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Bilindigi tizere, dogada var olan timol ve heterosiklikler, ¢esitli hastaliklarin
onlenmesi ve tedavi edilmesi i¢in en 6nemli kaynaklardir ve arastirmalarin da ¢ikis
noktalarini olusturmaktadirlar. Ozellikle kanser gibi tedavisi zor olan hastaliklarda
gerek ana tedavi gerekse ana tedavinin yardimeisi olarak, ¢esitli etken maddelerin
kullannm1  popiilerlesmektedir. Timol (2-izopropil-5-metilfenol), Lamiaceae
familyasina (Thymus ,Ocimum ,Origanum ve Monarda ) ait bitkilerden izole edilen
monoterpen fenoldiir. Timol ve tlirevleri 6nemli biyolojik etkilerinden dolay1 genis
bir literatiire sahiptir. Timol, antikanser, antifungal, antibakteriyel, antioksidan gibi
biyolojik aktivitelere sahiptir. Benzotiyofen ve indol tiirevleri ise son yillarda sahip
olduklar1 farmakolojik etkilerden dolay1 iizerinde yapilan ¢alismalarin oldukca
artt1ig1r 6nemli bir heterosiklik bilesik grublaridir. Bu caligma kapsaminda yeni
sentezlenen bes adet benzotiyofen-timol ve indol-timol hibrid molekiillerinin
sitotoksik ve anti-karsinojenik etkilerinin insan akciger karsinoma (A549), insan
prostat karsinoma (LNCaP), insan kolorektal adenokarsinom (Caco-2) ve insan
meme adenokarsinoma (MCF-7) gibi farkli kanser hiicreleri lizerinde arastirilmasi
amaclanmistir. Bu baglamda farkli kanser hiicrelerinde etkin dozlar1 (ECso) iki
tiirev i¢in (AS1 ve AS7) hesaplanmis ve sitotoksik etkileri ortaya konulmustur. Bu
iki aktif tiirevin apoptoz ile iliskili genlerin (BAX, BCL-2, CASP3, CASPS, CASP9)
mRNA seviyelerine olan etkileri QRT-PZR ile belirlenmistir. BAX, CASP3, CASPS,
CASPY genlerinin mRNA seviyesinde degisimler kontrole gore kiyasla onemli
dlciide artis gosterirken, BCL-2 mRNA seviyesinde ise azalis saptanmistir. Image
sitometre sonuglar1 apoptozun bu iki madde uygulanmasi sonucunda indiiklendigini
gostermistir. Tiim bunlarin 15181nda, yeni benzotiyofen-timol (AS1) ve indol-timol
tirevinin (AS7) iki farklt mekanizma kullanarak apoptoz indiiksiyonuna neden
oldugu ve sitotoksik etki gosterdigi ortaya c¢ikarilmistir. Tiim bu sonuglar, bu iki
tiirevin kanser tedavisinde kullanilma potansiyeli olabilecegini gostermistir.

ANAHTAR KELIMELER: Timol, Anti-karsinojenik, Sitotoksisite, Apoptoz,
Benzotiyofen, Indol



ABSTRACT

ELUCIDATION OF ANTI-CARCINOGENIC PROPERTIES OF NOVEL
BENZOTHIOPHENE-THYMOL AND INDOLE-TYHMOL HYBRID
DERIVATIVES
MSC THESIS
SIBEL ZEYBEK
PAMUKKALE UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

BIiOLOGY
(SUPERVISOR:PROF. DR. SEVKi ARSLAN)
DENIZLi, AUGUST 2022

It is well known that, thymol and heterocycles existing in nature are the
most important sources for the prevention and treatment of various diseases and
these are the starting point of many researches. The usage of pure compounds
have become more popular in treatment of hardly curable diseases such as
cancer as a main treatment or as apart of many treatment. Thymol (2-isopropyl-
5-methylphenol) is a monotherpene isolated from plants of the Lamiaceae
family (Thymus, Ocimum, Origanum and Monarda). Thymol and its derivatives
have been studied widely due to their significant biological effects. It has
biological activities such as, anticancer, antifungal, antibacterial and antioxidant
activities. Benzothiophene and indole derivatives are an important group of
heterocyclic compounds that have received great deal of attention in recent years
due to their pharmacological activities. The cytotoxic and anti-carcinogenic effects
of newly synthesized five different benzothiophene-thymol and indole-thymol
hybrid molecules on human lung carcinoma (A549), human prostate carcinoma
(LNCaP), human colorectal adenocarcinoma (Caco-2), and human breast
adenocarcinoma (MCF-7) on various cancer cells were investigated in this study.
In this context, the effective doses (ECso) in different cancer cells were calculated
for two derivatives (AS1 and AS7) and their cytotoxic effects were evaluated. The
effects of these two active derivatives on apoptosis-related genes’ (BAX, BCL-2,
CASP3, CASPS, CASP9) mRNA levels were determined by qRT-PCR. While, the
mRNA levels of BAX, CASP3, CASPS, CASP9 genes increased significantly
compared to control, a decrease in BCL-2 mRNA level was detected. Image
cytometry results showed that apoptosis was induced as a result of the
administration of these two derivatives. In the light of all these results, it has been
revealed that the new benzothiophene-thymol (AS1) and indole-thymol derivative
(AS7) cause apoptosis induction by using two different mechanisms and exert
cytotoxic effects. All these results showed that these two derivatives may have the
potential to be used in cancer treatment.

KEYWORDS: Thymol, Anti-carcinogenic, Cytotoxicity, Benzothiophene,
Indole, Apoptosis
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1. GIRIS

Kanser, DNA hasar1 sonucunda hiicrelerin kontrolsiiz bir bicimde biiytimesi,
proliferasyonu ve yayilmasidir. Gelisen teknolojiye ragmen kansere yoOnelik
konvansiyonel tedavi yontemlerinin (kemoterapi, radyoterapi, cerrahi) kullanimi
devam etmektedir. Bu tedavi yontemleri insan sagligi iizerinde bagka hastaliklara
sebep olabilecek birgok yan etki olusturmaktadir. Bunlarin aksine toksik etkisi
azaltilmis yeni ilag adayr molekiillerin arastirilmasi1 ve etkilerinin ortaya

konulmasi gerekmektedir.

Dogal iirlinler bir¢ok spesifik 6zellikleri tagiyan iskele yapilar1 ve ¢esitliligi ile
karakterize edilmektedir (Atanasov ve dig. 2021). Ila¢ endiistrisinde, ila¢ &nciisii
olarak dogal bilesikler birgok hastaligin tedavisine katki saglamaya hala devam
etmektedir. Bu yiizden yeni dogal iirtinlerin ¢ok hedefli etken maddelerinin tespit
edilmesi son derece Oonemlidir. Yeni izole bilesiklerin saf elde edilebilmesi ve
tiirevlenebilir bir yapiya sahip olmasi gerekmektedir. Hizla ilerleyen teknoloji, bitkisel
kaynaklardan elde edilen yeni {iriinlerin kesfini, sentezini kolaylastirmakta ve izole

edilen etken maddelerin verimini arttirmaktadir. (Ozok 2021).

Lamiaceae familyasina ait kekikten elde edilen Timol (2-isopropyl-5-
methylphenol) kekige karakteristik kokusunu veren monoterpen fenoldiir. Bir¢ok bitki
tiirlinden izole edilmis ayn1 zamanda yliksek miktarlarda organik sentezi yapilabilen
timol oldukc¢a farkli biyolojik aktiviteye sahip oldugu bildirilmistir. Timol ve
timol’den sentezlenen tiirevlerinin anti-mikrobiyal, anti-fungal, anti-inflamatuar, anti-
diabetik ve anti-karsinojenik gibi biyolojik aktivitelere sahip oldugu rapor edilmistir
(Marchese ve dig. 2016; Yu ve dig. 2016; Li ve dig. 2017; Islam ve dig. 2019; Oskouei
ve dig. 2019).



Timol’tin sahip oldugu anti-karsinojenik etki apoptoz mekanizmasi dahil
bir¢ok farkli yolagin metabolik aktivasyonundan kaynaklandig1 gosterilmistir (Islam

ve dig. 2019).

Hetereosiklik bilesiklerden olan benzotiyofen farmakolojik 6zelliklerinden
dolay1 birgcok farkli ilacin sentezlenmesi i¢in kok bilesik olarak gorev alirlar.
Benzotiyofen ve tiirevleri anti-inflamatuar, anti-viral, anti-mikrobiyal anti-
karsinojenik gibi biyolojik aktivitelere sahip oldugu rapor edilmistir (Makino ve dig.
1999; Dit ve dig. 2007; Guerrero ve dig. 2009; Amr ve dig. 2019).

Indol ise bilim insanlari tarafindan en deger goren hetereosiklik bir bilesik olup
hem insan viicudun da hem de bitki, hayvan ve mikroorganizmalarda bulunmaktadir
(Lakhdar ve dig.2006). Yapilan caligmalar indol ve tiirevlerinin antikanser, anti-
inflamatuar, anti-oksidan 6zelliklerini rapor edilmistir (Dadashpour ve Emami. 2018;

Singh ve dig. 2016; Pedada ve dig. 2016; Estevao ve dig. 2010).

Son yillarda dogal firiinlerlerle organik kimyasal bilesenlerin kimyasal
reaksiyonlar ile birlestirildigi yeni hibrid molekiillerin sentezi hiz kazanmistir. Bu
kapsamda dogal triinlerin sayist kisitli oldugundan yeni hibritlerin gelistirilmesiyle
biyolojik aktivitesi ¢ok daha yiiksek molekiiller elde edilebilmektedir (Tietze ve dig.
2003). Paklitaksel ve alfa-tokoferol hibrid molekiilii ile glisiretinik asit ve
dihidrozingeron molekiillerinin birlestirilmesi ile olusturulan hibrid molekiiller bunun

en iyi 6rnekleridir (Decker 2011).

Bu yiiksek lisans tezi kapsaminda yeni benzotiyofen-timol (AS1, AS2, ASS)
ve indol-timol hibrid molekiillerimiz (AS6, AS7) farkli kanser hiicre hatlarinda
sitotoksik ve anti-karsinojenik etkileri arastirilmasi amacglanmistir. Sitotoksik etki
gosteren molekiillerin hiicreyi hangi yolak ile apoptoza indiikledigi ve apoptoz da
gorev alan genlerin (BAX, BCL-2, CASP3, CASPS, CASPY9) -ekspresyon
seviyelerindeki degisimler bu calisma kapsaminda ortaya konulmustur. Yeni hibrid
molekiillerin anti-karsinojenik etkisi farkli kanser hiicre hatlarinda tiim detaylart ile ilk

defa belirlenmistir.



1.1 Kanser

Cagin en korkulan hastaliklarindan biri olan kanser, oldukc¢a hizl1 bigimde
yayilabilen, dis etkenlere karsi kisiyi ¢ok daha hassas hale getirebilen, belirti
verme ya da hasta tarafindan belirtilerin anlasilmasi konusunda olduk¢a karmasik
olan, dolayisiyla teshis ve tedaviye ge¢ kalinabilen ve 6limle sonuglanabilen bir
hastalik tiiriidiir. En basit ve kisa tanimiyla, viicuttaki hiicrelerin kontrol edilemez
bir bicimde ¢ogalmalarina kanser adi verilmektedir. Hizli ¢ogalmalar1 nedeni ile
basladiklar1 bolgeyi bir siire sonra istila eden ve hatta sonrasinda metastaz yaparak
tiim bolgelere yayilabilen bu hiicrelerin, olusmaya basladiktan sonra en kisa stirede
tespit edilmeleri ve cesitli tedaviler ile yok edilmeleri hayati 6nem tasimaktadir

(Atict 2007; Kutluk ve Kars 2001).

Kanser konusunda en erken ¢alismalar Hipokrat tarafindan M.O. 460-377
yillart arasinda yapilmistir ve bu hastalik i¢in organizmanin sifa bulmayan yeni
yapilanmalar1 tanimlamasi1 yapilmistir. Galen tarafindan M.S. 2.ylizyilda viicut
iizerinde iilserlesen ve yengece benzeyen yapilara ilk kez “kanser” adi verilmistir
(Atic1 2007). Kimi yorumcular, yengec 1sirmasiyla olusan agriya benzer bir agri
olusturmasi sebebi ile bu hastaliga kanser adinin verildigini belirtmektedirler

(Atic1 2007).

Kanser hiicrelerinin normal hiicrelerden ayirt edilmesi 2011 yilinda alti
temel Ozellige igerirken, 2022 yilinda eklenen 2 temel 6zellikle birlikte Hallmark
semas1 giincellenerek 8 temel 6zelligi igermektedir. Bunlar; hiicrenin sinirsiz
proliferasyon kazanmasi, biliylime faktorlerinin baskilanmasi, apoptoza karsi
direng, anjiyogenez, bagisiklik sisteminden ka¢ma, hiicre metabolizmasini
degistirme, sinirsiz telomeraz aktivitesi, doku invasyonu ve metastaz’dir (Hanahan

ve Weinberg 2011) (Sekil 1.1).
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Sekil 1.1: Kanserin temel 6zellikleri (Hanahan ve Weinberg 2022).

Kanserin bilinen 100’den fazla tiirii bulunmaktadir ve viicudun her yerinde
goriilebilmektedir. Tedavi segenekleri belirlenirken hastanin yasi, sahip oldugu
kanserin tiiri, evresi, kisinin genel saglik durumu gibi unsurlar goz Oniinde
bulundurulmaktadir. Tedaviler hem kanserin yok edilmesi hem de cesitli
semptomlarin ortadan kaldirilmasi amaclarina dayanmaktadir. Pek ¢ok hastada
cesitli tedavi siiregleri birbirlerini izleyen siire¢ler halinde ya da birden fazlasi bir
arada olacak bi¢cimde uygulanmaktadir. On yillardir kansere yoOnelik tedavi
yOntemleri arasinda kemoterapi (kimyasal), radyoterapi (1sin tedavisi), cerrahi
islemler gibi konvansiyonel yontemler kullanilmaktadir. Bu tedaviler kanserli
hiicreler disinda normal hiicreler lizerinde de toksik etki yarattig1 bilinse de hala
kullanilmaya devam edilmektedir. Birgok yan etkisi toplum iizerinde farkl
hastaliklara zemin hazirlamaktadir. Bir baska yaklasim olan hedefe yonelik ilaglar
ise son 15 yilda kanser tedavi siirecini degistirmis olsa da tam anlamiyla optimal

dozu belirleyebilme gibi bir sorunla karsilasilmaktadir. (Gerber 2008)

Diinya Saglik Orgiitii'niin (DSO) son verilerine gére kanser, 2020'de
yaklagik 10 milyon 6liimii veya yaklasik alti 6liimden birine neden olmustur.
Ulusal saglik enstitiisii (NCI) verilerine gore en yaygin kanser tiirleri arasinda Meme
Kanseri, Prostat, akciger ve kolorektal kanseri yer almaktadir. Neredeyse tiim

vakalarin %50’sini bu kanser tiirleri olusturmaktadir (Sekil 1.2).



