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Kanser, fizyolojik 0Ozelliklerini kaybetmis, DNA hasarli yani
mutasyonlu hiicrelerin, kontrolsiiz bir sekilde ¢ogalmasidir. Kanserin birgok
cesidi vardir ve bugiline kadarki bir¢ok ilerlemeye ragmen, tedaviye direng
mevcut bir tehdit olmaktadir ve ¢ogu durumda niiksetmeye yol agmaktadir.
Tiyofen iceren heterosiklik bilesiklerin ise kansere 6zgii proteinleri hedef
aldigi, onemli sinyal yolaklarinin inhibisyonuna veya aktivasyonuna yol
actig1 bilinmektedir. Kukirt heterosiklik ailesi, fizikokimyasal ozellikler
gosteren oldukca kararli aromatik bilesikleri icermektedir. Son yillarda,
yiriitillen ¢aligmalar ile tiyofen igeren heterosiklik bilesikler antikanser,
antioksidan, antifungal, antibakteriyel, antiparazit gibi 6zellikleri nedeniyle
saglik alaninda biiyiik 6nem tagimaktadir. Benzotiyofen en iyi bilinen
heteroaromatik yapilar arasindadir ve tiirevleri ise ortaya ¢ikan farmakolojik
ozellikleri sebebiyle kanser arastirmalarinda popiiler hale gelmistir.
Raloksifen ve Tamoksifen tedavi amaciyla ilag olarak kullanilan
Benzotiyofen tlirevlerine 6rnek olusturmaktadir. Bu tez calismasinda Aldehit
fonksiyonel grubu iceren yeni nesil Benzotiyofen tirevlerinin Insan Akciger
Kanseri (A549), Insan Serviks Kanseri (HeLa), Insan Kolorektal Kanseri
(CaCo-2), Insan Meme Kanseri (MDA-MB-231) hiicre hatlarinda sitotoksik,
anti-karsinojenik ve anti-inflamatuar aktiviteleri belirlenmistir. Sentezlenen
Q18, Q19, Q20 bilesikleri Caco-2, MDA, HeLa hiicre hatlarinda 6nemli
apoptotik etkiye sahipken Q21 bilesiginin c¢aligmada kullanilan hicrelere
kars1 sitotoksik etkisi olmadigi saptanmigtir. MRNA duizeyleri Gercek
Zamanli PZR yontemi ile kantite edilerek elde edilen sonuglarda Q18, Q19,
Q20 bilesikleri HeLa ve MDA hiicre hattinda apoptoz ile iliskili genleri
(BAX, BCL-2, CASP3, CASP8, CASP9) indiikledigi saptanmistir. Ayrica
kullanilan bilesiklerin tiimii proinflamatuar genlerin (COX-2, iNOS, IL-6,
TNF-a) ekspresyon seviyelerini yiiksek oranda inhibe ettigi saptanmuistir.
Calisma sonucu belirtilen benzotiyofen turevlerinin apoptoz indiksiyonuna
sebep oldugu ve sitotoksik etki gosterdigi ortaya ¢ikarilmistir. Sonugta, bu tez
calismasi ic¢in sentezlenen benzotiyofen tirevlerinin kanser tedavisinde ve
anti-inflamauar olarak kullanilma potansiyeli olabilecegini gostermistir.

ANAHTAR KELIMELER: Benzotiyofen, Anti-karsinojenik,
Sitotoksisite, Apoptoz, Anti-inflamatuar



ABSTRACT

DETERMINATION OF ANTI-CARCINOGENIC AND ANTI-
INFLAMMATORY ACTIVITIES OF NEW GENERATION
BENZOTHIOPHENE DERIVATIVES CONTAINING ALDEHYDE
FUNCTIONAL GROUP
MSC THESIS
HALE AYSE KARAMAN
PAMUKKALE UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE
BIOLOGY
(SUPERVISOR: PROF. DR. SEVKI ARSLAN)

DENIiZLi, NOVEMBER 2023

Cancer is the uncontrolled proliferation of cells with DNA damage, that is,
mutations, that have lost their physiological properties. There are many types
of cancer, and despite many advances to date, resistance to treatment remains
a current threat, leading to recurrence in many cases. It is known that
thiophene-containing heterocyclic compounds target cancer-specific proteins,
causing inhibition or activation of important signaling pathways. The sulfur
heterocyclic family includes highly stable aromatic compounds that exhibit
physicochemical properties. In recent years, with the studies carried out,
heterocyclic compounds containing thiophene have great importance in the
field of health due to their properties such as anticancer, antioxidant,
antifungal, antibacterial and antiparasitic. Benzothiophene is among the best-
known heteroaromatic structures, and its derivatives have become popular in
cancer research due to their emerging pharmacological properties. Raloxifene
and Tamoxifen are examples of benzothiophene derivatives used as drugs for
therapeutic purposes. In this thesis study, new generation Benzothiophene
derivatives containing Aldehyde functional group have cytotoxic, anti- and
anti-toxic effects on Human Lung Cancer (A549), Human Cervix Cancer
(HeLa), Human Colorectal Cancer (Caco-2), Human Breast Cancer (MDA-
MB-231) cell lines. Carcinogenic and anti-inflammatory activities have been
determined. While the synthesized Q18, Q19, Q20 compounds had a
significant apoptotic effect on Caco-2, MDA, HelLa cell lines, it was
determined that the Q21 compound had no cytotoxic effect against the cells
used in the study. In the results obtained by quantifying mRNA levels with
the Real-Time PCR method, it was determined that compounds Q18, Q19,
Q20 induced apoptosis-related genes (BAX, BCL-2, CASP3, CASPS,
CASP9) in HeLa and MDA cell lines. In addition, all of the compounds used
were found to highly inhibit the expression levels of pro-inflammatory genes
(COX-2, INOS, IL-6, TNF-a). As a result of the study, it was revealed that
the mentioned benzothiophene derivatives caused apoptosis induction and
had cytotoxic effects. As a result, it has been shown that the benzothiophene
derivatives synthesized for this thesis study may have the potential to be used
in cancer treatment and as anti-inflammatory.

KEYWORDS: Benzothiophene, Anti-carcinogenic, Cytotoxicity, Apoptosis,
Anti-inflammatory
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ONSOZ

“Aldehit fonksiyonel grubu igeren yeni nesil benzotiyofen tirevlerinin
anti-karsinojenik  ve anti-inflamatuar  aktivitelerinin ~ belirlenmesi”  tezi
Pamukkale Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisti Biyoloji Bolimu Anabilim
Dali’nda, Prof. Dr. Sevki ARSLAN’in danigsmanligi altinda Molekiiler
Biyokimya Laboratuvari’nda deneyleri gerceklestirilmis olup yiiksek lisans tezi
olarak hazirlanmistir.

Tiyofen igeren heterosiklik bilesiklerin, kansere 6zgu proteinleri hedef
aldigi, onemli sinyal yolaklarinin inhibisyonuna veya aktivasyonuna yol ag¢tigi
bilinmektedir. Son yillarda, yiiriitiilen ¢aligmalar ile tiyofen igeren heterosiklik
bilesiklerin biyolojik aktiviteleri ile ilgili birgok ¢alisma yapilmaktadir.
Heteroaromatik bilesikler antikanser, antioksidan, antifungal, antibakteriyel gibi
ozellikleri nedeniyle saglikta biiyiik 6nem tasimaktadir. Heteroaromatik yapilar
arasinda benzotiyofen tiirevleri, ortaya ¢ikan farmakolojik Ozellikleri ile son
yillarda kanser arastirmalari ve ilag gelistirme calismalarinda 6nem kazanmastir.

Yiiksek lisans egitimim boyunca zamanini, bilgisini ve tecrubelerini
aktaran, maddi-manevi desteklerini esirgemeyen ve bu ¢alismanin yiriitiillmesini
saglayan degerli tez danismanim Prof. Dr. Sevki ARSLAN’g;

Yiiksek lisans tez savunmamda bulunan degerli hocalarim Prof. Dr.
Nazime MERCAN DOGAN’a ve Dog. Dr. Can YILMAZa;

Projeye maddi imkanlarmi sunan, Pamukkale Universitesi, Bilimsel
Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi’ne;

Ayrica tezimde sentezlenen organik tiirevler TUBITAK 121C436 nolu
proje kapsaminda sentezlenmistir. TUBITAK ’a tesekkiirlerimi sunarim.

Ayn1 calisma ortamini paylastigim, desteklerini esirgemeyen Dr.
Dogukan MUTLU’ya, Amine Hafis ABDELSALAM’a, Shayesteh
POORHOSEIN’e, Kiibra KOCABIYIK’a, Sibel ZEYBEK’e ve diger sevgili
laboratuvar arkadaglarima;

Bana destek olan ve beni motive eden camim ev arkadasim Gulnar
ASHYROVA’ya;

Son olarak, bana inanan, sevgisini ve maddi-manevi desteklerini
esirgemeyen, egitim hayatim siiresince yanimda olan aileme; annem Emine
KARAMAN’a ve babam Abdullah KARAMAN’a ve canim ablam Hilal
KARAMAN’a, kardeslerim Feyza Giiner KARAMAN’a ve Ibrahim
KARAMAN’a siikranlarimi sunuyorum.

Hale Ayse KARAMAN



1. GIRIS

Hiicre metabolizmasi, yasam ve 0lim kararlarini etkilemektedir. Metabolik
diizenleme anlagilmasi gii¢ bir sekilde kanserin gelisimiyle baglantili olmaktadir.
Bunun nedeni, aslinda hicrenin ¢ogalmasi i¢in besinlerin varligi ile siki bir sekilde
diizenlenmesinden kaynaklanmaktadir. Viicut hiicrelerimizde var olan biitiin hiicreler
oksijene ve besin maddelerine ihtiya¢c duymaktadir. Mitojenik sinyal yolaklari, hiicre
icine alman besini ve DNA, RNA, proteinlerin ve lipitlerin sentezini tesvik
etmektedir. Bununla birlikte, besin alimi, yalnizca enerji saglamak icin gerekli
olmamakla birlikte, hiicrelerimiz proteinleri, zarlar1 ve bunun gibi gibi bilesenleri,
zarar gormiis organelleri devamli geri doniistiirebilmektedir. Ayrica bilesenleri, yeni
durumlara uyumlamak i¢in yeniden yapilandirip bu siirede yeni yap1 taslarina ihtiyag
duymaktadir. Hiicre ¢ogalmasini ve hizli bir sekilde biiylimesini saglamak igin
kanser hiicrelerine bol miktarda besin kaynag1 gerekmektedir (Mufioz-Pinedo ve dig.
2012).

Neredeyse tiim kanserler, dontistiiriilmiis hiicrelerin kalitim materyalindeki
anormalliklerinden kaynaklanmaktadir. Bu anormallikler, tiitiin dumani, radyasyon,
kimyasallar veya enfeksiydoz ajanlar gibi kanserojen etkilerden kaynakl
olabilmektedir. Kanser olusumunu etkileyen diger genetik anormallikler, DNA
replikasyonundaki meydana gelen hasarlar sebebi ile rastgele olusabilmektedir veya
kalitsal kaynakli olmaktadir. Bu nedenle insanin dogumundan itibaren tiim
hicrelerde bulunabilmektedir (Sarankar ve dig. 2010). Bazi kanserler hizli hiicre
cogalmasini desteklerken, bazilar1 ise hiicrelerin boliinmesine ve daha yavas

gelismesine neden olmaktadir (Rajagopal ve dig. 2023).

Kanserin tedavisi i¢in yeni ve hedef odakli kemoterapotik ajanlar
gelistirilmekte ve arastirilmaktadir. Kiikiirt iceren heterosiklikler arasinda
benzotiyofen ve tiirevleri bazl klinik ilaglar, farkli hastalik ¢esitlerini tedavi etmek
icin yaygin olarak kullanilmaktadir. Benzotiyofen ve tiirevleri, anti-mikrobiyal, anti-
kanser, anti-inflamatuar, anti-oksidan, anti-tliberkuler ve anti-diyabetik etkileri vardir

ve aktif bilesiklerle yapisal benzerlikleri sebebi ile ila¢ tasariminda yeni ve giiglii



molekiiller gelistirmek icin potansiyel ajan olarak gorilmektedir. Bu da
benzotiyofenlerin kapsamli olarak arastirilmasina yol agmaktadir. Benzotiyofenin
genis biyolojik aktivitesi sayesinde, yapi1 aktivite iligkileri (SAR) bilim insanlar
arasinda popiiler ve arastirilmaya agik 6nemli molekiillerden biri olmaktadir Ayrica
cok sayida benzotiyofen tiirevi bazli klinik ilaglar, farkli hastalik cesitlerini tedavi
etmek i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir. (Keri ve dig., 2017). Heterosiklik
yapidaki benzotiyofen tiirevi bilesiklerden biri olan raloksifen, meme kanseri gibi
tedavilerde farmasotik olarak kullanilmaktadir. (Er ve dig. 2022) Tum bunlar,
benzotiyofen tirevlerinin kanser ilact gelistirilmesi ve arastirmalarinda antikanser

olarak kullanilmasini 6nemli kilmaktadir (Keri ve dig., 2017).

1.1 Kanser

Kanser, ¢esitli i¢ ve cevresel faktorlerden etkilenen karmasik etkilesimleri
iceren heterojen bir hastaliktir. DNA, RNA, proteinler ve metabolitlerin yani sira
bunlarin etkilesimleri kanserin tiim asamalarinda meydana gelen degisikliklerle ilgili
olmaktadir. (Huang ve dig. 2021) Kanser, potansiyel olarak anormal hicre
proliferasyonu ile ilgili bir durumdur. Bazi viicut hiicrelerinin kontrolden ¢ikarak
diger viicut bolgelerine yayilabilen (metastaz) Ozelligine sahiptir. Kanser, insan
viicudunu olusturan milyarlarca hiicrelerden herhangi birinde ve hemen hemen

viicudun her yerinde baglayabilmektedir. (Rajagopal ve dig. 2023)

Kanser, dontistiiriilmiis hiicrelerin kalitim materyalindeki anormalliklerinden
kaynaklanmakta olup bu anormallikler tiitiin dumani, radyasyon, kimyasallar gibi
kanserojen etkilerden kaynakli olabilmektedir (Rajagopal ve dig. 2023). Karsinojen
etkiler ve konak¢1 genomu arasindaki karmasik etkilesimler, hiicrelerden bazilarinin
bilinen bir kanserojene maruz kaldiktan sonra kanser gelistirdigi nedenini
aciklayabilmektedir. Bu alanda yapilan arastirmalar gelistikge, farkli kanser tiirleri
icin daha spesifik tedaviler bulunmaktadir. Spesifik olarak tespit edilebilir molekiiler
anormallikler belirli timorler Gzerinde etki gOsteren ve normal hiicrelere zarar
vermeyen veya en az zarari veren hedefe yonelik tedavi ilaglariin gelistirilmesinde
onemli bir asama olarak kaydedilmektedir. Bugiine kadarki bir¢ok ilerlemeye

ragmen, tedaviye diren¢ her zaman mevcut olup tehdit olusturmaya devam



etmektedir ve ¢ogu durumda kanser hastaligin tekrarna yol agmaktadir. Kanseri
anlamak, kaydedilen her yeni asamayla birlikte, kanser hiicrelerini onlemek icin
gelistirilmis secenekler (hastaligin tedavi silirecinde yan etkilerini azaltirken)

miimkiin hale gelmektedir (Sarankar ve dig. 2010).

Kanser hiicrelerin kalitim materyalindeki anormalliklerinden
kaynaklanmaktadir (Rajagopal ve dig. 2023). Kanser hiicresini diger saglikli
hiicrelerden ayiran belli basli 6zellikleri mevcuttur. Bu 6zellikler kanserin ayirt edici
ozellikleri olup sekiz ayirt edici 6zelligi sunlardir; (1) proliferatif sinyali strdirmek,
(2) biiyiime baskilayicilardan ka¢inmak, (3) hiicre 6lumune direnmek, (4) replikatif
Olimsiizliigli saglamak, (5) damar sistemini indiiklemek/erismek, (6) istilayr ve
metastaz1 aktive etmek, (7) hiicresel metabolizmay1 yeniden programlamak ve (8)
bagisiklik tahribatin1 6nlemek i¢in edinilmis yetenekleri igermektedir (Sekil 1, A)
(Hanahan ve dig. 2022).
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Sekil 1.1. Kanser hiicresinin ayirt edici 6zellikleri. (Hanahan ve dig. 2022)

Bu ayirt edici Ozellikler kendi baslarina kanser patogenezinin
karmagikliklarini, yani gelisen preneoplastik hiicrelerin timor gelisimi ve habis
progresyonu sirasinda, anormal fenotipik yetenekleri gelistirmesine ve kazanmasina
izin veren kesin molekiler ve hicresel mekanizmalari ele almakta basarisiz
olmaktadir. Kanser hicresinin, hiicresel metabolizmanin serbestlestirilmesi ve
bagisiklik yikimindan kaginmasi ozellikleri "gelismekte olan isaretler" olarak
belirtilen ancak simdi, diger alt1 0zellik gibi, kanserin temel 6zellikleri olarak kabul

edilebilmekte ve mevcut tasvire bu sekilde dahil edilmektedir. Kanser hucrelerinin
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bu islevsel 6zellikleri igin araglar saglayan neoplazinin anormal durumu sonucunda
"etkinlestirici Ozellikler" olarak tasvir edilen bagka bir kavram ortaya ¢ikmaktadir.
Bu iki etkinlestiren siire¢; genom kararsizligi ve tiimorii tesvik eden iltihaplanma
olmaktadir. Etkinlestirici 6zellikler, ayirt edici 6zelliklerin elde edildigi molekiiler ve

hiicresel mekanizmalara yansimaktadir. (Sekil 1. B, Hanahan ve dig. 2022).

Kanser, hastaligin ilerlemesi boyunca hasta olan insanlar1 kanserin tiirt,
kanserin evresi veya boyutu etkilemektedir. Kanser, her yastan insan1 (fetiisleri bile)
etkileyebilir hatta yaygin kanser tiirleri i¢in yasa bagli olarak artma riski var
olmaktadir. Kanser, hiicrelerin agresif (anormal olarak biiylimesi ve boliinmesi),
invaziv (komsu dokulart istila edip ve yok etmesi) ve metastatik (viicudun diger
bolgelerine yayilimi) oldugu bir durumdur. Kanserlerin bu ii¢ 6zelligi, hiicrelerin
biiyiimelerini kendi kendine sinirlayan, istila etmeyen ve metastaz yapmayan (bazi
iyl huylu tiimér tipleri habis olma yetenegine sahip olsa da) iyi huylu tiimérlerden
ayirmaktadir. Oliimlerin yaklasik %13 {ine kanser sebep olmaktadir (Sarankar ve dig.

2010).

Kanser, kesfinden bu yana o0lim nedenleri arasinda kalp damar
hastaliklarindan sonra ikinci sirada gelmektedir. (Keri ve dig. 2017, Globocan 2020)
Cogu anti-tiimdr ilacin, uygulanmalarmi smirlayan ciddi yan etkileri mevcuttur.
Ornegin paklitaksel, kanser tedavisinde yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Bununla
birlikte, asir1 duyarlilik, hematolojik toksisite, norotoksisite ve kas toksisitesi gibi
etkileri sebebiyle uygulanan tedaviyi siirlandirmaktadir. Yeni ilaglarin ortaya

¢ikmasi ile bu sorunun hafifletilmesi beklenmektedir (Keri ve dig. 2017).

Kanser hastalig1 nedeniyle 6liim orani diinya genelinde de iilkemizdeki 6lim
oranina yakimndir. Ulkemizde kanser hastaliklari sebebiyle &liim orami %29 dur.
Meme kanseri yas, yasam tarzi ve genetik kalitim gibi cesitli faktorlerin rol oynadigi
heterojen bir hastaliktir. (Algso ve dig. 2018, Bai ve dig. 2021) Ulkelerin birgogunda
meme kanseri, en sik goriilen kadin kanseri ve kadinlarda en sik kanserden 6lim
nedeni olmaktadir (Ozmen ve dig. 2009, Secginli, 2011). Kadinlarda gériilme siklig
en ¢ok olan kanser turi meme kanseridir. Tiirkiye’de de kadinlarda hem en sik
goriilen hem de en sik &liime neden olan meme kanseridir (Hatipoglu, 2007). DSO
(Diinya Saghk Orgiitii) ve IARC (Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajansi)’m

raporlarinda yer verdigi; diinya ¢apinda meme kanseri insidansi ortalama yillik %0,5
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oraninda artmakta ve her sene diinyada bir milyon kadinda meme kanseri
gelismektedir, 370 bin kadmin ise O6lim sebebi olmaktadir. Avrupa ulkelerinde
yaklasik her yil 340 bin, Amerika’da 184 bin yeni meme kanseri olgusu ile
karsilasilmakta olup diinyada %20 orani ile akciger kanserinden sonra ikinci sirada

kanser &liimlerine neden olmaktadir (DSO; IARC, 2013).

