kriterlerinden olan MLOGP
degerinin ise 3, 17, 20-23 ve 32 numarali molekiil i¢in bu kurala uymadig1 gortilmiistiir.
Ayrica, tiim molekiillerin ilag benzerlik tanimlama programlarindan Veber kuralina uygun
oldugu da tespit edilmistir. SwissADME calismasinda, molekiillerin tibbi kimya
ozelliklerinin belirlendigi filtreleme programi Brenk ile molekiil {izerindeki sorunlu olma
potansiyeli olan gruplar tanmimlanmis ve tez calismamiz kapsaminda sentezlenen
molekiillerin ¢ogunda (1, 2, 3, 15, 16, 17, 24 hari¢) yer alan tiyokarbonil grubu i¢in sistem
uyart vermistir. Molekiillerin tiimiiniin topolojik polar yiizey alan degerlerinin sinirlar
icerisinde oldugu belirlenmistir. Bu durum, molekiillere ait biyoyararlanim radar
grafiklerinde, “POLAR” bolgesi olarak gosterilmektedir. Doygunluk parametresi olan csp3
fraksiyon degeri, en az 0,25 olmasi1 gerekirken sentezlenen molekiillerin hi¢ birinin bu
degere ulagsmadigr belirlenmistir. Biyoyararlanim radar grafiginde “INSATU” bdlgesi
olarak gosterilen csp3 fraksiyon degerine en ¢ok yaklasanlarin, 0,24 degerleriyle 32 ve 14

numarali molekiiller ve ikinci olarak 0,20 degerleriyle 31, 30, 18, 13, 12 numarali
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molekiiller oldugu tespit edilmistir. SwissADME c¢alismalar1 sonucunda molekiillerin,
farmakokinetik Ozelliklerini belirlemede kullanilan, {izerinde etkili olduklar1 enzim
sistemleri incelendiginde, biitiin molekiillerin CYP2C9 ve CYP2C19 enzim sistemleri
tizerinde etkili olacagi tahmin edilmektedir. Baz1 molekiillerin ise Tablo 7’de gorildiigi
gibi bu enzim sistemlerinin haricinde, CYP1A2 (27, 30 ve 31 numarali molekiil dahil) ve
CYP3A4 (9, 27, 30 ve 31 numarali molekiil dahil) enzim sistemleri ilizerinde de etkili
olacaklar1 tahmin edilmektedir. SwissADME caligmalar1 sonucu, Tablo 7’de yer alan
molekiillerin yanisira diger molekiillerin de Abbot biyoyararlanim skorunun 0,55 oldugu
ve bu degerin gefitinib biyoyararlanim skoru ile ayni oldugu tespit edilmistir. Yine bu
caligsmalar sonucu, 3,26 sentetik erisilebilirlik puani oldugu tespit edilen gefitinib gibi 3,19-
3,68 arasindaki sentetik erisilebilirlik puanlariyla sentezlenen molekiillerin de oldukca
kolay erisilebilir olduklar1 sdylenebilir.

Sekil 22°deki molekiillerin ESOL metoduna gore hesaplanan logS degerleri
incelendiginde ise 6, 18, 20, 21, 22, 23 ve 32 numarali molekiillerin logS degerlerinin 6-10
araliginda ve zayif ¢oziiniirlige sahip oldugu, 3,96 logS degerine sahip 7 numaral
molekiiliin ¢oziintir nitelikte oldugu, diger molekiillerin ise logS degerlerinin 6-4 araliginda
ve orta dereceli ¢oziliniirliige sahip oldugu tahmin edilmektedir.

Molekiillerin  ilag  benzerliklerinin ~ tahmininde kullanilan  Sekil  24’deki
biyoyararlanim radar grafikleri incelendiginde lipofiliklik, boyut, polarite, ¢oziiniirliik,
esneklik ve doygunluk gibi kriterlerin tiimii bakimindan optimal degerlerle oOrtlisen
molekiillerin, 12, 13, 14, 30, 31 ve 32 oldugu ve doygunluk degeri hari¢ olmak {izere diger
molekiiller i¢in de biyoyararlanim grafigindeki optimal degerlerinin saglandigi
gorilmektedir. Calismamizda yer alan molekiiller ile gefitinib referans ilacinin
biyoyararlanim grafikleri karsilastirildiginda gefitinib ile en fazla Ortiisen molekiillerin 12,
13, 14, 30, 31 ve 32 oldugu anlasilmaktadir. Biyoyararlanim radar grafik goriintiileri hiicre
kiltirii calismast i¢in uygun bulunan 9, 27, 30 ve 31 numarali molekiil 6zelinde
degerlendirildiginde, grafik goriintiilerinin hiicre kiiltiirii caligma sonuglarini destekleyecek
sekilde oldugu ve radar degerlerinin optimal aralig1 temsil eden pembe alanla biiyiik 6l¢iide
ortiistiigli  gorlilmistiir. Grafiklerde, 9 ve 27 numarali molekiillere ait doygunluk
degerlerinde optimum degerlerden sapma oldugu, 9, 27, 30 ve 31 numarali molekiillere ait
doygunluk degeri disinda kalan biitiin grafik degerlerinin optimum degerler igerisinde

kaldig1 goriilmektedir.
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SwissADME calismalar1 sonucu, sentezlenen biitiin molekiillerin degerlendirildigi
Sekil 23°deki WLOGP-TPSA (haslanmis yumurta grifigi) grafigi incelendiginde,
molekiillerimizin hemen hemen hepsinin (32, 23 ve 14 numarali molekiiller haric)
gastrointestinal emilim olasiliginin yiiksek olacagi ancak molekiillerimizin hi¢ birisinin
BBB (blood-brain barrier) sistemi penetrasyon olasiliginin olmayacagi ve beyine
ulasamayacagi tahmin edilmektedir. Bu nedenle, ¢alismamizda yer alan molekiillerin (32,
23 ve 14 numarali molekiiller hari¢) gefitinib ile gastrointestinal emilim bakimindan
benzedigi ancak hi¢birnin ise BBB sistemi penetrasyonu bakimindan benzemedigi
goriilmistiir. Ayrica bu grafige gore 15, 16, 18, 19, 23, 24, 30, 31 ve 32 numarali
molekiillerin p-glikoprotein ile etkilesimleri olurken diger molekiillerin etkilesiminin
olmayacagi tahmin edilmektedir.