Yeni Kanser Vakalari, 2022 Kanser Oliimleri, 2022

@ Gosiis: 290.560 (3615) @ Akcigerve brong: 130.180 {3621)
() Prostat: 268.490 (35 14) @ Kolon ve rektum: 52.580 (369)
@ Akcigerve brong: 236,740 (2012) Pankreas: 49.330 (348)

@ Kolonve reltum: 151,030 (2:8) @ Gogiis: 43.780 (047)

@ Diger: 971,210 (3651) @ Diger: 332,990 (2435)

Sekil 1. 2: Amerika Birlesik Devletleri Ulusal Saglik enstitiisii verilerine gore 2022'de
kanser tiirlerinin vaka-6liim dagilim grafigi (National Cancer Institute 2022).



Amerikan Kanser Dernegi yapilan son arastirmalara goére 2022 tahmini
yeni kanser vaka sayilarinin ve 6liim oranlarmin en son verileri Tablo 1.1°de

gosterilmistir.

Tablo 1. 1: Cinsiyete gore tahmini yeni kanser vaka sayilar1 ve 6lim ylizdeleri

Estimated New Cases

Praslale 248,530 26% Breast 281,550 0%
Lung & bronchus 118,100 12% Lung & bronchus 116,660 13%
Colon & rectum 79,520 3% Caolon & rectum 68,960 8%
Urinary bladder 4,280 T4 Werine corpus 68,570 %
Melanoma of the skin 62,260 6% Melanoma of the skin 43,850 5%
Kidney & renal pelvis 48,780 5% Mon-Hodgkin ymgphoma 35,930 4%
Nan-Hodgkin lymphoma 45,630 5% Thyroid 32130 3%
Oral cavity & phanynx 38.800 4% Pancreas 28,480 3%
Leukemia 35,530 4% Kidney & renal pehis 27,300 3%
Pancreas 31,930 3% Leukarmia 25,560 3%
All Sites 970,250 100% All Sites 927,910 100%
Estimated Deaths

Males Females
Lung & bronchus 88410 27% Lung & bronchus. 62,470 2%
Prostate 34,130 M Breast 43,600 15%
Colon & rectum 28,520 9% Calon & recturm 24,480 8%
Pancreas 25,270 3% Pancreas 22,950 8%
Liver & intrahapatic: bils duct 20,300 6% Owvary 22 950 5%
Leukemia 13,900 4% \terine corpus 12,940 4%
Esophagus 12410 4% Liver & intrahepalic bile duct 9,930 3%
Urinary bladder 12,260 A% Leukarmia 9,760 3%
Non-Hodgkin lymphoma 12170 4% Mon-Hodgkin lymphoma 8,550 3%
Brain & other nervous system 10,500 3% Brain & other nervous system 8,100 3%
All Sites 319,420 100% All Sites 289,150 100%

1.2  Dogal Bilesikler

Tarihsel olarak yeni ilaglarin c¢ok biiylik kismi dogal bilesiklerden
(sekonder metabolitler) ve dogal bilesiklerin tiirevlerinden olusmaktadir (Li ve
Vederas 2009). 200 yil once afyon bitkisinden (Papaver somniferum) ilk saf
bilesik olan morfin sentezlendi ve bitkilerden elde edilen ilaglarin

saflagtirabilecegi, belirli dozlarda calisilabilecegi bir donem baglada.

Dogal bilesikler giliniimiize kadar degerini korumus ve hala yeni ilaglarin

kesfi ve formiilasyonlarin gelistirilmesinde 6nemli rol oynamaktadir. Bugiin hala



aktif olarak kullanilan ilaglara; salisilik asit, morfin, digitoksin, kinin, pilokarpin,

vinkristin, paklitaksel, artemisinin 6rnek olarak verilebilir (Sneader 2005).

1.2.1 Benzotiyofen

Yeni dogal bilesiklerin tanimlanmasi, karakterizasyonu ve saflastirilma
calismalarinin gelistirilmesi basta kanser olmak iizere insan sagligi agisindan
bir¢ok hastaliga care olmaktadir. Dogal olarak, benzotiyofen, linyit katram gibi
petrolle ilgili tortularin bir bileseni olarak bulunmaktadir. (Boberg ve dig. 1992).
CsHeS formiiliiyle gosterilen benzotiyofen, 6zellikle ilag tiretimi konusunda en
fazla tercih edilen ve iizerinde ¢alisilan bilesiklerden biridir (Sekil 1.3). Bu
molekiiller ve bunlardan elde edilen c¢esitli tiirevler organik yapilarindan dolay1
cogunlukla kararli yapidadirlar. Bu yapilarn ve yiiksek iletkenlikleri, ayrica kimya
biliminde pek ¢ok malzeme icin kullanilabilirliklerini arttirmaktadir (Cetin 2018).

S
/

Sekil 1. 3: Benzotiyofen yapist

Benzotiyofen ve tilirevleri, ila¢ tasariminin yeni gii¢lii adaylar1 oldugundan
odak noktasindadir. Yapilan ¢alismalarda benzotiyofen tiirevlerinin anti-kanser
(Sweidan ve dig. 2015; Martorana ve dig. 2015), anti-fungal (Jagtap ve Agasimundin
2015), anti-inflamatuar (Fakhr ve dig. 2009) gibi bir¢ok biyolojik 6zellige sahip
oldugunu ortaya ¢ikarmistir. Raloksifen, benosiklidin, sertakonazol, zileuton ve
mobam gibi benzotiyofen tiirevlerinin 6rnekleri Sekil 1.4°te verilmistir (Pirdawid

2019).



benocyclidine (7) mobam (8)

Sekil 1.4: Benzotiyofen ve tiirevleri (Pirdawid 2019).

1.2.2 indol

Kimyasal olarak indol, bir benzen ve pirol halkasinin birlesmesiyle olusan
hetereosiklik bir bilesiktir. (Ahmad ve dig. 2011). Indol tiirevi bilesikler ise bitkiler,
hayvanlar ve mikrooranizmalarda bulunan genis bir kitleye sahiptir. Besinlerden brokoli,
karnabahar, kabak, turunggiller de indol tiirevi barindirir. Ek olarak viicudumuz da

melatonin hormonu da yapisinda indol halkasi tagiyan hormondur.

Indoller bilim agisindan en 6nemli hetereosiklik bilesiklerden biridir. Indol ve
tiirevlerinin antioksidan aktiviteleriyle ilgili son gelismeler bu bilesiklerin dnemini
ortaya koymaktadir. Yapilan bilimsel ¢aligmalar dogrultusunda antioksidan
molekiillerin kanser gelisimini engelleyebilecegini ve kanser hiicresi biiyiimesinde
etkili olan oksidatif stresi de Onleyebilirler. (Poeggeler ve dig. 1999). Bu kapsamda
indol iceren bilesiklerin farmakolojik ve terapotik aktiviteleri lizerine yapilan
caligmalar 6nem arz etmektedir. Ornegin; sumatriptan(anti-migren), vilazodone(anti-
depresan), zafirlukast (astim) gibi ilaclar indol yapilidir. Sekil 1.5°te indol halkasi

gosterilmistir.
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Sekil 1.5:Indol halkas1 (Zhang ve dig. 2015).

1.2.3 Timol

Bir fenol tiirii olan timol, bitkilerde dogal olarak bulunan ve gliniimiizde
ozellikle farmakolojide kullanilan en yaygin bilesikler arasindadir. Dogada var
olan hallerinin yami sira Ozel kosullarda iiretilerek etki mekanizmalarinin
gelistirilmesi de miimkiindiir. Timol (5-methly-2-isopropylphenol) aromatik halka
yapisindadir ve pek ¢ok farkli bitki tiiriin de bulunabilmektedir (Sekil 1.6). Ancak
dogal kaynagi Thymus vulgaris L. bitkisidir ve en yaygin olarak Lamiaceae
(Thymus, Ocimum, Origanum ve Monarda) ailesi bitkilerindeki ugucu yaglardan
kolaylikla izole edilebilmektedir. Su da ¢6ziintirliigli azdir ve bu ugucu yaglar, gida
endistrisinde tatlandirici ve koruyucu o6zellikleri nedeniyle aromaterapide ve
geleneksel tipta bas agrisi, oksiiriik ve ishal tedavisi i¢in eski ¢caglardan giiniimiize

kadar hala kullanilmaktadir (Marchese ve dig. 2016; Gupta 2021).
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Sekil 1.6:Timol kimyasal yapisi1 (Gupta 2021).

Timoldeki fenolik grup, serbest radikalleri notralize eder ve endojen
antioksidanlar1 artirarak serbest radikallerin zararlarindan organizmay1

korumaktadir (Wojdylo ve dig.2007; Nagoor ve dig. 2017).

1.2.3.1 Timol ve Tiirevlerine Iliskin Literatiir Bildirilisi

Timol’iin yapisinda bulunan hidroksil grubu, bu molekiiliin diger
fenollerde oldugu gibi cesitli yiikseltgenme tepkimelerinde bulunabilmesine
olanak yaratmaktadir (Oner ve Bircan Yildirim 2018). Timol’iin, yiikseltgenme
tepkimesi sonrasinda benzokinon izomerlerine donlismesi asagidaki sekilde
gosterilmekte ve ylkseltgenmeyle ilgili 6zelliklerinden dolay1r biyoloji
uygulamalarinda 6nemli bir yerdedir (Soliman ve dig. 2020) (Sekil 1.7).

0 0 0 OH 0O
— + + +
OH 0 HO 0 0o 0 OH
g 10 1 12

Sekil 1.7: Timol'lin yiikseltgenerek benzokinona doniismesi (Demirci 2020).
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Timollerin en Onemli O&zelliklerinden bir digeri, onlarin organik olarak
sentezlenebilmesi ve yine organik olarak tiirevlerinin de elde edilebilmesidir. Bunun
en bilindik olani ise kuskusuz mentoldiir. Organik olarak sentezlendiginde mentoliin
olusumu i¢in sekiz farkli basamaga ihtiya¢ varken, tepkimeye hidrojenlendirme
miidahalesi yapildiginda bu basamaklar1 yok etmek ve tek basamakta mentol eldesi
saglamak mimkiindiir. Yine dogal olarak ortaya ¢ikan diger bilesikler, neomentol,
menton ve neomentondur. Bunlar ayrica farkli timol tiirevlerinin olusturulmasinda

baslangi¢ molekiilleri olarak da kullanilabilmektedirler (Gupta 2021) (Sekil 1.8).

. +
“OH OH
— -

(S+) Mentol (R+) Neoment
16 17
OH
-+
Timol o o
1 —
(S+) Menton (R+) Meomentol
18 19

Sekil 1.8: Timolden mentol ve tiirevlerinin elde edilmesi (Demirci 2020).

Timol’in hibritlenmesi ve bunlarin gdsterdigi  biyolojik  6zelliklerin
arastirilmasi konusunda son yillarda pek ¢ok calisma yapilmaya baslanmistir ve bu
caligmalar sayesinde Timol tiirevlerinin ne kadar genis bir kiimeye sahip olabilecekleri

gorilmistiir.

Ornegin Pete ve dig. (2012) yilinda Timol ve iire tiirevlerinden olusturduklari
bilesigin etkilerini arastirmislar ve bunun zehirli bir yapiya sahip oldugunu, bocekler

iizerinde Sldiiriicii bir etkisi oldugunu tespit etmislerdir (Sekil 1.9).
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Sekil 1.9: Timol benzofeniltiyoiire yapisi (Pete ve dig. 2012).

Piste ve dig. (2012) farkli ikame edilmis aromatik aminlerden p-amino
azobenzenin timol kismi ile sentezi ve antimikrobiyal aktivitesinin sistematik olarak
arastirmiglar, P-amino Azobenzenin Timol’iin gii¢lii bir antioksidan oldugunu, yiiksek
biyolojik aktivite gosterdigini ve B. subtilis, S. Aureus, E.coli bakterilerine karsi

antibakteriyel 6zellik gosterdigini tespit etmislerdir (Sekil 1.10).

OH

Sekil 1.10: P-amino azobenzenin timol (Piste ve dig.2012).

Bir bagka ¢aligma ise Rajput ve arkadaslari tarafindan 2017 yilinda hazirlanmig
ve bu calismada aragtirmacilar dimerik Timol tiirevlerinin antibakteriyel 6zelliklerini
incelemislerdir. Arastirmacilar bu tiirevlerin kozmetik ve kanser alanlarinda da

kullanilabilecegini belirtmislerdir (Rajput ve dig. 2017) (Sekil 1.11).
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Sekil 1. 11: Dimerik yapida timol ve karvakrol (Rajput ve dig.2017).

Abedi ve arkadaslar tarafindan 2016 yilinda hazirlanan ¢alismada sicanlar
iizerinde radyasyonun yikici etkilerinin Timol ile azaltilip azaltilamayacagi incelenmis
ve 15 Gy dozunda radyasyon oncesinde 50 mg/kg Timol verilerek ve sicanlarin
tiikkiiriik bezlerinin sintigrafisi uygulama 6ncesi ve sonrasinda alinmistir. Calisma
sonunda, Timol’iin, radyasyonun neden olabilecegi islev bozukluklarini énemli oranda

engelledigi, kanser olusumuna kars1 6nemli bir bariyer olusturdugu tespit edilmistir

(Abedi ve dig. 2016).

Archana ve arkadaglari, 2011 yilinda hamsterler lizerinde Timol’iin kanser
onleyici Ozelligini incelemislerdir. Akciger fibroblast hiicreleri 6zelinde hazirlanan
caligmada, 3 Gy gama 1simnimina maruz birakilmadan once 1 saat boyunca farkli
konsantrasyonlarda timol (0-100 pg/mL) ile tedavi edilmis olan hamsterlara,
radyasyonun neden oldugu sitogenetik hasar1 ve genotoksik etkileri degerlendirmek
icin tahliller yapilmigtir. Caligmada Timol’iin radyasyona bagl ¢okiisii baskiladigi
tespit edilmistir (Archana ve dig. 2017).