Diinya Saglik Orgiitii'niin (DSO; IARC, 2008) raporuna gore, tim diinyada
kanser tiirleri arasinda akciger kanseri erkeklerde ise en sik karsilasilan ve 6lime
neden olan birinci, kadinlarda ise ikinci kanser tiirtidiir ve her yil yaklasik 1,3 milyon
6lime neden olmaktadir. Tiirkiye'de, akciger kanserinden 6liim orani kesin olarak
bilinmemekle beraber, her yil tiitin ile ilgili hastaliklardan 35 bin kisinin
kaybedildigi diisiiniildiigiinde, yaklasik 25 bin kisinin akciger kanserinden 61diigii
tahmin edilmektedir (T.C. Halk Sagligi Kurumu Raporlari, Globocan 2020)

Erkeklerde akciger kanserinden sonra, ikinci siklikla gorilen kanser prostat
kanseridir. Diinya ¢apinda prostat kanserinin siklikla gortildiigii bolgeler sirasiyla
Kuzey Amerika ve Kuzey Avrupa Akdeniz Ulkeleri iken Cin ve Japonya gibi Asya
iilkelerinde daha diisiik diizeylerde goriilmektedir. Istatistiklere gore prostat
kanserinin siklikla goriildiigii ABD’de yilda 360 binden fazla prostat kanseri tanisi
konmaktadir ve yaklasik 44 binden fazla 6liim meydana gelmektedir (Clinton ve dig.
1998). Kolon kanseri hem kadinlarda hem de erkeklerde siklikla goriilen kanser
tipidir. Tiim kanser hastaliklar1 arasinda goriilme oranlar sirasiyla Akciger, %24-28;
meme, %20-24 ve prostat kanserleri %12-15 civarinda seyretmektedir (Hatipoglu,
2007). Kanserli hastalarin tedavisinde siklikla cerrahi operasyonlar ve devaminda
kemoterapik ilaglar kullanilmaktadir. Bu tedavi yontemleri nadiren basarili olsa da
bazi agrasif kanser tiirlerine karsi yetersiz kalmaktadir. Aslinda, giinlimiizde cerrahi
tedavi sadece hastalik organda smirli iken saglanabilmektedir. Metastazin olusmasi
kanserle miicadelede karsilasilan diger 6nemli bir problem olmaktadir. Kanserle
miicadele yapilirken metastaz onlenebilirse kanserin tiiriine gore degismekle birlikte
tedavi basaris1 da artmaktadir (Rajagopal ve dig. 2023). Globocan (2012) verilerine
gore, tahminen 2008'de sirasiyla 12,7 milyon kanser vakasi ve 7,6 milyon 6liim ile
karsilagtirildiginda 2012'de 14,1 milyon yeni kanser vakasi ve 8,2 milyon kansere

bagl 6liim meydana gelmektedir. (Sekil 1.2., Globocan 2020).



Estimated number of new cases in 2020, World, both sexes, all ages

Breast
2 261 419 (11.7%)

Lung
2206 771 (11.4%)

Other cancers
8 879 843 (46%)

Colorectum
1931 590 (10%)

Prostate
1414 259 (7.3%)
Stomach

1089 103 (5.6%)
Cervix uteri Liver
604 127 (3.1%) 905 677 (4.7%)

Total : 19 292 789

Sekil 1.2. Globocan 2020 tahmini yeni vaka sayis1 ve kanser tiirlerine gére dagilimi

(Globocan, 2020).

Kanser, hiicrenin anormal boliinmesi ve metastazi ile karakterize kiiresel bir
saglik sorunu olmaktadir (Semiz ve dig. 2023). insanlar, yiizden fazla farkli kanser
tiiriinden etkilenmektedir. Losemi gibi bazi kanser tiirleri goriiniir tiimorler tiretirken,
meme kanseri gibi diger kanser tirleri tumor Uretmez. Meme kanseri, meme
hiicrelerinde baglayan bir kanser tiirii olarak tanimlanir. Meme kanserinin tipi,
memedeki hangi hiicrelerin kansere doniistiigii ile belirlenir. Memede, kanserin
baslayabilecegi ¢cok sayida yer vardir. Gogiisler oncelikle lobiiller, kanallar ve bag
dokusundan olugur. Siit, memeden meme ucuna kadar olan kanallardan geger. Lifli
ve yagh dokudan olusan bag dokusu her seyi bir arada tutar. Genellikle kanallar veya
lobiiller, meme kanserinin gelistigi yerlerdir. Kan ve lenfatik damarlar, meme
kanserinin metastazina sebep olan iki yoludur. Metastaz, kanserin diger viicut
bolgelerine yayilmasini ifade eder. Gegen yil kanser, 10 milyondan fazla 6liimle,
diinya ¢apinda onde gelen ve ABD'de en yaygin ikinci 6lum nedenidir (Rajagopal ve
dig. 2023).

Bu kanser tlrleri icinde meme kanserini tedavi etmek icin uzun bir suredir
Benzotiyofen icerikli Tamoksifen (TAM) gibi ilaglar kullanilmaktadir. (Rajagopal ve
dig. 2023) Ticari markasi Evista olan meme kanseri tedavisinde kullanilan

heterosiklik yapida olan Raloksifen ise, benzer biyolojik 6zelliklere sahip ve poptler



anti-kanser ilac1 olan TAM’dan daha az yan etkiye sahiptir. Bu nedenle, sentetik ve
tibbi kimyagerler, onlarca yildir kiikiirt atomlar1 iceren yeni organik bilesikler ve
yeni ila¢g adaylar1 potansiyellerini bulmak i¢in yeni tlirevlerin antimikrobiyal ve

antioksidan kapasitelerini de ¢alismaktadir. (Rajagopal ve dig. 2023)

Yaygin olarak kullanilan antikanser terapétikleri, bitkilerden; irinotekan,
vinkristin, etoposid ve paklitaksel, bakterilerden, aktinomisin D ve mitomisin C ve
ayrica deniz kaynakli bleomisin gibi dogal kaynaklardan elde edilmektedir. Bu
bilesiklerden bazilar1 hala kanser tedavisinin temel dayanagidir ve gelecekte ¢ok
o6nemli bir rol oynayacagi dngoriilmektedir. Bunlarin arasinda kamptotesin ve taksol
sliphesiz en basarili iki terapotiktir ve her ikisi de 1950 ile 1960'lar arasinda Ulusal
Kanser Enstitiisii'niin (NCI) dogal {iiriinlerin terapotik degerlerini kesfetmek icin

baslattig1 bir kampanyada tanimlanmigtir. (Huang ve dig. 2021)

Genel olarak, kanser hastalarinda sagkalim orani 1960’larda %39 olurken
1990’larda sagkalim oranm1 %60’a ulasmistir. Sagkalim oranlarinda goriilen bu artis,
kombine tedavi yaklagiminin bir sonucu olmaktadir (Tozkoparan ve dig. 2007). Son
yilizyila kadar yeryliziinde doga ile i¢ ice varliginmi siirdiiren insanoglu, hastaliklara
kars1 sifay1 yine dogada aramaktadir. Hastaliklarin tedavisinde kullanilan bitkiler
genel olarak kokulu olduklarindan dolay1 tibb1 ve aromatik bitkiler olarak anilirlar.
Bitkisel yaglar, yliksek E vitamini, ¢oklu doymamis yag asitleri ve igerdigi fenolik
bilesiklerden dolay1 zengin antioksidan ozelliklere sahiptir ve bagisiklik sistemini
giiclendirerek hastaliklarin tedavisinde de kullanilmaktadir. Cok yonlii kullanim
alanina sahip olan bitkisel yaglar ise, birer besin maddesi olmalarinin yaninda ilag
sektorli i¢in de onemli bir hammadde kaynagi olmaktadir. Simdiye kadar bitkisel
yaglarda ucuculuklar1 farkli olan ¢ok sayida ugucu bilesik tanimlanmistir. N-
heterosiklik bilesikler, O-heterosiklik bilesikler, S (Kukurt) iceren bilesikler,
aldehitler, alkoller, esterler ve ucucu fenolik bilesikler en yaygin olanlaridir. Kisa
zincirli aldehitler, bir dizi Cs ila Ci2‘lu aldehitler onemli aroma katki maddeleri

olarak tanimlanmaktadir (Isbilir ve dig. 2023).



1.2 Benzotiyofen ve Turevleri

Yiizyihh askin bir siiredir, heterosiklik bilesikler tibbi kimyada ve diger
alanlarda da énemli rol oynamakta ve sentetik organik kimyada merkezi bir konuma
sahip olmaktadir. Cok sayida bilesik biyolojik olarak énemli, kiikiirt iceren biiyiik bir
heterosiklik smifina ait olmaktadir. Heteroatom igeren heterosiklik bilesikler,
potansiyelleri bilinen dogal ve sentezlenmis molekiillere benzerliklerinden dolay1
cesitli biyolojik ve farmakolojik aktiviteler sergilemektedir (Keri ve dig. 2017).
Heterosiklikler, yasamin siire¢lerinde yogun bir sekilde yer almaktadir. Heterosiklik
yapilart ile DNA, RNA, proteinler ve koenzimler, temel biyolojik makromolekiillerin
klasik ornekleri olmaktadir. 1ilag etkisinin biyomolekiiler acidan, genis
biyouyumlulugu, heterosikliklerin endojen molekiilleri taklit etme yetenegi ve sonug
olarak biyolojik varliklarla etkilesim haline girme konusunda c¢ok yonlii kabiliyeti
dogrulanmaktadir. Bu 6zellikler, 6nemli gruplardan biri haline gelen heterosiklik
kimyada, yeni ilaglarin gelistirilmesi i¢in bu alan bilim camiasin1 yogun bir sekilde

ilgilendirmektedir. (Martorana ve dig. 2015; Romagnoli ve dig. 2021)

Tiyofen, heterosiklik yap1 iskelesi olusturmaktadir. Benzotiyofen iskelesi de
tiyofen gibi heterosiklik ve ila¢ kesfinde ayricalikli yapilardan biridir ¢iinki anti-
mikrobiyal, anti-kanser, anti-enflamatuar, anti-oksidan, anti-tiberkler, anti-
diyabetik, anti-konvilsan gibi pek ¢ok etkisi bulunan gesitli biyolojik aktiviteler
sergilemesi sebebiyle dikkat gcekmektedir. (Keri ve dig. 2017). Hem dogada yaygin
olarak bulunan hem de sentezlenmis heterosiklik tiirevlerin birgok yasam siireci i¢in
gerekli oldugu kimyasal, farmakolojik ve biyolojik 6zelliklerinin ¢esitliligi nedeniyle
tibbi kimyada 6nemli bir rol oynadigi iyi bilinmektedir (Mansour ve dig. 2011; Perin
ve dig. 2020). Uzun zamandan beri arastirilan, yeni heterosiklik yapilarin tasarimu,
sentezi ve biyolojik degerlendirmesine odaklanilmasindaki sebep kanser hiicrelerinin
cogalmasini inhibe etmesinden kaynaklanmaktadir. Daha 6nce yapilan ¢aligmalarda
cok cesitli insan kanser hiicre hatlarinda test edilen molekiillerin bircogu, kansere
kars1 olaganiistii anti-proliferatif aktiviteler gostermektedir (Chengfeng ve dig.
2021).

Indoller, pirazoller, benzotiyofenler ve karbazoller gibi heteroaromatik

bilesikler, iistiin 6zellikleri nedeniyle saglikta ve yeni malzemelerin gelistirilmesinde


https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/drug-discovery

bliylik o6nem tasimaktadir. Yillardir antikanser, antioksidan, antifungal,
antibakteriyel, antiparazit gibi ilaglarda ve topoizomeraz inhibitorleri, potasyum
kanal agicilar, L1210 hiicre segiciler gibi uygulamalarda kullanilmaktadirlar.
Heteroaromatik yapilar arasinda en iyi bilinen benzotiyofen tlrevleridir ve meme
kanseri ve postmenopozal osteoporoz tedavisinde kullanilan raloksifen gibi

farmasoétik olarak kullanilirlar. (Er ve dig. 2022)

Dogada heterosiklik bilesikler genis bir dagilima sahiptir ve laboratuvarlarda
sentezlenen birgok heterosiklik yapida bilesik klinik etmen olarak basariyla
kullanilmaktadir. Organik bilesikte heterosiklik yapmin varligi, farmasotik ve
kimyasal aragtirmalara ilgi uyandirmaktadir. Siilfiir heterosiklikleri arasinda, bazi
biyoaktif molekillerin édnemli bir farmakoforu olarak bilinen ve bu nedenle blylk
ilgi goren benzotiyofen, benzersiz bir heterosiklik bilesiktir (Romagnoli ve dig.
2021). Heteroaromatik bilesikler, biyolojik ve farmakolojik &zelliklerinden dolayi
yeni ila¢ adaylarinin kesfi ve gelistirilmesinde ¢cok onemli rollere sahip olmaktadir.
Yillardir anti-paraziter, anti-bakteriyel, anti-kanser, anti-fungal, antiinflamatuar ve
antioksidan ilaglar olarak kullanilmaktadirlar. Benzotiyofenler ve tiyofenler,
heteroaromatik bilesiklerin iyi bilinen adaylaridir ve benzotiyofen turevi olan
Raloksifene,  Zileuton, Sertakonazol gibi bilesikler —farmasotik  olarak
kullanilmaktadirlar. (Algso ve dig. 2018)

Dogada yararli biyolojik aktivitelere sahip dogal iiriinler de bulunmaktadir
(Keri ve dig. 2017). Benzotiyofen, molekiler formili CgHeS olan aromatik bir
organik bilesik, linyit katrani gibi petrol tortularinin bir bilesenidir ve dogal olarak
olugsmaktadir (Sarankar ve dig. 2010). Benzotiyofen iskelesi, kahve cekirdeklerinde
ve tibbi kimyada ¢esitli uygulamalara sahip olan tiirevlerinde de bulunmakta ve
endiistride oldugu kadar akademide de biylik ilgi goérmektedir. Cok cesitli
aktiviteleri vardir; anti-inflamatuar, analjezikler, anti-fungal, antidepresan, anti-
anjiyojenik, 0Ostrojen reseptor modile edici, anti-mitotik, enzim inhibitorleri,
antikanser, kinazlar inhibe edici, anti-tuberkiiloz, anti-malaryal, anti-diyabetik, anti-
hiperglisemik ve pestisitler gibi biyolojik/farmakolojik 6zellikleri ile genis biyolojik
aktiviteler sergilemektedir (Keri ve dig. 2017).
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Sekil 1.3. Benzotiyofen bilesigi. Benzen halkasinin (2) tiyofen halkasina (1) 4,5-
pozisyonlarinda baglandig1 bir bisiklik (3) bilesiktir.

Tiyofenler ve benzotiyofenler gibi kaynasmis tiirevler, organik kimyada ve
tibbi kimyada oldukg¢a ayricalikli yapilar olmakta ve degerli yap:i taslar1 olarak
siniflandirilmaktadir. Son zamanlarda benzotiyofenler ndrodejeneratif hastaliklarin
tedavisinde de ila¢ olarak kullanilma potansiyele sahip olmaktadir (Mansour ve dig.
2011, Perin ve dig. 2020). Ote yandan, benzotiyofenler, tibbi kimya ve malzeme
biliminde ¢esitli uygulamalara sahip bilesiklerdir ve akademide yer aldigi kadar
endustride de buyuk ilgi gérmektedir. Sertakonazol nitrat ve benosiklidin gibi ticari
olarak temin edilebilen birkag ilag da benzotiyofen iskele yapisini icermektedir
(Mohareb ve dig. 2016).

Benzotiyofen, arastirmalarda daha biiyiik, genellikle biyoaktif yapilarin
sentezi i¢in bir baslangi¢ malzemesi olarak kullanim alan1 bulmaktadir. Raloksifen,
zileuton ve sertakonazol gibi farmasotik ilaglarin kimyasal yapilarinda bulunur.
Aromatikligi onu nispeten kararli kilar, ancak bir heterosiklik olarak

islevsellestirmeye izin veren reaktif bolgelere sahiptir (Sarankar ve dig. 2010).

Raloksifen, osteoporoz tedavisi i¢in gelistirilen, meme kanseri Onleyici bir
maddedir ve tamoksifen gibi Ostrojenin uterus agirlig1 iizerindeki uyarict etkilerini
antagonize eden, DNA ile reaksiyona girmesi ve etil pargasinin olmamasi nedeniyle
ve postmenopozal kadinin uterusu tizerinde higbir yan etkisi olmayip kanserojen
olmadigi kanitlandigi i¢in meme kanseri tedavisinde kullanilan ve genel olarak anti-
Ostrojen olarak siniflandirilan bir benzotiyofen turevidir (Algso ve dig. 2018, Bai ve
dig. 2021, Sato ve Glasebrook 1994). Ayrica Benzotiyofenler antitiimdr,
antihipertansif, antimikrobiyal ajan olarak da kullanilmaktadir. Bu nedenle
benzotiyofen tiirevlerinin sentezi ve yeni Ozelliklerin kesfedilmesi yeni kullanim

alanlarinda uygulanmasi i¢in bilyiik 6nem tasimaktadir (Er ve dig. 2022).
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Tamoksifen (TAM) gibi endokrin tedaviler, strojenin reseptdre baglanmasini
bloke ederek veya aromataz katalizi altinda Ostrojen sentezini Onleyerek meme
kanserini tedavi etmek i¢in uzun siiredir kullanilmaktadir. Secici bir dstrojen reseptor
modiilatérii (SERM) olan Tamoksifen, Rajagopal ve arkadaslarinin yapmis oldugu /n
vitro ve in vivo teknikler kullanilarak elde edilen analizlerde, meme kanserini tedavi
etmek icin bir ilag olarak optimize edilebilmektedir. Gelecekte, bu ¢alisma, yaygin
olarak  arastirilmakta olan benzotiyofen tiirevlerinde yenilik¢i  yapisal
modifikasyonlar yoluyla daha fazla benzotiyofen tiirevi elde etmek icin guvenilir bir

kaynak olmaktadir (Rajagopal ve dig. 2023).

Piyasada kullanilan bazi benzotiyofen tiirevleri arasinda raloksifen, zileuton,
sertakonazol, benosiklidin ve mobam ilaglar1 bulunmaktadir. Raloksifen,
osteoporozun Onlenmesi ve tedavisi igin postmenopozal kadinlarda ABD Gida ve
fla¢ Dairesi (FDA) tarafindan onaylanmus bir ilag olarak kullanilmaktadir. Meme ve
rahimde giiclii 6strojen antagonisti 6zellikleri sergilerken kemik dokular1 ve serum
lipidleri Uzerinde Ostrojen agonisti benzeri eylemler sergileyen secici 6strojen
reseptor modulatorleri (SERM’ler) olarak bilinen bir bilesik smifin1 temsil
etmektedirler. Zileuton, astim tedavisi i¢in kullanilan bir benzotiyofen tiirevidir.
Sertakonazol, mantar Onleyici bir ilag olup bazi cilt enfeksiyonlarinda da tedavi
amaciyla kullanilmaktadir. Benosiklidin, psikoaktif bir ila¢ olup gii¢lii bir dopamin
geri alim inhibitorii ve bir psikostimiilan (uyarici) olarak etki etmektedir. Naftalinin
bir benzotiyofen analogu olan Mobam, koruyucu etkileri oldugu icin bitkiler
tizerinde kullanilmaktadir. Bu nedenle, bu iskele ile iliskili ¢ok ¢esitli biyolojik ve
farmakolojik etkiler, benzotiyofen halka sisteminin ila¢ kesfinde ayricalikli bir yap:
olarak goriilmesine neden olmaktadir. Bu durumda bu yapiya ilgi ¢cok fazla olmakla
birlikte artan arastirmalarla benzotiyofen igerikli tibbi iiriinler hizla gelismektedir

(Keri ve dig. 2017).

