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Benzazol halka sistemi olarak gelistirilen benzoksazol; nikleik asitler, proteinler, vitaminler gibi
biyolojik sistemlerdeki organik bilesiklerle kolaylikla etkilesime girebildigi ve niikleik asit bazlarma olan
yapisal benzerliginden dolay1 antikanser ajan olarak kullanilabilmektedir. Bu calismada, yeni antikanser
ajan gelistirmek amaciyla, yapisi geregi antikanser olarak aktif olabilecegi diigiiniilen bir grup
siilfonamido benzoksazol tiirevi bilesik sentezlenmistir. Antikanser aktivite testleri; insan karaciger
kanseri hicresi (A549), insan meme kanseri hiicresi (MCF7), si¢an glial timor hucresi (C6) Uzerinde
gerceklestirilmistir. Ayrica test bilesiklerinin saglikli hiicreler iizerindeki etkileri ise fare bag doku
fibroblast hiicresi (L929) hiicre serisi kullanilarak belirlenmistir. Buna goére; TN1, TN2, TN10, TN12
bilesiklerinin sitotoksik etkilerinin 1929 hiicre hattinda en yiiksek oldugu goriilmiistiir. TN3 bilesiginin
sitotoksik etkisinin C6 hiicre hattinda en yiiksek oldugu gériilmiistiir. TN4 bilesiginin sitotoksik etkisinin
1929, A549 hiicre hatlarinda en yiiksek oldugu gorilmiistir. TNS, TN6, TN11, TN13, TN14
bilesiklerinin sitotoksik etkilerinin MCF7 hiicre hattinda en yiiksek oldugu goriilmiistiir. L929 hiicre hatti
icin en etkili bilesigin 8,64 uM ICso degeri ile TN1 bilesigi oldugu bu degerin pozitif kontrol bilesigi
etoposidin 24,99 pM olan 1Cso degerinden daha yiiksek oldugu goriilmiistir. MCF7 hiicre hatti i¢in en
etkili bilesigin 18,66 uM ICso degeri ile TN13 bilesigi oldugu bu degerin pozitif kontrol bilesigi
etoposidin 39,47 UM olan 1Cs degerinden daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. C6 hiicre hatti i¢in en etkili
bilesigin 4,01 uM ICso degeri ile TN3 bilesigi oldugu bu degerin pozitif kontrol bilesigi etoposidin 4,01
MM olan ICsp degeriyle ayni oldugu goriilmiistir. A549 hiicre hatti i¢in en etkili bilesigin 17,92 uM ICsg
degeri ile TN4 bilesigi oldugu bu degerin pozitif kontrol bilesigi etoposidin 32,49 pM olan ICsg
degerinden daha yiiksek oldugu goriilmiigtiir. Test bilesiklerinin sitotoksik etkilerinin belirlenmesi
amaciyla SRB (stlforodamin B testi) yontemi uygulanmustir. Tez kapsaminda elde edilen biyolojik
aktivite verileri ve bilesiklerin yap1 aktivite iliskileri degerlendirilmistir.

Anahtar Kelimeler: Antikanser, Sitotoksisite, Stilfonamido Benzoksazol, Siilforodamin B Testi
(SRB)
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Benzocsazol, developed as a benzazol ring system, can be used as an antibody agent because it
can easily interact with organic compounds in biological systems such as nucleic acids, proteins,
vitamins, and because of its structural resemblance to nucleic acid bases. In this study, a group of
sulfonamido benzoazol derivative compound synthesized in order to develop new antibody agents, which
is thought to be active as antibodies by nature. The synthesis of the compounds is carried out according to
the methods of literature. The antiquated activity tests were performed on the human liver cancer cell
(A549), the human breast cancer cell (MCF7), the rat glial tumor cell (C6). In addition, the effects of test
compounds on healthy cells were determined using the mouse bag tissue fibroblast cell (L929) cell series.
According to this; The cytotoxic effects of TN12, TN2, TN10, TN12 owners are thought to be highest in
L929 cell line. It was accepted that cytotoxic 1 of TN3 strain is highest in C6 cell line. The cytotoxic
example of TN4 well is thought to be highest in L929, A549 cell images. The cytotoxic effects of TN5,
TNG6, TN11, TN13, TN14 lines are thought to be highest in MCF7 cells. It is seen that the most effective
IC50 value and TN1 value with 8, 64 p p50 value for L9 cell29 line, and this value is higher than the
24.99 uM IC50 value of the positive control etoposide. For the MCF cell7 line, the most effective is
TN13 with an 1C50 value of 18.66 pu uM and a TN13 value, which seems to be higher than the 39.47 uM
IC50 value of the positive control etoposide. The most effective for the C6 cell line is counted as TN3,
with an effective value of 4.01 uM. It is seen that the most effective 1C50 value and TN4 value for the A5
cell line is 17.92 uM with the TN4 IC50 value, which is higher than the 32.49 uM IC50 value of the
positive control etoposide. The SRB (sulphorium B test) method has been applied to determine the
sitotoxic effects of test compounds. The biological activity data and structure activity relationships of the
compounds obtained within the thesis were evaluated.

Keywords: Anticancer, Cytotoxicity, Sulfonamido Benzoxazole, Sulforhodamine B Test (SRB)
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1. GIRIS

Giliniimiizde ila¢ tasarimiyla ilgili ¢alismalarin odak noktasi olarak antimikrobiyal
ajanlar ile antikanser ajanlar gosterilmektedir. Bunun en biiyiik nedenleri terapide kullanilan,
yiikksek etkili olarak goriilen ve umut vadeden ilaglara karsi zamanla organizmalarin
gelistirmis oldugu direng mekanizmalari ile toksik yan etkileri gosterilmektedir. Bu nedenle
literatiire bakildiginda her gecen giin yeni bilesiklerin ilag 6n maddesi olarak tasarlandigi ve
biyolojik etkisi a¢isindan degerlendirildigi goriilmektedir. Benzoksazol halka sistemi olarak
gelistirilen benzimidazol, benzotiyazol, benzoksazol bilesiklerinin heterosiklik yapilarindan
dolay1 niikleik asitler, proteinler, vitaminler gibi biyolojik sistemlerdeki organik bilesiklerle
kolaylikla etkilesime girebildikleri uzun yillardir bilinmektedir. (Turker ve ark., 1990) Bu

nedenle de ilag tasarimi ¢caligmalarinda oldukga ilgi goren tiirevlerdir.

Ankara Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi, Farmasotik Kimya Anabilim Dali'nda,
antimikrobiyal ve antitlimoral aktiviteye sahip olabilecegi diisiiniilen yeni benzoksazol
tiirevleri sentezlenmistir. Bu bilesikler antimikrobiyal agidan degerlendirilmis ve bazi
direngli suslar iizerinde antimikrobiyal aktivite gosterdikleri belirlenmistir (Ertan-Bolelli ve
ark., 2017). Tez ¢alismasi kapsaminda sentezi yapilmis ve yalnizca antimikrobiyal etkileri
acisindan degerlendirilmis |1 adet sulfonamido benzoksazol tiirevi bilesigin in vitro
antikanser aktiviteleri ve yapi-etki iliskileri degerlendirilmistir. Boylece kanser terapilerinde
kullanilabilecek ¢ok yonlii ilag 6n maddelerinin saptanmasi ve bu calismalar 1s1ginda
bilesiklerin yap1 etki analizleri ile birlikte daha etkin bilesiklerin tasarlanabilmesi

hedeflenmektedir.

Tez ¢aligmasinin amaci, yapisi geregi antikanser olarak aktif olabilecegi diisiiniilen
bir grup siilfonamido benzoksazol tiirevi bilesigin  biyolojik  aktivitelerinin
degerlendirilmesidir. Heterosiklik bilesiklerin viicuttaki organik molekiillere olan yapisal
benzerligi nedeniyle biyolojik sistemlerdeki c¢esitli molekiiller icin uygun hedefler
olabilecegi bilinmektedir. Test edilen benzoksazol tiirevi bilesiklerin de niikleik asitlerin
yapisina katilan organik bazlara olan benzerligi nedeniyle 6zellikle DNA ve RNA ile ilgili
stireclerde ise karisgan molekiilleri hedefleyebilecegine dair bulgulara rastlanmaktadir
(Gautam ve ark., 2012; Demmer ve Bunch, 2015). Bu nedenle 6zellikle antikanser

streclerde rol oynayan ajanlarmn tasariminda bu tir molekiillere yer verilmektedir.



Literatiirde antikanser yolaklar1 etkileyen ve antikanser ajan tasarimlarinda kullanilan gesitli
benzoksazol turevlerinin biyolojik aktiviteleriyle ilgili caligmalar rapor edilmistir (Gautam
ve ark., 2012; Lokwani ve ark., 2011).

Tez calismast kapsaminda antikanser aktivitesi agisindan daha Once
degerlendirilmemis bu bilesiklerin memeli hiicre kiiltiirleri lizerinde sitotoksik etkilerinin
degerlendirilmesi, bdylece biyolojik aktivitelerinin ¢ok yonli olarak belirlenmesi
amaclanmistir. Antikanser aktivitesi degerlendirilen bilesiklerin kanser hiicrelerini liime
gotiirmesi temel amagtir. Bu nedenle ilk agsamada bu bilesiklerin kanser hiicreleri tizerindeki
sitotoksik aktiviteleri belirlenmistir. Bununla birlikte normal dokulara daha az zarar veren
bir antikanser ajan segiciligi agisindan tercih edilmektedir. Bu nedenle ¢alismada bilesiklerin
saglikli hiicreler iizerindeki sitotoksik etkileri de belirlenmistir. Sonug¢ olarak elde edilen

biyolojik aktivite verileri incelenerek bilesiklerin yapi-aktivite iliskileri degerlendirilmistir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Kanser Nedir?

Kanser hakkindaki ilk belgeler Misir papiriislerinde bulunmustur. Insan kanserleri
ile ilgili en eski drnek, Misir’da M.O. 1600-1900 yillar1 arasinda bir kadna ait kafatasi
iskeleti kalintisinda goriilmiistiir (Tektemur, 2020). Hipokrat, tumdérin gérinimini yengece
benzettigi i¢in yengecin Ingilizcesi olan ‘cancer’ kelimesini tiimdrii tammlamak igin

kullanmistir (Berk, 2014).

Kanser, hucrenin genetik materyalinde meydana gelen hasarlarin birikmesi
sonucu hiicrelerin diizensiz olarak cogalmasiyla ortaya ¢ikan hastaliklar grubuna verilen
genel addir. En fazla 6liime neden olan hastaliklardan biridir. Oliimeiil hastaliklarda kalp ve

damar hastaliklarindan sonra ikinci sirada gelmektedir (Majidova, 2020).

Hiicrelerin boliinmesi genlerin kontrolii altinda oldugundan dolay1 kanser de
temelde genlerle iligkili olan bir hastaliktir. DNA da biriken hasarlar kanserlesmeye neden

olduguna gére DNA da da hasar birikmesine neden olan birgok olay vardir. Bunlar:

e Hucresel metabolizmada meydana gelen hasarlar
e DNA onarmmui sirasinda meydana gelen hatalar

e DNA eslenmesi sirasinda ortaya ¢ikan hatalar

e Zararli kimyasal maddelerin yarattig1 zararlar

e Programli hiicre 6liimiiniin engellenmesi

e Hiicre boliinmesinin durdurulmasi

e Ultraviyole 1smlar1

Kanser; kisinin metabolizmasina, bagigikligina, hiicresel yapisina gore degisen bir
hastaliktir. Cilinkii her insanin DNA yapis1 farkhidir. Bu da hastaligin ilerleyisinde ve
tedavi yontemlerinde farkliliklar olmasinin sebebidir (Baykara, 2016).



Tiirkiye’de saglikla ilgili en son analiz edilen verilere bakildiginda (2017-

2018) kanserden gergeklesen oliimlerin ikinci sirada oldugu goriilmektedir. Bu durum

da kanserin ne kadar ciddi bir hastalik oldugunun gostergesidir.

2017 2018
Sayl (%) Say (%)
Toplam 423878 100,0 421164 100,0
Dolagim sistemi hastaliklan 167267 395 161920 384
iyi huylu ve kétil huylu timérier (benign ve malign neoplazmlar) 81886 193 83163 197
Solunum sistemi hastaliklan 50224 118 52568 125
Sinir sistemi ve duyu organlan hastaliklar 20623 49 20766 49

Endokrin (ic salgl bezi), beslenme ve metabolizmayla ilgili hastaliklar 20219 48 20074 498

Digsal yaralanma nedenleri ve zehirlenmeler 21533 51 18462 44

Diger (enfeksiyon ve parazit hastaliklan, mental ve davranigsal
bozuklukiar, kas-iskelet sistemi ve bad dokusunun hastaliklan vb.) 62126 147 64211 152

Sekil 2.1. TUIK 6lum nedeni istatistikleri, 2018

2.2.1. Kanserin Mekanizmasi

Kanser, ¢ok basamakli ve uzun siirecli bir hastaliktir ve anormal bir doku
kitlesinden olusur. (Yokus ve Ulker, 2012).

*,
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Kanser hicrelerinin ozellikleri:

Gelisim gosterme sekli normal dokulara gore daha hizlidir.

Kontrolsuz olarak tiremeyi saglayan sinyal sistemleri vardir.

Kanser hiicreleri ancak glikolizden gelecek olan glukozu kullanabilirler.
Sekeri, normal hicrelere oranla 100 kat fazla olacak sekilde kandan
alirlar (Warburg etkisi).

Kolaylikla yeni damar sistemleri olustururlar.

Zamanla sekillerini degistirebilirler.

Biiylime baskilayicilarindan kagabilirler.

Hiicrenin bagisiklik sisteminden kagabilirler.

Hiicresel olarak oliimsiizliiklerini etkinlestirirler.



» Hucresel 6lime direng gosterirler.
» Kanserlesmeyi destekleyen inflamasyon yaratirlar.
» Genetik kararsizlik ve mutasyonlara sebebiyet verirler.

> Invazyon ve metastazin aktivasyonunu saglarlar (Baykara, 2016).

Kanserli hiicrelerin gelisimi tiimor baglangici ve tiimor ilerlemesi olmak Uzere

iki basamakta incelenir (Tektemur, 2020). Tiimérler de kendi iginde siniflandirilirlar:

» Biyolojik davranisa gore:

e Benign Tiimér: lyi huylu tiimdrlere benign tiimdr denilir. Viicudun diger

dokularina metastaz yapmazlar ve yavas bliyiirler.

e Malign Tamor: Koéth huylu timoérlere malign timoér denilir. Viicudun

diger dokularina metastaz yaparlar ve hizl biiyiirler.

Sekil 2.2. Benign timor

Sekil 2.3. Malign timor



» Koken aldigi1 dokuya gore ( Histogenetik):

o Epitelyal, mezenkimal, hematopoetik, sinir dokusu olarak say1lir.

» Morfolojik sinifina gore:

e Makroskopik: Polipoid, iilseratif, diffiiz vs. olarak sayilabilmektedir.

o Mikroskopik: Papiller, Follikiiller olarak sayilabilmektedir (Berk, 2014).

2.2.2. Kanser Nasil Olusur?

Hucrelerin kendine has bir yasam dongiisii vardir. Bu dongii DNA tarafindan kontrol
edilir. Mitoz evrelerine, tamir mekanizmasina, apoptozis talimatina kadar DNA,

hiicrede bir kilavuzluk gérevi gorir. Buna hiicre siklusu denir (Ozdogan, 2021).

Cogu hiicre siklisten ayrilarak
bir sire istirahat donemi gegirir Hiicre biiyiimiistiir ve

DNA’sini replike etmeye
hazirdir

DNA
replike
edilmistir

Hiicre maksimum
| boyuta ulagmistir

Yeni hiicreler
arasinda DNA igerigi
esit olarak dagiimisgtir

Sekil 2.4. Hiicre siklusu



Saglikli bir hiicrenin kanserli hiicreye doniismesi bir anda gerceklesmez. Bu
durum yillar iginde DNA da biriken hasarlarla ortaya ¢ikar. Hiicrenin kanserlesmesi i¢in
bircok asamadan gegmesi gerekir, bu asamalarin tiimiine karsinogenez denir (Ozdogan,
2021).

R

% Karsinogenez ve Asamalari

Dokularda birden fazla sekilde hiicre bulunur. Bundan dolay1 bir dokudan birden
fazla sekilde kanser meydana gelebilir. Her bir hiicreden meydana gelen timér dokusu
da kendi ic¢inde farkliliklar gosterebilir. Karsinogenezin molekiler temelini, kanser
olusum mekanizmalar1 olarak adlandirilan;

*Proto-onkogenlerin aktivasyonu

*Tiimor baskilayici genlerin inaktivasyonu olusturur.

1. Inisiyasyon: Karsinogenezin ilk asamasidir. Bir hiicrede mutasyon
olugmasiyla rastlantisal olarak meydana gelir ve bu etkilesim zamani

birkag yil siirebilir.

2. Promosyon: Karsinogenezin ikinci asamasidir. Hiicreler kendine has
Ozellik kazanir ve biiyiimeye baslar. Epigenetik olarak degismeler olusur.
Hiicreler, kii¢iik hiicre guruplar1 meydana getirerek biiylimeye devam

eder.