Chang ve dig. (2011) dogal Timol’iin sitozolik Ca*" konsantrasyonlarinin
MG63 insan osteosarkom hiicrelerindeki canlilik tizerindeki etkisini incelemislerdir.
Calisma kapsaminda Ca?* l¢iimii igin floresan boya kullanilmistir. 200—1,000 pmol/l
konsantrasyonlu timoliin, konsantrasyona bagli olarak etki ettigi tespit edilmistir.

Timol kaynakli Ca** girisi nifedipin, ekonazol, SK&F96365 ve protein kinaz C
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modiilatorleri tarafindan inhibe edilmistir. Timol, Endoplazmik retikulumdan
fosfolipaz C'ye bagimli Ca®" salimini ve protein kinaz C'ye duyarli depo tarafindan
isletilen Ca?" kanallar1 yoluyla Ca** girisini indiikleyerek Ca** artisina neden olmustur.

Ayrica timol (200 ve 400 pmol/l) de reaktif oksijen tiirlerinin seviyelerini artirmistir.

Calo ve dig. (2014) cildi dolayli (UVA) ve dogrudan (UVB) ultraviyole
radyasyon yan etkilerinden korumak i¢in dogal bilesiklerin arastirilmasi amaciyla
hazirladiklari ¢alismada, 7. vulgaris L.'den elde edilen kuru bir ekstraktin ve onun ana
sentetik bilesigi Timoliin (yaklasik %60) oksidatif ve genotoksik UVA ve UVB
hasarina karst koruyucu etkisi incelenmistir. Hiicreler, serumsuz ortamda, timol (1
ug/mL) veya T. vulgaris L. (1.82 ug/mL) ile 1 saat siireyle 6n isleme tabi tutulmustur.
Ardindan hiicreler, farkl1 UVA (8-24 J/cm (*) veya UVB dozlarina (0.016-0.72 J/cm(?)
maruz kalmis, UV'ye maruz kaldiktan hemen sonra hiicre i¢i redoks durumu, reaktif
oksijen tiirleri kantifikasyonu degerlendirilmistir. Calisma sonucunda, Timol’iin UVA
ve UVB 1sinlanmis hiicrelerde reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu inhibe ettigi ve

DNA hasarini azalttig1 tespit edilmistir.

Inci Giil ve dig. (2016) timoliin Mannich bazlar1 sentezlenmis, bilesiklerin
karbonik anhidraz (CA, EC 4.2.1.1) inhibitor etkileri hCA 1 ve hCA II'ye karsi
degerlendirilmistir. Calisma kapsaminda tiim bilesiklerin, hCA T ve hCA II'yi orta
derecede inhibe ettigi goriilmiistiir. Ardindan, bilesiklerin dort insan oral skuamoz
hiicreli karsinom hiicre hattina kars1 sitotoksisitesi ile ti¢ normal oral hiicreye karsi
olanlarla karsilastirilmis, Bilesik 2, 3, 4, 5 ve 6 icin tiimor 6zgiilliik degerleri yaklasik
2 veya biraz daha fazla, bilesik 2’nin, normal hiicrelere kiyasla 16 ila 32 kat daha diisiik
konsantrasyonlarda OSCC hiicre hatlarina karsi sitostatik aktivite gosterdigi
goriilmiistiir. Calisma neticesinde arastirmacilar, bilesik 2'nin daha ileri arastirmalar

icin sitotoksisiteyi artiran ila¢ aday1 olarak kabul edilebilecegini belirtmislerdir.

Bir baska calisma 2017 tarihinde Lee ve dig. (2017) hazirlanmis ve
yaymlanmistir. Calismalarinda, estetik goriiniimii oldukga kétii olabilen ve bireylerin
hayat kalitesini olumsuz etkileyebilen melanositlerin renklerinin agilabilmesi igin
cesitli bilesiklerin kullanilip kullanilamayacagini arastirmislardir. In vitro yapilan
deneylerde, Melasolv™ (3,4,5-trimetoksisinnamat timol ester) tiirevin etkileri
incelenmistir. Calisma kapsaminda yapilan deneylerde, Melasolv'un O6nemli

beyazlatma etkinligine sahip oldugu goriilmiistiir. Olumlu sonuglarin ardindan
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Melasolv insan derisi lizerinde de denenmistir. Bu calisma, arastirmacilar tarafindan
tiiretilmis olan bu bilesigin, pigment bozukluklarini tedavi etmek i¢in depigmenter bir
ajan olarak ve ayrica beyazlatma etkinligini arttirmak i¢in kozmetiklerde aktif bir

bilesen olarak kullanilabilecegi olasiligini ortaya koymustur.

Brotzman ve dig. (2019) yaptig1 bir ¢calismada timoliin alkil 4-Oksobutanoat
olan yedi tiirevini sentezlediler ve melanin biyosentezindeki énemli bir enzim olan
tirozinaz lizerindeki etkilerini ortaya koymuslardir. Alkil zincirinde ii¢ ve dort karbon
iceren esterlerin 102.3-212.3 uM arasinda degisen 1Cso degerleri ile en iyi tirozinaz

inhibitor aktivitesini igeren sonuglar1 ortaya koymuslardir.

Timoliin insan mide karsinomu (AGS) hiicresinde, apoptozu indiikledigini,
hiicre i¢i reaktif oksijen tiirleri iiretimini arttirdigini, hiicre dongiisiic G1 fazinda
etkiledigini, mitokondriyal membran (MMP) deformasyonu sonucu sitokrom c
salmimint indiikledigini ve proapoptotik mitokondriyal proteinleri (Bax, Casp8,
PARP) aktive etmek gibi farkli bir¢ok etki mekanizmasi yoluyla antikanser aktivite

mekanizmalari ortaya ¢ikarilmistir (Kang ve dig. 2016).

Yapilan ¢alismalar 15181inda timol’iin sahip oldugu antikanser etki mekanizmasi
Nagoor ve arkadaslar1 tarafindan onerilmistir. Buna gore timol hiicre iginde apoptoz
ve nekrozu uyararak hiicre dongiisiinii diizenleyen ve Ca'™ girisini regiile ederek

antikanser etki gostermektedir (Nagoor ve dig.2017) (Sekil 1.12).
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Sekil 1. 12: Timol'iin antikanser etki mekanizmasi (Nagoor ve dig.2017).

1.3  Apoptoz

Timol’lin en 6nemli mekanizmasi apoptozu indiiklemesidir. Programlanmis
hiicre 6liimii veya apoptoz, hasarli hiicreleri yok ederek hiicre i¢i homeostatik dengeyi
saglayan mekanizmadir. (King ve Cidlowski 1995). Mitoz (yapim) ve apoptoz (yikim)
arasindaki bu denge genomik biitiinliiglin korunmasi i¢in biiylik 6neme sahiptir
(Clarke ve Allan 2009). Eger apoptoz organizmada dogru ger¢eklesemezse AIDS,
norodejeneratif bozukluklar, diyabet, hepatit C, kanser, otoimmiin hastaliklar gibi

bir¢ok hastaliga neden olabilir.

Apoptoz, intrinsik (mitokondriyal i¢ yolak) ve ekstrinsik (dis yolak) gibi iki
farkli mekanizma ile ger¢ceklesmektedir. Apoptozun baslamasi ile birlikte hiicre ici
kaspazlar (proteazlar) aktiflesir ve hasara ugramais hiicreler diger hiicrelerden ayrilarak
kiiclilmeye, niikleer membran erimeye baglar. Son olarak niikleer membran ¢evresinde
kromatinler yogunlasir ve apoptotik hiicreler makrafajlar ile viicuttan uzaklagtirilir. Bu
siirec enerjiye bagh olarak ger¢eklesmektedir. Apoptoz yolaklarinin ¢ogu

aydinlatilmasina ragmen hala molekiiler etkileri tam agiklanamamugtir.
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Apoptotik siire¢, kanser basta olmak iizere bir¢ok hastalikta kritik dneme

sahiptir (Elmore 2007) (Sekil 1.13).
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Sekil 1. 13: Apoptoz mekanizmasi (Ulukaya ve dig. 2011).

14 Tezin Amaci

Kimyasallar, viriisler, etkenler, stres ve tanimlanmamis diger ¢evresel
faktorlerden dolayr DNA molekiiliinde mutasyon adi verilen degisimler meydana
gelmekte ve bunlarin sonucunda degisik kanser tiirleri olusabilmektedir. Erken teshis
ve tedavideki gelismelereragmen, kanser hala 6liim nedeni olarak ilk siralardaki yerini
yillardan beri korumaktadir. Diinyada ve de Tirkiye’de pek cok kanser hastasi
kimyasal tedavi, 151n tedavisi gibi konvansiyonel tedavileri kullanmaktadir. Yan etkisi
azaltilmis, etkili ila¢ molekiillerin aranmasi ¢alismalar hali hazirda devam etmektedir.
Bu maddeleri ararken yan etkilerin azaltilmasi i¢in dogal geleneksel yaklasimlarin
aragtirtlmasi, etkilerinin ortaya konulmasi ve daha az yan etkiye sahip ¢ok hedefli
etken maddelerin tespit edilmesi son derece dnemlidir. Calismamiz da kekikten izole
edilen timoliin, benzotiyofen ve indol gibi hetereosiklik bilesikler ile

kombinasyonuyla olusturulmus yeni hibrid molekiillerin anti-karsinojenik etki
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mekanizmalart farkli kanser hiicre hatlarinda tiim detaylari ile ilk defa ortaya
konulacaktir. Lamiaceae familyasina ait kekikten elde edilen Timol (2-isopropyl-
Smethylphenol) antibakteriyel, antifungal, anti-karsinojenik 6zellikleri ¢ok iyi bilinen
bir monoterpen fenoldiir. Benzotiyofen ve indol tiirevleri ise son yillarda sahip
olduklar1 farmakolojik etkilerden dolay1 lizerinde yapilan ¢alismalarin oldukca artig1
onemli bir heterosiklik bilesik grubudur. Onerilen ¢alismanin amac1 sentezlenen timol-
benzotiyofen ve timol-indol tiirevlerinin sitotoksik ve apoptotik etkilerinin en yaygin
kanser tiirlerinde belirlenmesidir. Bu sayede bu maddelerin etkinlikleri ve daha
saglikli, gilivenilir ve bilimsel kullanimi i¢in veri saglanmis olacaktir. Ayrica,
yapilacak ileri ki ¢aligmalar ile bu maddelerin tek basina ya da nanopartikiiller
kullanilarak hastaliklarin tedavisinde kullanilma potansiyeli yiiksek bir hal alarak
ekonomik ¢iktilarin {iretilmesi saglanabilecektir. Tim bunlar géz Oniinde
bulunduruldugunda, onerilen proje konusu ve sonucunda ¢ikacak yeni projeler hem

ulusal ve hem de evrensel katma degere sahip projeler olacaktir.
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2. YONTEM

2.1 Materyal

2.1.1 Cahsmada Kullanilan Kimyasallar ve Kitler

Agaroz (Sigma, A9539), Etidyum bromiir (EtBr, Bio Basic; D0197), 1kb Plus
Opti-DNA Marker (Abm #catG248), Sodyum Kloriir (NaCl) (Merck, 1.06400),
Dulbecco Modifiye Eagle Medyum (DMEM, Sigma, D5796), Fetal sigir serumu (FBS,
Gibco, 10270), Penisilin (Sigma, P4333), Tripsin-EDTA (Gibco, 25200), cDNA
Sentez Kiti (Abm, G236), Kilogreen qPZR Kiti (Abm, mastermix-KS), innuPREP
RNA Izolasyon Kiti (analytikjena, 845-KS-2040010), BCA Protein Test Kkiti
(Biovision, K813-2500)

2.1.2 Cahsmada Kullanilan Primerler

Calismamizda Insan akciger karsinoma epiteli (A549), insan prostat karsinoma
epiteli (LnCap), insan kolorektal adenokarsinom epiteli (Caco-2) ve insan meme
adenokarsinoma epiteli (MCF-7) yapilan apoptotik etkileri ¢alismalar1 ardindan BAX,
BCL-2, CASP3 CASPS, CASPY9 genlerinin mRNA diizeylerinin nasil degistiginin
belirlenmesi amaciyla proteinlerin GenBank/EMBL veri bankalar1 taranarak secilen

genler i¢in uygun primer dizileri belirlenmistir.
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Primer dizileri Sentebiolab firmasina 100 nmol skalada sentezlettirilerek -

20°C’de saklanmigtir. Kullanilan primerler Tablo 2.1°de verilmistir.