Sonug olarak, diinya ¢apindaki biiyilik ilag sirketleri, ilag kesfi i¢in dogal
triinlere yonelik ¢abalarini azaltmig, hatta ortadan kaldirmis ve bunun yerine
oncelikle kimyasal olarak sentezlenmis bilesiklere veya biyolojiklere glivenmektedir.
Son zamanlarda kanser tedavisi ve yenilik¢i teknolojilerdeki bilgimizin hizla artmasi,
ilag kesfindeki etkinligi artirma, dogal iiriinlerin dogrudan hedeflerini ortaya ¢ikarma

ve ¢ok yonlii farmakolojik etkilerin karmasikligin1 ¢6zme konusundaki engelleri
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asabilmeyi mimkun hale getirmektedir. Tum bunlar, antikanser ilag kesfini
canlandirmaya yonelik bir ¢abay1 ve teknolojik ilerlemeyi vurgulamaktadir (Sarankar

ve dig. 2010).

1.3 Apoptoz

Apoptoz veya programlanmis hiicre Oliimii, hiicrelerin proliferasyonunu
kontrol etmek veya DNA’da meydana gelen hasara yanit olarak hiicreyi 6lime maruz
birakmak zorunda kilan bir mekanizmadir. Apoptozun anlasilmasi, kanser
hicrelerinde 6l1Umu indlkleyebilen veya sitotoksik etkiler ve radyasyon tedavisine
duyarli hale getirilebilen yeni hedefli tedavi yontemleri i¢in temel saglamaktadir. Bu
yeni ajanlar, timor nekroz faktorii ile iliskili apoptozu indiikleyen dissal yolagi ve
antisens oligonikleotitleri gibi i¢sel Bcl-2 yolagini hedeflemektedir. p53 yolagi gibi
bircok yolak ve protein, apoptoz mekanizmasini kontrol etmektedir. Bu yolaklar,
timor hiicrelerinde tercih olarak degistirilebildiginden, normal dokuyu koruyan

timorlerde secici bir etki potansiyeli olmaktadir (Ghobrial ve dig. 2005).

Death domain receptor
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Procaspase-8110_‘ .......................................... . ,
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effector CASPASES rocaspase-
CASPASE-3 st *
Active caspase-9 . @ |
CASPASE-S i T L |
CASPASE-7 . Procaspase-3 “===§

= """""'—,)Active

I/CAD caspase-9
\Apoptosls'
Sekil 1.4. Apoptozun Ekstrinsik ve Intrinsik Yolaklar1 (Ghobrial ve dig. 2005).

Apoptoz ekstrinsik (sitoplazmik) ve intrinsik (mitokondriyel) iki ana yolla
gerceklesmektedir. Her iki yol da diizenleyici ve yapisal molekiilleri pargalayan ve
hiicrenin 6liimiiyle sonuglanan kaspazlarin aktivasyonunu i¢eren nihai bir ortak yolda

birlesir (Ghobrial ve dig. 2005).
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1.4  Inflamasyon

Inflamasyon, viicudun i¢ ve dis faktdrlere verdigi tepkilerden biridir ve yanit
olarak gelen uyaranlar1 ortadan kaldirmakta ve doku fizyolojisini diizenlemektedir.
Bu yanitlarin uzun bir siire devaminin olmasi kronik inflamasyona neden olabilmekte
ve basta kanser olmak tiizere bir¢ok hastalikla sonuglanmaktadir. Yapilan ¢aligmalar,
kronik enfeksiyon, inflamasyon ve kanser arasinda giiclii bir iliski oldugunu
gostermektedir (Yildirim, 2019).

Inflamasyon ve kanser arasindaki iliskinin altinda yatan mekanizmada ana
yolak olan kinurenin ve asagi akis metabolitlerine triptofan metabolizmasinin
enzimleri ve bilesiklerini igeren, tiimoriin baslamasini ve biiylimesini etkileyen
inflamasyon aracilar1 tarafindan indiiklenen bagigiklik sistemidir (Stone ve dig.
2023). inflamasyon esnasinda birkag hiicre tiirii etkilenmektedir. Inflamatuar yanitin
onemli mekanizmalarindan biri, hiicre tiplerinin anormal dagilimia veya miktaria
yol acan apoptoz regillasyonunun dengesizligini igermektedir (Ze ve dig.
2023). Akciger kanseri hastalarinda sistemik inflamasyonun rolii bilinmektedir
(Ozénder ve dig. 2023). Sonucta, 6zellikle dahil olan gesitli hiicre tipleri baglaminda
apoptoz ve inflamasyon arasindaki iliskiyi agikliga kavusturmak c¢ok Onemli
olmaktadir. Apoptoz veya programlanmis hiicre 6limii, ¢ok hiicreli organizmalarda
hiicre homeostazi, yaralanma onarimi, immiin tolerans ve inflamasyon i¢in gerekli
olmaktadir. Apoptoz gergeklestiginde, apoptotik hiicreler 6zel fagositler (makrofajlar
ve olgunlagsmamis dendritik hiicreler) veya diger hiicreler (endotelyal ve mezenkimal
hiicreler gibi) tarafindan temizlenmektedir. Apoptoz mekanizmasi, proinflamatuar

sitokin genlerinin transkripsiyonunu inhibe etmektedir (Ze ve dig. 2023).

1.5 Tezin Amaci

Kanser, fizyolojik 6zelliklerini kaybetmis ve DNA hasarli yani mutasyonlu
hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde ¢ogalmasidir. Kanserin bir¢ok ¢esidi vardir ve yok
edilmesi zor olmaktadir. Tiyofen igeren heterosiklik bilesiklerin ise kansere 6zgii
proteinleri hedef aldig1, 6nemli sinyal yolaklarmin inhibisyonuna veya aktivasyonuna
yol agtig1 bilinmektedir. Kukurt heterosiklik ailesi, fizikokimyasal 6zellikler gosteren

oldukca kararli aromatik bilesikleri icermektedir. Son yillarda, yiirtitiilen ¢alismalar
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ile tiyofen igeren heterosiklik bilesiklerin biyolojik aktiviteleri ile ilgili ¢ok sayida
calisma yapilmaktadir. Benzotiyofen ve tlirevleri ise ortaya ¢ikan farmakolojik
Ozellikleri sebebiyle kanser arastirmalarinda popiiler hale gelmektedir (Somaya ve
dig. 2021). Bu tez c¢alismasinda Aldehit fonksiyonel grubu igeren yeni nesil
Benzotiyofen turevlerinin  sitotoksik, anti-karsinojenik ve anti-inflamatuar
aktivitelerinin farkli kanser hiicre hatlarinda cesitli aktivitelerinin belirlenmesi

amaclanmaktadir.
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2. MATERYAL VE METOT

2.1 Malzemeler

2.1.1 Kullamlan Kimyasallar

Etanol (%99,8 Sigma 51976), Dimetil silfoksit (DMSO, Carlo Erba 445106),
Fosfat Tamponlu Tuz Cozeltisi (PBS, Biowest L0616), Dulbecco's Modified Eagle
Medium (DMEM, Sigma D1145), RPMI-1640 (Sigma R8758), Penisilin (Capricorn
PS-B), Tripsin-EDTA (Sigma T3924), L-glutamin (Gibco 25030081), Fetal Sigir
Serumu (FBS, Biowest S1810), Tripan Blue (Biological Industries 2041813).

2.1.2 Kullanilan Cihazlar

Etiv (Niive EN055), CO; Inkiibatérii (Niive EC160), Biyogiivenlik Kabini
(NUve MN 120), Santriftj (Zentrifugen Mikro 200R), Mini Santriflij (Zentrifugen
EBA20), Otoklav (Nuve OT40L), -80°C Derin Dondurucu (Nive DF490), Akis
Sitometri Cihaz1 (Beckman Counter Cytoflex), Vorteks (Dragon Lab MX-F),
Spektrofotometre (Epoch, BioTek), Hassas Terazi (Denver Instrument SI-234), Isik
Mikroskobu (Olympus CX21), Saf Su Cihazt (New Human Power I S-UV), Take 3
NanoDrop Aparat1 (Epoch, BioTek).

2.1.3 Kullamilan Primerler

Bu tez galismasinda Insan Akciger Kanseri hiicre hatt1 (A549), Insan Serviks
Kanseri hiicre hatt1 (HeLa), Insan Kolarektal Kanseri hiicre hatt1 (Caco-2) ve Insan
Meme Kanseri hiicre hatti (MDA-MB-231) yapilan apoptotik etki caligmalari
ardindan GAPDH, BAX, Bcl-2, Casp3 Casp8, Casp9 genleri ve antiinflamatuar
caligmalar1 ardindan iNOS, COX-2 mRNA diizeylerinin nasil degistigini belirlemek
amaciyla proteinlerin GenBank/EMBL veri bankalar1 taranarak secgilen genler igin

uygun primer dizileri belirlenmistir. Primer dizileri Sentebiolab firmasina 100 nmol
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skalada sentezlettirilmis ve 20°C’de saklanmigtir. Kullanilan primerler Tablo 2.1°de

verilmigtir.

Tablo 2.1. Proje kapsaminda mRNA seviyelerine bakilacak proteinlerin primer dizileri

Gen Forward Primer Revers Primer

GAPDH GTCTCCTCTGACTTCAACAGCG ACCACCCTGTTGCTGTAGCCAA
(Human)

BAX TCAGGATGCGTCCACCAAGAAG TGTGTCCACGGCGGCAATCATC
BCL-2 ATCGCCCTGTGGATGACTGAGT GCCAGGAGAAATCAAACAGAGGC
CASP3 GGAAGCGAATCAATGGACTCTGG GCATCGACATCTGTACCAGACC
CASPS8 AGAAGAGGGTCATCCTGGGAGA TCAGGACTTCCTTCAAGGCTGC
CASP9 GTTTGAGGACCTTCGACCAGCT CAACGTACCAGGAGCCACTCTT
GAPDH CATCACTGCCACCCAGAAGACTG ATGCCAGTGAGCTTCCCGTTCAG
COX-2 CGGTGAAACTCTGGCTAGACAG GCAAACCGTAGATGCTCAGGGA
INOS GCTCTACACCTCCAATGTGACC CTGCCGAGATTTGAGCCTCATG

2.2 Yontemler

2.2.1 Benzotiyofen Turevlerinin Sentezi

| \

| { R
. T
s~ S

—_—

Sekil 2.1. Benzotiyofen tlirevinin sentezlenmesi.

Sekil 2.1.’de gosterildigi gibi yeni nesil benzo tiyofen tiirevlerinin sentezini
icin 5-bromo-2-hidroksibenzaldehit ile trimetilsilil asetilen reaksiyona sokularak
terminal alkil tiirevi sentezlenmistir. Daha sonra Sentezlenen bu terminal alkil ile 2-
iyodo tiyoanisol Pd katalizorliigiinde Sonogashira kenetlenme tepkimesi ile
hedeflenen 2-hidroksi-5-((2-(metiltiyo)fenil)etinil)benzaldehit en yiiksek verimler ile
sentezlenmistir. Elektrofilik Halkalasma tepkimesi ile yapasinda halojen bulunduran

2-hidroksi-5-(3-iyodobenzo[b]tiyofen-2-il) benzaldehit tiirevi sentezlenmis olup
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spektroskopik yontemler kullanilarak yapisal karakterizasyonu yapilmistir. Yapisinda
asidik hidrojen, formil grubu ve iyot bulundurmasi yoniiyle tiirevlendirilmesi kolay
olan 2-hidroksi-5-(3-iyodobenzo[b]tiyofen-2-il) benzaldehit tirevi Dimetilformamit,
Kloroform, Diklorometan gibi ¢6ziiciiler kullanilarak Na,CO3, K2COs, Cs2,COs3 gibi
karbonat tuzlar1 katalizorliiglinde tasarlanan Benzotiyofen tiirevinin alkol ucundan
tiirevlendirilmistir. Sentezlenenen bu yeni tiirevler ve Spektroskopik yontemler ile

yapisal karakterizasyonlari elde edilmistir.

2.2.1.1 2-Hidroksi-4-((2-(metiltiyo)fenil)etinil)benzaldehit (4) Sentezi

H

Si(CH gz

@il Pd/Cu, Baz // i(CH3)3 ©\/ Pd/Cu, Baz //
- . - = -
_CHs . CH. Br

S Si(CH3)3 ~>M3

% S/CH3 S S/CHa
2 3 0 4

HO H

1

2.2.1.2 Trimetil((2-(metiltiyo)fenil)etinil)silan (2) Sentezi

2-Iyodotiyoanisol (1) (3.9984 mmol, 1000 mg), THF (8 mL),
etiniltrimetilsilan (4.798 mmol, 490 mg), trietilamin (2 mL), PdCI>(PPhs), (0.1985
mmol, 140 mg) argon gazi altinda Cul (0.1596 mmol, 30 mg) karisim oda
sicakliginda 12 saat karistirildi. Reaksiyon karisimina saf su (30 mL) ilave
edildi.DKM (3x30 mL) ile ekstrakte edildi. Organik faz, susuz MgS04 ile kurutuldu.
Coziicu filtre edildi ve diisiik vakum altinda uzaklastirildi. Elde edilen karisim flas
kolon kromotografisi kullanilarak hekzan ile hedeflenen iiriin elde edildi. *H NMR
(500 MHz, CDClz) 7.4-7.42 (m, 1H), 7.24-7.28 (m, 1H), 7.02-7.12 (m, 2H), 0.28 (s,
9H), 2.46 (s, 3H), 13C NMR (125 MHz, CDCls) § 142.2, 132.7, 129.1, 124.1, 123.9,
121.1,102.3, 101.4, 15.0, 0.13.
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2.2.1.3 (2-Etinilfenil)(metil)sulfan (3) Sentezi

Trimetil((2-(metiltiyo)fenil)etinil)silan (2) (2640 mg, 11.97 mmol), metanol
(60 mL) ve THF'den (20 mL) karistirildi, K2CO0s'e (3300 mg, 23.95 mmol) eklendi.
Karisim, oda sicakliginda 3 saat karistirildi. Reaksiyon karisimi, EtOAc ile ekstrakte
edildi. Organik faz susuz MgS0; ile kurutuldu. Coziicii filtre edildi ve diisiik vakum
altinda uzaklastirildi. Elde edilen karisim flas kolon kromotografisi kullanilarak
hekzan ile hedeflenen riin elde edildi. *H NMR (500 MHz, CDCls) § 7.38-7.41
(m,1H), 7.20-7.25 (m, 1H), 7.10-7.13 (m, 1H), 6.9-7.05 (m,1H), 3.46 (s, 1H), 2.42 (s,
3H), 3C NMR (125MHz, CDCls) & 142.0, 133.1, 129.3, 124.2, 124.1, 120.1, 83.7,
81.0, 60.3

2.2.1.4 2-Hidroksi-4-((2-(metiltiyo)fenil)etinil)benzaldehit (4) Sentezi

4-Bromo-2-hidroksibenzaldehit (2406 mg, 11.9676 mmol) 1,4-dioksan (10
mL) ile argon gazi altinda ¢ozdiiriiliir. PdC12(PhCN). (0.718 mmol, 275 mg) Cul
(0.718 mmol, 136 mg) karisim oda sicaklifinda karistirilildi. Daha sonra (2-
Etinilfenil)(metil)stlfan (3) (1480 mg, 9.97 mmol) ile diisopropilamin (53.85 mmol,
5450 mg) ile argon altinda ¢ozdiiriildii sonra (t-But)sP (1.3164 mmol, 211 mg)
eklendi ve damla damla hazirlanan diger karisima aktarildi. Final karigim 12 saat oda
sicakliginda karigtirildi. Reaksiyon karigimina saf su (10 mL) ilave edilerek DKM
(3x30 mL) ile ekstrakte edildi. Organik faz, susuz MgS0s ile kutuldu. Coziicu filtre
edildi ve diisiik vakum altinda uzaklastirildi. Elde edilen karisim flas kolon

kromotografisi kullanilarak hekzan/etil asetat (20/1, V/V) oran ile hedeflenen {iriin
elde edildi.
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2.2.2  2-(Aril/Alkil-oksi)-4-((2-(metiltiyo)fenil)etinil)benzaldehit (5, 6 ve
7) Turevlerinin Sentezi Genel Prosedur A:

2-Hidroksi-4-((2-(metiltiyo)fenil)etinil)benzaldehit (4) (1 mmol) ile DMF (5
mL) oda sicakliginda argon gazi altinda ¢ozdiiriiliir. K.CO3 (1 mmol) ve aril/alkil-
Bromiir (1.2 mmol) sirasiyla eklenir. Karisim oda sicakliginda 24 saat karistirilir.
Ince tabaka kromotografisi ile kontrol edildi ve karisima 10 mL tuzlu su eklenir ve
30 mL Etil asetat eklenir. Organik faz tuzlu su 2X10 mL ile yikanir. Organik faz,
susuz MgS0;y ile kutuldu. Coziicii filtre edildi ve diisiik vakum altinda uzaklastirildi.
Elde edilen karisim flas kolon kromotografisi kullanilarak hekzan/etil asetat (20/1,

V/V) oran ile hedeflenen Griin elde edilir.

2.2.2.1 2-(Benziloksi)-4-((2-(metiltiyo)fenil)etinil)benzaldehit (5) Sentezi

2-Hidroksi-4-((2-(metiltiyo)fenil)etinil)benzaldehit (4) (100 mg, 0.3726
mmol) ile DMF (5 mL) oda sicakliginda argon gaz1 altinda ¢ozdiiriiliir. K2COs (52
mg, 0.3726 mmol) ve (bromometil)benzen (77 mg, 0.4471) deneyde kullanild:. H
NMR (500 MHz, CDClz) & 10.51 (s, 1H), 8.05 (d J= 2.2 Hz, 1H), 7.71 (dd J= ;8.6;
2.2 Hz, 1H), 7.46-7.38 (m, 5H), 7.36 (d J=4.5 Hz, 1H), 7.29 (td J= 7.5;1.3 Hz, 1H),
7.16 (d J= 8 Hz, 1H), 7.10 (td J= 7.5;1 Hz, 1H), 5.21 (s, 2H), 2.49 (s, 3H). 13C NMR
(125MHz, CDCls) 6 189.0, 160.8, 141.8, 138.8, 135.7, 132.3, 131.9, 128.9, 128.7,
128.5,127.4,125.1, 124.3, 124.1, 121.1, 116.3, 113.3, 94.4, 86.7, 70.7, 15.1.
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2.2.2.2 4-((2-(Metiltiyo)fenil)etinil)-2-(3-fenilpropoksi)benzaldehit  (6)
Sentezi

2-Hidroksi-4-((2-(metiltiyo)fenil)etinil)benzaldehit (4) (100 mg, 0.3726 mmol) ile
DMF (5 mL) oda sicakliginda argon gazi altinda ¢ozdiiriiliir. K2CO3 (52 mg, 0.3726
mmol) ve 1-fenil-3-bromopropan (90 mg, 0.4471) deneyde kullamldi. *H NMR (500
MHz, CDCls) & 10.4 (s, 1H), 8.03 (d J= 2.2 Hz, 1H), 7.68 (dd J=;6.9; 2.2 Hz, 1H),
7.31-7.26 (m, 3H), 7.23-7.13 (m, 4H), 7.09 (td J= 7.5;1 Hz, 1H), 6.89 (d J= 8.7 Hz,
1H), 4.07 (t J= 6.1 Hz, 2H), 2.82 (t J= 7.5 Hz, 2H), 2.49 (s, 3H), 2.23-2.13 (m, 2H).
13C NMR (125MHz, CDCls) § 189.1, 161.2, 141.8, 141.1, 138.9, 132.3, 131.8, 128.9,
128.7, 128.6, 126.3, 124.8, 124.4, 124.1, 121.2, 115.9, 112.8, 94.7, 86.7, 67.8, 32.3,
30.7, 15.2.