3. Progresyon: Genetik mutasyonlarin olusum siireci hizlanir. Bu evrede
hiicre kendi 6zgiirliigiini kazanmistir ve diger hiicrelerden bagimsiz
hareket etmeye baslar. Bu evrede meydana gelen degisiklikler geri

dondurilemezdir.

4. Invazyon ve Metastaz: Tiimériin viicudun diger dokularma yayilim
gOstermesine invazyon denir. Hiicre etrafindaki dokularla iletisimini
kaybeder ve bireysel hareket ederek dokulara yayilim gergeklestirir
(Berk, 2014).



. Hiicre intihan (Apoptoz)

Hiicre hasan—
onanlamaz

Sekil 2.5. Normal hticre bolinmesi

®.
® @

® ®®_
®D B B

ik ikinci Dérdinci
mutasyon mutasyon ya da
sonraki mutasyon

Kontrolsiiz biiyime (kanser hiicresi)

Sekil 2.6. Kanserli hiicre bélinmesi

2.2.3. Kanser Tedavi Yontemleri

Kanserin tedavi edilebilmesi igin 6nce tani konulmasi gerekir. Kanserin
hastada bulundugu kanitlandiktan sonra hastaligin evresi ve durumuna gore tedavi yontemi
belirlenir. Kanserin bir¢ok tedavi yontemi vardir ve bu tedavi yontemleri hastaya ve

hastaligin durumuna baghdir.

Tedavi yontemleri: Cerrahi, Radyoterapi, Immiinoterapi, Hormon tedavisi ve
Kemoterapi olarak sayilabilmektedir (Mondal, 2016).



Cerrahi Tedavi YOntemi: Metastazin gergeklesmedigi durumlarda
kanserli doku viicuttan ¢ikarilir. Dokularin zarar gorebilecegi durumlarda
ise kanserli dokunun bir kism1 alinip kii¢iiltme yapilabilir. Bu yonteme
cerrahi tedavi yontemi denir. Bu yontem tek basina oldugu gibi
kemoterapi ve radyoterapi tedavileri ile de birlikte kullanilabilir
(Mohammadi, 2016).

Radyoterapi Yontemi: Radyasyon kelime anlamiyla elektromanyetik
enerji seklidir. Radyoterapi yontemi ise kanserli dokular1 iyonizan 1sinlar

ile 6ldiirmeye dayali bir yontemdir (Kurtman, 2017).

Immiinoterapi Yontemi: immiinite, viicudun kendini korumak adma
viicuda giren yabanci maddelere karsi  savasmasi  olarak
tanimlanabilmektedir. Immiinoterapi ise, kanserli hiicrelerin zarar verdigi
immiin sistemin gii¢lendirilmesi esasina dayanmaktadir (Kisla ve ark.,

2018).

Hormon Tedavisi Yéntemi: Kanser hiicreleri biiyiimek i¢in hormonlari
kullanabilirler.  Kanserli hicrelerin  byimesini  durdurmak ve
yavaglatmak i¢in kullanilan tedaviye hormon tedavisi denilmektedir.
Radyoterapi ile birlikte kullanildiginda kanserli hiicreler {izerinde daha

fazla etki gosterdigi saptanmistir (Haliloglu, 2004).

Kemoterapi: Kanser hiicrelerinin kimyasal maddeler ile dldirtlmesine
kemoterapi denir. Kemoterapinin amaci; hastanin normal hiicrelerine
zarar vermeden tumori tamamen yok etmek, viicuda yayilimini
durdurmak, sebep oldugu etkileri ortadan kaldirmaktir. Bunlar tiimoriin

durumuna ve uygulanan kisinin verdigi yanita gore degigmektedir
(Berk,2014).
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Kemoterapide temel hedef; malign hiicreleri ortadan kaldirmak, onkogen
sinyal yolaklarini inaktive etmek, tiimor baskilayic1 genleri harekete gecirmek ve
bagisiklig1 giiclendirmektir. Bundan dolay1 kemoterapi de sitotoksik, sitostatik ilaglar
kullanilir. Sitotoksik ajanlar, kanser hiicresinin ¢ekirdegine zarar verir ve hicreyi
oldurdrler. Sitostatik ajanlar, bolinmekte olan hicrenin boltinmesini durdurur ve
yaptiklart etki hiicrenin hangi boliinme fazinda olduguna gore degisir. Bu ilaglar kan
dolasim1 sayesinde viicuttaki tiim kanser hiicrelerine ulasabilirler. Boliinme evresinde

olan kanser hiicresi sitotoksik, sitostatik ilaglardan daha fazla etkilenir (Alam, 2018).

Kanserin tedavisinde genel olarak kullanilan yontemlerin temeli hiicrenin 61Um
mekanizmasini tetiklemektir. Apoptoz kanserli hicrede tetiklenmek istenen 6lim
mekanizmalarindan birisidir, ayn1 zamanda kanserli hiicrenin de apoptozdan kagmak,
temel Ozelliklerinden biridir. Hem hiicre 6liim mekanizmasini tetiklemek hem de daha
giiclii bir bagisiklik yanit1 olusturabilmek kanser tedavisinin hedeflerini olusturmaktadir

(Ozdogan, 2021).

Bu tez ¢alismasinda da kansere alternatif tedaviler arastirmak amaciyla; bir
heterosiklik bilesik olan siilfonamido benzoksazol tiirevi bilesikler kullanilmistir.
Kullanilan bilesiklerin saglikli hiicrelere zarar vermeden kanserli hicreyi yok etme

potansiyeli arastirilmistir.
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2.3. HETEROSIKLIK BILESIKLER

Organik bilesikler yapisal olarak birbirlerinden ¢ok farkhidir. Bu fark:
olusturan yapilardan biri de halka yapisidir. Halka i¢indeki atomlardan en az biri hetero
atomlardan yani Oksijen, Kukdrt, Azot atomlarindan olusursa bu bilesiklere heterosiklik
bilesikler denir (Akbay ve ark., 2003).

\ /7 L/ L

Sekil 2.7. Birden fazla halka bulunduran heterosiklik bilesikler

Dogada bulunan organik bilesiklerin neredeyse yarisinin heterosiklik yapida
oldugu bilinmektedir. Dogada yaygin bulunmasi, genis bir uygulama alanma sahip olmasi,
kararli yapiya sahip olmasi heterosiklik bilesiklerin onemini artrmaktadir (Hiir, 2004).
Ucgen, dortgen halkalarda aradaki acida gerginlik oldugu igin iiglii, dortlii yapilar gok
kararl degildir. Besgen, altigen olusturan yapilar daha kararlidir Benzoksazol halkasi da
besgen Ve altigen yapilardan olusan kararli bir yapiya sahiptir. Bu durum benzoksazol
tiirevlerinin incelenmesinin dnemini artirmistir. Altigen halkada bir ya da daha fazla hetero
atom bulunabilir fakat kiikiirtiin (S) bulundugu altigen halka genellikle kararsizdir. Oksijen
(O) ve azot (N) igeren halkalar ise nispeten daha kararhdirlar. Altili halkalardan olusan ve
biyolojik aktivite i¢in ¢ok dnemli olan piirin ve pirimidin de heterosiklik bilesiklerdendir.
Yasamin kaynagini olusturan niikleik asitler de piirin ve pirimidin tiirevlerindendir (Arisoy
ve ark., 2012).

Heterosiklik bilesikler yapisi itibariyla kanser terapilerinde kullanilmak i¢in
gelistirilen yeni ilaglarin 6n maddeleri olarak farmasotik kimyada, canli yapisinda da
bulunduklart i¢in biyolojik proseslerde siklikla kullanilmaktadir (Arisoy ve Temiz- Arpact,
2016). 1958 yilinda Clayton benzoksazol halkasi ve kimyasal reaksiyonlarda etkisi lizerine
bir ¢caligma yapmistir. Bu ¢alismanin sonucunda benzoksazoliin bir kanser hastasi iizerinde
timori yok edici etki gosterdigini kanitlamistir. Clayton un kesfiyle baslayan benzoksazol

turevlerinin incelenmesi 6nemini koruyarak devam etmektedir. (Erdogan, 2020).
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2.4. SULFONAMIDO BENZOKSAZOL TUREVI BILESIKLER

2.4.1. Benzoksazol Halkasinin Onemi

Benzoksazol; benzen ile birlikte bir oksazol halka yapisma sahip, molekiiler

formiilii C7HsNO olan aromatik bir organik bilesiktir (Satyendra ve ark., 2011).

Benzen Oksazol

Sekil 2.8. Benzoksazol halka yapis1

Benzotiyazol, benzoksazol ve benzimidazol gibi halka sistemleri genel olarak
benzazoller olarak tanimlanir. Bu benzazoller grubunda yer alan 1,3-benzoksazol yapisinin
farmakolojik etkilerinin kesfedilmesiyle benzoksazol tiirevleri daha c¢ok arastirilmaya
baslanmistir (Kuzu, 2021). Bircok benzoksazol tirevi ticari olarak énemlidir. Genellikle
biyoaktif yapilarin sentezi i¢in bir baslangic malzemesi olarak kullanim bulurlar. 25 °C ‘de
basit benzoksazoller sivi halde bulunurken, bircok benzoksazol tiirevi kristallesmis kati

halde bulunur. Termal kararliliklar1 1yi diizeydedir (Osmaniye, 2017).

Benzoksazol halka yapisi, niikleik asitlerde bulunan heterosiklik adenin ve
guanin bazlarinin yapisal olarak benzeridir. Bundan dolay1 bu halka sistemine sahip olan
trevlerin nikleik asit sentezini inhibe ederek antikanser aktivitelerini gosterebilecekleri
diisiiniilmektedir. Bu yaklasim benzoksazol tiirevlerine olan ilgiyi daha da artrmaktadir

(Ertan-Bolelli, 2012).

Benzoksazol halka sistemi iizerinden yapilan arastirmalar, 2. ve 5. halka
konumlarindan elde edilmis tiirevlerdir. Yapilan aragtirmalar gostermektedir ki heterosiklik
cekirdek bulunduran yapilar etkili antitimoral 0zellikler gésterebilmektedir. Benzoksazol ve
tirevleri niikleik asitlerin yapismnda bulunan heterosiklik bazlarla biyolojik olarak ortak

ozelliklere sahip olduklar1 i¢in, bu ortak noktanin antikanser ¢oziimlere giden yolda ¢ok
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onemli bir adim oldugu bilinmektedir (Erol ve ark., 2021). Benzoksazol halka yapisi;
antimikrobiyal, antiviral, antiparkinson, antienflamatuar, antikanser gibi kemoterapotik
etkiler agisindan 6nemli bir halka sistemidir (Ertan-Bolelli, 2012).

2.4.2. Benzoksazol Yapisi, Tiirevleri, Farkh Aktiviteleri

Benzoksazoliin heterosiklik yapisi biyolojik ¢calismalarin, antikanser aktivitelerin
arastrma konusu olmustur. Benzoksazol tiirevlerine kemoterapotik maddeler de
denilmektedir. Kemoterap6tik madde; bir organizmada bulunan mikroorganizmalara karsi
tehdit olustururken organizmanin kendisine zarar vermeyen maddedir. Benzoksazol
tiirevlerinin kemoterapdtik aktivite gostermesi hiicreye giren, hiicrenin yapismni bozan
ajanlarin, hiicre i¢ine yerlesmesine ve orada gelismesine engel olmasi anlamina gelmektedir.
Benzoksazol tiirevleri bunu gergeklestirirken, istenmeyen mikroorganizmay1 6ldiiriir ve

hiicrenin ihtiyaci olan mikroorganizmaya zarar vermez (Yoneyama ve ark., 2006).

Yapisinda benzoksazol halkas1 tagiyan Kalsimisin, Gram pozitif bakterilere kars1
etkili bulunmustur. Baska bir kalsimisin analogu; 11-demetilsezomisin yapisindaki
frankamid, patojenik funguslara kars1 son derece dldirtcudur (Bolelli, 2012). 1993 yilinda
Actinomycetes 517-02 susundan elde edilen, benzoksazol ¢ekirdegi bulunduran UK-1 isimli
bilesigin giiclii antitiimoral etki gosterdigi gozlenmistir. Gelistirilen ¢alismalar sonucunda
2008 yilinda faz 1 klinik ¢alismalart WX-UK1’in kapesitabin ile kullanimmin test edildigi
¢aligmalar sonucunda tamamlanmis ve ilag, 25 hastadan 23’linde basar1 gostermistir. Faz-3
caligmalar1 tamamlanmis antiparkinson etkisi bulunduran Pardoprunoks (SLV-308), santral
etkisi bulunduran kas gevsetici Klorzoksazon da yapilarinda benzoksazol halkasi

bulundurmaktadir (Osmaniye, 2017).
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Klorzoksazon

Sekil 2.9. Cesitli biyolojik aktivite gdsteren benzoksazol tiirevleri

Yapilan arastirmalara gore benzazol tiirevlerinin birbirlerinin izosteri oldugu
tespit edilmistir. Benzoksazol halkasi bulunduran UK-1 gibi benzimidazol halkasi
bulunduran Bendamustin’in de antikanser etki gosterdigi saptanmistir. Dolayisiyla benzazol
tirevlerinin izoster olma durumundan yararlanarak antikanser etki gosteren bir¢ok bilesik

sentezlenmistir (Bagchi, 2007).

1999 yilinda benzotiyazol-benzoksazol-benzimidazol tirevlerinin sentezlendigi
bir ¢aligmada; 2-(2-(1-(piridin-2-il)etiliden)hidrazinil)benzo[d]oksazol bilesiginin antikanser
etki gosterdigi ve THP-1 hiicrelerindeki 1C50=1,50 uM oldugu tespit edilmistir (Hall ve ark.,
1999). Benzoksazol tiirevleri kimyasal olarak gergeklesen bir reaksiyonda oldukca islevsel
davranirlar. Bu esnek ve islevli yapilar1 sayesinde reaksiyona giren diger bilesikler
kendilerine 6zgii olarak degisim gegirebilirler. Bu reaksiyonda taninan esneklik, kimyasal
olarak oldukga 6nemlidir. Boylelikle benzoksazol bu durumdan 6turt kemoterap6tik birgok

arastirma ve ¢oziim bulma yolunda oldukca fazla olarak kullanilmaktadir (Kuzu, 2021).
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2002 yilinda Metil 2-(2-hidroksifenil)-benzoksazol-4-karboksilat bilesiginin
sentezlendigi ¢alismada bilesigin 1Cso degeri 0,88-9 puM araliginda bulunmus ve kanser

hiicreleri iizerinde etkili oldugu goriilmiistiir (Kumar ve ark., 2002).

2006 yilinda benzimidazol, benzoksazol ve benzotiyazol bulunduran tiirevler
sentezlenmistir. ~ Metil  2-(2-hidroksifenil)benzo[d]oksazol-7-karboksilat  bilesiginin
cocuklarda en sik goriilen yumusak doku tiimorii tizerinde (rabdomyosarkom) etkili oldugu
bildirilmistir (Huang ve ark., 2006).

2008 yilinda yapilan bir calismada sentezlenen benzoksazol tiirevleri sonucunda

MCF7 ile MDA468 hiicrelerine kars1 antikanser etki tespit edilmistir (Aiello ve ark., 2008).

2011 yilinda HeLa, MCF7, A549, SW-480 hiicre tipleriyle yapilan antikanser
caligmalarda, 2-Substitie-1, 3-benzoksazol ve 3-[(3-Sibstitlie) propil]-1,3-benzoksazol-
2(3H)-on tiirevleri sentezlenmis ve 2-(4-Benzilpiperazin-1-il)-1,3-benzoksazol bilesiginin

HelLa hiicre hattinda etkili oldugu gézlemlenmistir (Murty ve ark., 2011).

2012 yilinda benzoksazol tiirevlerinin antikanser etkilerinin incelendigi
calisgmada; 2-Metoksi-N-(2-(2-(4-(4-metilpiperazin-1-il)fenilamino)-2oksoetiltiyo)benzo[d]
oksazol-6-il)-benzamid bilesiginin antikanser etki gdsterdigi saptanmistir (Xiang ve ark.,
2012).

2013 yilinda benzoksazol, benzimidazol, imidazol ve tetrazol tiirevlerinin
sentezlendigi bir ¢alismada; N-bis(2-(Benzo[d]oksazol-2-il)etil-6-fenil-1,3,5-triazin-2,4-
diamin bilesiginin MCF7 hiicreleri iizerinde antikanser aktivite gosterdigi goriilmiistiir

(Arulmurugan ve ark., 2013).

2014 yilinda benzoksazol ve imidazol tiirevlerinin kullanildig1 bir ¢aligmada
benzoksazol tirevlerinin, imidazol tirevlerine gore antikanser aktivite gostermede daha

basarili oldugu gozlemlenmistir ( EI-Hady ve ark., 2014).
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2016 yilinda HL-60 hiicre tipi iizerinde benzoksazol tiirevlerini incelemek adina
2-(p-Substitliebenzil/fenil)-5-(nitrofenilsiilfonamido) ~ benzoksazol  tiirevi  bilesikler
sentezlenmis ve Etoposid kullanilmistir ve N-(2-(4-klorobenzil)benzo[d]oksazol-5-il)-4-
nitrobenzensiilfonamid bilesiginin antikanser aktivite {izerinde Etoposid ’den daha etkili

oldugu saptanmustir (Oksuzoglu ve ark., 2016).