Tablo 2. 1: Proje kapsaminda mRNA seviyelerine bakilacak proteinlerin primer dizileri ve
baglanma sicakliklari

Gen PrimerSequence (5' 3") AnnealingTemperature (°C)
BaxF AGAGGATGATTGCCGCCGT
BaxR CAACCACCCTGGTCTTGGATC 373
Bcl-2F TGCACCTGACGCCCTTCAC
Bcl-2R AGACAGCCAGGAGAAATCAAACAG 62.3
Caspase3F GCA GCA AAC CTC AGG GAA AC
Caspase3R TGTCGG CAT ACT GTT TCA GCA o
Caspase8F TCTGGAGCATCTGCTGTCTG
Caspase8R CCTGCCTGGTGTCTGAAGTT 6.3
Caspase9F GGCTGTCTACGGCACAGATGGA
Caspase9R CTGGCTCGGGGTTACTGCCAG 292
B —actinR TCCTCCTGAGCGCAAGTACTC
B —actinF CTGCTTGCTGATCCACATCTG >

2.1.3 Cahsmada Kullanilan Cihazlar

Laminarflow kabini (Niive MN120 Incubator), MajorScience MP-30V Giig

kaynagi, Spektrofotometre(BiotekEpochmicroplate), Floresan mikroskop(Olympus

BX53F),Floresan hiicre sayaci (Arthur), -80 derin dondurucu(Niive), Agaroz jel

elektroforezi aparati (Thermo, EC320), Mini-P25 Plate Santrifiij, Elektrikli Pipet
Pompasi(ISOLAB), Pzr cihazi, Gercek zamanli PZR cihazi(StepOnePlus™,)
Sogutmali Santrifiij, Otoklav, Biotek Take3 mikro RNA/DNA ol¢iim cihazi,

Etiiv(Niive ENO5S inkiibator), Jel goriintiileme cihazi (gelLite), pH metre, Su banyosu,
Vorteks (DragonLab), Otomatik mikropipet(ISOLAB), Deiyonize su cihazi,

Mikrodalga firin, Hassas terazi
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2.2 Metot

2.2.1 1-izopropil-4-metil-2-(prop-2-in-1-iloksi) benzen sentezi

Timol (3 g, 19,97 mol) Dimetilformamid (15 mL) igerisinde oda sicakliginda
argon gazi altinda ¢6ziildii. Daha sonra karisima potasyum karbonat (2.756 g, 19.97
mol) ve proparjil bromiir (2.851 g, 23.26 mol) damla damla eklendi ve reaksiyon
karigimi oda sicakliginda bir gece karistirildi. Reaksiyon karigimi lizerine Etil asetat
(50 mL) ilave edildi. Organik faz doygun tuzlu su (3x20 mL) ile yikandi ve kuru
magnezyum siilfat ile kurutularak filtre edildikten sonra evaporatérde c¢oziicii
konsantre edildi. Saflastirma islemi kolon kromatografisisilica jel ig¢erisinde hekzan/
Etilasetate (100/1) kullanilarak saflastirildi. Hedeflenen iiriin % 93 verim ile tiirevlerin

ana maddesi (AS-14) elde edildi (Sekil 2.1)

Z

OH Br/ 07N

1.1 1.2 1.3

Sekil 2. 1:izopropil-4-metil-2-(prop-2-in-1-iloksi) benzen sentezi (AS-14)
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2.2.2 Genel sentez yontemi

3-Iyodo benzotiyofen (1 kat) EtsN (10 mL) ve THF (5mL) igerisinde argon
inert ortaminda karistirildi. Daha sonra birincil alkin (1.2 kat), Pd(PPh3)>Cl2 (%2), Cul
(%1) eklendi ve geri sogutucu diizenegi yardimiyla 90 °C de 24 saat bekletilerek
tepkime gerceklestirildi. Tepkime ince tabaka kromatografisi (ITK) ile kontrol edildi.
Baslangic maddeleri tamamen bittikten sonra, 50 Ml Etilasetat eklendi ve tuzlu su (30
mL x 3) ekstraksiyonu gercgeklestirildi. Organik faz MgSO4 kurutuldu, filtre edildikten
sonra ve diisiik vakum altinda organik ¢oziicii uzaklastirildi. Kolon kromatografisi

yontemi ile iiriin izole edildi (Sekil 2.2).

Pd, Cul, Baz
" /

O—=_
DS, ’ \
s DOSW,
R'] R2 S

Sekil 2.2: Genel sentez yontemi

2.2.3 3-(3-(2-izopropil-5-metilfenoksi)prop-1-in-1-il)-2-fenil-1H-inden
sentezi(AS-1)

3-metil-2-fenilbenzo[b]tiyofen(2.1) (0.14mmol, 50 mg), 1-izopropil-4-metil-
2-(prop-2-in-1-iloksi)benzen (1.3) (0.17mmol, 34 mg), PdCl>(PPh3); (0.007mmol, 5
mg), Cul (0.0028 mmol, 1 mg ), THF (5 mL) ve Et3N (10mL) tepkimede kullanildi
ve Hekzan/Etilasetat (100/1) ¢oziicii sistemi kullanilarak,%72 verim ile timol-

benzotiyofen tiirevi (AS-1) elde edildi (Sekil 2.3).
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Sekil 2. 3: 3-(3-(2-izopropil-5-metilfenoksi) prop-1-in-1-il)-2-fenil-1H-inden sentezi

2.2.4 1-(3-(3-(2-izopropil-5-metilfenoksi) prop-1-in-1-il)-1H-inden-2-il)

naftalen sentezi

3-iyodo-2-(naftalen-1-il) benzo[b]tiyofen(2.2) (0.12mmol, 50 mg), 1-
izopropil-4-metil-2-(prop-2-in-1-iloksi)benzen (1.3) (0.15 mmol, 30 mg),
PdCl>(PPh3)2 (0.006mmol, 4 mg), Cul (0.0022mmol, 1 mg ), THF (5 mL) ve Et3N
(10 mL) tepkimede kullanildi ve Hekzan/Etilasetat (100/1) ¢oziici sistemi
kullanilarak,%70 verim ile timol-benzotiyofen tiirevi (AS-2) elde edildi (Sekil 2.4).

|
O \ O . 6O\H Pd, Cul I
S ' 4y

e

22 1.3 3.2

Sekil 2. 4: 1-(3-(3-(2-izopropil-5-metilfenoksi) prop-1-in-1-il)-1H-inden-2-il) naftalen
sentezi
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2.2.5 3-(3-(2-izopropil-5-metilfenoksi)prop-1-in-1-il)-2-pentil-1H-inden

sentezi

3-iyodo-2-pentilbenzo[b]tiyofen(2.3) (0.30 mmol, 100 mg), 1-izopropil-4-
metil-2-(prop-2-in-1-iloksi)benzen (1.3)  (0.36 mmol, 68 mg), PdCI2(PPh3)2
(0.0035mmol, 10 mg), Cul (0.006mmol, 2 mg ), THF (5 mL) ve Et3N (10 mL)
tepkimede kullanildi ve Hekzan/Etilasetat (100/1) ¢oziicti sistemi kullanilarak,%73
verim ile timol-benzotiyofen tiirevi (AS-5) elde edildi (Sekil 2.5).

I
SIS SRR

S

CsH1q

2.3 1.3 3.3

Sekil 2. 5: 3-(3-(2-izopropil-5-metilfenoksi)prop-1-in-1-il)-2-pentil-1H-inden sentezi

2.2.6 3-(3-(2-izopropil-5-metilfenoksi)prop-1-in-1-il)-1-metil-2-fenil-1H-

indol sentezi

3-iyodo-1-metil-2-fenil-1H-indol (2.4) (0.30 mmol, 100 mg), 1-izopropil-4-
metil-2-(prop-2-in-1-iloksi) benzen (1.3) (0.37mmol, 68 mg), PdCI2(PPh3)2 (0.0035
mmol, 10 mg), Cul (0.006 mmol, 2 mg ), THF (5 mL) ve Et3N (10 mL) tepkimede
kullanild1 ve Hekzan/Etilasetat (100/1) ¢oziicii sistemi kullanilarak,%69 verim ile
timol-indol tiirevi (AS-6) elde edildi (Sekil 2.6).
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Sekil 2. 6: 3-(3-(2-izopropil-5-metilfenoksi)prop-1-in-1-il)-1-metil-2-fenil-1H-indol sentezi

2.2.7 2-(2,5-dimetilfenil)-3-(3-(2-izopropil-5-metilfenoksi)prop-1-in-1-

il)-1H-inden sentezi

2-(2,5-dimetilfenil)-3-1yodo-1-metil-1H-indol (2.5) (0.39 mmol, 150 mg), 1-
izopropil-4-metil-2-(prop-2-in-1-iloksi) benzen (1.3) (0.48mmol, 90 mg),
PdCI2(PPh3)2 (0.0019mmol, 15 mg), Cul (0.0078 mmol, 3 mg), THF (5 mL) ve Et3N
(10 mL) tepkimede kullanild1 ve Hekzan/Etilasetat (100/1) ¢oziicii sistemi kullanilarak
% 67 verim ile timol-indol tiirevi (AS-7) elde edildi (Sekil 2.7).

I
\
2.5 1.3

O3

3.5

Sekil 2. 7: 2-(2,5-dimetilfenil)-3-(3-(2-izopropil-5-metilfenoksi)prop-1-in-1-il)-1H-inden
sentezi
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2.2.8 Hiicre Kiiltiirii

Calismamizda Insan akciger karsinoma (A549), insan prostat karsinoma
(LnCap), insan kolorektal adenokarsinom (Caco-2) ve insan meme adenokarsinoma
(MCF-7) ve kontrol kanserli olmayan insan umbilikal ven endotel hiicreleri (HUVEC)
gibi farkli hiicre hatlar1 kullanildi. Hiicreler %10 Fetal, %1 penisilin ve streptomisin,
sigir serumu (FBS) iceren DMEM (Dulbecco'sModifiedEagleMedium) ve RPMI-1640
besiyeri (%10 FBS, %1 penisilin ve streptomisin karigimi i¢ceren) besi ortami igerisinde
37 °C, %5 COz ve %95 nem kosullarinda inkiibator iginde kiiltiirlendi. 100mm’lik
kiiltiir plakalarindakiiltiirlenen kanser hiicre hatlar1 (konfluent en az %80) 2-3
giindepasajlama islemi yapildi. Hiicre besiyeri ortamdan uzaklastirilir ve 1ml PBS
(fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi) kalan serumdan uzaklastirildi. Daha sonra hiicreler
tripsin-EDTA (1mL) eklendi ve enzimin aktif ¢alistif1 37 °C, %5 CO2 ve %95 nem
kosullarinda2-3 dakika inkiibe edildi. Tripsin- EDTA inhibe etmek i¢in (en az 2 kat1)
2 mLbesiyeri eklenerek hiicreler 15 mL falkon tiiplere toplandi. Hiicre siispansiyonu
2000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Stipernatant atildiktan sonra 1 mL taze besiyeri
ile pelet ¢oziildii. 100mm’lik plakalara taze besiyeri yaklasik 10 mL eklendi ve hiicre
ekimi yapildiktan sonra 37 °C, %5 CO; iceren inkiibatorde bliylimeye birakildi.

2.2.9 Hiicre Stoklama

Kiiltiir plakalarindaki hiicreler en az %80 konfluente ulastiktan sonra
besiyeri uzaklastirildi. PBS (fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi) ile yikanarak kalan
serumdan uzaklastirildi. Hiicreler tripsinin aktivite gosterdigi 37°C’de 2-3 dakika
inkiibe edilmistir. Hiicreler tripsin, hacminin en az iki kati serumlu besiyeriyle
inhibe edilmistir. Hiicreler pipetlenerek tek hiicre slispansiyonu haline getirildikten
sonra bir falkon tiipe aktarilmistir. Hiicre siispansiyonu 2000rpm’de 5 dakika
santrifiijlenmis ve siipernatant uzaklastirilmistir. Hiicreler 1 ml besiyerinde
cozdiikten sonra %70 (700uL) hiicre siispansiyonu, %20 FBS (200uL), %10
DMSO (100uL) olacak sekilde kriyoviale ilave edildi ve -80°C’de saklanda.
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2.2.10 Hiicre Sayim

Hiicreler toplandiktan sonra 1:1 oraninda %0,4'lik tripan mavi boyasi ile
stispanse edildi. Tripan mavi boyasi ile 6lii hiicrelerin hiicre membranini1 boyayarak
canlt hiicre sayisinin hesaplamasi invert mikroskop (Oxionlnverso, Euromex,
Hollanda) kullanilarak gerceklestirildi. Hiicre sayimi hesaplamak i¢in asagida verilen

formiil kullanilmistir.

Sayilan hiicre sayist x Seyreltme faktorii x 10.000 =Total hiicre sayisi

2.2.11 MTT ile Hiicre Canhlik Testi

Konsantrasyonlar1 hazirlanan benzotiyofen-timol ve indol-timol tiirevlerinin
sitotoksisite analizleri i¢in hiicreler tripsin-EDTA ile kaldirildiktan sonra 96
kuyucuklu plakalara, her kuyucuga 10° hiicre olacak sekilde (son hacim 100ul) ekim
yapildi ve 37 °C, %5 CO; iceren inkiibatorde 24 saat inkiibe edildi. Negatif kontrol
olarak DMSO (0.75 % den az) kullanildi. 24 saat inkiibasyondan sonra belirlenen
konsantrasyonlar (3.125-250pg/mL) son hacim 200ul olacak sekilde uygulandi. 24
saat inkiibe edildikten sonra MTT ile hiicre canlilig1 analiz edildi. Besiyerleri
uzaklagtirildiktan sonra her kuyuya 100uL taze besiyeri ve 10ul MTT (0.5mg/mL)
soliisyonu uygulandi. 37 °C, %5 COziceren inkiibatoérde 4 saat boyunca inkiibe edildi.
Ardindan MTT soliisyonu uzaklastirildi ve her kuyu i¢in 50uL. DMSO eklendi. 590
nm dalga boyunda EpochMikroplaka okuyucu ile (BioTek, ABD) 6l¢tildii ve ECso
degerleri hesaplanmistir. Bu baglamda hig timol ve tiirevleri ile muamele edilmeyen
negatif kontrol grubu, benzotiyofen-timol ve indol-timol ile muamele edilen gruplar ile
karsilastirilarak degisik dozlardaki timol ve tlirevlerinin hiicre canliligina olan etkisi

saptanmustir.
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2.3  Apoptoz Analizi

AS1 ve AS7 bilesiginin uygulandigt A549, Caco-2, MCF-7, LNCaP
hiicrelerindeki sitotoksik aktivitesi sonucunda ECso degerleri hesaplandi. Ardindan 6
kuyulu plakalara 3x10* hiicre ekildi ve 37°C’de %5 CO, igeren nemli ortamda
inkiibasyona birakildi. Bilesiklerin hesaplanan ECso dozlar1 uygulandi. 37 °C, %5
CO2, %95 nem igeren inkiibatorde 24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi
besiyerleri uzaklastirildi ve PBS (fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi) yikanarak kalan
serumdan uzaklastirildi. Tripsin-EDTA ile 2-3 dakika inkiibe edildikten sonra en az 2
kat1 kadar besiyeri eklenerek hiicreler epondorfa alindi. 2000 rpm’de 5 dakika santrifiij
edildi. Apoptoz tayini i¢cin FITC Annexin V Apoptoz Kiti (BioLegend, ABD)
kullanildi. Siipernatant uzaklastirildiktan sonra 5 pL FITC Annexin V ve 10 puL
Propidium Iyodiir (PI) eklendi ve 15 dakika karanlikta oda sicakliginda 15 dakika
inkiibe edildi. Ardindan her tiipe 400 uL. Annexin V BindingBuffer eklendi ve 6rnekler
slayta yiiklenerek Arthur Floresans Hiicre Analiz Sistemi (NanoEntek, ABD)
kullanilarak analiz edildi. Her hiicre i¢in negatif kontrol DMSO, pozitif kontrol olarak
H>0O> (Hidrojen peroksit) kullanilmistir.