2.2.2.3 2-Hidroksi-4-((2-(metiltiyo)fenil)etinil)benzaldehit (7) Sentezi

2-Hidroksi-4-((2-(metiltiyo)fenil)etinil)benzaldehit (4) (100 mg, 0.3726 mmol) ile
DMF (5 mL) oda sicakliginda argon gazi altinda ¢ozdiiriiliir. K2CO3 (52 mg, 0.3726
mmol) ve 1-bromodecane (99 mg, 0.4471) deneyde kullanildi. *H NMR (500 MHz,
CDCls) & 10.48 (s, 1H), 8.04 (d J= 2.2 Hz, 1H), 7.72 (dd J= 8.6;2.2 Hz, 1H), 7.29 (td
J=7.9;1.4 Hz, 1H), 7.17 (d J= 7.9 Hz, 1H), 7.11 (td J=7.5;1 Hz, 1H), 6.98 (d J= 8.7
Hz, 1H), 4.14-4.06 ( m, 2H), 2.51 (s, 3H), 1.90-1.81 (m, 2H), 2.52-2.44 (m, 2H),
1.40-1.35 (m,12H), 0.89 (t J= 6.7 Hz, 3H).

2.2.3 Elektrofilik Halkalasma tepkimesi ile 3-iyodobenzotiyofen (9, 10

ve 11) threvlerinin Genel Sentez Prosedir B:

2-Ariletinil tiyoanisol (4, 6 ve 7) (1 mmol) DKM (20 mL) ile argon gazi altinda oda
sicakhiginda ¢dzdiiriildii. Uzerine molekiiler iyot (2 mmol) eklendi ve oda
sicakliginda 12 saat karistirildi. Na>S203 doygun ¢ozeltisi (20 mL) notralize edildi.
DKM (3X60 mL) ile sufaz1 yikandi Organik faz, susuz MgS04 ile kutul du. Cozucu
filtre edildi ve diisiik vakum altinda uzaklastirildi. Elde edilen karisim flas kolon
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kromotografisi kullanilarak hekzan/etil asetat (10/1, V/V) oran ile hedeflenen iiriin
elde edildi.

2.2.3.1 2-Hidroksi-4-(3-iyodobenzo[b]tiyofen-2-il)benzaldehit (9) Sentezi

2-Hidroksi-4-((2-(metiltiyo)fenil)etinil)benzaldehit (4) (780 mg, 2.907 mmol)
DKM (20 mL) 12 (1476 mg, 5.8137 mmol) kullanildi hedeflenen iiriin Genel Sentez
Prosediir B uygulanarak %72 verim ile elde edildi. *H NMR (500 MHz, CDCls) &
11.20 (s, 1H), 9.98 (s, 1H), 7.90-7.79 (m, 4H), 7.50 (td J=8.2;1.1 Hz, 1H), 7.42 (td
J=8.2;1.2 Hz, 1H). 13C NMR (125 MHz, CDCl3) & 196.3 161.9, 141.6, 140.1, 138.7,
138.4,135.1, 126.5, 126.3, 125.7, 122.1, 120.3 (2C), 118.1, 80.0.

2.2.3.2 2-(Benziloksi)-4-(3-iyodobenzo[b]tiyofen-2-il)benzaldehit (Q18)

Sentezi

2-(Benziloksi)-4-((2-(metiltiyo)fenil)etinil)benzaldehit (5) (697 mg, 1.9388
mmol) DKM (20 mL), I> (984 mg, 3.8777 mmol) kulllanildi. Hedeflenen {iriin %78
verim ile elde edillir. *H NMR (500 MHz, CDCls) 6 10.61 (s, 1H), 8.19 (d J= 2.4 Hz,
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1H), 8.89 (dd J= 8.6;2.4 Hz, 1H), 7.84-7.79 (m, 2H), 7.52-7.38 (m, 7H), 7.19 (d J=
8.7 Hz, 1H), 5.28 (s, 3H). *C NMR (125MHz, CDCls) & 189.3, 161.4, 141.9, 140.7,
139.0, 137.5, 135.9, 130.4, 129.1, 128.7, 127.7, 127.6, 126.5, 125.9, 125.8, 125.1,
122.4,113.4, 80.0, 70.9.

2.2.3.3 2-(Desiloksi)-4-(3-iyodobenzo[b]tiyofen-2-il)benzaldehit  (Q21)
Sentezi

Q21

2-Hidroksi-4-((2-(metiltiyo)fenil)etinil)benzaldehit (7) (475 mg, 1.2493 mmol) DKM
(20 mL) 12 (635 mg, 2.5 mmol) kullanildi hedeflenen iiriin Genel Sentez Prosediir B
uygulanarak %74 verim ile elde edildi. *H NMR (500 MHz, CDCl3) § 10.56 (s, 1H),
8.16-8.15 (d, 1H), 7.88-7.85(m, 1H), 7.81-7.76 (m, 2H), 7.48-7.44 (t, 1H), 7.41-7.37
(t, 1H), 7.08-7.06 (d, 1H), 4.15-4.12 (m, 2H), 1.91-1.84 (m, 4H), 1.55-1.48 (m, 6H),
1.30-1.36 (m, 4H), 0.95-0.92 (m, 5H); *C NMR (125 MHz, CDClI3) § 189.4, 161.9,
142.0, 140.9, 139.0, 137.4, 130.0, 127.1, 126.4, 125.8, 125.7, 124.8, 122.3, 112.8,
79.9,69.1, 31.7, 29.6, 29.2, 25.9, 22.8, 20.7 (2C) 14.3.
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2.2.3.4 4-(3-Iyodobenzo[b]tiyofen-2-il)-2-(3-fenilpropoksi)benzaldehit
(Q22) Sentezi

Q22

4-((2-(Metiltiyo)fenil)etinil)-2-(3-fenilpropoksi)benzaldehit (6) (650 mg,
1.7096 mmol) DKM (20 mL) 12 (868 mg, 3.4192 mmol) kullanildi hedeflenen iiriin
Genel Sentez Prosediir B uygulanarak %72 verim ile elde edildi. . *H NMR (500
MHz, CDCl3) & 10.56 (s, 1H), 8.18-8.17 (d, 1H), 7.88-7.85 (m, 1H), 7.83-7.78 (m,
2H), 7.50-7.46 (t, 1H), 7.42-7.38 (t, 1H), 7.35-7.31 (m, 2H), 7.24-7.22 (m, 3H), 7.06-
7.04 (d, 1H), 4.16-4.13 (t, 2H), 2.76-2.72 (t, 2H), 1.92-1.86 (m, 2H); 3C NMR (125
MHz, CDCls) 6 189.3, 161.8, 142.0, 141.9, 140.9, 139.0, 137.4, 130.1, 128.6, 128.6,
127.2,126.4,126.1, 125.8, 125.7, 124.8, 122.3, 112.8, 79.9, 68.8, 35.7, 27.9.

2.2.4 2-(Benziloksi)-4-(3-(feniletinil)benzo[b]tiyofen-2-il)benzaldehit
(Q19)

. O
Coom —
Q_/O O s o %

Q18 Q19

2-(Benziloksi)-4-(3-iyodobenzo[b]tiyofen-2-il)benzaldehit (Q18) (329 mg,
0.7 mmol), fenil asetilen (76mg, 0.75 mmol) inert argon gazi altinda, DMF (7 mL)
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ve EtsN (3 mL) ile ¢ozdurGlir. Pd(PPhs)2Clz (24 mg, 0.035 mmol) ve Cul (7 mg,

0.035 mmol) eklenerek oda sicakliginda 12 saat karistirildi. Karisim tuzlu su ve etil
asetat ile ekstrakte edildi. Organik faz, susuz MgS04 ile kutuldu. C6zucu filtre edildi
ve diisiik vakum altinda uzaklastirildi. Elde edilen karisim flas kolon kromotografisi

kullanilarak hekzan/etil asetat (10/1, V/V) oran ile hedeflenen iiriin elde edildi.

IH NMR (400 MHz, CDCl3) & 10.62 (s, 1H), 8.73-8.73 (d, 1H), 8.17-14 (m, 1H),
8.03-8.01 (d, 1H), 7.79 7.77 (d, 1H), 7.69-7.67 (d, 2H), 7.49-7.38 (m, 10H), 7.11-
7.09 (d, 1H), 5.22 (s, 2H); *C NMR (100 MHz, CDCls) & 189.3, 161.2, 144.5, 141.1,
137.4, 136.0, 135.5, 131.9, 129.0, 128.7, 128.6, 128.3, 128.3, 127.5, 127.2, 125.6,
125.2, 125.2, 123.5, 123.3, 122.3, 113.6, 113.5, 95.7, 84.0, 70.8.

2.2.5 Q20 ve Q23 turevlerinin Sentezi

2.2.5.1 2-(Hegziloksi)-4-(3-iyodobenzo[b]tiyofen-2-il)benzaldehit (Q20)

2-Hidroksi-4-(3-iyodobenzo[b]tiyofen-2-il)benzaldehit (9) (100 mg, 0.263
mmol), hegzil bromir (0.3 mmol, 49 mg), K2COz (0.263 mmol, 36 mg) ve DMF (5
mL) reaksiyonda kullanildi. Genel prosediir A kullanilarak %90 verimle hedeflenen
iiriin elde edildi. *H NMR (400 MHz, CDCls) § 10.56 (s, 1H), 8.18-8.17 (d, 1H),
7.88-7.85 (m, 1H), 7.83-7.78 (m, 2H), 7.50-7.46 (t, 1H), 7.42-7.38 (t, 1H), 7.35-7.31
(m, 2H), 7.24-7.22 (m, 3H), 7.06-7.04 (d, 1H), 4.16-4.13 (t, 2H), 2.76-2.72 (t, 2H),
1.97-1.86 (m, 4H); *C NMR (100 MHz, CDCls) & 189.3, 161.8, 142.0, 141.9, 140.9,
139.0, 137.4, 130.1, 128.6, 128.6, 127.2, 126.4, 126.1, 125.8, 125.7, 124.8, 122.3,
112.8, 79.9, 68.8, 35.7, 28.8, 27.9.
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2.2.5.2 4-(3-Iyodobenzo[b]tiyofen-2-il)-2-(4-fenilbiitoksi)benzaldehit
(Q23)

2-Hidroksi-4-(3-iyodobenzo[b]tiyofen-2-il)benzaldehit (9) (100 mg, 0.263
mmol), 1-fenil-4-bromo biutan (0.3 mmol, 49 mg), KoCO3 (0.263 mmol, 36 mg) ve
DMF (5 mL) reaksiyonda kullanildi. Genel prosediir A kullanilarak %75 verimle
hedeflenen uiriin elde edildi. *H NMR (400 MHz, CDCls) & 10.56 (s, 1H), 8.18-8.17
(d, 1H), 7.88-7.85 (m, 1H), 7.83-7.78 (m, 2H), 7.50-7.46 (m, 1H), 7.42-7.38 (m, 1H),
7.35-7.31 (m, 2H), 7.24-7.22 (m, 3H), 7.06-7.04 (d, 1H), 4.16-4.13 (m, 2H), 2.76-
2.72 (m, 2H), 1.97-1.86 (m, 4H); *3C NMR (100 MHz, CDCls) & 189.3, 161.8, 142.0,
141.9, 140.9, 139.0, 137.4, 130.1, 128.6, 128.6, 127.2, 126.4, 126.1, 125.8, 125.7,
124.8,122.3, 112.8, 79.9, 68.8, 35.7, 28.8, 27.9.

2.2.6 Memeli Hicre Kulturi Yontemi ve Sitotoksisitenin Belirlenmesi

Bu tez calismasinda insan Akciger Kanseri (A549) hiicre hatti, Insan
Kolarektal Kanseri (CaCo-2) hiicre hatti, insan Meme Kanseri (MDA-MB-231)
hiicre hatti, Insan Serviks Kanseri (HeLa) hiicre hatti ve kontrol olarak insan Saglikli
Embriyonik Bobrek hiicre hatti (HEK293) gibi farkli hiicre hatlar1 kullanilmustir.
Hiicreler %10 Fetal Sigir Serumu (FBS), %1 penisilin/streptomisin karigimi iceren
DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) ve RPMI-1640 besiyeri (%10 FBS,
%1 penisilin ve streptomisin karigimi igeren) besi ortami igerisinde 37 °C, %5 CO2
ve %95 nem kosullarinda inkiibator icinde kiiltiirlenmistir. 100 mm’lik steril kiiltiir
plakalarinda kiiltiirlenen kanser hiicre hatlar1 (konfluent en az %80 yogunlukta) 2-3
giinde bir pasajlama iglemi yapilmistir. Hiicre besiyeri ortamdan uzaklastirilir ve 1ml
PBS (fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi) ile yikama islemi yapilmistir, kalan besiyeri
uzaklastirilmistir. Daha sonra hiicreler %0,25°lik Tripsin-EDTA (ImL) eklenmistir
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ve enzimin aktif ¢alistigi 37 °C, %5 COz2 ve %95 nem kosullarinda 3-4 dakika inkube
edilmistir. Tripsin-EDTA inhibe etmek i¢in (en az 2 kat1) 2 mL besiyeri eklenerek
hiicreler 15 mL’lik falkon tiiplere toplanip hiicre siispansiyonu 2000 rpm’de 5 dakika
santrifiij edilmistir. Siipernatant kismi1 uzaklastirildiktan sonra 1 mL taze besiyeri ile
pelet ¢oziilmiistiir. Hiicreler yeni 100 mm’lik steril kiiltiir plakalara taze besiyeri
(vaklagik 10 mL) eklenip hiicre ekimi yapildiktan sonra 37°C, %5 CO2 igeren
inkiibatorde ¢ogaltilmasi saglanmistir. (Sahin ve dig. 2021)

2.2.7 Hiicre Sayimi ve Stoklanmasi

Kiiltiir plakalarindaki konfluent hiicreler en az %80 yogunluga ulastiktan
sonra besiyeri uzaklastirilmistir. 1ml PBS (fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi) ile yikama
islemi yapilmis, kalan besiyeri uzaklastirilmigtir. Hiicreler tripsinin aktivite
gosterdigi 37°C’de 3-4 dakika inkiibe edilmistir. %0,25’lik Tripsin-EDTA inhibe
etmek i¢in (hacminin en az iki kat1) 2 mL besiyeri ile inhibe edilmigtir. Hiicreler
pipetlenerek tek hticre suspansiyonu haline getirildikten sonra bir falkon tlipe
aktarilmistir. Hiicre silispansiyonu 2000 rpm’de 5 dakika santrifiijlenmis ve
slipernatant uzaklastirilmistir. Hiicreler 1 mL taze besiyerinde ¢oziilmistiir. Hlcreler
toplandiktan sonra 1:1 oraninda %0,4'liik tripan mavi boyasi ile siispanse edilmistir.
Tripan mavi boyas: ile 6lii hiicrelerin hiicre membranim1 boyayarak canli hiicre
sayisinin hesaplamas: invert mikroskop (Oxionlnverso, Euromex, Hollanda)
kullanilarak gerceklestirilmistir. Hiicre sayimi hesaplamak i¢in asagida verilen
formiil kullanilmistir.

Sayilan hiicre sayis1 x Seyreltme faktorii x 10.000 = Toplam hiicre sayisi

Hiicrelerin stoklanmasi i¢in ise hiicreler 1 mL taze besiyeri ile ¢oziildiikten
sonra stogun %70’1 (700 pL) hiicre siispansiyonu, %20’si FBS (200 pL), %10°u
DMSO (100 pL) olacak sekilde karyoviyal tiipe aktarimistir ve -80°C’de

saklanmustir.
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2.2.8 MTT Yontemi ile Hiicre Canhlik Testi

Hiicre pasajlama asamasindayken besiyeri ortamdan uzaklastirilmig ve 1 mL
PBS (fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi) ile yikama islemi yapilmis, kalan besiyeri
uzaklastirllmigtir. Daha sonra hiicreler %0,25°lik Tripsin-EDTA (ImL) eklenmis ve
enzimin aktif ¢alistig1 37 °C, %5 CO2 ve %95 nem kosullarinda 3-4 dakika inkube
edilmistir. Tripsin-EDTA inhibe etmek i¢in (en az 2 kat1) 2 mL besiyeri eklenerek
hiicreler 15 mL’lik falkon tiiplere toplanip hiicre siispansiyonu 2000 rpm’de 5 dakika
santrifiij edilmistir. Siipernatant kismi1 uzaklastirildiktan sonra 1 mL taze besiyeri ile
pelet c¢ozilmiistiir. Konsantrasyonlari hazirlanan  benzotiyofen tiirevlerinin
sitotoksisite analizleri igin pelet ¢ozildikten sonra 96 kuyucuklu plakalara, her
kuyucuga 102 hiicre olacak sekilde (son hacim 100ul) ekim yapilmustir ve 37 °C, %5
CO: igeren inkiibatorde 24 saat inkiibe edilmistir. Negatif kontrol olarak DMSO
kullanilmistir. 24 saat inkiibasyondan sonra belirlenen konsantrasyonlar (15,6;
31,25; 62,5;125;250 pg/mL) son hacim 200ul olacak sekilde uygulanmistir. 24 saat
inkibe edildikten sonra MTT [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-dipenyltetrazolium
bromide] ile hiicre canliligi analiz edilmistir. Besiyerleri uzaklastirildiktan sonra her
kuyuya 100 pL taze besiyeri ve 10 ul MTT (0,5 mg/mL) soliisyonu uygulanmistir.
37 °C, %5 CO2 igeren inkiibatorde 4 saat boyunca inkiibe edilmistir. Ardindan MTT
soliisyonu uzaklastirilmis ve her kuyu igin 50 pL DMSO eklenmistir. Metabolik
aktivite sonucunda olusan formazan Kristellerinin DMSO icinde c¢ozilmesi ile
sonunda olusan renk 590 nm dalga boyunda Epoch Mikroplaka (BioTek, ABD)
okuyucuda absorbans degerleri Olcililmiistiir. Elde edilen hiicre canliligi yiizdesi,
logaritmik, ustel hesaplama yapilarak yarisini 6ldiiren konsantrasyon (ECsp) degerleri
GraphPad v.9 programi ile hesaplanmistir. Bu baglamda hi¢ benzotiyofen tiirevleri
ile muamele edilmeyen negatif kontrol grubu, benzotiyofen ile muamele edilen
gruplar ile karsilastirlarak farkli dozlardaki benzotiyofen tiirevlerinin hiicre

canliligina olan etkisi saptanmistir (Sahin ve dig. 2021).

2.2.9 Apoptoz Analizleri

Apoptoz analiz sonuglar1 i¢in Benzotiyofen tiirevlerinin uygulandigr A549,
Caco-2, MDA-MB-231, HeLa hiicre hatlarinda sitotoksik aktivitesi sonucunda EC50

deger dozlar1 hesaplanmistir. Apoptozun belirlenmesi i¢in Elabscience markasinin
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Annexin-V/FITC/Pl Apoptoz Kiti kullanilarak Akis Sitometri cihazinda o6l¢iim
yapilmustir. Hiicreler, 6 kuyucuklu plakalarda, her kuyucuga 3x10* hiicre olacak
sekilde, (son hacim 3000 uL) ekimi yapilmistir ve 37 °C, %5 CO2 igeren inkiibatorde
24 saat inkiibe edilmistir. Daha sonra eski besiyeri uzaklastirilip yeni besiyeri
eklenmigtir. Sitotoksisite deneylerinde belirlenen hiicre hatlari iizerinde sitotoksik
aktiviteye sahip benzotiyofen tiirevlerinin EC50 deger dozlar1 yeni besiyeri igerisine
uygulama yapilacaktir (son hacim 3000 pL) ve 24 saat inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyonun ardindan 1 mL besiyeri ependorfa alinmis ve kalan besiyeri
uzaklastirilmistir, 300 pL Tripsin-EDTA ile 2-3 dakika inkube edildikten sonra en az
2 kat1 kadar besiyeri (EC50 deger dozu muamele edilmis 6nceden ependorfa alinan 1
mL) eklenerek hiicreler epondorfa alinmistir. 2000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmis
ve siipernatant uzaklastirildiktan sonra 500 UL PBS eklenip 2000 rpm’de 5 dakika
tekrar santrifiij edilmistir. Santrifiij sonras1 pelet lizerine (6rnek basina) 100 pL 1X
Binding Buffer ve 2,5 uL Annexin V-FITC ve 2,5 pL Propidium Iyodiir (PI)
eklenerek up & down edilmis ve 15-20 dk karanlikta oda sicakliginda inkiibe
edilmigtir. Siire sonunda 400 pL 1X Binding Buffer her bir 6rnege ilave ederek
karistirilir. BECKMAN Cytoflex Akis Sitometri cihazinda, CytoExpert programi
kullanilarak canli hiicre, apoptotik hicre ve nekrotik hiicre yuzdeleri hesaplanmistir
ve apoptoz analizi yapilmistir. Her hiicre i¢in negatif kontrol DMSO, pozitif kontrol
olarak Pax (Paklitaksel) kullanilmistir.