2017 yilinda A549 hiicre tipi tizerindeki etkinin arastirildigi ¢alismada,
benzoksazol-benzotiyazol ve pirazol bilesikleri sentezlenmis ve 4-[(4-Benzoksazol-
ilfenil)hidrazono]-5-[(4-nitrobenzilidin)amino]-2,4-dihidropirazol-3-on bilesigi antikanser
aktivite olarak A549 iizerinde etkili bulunmustur (Belal ve ark., 2017).

2.4.3. Benzoksazol Tiirevi Bilesiklerin Biyolojik Aktivitesi

Antibakteriyel etki: Benzoksazol tiirevi bilesikler organizmada bulunan
bakterinin Uremesine, organizmaya yerlesmesine ve orada gelismesine engel olurlar (Oren
ve Yalcgin, 2002). Bunu da DNA ve mRNA sentezine engel olusturarak yaparlar. Yine
memelilerde biyolojik sentezde kullanilan GIcN-6-P sentaz enzimi mikroorganizmada
yarattig1 ani 6liimlerle bilinir. Bu ani 6limler yani kisa siireli inhibisyon 6zelliginden dolay1;
benzoksazol tiirevi bilesikler GIcN-6-P sentaz inhibitorii olarak kullanilir. Yani bu enzimin

gosterdigi davranis da bir tiir antibakteriyel etkidir.

Bir diger antibakteriyel etkinin ise yapilan arastirmalara gore hyaliironik asit
oldugu tespit edilmistir. Hyaliironik asit; hiicrenin yenilenmesine, gelismesine, hiicreler arasi
iletisime katkida bulunur. Hiicrenin boliinmesi hyaliironik asit agisindan baktigimizda
olumludur c¢iinkii doku yenilenir. Fakat ayni1 olay kanserli hiicrede de ger¢eklesir ve bu da
olumsuz bir durumdur. Hyaliironik asit ile kanserin arasinda bdyle bir dogru orant1 vardir.
Hyaluron bir dokuda ne kadar aktifse orada kanser olma ihtimali ve kanserin ne derecede
oldugu tespit edilebilir. Hyaluron enziminin inhibitdrleri antibakteriyel etki gosterir (Braun
ve ark.,2011).
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Antiviral Etki: Benzoksazol tiirevlerinin antiviral etkisi 1948 yilindan beri
aragtirtlmaktadir. Fakat antimikrobiyal etkiye gore siibstitiie oraninin daha diisiik oldugu
gbzlemlenmistir. Son yapilan arastirmaya gore benzoksazol tirevlerinin HIV (insan
Bagisiklik Yetmezligi Viriisii) karsi da inhibitor etki gosterdigi goriilmektedir (Aki ve ark.,
2018).

Antihelmintik Etki: Helmintler, 6karyotik parazitlerdir. Konaga yerlesir ve
oradan beslenirler, konagin dogal dengesini ve yasam kalitesini kotii yonde etkilerler.
Antihelmintik etki bu parazitleri 6ldiirmeye, kismen felg etmeye yonelik bir etkidir. Kisaca
bunlara bagirsak solucanlar1 da diyebiliriz. Yapilan arastirmalara gore benzoksazol
tiirevlerinin bagirsaktaki bu helmintlerin, bagirsakta olusturduklari emilim sistemine etki
ederek engel olduklar1 ve helmintlerin kismi felcine sebep olduklar1 goriilmiistiir (Satyendra

ve ark., 2011).

Antineoplastik Etki: Kemoterapi uygulanan hastada gorilmek istenen sonug
kanserli hiicrelerin 6lmesi, saglikli hiicrelerin ise zarar gérmemesidir. Antineoplastik etki
bunu anlatir. Bu etki kemoterapide oldugu gibi saglikli hiicreleri 6ldiirmez fakat bulanti,
kusma, sa¢ dokulmesi gibi yan etkilere sebep olur. Boyle zamanlarda hiicrede protein kinaz
ad1 verilen protein devreye girer ve kanserli hiicrenin yayilimia, verdigi zarara destek olur.
Yapilan arastirmalarda goriilmiistiir ki; benzoksazol tiirevi bilesikler kanserli bir hiicrede
protein kinazi engelleyen, durdurmaya galisan etki gostermistir (Berta ve ark., 2005). DNA
da bulunan topoizomeraz enzimi {izerine yapilan ¢alismalarda benzoksazol tiirevi

bilesiklerin topoizomeraz inhibitorii oldugu tespit edilmistir (Pinar-Yurdakul ve ark., 2004).

Antifungal Etki: 1958 yilindan beri benzoksazol halkasinin antibakteriyel,
antikanser etkilerinin yani swra antifungal etkileri de incelenmis ve antifungal aktivite de
gosterdikleri saptanmistir. 2007 yilinda tiyadiazoilbenzoksazol tiirevi bilesiklerle yapilan
caligmada Aspergillus niger ve Penicillium worthmanni’ye karsi antifungal aktivite tespit
edilmistir (Hegde, 2007). 2011 yilinda yapilan bir ¢aligmada ise, 1,3-benzoksazol-4-
karbonitril tiirevi bilesiklerin Candida sp. uUzerindeki antifungal etkileri gozlemlenmis ve

oldukga etkili aktivite gosterdigi saptanmistir (Kuroyanagi ve ark.,2011).
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Antitumor Etki: Ilk olarak 1958 yilinda siganlarla yapilan ¢alismalar sonucunda
benzoksazol tiirevlerinin antitlimor etkisini diisiik de olsa gdsterdigi goriilmiistiir (Clayton,
1958). 1981 yilinda yapilan c¢aligmada ise benzoksazol tirevi 2-(2-(benzodioksan-5-
il)sitiril)’ in giicli antitiimor etki gosterdigi saptanmistir (Bahner ve ark., 1981). Bununla
birlikte benzoksazol tiirevleriyle olan ¢alismalar daha ¢ok ilgi gormeye baglamistir (Ertan-

Bolelli, 2012).

2.4.4. Stlfonamido Benzoksazol

Silfonamidler, antikanser, antibakteriyel, antifungal, antiglokom gibi oldukca
genis aktiviteye sahip olan, karbonik anhidraz (CA) inhibitérleri olarak kullanilan
bilesiklerdir (Supuran, 2008; Kazancioglu ve ark., 2012). Oldukca eski zamanlardan beri
tipta kullanilan, 6zellikle bakteriyel hastaliklarin tedavisinde etkin olan kemoterap6tiklerdir.
Asetazolamid, nimesulide, sulfapiridin ve siilfadiazin piyasada en ¢ok kullanilan siilfonamid
tirevi ilaglardir (Akin-Kazancioglu ve Senturk, 2020). Silfametoksazol, silfasetamid,
stilfadoksin gibi siilfonamid tiirevi antibiyotikler giincel olarak halen kullanilmaktadir.
Siilfonamid tlirevlerinin 6nemli derecede antitiimdr aktiviteye sahip oldugu yapilan

arastirmalarca kanitlanmistir (Akin-Kazancioglu, 2021).

Yapilan bir arastirmada siilfonamid yapis1 bulunduran bazi 2-aminobenzoksazol
tirevlerinin HIV proteaz enzimi Uzerinde olduk¢a 6nemli aktivite gosterdigi saptanmustir.
Arastirmada HIV-1 ile enfekte olmus ve bir takim ilaglar kullanilarak tedavi edilememis
olan hastalarin siilfonamid yapis1 bulunduran benzoksazol tiirevleri kullanildiginda tedaviye

yanit verdigi goriilmiistiir (Ertan-Bolelli, 2012).

Stlfonamid tirevi antibiyotikler PABA analoglaridir ve dihidropteroat sentetaz
enzimi tizerinden aktivite gosterirler. Antibiyotige artan direng nedeniyle hem dihidropteroat
sentetaz enzimi Uzerinden hem de daha Once kullanilmamig enzimler iizerinden yeni
antibiyotikler gelistirmek igin ¢aligilmaktadir. Bu enzimlerden bir tanesi de enoil-agil
tastyic1 protein (ACP) rediiktaz enzimidir. Yapilan arastirmalarda siilfonamid grubu tasiyan

molekiillerin ACP inhibitdr 6zelliklerinin oldugu saptanmustir (Kratky ve ark.,2012).
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Bu bilgiler 1s1ginda yiiksek lisans tez g¢alismamizda benzoksazol halka
sisteminin 5.konumundan siilfonamid gruplart ile siibstitiisyonunun antikanser etkiyi arttiric
sekilde rol oynayacagi hipotezi ile 2. konumunda degisik 6zelliklere sahip atom veya atom
gruplari ile siibstitiie edilmis sulfonamido benzoksazol tiirevi bilesikler tasarlanmistir. Tez
calismast kapsaminda, tasarlanan bu bilesikler literatiirde yalnizca antimikrobiyal etkileri
acisindan degerlendirilmis olup antikanser etkileri incelenmemistir. Bu ylksek lisans tezinde
11 adet siilfonamido benzoksazol tiirevi bilesigin memeli hiicre kilturleri tizerinde ve in vitro

antikanser aktiviteleri degerlendirilmistir.

-
> 1
(0]
f>7x R
N R 5
Siilfonamido Benzoksazol
Bilesikler
Kod X R
TN1 - H
TN2 - Cl
TN3 - F
N4 - Br
TNS - C:Hs
TNG - CH;
TNI1O CH- H
T™N11 CH- Cl1
T™N12 CH- F
TN13 CH: Br
TN14 CH: CH:

Sekil 2.10. Test edilen stlfonamido benzoksazol tirevleri
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2.5. YAPI-AKTIVITE ILISKILERI

2.5.1.Molekiiler Modelleme Teknikleri

Gunlimuzde ilag tasarimiyla ilgili ¢alismalarm odak noktasi olarak
antimikrobiyal ajanlar ile antikanser ajanlar gorilmektedir. Bunun en biyuk nedenleri
terapide kullanilan, yiiksek etkili olarak goriilen ve umut vadeden ilaglara karsi zamanla
organizmalarin gelistirmis oldugu diren¢ mekanizmalar1 ile toksik yan etkileri
gosterilmektedir. Bu nedenle literatiire bakildiginda her gecen giin yeni bilesiklerin ilag
on maddesi olarak tasarlandigi ve biyolojik etkileri acisindan degerlendirildigi
gOrulmektedir. Bir molekiilin fiziksel ve kimyasal ozellikleri arasinda bulunan
baglantiy, bu molekiiliin kimyasal ve (¢ boyutlu (3D) yapisini ortaya ¢ikarmak
molekiler modellemenin hedefidir. ilag gelistirmek igin kullanilan giincel strateji; in
silico modelleme yoluyla yeni bilesik kiitiiphaneleri olusturulmasi ile terapiye yonelik
yeni hedeflerin bulunmasi yoniindedir. Hastaliklarin molekiiler temellerini aydinlatmak
icin yapilan calismalar ilerleyen teknolojinin de yardimiyla arastirmacilara yeni

biyolojik hedefler sunmaktadir (Ertan-Bolelli, 2012).

[lag tasarimi yapilirken hedefe en dogru sekilde uyacak ve biyolojik sistemlerde
kolay tolere edilebilecek bilesiklerin se¢ilmesi ¢ok Onemlidir. Bu nedenle
arastirmalarda, secilen aday bilesiklerin biyolojik etkilerinin iyi degerlendirilmesi
gerekmektedir. Ila¢ tasarimi hedef yapisina dayali tasarim ve ligand yapisina dayali
tasarim olmak lizere ikiye ayrilmaktadir. Hedef yapisina dayali tasarimda etkisi yiksek
olabilecek molekiiller bilinen reseptdrden yararlanilarak tasarlanir. Ligand yapisina
dayali tasarimda ise, reseptdr yapisinin yorumlanmasi i¢in etkisi yiiksek olan

molekiillerden faydalanilir (Young, 2009).
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Sekil 2.11. Rasyonel ilag etken madde tasarim yontemleri

2.5.2. Hedef Bazh Tasarim

1. Docking Yontemi: Molekiler docking, bilgisayar destekli ilag
tasariminda en 6nemli araglardan biridir. Molekdler docking yonteminin
amaci, ilaclarin, enzimlerin, niikleik asit ve reseptor proteinlerinin
birbirleriyle baglanma modlarmi tahmin etmektir. Yapilan docking
calismalar1 ligand verilerini skorlama yaparak sayisal verilere doniistiiriir

(Morris ve LimWilby, 2008).

Docking, efektoriin uygun konformasyonuyla hedef arasinda anahtar-Kkilit
iliskisi kurar. Efektorler c¢ozlclnun icinde farkli konformasyonlarda
bulunurlar. Baz1 docking c¢alismalarinda efektér ve hedefin tek bir
konformasyonu  kullanilmaktadir. Fakat bu yontem daha az

uygulanmaktadir (Barlas, 2019).

- CDocker Ydntemi: CDocker yonteminde protein sabit, ligandlar
hareketlidir. Molekiiler dinamik altyapili bir algoritmadan olusur ve
docking yonteminde siklikla kullanilir. CDocker yonteminde gl
alan1 olarak CHARMM (Chemistry at HARvard Macromolecular
Mechanics) kullanilir. CHARMm gii¢ alani parametrelerin en iyi
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sekilde analiz edilmesi i¢in kullanilir. 41 adet protein-ligand
parametresiyle yapilan bir calismada %66-76 oraninda basari elde

edilmis, CDocker yonteminin basarisi kanitlanmistir (Wu ve ark.,

2003).

2.5.3. Efektor Bazh Tasarim

1. Farmakofor Analizi: Farmakofor, biyolojik aktiviteler igin kullanilan
parametrelerin uzaysal olarak diizenlenmesi olarak tanimlanmaktadir.
Reseptoriin yapist bilenemediginde hedef yapilarin karakterizasyonlari
biyolojik olarak belirlenir ve reseptoriin yapisi haritalanabilir. (Ertan-

Bolelli, 2012).

Farmakofor modeli, bir dizi aday bilesik icinden hedefe yonelik
olusturulan, hedef i¢in en uygun olan diizenlenmeyi ifade eder. Bilesikler
molekiiler diizene uygunluklar1 agisindan kontrol edilir. Hedefe yonelik,
uygun olan lider bilesigin 6nce en diisiik enerjili yapis1 analiz edilir,
sonra diger bilesiklerin lider bilesik ile ¢akisabilen parametreleri tespit
edilerek ¢akistrrma yapilir. Boylelikle farmakofor analizi, yapi-etki
iliskilerini incelemek ve yeni ilag adaylarmi tasarlamak i¢in bir kilavuz

olusturmus olur (Foto, 2016).

- HipHop Ydéntemi: HipHop metodu, 6zel olarak biyolojik aktiviteleri
bilinen ya da bilinmeyen bir dizi molekilin ortak o6zelliklerini
belirleyen farmakofor modelleri olusturur. Bu modeller hedef olarak
tespit edilen bolgelere baglanmak igin yeterli olan fonksiyonlardan
olusmaktadr. Ideal bir HipHop ¢ahsmasi 2-32 molekilden
olusmalidir. Sonucta da yeni bilesik adaylar1 bulabilmek icin
kullanilanabilecek {i¢ boyutlu farmakofor hipotezi olusturulur (Aki-
Yal¢mn ve ark., 2018).
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HypoGen Yontemi: HypoGen yodnteminde farmakofor modelleri,
bilesiklerin molekiiler yapilar1 ile biyolojik aktiviteleri arasindaki
iliski tanimlanarak olusturulur. Olusturulan farmakofor modeli
sayesinde ilag adayi gOsterilebilecek lider bilesiklerin biyolojik
aktivite parametreleri ongorulebilir. Biyolojik  aktivite
parametrelerinden edinilen bilgiye gore bilesikler inaktiften aktife
dogru olacak sekilde swralanir. AKtif molekiller ortak 6zellikler
barindirirken, inaktif molekiiller ortak ozellikler barmdirmaz. Bu
sekilde HypoGen yontemiyle bir algoritma olusturulmus olur (Foto,
2016).

QSAR-SAR Yontemi: Efektor bazli yaklasimlarda elde edilen
biyolojik  aktivite  verileri  ile  bilesiklerin  yapilarinin
degerlendirilmesinde Yapi-Aktivite Iliskisi (SAR), Kalitatif Yap1
Aktivite Iliskisi (QSAR) gibi yontemler kullanilabilir. SAR, bir grup
bilesigin yapisinda bulunan 6zelliklerin biyolojik aktiviteye etkisinin
nitel olarak degerlendirilmesidir. Bilesikte degistirilen herhangi bir
grubun aktivitede meydana getirdigi etki dikkate almir. QSAR ise
bilesiklerin biyolojik aktiviteleri ile kimyasal ve geometrik dzellikleri
arasindaki matematiksel iliskileri ifade eder. Belirlenen bu nicel

veriler yeni bilesiklerin sentezi i¢in bir kilavuz olusturur (Zilifdar-

Foto, 2016).
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2.6. HUCRE KULTURU

2.6.1. Hicre Kultird Yontemi Nedir?

Canli bir dokudan veya organdan bir takim yontemlerle ayrigtirilmis, in
vitro ortamda yasatilmaya ve tiretilmeye ¢alisilan hiicre topluluguna hiicre kiiltiirti denir.
Bu amagla ¢esitli canlilardan alinan organlar hiicrelerine ayristirilarak laboratuvar
ortaminda vitaminler, tuzlar gibi cesitli besleyici maddelerle muamele edilerek siselere
konulurlar. Olusturulan hiicre siispansiyonu 36°C’de bekletildiginde hicreler tremeye
basglar (Cigek ve Bilgig, 2006).