24 mRNA Diizeyinde Gen Ekspresyonunun Kantitatif Real Time PCR
(qRT-PCR) ile Tespit Edilmesi

2.4.1 Total RNA izolasyonu

Apoptoza yolaklarinda goérev alan aday genlerin (Bax, Bcl-2, Casp3, Casp8 ve
Casp9) gen ekspresyon seviyelerinin total RNA izolasyonu, innuPREP RNA Mini Kiti
(AnalitikJena, Almanya) izolasyon kiti kullanilarak, protokoliin 6ngoérdiigli metot ile
yapilmustir. 6 kuyucuklu plakalara 10 hiicre ekildikten sonra AS1 VE AS7 maddelerin
en etkin dozlar1 (ECso) uygulandi. 24 saat 37 °C, %5 CO: kosullarinda inkiibe edildi.
Besiyeri uzaklastirildiktan sonra PBS tamponu ile yikandi. Ardindan 400 pL
Lysisbuffer ile hiicreler epondorfa toplandi. 2 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi.
Hiicrelerin lizis asamasindan sonra mavi halkali filtre D kolonuna yiiklenerek
11.000°de 2 dakika santrifiij edildi. Filtre D atild1 ve 400 pl’liklizatin tizerine 400 pl
%75’1iik etanol eklenerek up-down yapildi ve mor halkali filtre R kolonuna yiiklendi.
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11.000 rmp’de 2 dakika santrifiij edildi. Alt tiip degistirildikten sonra filtre R kolonuna
etanol iceren yikama soliisyonu (HS) 500ul eklendi ve 11.000 rmp’de 1 dakika
santrifiij edildi. Kolon tekrar (LS) yikama soliisyonu ile mumamele edildikten sonra
40ulRnase-free su ile eliisyon yapildi. Total RNA izolasyonu EpochMikroplaka
Okuyuculu Spektroskopi cihazi ile Take-3 aparati kullanilarak 260/280 nm’de
Olctilmiistiir. RNA miktar1 belirlendikten sonra -80C’de saklandi.

2.4.2 Agaroz jel elektroforez

Izole edilen RNA &rneklerinin belirlenmesi igin 1X Tris Asetik Asit EDTA
(40 mM Tris, 20 mM Asetik Asit, 1 mM EDTA, pH:8.0) tamponu kullanildi. 0,4
gr agar tartilarak 40 ml TAE (Tris asetik asit EDTA) igerisinde mikrodalga ile
sitilarak ¢oziildi. 0,75ul EtrBr (0,625 mg/ml) eklendi. Hazirlanan jel, elektroforez
tankina dokiilerek donmasi beklenmistir.  Elektroforez tankina 1X TAE
eklendikten sonra Ornekler jele yiiklenip 90 Volt, 45 dakika, 500 mA'de
ylriitiilmiistiir. Kuyulara yiiklenen 6rnek miktarlar1 ve marker (abm 1kb plus Opti-

DNA Marker) Tablo 2.2.”de verilmistir.

Tablo 2. 2: RNA ve Marker Konsantrasyonlari

RNA Marker
5 ul RNA 6rnegi 6 ul DNA Marker
2 ul 6x yiiriitme boyasi 2 ul 6x yiirlitme boyast
1 ul dH20 2 ul dH20
Toplam 8 pl kuyulara yiiklenir | Toplam 5 pl kuyulara yiiklenir
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2.4.3 c¢DNA Sentezi

Izole edilen total RNA ornekleri OnceScript Plus cDNA Sentez Kiti (abm,

Canada) kullanilarak sentezlenmistir. Total RNA o6rnekleri Tablo 2.3’de gosterildigi

gibi reaksiyon kurulmustur.

Tablo 2.3: Total RNA-cDNA Denatiirasyon Ortam1

Bilesenler Miktar (ul) Son Konsantrasyon
RNA template 3ul 2,5ug/ml
Oligo(dT) Tul 0.5 uM
dNTP Karigimi Tul 500uM
RNAaz igcermeyen su 9.5 ul 14.5ul

Total reaksiyon 14.5 tamamlandiktan sonra ilk asama ¢cDNA denatiirasyonu

i¢in 65°C 5 dakika inkiibe edildikten sonra 1 dakika buz iizerinde inkiibe edildi.

Tablo 2.4: Total RNA-cDNA Reaksiyon Ortami1

Bilesenler Miktar (ul) Son Konsantrasyon
5X RT Tamponu 4ul 1X
Riboniikleaz Inhibitérii (40U/ul) 0.5ul 20U/rxn
ReverseTranskriptaz Enzimi (200U/ul) Lul 200U/rxn
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Yukaridaki karisim hazirlandikan sonra her bir 6rnek igin 5.5ul eklendi ve
toplam reaksiyon 20ul tamamlandi. 50°C 60 dakika ve ardindan enzim aktivasyonun

inhibisyonu i¢in 85°C 5 dakika inkiibe edildi. cDNA 6rnekleri -20 derecede saklandi.

2.4.4 Real Time PCR (qRT-PCR) analizi

cDNA eldesi sonrasi elde edilen 6rnekler KiloGreen 2X qPCRMasterMix kiti
(abm,Canada) ve StepOnePlus™ Real-Time PZR cihazi kullanilarak analiz edilmistir.
Kantitatif Real Time PCR degerlendirilmesinde gen ekspresyonu housekeeping gen
olan GAPDH gore hesaplanmistir. Tiim 6rnekler duplike olarak c¢alisildi. Amplikasyon
sonucunda Ct (threshold) degerleri ¢alisilan 6 gen icin mRNA diizeyinde ekspresyon
degisimleri analiz edilmistir. Apoptoz yolaklar ile iligkili olan genler Tablo 2.5’de
verilmistir. Hedef genlerin mRNA ekspresyon seviyeleri AACt metoduna gore

belirlenmistir.

Tablo 2.5: Apoptoz yolagindaki iligkili genler

CASP3 CASPS
BAX CASPY
BCL-2

2.4.5 Istatistik Analiz

Tim deneyler en az li¢ kez tekrar edildi. Veriler, SPSS 20.0 programi
kullanilarak analiz edildi. Sonuglar ortalama + standart sapma (SD) olarak
gosterildi ve farklar one-way ANOVA, two-way ANOVA, student-t testi
kullanilarak dl¢iildii. Istatistiksel anlamlilik p <0.05'te kabul edildi.
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3. BULGULAR

3.1 Sitotoksisite Analizi

Yeni benzotiyofen-timol ve indol-timol hibrid molekiillerinin Caco-2, A549,
MCF-7, LNCaP hiicre hatlarinda belirlenen doz araliklarin da (3.125-250 pg/ml) ve
24 saat diliminde hiicre canlilig1 incelenmistir. Kontrol hiicre hatti olarak kanserli

olmayan Huvec kullanilmistir.

Caco-2 hiicre hattina uygulanan AS1 bilesigi sonrast Sekil 3.1°de goriildigi
gibi hiicre canlilig1 konsantrasyona bagli olarak azalma goriilmiistiir. AS1’in 50pug/ml
konsantrasyondan sonra hiicre canlilig1 %50’ye yaklagmistir. AS1 bilesigi ile muamele
edilen Caco-2 hiicre hattinda hiicre canlilig1 analizinde etken maddenin uygulanan hiicre

hattina olan %50'lik bir etkiyi ifade eden ECsy degeri; 111,38ug/ml olarak

hesaplanmustir.
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Sekil 3. 1: Caco-2 hiicre hatt1 iizerinde AS1 bilesiginin hiicre canlilig1 lizerindeki etkisi.
Hiicre canliligi, MTT testi ile 24 saat boyunca analiz edildi. Sonuglar 3 farkli ¢alismanin
duplike 6l¢iimiiniin + SD degerleridir. Kontrol degerleri (Opg/ml) %100 alinmistir. *: Kontrol
grubundan farkli (p<0.05).
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Huvec hiicre hattina 24 saat boyunca uygulanan AS1 bilesigi, diisiik
konsantrasyonlarda hiicre canliligi {izerinde ¢ok daha yavas sitotoksik etki
gostermistir. Yiiksek konsantrasyona bagli olarak hiicre canlilig1 %50’ye yaklagmustir.
AS1 bilesigi ile muamele edilen Huvec hiicre hattinda hiicre canliligi analizinde ECso

degeri 244,187 pg/ml olarak hesaplanmistir (Sekil 3.2).

HUVEC
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Sekil 3. 2: Huvec hiicre hatt1 {izerinde AS1 maddesinin hiicre canlilig1 {izerindeki etkisi.
Hiicre canliligi, MTT testi ile 24 saat boyunca analiz edildi. Sonuglar 3 farkli ¢alismanin
duplike 6l¢iimiiniin + SD degerleridir. Kontrol degerleri (Opg/ml) %100 alinmistir. *:
Kontrol grubundan farkli (p<0.05).

Sekil 3.3’de gorildiigi iizere A549 hiicre hattina uygulanan AS1’in hiicre
canlilig1 iizerinde yiiksek konsantrasyona bagli bir azalma saptanmistir. 24 saat
boyunca AS1 ile muamele edilen A549 hiicre hattinda hiicre canlilig1 analizinde ECso

degeri; 321,16pug/ml olarak hesaplanmustir.
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Sekil 3. 3: A549 hiicre hatti lizerinde AS1 bilesiginin hiicre canlilig: iizerindeki etkisi. Hiicre
canlilig, MTT testi ile 24 saat boyunca analiz edildi. Sonuglar 3 farkli ¢alismanin duplike
6l¢timiiniin + SD degerleridir. Kontrol degerleri (Opg/ml) %100 alinmgtir. *: Kontrol
grubundan farkli (p<0.05).

Sekil 3.4’de goriildiigii tizere Mcf-7 hiicre hatti lizerinde yiiksek doz uygulanan
gruplarda hiicre canliligi, diisiik dozlara kiyasla ciddi bir diisiis gostermistir. ASI
bilesigi ile muamele edilen Caco-2 hiicre hattinda hiicre canlilifi analizinde ECso

degeri 123,84 pg/ml olarak hesaplanmistir.
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Sekil 3. 4: MCF-7 hiicre hatt1 {izerinde AS1 bilesiginin hiicre canlilig1 iizerindeki etkisi.
Hiicre canliligi, MTT testi ile 24 saat boyunca analiz edildi. Sonuglar 3 farkli ¢aligmanin
duplike 6l¢iimiiniin + SD degerleridir. Kontrol degerleri (Opg/ml) %100 alinmigtir. *: Kontrol
grubundan farkli (p<0.05).

Sekil 3.5’de goriildiigii tizere AS2 bilesigi ile muamele edilen Caco-2 hiicre

hattinda hiicre canlilig1 %70°den fazladir.
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Sekil 3. 5: Caco-2 hiicre hatt1 {izerinde AS2 bilesiginin hiicre canlilig1 {izerindeki etkisi.
Hiicre canliligi, MTT testi ile 24 saat boyunca analiz edildi. Sonuglar 3 farkli ¢alismanin
duplike 6l¢iimiiniin + SD degerleridir. Kontrol degerleri (Opg/ml) %100 alinmistir. *: Kontrol
grubundan farkli (p<0.05).
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Sekil 3.6°da gorildiigii lizere AS2 bilesigi ile muamele edilen Huvec hiicre
hattinda sitotoksik etkisi ¢cok diisiiktiir. AS2 bilesigi normal hiicreler {izerinde toksik

etki gostermemistir.
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Sekil 3. 6: Huvec hiicre hatti tizerinde AS2 bilesiginin hiicre canlilig1 lizerindeki etkisi.
Hiicre canliligi, MTT testi ile 24 saat boyunca analiz edildi. Sonuglar 3 farkli ¢aligmanin
duplike 6l¢iimiiniin + SD degerleridir. Kontrol degerleri (Opg/ml) %100 alinmistir. *: Kontrol
grubundan farkli (p<0.05).

Sekil 3.7°de goriildigi iizere AS2 bilesigi ile muamele edilen LNCaP hiicresi
iizerinde sitotoksik etkisi ¢cok diistiktiir. Yiiksek konsantrasyonda dahi hiicre canlilig

%380’nin tuzerindedir.
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LNCaP
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Sekil 3. 7: LNCaP hiicre hatt1 iizerinde AS2 bilesiginin hiicre canlilig1 lizerindeki etkisi.
Hiicre canliligi, MTT testi ile 24 saat boyunca analiz edildi.Sonuglar 3 farkli ¢alismanin
duplike 6l¢iimiiniin + SD degerleridir. Kontrol degerleri (Opg/ml) %100 alinmigtir. *: Kontrol
grubundan farkli (p<0.05).

MCF-7 hiicre hattina 24 saat boyunca uygulanan AS2 bilesiginin hiicre
canlilig1 tizerinde etkisi konsantrasyona bagli olarak proliferasyon gostermistir (Sekil

3.8).
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Sekil 3. 8: MCF-7 hiicre hatti izerinde AS2 bilesiginin hiicre canlilig iizerindeki etkisi.
Hiicre canliligi, MTT testi ile 24 saat boyunca analiz edildi. Sonuglar 3 farkli ¢alismanin
duplike 6l¢iimiintin + SD degerleridir. Kontrol degerleri (Opg/ml) %100 alinmistir. *: Kontrol
grubundan farkli (p<0.05).
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Sekil 3.9°da gorildiigii tizere ASS bilesigi ile muamele edilen Caco-2 hiicresi
iizerinde sitotoksik etkisi ¢ok diistiktlir. Konsantrasyona bagli olarak hiicre canlilig1

%385’1n lizerindedir.
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Sekil 3. 9: Caco-2 hiicre hatt1 tizerinde AS5 bilesiginin hiicre canlilig lizerindeki etkisi.
Hiicre canliligi, MTT testi ile 24 saat boyunca analiz edildi. Sonuglar 3 farkli ¢alismanin
duplike 6l¢iimiiniin + SD degerleridir. Kontrol degerleri (Opg/ml) %100 alinmistir. *: Kontrol
grubundan farkli (p<0.05).

Sekil 3.10°da gortldiigii tizere ASS bilesigi ile muamele edilen Huvec hiicre
hattinda sitotoksik etkisi ¢ok diisiiktiir. ASS5 bilesigi normal hiicreler iizerinde toksik

etki gostermemistir.
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Sekil 3. 10: Huvec hiicre hatt1 tizerinde AS5 bilesiginin hiicre canliligi lizerindeki etkisi.
Hiicre canliligi, MTT testi ile 24 saat boyunca analiz edildi. Sonuglar 3 farkli ¢aligmanin
duplike 6l¢iimiiniin + SD degerleridir. Kontrol degerleri (Opg/ml) %100 alinmigtir. *: Kontrol
grubundan farkli (p<0.05).