In vivo sitotoksisite calismalarinda, literatiirde bu tiir ¢alismalarda en ¢ok kullanilan
hiicre hatlar1 olan insan akciger karsinom hiicre hatti A549, insan kiigiik hiicreli disi
akciger kanseri hiicre hatti NCI-H358, over kanseri hiicre hatt1 SKOV-3 ve OVCAR-3 ve
ayrica saglikli kontrol hiicre grubu olarak kullanilan saglikli akciger hiicre hatt1 WI-38
kullanild1. Enzimin aktivitesini yariya diisiiren inhibitor konsantrasyonu (ICsp) degerleri
incelendiginde en iyi ICsy degerlerine sahip 9, 27, 30 ve 31 numarali molekiillerin
belirtilen hiicre hatlarinda MTT testi ile sitotoksik etkileri incelendi. Yapilan ¢aligsmalarda
gefitinib molekiilii pozitif kontrol olarak degerlendirildi. A549, NCI-H358 ve SKOV-3
hiicre hatlarinda gefitinib inhibitérii ve 9, 27, 30 ve 31 numarali molekiillerin artan
konsantrasyonlarda daha fazla sitotoksik etki yarattig1 tespit edildi.

Tablo 9’da gefitinib ve 9, 27, 30 ve 31 numarali molekiillerin WI-38, A549, NCI-
H358, SKOV-3 ve OVCAR-3 hiicrelerinin ICsy degerleri gosterilmektedir. Elde edilen
bulgularda, saglikli hiicre hattina kars1 30 numarali molekiil ile gefitinib ICsy degerlerinin
ayni oldugu 31 ve 27 numarali molekiillerin standart molekiilden sirasiyla 51 ve 71,2 kat
daha yiiksek oldugu ve 9 numarali molekiiliin ise 1Csy degerinin belirlenemedigi gozlendi.
Saglikli  hiicre hatlarinda, kullanilan molekiillerin  sitotoksisitesinin az olmasi
beklendiginden, 9, 31 ve 27 numarali molekiillerin gefitinib inhibitdriinden daha iyi sonug
verdigi gorlilmektedir. Kanserli hiicre hatlarinda yapilan denemelerde ise, gefitinib
inhibitoriiniin tiim hiicre hatlarinda daha iyi ICsy degerine sahip oldugu gézlenmis; A549
hiicre hattina karst 27 numarali molekiiliin, NCI-H358 hiicre hattina karsi 9 numarali
molekiilin ve SCOV-3 hiicre hattina krs1 ise 30 numarali molekiiliin ICsy degerleri

acisindan en etkin inhibitdrler olduklar1 bulunmustur (Tablo 9). Bu durumun hiicrelerin
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inhibitér molekiillere olan duyarlilifi veya hiicre igerisine girisleri ile aciklanabilecegi
distiniilmektedir.

Asagida, 1,2,4-triazol molekiillerinin EGFR ve farkli kanser hiicre hatlar1 tizerindeki
inhibisyon etkileri ve sitotoksik aktivitelerinin arastirildig: literatiirdeki bazi1 ¢aligmalarla
ilgili bilgi verilerek, bu calismalardan elde edilen sonuglarla tez ¢alismamizin sonuglar
karsilastirilmistir.

Tez c¢alismamizda yer alan molekiillerin inhibisyon aktiviteleri incelendiginde,
yapilarindaki farkli substitiient gruplarin inhibisyon aktivitesi iizerine etkileri oldugu
anlagilmistir. Konuyla ilgili olarak Acar ve Altuntas (2019) tarafindan yapilan derleme
calismasinda, EGFR inhibitorlerinin en biiyik kimyasal smiflarindan biri olan
kinazolinlerin yapisinda bulunan farkli substitiientlerin antikanser aktivitesi lizerine etkileri
incelenmistir. Bu calismada, molekiil biinyesinde bulunan 4-anilino grubunun, EGFR
kinaza kars1 seciciligi artirdigi belirtilmistir. Ayrica, anilin grubundaki 3-bromo, 3-
hidroksi, 4-hidroksi ve 4-kloro substitlientlerinin varliginin molekiiliin etkinligi {izerinde
olumlu katki sagladigi, 4-anilinokinazolin’in 6 ve 7 numarali konumlarinda bulunan
oksijen atomlarmin metil, etil veya propil gibi gruplarla birleserek halka meydana
getirmesi  neticesinde molekiilin  antiproliferatif  etkisinin artti1  belirtilmistir.
Kinazolinlerin biinyesinde bulunan 4-kloro anilinin enzim aktivitesi iizerinde gdstermis
oldugu etkiye benzer sekilde, ¢alismamizda yer alan molekiillerde de 4-klorofenil
substitiientinin etkisi goriilmiistiir. Calimamizda en yiliksek inhibisyon aktivitesi gdsteren
molekiillerin (9, 27, 30, 31) tiimiiniin yapisinda 4-klorofenil substitiienti oldugu ve iki adet
4-klorofenil substitiienti barindiran 31 numarali molekiilin ICsy degerinin bir adet
bulunduran diger molekiillerin (9, 27, 30) yarist1 kadar oldugu tespit edilmistir. Bu
bulgulardan yola ¢ikarak 4-klorofenil substitiientinin EGFR kinaz enzim inhibisyonunda
onemli bir katkida bulundugu sdylenebilir. Bu diisiinceyi destekler nitelikte olan bagska
calismalara da literatiirde rastlanmustir.