Hucre kilturl yontemi ilk olarak 1907 yilinda Harrison’un laboratuvarinda
kurbaga embriyolarmi iiretmesiyle baslamustir. Insanda hiicre kiiltiirii ilk kez 1951
yilinda HenriettaLack isimli hastadan alman kanserli dokularm laboratuvarda
kiiltliriiniin yapilmasiyla gerceklesmistir. Hasta kanserden kaybedilmistir fakat 6liimsiiz
hiicrelerinin kiiltiirii HeLa adiyla giiniimiizde halen insan kanser hiicre hatt1 olarak

kullanilmaktadir (Masters, 2002)

2.6.2. Hiicre Kiiltiirii Cesitleri

1. Primer Kdlturler: Direkt olarak dokunun kendisinden elde edilen hiicre
kalturleridir. Primer kiltirler meydana gelen dokunun o6zelliklerini
tasirlar. Primer kiltiirde, dokular petri kabma ekildikten sonra tek bir
hiicre popiilasyonu olusturacak sekilde silispanse edilebilir Buradaki
hicreler kendi 6zelliklerini korurlar ve yasam siireleri kisadir (Freshney,
2006).

2. Sekonder Kultirler: Mediumda yeterli besin kalmadiginda ya da
hiicrelerin ¢ogalma alan1 yeterli gelmediginde primer Kkiiltiirde elde
edilen hiicreler yeni bir mediuma aktarilir. Boylelikle hem sekonder
kultir elde edilmis hem de pasajlama yapilmig olunur. Bu hiicrelerin 50

kez pasajlar1 yapilabilir (Cicek ve Bilgig, 2006).



25

3. Devamh Kiiltiirler: Genellikle malign tumoér hiicrelerinden elde edilen
kiiltiirlerdir. Malign olduklar1 igin hizli iirerler, degisime ugrarlar, kolay
klonlanirlar ve sonsuz pasajlanabilirler. En iyi stoklama i¢in siv1 nitrojen
kullanilir. —80°C’de hiicreler 6 ay-1 yil canliliklarini koruyabilirler
(Cigek ve Bilgig, 2006).

4. Suspansiyon Kaualtarler: Kemik iligi, dalak, kan ve bazi tiimor
hiicrelerinden yapilir. Bu hiicreler yapismaz havada asili kalir ve bu
sekilde biiyiirler. Hiicrelerin sivi i¢indeki davraniglar1 kokenleriyle ilgi
bilgi verir. Cok sayida hiicre ayni anda biiyiitiilebildigi ve kiiltiirden
kolaylikla toplanabildigi i¢in avantajlidir (Yabushita ve ark., 2004).

5. Tek Tabaka (Monolayer) Kilturler: Genellikle epitelyal, endotelyal,
ndronal hucreler ile fibroblastlardan olusur. Buradaki hiicreler tutunma
ihtiyaci hissederler ve yapisirlar. Bu durum mikroskop, hibridizasyon,
fonksiyonel testlerde ve lamel yilizeyine hiicrenin yayilmasinda kolaylik

sagladigindan dolay1 bir avantajdir (Yang ve ark., 2015).

2.6.3. TUumor Hicre Kultird Modelleri

Gilintimiizde gelistirilen ilaglarda ve kanser arastirmalarinda hem kolaylik
hem diisiik maliyet agisindan tiimdr hiicre kiiltliir modellerinin 6nemli bir yeri vardir.
Kanser karmasik ve yayilim gosteren bir hastalik oldugu i¢in bu modeller kanser
tedavisinin gelisim durumuna, tiimoriin biiyiime durumuna ve metastazinin molekiiler

mekanizmasinin anlagilmasina olanak saglar (Moriah ve ark., 2016).

1. Transvel-Tabanh Model: Kanser hiicresinin bir yerden bagka bir yere
yayillim (metastaz) gdstermesine hiicre gocii denir. Bu model hiicrenin
goc ve yayillim durumunu belirlemede kullanilir. Migrasyon (gocg)
analizi, invazyon analizi ve transendotelyal go¢ analizi olmak (zere (¢

varyasyonda kullanilir (Marshall, 2011).
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2. Hibrid Model: Smiflandirilamayan in vitro timér modelleri vardir.
Hibrid model, gomili ex vivo tumor kesitlerini, 3D invazyon
modellerini ve avaskiiler mikro akiskan modellerini barmndirir. 3D
invazyon modelleri, 6zel hiicre dizgelerin net bir sekilde gérinmesini ve
metastatik olaylarin tespit edilmesini saglayarak, gomili biyopsi
orneklerinde bulunan karmasikliklarin bir kismimni azaltir (Moriah ve ark.,
2016).

3. Sferoid-Temelli Model: 3D hucre kilturine gore daha pahahdir ve
zaman agisindan daha uzun siireclidir. Ilag taramada, timor bilylimesinde

ve bagisiklikta yaygin olarak kullanim bulur (LaBarbera ve ark., 2012).

4. Tumor Mikro-Damar Modeli: Tumoér hicreleri ile timordeki
damarlanmalar arasindaki etkilesimleri inceler. Tiimoér mikro ortamimin
hem beslenmesi ve biiylimesi i¢in gereken maddeleri hem de bastirilmasi

icin gereken faktorleri saglar (Moriah ve ark., 2016).

2.6.4. Hiicre Kiiltiiriiniin Avantajlari-Dezavantajlan

Hiicrenin kiiltiir ortamu disinda ¢ogaltilmasi, incelenmesi olduk¢a zor,

maliyetli ve mesakkatli bir islemdir. Viicut disinda hiicrenin canliligmin devam

ettirilebilmesi avantajli oldugu kadar dezavantaj da yaratan bir durumdur.

v

v

Avantajlan

In vitro hiicre kalturd, fizyolojik kosullarin sabit tutulabilmesi a¢isindan oldukga
avantajhdir.

Sicaklik, pH, osmotik basing, O2 ve COz yogunlugu gibi parametrelerin
laboratuvar ortaminda istenilen diizeyde tutulabilmesi, arastirmacinin
kontroliinde olmas1 6nemli bir faktordiir.

Aragtirmacinin tek tip degil birden fazla hiicre tipi iizerinde ¢aligabilir olmas1 ya
da spesifik bir hiicre ilizerinde arastirma yapabilmesi hicre kulttrindn tercih

edilmesinin sebeplerindendir.
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Hiicrelerin pasajlanmasiyla zamanla hem istenilen homojen hiicre elde edilebilir
hem de baska arastirmalar i¢in hiicreler uzun yillar saklanabilir.

Hiicreler {izerindeki degisiklikler gozle gorilebildigi i¢in hizli sonuglar
alnabilir.

Deney hayvanlariyla ¢aligmaktan daha az maliyetlidir ve daha az hiicre i¢in daha
fazla can kayb1 engellenmis olur.

Etik kurul iznine gerek kalmadan gerceklestirilebilir.

Hiicre soylar1 korunabilir, taginabilir (Polat ve Kamiloglu, 2019).

Dezavantajlari

Hucre kiiltiirli organizmadan izole sekilde yapildig1 i¢in ¢ikan sonuglar in vivo
ortamdan farkli olabilir.

Kiiltiir ortaminda bakteri, mantar bulunabilmesi durumu verimliligi kotii yonde
etkiler. Kontaminasyon hiicre kiltiiriinde kaginilmaz bir faktordiir.

Stirekli pasajlama islemleri hiicrenin homojenitesini bozabilir ve farklilasmasina
neden olabilir.

Uygulanan kimyasal maddelerin etkilerinin incelenememesi ve tek basina doku
kiiltliriiniin de yeterli olmamasi1 da bir dezavantajdir.

Ozellikle kanser hiicreleri normal hiicreler gibi siirekli kullanilabilse de in vivo
ortama gore oldukc¢a farkli davraniglar sergileyebilmektedir (Polat ve Kamiloglu,

2019).
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2.7. IN VITRO SITOTOKSISITE TESTLERI

Bir bilesik hiicrede degisikliklere, maruziyete, 6liime yol acgarsa sitotoksik
olarak kabul edilir. Kimyasallar, fiziksel etkenler hiicrede bir¢ok dramatik degisiklige
sebep olabilirler. In vitro sitotoksisite testleri, hiicrenin biyolojik davranisini

belirleyebilmek icin hiicre kiltlrinde uygulanan 6lgtim metotlaridir (Nenni, 2019).

In vitro sitotoksisite testleri bilesigin faz I klinik ¢alismalarmda kullanilir ve
bilesigin biyolojik davranig1 erkenden belirlenebilir. Toksik, kanserojenik etki gosteren
bilesikler Klinik faz ¢alismalarindan once elenmis olur (Eisenbrand ve ark., 2002).
Ozellikle yeni ilaglarin kesfinde yapilan finansal yatirimlar, uzun siiregler ve ilaglarmn
toksisitesi gibi etkenler in vitro sitotoksisite testlerinin duyarliligi ile faz I asamasinda
tespit edilebildigi i¢in ¢alismanin verimi arttirilmis, zaman ve maliyetler de azaltilmis
olur. In vitro sitotoksisite testleri {i¢c ana bashkta toplanmistir. Tetrazolyum tuzlar: ile
yapilan testler, LDH enzim salinivermesi testi, Liiminesans metodlar (Tokur ve Aksoy,

2017).

Tetrazolyum tuzlari, heterosiklik o6zelli§e sahip organik bilesiklerdir.
Tetrazolyum tuzlar1 elektron alarak indirgenir ve formazana doniisiir. Formazana
doniisen bilesik renk degistirir. Tetrazolyum halkas1 ancak canli hiicrelerde bulunan
mitokondri sayesinde agilabilir. Canli hiicrelerde bulunan mitokondri renk degisimine
sebep olur. Olii hiicreler tetrazolyum bilesiklerini indirgeyemez ve renk degisimi
gecirmezler. Bu renk degisiminin yalnizca canl hiicreler tarafindan gergeklestiriliyor
olmas1 tetrazolyum tuzlarimmin 6nemini artrmistr. MTT, XTT, MTS, WST-1, WST-8
gibi bilesikler sikca kullanilan bazi tetrazolyum testlerindendir (Riss ve Moravec,

2006).

MTT (3-4,5-dimetil-tiyazolil-2,5-difeniltetrazolyum bromdr), hicre icinde
indirgenebilen, pozitif yikli bir bilesiktir. Vasata kristal seklinde ¢okelir ¢lnki
indirgendigi formazon suda ¢6ziinmez. MTT bilesigi sar1 renklidir, olusan formazan
mor renklidir. Bundan dolay1 olusan mor renkli formazani ¢6zebilmek igin dimetil
stlfoksit (DMSO) kullanilir. MTS, XTT ve WST bilesikleri ise negatif yiiklii
bilesiklerdir. Tek baslarina indirgenemezler bundan dolayr indirgenmenin

gerceklesebilmesi icin elektron alici molekiiller kullanilir. Indirgenen bilesikler suda
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¢oziinlir ve vasatta ¢oziinmiis sekilde gorunlr. Bu bilesiklerle yapilan testler MTT ye
gore daha hassas bilgiler vermektedir (Tokur ve Aksoy, 2017). Bu bilesikler ile yapilan

testler {ic asamada gergeklesir:

1. Oncelikle hiicreler toksik maddeye maruz birakilir.

2. Toksik madde hiicrelerden uzaklastirilir ve vasata tetrazolyum tuzu
eklenir. (1-4 saatlik bekleme siresiyle canli hiicreler bilesigi
formazana indirger ve renk degisimi meydana gelir).

3. Olusan renk degisimi spektrofotometreyle olgiilerek canli-0li hiicre

sayisi tespit edilir (Riss ve Moravec, 2006).

Sekil 2.12. MTT, XTT ve MTS bilesiklerinin kimyasal yapilari
(Barltrop ve ark., 1991)

LDH Enzim Salverilmesi Testi de hicre canliligini 6lgen diger
testlerdendir. Laktat dehidrogenaz (LDH) tiim hiicrelerde bulunur. Eger hiicreler
sitotoksik bir etki altindaysa LDH enzimi vasata sizar. Dolayisiyla hiicrelerin

sitotoksisitesi LDH aktivitesi 6lgiilerek anlagilabilir (Moravec, 2006).

Alamar Mavisi Floresans Testi, alamar mavisi (resazurin) bilesiginin
resofurin bilesigine doniistiiriilmesiyle gerceklesir. Rezasurin, bir redoks boyasidir,
koyu mavi renkte bulunur. Hiicrede indirgenir ve pembe renkli resofurine doniisiir.

Canli hiicreler resazurini, resofurine doniistiiriirler. Florometre ile floresans sinyali
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belirlenir ve canlilik arttikga sinyal siddeti artar. Olii hiicrelerin aktiviteleri olmadig1

i¢in sinyal olusturamazlar (Tokur ve Aksoy, 2017).

ATP Biyoluminesans Testi, adenozin trifosfat (ATP) molekild, tim
hlcrelerde bulunan enerji kaynagidir. Hiicreler 6ldiigii zaman ATP sentezleyemez.
Bundan dolayi bu test hiicre canliligini tespit etmekte kullanilmaktadir. Canlilik testleri

arasidaki en hizli, en kolay test oldugu bilinmektedir (Lomakina ve ark., 2015).

Gercek Zamanh (Real Time) Biyoliiminesans Testi, bu testte farkl
dozlarmn etkileri farkli zaman araliklarinda incelenebilmektedir. ATP Biyoliiminesans
testinde oldugu gibi burada da lusiferaz enzimi kullanilir ve lusiferaz prosubstrati1 olarak
koelenterazin kullanilir. Canli hiicreler koelenterazinin iizerindeki modifikasyonlari
uzaklastirir ve koelenteramide doniistiiriir. Boylelikle mavi renkli sinyal olusur. Olii

hiicrelerin metabolik aktivitesi olmadigi i¢in sinyal olusturamazlar (Riss ve ark., 2016).

2.7.1. Sulforodamin B Testi (SRB)

Tetrazolyum tuzlariyla yapilan testlerdeki dezavantajlardan dolay1
arastirmacilar tetrazolyum bazli olmayan yontem arayisma girmislerdir. 1990 yilinda
Skehan ve arkadaslar1 tarafindan gelistirilen SRB ydntemi bunlar arasinda en iyi sonug
veren en dikkat ¢eken yontem olmustur. Yontem hiicresel proteinlerin SRB ile boyanip
toplam biyokdtlenin kolorimetrik olarak hesaplanmasi esasina dayanir. SRB yapisinda
iki tane stlfonik grup (S(=0).) bulunduran ve asit red-52 olarak tanimlanan, anyonik bir
aminoksanten boyadir ve acik pembe renktedir. Boyanin baglanabilmesi igin zayif

asidik ortam, boyanin ¢6ziilmesi igin ise bazik ortam gereklidir (Foto, 2016).

SRB testinde hucreler test bilesikleriyle kuyucuklara konulduktan sonra TCA
(Trikloroasetik asit) ile saglam bir sekilde yerlestirilir. SRB boyasiyla kuyucuklar
yikanir. Boya ¢oziildiikten sonra spektrofotometrik okuma yapilir. Bu yontemde hiicre
canlilig1 protein ve biyokiitle miktar1 olgiilerek tespit edilir. Boyaya baglanan protein
miktar1 canliligi belirler. SRB yonteminde lineer grafik elde edilmesi, MTT, XTT,
WST-1; NR, LDH testlerine gore daha hassas olmasi, kiiltiir kosullarindan daha az
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etkilenmesi, malzemelerin ucuz ve kolay bulunabilir olmasi yontemin tercih edilme
sebeplerindendir (Zilifdar-Foto, 2016).

SRB yontemi, Ulusal Kanser Enstitiisii'nce (NCI) anti-kanser ila¢g etken
maddesi tarama c¢alismalar1 igin elverislidir (Foto, 2016). Bu yiksek lisans tez
caligmasinda antikanser aktiviteleri incelenen bilesiklerde Siilforodamin B (SRB) testi

uygulanmigtir.

Siilforodamin B (SRB) Testi

Hicre ekimi Cozlicl Kontrol Test Bilegiginin etkisi

-~ - -

Hucre morfolojisinin Incelenmesi

- \a

)

18-24 saat 72330t 3 o

%1 TCA ile
Hdcre fiksasyonu

Sekil 2.13. SRB Testinin Uygulanis1 (Foto, 2016).
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Tez calismasinda kullanilan 11 adet siilfonamido benzoksazol tiirevi bilesik Ankara

Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi, Farmasotik Kimya Anabilim Dali’nda sentezlenmistir

(Ertan-Bolelli ve ark., 2017). Tez ¢alismasinda test edilen bilesiklerin yap1 ve molekiiler
Ozellikleri Tablo 3.1. ‘de gosterilmistir.