Sekil 3.11°de goriildiigii tizere ASS bilesigi ile muamele edilen LNCaP hiicre
hattinda sitotoksik etkisi ¢ok diisiiktiir. Yiiksek konsantrasyonda bile hiicre canlilig

%90’ n1n uzerindedir.
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Sekil 3. 11: LNCaP hiicre hatt1 izerinde ASS bilesiginin hiicre canlilig tizerindeki etkisi.
Hiicre canliligi, MTT testi ile 24 saat boyunca analiz edildi. Sonuglar 3 farkli ¢alismanin
duplike 6l¢iimiintin + SD degerleridir. Kontrol degerleri (Opg/ml) %100 alinmistir. *: Kontrol
grubundan farkli (p<0.05).
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MCF-7 hiicre hattina uygulanan ASS5 bilesigi sonrasi Sekil 3.12’de goriildigi

gibi hiicre canlilig1 konsantrasyona bagli olarak proliferasyon gostermistir.
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Sekil 3. 12: MCF-7 hiicre hatti lizerinde ASS5 bilesiginin hiicre canliligi izerindeki etkisi.
Hiicre canliligi, MTT testi ile 24 saat boyunca analiz edildi. Sonuglar 3 farkli ¢alismanin
duplike 6l¢iimiiniin + SD degerleridir. Kontrol degerleri (Opg/ml) %100 alinmigtir. *:
Kontrol grubundan farkli (p<0.05).
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Sekil 3.13’de goriildiigii tizere AS6 bilesigi ile muamele edilen Caco-2 hiicre

hattinda hiicre canlilig1 %60°dan fazladir.
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Sekil 3. 13: Caco-2 hiicre hatt1 tizerinde AS6 bilesiginin hiicre canlilig1 tizerindeki etkisi.
Hiicre canliligi, MTT testi ile 24 saat boyunca analiz edildi. Sonuglar 3 farkli ¢alismanin
duplike 6l¢iimiiniin + SD degerleridir. Kontrol degerleri (Opg/ml) %100 alinmisgtir. *: Kontrol
grubundan farkli (p<0.05).

Sekil 3.14’de gortldiigii tizere AS6 bilesigi ile muamele edilen Huvec hiicre
hattinda sitotoksik etkisi ¢ok diisiiktiir. AS6 bilesigi normal hiicreler lizerinde toksik

etki gdstermemistir.

41



HUVEC

120
—
100
=
B 50
T 60
]

o 0
[
S 20
=
0
0 3125 625 125 25 50 125 250

Konsantrasyon(pg/ml)

Sekil 3. 14: Huvec hiicre hatt1 tizerinde AS6 bilesiginin hiicre canlilig1 lizerindeki etkisi.
Hiicre canliligi, MTT testi ile 24 saat boyunca analiz edildi. Sonuglar 3 farkli ¢aligmanin
duplike 6l¢iimiiniin + SD degerleridir. Kontrol degerleri (Opg/ml) %100 alinmistir. *: Kontrol
grubundan farkli (p<0.05).

Sekil 3.15°de goriildiigii tizere AS6 bilesigi ile muamele edilen LNCaP hiicre
hattinda sitotoksik etkisi ¢ok diisiiktiir. Yiiksek konsantrasyonda bile hiicre canlilig

%95’1n tizerindedir.
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Sekil 3. 15: LNCaP hiicre hatt1 izerinde AS6 bilesiginin hiicre canlilig {izerindeki etkisi.
Hiicre canliligi, MTT testi ile 24 saat boyunca analiz edildi. Sonuglar 3 farkli ¢aligmanin
duplike 6l¢iimiiniin + SD degerleridir. Kontrol degerleri (Opg/ml) %100 alinmigtir. *: Kontrol
grubundan farkli (p<0.05).

MCEF-7 hiicre hattina uygulanan AS6 bilesigi sonrasi Sekil 3.16’da goriildigi

gibi hiicre canlilig1 diisiik konsantrasyon da dahi proliferasyon gostermistir.
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Sekil 3. 16: MCF-7 hiicre hatt1 tizerinde AS6 bilesiginin hiicre canlilig1 tizerindeki etkisi.
Hiicre canliligi, MTT testi ile 24 saat boyunca analiz edildi. Sonuglar 3 farkli calismanin
duplike 6l¢iimiiniin + SD degerleridir. Kontrol degerleri (Opg/ml) %100 alinmistir. *: Kontrol
grubundan farkli (p<0.05).
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Caco-2 hiicre hattina uygulanan AS7 bilesigi sonras1 Sekil 3.17°de goriildiigii
gibi diisik konsantrasyonlarda dahi hiicre canliligi azalmistir. AS7 bilesigi ile
muamele edilen Caco-2 hiicre hattinda hiicre canliligi analizinde ECs, degeri;

32,60ug/ml olarak hesaplanmustir.

Caco-2
120

100
* *
80 2
6 *
4 *
E3
2 ' *
0 25 50 125 250

3.125 6.25 125
Konsantrasyon(ug/ml)

Hiicre Canliligi(%)
© © o

o

Sekil 3. 17: Caco-2 hiicre hatt1 tizerinde AS7 bilesiginin hiicre canlilig1 tizerindeki etkisi.
Hiicre canliligi, MTT testi ile 24 saat boyunca analiz edildi. Sonuglar 3 farkli ¢alismanin
duplike 6l¢iimiiniin + SD degerleridir. Kontrol degerleri (Opg/ml) %100 alinmistir. *:
Kontrol grubundan farkl: (p<0.05).

Sekil 3.18’de gorildiigii lizere Huvec hiicre hattina uygulanan AS7’in, hiicre
canlilig1 lizerinde konsantrasyona bagl bir azalis géstermistir. 24 saat boyunca AS7
bilesigi ile muamele edilen Huvec hiicre hatt1 hiicre canlilig1 analizinde ECso degeri;

339,3ug/ml olarak hesaplanmistir.
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Sekil 3. 18: Huvec hiicre hatt1 lizerinde AS7 bilesiginin hiicre canlilig1 {izerindeki etkisi.
Hiicre canliligi, MTT testi ile 24 saat boyunca analiz edildi. Sonuglar 3 farkli ¢aligmanin
duplike 6l¢iimiiniin + SD degerleridir. Kontrol degerleri (Opg/ml) %100 alinmistir. *: Kontrol
grubundan farkli (p<0.05).

Sekil 3.19’da goriildiigii tizere A549 hiicre hattina uygulanan AS7’in hiicre
canliligi tizerinde yiiksek konsantrasyona bagl %50’ye yaklasmistir. 24 saat boyunca
AS7 ile muamele edilen A549 hiicre hattinda hiicre canlilif1 analizinde ECso degeri;

181,56ug/ml olarak hesaplanmistir.
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Sekil 3. 19: A549 hiicre hatt1 iizerinde AS7 bilesiginin hiicre canlilig1 {izerindeki etkisi.
Hiicre canliligi, MTT testi ile 24 saat boyunca analiz edildi. Sonuglar 3 farkli ¢aligmanin
duplike 6l¢iimiiniin + SD degerleridir. Kontrol degerleri (Opg/ml) %100 alinmigtir. *: Kontrol
grubundan farkli (p<0.05).

Sekil 3.20°de goriildiigii lizere konsantrasyona bagli olarak hiicre canliligin
iizerinde azalma saptanmistir. 24 saat boyunca AS7 ile muamele edilen LNCaP hiicre

hattinda hiicre canlilig1 analizinde ECso degeri; 89,28 ug/ml olarak hesaplanmistir.
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Sekil 3. 20: LNCaP hiicre hatt1 izerinde AS7 bilesiginin hiicre canlilig {izerindeki etkisi.
Hiicre canliligi, MTT testi ile 24 saat boyunca analiz edildi. Sonuglar 3 farkli calismanin
duplike 6l¢iimiiniin = SD degerleridir. Kontrol degerleri (Opg/ml) %100 alinmistir. *: Kontrol
grubundan farkli (p<0.05).
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3.2 Apoptoz Analizi

Apoptotik degerlendirmeler i¢in Caco-2, A549, MCF-7, LNCaP hiicreleri 6
kuyulu plakalara 3x10* hiicre ekilmis, hiicrelerinin ¢ogalmasi ve yapismasi igin 24 saat
37°C’de %5 CO; igeren nemli ortamda inkiibe edilmistir. AS7 ve AS1 bilesiklerinin
hesaplanan ECso dozlar1 farkli kanser hiicre hatlarina uygulanmig ve 24 saat
inkiibasyona birakilmistir. Negatif kontrol DMSO, pozitif kontrol olarak Hidrojen
peroksit (H20O>) son konsatrasyon 250pum olacak sekilde kullanilmistir. Pozitif kontrol
olan H>O>'nin hiicreler i¢in apoptotik hiicre 6liimiine sebep oldugu bilinmektedir.
Farkl1 kanser hiicrelerinde sitotoksik aktivitesi giiclii olan AS1 ve AS7 hibridlerinin
hiicre 6liimiinde apoptozun iki ana yolagini; ekstrinsik (dis yolak) hem de intrinsik

(mitokondriyal i¢ yolak) kullanarak apoptozu indiikledigini ortaya koymustur.

Negatif Kontrol Pozitif Kontrol AS1

Sekil 3. 21: AS1 bilesiginin 1: Caco-2, 2: A549, 3: MCF-7 hiicreleri iizerindeki apoptoz
analizi gorilintlisii. Annexin V-FITC (yesil renk) ve Propidium lodide (kirmiz1 renk) ile
boyanmasiyla Arthur™ Goriintii Tabanli Sitometre cihazi ile analiz edilmistir.
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Negatif Kontrol Pozitif Kontrol AS7

Sekil 3. 22: AS7 bilesiginin 1: Caco-2, 2: A549, 3: LNCaP hiicreleri iizerindeki apoptoz
analizi goriintlisii. Annexin V-FITC (yesil renk) ve Propidium lodide (kirmizi renk) ile
boyanmastyla Arthur™ Goriintii Tabanli Sitometre cihazi ile analiz edilmistir.

Sekil 3.23’de gosterildigi gibi, 24 saat uygulamanin ardindan Caco-2 hiicre
popiilasyonlarindan AS1 bilesigi uygulanan grubun %50'si canli ve %12'si 6lii, %38'i
apoptotik olarak hesaplanmistir. AS1 ile muamele edilen Caco-2 hiicre hattinda

apoptotik hiicre popiilasyonunun orani kontrole gore 3.45 kat artmustir.
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Sekil 3. 23: Caco-2 hiicre hatti iizerinde AS1 bilesiginin yiizde (%) canli, 6lii, apoptotik
etkisi. Negatif kontrol (DMSOQ), pozitif kontrol olarak (H,O») kullanilmistir. *: Kontrol
grubundan farkli (p<0.05).

Sekil 3.24’de gosterildigi gibi, 24 saat uygulamanin ardindan A549 hiicre
popiilasyonlarindan AS1 bilesigi uygulanan grubun %25' canli ve %17's1 6lii, %58'1
apoptotik olarak hesaplanmistir. Yapilan calismalar sonucun da AS1 bilesigi A549
hiicre hatt1 lizerinde sitotoksik ve apoptotik etkiye sahiptir. AS1 ile muamele edilen
A549 hiicre hattinda apoptotik hiicre poptilasyonunun orani kontrole gore 3.86 kat artis

gostermistir.
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Sekil 3. 24: A549 hiicre hatt1 iizerinde AS1 bilesiginin yiizde (%) canli, 6lii, apoptotik etkisi.
Negatif kontrol (DMSO), pozitif kontrol olarak (H,0O-) kullanilmistir. *: Kontrol grubundan
farkli (p<0.05).

MCEF-7 hiicre popiilasyonuna 24 saat AS1 bilesigi uygulanan grupta Sekil
3.25’de goriildigi gibi %76’s1 canli ve %3 oOli, %?21't apoptotik olarak
hesaplanmistir. AS1 ile muamele edilen MCF-7 hiicre hattinda apoptotik hiicre

popiilasyonunun orani kontrole gére 5.25 kat artig gostermistir.
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Sekil 3. 25: MCF-7 hiicre hatt1 iizerinde AS1 bilesiginin yiizde (%) canl, 6lii,
apoptotik etkisi. Negatif kontrol (DMSO), pozitif kontrol olarak (H>0,)
kullanilmustir. *: Kontrol grubundan farkli (p<0.05).
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Caco-2 hiicre populasyonuna AS7 bilesiginin 24 saat uygulanmasi sonucu
Sekil 3.26’da goriildiigii izere %701 canli, %7’si 6lii ve %231 apoptotik 6liime neden
oldugu hesaplanmistir. AS7 ile muamele edilen Caco-2 hiicre hattinda apoptotik hiicre

popiilasyonunun orani kontrole gore 4.6 kat artig gostermistir.
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Sekil 3. 26: Caco-2 hiicre hatt1 tizerinde AS7 bilesiginin yiizde (%) canli, 6lii, apoptotik
etkisi. Negatif kontrol (DMSO), pozitif kontrol olarak (H,O») kullanilmistir. *: Kontrol
grubundan farkli (p<0.05).

24 saatlik AS7 bilesigi uygulanan A549 hiicre populasyonunda Sekil 3.27°de
goriildiigii lizere %45°1 canli, %28’s1 6lii ve %27’s1 apoptotik 6liime neden oldugu
hesaplanmistir. AS7 ile muamele edilen A549 hiicre hattinda apoptotik hiicre

popililasyonunun orani kontrole gore 3.3 kat artis gostermistir.
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Sekil 3. 27: A549 hiicre hatt1 iizerinde AS7 bilesiginin yiizde (%) canli, 6lii, apoptotik etkisi.
Negatif kontrol (DMSO), pozitif kontrol olarak (H,0-) kullanilmistir. *: Kontrol grubundan
farkli (p<0.05).

Sekil 3.28'de gosterildigi gibi, 24 saat uygulamanin ardindan LNCaP hiicre
popiilasyonlarindan AS7 bilesigi uygulanan grubun %77'si canli ve %5'1 oli, %18'1
apoptotik olarak hesaplanmistir. AS7 ile muamele edilen LNCaP hiicre hattinda

apoptotik hiicre popiilasyonunun oran1 kontrole gore 9 kat artis gostermistir.
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Sekil 3. 28: LNCaP hiicre hatt1 {izerinde AS7 bilesiginin yiizde (%) canli, 6lii, apoptotik
etkisi. Negatif kontrol (DMSO), pozitif kontrol olarak (H>O) kullanilmistir. *: Kontrol
grubundan farkli (p<0.05).