El-Sherief ve ark (2018a ve 2018b) tarafindan yapilan iki farkli calismada, 1,2,4-
triazol iskeletine sahip yeni sentezlenen bir dizi molekiilin MTT yontemi kullanilarak
farkli hiicre hatlarina karsi antiproliferatif aktiviteleri incelenmis ve en iyi aktivite
gosterenlerin daha sonra EGFR, BRAF ve tubulin hedeflerine karsi inhibisyon edici
etkinlikleri arastirilmistir. Sonug olarak, bir calismada (2018b) EGFR’ye karsi en iyi
inhibisyon aktiviteye sahip oldugu anlasilan 8c (R: piridin-3-il ve R;: 4-OCH3) ve 8d (R:
piridin 4-il ve R;: 4- OCHs) bilesiklerinin sirasiyla 3,6 uM ve 4,6 uM ICsy degerine sahip
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oldugu bildirilmistir. Diger ¢calismada (2018a) ise 14d (R;: 4- OCH; ve R;: 4-Cl), 14e (R;:
3,4,5-tri(OCHj3) ve Ry: H) ve 14f (Ry: 3,4,5-tri(OCH;3) ve R,: 4-Cl) bilesiklerinin ICsg
degerleri sirasiyla 1,5 uM, 2,8 uM ve 1,7 uM olarak, standart olarak ise erlotinib ICsg
degeri 0,07 puM olarak hesaplanmistir. Bu c¢alismadaki molekiillerin hiicre kiiltiir
calismalarinda, A549 hiicre hattina karsi 10 uM sabit konsantrasyonda 11b maddesiyle
%32 oraninda biiylime inhibisyonu tespit etmislerdir. Ayni1 ¢alismada OVCAR-3 hiicre
hattinda inhibisyon gozlenememistir.  Bu sonuglara bakildiginda, bu molekiillerin
EGFR’ye kars1 giiclii birer inhibisyon aktivitesi sergiledigi ancak, bu degerler
calismamizda elde edilen degerlerle karsilastirildiginda, en diisiik 0,4-0,8 uM’lik 1Csg
degerleriyle calismamizdaki 9, 27, 30 ve 31 numarali molekiillerin EGFR’ye kars1 daha iyi
inhibisyon aktivitesi sergiledigi goriilmiistiir.

Hashem vd (2022) tarafindan yeni sentezlenen 1,2,4-triazol ve 1,3,5-triazin
tirevleriyle gergeklestirilen sitotoksisite ¢alismasinda, dort kanser hiicre hatti (HepG-2,
PC-3, MCF-7 ve A549) ve normal periferal kan mononiikleer hiicre hatt1 kullanilmis ve
bazi molekiillerin EGFRY" ve EGFR"™ mutasyonu iizerindeki etkinlikleri, in vitro
ortamda, erlotinib ve doxorubicin standart ilaglarla kiyaslanarak degerlendirilmistir.
Calisma sonucunda, en giiclii sitotoksik aktiviteyi, MCF-7 hiicre hattina kars1 1,29-4,30
uM arasinda degisen ICsy degerleriyle 6a-c 1,2,4-triazol molekiillerinin sergiledigi ve bu
degerlerin 4,16 ve 4,17 uM’lik ICsy degerine sahip referans ilaclarin degerlerine yakin
oldugu belirlenmistir. A549 hiicre hattinin ise bu bilesiklere kars1 (3,18-5,85 uM arasinda
degisen ICsy degerleriyle) 8,20 uM ICsy degerine sahip doxorubicine gore yaklasik 1,3-2,6
kat daha fazla duyarli oldugu, 3,76 uM ICsy degerine sahip erlotinibe kars1 ise yaklagik esit
duyarhilik sergiledigi gorilmiistiir. Calismamizdaki 9, 27, 30, 31 numarali molekiillerin
A549 hiicre hattina kars1 elde edilen ICsy degerlerinin bu ¢alismadaki molekiillerin A549
hiicre hattina kars1 elde edilen degerlerine yakin oldugu goriilmektedir. Sentezlenen tiim
molekiiller ise normal hiicre hattina karsi diisiik sitotoksik aktivite gostermistir. Diger
taraftan, 5a-c, 6a-c numarali 1,2,4-triazol molekiilleri, referans ilaglarla karsilastirildiginda,
EGFR"’™ mutantia kars: daha fazla inhibitor potansiyeli gdstermekle birlikte, dogal tip
EGFR ye karsi da umut verici inhibitor etki gosterdigi anlasilmistir. Ayrica, 6b molekiilii
her iki mutanta karsi en giiclii inhibitér etkiyi gostermistir. Yapilan incelemede,
calismamizda EGFR’ye karst en iyi inhibisyon aktiviteyi gosteren molekiiller ile bu
¢alismadaki EGFR™" ve EGFR""™™ mutantina kars1 en iyi aktiviteyi gdsteren molekiillerin