2.2.10 inflamatuar Analizleri

Belirlenen  hiicre  hatlarinda  inflamasyon  olusturmak  amaciyla
Lipopolisakkarit (LPS) kullanildi. Bu kapsamda, belirlenen hiicreler %10 FBS ve
100 pg/ml penisilin ve 100 pg/mL streptomisin antibiyotikler ile desteklenmis
DMEM besiyerinde, 96 kuyucuklu kiiltiir plakasma 1x10° (yogunlugunda) hiicre
ekildi ve 24 saat inkilbe edilmistir. Inkiibasyonun ardindan fenol kirmizisi
icermeyen besiyeri icerisinde 1 pg/mL konsantrasyonunda LPS ve 1 saat sonra farkli

konsantrasyonlarda bilesikler uygulanmaistir.

Tablo 2.2.’de verilen inflamasyonla iligkili genlerin ekspresyon seviyelerini

saptamak i¢in mRNA diizeyleri Ger¢ek zamanli PZR yontemi ile kantite edilmistir.
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Bu amagla, Total RNA izolasyonu, cDNA sentezi ve Gergek zamanli PZR islemleri
gerceklestirilmistir.

Tablo 2.2. inflamatuar analizinde secilen genler icin tammlanan primer dizileri.

Gen

Forward Primer Revers Primer

GAPDH CATCACTGCCACCCAGAAGACTG ATGCCAGTGAGCTTCCCGTTCAG

COX-2

CGGTGAAACTCTGGCTAGACAG GCAAACCGTAGATGCTCAGGGA

INOS

GCTCTACACCTCCAATGTGACC CTGCCGAGATTTGAGCCTCATG

2.2.1 cDNA Sentezi YOntemi

Komplementer DNA (cDNA) sentezi icin onceden izole edilen total RNA
ornekleri OnceScript Plus cDNA Sentez Kiti (abm, Canada) ve prosediriine gore

kullanilarak sentezlenmistir ve cDNA’lar -20C"de saklanmustir.

2.2.2 Total RNA Izolasyon Yéntemi

Apoptoz yolaklarinda gorev 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 6ngoérdigi
metot ile yapilmistir. 6 kuyucuklu plakalara 10* hiicre ekildikten sonra Q18, Q19,
Q20, Q21, Q22 ve Q23 maddelerinin en etkin dozlar1 (EC50) uygulanmistir. 24 saat
37 °C, %5 CO: kosullarinda inkiibe edilmistir. Besiyeri uzaklastirildiktan sonra PBS
tamponu ile yikanip ardindan 400 pL Lysis buffer ile hicreler epondorfa
toplanmistir. 2 dakika oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Hiicrelerin lizis
asamasindan sonra mavi halkali filtre D kolonuna yiiklenerek 11.000’de 2 dakika
santrifiij edilip ardindan Filtre D atilmistir ve 400 pl’lik lizatin {izerine 400 pl
%75’1iik etanol eklenerek up-down yapilmistir. Mor halkali filtre R kolonuna
yiiklenip 11.000 rpm’de 2 dakika santrifiij edilmistir. Alt tiip degistirildikten sonra
filtre R kolonuna etanol iceren yikama soliisyonu (HS) 500ul eklenmistir ve 11.000
rpm’de 1 dakika santrifiij edilmistir. Kolon tekrar (LS) yikama soliisyonu ile
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mumamele edildikten sonra 40l RNase-free su ile eliisyon yapilmistir. Total RNA
izolasyonu Epoch Mikroplaka Okuyuculu Spektroskopi cihazi ile Take-3 nanodrop
aparat1 kullanilarak 260/280 nm’de ol¢iilmiistiir. RNA’lar miktarlar1 belirlendikten

sonra -80C" de saklanmuistir.

2.2.3 Agaroz Jel Elektroforez Yontemi

Izole edilen RNA o6rneklerinin goruntiisii elde edilmesi amaciyla 1X Tris
Asetik Asit EDTA (40 mM Tris, 20 mM Asetik Asit, 1 mM EDTA, pH:8.0) tamponu
kullanilmigtir. 0,4 gr agar tartilarak 40 ml TAE (Tris asetik asit EDTA) icerisinde
mikrodalga ile isitilarak ¢ozilmiistir. 0,75ul EtrBr (0,625 mg/ml) eklenmistir.
Hazirlanan jel, elektroforez tankina dokiilerek donmasi beklenir. Elektroforez
tankina 1X TAE eklendikten sonra 6rnekler jel Uzerindeki kuyucuklara yuklenip 90
Volt, 45 dakika, 500 mA'de yiiriitiiliir. Ornek miktarlar1 ve marker (abm 1kb plus
Opti-DNA Marker) kuyulara yiklenip RNA goriintiisii elde edilmistir.

2.2.4 Real Time PCR (QRT-PCR) Tespit Edilmesi

Tablo 2.3.’de verilen apoptozla iliskili genlerin ekspresyon seviyelerini
saptamak i¢cin mRNA diizeyleri Ger¢ek zamanli PZR yontemi ile kantite edilmistir.
Bu amagla, Total RNA izolasyonu Analytik Jena markasinin innuPREP RNA Mini
Kit’i kullanilarak iiretici firmanin 6nerdigi prosediir uygulanarak gergeklestirilmistir.
Yaklagik 1x10° hiicreye benzotiyofen tiirevi bilesiklerden uygulanmis ve elde edilen
RNA’lar -80°C muhafaza edilmistir. %1’lik agoroz jel elektroforezinde 18S ve 28S
bantlarinin sonucuna gore izole edilen RNA’nin kalitesi belirlenmistir. Epoch
Mikroplaka Spektrofotometre yardimiyla RNA miktar1 260/280 nm o6lciildii ve
cDNA sentezi sirasinda 5 pg RNA kullanilmstir.

Elde edilen RNA’lardan cDNA sentezi abm markasinin OneScript cDNA
Sentez Kiti kullanilarak {retici firmanin Onerdigi prosediir uygulanmistir.
Sentezlenen cDNA’lar, Ger¢ek zamanli PZR yapmak iizere -20°C’de muhafaza

edilmistir. Bu c¢aligmada Sentezlenen benzotiyofen tiirevi bilesiklerin, belirtilen
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proteinlerin gen ifadeleri duzeylerine etkisini saptamak icin, GenBank/EMBL veri
bankalar1 taranarak secilen genler i¢in uygun primer dizileri saptanmistir. Gergek
zamanli PZR islemi “SyberGreen I” kiti kullanilarak iiretici firmanin Onerdigi
talimatlara gore gergeklestirilmistir. (5 pul ¢cDNA -1/10 kez seyreltilmis-, 15 pl
“SyberGreen I”, primer, Taq polimeraz ve steril su iceren karisimin karistirilarak
PZR cihazinin igerisine konulacaktir). Her gen icin bu 6n optimizasyon yapilarak

uygun kosullar belirlenmistir.

Tablo 2.3. Apoptoz iliskili genlerin primer dizileri.

Gen Forward Primer Revers Primer

GAPDH GTCTCCTCTGACTTCAACAGCG ACCACCCTGTTGCTGTAGCCAA
(Human)

BAX TCAGGATGCGTCCACCAAGAAG TGTGTCCACGGCGGCAATCATC
BCL-2 ATCGCCCTGTGGATGACTGAGT GCCAGGAGAAATCAAACAGAGGC
CASP3 GGAAGCGAATCAATGGACTCTGG  GCATCGACATCTGTACCAGACC
CASP8 AGAAGAGGGTCATCCTGGGAGA TCAGGACTTCCTTCAAGGCTGC
CASP9 GTTTGAGGACCTTCGACCAGCT CAACGTACCAGGAGCCACTCTT

cDNA eldesi sonrasi elde edilen 6rnekler KiloGreen 2X qPCRMasterMix Kkiti
(@bm, Canada) ve StepOnePlus™ Real-Time PZR cihaz1 kullanilarak analiz
edilmistir. PCR analizi i¢in 2,5ul ¢cDNA (1:1 oraninda seyreltilmis), 7,5 ul (ABM
markasiin 2X qPCR mastermix boyasi, primerler ve RNase-free su karigimi) toplam
hacim 10 pl olacak sekilde karistirilip analiz gerceklestirilmistir. Kantitatif Real
Time PCR degerlendirilmesinde gen ekspresyonu housekeeping geni GAPDH’e gore
hesaplanmistir. Tiim ornekler duplike olarak ¢alisilmistir. Amplikasyon sonucunda
Ct (threshold) degerleri calisilan 7 gen (Apoptoz yolagindaki iligkili genler GAPDH,
BAX, BCL-2, CASP3, CASP8, CASP9) icin mRNA duzeyinde ekspresyon diizeyleri
analiz edilmistir. Apoptoz yolaklar ile iligkili olan genler Tablo 2.3.’te verilmistir.
Hedef genlerin mRNA ekspresyon seviyeleri AACt metoduna gore belirlenmistir.

(Tablo 2.3.)
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2.2.5 istatistik Analizi

Tum deneyler en az Ug kez tekrar edilmistir. Veriler, GraphPad v.9 programi
kullanilarak analiz edilmistir. Sonuclar ortalama + standart sapma (SD) olarak
gosterilmis ve farklar one-way ANOVA, two-way ANOVA, student-t testi

kullanilarak Slciilmiistiir. Istatistiksel agidan anlamli bulunmustur (p<0,05).
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3. BULGULAR

Bu calismada insan Akciger (A549), Serviks (HeLa), Kolarektal (CaCo-2) ve
Meme (MDA-MB-231) kanseri hiicre hatlar1 ile Insan Saglikli Embriyonik Bobrek
(HEK293) hiicre hatt1, %10 Fetal Sigir Serumu (FBS) ve %1 Penisilin/Streptomisin
karigimi iceren DMEM veya RPMI besi ortaminda 37 °C*de, %95 nem kosullarinda
ve %5 CO2 igeren inklbatorde c¢ogaltilmistir. %80 yogunluga ulastiklarinda
calismalarda kullanilmak iizere yaklasik 1x10° hiicre, %20 FBS ve %10 dimetil
stilfoksit (DMSO) igeren besiyeri ile -80°C dondurucuda stoklanmustir.

3.1 Hucre Kulttri ve Sitotoksik Aktivitenin Belirlenmesi

A549, MDA-MB-231, Caco-2 ve HelLa hicre hatlar1 ile HEK293 hicre hatlari
strasiyla 37°C’de %95 nem ve %5 COz igeren inkiibatdrde ve %10 Fetal s1gir serumu
(FBS), %1 Penisilin/Streptomisin karisimi iceren RPMI veya DMEM besiyerinde
cogaltilmistir. Inkiibe edilen hiicreler yaklastk %80 yogunluga ulastiklarinda
caligmalarda kullanilmak tizere 96 kuyucuklu plakalara ekilerek 24 saat uygulama
yapilmustir. Kontrol grubuna bilesiklerin test edildigi hacimce ayni oranda (v/v)

¢oziicii (DMSO) uygulanmustir.

Calismada yer alan benzotiyofen tiirevleri (Q18, Q19, Q20, Q21, Q22, Q23), %100
DMSO (Dimetil siilfoksit) igerisinde c¢oziilerek farkli konsantrasyonlarda (15,6;
31,25; 62,5; 125; 250 uM) uygulanmistir. Bilesiklerin hiicreler {izerindeki sitotoksik
etkisi MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5 diphenyl tetrazolium bromide) hiicre
canlilik testi yapilarak elde edilmistir (Sekil 3.1-30). Test sonucu absorbans
degerlerine gore yar1 maksimal efektif doz (EC50) degerleri hesaplanmistir. (Tablo
3.1)

33



Q18 bilesiginin Saglikli insan Embriyonik Bébrek (HEK293) hiicre hatt1 iizerine 24
saat uygulamanin ardindan elde edilen sonuglara gére 6nemli bir sitotoksik aktivitesi

bulunamamustir (Sekil 3.1.).
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Sekil 3.1. Q18 Bilesiginin HEK293 Hiicre Hatt1 Canliligi Uzerine Etkisi

*: Kontrol grubundan farkli, p<0,05.
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Q19 bilesiginin Saglikli insan Embriyonik Bébrek (HEK293) hiicre hatt1 iizerine 24
saat uygulamanin ardindan elde edilen sonuglara gére 6nemli bir sitotoksik aktivitesi

bulunamamustir (Sekil 3.2.).
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Sekil 3.2. Q19 Bilesiginin HEK293 Hiicre Hatt1 Canlilign Uzerine Etkisi

*: Kontrol grubundan farkli, p<0,05.

35



Q20 bilesiginin Saglikli Insan Embriyonik Bébrek (HEK293) hiicre hatt1 tizerine 24
saat uygulamanin ardindan elde edilen sonuglara gére 6nemli bir sitotoksik aktivitesi

bulunamamustir (Sekil 3.3.).
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Sekil 3.3. Q20 Bilesiginin HEK293 Hiicre Hatt1 Canlilig1 Uzerine Etkisi
*: Kontrol grubundan farkli, p<0,05.
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Q21 bilesiginin Saglikli Insan Embriyonik Bébrek (HEK293) hiicre hatt: {izerine 24
saat uygulamanin ardindan elde edilen sonuglara gére 6nemli bir sitotoksik aktivitesi

bulunamamustir (Sekil 3.4.).
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Sekil 3.4. Q21 Bilesiginin HEK293 Hiicre Hatt1 Canliligr Uzerine Etkisi

*: Kontrol grubundan farkli, p<0,05.

37



Q22 bilesiginin Saglikli Insan Embriyonik Bébrek (HEK293) hiicre hatt: {izerine 24
saat uygulamanin ardindan elde edilen sonuglara gére 6nemli bir sitotoksik aktivitesi

bulunamamustir (Sekil 3.5.).
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Sekil 3.5. Q22 Bilesiginin HEK293 Hiicre Hatt1 Canlilig1 Uzerine Etkisi
*: Kontrol grubundan farkli, p<0,05.
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Q23 bilesiginin Saglikli insan Embriyonik Bébrek (HEK293) hiicre hatt1 iizerine 24
saat uygulamanin ardindan elde edilen sonuglara gére 6nemli bir sitotoksik aktivitesi

bulunamamustir (Sekil 3.6.).
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Sekil 3.6. Q23 Bilesiginin HEK293 Hiicre Hatt1 Canlilign Uzerine Etkisi
*: Kontrol grubundan farkli, p<0,05.

39



Q18 bilesiginin Insan Akciger Kanseri (A549) hiicre hatti {izerine 24 saat
uygulamanin ardindan elde edilen sonuglara gore Q18 bilesiginin etkili oldugu

(EC50=233,8 uM) ve sitotoksik aktivite gosterdigi bulunmustur (Sekil 3.7.).
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Sekil 3.7. Q18 Bilesiginin A549 Hiicre Hatt1 Canliligr Uzerine Etkisi
*: Kontrol grubundan farkli, p<0,05.
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Q19 bilesiginin Insan Akciger Kanseri (A549) hiicre hatti {izerine 24 saat
uygulamanin ardindan elde edilen sonuglara gore onemli bir sitotoksik aktivitesi

bulunamamustir (Sekil 3.8.).

150
= = z
D 100- .
E = =]
©
O
O 50
o
=)
L
0 | I I
} O D 0 D P
RNV
o® ™

Konsantrasyon (pM)

Sekil 3.8. Q19 Bilesiginin A549 Hiicre Hattt Canlihigi Uzerine Etkisi
*: Kontrol grubundan farkli, p<0,05.
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Q20 bilesiginin Insan Akciger Kanseri (A549) hiicre hatti {izerine 24 saat
uygulamanin ardindan elde edilen sonuglara gore onemli bir sitotoksik aktivitesi

bulunamamustir (Sekil 3.9.).
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Sekil 3.9. Q20 Bilesiginin A549 Hiicre Hatt Canlilig1 Uzerine Etkisi
*: Kontrol grubundan farkli, p<0,05.
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Q21 bilesiginin Insan Akciger Kanseri (A549) hiicre hatti iizerine 24 saat
uygulamanin ardindan elde edilen sonuglara gore onemli bir sitotoksik aktivitesi

bulunamamustir (Sekil 3.10.).
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Sekil 3.10. Q21 Bilesiginin A549 Hiicre Hatt1 Canliligs Uzerine Etkisi
*: Kontrol grubundan farkli, p<0,05.
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Q22 bilesiginin Insan Akciger Kanseri (A549) hiicre hatti iizerine 24 saat
uygulamanin ardindan elde edilen sonuglara gore onemli bir sitotoksik aktivitesi

bulunamamustir (Sekil 3.11.).

150
:\: * *; :— ——
- ==
D 100
=
©
O
Q 50-
)
=}
= =
0- | I |
» L0 H 9 H O
NC >

Konsantrasyon (uM)

Sekil 3.11. Q22 Bilesiginin A549 Hiicre Hatt1 Canlihig Uzerine Etkisi
*: Kontrol grubundan farkli, p<0,05.
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Q23 bilesiginin Insan Akciger Kanseri (A549) hiicre hatti iizerine 24 saat
uygulamanin ardindan elde edilen sonuglara gore onemli bir sitotoksik aktivitesi

bulunamamustir (Sekil 3.12.).
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Sekil 3.12. Q23 Bilesiginin A549 Hiicre Hatt1 Canlilig1 Uzerine Etkisi
*: Kontrol grubundan farkli, p<0,05.
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Q18 bilesiginin Insan Kolorektal Kanseri (Caco-2) hiicre hatt1 iizerine 24 saat
uygulamanin ardindan elde edilen sonuglara gore Q18 bilesiginin etkili oldugu

(EC50=78,18 uM) ve sitotoksik aktivite gosterdigi bulunmustur (Sekil 3.13.).
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Sekil 3.13. Q18 Bilesiginin Caco-2 Hiicre Hatt1 Canlilig1 Uzerine Etkisi
*: Kontrol grubundan farkli, p<0,05.
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Q19 bilesiginin Insan Kolorektal Kanseri (Caco-2) hiicre hatt1 iizerine 24 saat
uygulamanin ardindan elde edilen sonuglara gore Q19 bilesiginin etkili oldugu

(EC50=229,75 uM) ve sitotoksik aktivite gosterdigi bulunmustur (Sekil 3.14.).
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Sekil 3.14. Q19 Bilesiginin Caco-2 Hiicre Hatt1 Canliligr Uzerine Etkisi
*: Kontrol grubundan farkli, p<0,05.
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Q20 bilesiginin Insan Kolorektal Kanseri (Caco-2) hiicre hatt1 iizerine 24 saat
uygulamanin ardindan elde edilen sonuglara gore Q20 bilesiginin etkili oldugu

(EC50=207,51 uM) ve sitotoksik aktivite gosterdigi bulunmustur (Sekil 3.15.).
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Sekil 3.15. Q20 Bilesiginin Caco-2 Hiicre Hatt1 Canlilig1 Uzerine Etkisi

*: Kontrol grubundan farkli, p<0,05.
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Q21 bilesiginin Insan Kolorektal Kanseri (Caco-2) hiicre hatt1 iizerine 24 saat
uygulamanin ardindan elde edilen sonuglara gore onemli bir sitotoksik aktivitesi

bulunamamustir (Sekil 3.16.).
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Sekil 3.16. Q21 Bilesiginin Caco-2 Hiicre Hatt1 Canliligr Uzerine Etkisi
*: Kontrol grubundan farkli, p<0,05.
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Q22 bilesiginin Insan Kolorektal Kanseri (Caco-2) hiicre hatt1 iizerine 24 saat
uygulamanin ardindan elde edilen sonuglara gore onemli bir sitotoksik aktivitesi

bulunamamustir (Sekil 3.17.).
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Sekil 3.17. Q22 Bilesiginin Caco-2 Hiicre Hatt1 Canlilig1 Uzerine Etkisi
*: Kontrol grubundan farkli, p<0,05.
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Q23 bilesiginin Insan Kolorektal Kanseri (Caco-2) hiicre hatt1 iizerine 24 saat
uygulamanin ardindan elde edilen sonuglara gore onemli bir sitotoksik aktivitesi

bulunamamustir (Sekil 3.18.).