33 Total RNA'nin Agaroz Jel Elektroforezi ile Goriintillenmesi

AS1 ve AS7 ile muamele edilmis kanser hiicre hatlarindan izole edilen
RNA’lar %1’lik agaroz jel ile goriintiilenmistir. 18S rRNA ve 28S rRNA bantlar1
Sekil 3.29°da gosterilmistir. Elde edilen RNA 6rnekleri -80°C’de saklanmustir.

"Hbiﬂ“ﬁﬂ

—— A —

Sekil 3. 29: RNA orneklerinin %1°lik agaroz jel goriintiisii. M: 1kb Plus Opti-DNA Marker
(Abm #cat(G248). Soldan saga 1. Kontrol 1; 2.AS1 Caco-2; 3. AS7 Caco-2; Kontrol 2; 4.
Kontrol 2; 5. AS1 A549; 6. AS7 A549; 7. Kontrol 3; 8. AS1 MCF-7; 9. Kontrol 4; 10. AS7
Lncap
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3.4 mRNA Diizeyinde Ekspresyon Analizi(QRT-PZR)

Izole edilen total RNA izolasyonu sonrasi cDNA sentezi yapilmis ve apoptoz
yolaklarinda gorev alan aday genlere (BAX, BCL2, CASP3, CASPS8 ve CASP9) spesifik
primerler ile Kilogreen 2X qPZR Master Mix kiti kullanilarak mRNA diizeyinde
ekspresyon analizleri gergeklestirilmistir. Housekeeping gen olarak GAPDH

kullanilmistir.

Sekil 3.30°da goriildiigii tizere AS1 bilesiginin Caco-2 hiicre hattinda apoptoz
yolagi ile iligkili BAX, CASP3, CASPS, CASP9 genleri sirasiyla 4.26, 6.96, 3.02, 2.31
kat mRNA ekspresyon seviyesinde artis goOsterirken, BCL-2 ise %12 azalis

gostermistir.

800

%

700

600

500

%

400

%

300

H %

200

100 . *
0

Kontrol BAX BCL2 CASP3 CASP8 CASP9

Sekil 3. 30: AS1 bilesiginin Caco-2 hiicre hattinda apoptoz yolagi ile iliskili BAX, BCL-2,
CASP3, CASPS, CASP9 genlerin mRNA ekspresyon seviyelerine etkisi. Kontrol degerleri
%100 alinmistir. Sonuglar GAPDH ile normalize edilmistir. Istatistik analizleri SPSS 20
One-way ANOVA ile analiz edilmistir. *: Kontrol grubundan farkli(p<0.05).

AS1 bilesiginin A549 hiicre hattinda Sekil 3.31°de goriildiigii iizere apoptoz
yolag ile iligkili BAX, CASP3, CASPS, CASP9 genleri kontrole gore kiyasla sirastyla
1.42, 1.60, 1.68, 2.30 kat mRNA ekspresyon seviyesinde artis gosterirken, BCL-2 ise

%51 azalis gostermistir.
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Sekil 3. 31: AS1 bilesiginin A549 hiicre hattinda apoptoz yolagi ile iliskili BAX, BCL-2,
CASP3, CASPS, CASP9 genlerinin mRNA ekspresyon seviyelerine etkisi. Kontrol degerleri
%100 almmustir. Sonuglar GAPDH ile normalize edilmistir. Istatistik analizleri SPSS 20
One-way ANOVA ile analiz edilmistir. *: Kontrol grubundan farkli(p<0.05).

Sekil 3.32°de goriildiigii tizere AS1 bilesiginin MCF-7 hiicre hattinda apoptoz
yolagi ile iliskili BAX, CASP3, CASPS, CASPY genleri sirasiyla 1.97, 2.80, 2.82 2.98
kat mRNA ekspresyon seviyesinde artis gosteritken, BCL-2 ise %55 azalis

gostermistir.
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Sekil 3. 32: AS1 bilesiginin MCF-7 hiicre hattinda apoptoz yolagi ile iliskili BAX, BCL-2,
CASP3, CASPS, CASP9 genlerin mRNA ekspresyon seviyelerine etkisi. Kontrol degerleri
%100 alinmistir. Sonuglar GAPDH ile normalize edilmistir. Istatistik analizleri SPSS 20
One-way ANOVA ile analiz edilmistir. *: Kontrol grubundan farkli(p<0.05).
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Sekil 3.33’de gorildiugii tizere AS7 bilesiginin Caco-2 hiicre hattinda apoptoz
yolagi ile iligkili BAX, CASP3, CASPS, CASP9 genleri sirasiyla 3.67, 2.70, 6.80, 1.85
kat mRNA ekspresyon seviyesinde artis gosterirken, BCL-2 ise %21 azalis

gostermistir.
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Sekil 3. 33: AS7 bilesiginin Caco-2 hiicre hattinda apoptoz yolagi ile iliskili BAX, BCL-2,
CASP3, CASP8, CASP9 genlerin mRNA ekspresyon seviyelerine etkisi. Kontrol degerleri
%100 alinmistir. Sonuglar GAPDH ile normalize edilmistir. Istatistik analizleri SPSS 20
One-way ANOVA ile analiz edilmistir. *: Kontrol grubundan farkli(p<0.05).

AS7 bilesiginin A549 hiicre hattinda Sekil 3.34’de goriildiigil iizere apoptoz
yolagi ile iligkili BAX, CASP3, CASPS, CASP9 genleri sirasiyla 5.58, 4.59, 1.46, 4.81
kat mRNA ekspresyon seviyesinde artis gosterirken, BCL-2 mRNA ekspresyon

seviyesi %4,41 azalmistir.
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Sekil 3. 34: AS7 bilesiginin A549 hiicre hattinda apoptoz yolagi ile iliskili BAX, BCL-2,
CASP3, CASPS, CASP9 genlerin mRNA ekspresyon seviyelerine etkisi. Kontrol degerleri
%100 almmustir. Sonuglar GAPDH ile normalize edilmistir. Istatistik analizleri SPSS 20
One-way ANOVA ile analiz edilmistir. *: Kontrol grubundan farkli(p<0.05).

AS7 bilesiginin LNCap hiicre hattinda Sekil 3.35’de goriildiigii tizere apoptoz
yolag ile iligkili BAX, CASP3, CASPS, CASP9 genleri sirasiyla 3.46, 1.59, 8.17, 1.64

kat mRNA ekspresyon seviyesinde artig gosterirken, BCL-2 ise %52 azalmistir.
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Sekil 3. 35: AS7 bilesiginin LNCap hiicre hattinda apoptoz yolagi ile iliskili BAX, BCL-2,
CASP3, CASPS, CASP9 genlerin mRNA ekspresyon seviyelerine etkisi. Kontrol degerleri
%100 alinmistir. Sonuglar GAPDH ile normalize edilmistir. Istatistik analizleri SPSS 20
One-way ANOVA ile analiz edilmistir. *: Kontrol grubundan farkli(p<0.05).
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4. TARTISMA

Diinya Saglik Orgiitiine (WHO) gére diinya ¢apinda kanser, her 6 &liimden

1’ine neden olan ve morbidite, mortaliteye yol agan bir halk sagligi sorunudur.

Diinyada ve Tiirkiye’de pek ¢ok kanser hastasi kimyasal tedavi, 1sin
tedavisi, cerrahi gibi konvansiyonel tedavileri kullanmaktadir. Kanser hiicrelerinin
molekiiler heterojenligi, ila¢ direnci, yiiksek maliyet gibi sorunlar hastaligin
tedavisini zorlagtirmaktadir (Bouhtit ve dig., 2021). Yan etkisi azaltilmis, etkili
ilag molekiillerin aranmasi ¢alismalar1 hali hazirda devam etmektedir. Bu
maddeleri ararken yan etkilerin azaltilmasi i¢in dogal geleneksel yaklasimlarin
arastirilmasi, etkilerinin ortaya konulmasi ve daha az yan etkiye sahip ¢ok hedefli
etken maddelerin tespit edilmesi son derece dnemlidir. Klinik olarak nitelikli yeni

antikanser ila¢ adaylarina ihtiya¢ duyulmaktadir.

Farmasotik yapidaki timol iskelesi, basta kanser olmak iizere bir¢ok farkl
alanda biiyiik 6nem arz etmektedir. Timol, C-6, C-4 ve C-1 konumlarinda yapisal
modifikasyonlar1 giiclii i1lag adaylarinin gelistirilmesini olanak saglamaktadir.
Hetereosiklik yapiya sahip benzotiyofen ve indol ise ¢ogu ilag yapisinda yer alan
biyolojik aktivitesi yiliksek molekiillerdir. Bu iki molekiiliin timol ile kombine
edilmesi daha yiiksek biyolojik aktiviteye sahip hibridlerin elde edilmesi
amaclanmistir.  Yapilan c¢alismalar timol ve tlirevlerinin; antioksidan,
antibakteriyel, antimalaryal, antikanser gibi bir¢cok biyolojik aktiviteye sahip
olduklarini ortaya koymustur. (Marchese ve dig. 2016; Yu ve dig. 2016; Li ve dig.
2017; Islam ve dig. 2019; Oskouei ve dig. 2019).

Calismamiz da yeni benzotiyofen-timol ve indol-timol hibrid yapilar1 ilk
defa sentezlenmistir. Sentezlenen tiirevlerin anti-karsinojenik mekanizmasina
iliskin insan akciger karsinoma (A549), insan prostat karsinoma (LnCaP), insan
kolorektal adenokarsinom (Caco-2) ve insan meme adenokarsinoma (MCF-7) ve
kanserli olmayan insan umbilikal ven endotel hiicresi (Huvec) gibi farkli kanser
hiicreleri tlizerinde sitotoksik etkileri arastirilmistir Sitotoksik etkilerine gére ASI
hibrid molekiiliimiiziin Caco-2’de ECsodegeri 111,38 pg/mL, A549°da 321,16 ug/mL,
MCF-7"de 123,84 pg/mL olarak bulunmugtur. AS7 hibrid molekiiliimiiziin Caco-2’de
ECso degeri 32,6 pg/mL, A549°da ECso degeri 181,56 pg/mL ve LNCaP’da 89,28

58



pg/mL olarak hesaplanmistir. AS1 ve AS7 hibrid tiirevlerimizin Caco-2, A549, MCF-
7, LnCaP hiicre hatlarina kars1 daha ytiksek sitotoksik aktivite sergilemistir. Literatiir
ile kiyaslandiginda Caco-2 hiicresinde AS1 ve AS7 bilesigi diisiik konsantrasyonda
sitotoksik aktivite gosterirken, A549 hiicresinde daha yliksek konsantrasyonda
sitotoksik etki sergilemistir. LNCaP hiicre hattinda ise ilk kez ECso konsantrasyonu
belirlenmistir. Ayrica indol-timol molekiilii, benzotiyofen-timol molekiiliine gore daha
giiclii sitotoksik bir ajandir. MCF-7 hiicre hattinda uygulanan AS2, AS5 ve AS6
tiirevleri hiicre proliferasyonunu 6nemli 6l¢iide arttirmistir ve bu sebeple yeni
benzotiyofen-timol ve indol-timol tiirevlerinin yara tyilesmesi i¢in fibroblast hiicreleri
iizerindeki calismalarda giiclii bir ajan olabilecegini ortaya koyduk. AS2, ASS ve AS6
tirevleri ise farkli kanser hiicreleri ilizerinde diisiik sitotoksik etki gostermistir.
Lipinski kurallarina gore artan hidrojen sayisi, molekiiler agirlik gibi 6zelliklerin
farklilig1 ilag etkilesimleri icin 6nem arz etmektedir. AS2 nin AS1 tiirevi ile yapisal
olarak karsilastirildiginda bir benzen halkasinin fazlaligi molekiiliin sitotoksik
etkinligini distirebilir. ASS ve AS6 tiirevlerinde ise karbon ve hidrojen sayisinin artisi
molekiiliin kararligin1 ve sitotoksik etkisini azaltabilir. Timol’lin farkli deneysel
modellerde farkli kanser hiicreleri iizerinde hiicre canliligini azalttigi, sitotoksik
aktiviteyi arttirdigr saptanmistir. Ayrica yeni benzotiyofen-timol ve indol-timol
tiirevleri farkli kanser hiicrelerinde apoptoza neden olmaktadir (Tablo 4.1) (Tablo 4.2)

(Tablo 4.3) (Tablo 4.4).
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Tablo 4. 1: Timol'lin farkli deneysel modellerde MCF-7 kanser hiicresindeki etkileri.

Referans

n

Thymus lanceolatus
Elde edilen timol

1Csp: 304.81 pg/ml

Eupatorium
fortuneiyeni timol
ve izotimol tiirevleri

1C,,: 6.24-8.42 uM

1,2,3-triazol iceren

1G5t 1.1uM timol-1,3,4-
oksadiazol turevleri
EC,:123,84 pg/ml A3l

MCF-7

MCF-7

MCEF-7

MCF-7

Hiicre canliligini ¢

Sitotoksik etki ? Khadir ve dig., 2016
Hiicre canliligini ¢
Sitotoksik etki 4 Yu ve dig., 2020

Hiicre canliligini ¢
Almaki ve dig., 2021
Sitotoksik etki 1

Hiicre canlihg ¢

Sitotoksik etki f

Apoptoz T

Tablo 4. 2: Timol'iin farkli deneysel modellerde Caco-2 kanser hiicresindeki etkileri.

R R N

IC5o: 293.53 uM Thymus
lanceolatus
elde edilen timol
EC5):111,38pg/ml AS1
EC5,:32,60pug/ml AS7

Caco-2

Caco-2

Caco-2
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Hiicre canllllglnl
Khadir ve dig.,2016
Sitotoksik etki

Hiicre canliligi ¢
Sitotoksik etki ?

Apoptoz ?

Hiicre canhligs ¢
Sitotoksik etki T

Apoptoz ?



Tablo 4. 3: Timol'iin farkli deneysel modellerde A549 kanser hiicresindeki etkileri.

B

Eupatorium Hucre canlihgini
IC5o: 8.78-9.84 UM fortuneielde A549 Yu ve dig., 2020
edilen yeni timol Sitotoksik etki T
ve izotimol
tirevleri

Huicre canhhg ¢

ECs:321,16pg/ml AS1 A549 Sitotoksik etki T
Apoptoz ?
Hucre canlihg ¢

EC181,56ug/mi A7 A549 Sitotoksik etki 4

Apoptoz T

Tablo 4.4: Timol-indol hibrid molekiiliiniin LNCaP kanser hiicresindeki etkileri.

| Doz | Bilesen | Hiicre | Hedef

ECs,.89,28pug/ml AS7 Hiicre canhhg ¢

LNCaP
Sitotoksik etki ?