inhibisyon aktivitelerinin olduk¢a yakin oldugu goriildii.
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Emami ve arkadaslar1 (2022) tarafindan sentezlenen on dokuz yeni 1,2,4-triazol bazli
molekiilin kimyasal yapilari IR, "H-NMR, kiitle spektrumlari ve element analizi ile
dogrulanmis ve ADME ozellikleri, SwissADME yazilimi kullanilarak belirlenmistir.
Calismadaki en iyi sitotoksik aktivite gosteren molekiillerin ADME sonuglari, tez
calismamizdaki EGFR kinaz iizerinde en iyi inhibisyon aktivitesi gosteren molekiiler (9,
27, 30, 31) ile karsilastirildiginda ise her iki calismadaki molekiillerin fizikokimyasal
Ozelliklerinin Lipinski/Veber kurallarina (MW, LogP, HBD, HBA, donebilen bag sayisi,
TPSA) uygun oldugu belirlenmistir. Sentezlenen bilesiklerin in vitro sitotoksik aktivitesi,
MTT yontemi kullanilarak MCF-7, Hela ve A549 kanser hiicre hatlarina karst
degerlendirilmistir. Elde edilen sonuglar, sentezlenen bilesiklerin, MCF-7 ve Hela kanser
hiicre hatlarina kars1 nispeten yliksek ve orta dereceli antiproliferatif aktiviteye sahip
oldugunu gostermistir. 7d, 7e, 10a ve 10d molekiilleri, test edilen ii¢ hiicre hattina kars1 en
giiclii aktiviteyi gostermistir. Ancak, molekiillerin A549 hiicre hattina karsi 1Csg
degerlerinin (9,4 uM<ICsy<177,3 uM) diger hiicre hatlarina kiyasla daha yiiksek oldugu
tespit edilmistir. Diger taraftan, bu degerlerin, ¢alismamizda yer alan molekiillerin A549
hiicre hattina kars1 elde edilen ICsy degerlerinden yiiksek oldugu tespit edilmistir. Bu
durumda, calismamizdaki molekiillerin A549 hiicre hattina karsi daha iyi sitotoksik
aktivite gosterdigi anlasilmaktadir. Ayrica, bu calismadaki molekiillerin yapi-aktivite
iligkileri incelendiginde, fenil halkas1 iizerinde bulunan elektronegatif siibstitiientlerin
varliginin yani sira bir karbonil grubunun varliginin da sentezlenen bilesiklerin sitotoksik
aktivitesinde nispi bir artisa neden oldugu belirlenmistir.

Shahzadi ve arkadaslarinin (2021) yiiriitmiis oldugu bir ¢calismada, N-fenil asetamid
gruplarina sahip teofilin-7-asetik asit (asefilin) tiirevi yeni 1,2,4-triazol bilesikleri
sentezlenmis (11a-j) ve bu molekiillerin A549 ve MCF-7 kanser hiicre hatlarina karst MTT
yontemi kullanilarak inhibisyon potansiyelleri ve hiicre canliliklar arastirilmis ve 11a, 11c,
11d, 11g ve 11h molekiillerinin her iki hiicre hattina karsilik elde edilen canlilik
degerlerinin yaklasik % 20-60 araliginda oldugu tespit edilmistir. Molekiillerin A549 hiicre
hattina kars1 I1Csy degerleri incelendiginde en giiclii ajanin, en diisiik ICsy degerine (1,25
uM) sahip 11g molekiilii oldugu kabul edilmistir. Bu ¢calismadaki A549 hiicre hattina kars1
elde edilen sitotoksisite sonuglari, ¢calismamizdaki 9, 27, 30, 31 numarali molekiillerin
sonuclartyla kiyaslandiginda, 11g molekiilii hari¢ biitiin 1,2,4-triazol molekiillerin 1Csq
degerlerinin ¢alismamizda yer alan molekiillerden ¢ok daha yiiksek oldugu goriilmektedir.

Bu da ¢alismis oldugumuz molekiillerin anti-kanser ilag olabilme potansiyellerinin daha
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yiiksek oldugunu gostermektedir. Ayrica 11g molekiiliiniin docking ¢aligsmalari da yapilmis
ve sonuglart biyolojik tespit ¢calisma sonuclari ile uyumlu ¢ikmistir. Giincel ¢alismalarda,
asefinil bagli triazol molekiillerinin 6ncii bilesikler olacagi ve asefinilli bu bilesikler
tizerinde gerceklestirilecek daha fazla modifikasyonun, anti-kanser ilaglarindaki ilerlemeyi
artirabilecegi belirtilmektedir.