Tablo 3.1.

ozellikleri

Calismada test edilen siilfonamido benzoksazol tiirevi bilesiklerin kimyasal

TN1

NO, 0
Y,
N

O,N SO,—NH

Chemical Formula: C;oH;,N,40,S
Exact Mass: 440,04
Molecular Weight: 440,39
m/z: 440.04 (100.0%), 441.05 (21.0%), 442.04 (4.8%), 442.05 (3.7%), 441.04 (2.3%),
443.04 (1.0%)
Elemental Analysis: C, 51.82; H, 2.75; N, 12.72; O, 25.43; S, 7.28

TN2

NO, 0
Y Cl
O,N SO,—NH N

Chemical Formula: C;oH;; CIN4O5S
Exact Mass: 474,00
Molecular Weight: 474,83
m/z: 474.00 (100.0%), 476.00 (36.8%), 475.01 (20.9%), 477.00 (8.4%), 476.01 (3.7%), 475.00
(2.3%), 478.00 (2.2%)
Elemental Analysis: C, 48.06; H, 2.34; Cl, 7.47; N, 11.80; O, 23.59; S, 6.75

TN3

NO, O: C
/ F
O,N SO,—NH N

Chemical Formula: C;gH;;FN40,S
Exact Mass: 458,03
Molecular Weight: 458,38
m/z: 458.03 (100.0%), 459.04 (20.9%), 460.03 (4.8%), 460.04 (3.7%), 459.03 (2.3%),
461.03 (1.0%)
Elemental Analysis: C, 49.79; H, 2.42; F, 4.14; N, 12.22; O, 24.43; S, 6.99

TN4

NO, O
O,N SO,—NH N

Chemical Formula: C;gH;;BrN,O,S
Exact Mass: 517,95
Molecular Weight: 519,28
m/z: 519.95 (100.0%), 517.95 (97.9%), 520.95 (22.8%), 518.96 (20.5%), 521.95 (4.9%),
519.96 (3.6%), 521.96 (3.5%), 518.95 (2.2%)
Elemental Analysis: C, 43.95; H, 2.14; Br, 15.39; N, 10.79; O, 21.57; S, 6.17
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NO, 0
/>—®—CHZCH3
O,N S0,—NH N

Chemical Formula: C,;H¢(N,O,S

TN5 Exact Mass: 468,07
Molecular Weight: 468,44
m/z: 468.07 (100.0%), 469.08 (23.2%), 470.07 (4.9%), 470.08 (4.2%), 469.07 (2.3%), 471.07
(1.1%)
Elemental Analysis: C, 53.84; H, 3.44; N, 11.96; O, 23.91; S, 6.84
NO, o)
O,N S0,—NH N
Chemical Formula: C,yH;4N4O-S
TNG6 Exact Mass: 454,06
Molecular Weight: 454,41
m/z: 454.06 (100.0%), 455.06 (24.3%), 456.05 (4.5%), 456.07 (2.3%), 456.06 (1.9%),
457.06 (1.1%)
Elemental Analysis: C, 52.86; H, 3.11; N, 12.33; O, 24.65; S, 7.06
NO, 0
CH
TN10 /@N% 2@
O,N S0,—NH
Chemical Formula: C,oH4N404S
Exact Mass: 454,06
Molecular Weight: 454,41
m/z: 454.06 (100.0%), 455.06 (24.3%), 456.05 (4.5%), 456.07 (2.3%), 456.06 (1.9%),
457.06 (1.1%)
Elemental Analysis: C, 52.86; H, 3.11; N, 12.33; O, 24.65; S, 7.06
NO o)
e es
TN11 O,N S0,—NH N
2! 2
Chemical Formula: C,oH3CIN4O5S
Exact Mass: 488,02
Molecular Weight: 488,85
m/z: 488.02 (100.0%), 490.02 (38.4%), 489.02 (24.2%), 491.02 (8.4%), 490.03 (2.3%), 492.02
(1.5%), 492.01 (1.5%)
Elemental Analysis: C, 49.14; H, 2.68; Cl, 7.25; N, 11.46; O, 22.91; S, 6.56
NO, O
ooz
TN12 O,N S0,—NH N
Chemical Formula: C20H13FN407S
Exact Mass: 472,05
Molecular Weight: 472,40
m/z: 472.05 (100.0%), 473.05 (24.2%), 474.04 (4.5%), 474.06 (2.3%), 474.05 (2.0%), 475.05
(1.1%)
Elemental Analysis: C, 50.85; H, 2.77; F, 4.02; N, 11.86; O, 23.71; S, 6.79
NO. O
TN13 Z Jij[ - CHZQ’E"
O,N S0,—NH N

Chemical Formula: C,,H;3BrN,O,S
Exact Mass: 531,97
Molecular Weight: 533,31
m/z: 531.97 (100.0%), 533.97 (99.2%), 532.97 (24.2%), 534.97 (23.3%), 533.96 (4.5%), 535.96
(4.4%), 535.97 (4.3%), 533.98 (2.3%), 534.96 (1.5%), 536.97 (1.4%)
Elemental Analysis: C, 45.04; H, 2.46; Br, 14.98; N, 10.51; O, 21.00; S, 6.01
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NO, 0O
/>——CH2 CHs
TN14 OZNGSOZ_NH Q[N < >

Chemical Formula: C,;H;¢(N4O-S
Exact Mass: 468,07
Molecular Weight: 468,44
m/z: 468.07 (100.0%), 469.08 (23.2%), 470.07 (4.9%), 470.08 (4.2%), 469.07 (2.3%), 471.07
(1.1%)
Elemental Analysis: C, 53.84; H, 3.44; N, 11.96; O, 23.91; S, 6.84

3.2. Cahismada Kullanilan Bilesiklerinin Hazirlanmasi

Antikanser aktivite ¢alismalarinda kullanilan bilesikler; %100 dimetil siilfoksit
(DMSO) i¢inde ¢dzdiiriilerek stok ¢ozeltileri hazirlanmis ve kullanilincaya kadar -20°C’
de saklanmistir. Her ¢alisma Oncesinde bu stok ¢ozeltiler oda sicaklhiginda ¢ozdiiriiliip,
her bir bilesige ait farkli konsantrasyonlar1 DMSO ile sulandirilarak her defasinda taze
olarak hazirlanmistir. DMSO‘nun calismada kullanilan test sistemine etkisi “¢Oziicli
kontrol” olarak c¢alismanin basinda incelenmis ve test sistemlerine etkisi olmadigi

bulunmustur.

3.3. Hiicre Kiiltiirii Cahsmalar

Calismada 11 farkli benzoksazol tiirevinin potansiyel antikanser aktiviteleri; insan meme
kanseri hiicresi (MCF7), insan karaciger kanseri hiicresi (A549) ve sican glial tlimor
hiicresi (C6) olmak {iizere 3 farkli hiicre serisi iizerinde denenmistir. Ayrica test
bilesiklerinin saglikli hiicreler iizerindeki etkileri ise fare bag doku fibroblast hiicresi
(L929) hiicre serisi kullanilarak belirlenmistir. Bu hiicre dizilerden L929 Dog¢. Dr. Aylin
Giirpinar’dan (Hacettepe Universitesi, Biyoloji Boliimii, Fizyoloji A.B.D.) diger
hiicreler ise Amerikan tipi hiicre kiiltiir koleksiyonu (ATCC)’den temin edilmistir.

Hiicre kiiltiirii ile yapilan ¢caligmalar agagida 6zetlenmistir.
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3.3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Hiicre kiltiiri calismalarinda kullanilan Dulbecco’s Modified Eagles Medium
(DMEM) (HyClone, Utah,USA), fetal bovine serum (FBS) (Lonza, Belgika), penisilin-
streptomisin ¢Ozeltisi (Lonza, Belgium), tripsin-EDTA (Gibco-BRL, Gaithersburg,
USA) ve %0.4’lik Tripan mavisi (Sigma, USA) ticari olarak temin edilmistir.

3.3.2. Kiiltiir Ortaminin Hazirlanmasi ve Hiicre Dizilerinin Cogaltilmasi

Hiicre KUHir Vasatl..........c..ooevevveeveenrerenrnsiensenenenns (Gml)
Fetal Sigir Serum....................oooni 0.5 ml
Penisilin-Streptomisin (1:1).................... 50 pl
DMEM......cooiiiiiiiii e, 4.45 ml

%10 serum (FBS) ve %1 penisilin/streptomisin antibiyotikleri ile desteklenmis
DMEM ortamu ile L929, MCF7, C6 ve A549 hiicreleri siispanse edilerek, 37°C’de, %95
nem ve %5 CO: iceren etlivde, aseptik sartlarda g¢ogaltilmistir. Bu amagla farkh
biiyiikliklerde (25 cm? ve 75 cm?’lik) hiicre kiiltiir flasklar1 kullanilmustir. Hiicre
kiiltlirasyon periyotlarinda; hiicrelerin yilizeye tutunmasi, kap ylizeyini doldurma
potansiyelleri (confluent durumu) ve hiicrelerin yogunlugu inverted mikroskopda

(Olympus) incelenmistir.

3.3.3. Hiicrelerin Pasajlanmasi

%80-90 oranda confluent hiicreler, pasajlanarak c¢ogaltilmistir. Pasajlama
islemlerinde; besi yeri kiiltlir kaplarindan uzaklastirildiktan sonra hiicreler PBS ile 2 kez
yikanmistir. Hiicrelerin yapisik oldugu kap ylizeylerinden ayrilmasi icin hiicrelerin
Uzerine 1 ml tripsin/EDTA c¢ozeltisi eklenip, 3-4 dak. 37°C’lik CO2’li inkiibatorde
bekletilmistir. Hiicreler ylizeyden ayrildiktan sonra; 4-5 ml serum iceren DMEM Kkulttr
kabna eklenip, 5 dak. 1000 rpm’de santrifiijlenmistir. Daha sonra hiicre iceren pelet 10
ml hiicre kiiltiir vasati i¢inde siispanse edilmistir. Hiicre siispansiyonu 5 ml olacak
sekilde 2 farkl kiiltiir kabma payda edilerek, kiiltiir kaplar1 inkiibasyona birakilmistir.
Her pasajlama Oncesinde eskimis hiicre kiiltiir vasati 2-3 glinde bir taze vasat ile

yenilenmistir.
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3.3.4. Tripan Mavisi Ekstraksiyon Testi ile Canh Hiicre Saymm

Hiicre saymi ve canlilii trypan mavisi ekstraksiyon yontemi ile belirlenmistir. Bu
amacla; hazirlanan 10 pl hiicre siispansiyonlart % 0.4’lik tripan mavisi ile 1:1 oraninda
karistirildiktan sonra thoma laminda yiikleme bolgesine eklenerek mikroskop altinda 6li ve canli
hiicre sayimlar1 gergeklestirilmistir. Sekil 3.1.’de goriildiigii tizere 6lii hiicreler membran dinamigi
zarar gordiigii icin boyay1 i¢ine alarak mavi renkte, canli hiicreler ise kararl zar yapilarindan
dolay1 boya almadigi i¢in beyaz (seffaf) renkte goriilmiistiir.

Hiicreler saymmu i¢in thoma lamindaki sayim alanmin tamami kullanilarak yapilmis ve
hiicre yogunlugu (hiicre/ml) HxDFx10* formiiliine gére hesaplanmustr. (H: Sayim alaninda
saylilan hiicre sayisi; DF: Sulandirma faktorti)

¥
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Sekil 3.1. Tripan mavisi ekstraksiyon testi,
(A: Calismalarda kullanilan Thoma lami, B: Saymm alani, C: Canli ve 6li hiicrelerin
mikroskobik goriiniimii  (Olii hiicreler mavi, canh hiicreler renksiz (seffaf)

gorulmektedir)

3.3.5. Hiicrelerin Dondurularak Saklanmasi

Hiicrelerin dondurulma asamasinda; kriyoprotektif madde varliginda kademeli
dondurma islemi uygulanmistir. Bu amagla hiicreler tripsinizasyon ile toplanmustur.
Daha sonra 800 rpm’de 5 dak. santrifiijleme ile tripsin ortamdan uzaklagtirilmistir.

Peleti olusturan hiicreler %5 DMSO + % 95 FBS iginde siispanse edilerek, buz
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iizerindeki 1,5 ml’ lik kriyojenik tiiplere aktarilip hizlica - 70 °C’lik derin dondurucuya
almmustir. Dondurulmus hiicreler - 70 °C’ de 1-2 ay saklanabilir. Uzun sireli
saklamalar icin ise htcreler - 70 °C’de 2-4 saat bekletilip siv1 azot igerisine (-196 °C)

almmustir.

DMSO; hiicrelerin etrafinda hiper ozmotik c¢evre olusturmaktadir. Boylelikle
viskositesi diisiik oldugu i¢in hemen kristalize olma 0&zelligi olan suyun; hem
kristallesmeden kat1i hale gegmesini (vitrifikasyonu) saglar hem de hicrelerin
dehidrasyonunu 6nler. Ayn1 zamanda hiicre i¢i suyu ile yer degistirip, buz kristallerinin
olusumunu Onleyerek, hem hiicre zarin1 kararli kilar hem de hiicre zar1 ve hiicre i¢i

organellerini buz kristallerinin zararl etkilerinden korumus olur.

-196°C’deki sivi azot tankinda saklanan 1929 ve Hela hiicreleri, tanktan
cikarilip onceden 37°C’ ye ayarlanmis su banyosuna alinarak hiicrelerin hizli bir sekilde
¢Ozlinmesi saglanmistir. Seri bir sekilde ¢oziinen hiicreler, 5 ml DMEM igerisinde
suspanse edilmistir. 1000 rpm’ de 5 dak. santrifligasyon sonrasinda DMSO igeren siipernatan
uzaklastrilmistr. Boylelikle; dondurma islemi swrasinda kullanilan %5°lik DMSO’nun
olasi toksik etkisi onlenmistir. Pelet 1 ml kiiltiir ortamu i¢inde tekrar siispanse edildikten sonra
hiicre canhilig1 ve saymmi mikroskobik olarak gerceklestirilmistir. % 95-99 canhilikta oldugu tespit
edilen hiicre stispansiyonu ¢ahgmalarda kullanilmustir.

3.4. Sulforodamin B (SRB) Testi

Test bilesiklerinin sitotoksik etkilerinin belirlenmesi amaciyla SRB yOntemi;
Vichai ve Kirtikara’nin (2006) 6nerdigi yontem lizerinde bazi degisiklikler yapilarak

uygulanmistir.

Yontem, anyonik sulforhodamine B boyasinin, fikse edilmis hiicrelerdeki bazik
proteinlere baglanmasini esas alir. 96 kuyucuklu mikroplaklarda her bir kuyucukta canli
kalan hiicrelerin toplam protein miktarlar1 kolorimetrik olarak o6l¢iilmiistiir (Skehan,

1990).
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3.4.1. Kullanulan Kimyasal Maddeler

Sitotoksisite ¢aligmalarinda trikloroasetik asit (TCA)(Sigma, USA), Tris (Sigma,
USA), silforhodamine B (SRB) (Sigma, USA) ve asetik asit (Sigma, USA)

kullanilmastir.

3.4.2. Yontemin Asamalar

Yontem; mikroplaklara hiicrelerin ekimi, test bilesikleri ile muamele edilmesi,
fiksasyon ve yikama, boyama, spektrofotemetrik Ol¢lim sonrasi analiz agamalarindan
olusmaktadir. Her bir asama birgok parametre agisindan [hiicre yogunlugu (1x103,
5x10%,1x10**, 2x10* hiicre/kuyucuk), fiksatif konsantrasyonu (%10%*, %16, %18, %20
TCA), fiksatif miktar1 ( 50, 75, 100 pI* TCA), fiksasyon siresi (30, 60*, 90 dakika),
boya miktar1 (50, 75, 100 ul*), boyama siiresi (30*, 60, 90 dakika)] optimize edilmistir.
Sonug olarak 1x10* hiicre yogunlugu, 60 dakika %10’luk TCA ile fiksasyon, 100 ul
SRB ile 30 dakika boyama ile deneylere devam edilmistir.

Negatif kontrol olarak (%0,5 son konsantrasyonda) DMSO kullanilmistir.
Pozitif kontrol olarak rutinde kemoterapétik ajan olarak kullanilan etoposit (ETOP) ve

kamptotesin (CPT) kullanilmistir.

3.4.2.1. Hiicrelerin Hazirlanmasi

Calismada kullanilan hiicre dizileri; ¢ogaltilip, hiicre sayimi yapildiktan sonra
10° hiicre/mL hiicre siispansiyonu hazirlanmistir. Bu siispansiyonundan 96’1l
mikroplaklara hiicre sayis1 10* hiicre/kuyucuk olacak sekilde ekilerek, mikroplaklar 37
%C’de, %95 nem ve %5 CO> ortamnda 24 saat inkiibasyona birakilmustir.