Apoptoz ?

Kemoterapdtik ajanlarin en 6nemli mekanizmasi apoptozdur. Apoptoz,
intrinsik (mitokondriyal i¢ yolak) ve ekstrinsik (dis yolak) olan iki farkli mekanizma
ile gerceklesmektedir. Sitotoksisite testinin ardindan belirlenen etkili dozlar (ECso) ile
Anneksin V FITC-PI ile apoptoz deneyi gerceklestirdik. Hibrid molekiillerimiz farkl
kanser hiicrelerini apoptoza indiikledigini ve sitotoksik aktivite gdsterdigini ortaya

cikardik.
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Calismamizin 3. Kisminda ise hibrid molekiillerimizin kanser hiicrelerini hangi
mekanizma ile apoptoza indiikledigini inceledik. Kaspaz ailesi(sistein-aspartik-
proteazlar), anti-apoptotik 6zellige sahip BCL-2, pro-apoptotik etki gdsteren BAX,
apoptotik stirecte 6dnemli roller {istlenirler. Bu genlerin ekspresyon seviyelerine olan
etkileri housekeeping gen olan GAPDH ile kiyaslanarak hesaplanmistir. Apoptoz ile
iligkili genlerin analizleri sonucunda AS1 hibrid molekiiliimiiziin Caco-2’de apoptoz
yolagi ile iliskili; BAX, CASP3, CASPS8, CASP9 genlerinin kontrole gore kiyasla
sirastyla 4.26, 6.96, 3.02, 2.31 kat mRNA ekspresyon seviyesinde artis
gosterirken, BCL-2 geni ise %12 azalis gostermistir. A549°da BAX, CASP3,
CASPS, CASPY genleri kontrole gore kiyasla sirasiyla 1.42, 1.60, 1.68, 2.30 kat
mRNA ekspresyon seviyesinde artis gosterirken, BCL-2 geni ise %51 azalis
gostermistir. MCF-7de BAX, CASP3, CASPS, CASPY9 genleri kontrole gore
kiyasla sirasiyla 1.97, 2.80, 2.82 2.98 kat mRNA ekspresyon seviyesinde artig
gosterirken, BCL-2 geni ise %55 azalig gostermistir. AS7 hibrid molekiiliinde ise
Caco-2’de BAX, CASP3, CASPS, CASPY genlerinin kontrole gore kiyasla sirasiyla
3.67,2.70, 6.80, 1.85 kat mRNA ekspresyon seviyesinde artis gosterirken, BCL-2 geni

ise %21 azalig géstermistir.

A549’da BAX, CASP3, CASPS8, CASPY genleri kontrole gore kiyasla sirasiyla 5.58,
4.59, 1.46, 4.81 kat mRNA ekspresyon seviyesinde artis gosterirken, BCL-2 geni
ise mRNA ekspresyon seviyesi %4.41 azalig gostermistir. LNCaP hiicre hattinda
ise BAX, CASP3, CASPS, CASP9 genleri kontrole gore kiyasla sirasiyla 3.46, 1.59,
8.17, 1.64 kat mRNA ekspresyon seviyesinde artig gosterirken, BCL-2 geni ise
%152 azalmistir. Anti-apoptotik gen olan BCL-2 azalmasi1 ve pro-apoptotik genlerin
artis1 kanser hiicrelerinin apoptoza yoneldigini géstermektedir. Apoptozun iki ana
mekanizmasi; ekstrinsik (dis yolak) ve intrinsik (mitokondriyal i¢ yolak) oldugu
bilinmektedir. ki farkli yolakta kaspaz-3 enziminin aktivasyonuna neden olan
farkli kaspaz ailesi enzimlerini gerektirmektedir. AS1 ve AS7 hibridlerinin anti-
apoptotik BCL-2 azalmasina ve pro-apoptotik genlerin artisina sebep olmaktadir.
Ayrica dis yolakta gorev alan CASPS geninin aktivasyonuna neden olmaktadir.
Calismamizda elde edilen sonuglara gore AS1 ve AS7 bilesiklerinin neden oldugu
hiicre oliimiinde apoptozun iki ana yolakta; ekstrinsik (dis yolak) hem de intrinsik

(mitokondriyal i¢ yolak) rol oynadig1 gostermistir (Sekil 4.1).

62



Apoptoz

Ekstrinsik vs Intrinsik Yolaklan

Ekstrinsik(dis yolak)

FAS receptor
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Pro-caspase-8

Pro- H T
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Caspase-8 B L y e
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l @ - e —

Eg;pgse_--g Caspase-3

Sekil 4.1: Yeni benzotiyofen-timol ve indol-timol hibrid molekiillerinin apoptoz
indiiksiyonundaki kullandig: yolaklar

Calismamizin 6zgiinliigii ve yeniligi timol ve tlirevlerinin apoptoz indiiksiyonuna
neden oldugunu ve sitotoksik etkiye sahip oldugunu agik¢a ortaya koymaktadir.
Sonuglarimiz, normal hiicreler i¢in toksik olmayan ve kanser hiicrelerini yok eden
hibridlerimizin farmakolojik agidan 6nemini vurgulamaktadir. Sonug¢ olarak yeni
timol hibrid molekiillerinin anti-karsinojenik etkileri ilk defa ortaya ¢ikarilmis ve

yeni ilag potansiyeline sahip aday molekiillerin 6n ¢alismalar1 gerceklestirilmistir.

Mastelic ve arkadaslarinin yaptigi bir calismada insan servikal karsinom
hiicrelerinde (HeLa) timoliin (0.1-100 mM) antioksidan bagiml1 bir antiproliferatif
etki gosterdigi bir calisma yiiriitmiislerdir (Mastelic ve dig. 2008).

Satooka ve Kubo’nun 2012 yiiriittiigli bir ¢alismada timol, B16-F10
melanom hiicreleri ilizerinde 400 Mm ICso degeri ile sitotoksisite gosterdigi ve
oksidatif stresi tetikledigini ortaya koymuslardir. Timoliin antioksidan etkileri,

reaktif oksijen tiirleri ve kinon oksit tiirevleri lireten kararl bir fenoksi radikal ara
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irtinii olusturur. Sonu¢ olarak yiiksek dozlarda timol toksisitesinin birincil
mekanizmasinin, antioksidanla iligkili radikallerin olusumundan kaynaklandigi

gostermislerdir (Satooka ve Kubo. 2012).

Li ve arkadaslarinin 2017’de insan mesane kanseri hiicreleri ile (T24,
SW780, J82) yaptigi calisma da farkli konsantrasyonlar da timoliin 0, 25, 50, 100,
150 uM konsantrasyonlarinda 24 saat inkiibasyonu sonrasinda doza ve zamana
bagli hiicre canliliginin 6nemli 6l¢iide azaldigini ve G2/M fazinda hiicre dongiisii
durmasini indiikleyebildigini ortaya koymuslardir. Apoptoz ile iligkili proteinlerin
western-blot analizi yapildiginda ise Bcl-2 ailesi proteinlerinin asag1 regiilasyonu,
sitokrom ¢ ve Smac/DIABLO'nun mitokondriden sitozole salinmasi, timoliin
insan mesane kanseri hiicrelerinde intrinsik yol araciligiyla apoptotik hiicre

Oliimiine neden oldugunu kanitlamiglardir (Li ve dig. 2017).

2021°deki giincel bir arastirma da Almaki ve arkadaslarinin yaptigi
calisma sonucu 1,2,3-triazol i¢eren timol-1,3,4-oksadiazol tiirevlerinin MCF-7,
CT-116 ve HepG2 kanser hatlar1 iizerinde sirasiyla 1.1uM, 2.6 uM, 1.4 uM ICsy
degerleriyle sitotoksik aktivite gosterdigini ve bilesiklerin 1.95-4.24 uM ICs
degerlerinde timidilat sentaz inhibisyonu gostererek antikanser Ozellikleri
aciklamislardir (Almaki ve dig., 2021). Zhang ve arkadaslar1 yeni timol tiirevleri
ile yaptiklar1 calismalar sonucu MCF-7, NCI-H460 ve HeLa kanser hiicrelerine
7.45 ila 28.63 uM arasinda degisen ICso degerleriyle in vitro sitotoksik aktivite
gosterdigi kanmitlamislardir (Zhang ve dig. 2015).

Timol ve tiirevlerinin antikanser mekanizmasina iliskin giincel bir ¢alisma
da timol bazli 1,2,3-triazol hibritlerinin MCF-7 ve MDA-MB-231 kanser
hiicrelerinde DNA sentezinin bozulmasina ve hiicre biiylimesinin durmasina
neden olan timidilat sentazi inhibe etme potansiyeline sahip oldugu ortaya

cikmistir (Alam ve dig. 2021).

Lee ve arkadaglarinin yaptig1 bir arastirmada C6 glioma hiicre hattinda
timol, hiicre dis1 sinyalle diizenlenen kinazlar iizerindeki etkisi arastirilmistir. C6
glioma hiicreleri 30 uM timol ile muamele edildikten sonra matris metalopeptidaz

(MMP)9 ve MMP-2"nin {iretiminin azaldigini, (ERK)1/2, protein kinaz Ca (PKCa)

64



sinyallerinin ise fosforilasyonlar1 etkilemistir. Bu sinyal yolaklar1 beyin kanserinin

ilerlemesinde 6nemli ana yolaklardir (Lee ve dig. 2016).

Jaafari ve arkadaslariin MCF-7 hiicre hattinda timoliin (0,05-1,25 uM) hiicre
dongiistinli GO/G1 fazinda durdurdugunu, farkli bir ¢alismada ise MCF-7 hiicre
hattinda timoliin 304,81 ug/ml ICso degerinde sitotoksik etki gosterdigi ve hiicre
proliferasyonunu azalttigin1 kanitlamislardir (Jaafari ve dig., 2012; Khadir ve dig.,

2016; Nagoor ve dig. 2017).

T’ lanceolatus Oziitlinden elde edilen timoliin Caco-2 hiicre hattinda 293.53 uM
ICso degerinde hiicre canliligini azalttigini gosterilmistir (Nagoor ve dig. 2017; Khadir
ve dig. 2016).

Bouhtit ve arkadaglarinin 2021°de yayimnladig1 calismada karvakrol ve timol
kombinasyonu ile AML (akut miyeleid 16semi) apoptozu indiikledigini, oksidatif ve

retikiiler stres yolaklarini aktiflestirdigini gozlemlediler (Bouhtit ve dig. 2021).

Yu ve arkadaglar1 Eupatorium fortunei yeni 4 tiirev sentezledi ve 4 farkli kanser
hiicre hattinda (MCF-7, HeLa, A549 ve HepG2) sitotoksik etkileri MTT (3-[4,5-
dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolyumbromiir) yontemiyle gergeklestirmislerdir. 2
yeni timol tiirevi ve izotimol tiirevi MCF-7 hiicre hattinda 6.24-8.42 uM, Hela hiicre
hattinda 6.65-7.47 uM, A549°da 8.78-9.84 uM ve HepG2 hiicre hattinda 9.23-11,96
uM IC50 degerleriyle sitotoksik etki gosterdigini ortaya koymuslardir (Yu ve dig.
2020).
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5. SONUC VE ONERI

Yiizyillardan beri bitkiler tibbi tedavilerde kullanilmaktadir. Timol (2-
izopropil-5-metilfenol), esas olarak Thymus tiirlerinden ekstrakte edilen dogal bir
fenolik monoterpenoiddir. Dogal biyolojik aktiviteye sahip monoterpen sinifi olan
timol ve modifikasyonlar1 tibbi uygulamalarda biiyiik bir literatiirii kapsamaktadir.
Yapilan calismalar timol ve tiirevlerinin; anti-inflamatuar, antibakteriyel,
antimalaryal, antikanser gibi bir¢ok biyolojik aktiviteye sahip olduklarini ortaya

koymustur.

Calismamiz da benzotiyofen-timol ve indol-timol hibrid molekiiller ilk
defa sentezlenmistir. Yeni timol hibrid molekiillerinin anti-karsiyojenik etkilerinin
ortaya cikarilmasi i¢in insan akciger karsinoma (A549), insan prostat karsinoma
(LNCaP), insan kolorektal adenokarsinom (Caco-2) ve insan meme
adenokarsinoma (MCF-7) gibi farkli kanser hiicreleri iizerinde sitotoksik etkileri
arastirilmis ve ECso konsantrasyonlar1 belirlenmistir. Apoptoz ile iliskili genlerin
(BAX, BCL-2. CASP3, CASPS, CASP9) mRNA ekspresyonlar1 seviyelerine olan
etkileri bulunmustur. Bu sonuglar benzotiyofen-timol ve indol-timol hibridlerinin
sitotoksik etkiye sahip oldugu ve apoptoz indiiksiyonuna neden oldugu agikca

ortaya koymustur.

Normal hiicreler icin toksik olmayan ve kanser hiicrelerini yok eden
hibridlerimiz farmakolojik acidan énemdir. Indol-timol hibridinin, benzotiyofen-

timole gore daha giiclii sitotoksik ajan oldugunu gostermistir.

Tiim veriler ilk kez arastirilmasi nedeniyle 6zgiin bir deger tasimaktadir. Bu
kapsamda, ileri caligmalar ile bu maddelerin tek basina ya da nanopartikiiller
kullanilarak hastaliklarin tedavisinde kullanilma potansiyeli yiiksek bir hal alarak
ekonomik ciktilarin iiretilmesi saglanabilecektir. Ayrica molekiillerin farkli kanser
hiicreleri lizerindeki etkisi, hiicre dongiisiinii hangi fazda etkiledigi arastirabilir ve
ayrica klinikte kullanilan kemoterdpatik ajanlarla olan sinerjik etkisi arastirilabilir.
Molekiillerin docking ve in vivo calismalar1 gerceklestirilebilir. Ileri diizey

toksisite ¢alismalar ylritiilebilir.
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Yeni benzotiyofen-timol ve indol-timol tiirevleri, klinik olarak nitelikli
antikanser ilaglarinin gelistirilebilmesi igin ileri ki ¢alismalara rehber olacaktir.
Tiim bunlar gbz 6niinde bulunduruldugunda, 6nerilen proje konusu ve sonucunda
cikacak yeni projeler hem ulusal ve hem de evrensel katma degere sahip projeler

olacaktir.
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7. EKLER

EK A. izole edilen yeni benzotiyofen-timol hibrid tiirevlerinin NMR spektrum
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