Alsaad ve arkadaglart (2022) bir ¢alismada, 1,2,4-triazol molekiilleri (H7-H12)
sentezlemis ardindan bu triazol molekiilleri DCC kullanilarak mefenamik asit ile
reaksiyona sokularak nihai molekiiller (HB1-HB6) sentezlenmistir. Ardindan bu
bilesiklerin, A549 ve Hep G2 kanser hiicre hatt1 ve WI-38 normal hiicre hattina karsi, MTT
yontemi kullanilarak, sitotoksik 6zellikleri ve EGFR tirozin kinaz inhibisyon aktiviteleri
arastirilmistir. Calisma sonunda, sentezlenen altt molekiiliin her iki kanser hiicre hattina
kars sitotoksik ozellik gosterdigi ve HBS molekiiliiniin, Hep G2 hiicre hattina karsi, 2,87
uM ile en dislik ICsy degerini sergiledigi belirlenmistir. A549 hiicre hattina karsi
molekiillerin ICsy degerleri ise 9,69-18,74 uM araliginda tespit edilmistir. Bu degerler,
hiicre kiiltiirii calismamizda kullanilan molekiillerin A549 hiicre hattina karsi elde edilen
degerlerden daha yiiksektir. Bu bakimdan, hiicre kiiltiirii testine tabi tutulan
molekiillerimizin sitotoksik aktivitelerinin daha iyi oldugu sdylenebilir. HBS molekiiliiniin
kanser hiicrelerine karsi secici olup olmadiginin anlagilmasi i¢in WI-38 normal hiicre
hattina kars1 sitotoksik aktivitesi incelenmis olup, 23,67 uM’lik 1Cso degeri ve 8,25°lik
secicilik indeksi degeri (SI= ICso, normat hiicre/ ICs0, kanser hiicreleri) 11€ kanser hiicrelerine karsi
oldukca 1yi bir segicilik 6zelligine sahip oldugu tespit edilmistir. Alsaad ve arkadaglarinin
yiiriitmiis oldugu c¢alismada ayrica, 1,2,4-triazol molekiillerinin ve erlotinibin ADME
ozellikleri incelenmis ve HB1’in en iyi ADME o0zelliklerine sahip oldugu kanisina
varilmistir. Calismamizdaki ve bu calismadaki molekiillerin ADME c¢alisma sonuglari
karsilagtirildiginda, gastrointestinal emilim ve kan-beyin bariyer gecisi verilerileri
bakimindan her iki ¢alismadaki molekiillerin benzer etkiler gosterdigi anlasilmaktadir.
Ayrica, CYP enzim sistemlerine yonelik metabolizma profillerinin incelenmesi sonucu
molekiillerin, karaciger enzimlerinin ¢oguna karsi herhangi bir inhibitor etki gostermedigi
ve sonuclarin erlotinib sonuglariyla paralellik gosterdigi tespit edilmistir. Bu sonuglar
bakimindan ise g¢alismamizdaki molekiillerin CYP enzim sistemleri iizerine daha iyi
inhibitor etkisi gosterecegi tahmin edilmektedir. Diger taraftan, bilesiklerin yapi-aktivite
iligkileri incelendiginde bazi tespitler yapilmistir. Buna gore, 4-nitrofenil grubuna sahip

bilesiklerin, 4-fenil grubuna sahip olanlarla hemen hemen esit aktivite gosterdigi,
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hidrofobik kuyrukta klor gruplari iceren bilesiklerin (HB2 ve HBS), MTT analizine gore
hedeflenen hiicrelere karst en iyi aktiviteyi gosterdigi ve bu nedenle, HB5’deki klor
tiirevinin HB6’daki metoksi tiirevinden ve HB4’deki fenil tlirevinden daha iyi oldugu
kanisina varilmistir. Bu kani, ¢calismamiz sonucunda varilan, 1,2,4-triazol molekiillerinin
sahip oldugu 4-4-klorofenil substitiientinin EGFR inhibisyonu {iizerine olumlu katki
saglayabilecegi tespitini destekler niteliktedir.

Mohassab ve arkadaglar1 (2020), yapmis olduklar1 bir g¢alismada, EGFR ve
BRAFYF Linazlarini hedeflemek amaciyla 1,2,4-triazol grubu iceren 18 adet yeni
kinolin/kalkon hibrit molekiilleri sentezlemis ve bu molekiillerin farkli hiicre hatlar1 (A549,
MCF-7, Panc-1, HT-29) iizerindeki anti-proliferatif etkileri incelenmistir. MTT yOntemi
kullanilarak yapilan sitotksisite ¢alismalar1 sonucunda, 7a, 7b, 9a, 9b ve 9d molekiiniin
umut verici anti-proliferatif aktivite gdsterdigi ve bu molekiillerin docking calismalarinda
EGFR ve BRAFY"F enzimine iyi baglanma ilgilerinin oldugu degerlendirilmistir. Bu
calismada, A549 kanser hiicre hattina karsi elde edilen ICsy degerlerinin c¢ogunun,
calismamizdaki sitotoksik analizlerde elde edilen degerlerinden daha yiiksek oldugu ancak
7b, 9b ve 9d molekiillerinin degerlerinin daha diisiikk oldugu (3,6-4,7 uM), 7a ve 9a
molekiliiniin  ICsy degerlerinin ise ¢alismamizdaki molekiiller ile yakin oldugu
goriilmektedir. Bu ¢alismada sentezlenen molekiillerden kanser hiicre hatlarina karsi en iyi
anti-proliferatif etki gosterdigi anlasilan 7a, 7b, 9a, 9b ve 9d molekiillerinin EGFR ve
BRAFY" enzim inhibisyon degerleri (ICso= 1,3-4,8 uM), erlotinib referans ilaci
degeriyle (ICso = 0,08 uM) karsilastirilmistir. Elde edilen bu degerlere bakildiginda, bu
calismada sentezlenen molekiillerin standart ila¢ olarak kullanilan erlotinibten ve tez
calismamizdaki en iyi aktivite gosteren 9, 27, 30, 31 numarali molekiillerden daha diisiik
EGFR enzim inhibisyon aktivitesi gosterdigi tespit edilmistir.