Inkiibasyon sonrasinda mikroplakalardaki hiicre vasati uzaklastirildiktan sonra
hiicreler, 5 farkli son konsantrasyonda (12.5, 25, 50, 100 ve 200uM) siilfonamido
benzoksazol bilesiklerini igeren hiicre kiiltiir vasati ile muamele edilerek 48 saat inkiibe

edilmistir.
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3.4.2.2. Fiksasyon ve Boyama

72 saatlik total inkiibasyondan sonra; kuyucuklardaki besi yeri uzaklastirilmistir.
Kuyucuklara 100ul/kuyucuk olacak sekilde %10’ luk soguk TCA eklenerek fiksasyon
saglanmistir. TCA uzaklastirilip plakalar distile su ile 5 kez yikanmistir. Mikroplaklar;
0.057 (g/ml)%’lik SRB ile boyanip, %]1’lik asetik asit ile yikanarak kurumaya
birakilmistir (Sekil 3.2).

3.4.2.3. Spektrofotometrik Olgiim ve Analiz
Proteinlerin ¢dziinmesi i¢in her bir kuyucuga 200 ul tris (10mM pH:10,5)

eklenip, 510 nm’de absorbanslar1 6l¢iilmiistiir.

Test Edilen Bilesikler

- iz |

Sekil 3.2. SRB testi sonrasi plak diizeni ve goriiniimii

Test bilesikleri ile muamele edilmis kuyucuklarin optik dansite (OD) verileri
kontrol grubu OD wverileri ile karsilastirilmistir. Muamele edilen konsantrasyona
karsilik gelen % canlilik degerleri i¢in % Canlilik = OD(¢mek) / OD (kontrory X100 formuli
kullanilmigtir. Son olarak; test bilesiklerine ait hiicrelerin  %50’sini  6ldiiren
konsantrasyon(ICso) degerleri S-probit analizi ile hesaplanmistir. Test edilen
benzoksazol turevlerinin her bir konsantrasyonunun etkisi 3 kuyucukta tekrarli olarak
denenmis ve deneyler 3 biyolojik tekrar icerecek sekilde uygulanmistir. Deneyler

sonras1 saptanan verilerin istatistiksel analizleri yapilarak, her bir benzoksazol tlirevinin
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her konsantrasyonu i¢in saptanan % canlilik degerleri + standart sapmalarina ait tablolar

olusturulmustur.

3.4.2.4. istatistiksel Analizler

SRB testlerinden elde edilen veriler Graphpad Prism5 paket programi
kullanilarak istatistiksel olarak degerlendirilmistir. Gruplar arasinda ortalamalar
yoniinden farkin 6nemliligi bagimsiz grup sayist iki oldugunda Student’s t testi ile;
ikiden fazla grup arasindaki farkin 6nemliligi ise Tek Yonlii Varyans Analizi (One-Way
ANOVA) ile degerlendirilmistir. Dunn’s ¢oklu karsilastirma testi kullanilarak anlamli
farkliliga neden olan doz grup/gruplart belirlenmistir. Verilere ait tanimlayici

istatistikler ortalama + standart sapma olarak gosterilmistir.



4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA

4.1. SRB Testine Ait Sonuclar

4.1.1 Cahsmada Test Edilen Bilesiklerin A549 Hiicreleri Uzerindeki Antikanser

Etkileri

41

A549 hiicre hatt1 i¢in en etkili bilesigin 17,92 UM ICso degeri ile TN4 bilesigi

oldugu bu degerin pozitif kontrol bilesigi etoposidin 32,49 uM olan ICsp degerinden

daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Ayrica 29,55 UM ICso degerine sahip TN 11

bilesiginin de pozitif kontrolden daha etkili oldugu belirlenmistir. Diger bilesiklerin ICso

degerleri de pozitif kontrolden yiiksek olup 45,83-89,89 uM arasinda degismektedir.

Tablo 4.1. TN bilesiginin A549 hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkilerine ait SRB testi
sonuclar1 ve doz cevap egrisi

TN1

Konsantrasyo | ¢ Canhhk

n (M)

0 100 16,311
12.5 92,159 +5,733
25 86,86 +4,172
50 58,809 +1,765
100 16,486 +1,037
200 13,632 +2,25
I1Cso 57,28

% Canlilik

120
100
80
60
40
20

12.5

TN1

25 50
Konsantrasyon (uM)

100

20C
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Tablo 4.2. TN2 bilesiginin A549 hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkilerine ait SRB testi

sonuglar1 ve doz cevap egrisi

TN2 ‘
Konsantrasyon | ¢4 Canhhk

(LM)

0 100 #6,311
12,5 106,693 *7,395
25 82,825 15,836
50 42,799 18,218
100 19,521 1,438
200 14,485 0,572
I1Cso 49,65

% Canlilik

120
100
80
60
40
20

12,5

TN2

25 50 100 200

Konsantrasyon (LM)

Tablo 4.3. TN3 bilesiginin A549 hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkilerine ait SRB testi
sonuglar1 ve doz cevap egrisi

TN3 ‘

Konsantrasyon % Canhhk
(UM)
0 100 6,311
12.5 100,837 +5,9
25 81,496 +4,784
50 21,604 +7,06
100 19,8 +3,179
200 12,024 +2,492
ICso 45,83

% Canhilik

120
100
80
60
40
20

12,5

TN3

25 50 100 200
Konsantrasyon (LM)




Tablo 4.4. TN4 bilesiginin A549 hiicreleri lizerindeki sitotoksik etkilerine ait SRB testi
sonuglar1 ve doz cevap egrisi

TN4 ‘ TN
Konsantrasyon % Canhhk
120
(LM)
100
0 100 +6,311
x 80
12,5 46,088 +1,722 = 60
(]
25 S
58,057 +1,424 X 40
50 32,48 +2,669 20
100 15,797 1,421 0
255 0 125 25 50 100 200
10,753 *0,148 Konsantrasyon (uM)
|C50 17192

Tablo 4.5. TN5 bilesiginin A549 hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkilerine ait SRB testi
sonuglar1 ve doz cevap egrisi

TN5 ‘
TN5
Konsantrasyon % Canhhk
(UM) 120
0 100,007 +7,332 100
12.5 93,92 43,409
~ 80
25 91,659 +2,623 =
50 81,015 #0709 | & 60
100 22,733 1,764 X a0
200 14,873  £3,13 20
0
0 12,5 25 50 100 200
Konsantrasyon (LM)
1Cso 73,68
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Tablo 4.6. TN6 bilesiginin A549 hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkilerine ait SRB testi
sonuglar1 ve doz cevap egrisi

TN6 ‘

Konsantrasyon % Canhhk
(M)
0 100,007 7,332
125 117,13  +4,542
25 112,365 +9,819
50 93,817 +4,426
100 21,872 40,323
200 16,025  +0,607
ICso 89,89

% Canlilik

140
120
100
80
60
40
20

o

TN6

125 25 50

100 200

Konsantrasyon (uLM)

Tablo 4.7. TN10 bilesiginin A549 hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkilerine ait SRB

testi sonuglar1 ve doz cevap egrisi

Konsantrasyon % Canhhk
(UM)
0 100,007 47,332
12.5 110,105 +16,062
25 110,717 45,092
50 86,541 13,827
100 17,819 +0,989
200 14,786  +0,897
ICso 76,24

% Canlilik

140
120
100
80
60
40
20

o

TN10

125 25 50

Konsantrasyon (uLM)

100 200
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Tablo 4.8. TN11 bilesiginin A549 hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkilerine ait SRB

testi sonuglar1 ve doz cevap egrisi

Konsantrasyon % Canhhk
(HM)
0 100,007 7,332
12.5 68,635 +10,272
25 57,393 5814
50 34,93 10,4
100 21,537  +1,309
200 15,106 +2,163
ICso 29,55

% Canlilik

120
100
80
60
40
20

TN11

0 12,5 25 50
Konsantrasyon (uLM)

100 200

Tablo 4.9. TNI12 bilesiginin A549 hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkilerine ait SRB

testi sonuglar1 ve doz cevap egrisi

Konsantrasyon % Canhhk
(UM)
0 100,007 +2,915
12.5 97,153 +2,519
25 94,03 #2583
50 86,028 45,273
100 24,655 +1,052
200 17,772 +1,479
ICso 82,51

% Canlilik

120
100
80
60
40
20

TN12

12.5 25 50 100
Konsantrasyon (uM)

200
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Tablo 4.10. TN13 bilesiginin A549 hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkilerine ait SRB

testi sonuglar1 ve doz cevap egrisi

Konsantrasyon % Canhhk
(HM)
0 100,007 +2,915
12.5 96,434 42,45
25 90,498 +6,446
50 50,539 3,27
100 28,027 +0,371
200 20,536 2,472
I1Cso 66,7

% Canlilik

120
100
80
60
40
20

o

TN13

125 25 50

Konsantrasyon (uLM)

100 200

Tablo 4.11. TN14 bilesiginin A549 hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkilerine ait SRB

testi sonuglar1 ve doz cevap egrisi

Konsantrasyon % Canhhk
(UM)
0 100,007 42,915
12.5 114,912 +15,69
25 97,734 2,726
50 84,715 4221
100 24,834 40,539
200 14,552 +1,242
ICso 82,76

% Canlilik

140
120
100
80
60
40
20

o

TN14

12,5 25 50
Konsantrasyon (uLM)

100 200
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Tablo 4.12. Etoposid bilesiginin A549 hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkilerine ait SRB

testi sonuglar1 ve doz cevap egrisi

ETOP ‘
Konsantrasyon % Canhhk 120
(UM) 100
0 100,007 +2 915 x g
0,390625 82,2 +2,636 S 60
1,5625 72,084 +2,619 S 40
6,25 66,335 +0,953 20
25 57,642 1,096 0
100 35,931 +2,062
32,49
I1Cso

o P

S
&
0.

ETOP
N \»
Qv b"\'
N

Konsantrasyon (LM)

4.1.2 Cahismada test edilen bilesiklerin C6 hiicreleri iizerindeki antikanser etkileri

C6 hiicre hatt1 i¢in en etkili bilesigin 4,01 UM ICso degeri ile TN3 bilesigi
oldugu bu degerin pozitif kontrol bilesigi etoposidin 4,01 uM olan ICso degeriyle ayni

oldugu goriilmektedir. Diger bilesiklerin ICso degerleri de pozitif kontrolden yiliksek

olup 20,59-69,52 uM arasinda degismektedir.

Tablo 4.13. TN1 bilesiginin C6 hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkilerine ait SRB testi
sonuglar1 ve doz cevap egrisi

TN1 TN1
Konsantrasyon % Canhhk
160
(LM) 140
0 99,997 +13,616 120
= 100
125 113,333 16,466 | =
S 80
25 .
118,376 +17,877 x 60
40
50
83,949 +7,335 ”
100 3,631 +0,879 0
-5 0 125 25 50 100 200
1,985  £0,158 Konsantrasyon (uM)
ICso 63




Tablo 4.14. TN2 bilesiginin C6 hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkilerine ait SRB testi
sonuglar1 ve doz cevap egrisi

TN2 ‘ N2
Konsantrasyon % Canhhk
140
(LM) 120
0 99,997 +13,616 100
4
12,5 117,537 +3,586 = 80
T S 60
106,507 +7,151 °
40
50 33,546 8,115 20
100 2,081 40,125 0
o6 (] 125 25 50 100 200
1,996  +0,208 Konsantrasyon (uM)
|CSO 4614

Tablo 4.15. TN3 bilesiginin C6 hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkilerine ait SRB testi
sonuglar1 ve doz cevap egrisi

TN3 TN3
Konsantrasyon % Canhhk 140
(LM) 120
0 99,997 +13,616 100
4
12.5 127,059 45,379 = 8
T S 60
116,805 +7,599 °
40
50 9,13 1,485 20
100 2,484  +0,235 0
256 0 125 25 50 100 200
2,123 0,212 Konsantrasyon (uM)
ICso 4,01
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Tablo 4.16. TN4 bilesiginin C6 hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkilerine ait SRB testi
sonuglar1 ve doz cevap egrisi

TN4 ‘ TN4
Konsantrasyon 9% Canhhk
140
(LM) 120
0 99,997 +13,616 100
4
12,5 111,635 #13,489| = 80
e S 60
97,155 +13,296 °
40
50 80,497 8,972 20
100 3,917 1,709 0
o6 0 125 25 50 100 200
2,484  +0,052 Konsantrasyon (uM)
ICso 62,8

Tablo 4.17. TNS bilesiginin C6 hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkilerine ait SRB testi
sonuglar1 ve doz cevap egrisi

TN5 ‘ e
Konsantrasyon % Canhhk
160
(HM) 140
0 100,003 20,614 120
= 100
12.5 128,054 +24,118| =
£ 80
25 et
83,98  +13,21 x 60
40
50
50,299  +6,11 20
100 2,808 41,026 0
200 (] 125 25 50 100 200
1,864 20,182 Konsantrasyon (uLM)
1Cso 46,16
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Tablo 4.18. TN6 bilesiginin C6 hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkilerine ait SRB testi
sonuglar1 ve doz cevap egrisi

TNG \ TNG
Konsantrasyon % Canhhk
160
(LM) 140
0 100,003 +20,614 120
= 100
12,5 143,551 +6,138 =
S 30
25 S
133,565 +6,635 x 60
40
50 114,136 +11,581
20
100 4,667 +0,865 0
256 0 125 25 50 100 200
4,027 10,467 Konsantrasyon (uM)
ICso 69,52

Tablo 4.19. TN10 bilesiginin C6 hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkilerine ait SRB testi
sonuglar1 ve doz cevap egrisi

TNIO TN10
Konsantrasyon % Canhhk
160
0 100,003 +20,614 120
= 100
12.5 127,429 +8532 | =
S 80
25 S
119,469 +17,113 x 60
40
50
7,946 +2,286 20
100 7,046  +0,897 0
200 0 12.5 25 50 100 200
4,571 +0,7 Konsantrasyon (uM)
ICso 20,59
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Tablo 4.20. TN11 bilesiginin C6 hiicreleri lizerindeki sitotoksik etkilerine ait SRB testi
sonuglar1 ve doz cevap egrisi

TN11

Konsantrasyon % Canhhk
(HM)
0 100,003 +20,614
12.5 98,265 +12,17
25 50,51 +13,914
50 7,959  +0,326
100 7,714 +0,799
200 5864  +0,507
ICso 27,09

% Canhlilik

140

120

100
80
60
40
20

o

12,

TN11

5 25 50
Konsantrasyon (LM)

100

200

Tablo 4.21. TN12 bilesiginin C6 hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkilerine ait SRB testi
sonuglar1 ve doz cevap egrisi

Konsantrasyon % Canhhk
(M)
0 100,027 +11,18
12.5 112,732 +10,15
25 105,288 3,396
50 8,024 0,725
100 1,747  +0,29
200 1,685 +0,189
ICso 48,81

% Canhilik

140
120
100
80
60
40
20

0 12,5

TN12
25 50
Konsantrasyon (LM)

100

200
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Tablo 4.22. TN13 bilesiginin C6 hiicreleri lizerindeki sitotoksik etkilerine ait SRB testi
sonuglar1 ve doz cevap egrisi

TN13 ‘ TN13
Konsantrasyon % Canhhk
140
(LM) 120
0 100,027 11,18 100
4
125 109,508 9,921 = 8
T S 60
90,074 +8,75 2
40
50 6,679  +0,362 20
100 1,639  +0,192 0
256 0 125 25 50 100 200
2,149  £0,198 Konsantrasyon (uM)
ICs0 36,97

Tablo 4.23. TN14 bilesiginin C6 hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkilerine ait SRB testi
sonuglar1 ve doz cevap egrisi

TN14 ‘ TN14
Konsantrasyon % Canhhk
160
0 100,027 11,18 120
= 100
12,5 123,423 +7,74 =
S 80
25 .
140,306 +4,265 x 60
40
50
8,658 0,527 20
100 218 0,28 0
50 0 125 25 50 100 200
1,855  £0,144 Konsantrasyon (uM)
ICso 37,38




53

Tablo 4.24. Etoposid bilesiginin C6 hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkilerine ait SRB

testi sonuglar1 ve doz cevap egrisi

Konsantrasyon % Canhhk
(M)
0 100,027 +11,18
0,390625 43,074 7,534
1,5625 30,349 17,284
6,25 26,051 +5,526
25 24,011 £3,973
100 19,156 +3,223
4,01
1Cso

% Canlilik

120
100
80
60
40
20

0 12,5

ETOP

—

25 50 100 200
Konsantrasyon (LM)

4.1.3 Calismada Test Edilen Bilesiklerin MCF7 Hucreleri Uzerindeki Antikanser

Etkileri

MCEF7 hiicre hatt1 i¢in en etkili bilesigin 18,66 UM ICsg degeri ile TN13 bilesigi

oldugu bu degerin pozitif kontrol bilesigi etoposidin 39,47 uM olan ICsp degerinden

daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Ayrica ICsp degerleri 20,78-39,44 uM arasinda
degisen TN4 ve TN6 (IC50: 42,22 ve 39,74 uM ) disindaki tiim bilesiklerin de pozitif

kontrolden daha etkili oldugu belirlenmistir.
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Tablo 4.25. TN1 bilesiginin MCF7 hiicreleri lizerindeki sitotoksik etkilerine ait SRB
testi sonuglar1 ve doz cevap egrisi

TN1 ‘ N1
Konsantrasyon % Canhhk
120
(LM)
100
0 99,973 +4,415
x 80
12.5 =
94,952  +2,39 = 60
25 S
87,735 +4,51 X 40
50 13,035 +1,053 20
100 9,895  +0,633 0
o6 0 125 25 50 100 20
7,71 +0,836 Konsantrasyon (uM)
ICso 39,44