150 -
=
D 100- .
= * ; *oox
; i -
O
@ 50-
®)
=)
= =
0

Konsantrasyon (uM)

Sekil 3.18. Q23 Bilesiginin Caco-2 Hiicre Hatt1 Canlilig1 Uzerine Etkisi

*: Kontrol grubundan farkli, p<0,05.
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Q18 bilesiginin Insan Serviks Kanseri (HelLa) hiicre hatti iizerine 24 saat
uygulamanin ardindan elde edilen sonuglara gore Q18 bilesiginin etkili oldugu

(EC50=63,57 uM) ve sitotoksik aktivite gosterdigi bulunmustur (Sekil 3.19.).
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Sekil 3.19. Q18 Bilesiginin HeLa Hiicre Hatt1 Canlilig1 Uzerine Etkisi
*: Kontrol grubundan farkli, p<0,05.
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Q19 bilesiginin Insan Serviks Kanseri (HelLa) hiicre hatti iizerine 24 saat
uygulamanin ardindan elde edilen sonuglara gore Q19 bilesiginin etkili oldugu

(EC50=156,92 uM) ve sitotoksik aktivite gosterdigi bulunmustur (Sekil 3.20.).
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Sekil 3.20. Q19 Bilesiginin HeLa Hiicre Hatt1 Canlilign Uzerine Etkisi

*: Kontrol grubundan farkli, p<0,05.
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Q20 bilesiginin Insan Serviks Kanseri (HelLa) hiicre hatti iizerine 24 saat
uygulamanin ardindan elde edilen sonuglara gore Q20 bilesiginin etkili oldugu

(EC50=139,54 uM) ve sitotoksik aktivite gosterdigi bulunmustur (Sekil 3.21.).
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Sekil 3.21. Q20 Bilesiginin HeLa Hiicre Hatt1 Canlilig1 Uzerine Etkisi

*: Kontrol grubundan farkli, p<0,05.
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Q21 bilesiginin Insan Serviks Kanseri Hiicre Hatt1 (HeLa) hiicre hatt1 iizerine 24 saat
uygulamanin ardindan elde edilen sonuglara gore onemli bir sitotoksik aktivitesi

bulunamamustir (Sekil 3.22.).
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Sekil 3.22. Q21 Bilesiginin HeLa Hiicre Hatt1 Canlilig1 Uzerine Etkisi

*: Kontrol grubundan farkli, p<0,05.
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Q22 bilesiginin Insan Serviks Kanseri (HelLa) hiicre hatti iizerine 24 saat
uygulamanin ardindan elde edilen sonuglara gore Q22 bilesiginin etkili oldugu

(EC50=244,73 uM) ve sitotoksik aktivite gosterdigi bulunmustur (Sekil 3.23.).
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Sekil 3.23. Q22 Bilesiginin HeLa Hiicre Hatt1 Canlilig1 Uzerine Etkisi
*: Kontrol grubundan farkli, p<0,05.

56



Q23 bilesiginin Insan Serviks Kanseri (HelLa) hiicre hatti iizerine 24 saat
uygulamanin ardindan elde edilen sonuglara gore Q23 bilesiginin etkili oldugu

(EC50=177,93 uM) ve sitotoksik aktivite gosterdigi bulunmustur (Sekil 3.24.).
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Sekil 3.24. Q23 Bilesiginin HeLa Hiicre Hatt1 Canlilig1 Uzerine Etkisi

*: Kontrol grubundan farkli, p<0,05.
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Q18 bilesiginin Insan Meme Kanseri Hiicre Hatti (MDA-MB-231) hiicre hatt1
lizerine 24 saat uygulamanin ardindan elde edilen sonuglara gore Q18 bilesiginin
etkili oldugu (EC50=132,52 uM) ve sitotoksik aktivite gosterdigi bulunmustur (Sekil
3.25).
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Sekil 3.25. Q18 Bilesiginin MDA-MB-231 Hiicre Hatt: Canlilig1 Uzerine Etkisi

*: Kontrol grubundan farkli, p<0,05.
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Q19 bilesiginin Insan Meme Kanseri Hiicre Hatti (MDA-MB-231) hiicre hatt1
lizerine 24 saat uygulamanin ardindan elde edilen sonuglara gore Q19 bilesiginin
etkili oldugu (EC50=140,54 uM) ve sitotoksik aktivite gosterdigi bulunmustur (Sekil
3.26.).
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Sekil 3.26. Q19 Bilesiginin MDA-MB-231 Hiicre Hatt1 Canlilig: Uzerine Etkisi

*: Kontrol grubundan farkli, p<0,05.
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Q20 bilesiginin Insan Meme Kanseri Hiicre Hatti (MDA-MB-231) hiicre hatt1
lizerine 24 saat uygulamanin ardindan elde edilen sonuglara gore Q20 bilesiginin
etkili oldugu (EC50=185 uM) ve sitotoksik aktivite gosterdigi bulunmustur (Sekil
3.27.).
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Sekil 3.27. Q20 Bilesiginin MDA-MB-231 Hiicre Hatt1 Canliligr Uzerine Etkisi

*: Kontrol grubundan farkli, p<0,05.
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Q21 bilesiginin Insan Meme Kanseri Hiicre Hatti (MDA-MB-231) hiicre hatt1
lizerine 24 saat uygulamanin ardindan elde edilen sonuglara goére Onemli bir

sitotoksik aktivitesi bulunamamustir (Sekil 3..28.).
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Sekil 3.28. Q21 Bilesiginin MDA-MB-231 Hiicre Hatt1 Canlilig1 Uzerine Etkisi

*: Kontrol grubundan farkli, p<0,05.
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Q22 bilesiginin Insan Meme Kanseri Hiicre Hatti (MDA-MB-231) hiicre hatt1
lizerine 24 saat uygulamanin ardindan elde edilen sonuglara goére Onemli bir

sitotoksik aktivitesi bulunamamustir (Sekil 3. 29.).
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Sekil 3.29. Q22 Bilesiginin MDA-MB-231 Hiicre Hatt1 Canliligr Uzerine Etkisi

*: Kontrol grubundan farkli, p<0,05.
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Q23 bilesiginin Insan Meme Kanseri Hiicre Hatti (MDA-MB-231) hiicre hatt1
lizerine 24 saat uygulamanin ardindan elde edilen sonuglara goére Onemli bir

sitotoksik aktivitesi bulunamamustir (Sekil 3.30.).
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Sekil 3.30. Q23 Bilesiginin MDA-MB-231 Hiicre Hatt1 Canlilig1 Uzerine Etkisi

*: Kontrol grubundan farkli, p<0,05.
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Bilesiklerin uygun dozlar1 analizlerden hemen Once taze olarak hazirlandi.
DMSO'mun nihai konsantrasyonlari, hiicre biiylimesini engellemedi. Coziicliniin
(DMSO) bu hiicre hatlarinin biliytimesi tizerindeki etkisi, tiim deneylerde, bilesik
uygulanmayan kontrol hiicrelerinin her deneyde kullanilan maksimum DMSO
konsantrasyonuna maruz birakilmasiyla degerlendirilmistir. Ustel olarak blyiyen
hicreler MTT testi sonucu Mikroplaka okuyuculu spektrofotometre ile elde edilen
absorbans degerleri, kontrol grubu 100 kabul edilerek ve yar1 maksimal efektif
dozlar1 (EC50) GraphPad Prism v9. uygulamas: kullanilarak hesaplanmistir (Tablo
3.1).

Tablo 3.1. Bilesiklerin ECS0 degerleri (uM)

Bilesikler/Hiicreler Q18 Q19 Q20 Q21 Q22 Q23
Hela 63,57 156,92 | 139,54 * 24473 (177,93
A549 233,8 * * * * *
Caco-2 78,18 229,75 | 207,51 * * *
MDA-MB-231 132,52 | 140,54 185 * * *
HEK?293 * * * * * *

*: Toksik etki tespit edilememistir.

3.2  Apoptotik Aktivitenin Belirlenmesi
3.21 Annexin V/FITC ve PI Boyamasi ile Apoptozun Belirlenmesi

Hucre kiiltiiri ¢alismalarinda sitotoksik aktivitesi incelenen ve EC50 dozlari
belirlenen benzotiyofen tirevlerinin apoptoz uzerindeki etkileri 6 kuyucuklu
plakalara ekilen (her kuyucukta 30x10* hiicre olacak sekilde) kanser hiicre hatlarinda
calisilmigtir. Bu dogrultuda hiicreler ilgili bilesiklerle 24 saat muamele edilerek,
bilesiklerin hiicre 6lim mekanizmasi tizerindeki etkileri insan kolorektal kanseri
(Caco-2) hicre hattinda Elabscience firmasinin Apoptoz Belirleme Kiti (E-CK-
A211) kullanilarak belirlenmistir ve {iretici firmanin talimatlart dogrultusunda Akis

Sitometri cihazinda test edilmistir.
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Sekil 3.31°de Caco-2 hiicre hatt1 tizerine Kontrol, Pozitif kontrol (Paklitaksel), Q18,
Q19 ve Q20 bilesiklerinin EC50 dozlarinin 24 saat uygulama sonrasi bilesiklerin
Akis Sitometri Cihazi kullanilarak elde edilen sonucuna gére canli, 6lii, erken ve geg
apoptotik hiicre dagilimlari (solda) % apoptoz grafigi (sagda) verilmistir. Yapilan
analizler sonucunda canli hiicre, apoptotik hiicre ve nekrotik hiicre yiizdeleri
belirlenmistir. Apoptoz analizlerinde pozitif kontrol olarak 20 pg/mL Paklitaksel
(Pax) kullanilmustir. (Sekil 3.31).

Kontrol | Paklitaksel
Q18 : Q19
' ! Caco-2
j ¢ : !
rf #” =
Q19" I—| *

Q20 Pax-— b -

3 Kontrol --1
/" I T T 1
¥ 0 10 20 30

Apoptoz (%)

Sekil 3.31. Caco-2 hiicrelerinde canli, 6lii, erken ve gec apoptotik hiicre dagilimlar
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Sekil 3.32°de A549 hiicre hatti tizerine Kontrol, Pozitif kontrol (Paklitaksel) ve Q18
bilesiginin EC50 dozu 24 saat uygulama sonrasi bilesiklerin Akis Sitometri Cihazi
kullanilarak elde edilen sonucuna goére canli, olii, erken ve ge¢ apoptotik hiicre
dagilimlar1 ve % apoptoz grafigi verilmistir. Yapilan analizler sonucunda canli hiicre,
apoptotik hiicre ve nekrotik hiicre yiizdeleri belirlenmistir. Apoptoz analizlerinde

pozitif kontrol olarak 20 pg/mL Paklitaksel (Pax) kullanilmstir. (Sekil 3.32).

Kontrol: P1 Pax: P1
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< ] Pax H
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23 P -
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i .

I T T T T 1
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Sekil 3.32. A549 hiicrelerinde canli, 6lii, erken ve ge¢ apoptotik hiicre dagilimlari
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Sekil 3.33’da HeLa hiicre hatt1 iizerine Kontrol, Pozitif kontrol (Paklitaksel), Q18,
Q19, Q20, Q22 ve Q23 bilesiklerinin EC50 dozu 24 saat uygulama sonrasi
bilesiklerin Akis Sitometri Cihazi kullanilarak elde edilen sonucuna gore canli, 6li,
erken ve gec apoptotik hiicre dagilimlari ve % apoptoz grafigi verilmistir. Yapilan
analizler sonucunda canli hiicre, apoptotik hiicre ve nekrotik hiicre yiizdeleri
belirlenmistir. Apoptoz analizlerinde pozitif kontrol olarak 20 pg/mL Paklitaksel
(Pax) kullanilmustir. (Sekil 3.33).

Kontrol Paklitaksel

Q18 Q19

Q20 Q22

HelLa

Q23 Q23
Q22

L Q20
“" Q19
Q1s

Pax

Kontrol

r T T
0 10 20 30

Apoptoz (%)

Sekil 3.33. HeLa hiicrelerinde canli, 6lii, erken ve ge¢ apoptotik hiicre dagilimlari
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Sekil 3.34°da  MDA-MB-231 hiicre hatt1 iizerine Kontrol, Pozitif kontrol
(Paklitaksel), Q18, Q19 ve Q20 bilesiklerinin EC50 dozu 24 saat uygulama sonrasi
bilesiklerin Akis Sitometri Cihazi kullanilarak elde edilen sonucuna gore canli, 6li,
erken ve gec apoptotik hiicre dagilimlari ve % apoptoz grafigi verilmistir. Yapilan
analizler sonucunda canli hiicre, apoptotik hiicre ve nekrotik hiicre yiizdeleri
belirlenmistir. Apoptoz analizlerinde pozitif kontrol olarak 20 pg/mL Paklitaksel
(Pax) kullanilmustir. (Sekil 3.34).
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Sekil 3.34. MDA-MB-231 hiicrelerinde canl, 6lii, erken ve ge¢ apoptotik hiicre
dagilimlari
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Bu tez calismasinda EC50 dozlar1 belirlenen bilesikleri ilgili hiicrelere uygulayarak
apoptoz genleri igin izole edilen RNA’lar %1’lik agaroz jel elektroforezinde
yuriitiilmistiir. Elde edilen 18S-28S rRNA bant goriintiileri Sekil 3.41°de

gorilintiilenmistir.

O il 11 12 13 .14 15 16 17

.
- -—

-

Sekil 3.35. Agaroz Jel Elektroforez Gorilinttsi.1.1 kb opti-DNA marker, 2. HelLa
Kontrol, 3. HeLa Q18, 4. HeLa Q19, 5. HeLa Q20, 6. HeLa Q22, 7. HeLa Q23, 8.
Caco-2 Kontrol, 9. Caco-2 Q18, 10. Caco-2 Q19, 11. Caco-2 Q20, 12. MDA-MB-
231 Kontrol, 13. MDA-MB-231 Q18, 14. MDA-MB-231 Q19, 15. MDA-MB-231
Q20, 16. A549 Kontrol, 17. A549 Q18.

3.3 Apoptoz Yolag 1le 1liskili Genlerin mRNA Diizeyinde

Ekspresyonlarinin Belirlenmesi

Caco-2, MDA-MB-231, HeLa ve A549 hiicre hatlarinda sitotoksisite ¢aligmalarinda
belirtilen etkili dozlarda QI18, Q19, Q20, Q22 ve Q23 bilesiklerinin 24 saat
uygulanmasi sonucu apoptoz yolaklarinda belirtilen genlerin ekspresyon seviyeleri
degerlendirilmistir. izole edilen total RNA nin cDNA sentezi yapilmistir ve apoptoz
yolaklarinda goérev alan ve bu tez calismasi icin segilen 7 genin (GAPDH, BAX,
BCL-2, CASP3, CASP8, CASP9) 6zgul primerler ile WizPure gPCR Master (SYBR)
kiti kullanilarak mRNA diizeyinde ekspresyon analizi yapilmistir. Housekeeping gen
olarak GAPDH kullanilmustir.
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Q18 bilesigi, EC50 dozunun Caco-2 hiicre hattinda 24 saat uygulamasi sonrasi
apoptoz yolagi ile iligkili Bcl-2 gen ekspresyonu %4,61 artis gosterirken, Bax, Casp3,
Casp8, Casp9 genler sirasiyla 1.58, 1.51, 17.32, 1.52 kat artis gostermistir. Kontrol
geni olarak GAPDH kullanilmistir (Sekil 3.36)
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Sekil 3.36. Q18 Bilesiginin Caco-2 hiicre hattinda apoptoz ile ilgili genlerin

ekspresyon seviyeleri. *: Kontrol grubundan farkli, p<0,05.
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Q19 bilesigi, EC50 dozunun Caco-2 hiicre hattinda 24 saat uygulamasi sonrasi
apoptoz yolag ile iligkili Bcl-2 gen ekspresyonu %34,71 azalis gosterirken, Bax,
Casp3, Casp8, Casp9 genler sirasiyla 1.30, 3.01, 11.04, 1.60 kat artig gostermistir.
Kontrol geni olarak GAPDH kullanilmistir (Sekil 3.37).
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Sekil 3.37. Q19 Bilesiginin Caco-2 hiicre hattinda apoptoz ile ilgili genlerin
ekspresyon seviyeleri. *: Kontrol grubundan farkli, p<0,05.
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Q20 bilesigi, EC50 dozunun Caco-2 hiicre hattinda 24 saat uygulamasi sonrasi
apoptoz yolag: ile iliskili Bcl-2 gen ekspresyonu %27,46 artis gosterirken, Bax,
Casp3, Casp8, Casp9 genler sirastyla 3.06, 3.02, 2.84, 1.50 kat artis gostermistir.
Kontrol geni olarak GAPDH kullanilmistir (Sekil3.38).
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Sekil 3.38. Q20 Bilesiginin Caco-2 hiicre hattinda apoptoz ile ilgili genlerin
ekspresyon seviyeleri. *: Kontrol grubundan farkli, p<0,05.