Khairnar ve arkadaslar1 (2020) calismalarinda, bir dizi 1,2,4-triazol-il-kuinazolin-4-
on tiirevi molekiiller (QTO01-09) sentezleyerek karakterizasyon ¢alismasi yapmistir.
Sentezlenen molekiillerin docking c¢alismalari, EGFR-tirozin kinaz enzimini inhibe etme
potansiyelleri ve bazi kanser hiicre hatlarina (A549, HeLa, MCF-7) kars1t antikanser
ozelliklerinin arastirilmasi yapilmistir. QT01-09 molekiillerinin tiimiiniin, ELISA yontemi
kullanilarak, enzim inhibisyon aktiviteleri arastirilmis ve QT07 molekiiliiniin (%I=75,54)
kiyaslandig1 standart ilaca (%I=96) yakin EGFR inhibisyon aktivitesi gosterdigi tespit
edilmistir. Enzim testinden elde edilen bulgular, bu molekiilin giliclii EGFR inhibitor

aktivitesi gosterdigini ve cesitli kanser hiicre hatlarina kars1 iyi bir anti-kanser etkisine
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sahip olabilecegini bildirilmistir. Ancak, calismamizdaki molekiillerin EGFR enzimi
tizerindeki % inhibisyon degerleriyle karsilastirildiginda ise bu calismada elde edilen
degerlerin daha diislik oldugu anlasilmaktadir. Molekiillerin kanser hiicre hatlarina karsi
sergiledigi inhibisyon etkilerine bakildiginda, EGFR {izerine iyi bir inhibisyon etkisi
oldugu tespit edilen QTO07 molekiiniin, her ii¢ kanser hiicre hattina karsi giiglii bir
aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir (LCso (uM)= 0,044 (HeLa); 1,54 (MCF-7); 0,154
(A549)). Ayrica, QT03, QT04 ve QT08 molekiiliiniin de her ii¢ hiicre hattina kars1 hafif
seviyede aktivite gosterdigi, diger molekiillerin ise en az diizeyde aktivite gosterdigi
belirlenmistir. Yapilan karsilastirmada, QTO07 molekiiliine ait A549 hiicre hattina kars1 elde
edilen LCsy degerinin, tez ¢alismamizdaki sitotoksik ¢aligmalardan elde edilen en diisiik
ICso degerine (31=0,4 uM) gore yaklasik 2,5 kat daha diigiik oldugu goriilmektedir. Bu
durum, QTO07 molekiiliinlin A549 hiicre hattina karsi, g¢alismamizda sentezlenen
molekiillerden daha fazla sitotoksik aktiviteye sahip olduguna isaret etmektedir.

Yahya ve Abdullah (2020), ¢aligmalarinda bazi N’-benzilidenisonikotinohidrazid,
2,3-dihidro-1,3,4-okzadiazol (4a-h) ve 4,5-dihidro-1,2,4-triazol (5a-h) molekiilleri
sentezlemis ve bu molekiillerin antitiimor aktivitesi incelenmistir. Sentezlenen
molekiillerin MCF-7 kanser hiicre hattina karsi sitotoksik aktiviteleri SRB kolorimetrik
yontemi kullanilarak incelenmis ve sonuglar standart inhibitor ila¢ olarak kullanilan
doxorubicin ile kiyaslanmis ve sentezlenen molekiillerin 1yi ve orta diizeyde sitotoksik
aktivite sergiledikleri sonucuna varilmistir. Bu ¢alismadaki MCF-7 hiicre hattina kars1 en
iyl aktivite gosteren 1,2,4-triazol molekiiliiniin (5c) ICsy degeri, tez c¢aligmamizda
kullanilan kanser hiicre hatlarima karsi elde edilen degerlerle kiyaslandiginda her iki
calismadaki ICsy degerlerinin birbirine oldukc¢a yakin oldugu tespit edilmistir. Diger
taraftan, bu c¢aligmadaki molekiillerin fenil grubuna bagli substitlientlerin konumlarinin,
calismamizda go6zlemlendigi gibi, antikanser aktiviteleri lizerinde biiyilk oranda etki
gosterdigi de tespit edilmistir.

Yang ve arkadaslar1 (2019) tarafindan sentezlenen yeni 2-amino-4-(1,2,4- triazol)
piridin tiirevlerinin (8a-b, 9a-b, 10a-1), 6nce HTRF yontemi kullanilarak hem dogal tip
EGFR kinaz hem de L858R/T790M mutant EGFR kinaz i¢in enzimatik inhibitor
aktiviteleri incelenmistir. Daha sonra, molekiillerin bazi NSCLC hiicre hatlarina ve
glioblastoma (GBM) hiicre hatlarina karsi anti-proliferatif sitotoksik aktiviteleri de
incelenmis ve bazi standart EGFR inhihibitorlerin (gefitinib, erlotinib, osimertinib ve

lazertinib) degerleriyle karsilagtirllmistir. Ayrica, sentezlenen molekiillerin in silico
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ADMET caligmalan yiiriitilip, 10c ve 10j molekiillerinin kan-beyin bariyer gegisi
yapabilecegi ve iyi bir merkezi sinir sistemi penetrasyon Ozelligine sahip olduklar
tahmininde bulunulmustur. Tez ¢alismamizdaki molekiillerin ADME sonuglariyla
karsilastirildiginda, 10c ve 10j molekiiliiniin kan-beyin bariyer gegisi sonuglar1 bakimindan
daha iyi sonu¢ vermistir. Sitotoksik aktivite deneyleri sonucu, 8a (ICso=163,6 nM) ve 10b
(ICsp =146,9 nM) molekiillerinin mutant EGFR’yi sirastyla, % 90 ve 87 oranda inhibe
ettigi tespit edilmistir. Ancak, R1 konumunda yer alan bir propanol grubuna sahip 8a
molekiiniin 10b’ye kiyasla hem NSCLC hem de GBM hiicre hatlar1 lizerinde daha zayif
anti-proliferatif etki gosterdigi belirlenmistir. Bu nedenle, daha sonra molekiildeki SCH3
(R1) ve OCHj3 (R2) gruplar sabit tutularak R3 konumundaki cesitli hidrofilik gruplarin
aktivite tizerine etkileri de incelenmistir. Bu c¢alisma sonucunda ise R3 konumundaki
trimetilmetandiamin grubunu i¢eren 10c molekiiliiniin dogal tip ve mutant EGFR’ye kars1
sergiledikleri %90 ve %105 inhibisyon oranlariyla en giiglii inhibe edici aktiviteye sahip
oldugu goriilmistiir. Yapilan karsilastirmada, 10c molekiiliiniin bu ¢alismada EGFR’ye
kars1 elde edilen en diisiik 1Csy degerine sahip oldugu ve ¢alismamizdaki 9, 27, 30 ve 31
numarali molekiillerin 1Csy degerlerinden yaklasik 10-20 kat daha diisiikk degere sahip
oldugu anlasilmaktadir. Ancak, her iki ¢alismadaki molekiillerin geneline bakildiginda ise
calismamizda yer alan molekiillerin EGFR inhibisyon oranlarmin daha yiiksek oldugu
gorilmektedir.