Tablo 4.26. TN2 bilesiginin MCF7 hiicreleri tlizerindeki sitotoksik etkilerine ait SRB
testi sonuglar1 ve doz cevap egrisi

TN2 ‘ TN2
Konsantrasyon 96 Canhhk
120
(LM)
100
0 99,973 4,415
x 80
12,5 89,628 +6,948 =
S 60
25 S
76,285 +2,751 X a0
50 13,65  +1,246 20
100 8,233  +0,244 0
200 0 12.5 25 50 100 20
6,879 1,349 Konsantrasyon (uM)
ICso 33,99
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Tablo 4.27. TN3 bilesiginin MCF7 hiicreleri lizerindeki sitotoksik etkilerine ait SRB
testi sonuglar1 ve doz cevap egrisi

TN3 ‘ TN3
Konsantrasyon % Canhhk
120
(HM)
100
0 99,973 +4,415
~ 80
12.5 93521 6,988 | =
S 60
25 %
76,701 47,431 X 40
50 12,404 +0,921 20
100 7,941 0,648 0
1 2 3 4 5 6
200
7,479  £0,383 Konsantrasyon (uM)
ICso 35,37

Tablo 4.28. TN4 bilesiginin MCF7 hiicreleri {izerindeki sitotoksik etkilerine ait SRB
testi sonuglar1 ve doz cevap egrisi

TN4 ‘ TN4
Konsantrasyon % Canhhk
120
(uM)
100
0 99,973 +4,415
x 80
12.5 94,312 +7,499 =
S 60
25 .
81,602 +2,046 X 40
50 33,703 +1,496 20
100 7,525  +0,547 0
256 0 125 25 50 100 20
7,341 £0,359 Konsantrasyon (uM)
ICso 42,22
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Tablo 4.29. TNS5 bilesiginin MCF7 hiicreleri lizerindeki sitotoksik etkilerine ait SRB
testi sonuglar1 ve doz cevap egrisi

TNS TNS
Konsantrasyon % Canhhk
120
(LM)
100
0 100,009 +8,271
x 80
125 86,656 +7,317 =
S 60
25 S
72,538 7,747 X 40
50 10,735 +0,523 20
100 5523 0,713 0
256 0 125 25 50 100 20
8,284  +0,458 Konsantrasyon (uM)
|CSO 3119

Tablo 4.30. TN6 bilesiginin MCF7 hiicreleri lizerindeki sitotoksik etkilerine ait SRB
testi sonuglar1 ve doz cevap egrisi

NG TNG
Konsantrasyon % Canhhk
120
(uM)
100
0 100,009 +8,271
x 80
12.5 92,368 +6,306 =
S 60
25 .
73,315 48,331 X 40
50 34,379  +0,93 20
100 8,319  +0,204 0
0 125 25 50 100 20
200 7,956  +1,073

Konsantrasyon (uLM)

1Cso 39,74




57

Tablo 4.31. TN10 bilesiginin MCF7 hiicreleri lizerindeki sitotoksik etkilerine ait SRB
testi sonuglar1 ve doz cevap egrisi

TN10 ‘ TN10
Konsantrasyon % Canhhk
120
(uM)
100
0 100,009 +8,271
x 80
12,5 96,355 +4,875 = 60
(T
25 S
82,375 +3,401 X a0
50 14,204 +1,022 20
100 8,37  +0,561 0
255 0 125 25 50 100 20
8,457 10,664 Konsantrasyon (uM)
ICso 38,81

Tablo 4.32. TN11 bilesiginin MCF7 hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkilerine ait SRB
testi sonuglar1 ve doz cevap egrisi

TN11

Konsantrasyon % Canhhk

120
(uM)

100
0 100,009 +8,271

x 80
12.5 76,861 +7,804 | =

€ 60
25 <

37,279  +4,069 = 40
50 13,496 +1,304 20
100 8,37  +0,985 0
0 125 25 50 100 20

200 8,75  +1,366

Konsantrasyon (uLM)

1Cso 20,78
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Tablo 4.33. TN12 bilesiginin MCF7 hiicreleri lizerindeki sitotoksik etkilerine ait SRB
testi sonuglar1 ve doz cevap egrisi

TN12 ‘ TN12
Konsantrasyon % Canhhk
120
(UM)
100
0 100  +13,647
x 80
12.5 =
87,231 +9,18 E 60
o
25 77,738 8,846 ® 40
50 13,442  +0,56 20
100 7,14  +0,464 0
256 0 125 25 50 100 20
7,279 +1,098 Konsantrasyon (uM)
ICso 33,46

Tablo 4.34. TN13 bilesiginin MCF7 hiicreleri lizerindeki sitotoksik etkilerine ait SRB
testi sonuglar1 ve doz cevap egrisi

TN13
Konsantrasyon % Canhhk
120
(uM)
100
0 100  +13,647
x 80
12.5 80,969 +9,634 =
S 60
25 .
21,12 +2,282 X 40
50 12,006 +1,926 20
100 7,539  +1,395 0

0 125 25 50 100 20
200 5,843  +0,316

Konsantrasyon (LM)

1Cso 18,66
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Tablo 4.35. TN14 bilesiginin MCF7 hiicreleri lizerindeki sitotoksik etkilerine ait SRB
testi sonuglar1 ve doz cevap egrisi

TN14 TN14
Konsantrasyon % Canhhk
120
(HM)
100
0 100 +13,647
x 80
125 75,325 +6,595 = 60
©
25 v
59,391 +3,169 X 40
50 14,499  +1,619 20
100 8,416  +1,507 0
500 0 125 25 50 100 20
6,94  £1,473 Konsantrasyon (uM)
ICso 25,57

Tablo 4.36. Etoposid bilesiginin MCF7 hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkilerine ait
SRB testi sonuglar1 ve doz cevap egrisi

ETOP ‘ ETOP
Konsantrasyon o
Y % Canhlik 120
(uM) 100 —
0 100 +2,185 = 80
0,390625 97,06 +1,854 < 60
o
1,5625 95,58 +1,599 x 40
6,25 72,63 6,287 20
25 57,84 +8,814 0
100 36,33 46,886 MU . S
i v
Qo
39,47 Konsantrasyon (uM)
1Cso
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4.1.4 Calismada Test Edilen Bilesiklerin 1.929 Hiicreleri Uzerindeki Antikanser
Etkileri

L929 hiicre hatt1 i¢in en etkili bilesigin 8,64 UM ICso degeri ile TN1 bilesigi
oldugu bu degerin pozitif kontrol bilesigi etoposidin 24,99 uM olan ICso degerinden
daha yiikksek oldugu gorilmektedir. Ayrica TN2, TN3, TN4, TN10 ve TNI1I
bilesiklerinin de pozitif kontrolden daha etkili oldugu belirlenmistir. Diger bilesiklerin

ICso degerleri de pozitif kontrolden yiiksek olup 24,25-57,72 uM arasinda
degismektedir.

Tablo 4.37. TN1 bilesiginin L929 hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkilerine ait SRB testi
sonuclar1 ve doz cevap egrisi

TN1 ‘
TN1
Konsantrasyon % Canhhk

120
(uM)

100
0 100,023 +10,423

x 80
12.5 53,465 9,019 | =

S 60

o
25 22,267 +1,767 X 40
50 20,076 +4,414 20
100 13,268 +1,143 0
255 0 125 25 50 100 20

12,788  £1,279 Konsantrasyon (uM)

ICxo 8,64
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Tablo 4.38. TN2 bilesiginin L929 hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkilerine ait SRB testi
sonuglar1 ve doz cevap egrisi

TN2 ‘ N2
Konsantrasyon % Canhhk
120
(LM)
100
0 100,023 +10,423
x 80
12.5 62,911 +11,664| = 60
(T
25 2
13,481 +1,609 X 40
50 22,714  +3,25 20
100 12,777 +1,013 0
o5 0 125 25 50 100 20
9,267  +0,927 Konsantrasyon (uM)
ICso 16,04

Tablo 4.39. TN3 bilesiginin L929 hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkilerine ait SRB testi
sonuglar1 ve doz cevap egrisi

™S N3
Konsantrasyon % Canhhk
120
(LM)
100
0 100,023 +10,423
x 80
12.5 =
55,08 +1,369 S 60
25 S
9,993 #1318 | R 40
50 22,01 2,273 20
100 11,782 +1,748 0
1 2 3 4 5 6
200
9,021  +1,308 Konsantrasyon (uM)
ICso 11,01
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Tablo 4.40. TN4 bilesiginin L929 hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkilerine ait SRB testi
sonuglar1 ve doz cevap egrisi

TN4 ‘ TNA
Konsantrasyon % Canhhk
120
(LM)
100
0 100,023 10,423
x 80
12.5 60,966 +15603| F o
(T
25 S
34,161 8,156 X 40
50 29,007 3,372 20
100 14,107  +1,759 0
256 0 125 25 50 100 20
11,402 +1,615 Konsantrasyon (uM)
|CSO 1612

Tablo 4.41. TNS5 bilesiginin L929 hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkilerine ait SRB testi
sonuglar1 ve doz cevap egrisi

TNS TNS
Konsantrasyon % Canhhk 140
(UM) 120
0 100  +15,559 100
3
12.5 116,143 +4,804 | = 80
T S 60
93,464 +11,683| ¢
40
50 20,248 1,35 20
100 23,571 +1,495 0
255 () 125 25 50 100 20
13,938 £1,051 Konsantrasyon (LM)
ICso 52,72
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Tablo 4.42. TNG6 bilesiginin L929 hiicreleri izerindeki sitotoksik etkilerine ait SRB testi
sonuglar1 ve doz cevap egrisi

TNG NG
Konsantrasyon % Canhhk
140
(M) 120
0 100 15,559 100
=
12.5 114,417 +6515 | = 80
T S 60
88,298 +6,025 x
40
50 26,151 8,499 20
100 18,373 +2,376 0
255 0 125 25 50 100 20
14,256 #1,49 Konsantrasyon (uM)
ICso 49,54

Tablo 4.43. TN10 bilesiginin 1.929 hiicreleri lizerindeki sitotoksik etkilerine ait SRB
testi sonuglar1 ve doz cevap egrisi

TNIO TN10
Konsantrasyon % Canhhk 140
(UM) 120
0 100  +15,559 100
<
12.5 123512 +2,7 = 80
T S 60
42,53  +7,805 2
40
50 24,266 +2,102 20
100 15,605 +2,327 0
255 0 125 25 50 100 20
15,794 +2,227 Konsantrasyon (uM)
ICso 16,63
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Tablo 4.44. TN11 bilesiginin 1.929 hiicreleri lizerindeki sitotoksik etkilerine ait SRB
testi sonuglar1 ve doz cevap egrisi

TNIL TN11
Konsantrasyon % Canhhk
140
(UM) 120
0 100 15,559 100
4
125 87,361 +16,786| = 80
T S 60
24,851 +2,569 ®
40
50 22,788 +2,772 20
100 13,353  +2,061 0
256 () 125 25 50 100 20
13,214 +3,017 Konsantrasyon (uM)
|C50 22163

Tablo 4.45. TN12 bilesiginin 1.929 hiicreleri lizerindeki sitotoksik etkilerine ait SRB
testi sonuglar1 ve doz cevap egrisi

TNL2 TN12
Konsantrasyon % Canhhk 140
(M) 120
0 100 20,825 100
<
12.5 110,32 #9543 | = 80
T S 60
26,42  +7,029 x®
40
50 24,217 +4,651 20
100 17,2 42,707 0
256 0 125 25 50 100 20
13,656 +2,322 Konsantrasyon (uM)
ICso 24,01
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Tablo 4.46. TN13 bilesiginin 1.929 hiicreleri lizerindeki sitotoksik etkilerine ait SRB
testi sonuglar1 ve doz cevap egrisi

TN13 ‘
TN13
Konsantrasyon %% Canhhk
(M) 160.00
H 140.00
0 100 +20,825 120.00
= 100.00
12.5 =
143,83 £2,059 S 80.00
25 <
30,39 4,857 < 60.00
40.00
50
20,25  +3,597 20.00
100 19,77 45,286 0.00
200 0 12.5 25 50 100 2C
13,98 £1,108 Konsantrasyon (uLM)
I1Cso 24,25

Tablo 4.47. TN14 bilesiginin 1.929 hiicreleri lizerindeki sitotoksik etkilerine ait SRB
testi sonuglar1 ve doz cevap egrisi

TN14 ‘ TN14
Konsantrasyon % Canhhk
160
(uM) 140
0 100  +20,825 120
= 100
12.5 151,27 6,784 | =
S 80
(&)
25 46,054 2,911 | ¢ 60
40
50
33,211 +4,351 20
100 21,558 45,674 0
200 0 125 25 50 100  20(
14,141  £1,428 Konsantrasyon (uM)
ICso 26,13
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Tablo 4.48. Etoposid bilesiginin 1.929 hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkilerine ait SRB
testi sonuglar1 ve doz cevap egrisi

ETOP ‘
ETOP
Konsantrasyon % Canhhk 160
(UM) 140
0 100 20825 x 120
0,390625 | 142,62 +13,243| £ g0
15625 | 133,09 +14,089| wx 60
6,25 97,11 +14,986 20
25 69,264 +11,627 0
N © © o © o
100 21,649 13,892 & & Y v RS
<
0.
24,99 Konsantrasyon (LM)
1Cso

415 Cahsmada Test Edilen Bilesiklerin Hiicreler Uzerindeki Antikanser
Etkilerine Ait Toplu Degerlendirilmesi

TNI1 bilesigi i¢in, % canlilik agisindan kontrole goére anlamh farkliliga neden
olan ilk dozun A549 hiicre hatt1 igin 100 uM, C6 hiicre hatt1 i¢in 100 uM, MCF7 hiicre
hatt1 i¢in 50 uM, L929 hiicre hatti igin ise 25 uM oldugu saptanmistir (p<<0.05). Ayrica
S-probit analizi sonucu elde edilen ICso degerleri; A549 i¢in 57,28 uM, C6 i¢in 63 uM,
MCF7 i¢in 39,44 uM, L929 icin 8,64 uM olarak belirlenmistir. Buna goére TN1
bilesiginin sitotoksik etkisinin L.929 hiicre hattinda en yiiksek oldugu goriilmektedir.

TN2 bilesigi i¢in, % canlilik agisindan kontrole gore anlamli farkliliga
neden olan ilk dozun A549 hiicre hatt1 i¢in 100 uM, C6 hiicre hatt1 i¢in 50 uM, MCF7
hiicre hatt1 i¢in 50 pM, L929 hiicre hatt1 i¢in ise 25 pM oldugu saptanmistir (p<0.05).
Ayrica S-probit analizi sonucu elde edilen ICso degerleri; A549 igin 49,65 uM, C6 i¢in
46,4 uM, MCF7 i¢in 33,99 uM, L929 icin 16,04 uM olarak belirlenmistir. Buna gore
TN2 bilesiginin sitotoksik etkisinin 1929 hiicre hattinda en yiiksek oldugu
gorilmektedir.
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TN3 bilesigi i¢in, % canlilik agisindan kontrole gore anlamli farkliliga neden
olan ilk dozun A549, C6 ve MCF7 hiicre hatlar1 igin 50 uM, 1929 hiicre hatt1 i¢in ise 25
uM oldugu saptanmistir (p<0.05). Ayrica S-probit analizi sonucu elde edilen 1Cso
degerleri; A549 icin 45,83 uM, C6 i¢in 4,01 uM, MCF7 i¢in 35,37 uM, 1929 i¢in 11,01
UM olarak belirlenmistir. Buna goére TN3 bilesiginin sitotoksik etkisinin C6 hiicre
hattinda en yiiksek oldugu goriilmektedir.

TN4 bilesigi i¢in,% canlilik ag¢isindan kontrole gore anlamli farkliliga neden
olan ilk dozun A549 hiicre hatt1 igin 12,5 uM, C6 hiicre hatt1 igin 100 uM, MCF7 hiicre
hatt1 i¢in 50 pM, L929 hiicre hatt1 i¢in ise 12,5 uM oldugu saptanmistir (p<0.05).
Ayrica S-probit analizi sonucu elde edilen ICso degerleri; A549 igin 17,92 uM, C6 igin
62,8 UM, MCF7 igin 42,22 uM, L929 i¢in 16,2 pM olarak belirlenmistir. Buna gore
TN4 bilesiginin sitotoksik etkisinin L929 ve A549 hiicre hatlarinda en yiiksek oldugu

gorulmektedir.

TNS bilesigi i¢cin,% canlilik agisindan kontrole gore anlamli farkliliga neden
olan ilk dozun A549 hiicre hatti igin 100 uM, C6, MCF7 ve 1929 hiicre hatlar1 igin ise
50 uM oldugu saptanmustir (p<0.05). Ayrica S-probit analizi sonucu elde edilen 1Csp
degerleri; A549 i¢in 73,68 uM, C6 i¢in 46,16 uM, MCF7 i¢in 31,9 uM, L929 i¢in 57,72
UM olarak belirlenmistir. Buna gore TNS5 bilesiginin sitotoksik etkisinin MCF7 hiicre
hattinda en yiiksek oldugu goriilmektedir.