72



Q18 bilesigi, EC50 dozunun A549 hiicre hattinda 24 saat uygulamasi sonrasi apoptoz
yolag: ile iligkili Bcl-2 gen ekspresyonu %24,21 azalis gosterirken, Bax, Casp3,
Casp8, Casp9 genler sirastyla 2.10, 1.76, 3.34, 1.27 kat artis gostermistir. Kontrol
geni olarak GAPDH kullanilmistir (Sekil3.39).
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Sekil 3.39. Q18 Bilesiginin A549 hiicre hattinda apoptoz ile ilgili genlerin
ekspresyon seviyeleri. *: Kontrol grubundan farkli, p<0,05.
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Q18 bilesigi, EC50 dozunun Hela hiicre hattinda 24 saat uygulamasi sonrasi apoptoz
yolag: ile iligkili Bcl-2 gen ekspresyonu %20,17 azalis gosterirken, Bax, Casp3,
Casp8, Casp9 genler sirasiyla 3.86, 1.45, 3.45, 1.76 kat artis gostermistir. Kontrol
geni olarak GAPDH kullanilmistir (Sekil3.40).
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Sekil 3.40. Q18 Bilesiginin HeLa hiicre hattinda apoptoz ile ilgili genlerin
ekspresyon seviyeleri. *: Kontrol grubundan farkli, p<0,05.
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Q19 bilesigi, EC50 dozunun Hela hiicre hattinda 24 saat uygulamasi sonrasi apoptoz
yolag: ile iligkili Bcl-2 gen ekspresyonu %35,16 azalis gosterirken, Bax, Casp3,
Casp8, Casp9 genler sirastyla 3.29, 1.63, 2.91, 1.24 kat artis gostermistir. Kontrol
geni olarak GAPDH kullanilmistir (Sekil3.41).
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Sekil 3.41. Q19 Bilesiginin HeLa hiicre hattinda apoptoz ile ilgili genlerin
ekspresyon seviyeleri. *: Kontrol grubundan farkli, p<0,05.
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Q20 bilesigi, EC50 dozunun Hela hiicre hattinda 24 saat uygulamasi sonrast apoptoz
yolagi ile iligkili Bcl-2 gen ekspresyonu %31,46 azalis gosterirken, genler sirasiyla
Bax 4.95 kat artarken, Casp3 1.46 kat azalmistir, Casp8 3.14 kat artmustir, Casp9
3.09 kat azalis gostermistir. Kontrol geni olarak GAPDH kullanilmistir (Sekil3.42).
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Sekil 3.42. Q20 Bilesiginin HeLa hiicre hattinda apoptoz ile ilgili genlerin
ekspresyon seviyeleri. *: Kontrol grubundan farkli, p<0,05.
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Q22 bilesigi, EC50 dozunun Hela hiicre hattinda 24 saat uygulamasi sonrasi apoptoz
yolagi ile iliskili Bcl-2 gen ekspresyonu %1,05 artis gosterirken, genler sirasiyla Bax
4.82 kat artarken, Casp3 3.18 kat azalmistir, Casp8 4.01 kat artmistir, Casp9 6 kat
azalig gostermistir. Kontrol geni olarak GAPDH kullanilmustir (Sekil3.43).
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Sekil 3.43. Q22 Bilesiginin HeLa hiicre hattinda apoptoz ile ilgili genlerin
ekspresyon seviyeleri. *: Kontrol grubundan farkli, p<0,05.
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Q23 bilesigi, EC50 dozunun Hela hiicre hattinda 24 saat uygulamasi sonrast apoptoz
yolagi ile iliskili Bcl-2 gen ekspresyonu %12,90 artig gosterirken, diger genler
sirastyla Bax 4.50 kat artmistir, Casp3 2.25 kat azalmistir, Casp8 7.31 kat artmustur,
Casp9 3.47 kat azalis gostermistir. Kontrol geni olarak GAPDH kullanilmistir
(Sekil3.44).
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Sekil 3.44. Q23 Bilesiginin HeLa hiicre hattinda apoptoz ile ilgili genlerin
ekspresyon seviyeleri. *: Kontrol grubundan farkli, p<0,05.
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Q18 bilesigi, EC50 dozunun MDA-MB-231 hiicre hattinda 24 saat uygulamasi
sonrasi apoptoz yolagi ile iliskili Bcl-2 gen ekspresyonu %24,21 azalis gosterirken,
Bax, Casp3, Casp8, Casp9 genler sirasiyla 2.36, 2.59, 6.10, 2.45 kat artis
gostermistir. Kontrol geni olarak GAPDH kullanilmistir (Sekil3.45).
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Sekil 3.45. Q18 Bilesiginin MDA-MB-231 hiicre hattinda apoptoz ile ilgili genlerin
ekspresyon seviyeleri. *: Kontrol grubundan farkli, p<0,05.
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Q19 bilesigi, EC50 dozunun MDA-MB-231 hiicre hattinda 24 saat uygulamasi
sonrasi apoptoz yolagi ile iliskili Bcl-2 gen ekspresyonu %67,01 azalis gosterirken,
Bax, Casp3, Casp8, Casp9 genler sirasiyla 3.01, 3.93, 2.29, 1.41 kat artis
gostermistir. Kontrol geni olarak GAPDH kullanilmistir (Sekil3.46).
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Sekil 3.46. Q19 Bilesiginin MDA-MB-231 hiicre hattinda apoptoz ile ilgili genlerin
ekspresyon seviyeleri. *: Kontrol grubundan farkli, p<0,05.
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Q20 bilesigi, EC50 dozunun MDA-MB-231 hiicre hattinda 24 saat uygulamasi
sonrasi apoptoz yolagi ile iliskili Bcl-2 gen ekspresyonu %50 azalis gosterirken, Bax,
Casp3, Casp8, Casp9 genler sirastyla 1.98, 2.07, 3.44, 1.54 kat artis gostermistir.
Kontrol geni olarak GAPDH kullanilmistir (Sekil3.47).
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Sekil 3.47. Q20 Bilesiginin MDA-MB-231 hiicre hattinda apoptoz ile ilgili genlerin
ekspresyon seviyeleri. *: Kontrol grubundan farkli, p<0,05.
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3.4 Anti-inflamatuar aktivitenin belirlenmesi

Anti-inflamatuar testi igin toksik olmayan en yiiksek dozu bulmak amaciyla RAW264.7
makrofaj hiicre hatt1 lizerine MTT testi yapilmustir. (Sekil 3.31-36) Segilen degerlerin (Tablo
3.2.) daha sonra inflamasyonla iligkili genlerin ekspresyon seviyelerini saptamak i¢cin mRNA
diizeyleri, Gergek zamanli PZR yontemi ile kantite edilmistir. Bu amagla, Total RNA

izolasyonu ve cDNA sentez edilmistir.

QI8 bilesiginin Makrofaj Hiicre Hatti (RAW264.7) hiicre hatti iizerine 24 saat
uygulamanin ardindan elde edilen sonuglara gore onemli bir sitotoksik aktivitesi
bulunamamaistir. Antiinflamatuar testi i¢in toksik olmayan en yiiksek dozu 62,5 uM

bulunmustur (Sekil 3.48).
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Sekil 3.48. Q18 Bilesiginin RAW264.7 Hiicre Hatt1 Canlilig1 Uzerine Etkisi

*: Kontrol grubundan farkli, p<0,05.
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Q19 bilesiginin Makrofaj Hiicre Hatti (RAW264.7) hiicre hatt1 {izerine 24 saat
uygulamanin ardindan elde edilen sonuglara gore onemli bir sitotoksik aktivitesi
bulunamamistir. Antiinflamatuar testi i¢in toksik olmayan en yiiksek dozu 125 pM
bulunmustur (Sekil 3.49).
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Sekil 3.49. Q19 Bilesiginin RAW264.7 Hiicre Hatt1 Canlilig1 Uzerine Etkisi

*: Kontrol grubundan farkli, p<0,05.
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Q20 bilesiginin Makrofaj Hiicre Hatti (RAW264.7) hiicre hatt1 {izerine 24 saat
uygulamanin ardindan elde edilen sonuclara gore onemli bir sitotoksik aktivitesi
bulunamamaistir. Antiinflamatuar testi i¢in toksik olmayan en yiiksek dozu 62,5 uM

bulunmustur (Sekil 3.50).
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Sekil 3.50. Q20 Bilesiginin RAW264.7 Hiicre Hatt1 Canlilig1 Uzerine Etkisi

*: Kontrol grubundan farkli, p<0,05.
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Q21 bilesiginin Makrofaj Hiicre Hatti (RAW264.7) hiicre hatt1 {lizerine 24 saat
uygulamanin ardindan elde edilen sonuglara gore onemli bir sitotoksik aktivitesi
bulunamamistir. Antiinflamatuar testi i¢in toksik olmayan en yiiksek dozu 125 uM

bulunmustur (Sekil 3.51).
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Sekil 3.51. Q21 Bilesiginin RAW264.7 Hiicre Hatt1 Canlilig1 Uzerine Etkisi

*: Kontrol grubundan farkli, p<0,05.
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Q22 bilesiginin Makrofaj Hiicre Hatti (RAW264.7) hiicre hatt1 {izerine 24 saat
uygulamanin ardindan elde edilen sonuglara gore onemli bir sitotoksik aktivitesi
bulunamamaistir. Antiinflamatuar testi i¢in toksik olmayan en yiiksek dozu 62,5 uM

bulunmustur (Sekil 3.52).
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Sekil 3.52. Q22 Bilesiginin RAW264.7 Hiicre Hatt1 Canlilig1 Uzerine Etkisi

*: Kontrol grubundan farkli, p<0,05.
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Q23 bilesiginin Makrofaj Hiicre Hatti (RAW264.7) hiicre hatt1 {izerine 24 saat
uygulamanin ardindan elde edilen sonuglara gore onemli bir sitotoksik aktivitesi
bulunamamustir. Antiinflamatuar testi i¢in toksik olmayan en yiksek dozu 125 uM
bulunmustur (Sekil 3.53).
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Sekil 3.53. Q23 Bilesiginin RAW264.7 Hiicre Hatt1 Canlilig1 Uzerine Etkisi

*: Kontrol grubundan farkli, p<0,05.
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Antiinflamatuar etkilerinin belirlenmesi igin marin makrofaj (RAW264.7) hiicre hatt
tercih edilmistir ve sitotoksisite calismalarinda toksik olmayan en yiliksek doz
secilmesi amaciyla Oncelikle her bilesik, RAW264.7 hiicre hatt1 {izerinde farkli

konsantrasyonlarda uygulanmis ve MTT testi ile dozlar belirlenmistir. (Tablo 3.2.)

Tablo 3.2. Anti-inflamatuar aktivitenin belirlenmesi icin secilen toksik etki gdstermeyen
konsantrasyonlar

Bilesik/Doz Q18 Q19 Q20 Q21 Q22 Q23
(UM)
Secilen Doz 62,5 125 62,5 125 62,5 125

Bu tez ¢alismasinda antiinflamatuar testi icin dozlar1 belirlenen bilesikleri ilgili
hicrelere LPS uygulayarak proinflamatuar genleri igin izole edilen RNA’lar %1°lik
agaroz jel elektroforezinde yiritiilmistir. Elde edilen 18S-28S rRNA bant

goriintiileri Sekil 3.54°de goriintiilenmistir.

2o 3.4 N 6L AT iR L9
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Sekil 3.54. RAW264.7 Agaroz Jel Elektroforez Goriintisu. 1. 1 kb opti-DNA
marker, 2. RAW264.7 Kontrol, 3. RAW264.7 LPS, 4. RAW264.7 Q18, 5.
RAW264.7 Q19, 6. RAW264.7 Q20, 7. RAW264.7 Q21, 8. RAW264.7 Q22, 9.
RAW?264.7 Q23
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3.4.1 Inflamatuar Yolagn 1le 1liskili Genlerin mRNA Diizeyinde

Ekspresyonlarinin Belirlenmesi

RAW264.7 hiicre hattinda inflamatuar yolag: ile iliskili Cox-2,Tnf-a, iNOS, IL-6
genlerin ekspresyonu gosterilmistir (Sekil3.55-58). Q18, Q19, Q20, Q21, Q22, Q23
bilesiklerinin belirlenen dozlar1 24 saat uygulamasi sonrasi negatif kontrol grubuna
gore, pro-inflamatuar geni olan Cox-2 geni ekspresyon seviyesi énemli derecede
artarken (6,68 kat), Q18 (62,5 uM), Q19 (125 uM), Q20 (62,5 uM), Q21 (125 pM),
Q22 (62,5 uM), Q23 (125 uM) bilesikleri Cox-2 gen ekspresyon seviyesini pozitif
kontrol grubuna gore sirasiyla %97,39; %58,39; %45,28; %95,90; %94,22; %91,25

distirmiistiir.
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Sekil 3.55. RAW264.7 hiicre hattinda inflamatuar ile iligkili olan Cox-2 geni mRNA
ekspresyon seviyesindeki degisim. *: Kontrol grubundan farkli, p<0,05.
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Q18, Q19, Q20, Q21, Q22, Q23 bilesiklerinin belirlenen dozlar1 24 saat uygulamasi
sonras1 negatif kontrol grubuna gore, pro-inflamatuar geni olan iNOS geni
ekspresyon seviyesi 6nemli derecede artarken (5,33 kat), Q18 (62,5 uM), Q19 (125
uM), Q20 (62,5 pM), Q21 (125 uM), Q22 (62,5 uM), Q23 (125 uM) bilesikleri
INOS gen ekspresyon seviyesini pozitif kontrol grubuna gore sirasiyla Q18 bilesigi
%93,23; Q19 bilesigi %58,10 azaltmistir; Q20 bilesigi %100 arttirmistir; Q21
bilesigi %94,26; Q22 bilesigi %84,61; Q23 bilesigi %82,86 diisiirmiistiir.
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Sekil 3.56. RAW264.7 hiicre hattinda inflamatuar ile iligkili olan INOS geni mRNA
ekspresyon seviyesindeki degisim. *: Kontrol grubundan farkli, p<0,05.
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Q18, Q19, Q20, Q21, Q22, Q23 bilesiklerinin belirlenen dozlar1 24 saat uygulamasi
sonras1 negatif kontrol grubuna go6re, pro-inflamatuar geni olan TNF-a geni
ekspresyon seviyesi 6nemli derecede artarken (4,19 kat), Q18 (62,5 uM), Q19 (125
uM), Q20 (62,5 uM), Q21 (125 uM), Q22 (62,5 uM), Q23 (125 uM) bilesikleri
TNF-a gen ekspresyon seviyesini pozitif kontrol grubuna gore sirastyla %98,27;

%091,13; %94,63; %99,84; %99,65; %99,86 diisiirmiistiir.
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Sekil 3.57. RAW264.7 hiicre hattinda inflamatuar ile iliskili olan TNF-a geni mRNA
ekspresyon seviyesindeki degisim. *: Kontrol grubundan farkli, p<0,05.
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Q18, Q19, Q20, Q21, Q22, Q23 bilesiklerinin belirlenen dozlar1 24 saat uygulamasi
sonrast negatif kontrol grubuna gore, pro-inflamatuar geni olan IL-6 geni ekspresyon
seviyesi onemli derecede artarken (2,66 kat), Q18 (62,5 uM), Q19 (125 uM), Q20
(62,5 puM), Q21 (125 uM), Q22 (62,5 uM), Q23 (125 uM) bilesikleri IL-6 gen
ekspresyon seviyesini pozitif kontrol grubuna gore sirasiyla %98,69; %90,32;

%95,09; %99,93; %99,72; %99,90 diistirmiistiir.
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Sekil 3.58. RAW264.7 hiicre hattinda inflamatuar ile iliskili olan TNF-a geni mMRNA
ekspresyon seviyesindeki degisim. *: Kontrol grubundan farkli, p<0,05.
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4. TARTISMA

Bu tez calismasinda kullanilan benzotiyofen tiirevlerinin (Q18, Q19, Q20,
Q21, Q22 ve Q23) anti-kanser aktivitelerini belirlemek Uzere bu tezde galisilan
A549, HelLa, MDA-MB-231, Caco-2 kanser hiicre hatlarinda ve kontrol hiicresi
olarak kullanilan HEK?293 hiicre hatt1 iizerinde hiicre canlilik testi (MTT) ile
sitotoksik etkileri belirlenmis, apoptotik analizleri yapilmistir. Ayrica inflamatuar
analizi 6ncesi benzotiyofen tiirevi bilesikler, RAW264.7 Miirin Makrofaj hiicre hatti

lizerine uygulama yapilarak sitotoksik analizi elde edilmistir.

Sitotoksisite analizinde elde edilen sonuglar incelendiginde A549 Akciger
Kanseri hiicre hattinda Benzotiyofen tlrevi Q18 bilesigi sitotoksik etki gosterirken
(Tablo 3.1), Q19, Q20, Q21, Q22 ve Q23 turevlerinde 6nemli bir sitotoksik etki
gostermedikleri saptanmistir (Sekil 3.7-12).

Caco-2 Kolorektal Kanseri hiicre hattinda Q18, Q19 ve Q20 bilesikleri
sitotoksik etki gosterirken (Tablo3.1), Q21, Q22 ve Q23 tirevlerinde 6nemli
sitotoksik etki gdzlenmemistir (Sekil 3.13-18).

HeLa hiicre hattinda Q18, Q19, Q20, Q22 ve Q23 bilesikleri sitotoksik etki
gosterirken (Tablo3.1), Q21 tlrevinde 6nemli sitotoksik etki gézlenmemistir (3.19-
24).

MDA-MB-231 hiicre hattinda Q18, Q19, Q20 bilesigi sitotoksik etki
gosterirken (Tablo3.1), Q21, Q22 ve Q23 turevlerinde 6nemli sitotoksik etki
gozlenmemistir (Sekil3.25-30).

RAW264.7 hiicre hattinda Q18, Q19, Q20, Q21, Q22 ve Q23 bilesiklerinde
kayda deger sitotoksik etki gozlenmemis olup antiinflamatuar analizi igin toksik etki

gozlenmeyen konsantrasyonlari belirlenmistir (Tablo 3.2).

Apoptotik analizinde 0Onceden elde edilen EC50 deger dozu uygulanan
hiicreler akis sitometri cihazinda olgiiliip sonuglar incelendiginde Caco-2 hcre
hattinda belirlenen apoptoz yiizdesi Kontrolde %4.30, Pozitif Kontrolde (Paklitaksel)
%14.15 ve benzotiyofen tiirevi olan; QI8 bilesiginde %22.18, Q19 bilesiginde
%24.13, Q20 bilesiginde %18.10 olarak belirlenmistir.

93



Apoptotik analizi sonuglart incelendiginde A549 hiicre hattinda belirlenen
apoptoz yizdesi Kontrolde %3.68, Pozitif Kontrolde (Paklitaksel) %28.53 ve

benzotiyofen tiirevi olan; Q18 bilesiginde %8.25 olarak belirlenmistir.

HeLa hiicre hattinda belirlenen apoptoz yilizdesi Kontrolde %5.25, Pozitif
Kontrolde (Paklitaksel) %16,79 ve benzotiyofen tiirevi olan; Q18 bilesiginde %7.38,
Q19 bilesiginde %19.36, Q20 bilesiginde %26.92, Q22 bilesiginde %10.25, Q23
bilesiginde %5.49 olarak belirlenmistir.

MDA-MB-231 hiicre hattinda belirlenen apoptoz yiizdesi Kontrolde %4.86,
Pozitif Kontrolde (Paklitaksel) %15.81 ve benzotiyofen tiirevi olan; Q18 bilesiginde
%11.16, Q19 bilesiginde %14.01, Q20 bilesiginde %18.89 olarak belirlenmistir.

Bu tez ¢alismasinda PCR analizi ile apoptoz ile ilgili genlerin ekspresyon
seviyeleri incelendiginde Caco-2 hiicre hattinda belirlenen EC50 dozu uygulanan
Q19 bilesiginde apoptoz iliskili Bcl-2 geni ekspresyon seviyesi %34,71
diismekteyken, Q18 ve Q20 bilesiklerinin Bcl-2 geni ekspresyon seviyeleri sirastyla
%4,61 ve %27,46 artmistir. Diger apoptoz iligkili genlerin ekspresyon seviyeleri ise
Caco-2 hiicre hattinda Q18, Q19, Q20 bilesikleri sirastyla Bax geni i¢in (1,58; 1,30;
3,06) kat artmis, Casp3(1,51; 3,01; 3,02) kat artmus, Casp8(17,32; 11,04; 2,84) kat
artmis, Casp9 (1,52; 1,60; 1,50) kat artis gostermektedir.

PCR analizi ile apoptoz ile ilgili genlerin ekspresyon seviyeleri
incelendiginde AS549 hiicre hattinda belirlenen EC50 dozu uygulanan Q18
bilesiginde apoptoz iliskili Bcl-2 geni ekspresyon seviyesi %24,21 diismekteyken
Q18 bilesiginin diger apoptoz iliskili gen ekspresyon seviyeleri ise Bax geni i¢in

(2,10), Casp3(1,76), Casp8(3,34), Casp9 (1,27) kat artis gdstermektedir.

PCR analizi ile apoptoz ile ilgili genlerin ekspresyon seviyeleri
incelendiginde Hel a hiicre hattinda belirlenen EC50 dozu uygulanan Q18, Q19, Q20
bilesiklerinde apoptoz iliskili Bcl-2 geni ekspresyon seviyeleri sirasiyla %20,17;
%35,16; %31,46 diismekteyken, Q22 ve Q23 bilesiklerinin Bcl-2 geni ekspresyon
seviyeleri sirastyla %1,05 ve %12,90 artmistir. Diger apoptoz iliskili genlerin
ekspresyon seviyeleri ise HeLa hiicre hattinda Q18, Q19, Q20, Q22, Q23 bilesikleri
strastyla Bax geni i¢in (3,86; 3,29; 4,95; 4,82; 4,50) kat artmis, Casp3(1,45; 1,63) kat
artmis; (1,46; 3,18; 2,25) kat azalmis, Casp8(1,76; 1,24) kat artmis; (3,09; 6; 3,47)

kat azalis gostermektedir.
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Bu tez ¢alismasinda PCR analizi ile apoptoz ile ilgili genlerin ekspresyon
seviyeleri incelendiginde MDA-MB-231 hiicre hattinda belirlenen EC50 dozu
uygulanan Q18, Q19 ve Q20 bilesiklerinde apoptoz iliskili Bcl-2 geni ekspresyon
seviyesi sirasiyla (%24,21; %67,01; %50) diismekteyken, Q18, Q19 ve Q20
bilesiklerinin diger apoptoz iliskili genlerin ekspresyon seviyeleri ise MDA-MB-231
hiicre hattinda Q18, Q19, Q20 bilesikleri sirasiyla Bax geni i¢in (2,36; 3,01; 1,98) kat
artmis, Casp3(2,59; 3,93; 2,07) kat artmig, Casp8(6,10; 2,29; 3,44) kat artmis, Casp9
(2,45; 1,41; 1,54) kat artig gostermektedir.