Thabet ve arkadaslar1 (2022), yeni bis(1,2,4-triazolo[3,4-b][3,4-b][1,3,4]tiadiazin)
(8a-1) ve bis((kinoksalin-2-il) fenoksi) alkan (10a-e) tiirevlerini sentezleyerek, EGFR ve
PARP-1 molekiiler hedeflerine karsi apoptoz indiiksiyonlarini degerlendirmistir. Bu
calismada, ayrica MTT yontemi kullanilarak MCF-7 ve MDA-MB-231 kanser hiicre
hatlarina kars1 sitotoksik caligmalar yiiriitiilmiis ve molekiillerin ICsy degerleri standart ilag
olarak kullanilan erlotinib degeriyle karsilastirilmistir. Sonuglara gore, 8d, 81 ve 8l
molekiilleri her iki hiicre hattina kars1 en iyi aktiviteyi gostermistir. Her iki hiicre hattina
kars1 en 1yi sitotoksik aktivite sergileyen 81 molekiiliiniin se¢icilik 6zelliginin arastirilmasi
icin daha sonra normal hiicre hatt1 olan MCF-10A’ya kars1 sitotoksik aktivitesi incelenmis
ve 52,4 uM’lik ICsq degeri ile zayif bir sitotoksik aktivite gosterdigi belirlenmistir. Bu
sonug, 81 molekiiliiniin her iki meme kanseri hiicre hattina kars1 oldukga segici bir 6zellik
sergiledigini ifade etmektedir. Sitotoksik c¢alisma sonrasi, en iyi aktiviteye sahip olan
molekiiller (8d, 8i ve 8l) se¢ilerek EGFR enzim hedefine karsi ICsy inhibisyon degerleri
incelenmis ve sirasiyla 123,1 nM, 64,65 nM ve 78,9 nM olarak hesaplanmistir. EGFR’ye
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kars1 elde edilen bu ICsg inhibisyon degerleri tez calismamizdaki 9, 27, 30 ve 31 numarali
molekiillerin degerleriyle karsilastirildiginda, 8d, 8i ve 81 molekiiliin sonuglarinin daha
umut verici oldugu goriilmektedir.

Youssef ve arkadaslar1 (2022) tarafindan, EGFR ve PARP-1 enzim hedefli ikili
inhibitér amacl sentezlenen yeni biyoaktif indolil-1,2,4-triazol hibritlerinin MTT yontemi
kullanilarak MCF-7 ve HepG2 kanser hiicre hatlarina karsi sitotoksik aktiviteleri tayin
edilmistir. Elde edilen ICsy degerleri erlotinibin degerleriyle karsilastirilmis ve en fazla
sitotoksik aktivite gosteren bilesigin erlotinibden daha diisiik ICsy degerine sahip olan 13b
oldugu ve diger molekiillerin ise orta diizeyde sitotoksik aktivite sergiledigi kanisina
vartlmistir. En fazla sitotoksik aktiviteye sahip oldugu belirlenen 13b molekiiliiniin normal
hiicre hatlarina (MCF-10A ve THLE2) karsi inhibisyon yiizdeleri arastirilmis ve 13b
molekiiliiniin, kanser hiicrelerine kars1 etkili olurken saglikli hiicreler iizerinde toksik etki
gostermedigi anlagilmigtir. Daha sonra, sitotoksik calismada en iyi aktivite sergileyen
molekiillerin EGFR ve PARP-1 enzim hedeflerine karsi inhibisyon aktiviteleri
arastirilmistir. EGFR ve PARP-1 hedefli gergeklestirilen inhibisyon ¢aligmalar1 sonucu 13b
molekiiliiniin, erlotinibe (ICso, egrr=80 nM) karsilik elde edilen 62,4 nM’lik 1Cso degeri ve
olaparibe (ICsp, parp-1=1,49 nM) karsilik elde edilen 1,24 nM’lik ICsy degerine
bakildiginda, bu molekiilin EGFR ve PARP-1 ikili enzim inhibisyonu i¢in umut verici bir
ajan olabilecegi kanisina varilmistir. Ayrica, bu degerlerle calismamizdaki EGFR’ye kars1
elde edilen en diisik ICsy inhibisyon degerleri karsilagtirildiginda, bu molekiillerin
sonuglarinin daha umut verici oldugu goriilmektedir. Diger calismalardan ve tez
calismamizdan farkli olarak, 13b molekiiliiniin in vivo ortamda antikanser etkinliginin
dogrulamasi yapilmis ve bunun ig¢in kat1 Ehrlich karsinom (SEC) hiicreleri kullanilmis ve
daha sonra deney farelerinde tiimdr yiikii arastirilmistir. Deney sonunda kan ve timor
parametrelerine bakildiginda, 13b molekiiliiniin SEC hiicrelerinin tiimor etkinligini énemli
Olclide azalttig1 belirlenmistir. Elde edilen bu sonug, tez ¢alismamizdaki molekiillerin in
vivo ortamda antikanser etkinliginin arastirilmasi onerisi i¢in tesvik edici olmustur. Diger
taraftan, in silico ¢alismada 13b molekiiliiniin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri ve ilaca
benzerlik skorlar1 gibi farmakokinetik 6zellikleri SwissADME programi kullanilarak
tahmin edilmistir. BOILED-Egg grafiginden 13b molekiiliiniin gastrointestinal gegisinin
oldugu ancak kan-beyin bariyer gecisinin olmadigir sonucuna varilmistir. 13b Molekiiniin
BOILED-Egg grafigindeki goriintiisii, tez ¢alismamizda yer alan molekiillerin