TN6 bilesigi i¢in,_% canlilik acgisindan kontrole gore anlamli farkliliga
neden olan ilk dozun A549 ve C6 hiicre hatt1 icin 100 uM, MCF7 ve 1.929 hiicre hatti
i¢in ise 50 pM oldugu saptanmustir (p<0.05). Ayrica S-probit analizi sonucu elde edilen
ICs0 degerleri; A549 i¢in 89,89 uM, C6 i¢cin 69,52 uM, MCF7 i¢in 39,74 uM, 1929 icin
49,54 uM olarak belirlenmistir. Buna gore TN6 bilesiginin sitotoksik etkisinin MCF7
hiicre hattinda en yiiksek oldugu goriilmektedir.

TN10 bilesigi icin,% canlilik agisindan kontrole gore anlamli farkliliga
neden olan ilk dozun A549 hiicre hatt1 igin 100 uM, C6 ve MCF7 hiicre hatt1 igin 50
UM, L929 hiicre hatt1 igin ise 25 uM oldugu saptanmistir (p<0.05). Ayrica S-probit
analizi sonucu elde edilen 1Cso degerleri; A549 igin 76,24 uM, C6 igin 20,59 uM,
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MCF7 igin 38,81 uM, L929 i¢in 16,63 uM olarak belirlenmistir. Buna gore TN10
bilesiginin sitotoksik etkisinin 929 hiicre hattinda en yiiksek oldugu goriilmektedir.

TN11 bilesigi i¢in,% canlilik acisindan kontrole gore anlamli farkliliga
neden olan ilk dozun A549 hiicre hatti i¢in 12,5 uM, C6, MCF7 ve 1929 hiicre hatt1 i¢in
ise 25 uM oldugu saptanmustir (p<<0.05). Ayrica S-probit analizi sonucu elde edilen ICso
degerleri; A549 ig¢in 29,55 uM, C6 i¢in 27,09 uM, MCF7 i¢in 20,78 uM, L929 i¢in
22,63 uM olarak belirlenmistir. Buna gore TN11 bilesiginin sitotoksik etkisinin MCF7
hiicre hattinda en yiiksek oldugu goriilmektedir.

TNI12 bilesigi i¢in,% canlilik acisindan kontrole gore anlamli farkliliga
neden olan ilk dozun A549 hiicre hatt1 igin 100 uM, C6 ve MCF7 hiicre hatti i¢in 50
uM, L929 hiicre hatt1 i¢in ise 25 uM oldugu saptanmustir (p<0.05). Ayrica S-probit
analizi sonucu elde edilen 1Cso degerleri; A549 igin 82,51 uM, C6 igin 48,81 uM,
MCF7 igin 33,46 uM, L929 i¢in 24,01 uM olarak belirlenmistir. Buna gore TN12
bilesiginin sitotoksik etkisinin L929 hiicre hattinda en yiiksek oldugu goriilmektedir.

TN13 bilesigi i¢in,% canlilik acisindan kontrole gore anlamli farkliliga
neden olan ilk dozun A549 ve C6 hiicre hatti i¢in 50 uM, MCF7 ve L1929 hiicre hatti
icin ise 25 uM oldugu saptanmustir (p<0.05). Ayrica S-probit analizi sonucu elde edilen
ICs0 degerleri; A549 i¢in 66,7 uM, C6 i¢in 39,97 uM, MCF7 i¢in 18,66 uM, L929 i¢in
24,25 uM olarak belirlenmistir. Buna gore TN13 bilesiginin sitotoksik etkisinin MCF7
hiicre hattinda en yiiksek oldugu goriilmektedir.

TN14 bilesigi i¢in,% canlilik acisindan kontrole gore anlamli farkliliga
neden olan ilk dozun A549 hiicre hatt1 igin 100 uM, C6 ve MCF7 hiicre hatt1 igin 50
UM, L929 hiicre hatti igin ise 25 uM oldugu saptanmustir (p<0.05). Ayrica S-probit
analizi sonucu elde edilen ICso degerleri; A549 i¢in 82,76 uM, C6 i¢in 37,38 uM,
MCF7 i¢in 25,57 uM, L929 i¢in 26,13 pM olarak belirlenmistir. Buna gére TNI
bilesiginin sitotoksik etkisinin MCF7 hiicre hattinda en yiiksek oldugu goriilmektedir.
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Tez calismasinda kullanilan 11 adet siilfonamido benzoksazol tiirevi
bilesigin C6, MCF7, A549 ve 1929 hiicreleri iizerindeki in vitro antikanser etkileri
topluca Tablo.9.49.’da 6zetlenmistir.

Tablo 4.49. Tez ¢alismasinda kullanilan stilfonamido benzoksazol turevlerinin C6,
MCF7, A549 ve L929 hiicreleri tizerindeki in vitro antikanser etkilerine ait SRB
testinden elde edilen toplu sonuglar1

NO; 6 O

- /:5—}( R
O,N SO,NH ; N R—

3" H"

Bilesikler SRB testine ait her hticre icin belirlenen 1Cso
degerleri
Kod X R A549 C6 MCF7 L929
TN1 - H 57,28 63 39,44 8,64
TN2 - Cl 49,65 46,4 33,99 16,04
TN3 - F 45,83 4,01 35,37 11,01
TN4 - Br 17,92 62,8 42,22 16,2
TN5 - CaHs 73,68 46,16 31,9 57,72
TN6 - CHs 89,89 69,52 39,74 49,54
TN10 CH> H 76,24 20,59 38,81 16,63
TN11 CH2 Cl 29,55 27,09 20,78 22,63
TN12 CH> F 82,51 48,81 33,46 24,01
TN13 CH> Br 66,7 36,97 18,66 24,25
TN14 CH2 CHs 82,76 37,38 25,57 26,13
Etoposid Pozitif kontrol 32,49 4,01 39,47 24,99
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4.2. TARTISMA

Kanser ¢ok cesitli, kisiye gore degisen, karmasik bir hastaliktir. Tedavisi igin
en fazla arastirma yapilan hastaliklarin basinda gelmektedir. Cok fazla terapotik ilag
kesfedilmesine ragmen organizmalarin ilaglara karst zamanla gelistirdigi direng,
aragtirmacilart siirekli yeni ve etkili ilag bulma arayisina itmektedir Bundan dolay: literatire
bakildiginda her gecen giin antikanser etkisi olabilecegi diisiiniilen yeni heterosiklik

bilesiklerin ilag 6n maddesi olarak tasarlandigi goriilmektedir.

Biyolojik olarak aktif heterosiklik bilesik gruplarndan biri olan benzoksazol
tiirevi bilesiklerin de niikleik asitlerin yapisina katilan organik bazlara olan benzerligi
nedeniyle 0ozellikle DNA ve RNA ile ilgili siiregclerde ise karisan molekiilleri
hedefleyebilecegi diistiniildiiginden sentetik ila¢ tasarim ¢aligmalarinda oldukga ilgi
gormektedirler. (Gautam ve ark., 2012; Demmer ve Bunch, 2015).

Literatiir taramasi yapildiginda 1,2- ve 1,5-benzoksazol halkasi igeren
bilesiklerin ve bunlarmn okso turevlerinin ilag gelistirme g¢alismalarmnin 6nciilleri oldugu
gorulmektedir. Benzoksazol tiirevi bilesiklerin  antimikrobiyal, anti-inflamatuvar,
antitiiberklloz, antiviral, antifungal etkilerinin arastirildigi bununla birlikte antikanser
etkinin de giderek Onem kazandig1 goriilmektedir. Hall ve arkadaslar1 tarafindan
benzotiyazol-benzoksazol-benzimidazol tiirevlerinin sentezlendigi bir ¢alismada; 2-(2-(1-
(piridin-2-il)etiliden)hidrazinil)benzo[d]oksazol bilesiginin antikanser etki gosterdigi ve
THP-1 hicrelerindeki 1C50=1,50 puM oldugu tespit edilmistir (Hall ve ark., 1999). Bu
calismayla birlikte benzoksazol tiirevleri antikanser etkileri agisindan da incelenmeye
baglanmistir. Bir diger ¢alismada; Metil 2-(2-hidroksifenil)-benzoksazol-4-karboksilat
bilesigi sentezlenmis ve bilesigin IC50 degeri 0.88-9 uM araliginda bulunmus ve kanser
hiicreleri lizerinde etkili oldugu goriilmistiir (Kumar ve ark., 2002). Calismalar devam
ettikce daha basarili antikanser aktivite gosteren tiirevler bulunmustur. 2011 yilinda HeLa,
MCF7, A549, SW-480 hiicre tipleriyle yapilan antikanser ¢alismalarda, 2-Sibstitue-l, 3-
benzoksazol ve 3-[(3-Substitiie) propil]-1,3-benzoksazol-2(3H)-on tiirevleri sentezlenmistir
ve sonug olarak 2-(4-Benzilpiperazin-1-il)-1,3-benzoksazol bilesiginin HelLa hiicre hattinda
etkili oldugu gozlemlenmistir (Murty ve ark., 2011). Benzoksazol turevi burada MCF7 de

antikanser etki gostermezken 2013 yilinda yapilan bir ¢alismada; N-bis(2-(Benzo[d]oksazol-
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2-il)etil-6-fenil-1,3,5-triazin-2,4-diamin bilesiginin MCF7 hicreleri (lzerinde antikanser
aktivite gosterdigi goriilmiistir (Arulmurugan ve ark., 2013). Bu yuksek lisans tez
caligmasinda antikanser aktivitesi test edilen bilesiklerden 18,66 UM 1Cso degeriyle
TN13’tin MCF7 hiicre hatt1 i¢in en iyi degeri gosterdigi ve bu degerin pozitif kontrol bilesigi
etoposidin 39,47 uM olan ICso degerinden daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Ayrica ICsg
degerleri 20,78-39,44 uM arasinda degisen TN4 ve TN6 (ICso: 42,22 ve 39,74 uM )
disindaki tiim bilesiklerin de pozitif kontrolden daha etkili oldugu belirlenmistir. YUksek
lisans tez calismasinda test edilen bilesiklerin giinlimiizde mevcut olarak kullanilan
kemoterapi ilacindan (Etoposid) daha etkili oldugu in vitro ortamda yapilan deneylerle tespit

edilmistir.

Literatiir tarandiginda siilfonamido benzoksazol tiirevi bilesiklerin 2012 yilinda
yapilan bir calismada 2. konumunda siibstitiie fenil veya siibstitiie benzil yapisi tasiyan; 5.
konumunda 4-nitro/aminobenzensilfonamido grubu tasiyan 24 adet (2a-21 ve 3a-3l) ve 5.
konumunda amino grubu tasiyan ve ara basamakta elde edilen 12 adet (la-11) bilesikle
birlikte toplam 36 adet benzoksazol tiirevi bilesigin sentezlendigi ve bu sentezlenen
bilesiklerin yalnizca antibakteriyel ve antifungal etkileri agisindan degerlendirildigi
goriilmiistiir (Ertan-Bolelli, 2012). Antikanser etkileri degerlendirilmemistir. Buradan
hareketle stilfonamido benzoksazol turevlerinin antikanser aktivite etkileri bu tez ¢alismasi

kapsaminda arastirilmastir.

Yiiksek lisans tez ¢alismasi kapsaminda 2. konumunda siibstitiie fenil veya
stibstitiie benzil yapisi tasiyan; 5. konumunda 4-nitro/aminobenzensilfonamido grubu
tagtyan 11 adet benzoksazol tiirevi bilesik sentezlenmis, antikanser aktiviteleri; insan
karaciger kanseri hiicresi (A549), insan meme kanseri hiicresi (MCF7), sican glial tiimor
hiicresi (C6) iizerinde gergeklestirilmistir. Ayrica test bilesiklerinin saglikli hiicreler
iizerindeki etkileri ise fare bag doku fibroblast hiicresi (L929) hiicre serisi kullanilarak
belirlenmistir. Hiicrelerin canliiginin belirlenmesi igin trypan mavisi ekstraksiyon yontemi,
test bilesiklerinin sitotoksik etkilerinin belirlenmesi igin de SRB (stlforodamin B testi)
yontemi uygulanmistir. Pozitif kontrol olarak Etoposid kullanilmistir. Caligmada test edilen

bilesiklerin SRB testine ait toplu sonuglar1 Tablo 4.49°da 6zetlenmistir.

Calismada test edilen bilesiklerin hiicreler iizerindeki antikanser etkileri

incelendiginde; A549 hiicre hatt1 i¢in en etkili bilesigin 17,92 uM ICso degeri ile TN4
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bilesigi oldugu bu degerin pozitif kontrol bilesigi etoposidin 32,49 uM olan ICsp degerinden
daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Ayrica 29,55 uM ICso degerine sahip TN 11 bilesiginin
de pozitif kontrolden daha etkili oldugu belirlenmistir. Diger bilesiklerin ICso degerleri de
pozitif kontrolden yiksek olup 45,83-89,89 uM arasinda degismektedir. C6 hiicre hatt1 igin
en etkili bilesigin 4,01 uM ICsp degeri ile TN3 bilesigi oldugu bu degerin pozitif kontrol
bilesigi etoposidin 4,01 puM olan ICsp degeriyle ayni oldugu goriilmektedir. Diger
bilesiklerin ICso degerleri de pozitif kontrolden yiiksek olup 20,59-69,52 uM arasinda
degismektedir. MCF7 hiicre hatt1 icin en etkili bilesigin 18,66 uM ICso degeri ile TN13
bilesigi oldugu bu degerin pozitif kontrol bilesigi etoposidin 39,47 uM olan ICso degerinden
daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Ayrica ICso degerleri 20,78-39,44 uM arasinda degisen
TN4 ve TNG6 (ICso: 42,22 ve 39,74 uM ) disindaki tiim bilesiklerin de pozitif kontrolden
daha etkili oldugu belirlenmistir. L929 hiicre hatt1 i¢in en etkili bilesigin 8,64 uM ICsp
degeri ile TN1 bilesigi oldugu bu degerin pozitif kontrol bilesigi etoposidin 24,99 uM olan
ICs0 degerinden daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Ayrica TN2, TN3, TN4, TN10 ve TN11
bilesiklerinin de pozitif kontrolden daha etkili oldugu belirlenmistir. Diger bilesiklerin ICso
degerleri de pozitif kontrolden yiiksek olup 24,25-57,72 uM arasinda degismektedir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

5.1 Sonuglar

Bu tez kapsaminda; ¢aligmada test edilen bilesiklerin, A549, C6, MCF7, L929
hiicreleri Uzerindeki antikanser etkileri ve bu hiicreler Uzerindeki sitotoksik etkileri

incelenmistir. Buna gore:

TN1, TN2, TN10, TN12 bilesiklerinin sitotoksik etkilerinin 1.929 hiicre hattinda

en yuksek oldugu goriilmiistiir.

TN3 bilesiginin sitotoksik etkisinin C6 hiicre hattinda en yiiksek oldugu

gorilmiistiir.

TN4 bilesiginin sitotoksik etkisinin 1.929, A549 hiicre hatlarinda en yuksek

oldugu goriilmiistiir.

TN5, TN6, TN11, TN13, TN14 bilesiklerinin sitotoksik etkilerinin MCF7 hiicre
hattinda en yiiksek oldugu goriilmiistiir.

L929 hiicre hattr i¢in en etkili bilesigin 8,64 uM ICsp degeri ile TN1 bilesigi
oldugu bu degerin pozitif kontrol bilesigi etoposidin 24,99 uM olan ICsp degerinden daha
yiiksek oldugu gortilmiistiir.

MCFT7 hiicre hatt1 i¢in en etkili bilesigin 18,66 pM ICsp degeri ile TN13 bilesigi
oldugu bu degerin pozitif kontrol bilesigi etoposidin 39,47 uM olan ICso degerinden daha
yiiksek oldugu goriilmiistiir.

C6 hiicre hatt1 i¢in en etkili bilesigin 4,01 uM ICso degeri ile TN3 bilesigi
oldugu bu degerin pozitif kontrol bilesigi etoposidin 4,01 pM olan ICso degeriyle ayni

oldugu goriilmiistiir.
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A549 hiicre hatt1 i¢in en etkili bilesigin 17,92 uM ICso degeri ile TN4 bilesigi
oldugu bu degerin pozitif kontrol bilesigi etoposidin 32,49 uM olan ICso degerinden daha
yiiksek oldugu gorilmiistiir.

5.2 Oneriler

Tez calismast kapsaminda antikanser aktivitesi acisindan daha Once
degerlendirilmemis olan bu bilesikler, memeli hiicre kiiltiirleri iizerinde sitotoksik etkileri
bakimmdan degerlendirilmistir. Boylece biyolojik aktiviteleri ¢ok yonlii olarak belirlenmis

ve daha sonraki ¢alismalarda kullanilmak tizere literatiire kazandirilmistir.

Tez caligmas1 kapsaminda antikanser aktivitesi degerlendirilen 11 siilfonamido
benzoksazol bilesigin daha 6nce denenmemis olmasi, kanser hiicrelerini Oldiirmesiyle
birlikte saglikli hiicrelere de daha az zarar veriyor olmasi ilerde bu konuyla ilgili arastirma
yapacak olan bilim insanlarina daha yiksek etki gosterebilecek antikanser c¢alismalarin

yapilabilmesi adma yol gdsterici olabilecektir.
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