Bu tez calismasinda antiinflamatuar testi igin RAW264.7 hiicre hattinda Q18,
Q19, Q20, Q21, Q22, Q23 bilesiklerinin belirlenen dozlar1 uygulanmis, RNA
izolasyonu sonucu cDNA ve PCR g¢alismasi yapilmistir. PCR analizi ile inflamatuar
ile ilgili genlerin ekspresyon seviyeleri incelendiginde bilesikler sirasiyla Cox-2 geni
icin (%97,39; %58,39; %45,28; %95,90; %94,22, %91,25) azalmis, iNOS (%93,23;
%58,10; %100; %94,26; %84,61; %82,86) azalmis, TNF-a (%98,27; %91,13;
%94,63; %99,84; %99,65; %99,86) azalmis, IL-6 (%98,69; %90,32; %95,09;
%99,93; 9%99,72; %99,90) azalis gdstermektedir

Penthala ve arkadaglari tarafindan 2013 yilinda yapmis oldugu calismada
benzotiyofen-akrilonitril hibridinin anti-kanser aktivitesini incelemek (zere Kolon
kanseri (HCT-116, HT29, COLO205), Meme kanseri (MCF-7, MDA-MB-231),
Akciger kanseri (A549), Prostat kanseri (PC3, DU145), Ovaryum kanseri (OVCAR)
hiicre hatlarinda sitotoksik etkilerini arastirmis ve elde ettikleri sonuglara gore 5, 6 ve
13 bilesiklerinde, genel olarak 10-100 nM araligindaki EC50 degerleri hiicre
bliylimesinde dnemli bir inhibisyona neden oldugunu bulmuslardir (Penthala ve dig.
2013).

Kamel ve digerleri 2013 yilinda yaptiklart ¢alismada 4,5,6,7-tetrahidro-1-
benzotiyofen tirevleri (3a, 4, 6e, 7a, 9¢c, 15, 16b), test edilen bilesiklerin cogu meme
adenokarsinomuna (MCF-7), kiigiik hiicreli olmayan akciger kanserine (NCI-H460)
ve insan glioblastomasi (SF-268) ii¢ kanser hiicresi hattinda ylksek Onleyici etkiler

sergiledigini gostermislerdir (Kamel ve dig. 2013).

Tantawy ve digerlerinin ¢aligmasinda benzotiyofen tiirevleri HepG2, HCT116
ve MDA-MB-231 hiicre hatt1 iizerinde sitotoksik etkisi test edilen tim kanser huicresi

hatlarinin hiicre proliferasyonunu artiran bilesik 3 harig, test edilen tiim yeni

95



bilesikler i¢in HepG2 hiicrelerinin hiicre canliliginda doza bagimli 6nemli bir diisiis
belirlemiglerdir. Bilesik 7 en diisik EC50 degerine (8.7 uM) sahipken, onu
bilesik 14, bilesik 17 ve bilesik 12a takip etti, 24 saatte EC50 degerleri sirasiyla 16.8
uM, 19.01 pM, 26.2 uM bulmuslardir. Ote yandan bilesik 8, IC50 degeri <35 uM ile
HepG2 hiicreleri iizerinde zayif sitotoksik etkiye sahip oldugu bulunmustur. Ek
olarak, bu sinestetik steroid tirevi, sikline bagimli kinaz-2 ve anti-apoptotik Bcl-2
ekspresyon seviyelerinin inhibisyonu yoluyla hepatoseliler karsinom hiicrelerinin

apoptozunu destekler (Tantawy ve dig. 2023).

2020°de Zarei ve arkadaslar1 benzo[b]tiyofen-diaril Ure tirevleri (17 a-g),
HT-29 ve A549 kanser hiicre hatlarinda antiproliferatif aktiviteleri arastirilmistir.
Sonuglara gore 17b, 17d ve 17f tiirevleri, iki hiicre hatlarinda antiproliferatif
aktiviteler gosterdigi bulunmustur ve pozitif kontrol olarak sorafenib kullanilmstir.
HT-29 ve A549 hiicre hatlarinda 17d bilesigi, sirasiyla, 5.91 ve 14.64 uM IC50
degerleri saptanmistir. Ayrica Propidyum iyodiir (PI) boyamaya ile yapilan hiicre
dongiisii ve apoptoz deneyleri sonugunda 17d bilesigi, HT-29 hiicre hatlar iizerinde
apoptotik etki gosterdigi ve GO/G1 fazinda hiicre dongiisiiniin durmasini neden

oldugunu gozlemlemislerdir (Zarei ve dig. 2020).

Rajagopal ve arkadaglarinin yaptig1 ¢alismaya goére bir benzotiyofen tiirevi
olan BT ER 15f bilesigi, gdgiis kanserine kars1 giiclii etki sergiliyor ve gelecekteki
arastirmalar i¢cin fayda saglamistir. Farmakokinetik caligmalari, BT ER 15f
ligandinin meme kanserine karsi en iyi ilag aday1 olabilecegini ortaya koymuslardir.

(Rajagopal ve dig. 2023)

Martorana ve digerlerinin yapmis oldugu ¢aligmada, iskelelerinde bir kiikiirt
atomu igeren ve uygun yan zincirlerle islevsellestirilen bazi bilesikler, miikkemmel in
vitro ve in vivo anti-proliferatif aktivitede, ¢ok diisiik toksisite ve yiiksek verimlilik

sergilemektedir (Martorana ve dig. 2015).

Romeo ve digerlerinin yaptiklari ¢calismada gesitli benzotiyofen tiirevlerinin,
Caco-2 (Iinsan Kolarektal kanseri) ve HCT-116 (Insan Kolon kanseri) hiicre

hatlarinda etkili oldugunu gostermislerdir (Romeo ve dig. 2021)

Somaya ve digerlerinin yapmis oldugu ¢aligmada elde edilen bulgular, tiyofen

tiirevlerinin bir¢ok tiimor hiicre dizisine karsi etkili oldugunu ve kiicilik hiicreli dis1
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akciger kanseri hiicre hatt1 (A549) ile kolorektal kanser hicre hattina (CT26) karsi
Oonemli antitiimor etkileri oldugunu gostermislerdir. 2-iyodobenzamidin (BZ02),
diger benzamidlerle karsilastinnldiginda A549 hiicre hattina (IC50 = 6,10
uM) kars1 gelismis inhibitér aktivite sergiledigini bulmuslardir. Bilesik 2'deki
iyodiiriin bromit (yani BZ03) ile degistirilmesi, inhibitor aktiviteyi biiyiik Olciide
azaltmis oldugunu bulmuslardir. EK olarak benzamidin (BZ02) benzilamin'e (yani
BZA06) indirgenmesi 30 uM'lik bir IC50 degeriyle sonuclanmistir. Benzilaminin
(BZAQ9, IC50 = 2,73 uM) karsilik gelen benzamidden (BZ05, IC50 = 9,49 uM) daha
giicli oldugu da bulunmustur. Ure tiirevleri arasinda halkayla deaktive edilmis
bilesikler UD13 ve UD19, halkayla aktiflestirilen tiirevler UD14-UD16 ve UD18'den
(IC50> 50 uM) onemli o6l¢iide daha yiiksek antiproliferatif aktivite (sirastyla IC50 =
12.19 ve 7.2 uM) gostermistir. Ayrica bilesik UD12'deki fenil grubundan daha
yiiksek esneklige sahip benzil grubunu tasiyan BU17 bilesigi, UD12 bilesigi
icin IC50> 50 uM'ye karsilik 9.00 uM'lik bir IC50 degeriyle hiicre canliligi iizerinde
gucli bir etki sergiledigini bulmuslardir. A549 hiicre hattinda benzotiyofen tiirevi

bilesigin giiglii etkilerini gostermislerdir (Somaya ve dig. 2021)

Bai ve digerlerinin gerceklestirdigi ¢alismaya gore 19d olarak adlandirilan
bilesik (sirastyla IC50 = 1.31 uM ve 10.3 uM), hem meme kanseri hiicre hatt1 (MCF-
7) hem de endometriyal kanser hiicre hatti (Ishikawa) hiicrelerine karsi etkili
antikanser ajan olarak tanimlandi. MCF-7 hicrelerinde apoptoz induksiyonunun
ortaya ¢ikarilmasi doza bagimli bir sekilde izlendi.1 uM, 5 uM ve 10 uM'de bilesik
19d'nin apoptoz oranlar1 sirasiyla %11.7, %21.3 ve %32.4 idi (Bai ve dig. 2021).

Tantawy ve digerlerinin ¢alismasinda bazi steroid tiirevleri, G1'den S'ye
ilerlemeyi bloke ederek hiicre dongust analizini kontrol eden CDK2'nin 6nemli
6l¢iide asag regiilasyonu ile hem digsal hem de igsel apoptozda yer alan ana genleri
indiikleyebildiginden, sonuglarimiz Onceki yayinlarla uyumlu bulunmustur ve
mekanik olarak, i¢sel apoptotik sinyal yolagi, kaspaz kaskad yolunu aktive etmeye
yol acan sitokrom C ve Bax ekspresyon seviyelerini aktive ettigini bulmuslardir
(Tantawy ve dig. 2023).

Haridevamuthu ve arkadaslarinin yaptig1 calismada benzotiyofen tiirevleri
girtlak (HEp—2), meme (MCF7), mide (AGS), and osteosarcoma BP, BN, EP, EN
bilesikleri, HEp2, osteosarkom (MG63) kanser hiicre hattit HEp2 hiicrelerine karsi
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BP ve EP analoglarinin IC50 degerleri yaklasik 27,02 + 1,23 uM (~5,18 pg/mL) ve
35,26 + 2,15 pM (~7,8 pg/mL) idi; 4,7 £ 4,31 uM; ~86,45 pg/mL). BP ve EP
analoglari, HEp2 hiicre proliferasyonunu inhibe etmede bu c¢alismada kullanilan
diger kanser hiicrelerine gore daha etkili oldugu belirtilmistir. Ayrica yapilan apoptoz
calismasinda bilesikler, 1(3-hidroksibenzo[b]tiyofen-2-il) etanon (BP) ve 1-(3-
hidroksibenzo[b]tiyofen-2-il) propan-1l-on hidrat (EP), girtlak kanseri HEp2
hiicrelerine kars1 potansiyel sitotoksik aktivite gostermistir. BAX/BCL-2 oranindaki
artis ile apoptoz indiiksiyonunun inhibitor etki modu oldugu tahmin edilmistir. BP ve
EP analoglari, ayni zamanda apoptozu gosteren Sub-G1 fazindaki hiicreleri
durdurmaya neden oldugu goriilmiistiir. Apoptoz aktivasyonunun mekanizmasini
ortaya c¢ikarmak igin izole edilen toplam RNA, BCL-2 (B hucreli lenfoma-
2), BAX (Bcl-2  1liskili ~ X-protein), CASP3 (Kaspaz-3)  ve CASP9 (Kaspaz-9)
ekspresyon seviyelerini belirlemek igin kontrol geni GAPDH kullanilarak
gPCR gergeklestirmislerdir.  BAX/BCL-2 oranindaki  artisla  birlikte — apoptoz
indlksiyonunun, inhibitér ~ etki modu  oldugu apoptozu  gostermislerdir
(Haridevamuthu ve dig. 2023)

Tantawy ve digerlerinin yapmis oldugu c¢alismada, HepG2 iizerine bilesik
7'nin muamelesiyle apoptozda kivrilan major genlerin ekspresyonu {izerindeki
etkisini incelemek icin qPCR olusturmuslardir. Bilesik 7'min, Bax (FC = 4.294 *
0.048), P53 (FC = 4.00 = 0.54), Kaspaz-3 (FC = 4.57 £ 0.46), Kaspaz-8 (FC = 2.251
+)'nin 6nemli ekspresyonunu indiikleyebildigini gormiislerdir. 0,39), Kaspaz-9 (FC =
7,45 £ 0,71), islenmemis kontrolle karsilastirildiginda, BCL2'yi (FC = 0,175 £ 0,007)
ve CDK2'yi (FC = 0,451 + 0,05) istatistiksel olarak anlamli sekilde asagi regiile
edebilmistir. Bilesik 7 ile tedavi edilen hiicrelerde etkili konsantrasyona sahip Bcl-2
geni, Bax ve P53 genlerinin ekspresyon seviyelerinde énemli bir yiikselmenin yani
sira kaspaz-3'l aktive eden kaspaz-9'un aktivite seviyelerinde istatistiksel olarak bir
artts ve kaspaz-3'in ekspresyon seviyesinde Onemli bir azalma gormiislerdir

(Tantawy ve dig. 2023)

Bir diger calismada, BMPT ad1 verilen ve 0,29 orta diizey ila¢ puanina sahip
yeni bir tiyofen tirevinin biyolojik 6zellikleri test edildi. BMPT, LnCap, HepG2 ve
Caco-2 kanser hiicre ¢izgileri igin sirasiyla 138.573 uM, 185.931 uM ve 108.657 uM
EC50 degerleriyle secici sitotoksisite gosterdi, ancak HEK293 kontrol hiicre hatti
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Uzerinde goOstermedi. Kaspaz3, kaspaz8, kaspaz9 ve Bax icin artan ifadeler tespit
edildi; ancak  kanser hiicre hatlarinda Bcl-2  ekspresyonlarinin  azaldigi
goruldu. BMPT, HepG2'deki toplam tiyol igerigini ve toplam GST aktivitelerini
sirastyla %47 ve %40 azalttt ve GSTP1-1, GSTAL-1 ve GSTM2-2 i¢in molekiiler
yerlestirme destekli inhibitor modeller sirasiyla karisik, rekabet¢i ve rekabetci
degildi. GST aktiviteleri lizerindeki segici inhibisyonu ile iliskili olarak BMPT'nin,
Ozellikle kaspaz 3, Bcl-2 ve Bax ifadelerindeki degisikliklere bagl olarak 6nemli

apoptotik etkiye sahip oldugu 6ne siiriilmektedir (Y1lmaz ve dig. 2022).

Cruz ve dig. Yaptig1 calismada bilesik 8, 1sikla indiiklenen makrofajlar
Uzerinde in vitro anti-inflamatuar aktivite analizlerinde salisilik asitten daha iyi bir
yanit veren bir tiyofen tiirevidir. Etkisi doza bagimli oldugu goriilmiistiir (50 ve 100
pg/mL). Kimyasal yapisinda gesitli aromatik halkalarin varligint ve TNF-a ve IL-6
gibi proinflamatuar gen ekspresyonunun azaltilmasini igeren olasi bir etki

mekanizmasi gortilmiistiir (Cruz ve dig. 2021)

Datura metel L'nin yapraklarindan bir vetispiran tipi, dmetelisprosid A (1) ve
bilinen iki megastigmane seskiterpenoid, sitrosit A (2) ve stafilionosid D (3) ile
birlikte olusan yeni bir seskiterpenoid glikozit izole edilmis. Tum izolatlar,
in vitro olarak RAW 7901.2 hucrelerinde SGC-7, Hepg231, HeLa, MCF-264 ve
MDA-MB-7 kanser hiicre hatlarina karsi sitotoksisite ve nitrik okside (NO) kars1
anti-inflamatuar aktivite agisindan degerlendirildi. Bilesik 1 ve 2, SGC-7901 ve IC'li
HeLa hiicrelerine kars1 belirgin sitotoksisite sergiledi 21.43 ila 29.51 um araligindaki
degerlerde her ii¢ bilesik de IC ile NO iiretimine kars1 potansiyel etkiler gdstermis
ve sirastyla 31.10, 34.25 ve 44.31 um degerleri bulunmustur (Guo ve dig. 2021).

Bu tez ¢alismasinda sentezlenen benzotiyofen ve tiirevlerinin, literatiire dayal
yaptigimiz ¢alismalar sonucu benzer sitotoksisite ve apoptotik etkiye sahip olduklari

ve ayrica antiinflamatuar etkisinin oldugu belirlenmistir.
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5. SONUC VE ONERILER

Kanser, fizyolojik Ozellikleri kaybolmus DNA hasarli yani mutasyonlu
hiicrelerin, kontrolsiiz bir sekilde ¢ogalmasidir (Somaya ve dig., 2021). Kanser,
hiicrede ¢esitli metabolik degisikliklerle olusan bir hastalik olup diinyada 6nemli
O0lim nedenlerinden biri olmaktadir. Her yil diinyadaki oOliimlerin biiylik bir
oranindan sorumlu olan kanser yiiziinden yedi milyondan fazla insan 6lmektedir
(Globocan 2020). Gunumuzde kanser tedavisi icin kemoterapi, radyoterapi,
immiinoterapi, gen terapi ve cerrahi miidahaleler gibi cesitli tedavi stratejileri mevcut
bulunmaktadir. Kemoterapi, ¢esitli kanser tedavileri i¢in yaygin yontem olarak
kullanilmaktadir. Var olan kemoterapétik ajanlar, apoptozun indiiksiyonuyla etkisini
ortaya koymaktadir. Apoptoz, hiicre =zarinin fosfolipid kaybi, DNA'nin
oligoniikleozomal kisimlara enzimatik boliinmesi ve sonu¢ olarak hiicrelerin
membrana bagli apoptotik cisimlere boliinerek karakterize edilen iyi organize edilmis
bir hiicre 6liimiidiir. Hiicrelerin apoptoz gecirdigi baslica iki yol vardir; biri digsal ve
digeri igsel yolaklardir. Kanser hiicrelerinin, hayatta kalma gereksinimlerine gore bu
yollardan birini veya her ikisini birden ortak bir sekilde diizenledigi ve yaygin
kemoterapotik ilaglarin ¢oguna karsi direngli hale geldigi iyi bilinmektedir.

Benzotiyofen igerikli heterosiklik bilesiklerin ise kansere 6zgli proteinleri
hedef aldig1, 6nemli sinyal yollarinin inhibisyonuna veya aktivasyonuna yol agtig1
bilinmektedir. Kikurt heterosiklik ailesi, fizikokimyasal 6zellikler gosteren oldukca
kararli aromatik bilesikleri icermektedir. Son yillarda, yiiriitiillen caligmalar ile
tiyofen ve benzotiyofen igeren heterosiklik bilesiklerin biyolojik aktiviteleri ile ilgili
cok sayida calisma yapilmaktadir. Benzotiyofen ve tiirevleri ise ortaya c¢ikan
terapotik Ozellikleri sebebiyle kanser arastirmalarinda oldukca ilgi c¢ekici hale
gelmistir.

Tez donemi boyunca, literatiir taramalar1 gergeklestirilmis olup, sitotoksisite
testleri yapilmis, yar1 maksimal efektif dozlar1 (EC50) belirlenen bilesiklerin apoptoz
analizleri akis sitometri cihazinda belirlenmistir. Apoptoz ve inflanmatuar ile iligkili
genlerin cDNA-PCR ekspresyon seviyelerindeki degisiklikler, Gergek Zamanli PZR
cihazi ile calismalar1 yapilmistir. Bu ¢alismalar sonucunda aldehit fonksiyonel grubu
iceren yeni nesil benzotiyofen tlrevleri anti-karsinojenik etkilerinin ortaya
¢ikarilmasi i¢in insan akciger kanseri hiicre hatt1 (A549), insan serviks kanseri hiicre

hattt (HeLa), insan kolorektal kanseri hiicre hatt1 (Caco-2) ve insan meme kanseri
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hiicre hatt1 (MDA-MB-231) kanser hiicre hatlar1 tiizerinde sitotoksik etkileri
aragtirtlmistir ve EC50 konsantrasyonlart belirlenmistir. Apoptoz ile iligkili genlerin
(BAX, BCL-2. CASP3, CASP8, CASP9) ve inflamatuar ile ilgili genlerin (Cox-2,
INOS, TNF-a, IL-6) mRNA eckspresyon seviyelerine olan etkileri bulunmustur.
Sonug olarak bu tez ¢alismasinda sentezlenen benzotiyofen ve tlirevlerinin sitotoksik
etkiye sahip oldugu ve apoptoz indiiksiyonuna neden oldugu ve antiinflamatuar

etkiye sahip oldugu agik¢a ortaya koyulmustur.
Bu sonuglar 1s1ginda benzotiyofen ve tiirevlerinin gelecekte kanser

caligmalarina ve antiinflamatuar c¢alismalarmma katki saglayacagr ve ileri

calismalarinin yapilmasi gerektigi diisiiniilmektedir.
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