cogunlugunun goriintlisiiyle Ortiismektedir. 13b  Molekiiniin biyoyararlanim grafigi
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incelendiginde de c¢alismamizda kullanilan molekiillerin ¢ogunun biyoyararlanim
grafiklerinde oldugu gibi “INSATU” degeri disindaki degerlerin hepsinin sinirlar
igerisinde kaldig1r goriilmektedir. Ayrica, bu c¢alismada sentezlenen molekiillerden, R
gruplarinda 4-4-klorofenil substitiienti barindiranlarin diger substitiientlere kiyasla daha
fazla sitotoksik aktiviteye sahip oldugu goriilmektedir. Bu yapi-aktivite iliskisi,
calismamizda yer alan molekiillerde de gozlenmis olup ¢alismamizdaki tespitleri destekler

niteliktedir.



5. ONERILER

Bu calismada, TUBITAK (1001) 118Z187 kodlu proje kapsaminda sentezlenmis
hEGFR inhibitérii aday1 olabilecek bilesiklerin enzim inhibisyon c¢alismalari, in vitro
sitotoksisite ¢calismalart ve ADME caligsmalar1 gerceklestirilmistir.

Yapisinda 4- klorofenil substitiienti bulunduran 9, 27, 30 ve 31 numaral
molekiillerin EGFR kinaz iizerindeki basarili inhibisyon aktivitesi gostermeleri nedeniyle
4-klorofenil substitiienti tagiyan daha farkli 1,2,4-triazol molekiilleri sentezlenip EGFR
kinaz inhibisyon aktivitelerinin incelenmesinde yarar oldugu diisiiniilmektedir. Ayrica,
calismamiz kapsaminda sentezlenen molekiillerin —NH, -CONHNHCSNH- gibi aktif
substitlient igermesi nedeniyle bu molekiillerin kullanilmas: sonucu daha baska biyoaktif
molekiillerin sentezlenmesi saglanabilir.

Brenk filtreleme programina gore toksik oldugu ve kimyasal olarak reaktif,
metabolik olarak kararsiz veya zayif farmakokinetikten sorumlu oOzellikler tagidigi
varsayilan tiyokarbonil grubu gibi sorunlu substitiientlerin olmadigt molekiiller
sentezlenerek, bu molekiillerin EGFR {iizerinde nasil bir etkiye sahip olacag: arastirilabilir.

Bir sonraki asamada, calismamizda sentezlenen molekiillerden en yiiksek inhibisyon
aktivasyonu gosteren molekiillerin, in vivo ortamda antikanser etkinliklerinin
dogrulamasinin yapilmas: bu molekiillerin EGFR-TKI ajan1 olabilmesi yolunda énemli bir
adimdir.

Kanser hiicrelerinin EGFR mutasyonuna ugramasi sonucu gelistirilen EGFR-
TKi’lere karsi zamanla diren¢ baslamasi, kanser tedavisinde karsilasilan en onemli
sorunlardandir. Bu nedenle calismamizda en yiiksek aktivite gosteren molekiillerin
EGFR"™ mutasyonlu kanser hiicre hatlarina karst in vitro sitotoksisite calismalar
yapilabilir.

Ayrica, 1yi inhibisyon aktivitesi gdsteren molekiiller nanopartikiil sisteme
dontstiiriilerek hedefe yonelik etkileri arastirilarak normal sistemle kiyaslamalari
yapilabilir.

Yapilan calismalar sonucunda 1,2,4-triazol halkast igeren bilesiklerin EGFR
inhibisyon aktivitesine sahip oldugu belirlenmistir. 1,2,4-Triazol halkali bilesiklerin,
antikanser aktivitelerinin disinda, antikonviilsan ve antidepresan, anti-inflamatuar,

analjezik, antioksidan, antitiiberkiiler ve antimikrobiyal gibi ¢ok genis bir alanda biyolojik
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aktivite gosterdikleri de bilinmektedir. Bu nedenle, ¢aligmamiz kapsaminda antikanser
aktiviteleri arastirilan molekiillerin diger biyolojik aktivitelerinin tayini i¢in de bir ¢alisma
gergeklestirilebilirbilir.

Tim bu caligmalardaki inhibisyon ve kinetik ¢alismalar1 sonucu elde edilen veriler
dikkate alindiginda docking ve SwissADME calismalariyla desteklenen ve biyokimyasal
olarak optimize edilmis daha etkili 1,2,4-triazol molekiillerinin tasarlanmasi ve

sentezlenmesinin yolunun agilabilecegi diistiniilmektedir.
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