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OZET

ANTIKANSER ETKILi BAZI NITROREDUKTAZ / iLAG ONCU
BIiLESIMLERININ MOLEKULER MEKANiIZMASININ BELIRLENMESI
DOKTORA TEZi
NELIN HACIOGLU
BALIKESIR UNIiVERSITESI FEN BILIMLERI ENSTITUSU

BiYOLOJi ANABILIM DALI
(TEZ DANISMANI: PROF.DR. FERAY KOCKAR)

BALIKESIR, ARALIK - 2018

Nitrolu bilesikler kanserli hiicreler tizerinde yuksek hiicre 6limi olusturan ve
nitrorediiktaz adi verilen enzimler ile etkin hale gelebilen bilesiklerdir. Nitrorediktaz
enzimi araciligiyla ilag éncillerinden elde edilen etkin metabolitler ile hedefe 6zgu
ilaglar olusturularak kemoterapide yan etkilerin azaltilabilecegi éngérulmektedir.

Bu tez kapsaminda, sentezlenen ve biyokimyasal karakterizasyonlari yapilan
nitrolu bilesiklerin hem kendilerinin hem de Ssap-NtrB enzimi ile etkilesimleri sonucu
ortaya c¢ikan reaksiyon drinlerinin etkilerinin  belirlenmesi hedeflenmistir. Bu
kapsamda ilk olarak tim bilegiklerin sitotoksik kosullarinin belirlenmesi icin Hep3B,
PC3, HT-29, Saos-2 ve HUVEC hiicre hatlarina uygulanmig olup, sonuglar MTT
yontemiyle belirlenmistir. Zehirli ve zehirli olmayan olarak iki gruba ayrilan
bilesiklerden zehirli olanlarin enzim ile birlestirmeden “ilag” olarak uygulanabilirliginin
kontrolu igin molekiler mekanizmalari aydinlatiimistir. mRNA seviyesinde etkileri,
metastatik-hiicresel etkileri ve 6lum mekanizmalarinda izledikleri yol belirlenmistir.

Zehirli olmayanlar igin S. saprophyticus ‘tan izole edilerek Uretilen Ssap-NtrB
enziminin hiicre iginde denemelerine gegcilmistir. Bu nedenle ilk olarak gen,
pCDNA3.1/V5/HisB ¢karyotik ekspresyon vektériine klonlanmistir. Klonlamanin
kontroll igin uygulanan gegici transfeksiyon sonrasi mRNA seviyesinde ifade oldugu
belirlenmistir. Ayni ifade akim sitometri ve immunfloresan metotlari ile de
dogrulanmustir. ilag dncili olabilme potansiyeli olan bilesikler Hep3B hicre hattina
uygulanmisgtir.

Tez kapsaminda caligilan toplam 20 nitrolu grup igeren bilesikten; 706-2b,
706-2f, 706-2g, 706-2h, 706-2j, 754-3c, 754-3e, 754-3h bilesikleri kanser
tedavisinde yeni bir yaklasim olan intihar gen tedavisinde kullanilabilme potansiyeli
olan aday ilag 6nctil bilesikler olarak belirlenmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Nitrolu bilesikler, nitrorediiktaz, Hep3B, Ssap-NtrB,
ilag 6ncull, intihar gen tedavisi



ABSTRACT

DETERMINATION OF MOLECULAR MECHANISM OF SOME
NITROREDUCTASE / PRODRUG COMBINATIONS ANTI-CANCER-
EFFECTIVE
PH.D THESIS
NELIN HACIOGLU
BALIKESIR UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

BIOLOGY
(SUPERVISOR: PROF.DR.FERAY KOCKAR )

BALIKESIR, DECEMBER 2018

Nitro-compounds are compounds that form high cell death on cancerous
cells and can be activated by enzymes called nitroreductase. It is predicted that side
effects can be reduced in chemotherapy by forming target-specific drugs with active
metabolites derived from drug precursors through the enzyme nitroreductase.

Within the scope of this thesis, synthesized and performed biochemical
characterization of Nitro compounds, both of themselves and Ssap-NtrB resulting
interactions with the enzyme reaction products. These mechanisms at the cellular
and molecular level, we aimed to determine the effects they have done in terms of
death and metastatic.

First of all, to determine the cytotoxic conditions of all compounds,
substances were applied to Hep3B, PC3, HT-29, Saos-2 and HUVEC cell lines. The
results were determined by MTT method. The compounds were divided into two
groups as toxic and non-toxic. The toxic ones were elucidated by molecular
mechanisms for administration as a drug without coupling with the enzyme. At
mRNA level, the pathways, metastatic and cellular effects, and their pathway in the
death mechanisms were determined.

For non-toxic Ssap-NtrB enzyme produced by isolating S. saprophyticus was
studied in cell. Therefore, the gene was first cloned into the pPCDNA3.1 / V5 / HisB
eukaryotic expression vector. Expression at the level of mMRNA was determined after
transient transfection for control of cloning. The same expression was confirmed by
flow cytometry and Immunofluorescence methods. Compounds with potential to be
pro-drugs were administered to the Hep3B cell line.

A total of 20 nitro group containing compounds were studied. 706-2b, 706-
2f, 706-2g, 706-2h, 706-2j, 754-3c, 754-3e, 754-3h compounds were identified as
prodrug compounds with the potential to be used in suicide gene therapy, a novel
approach to cancer treatment .

KEYWORDS: nitro substituent compounds, nitroreductase, Hep3B, Ssap-NtrB,
prodrug, suicide gene therapy
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1. GIRIS

1.1 Nitrolu Bilesikler

Nitrolu bilesikler; bir ya da daha fazla nitro islevsel grubu (NO,) igeren
organik bilesiklerdir. Yapisal olarak benzer &zellikteki nitrat iyonunu igeren
inorganik tuzlar, nitratlar olarak bilinmektedir [1]. Kimyasal olarak nitro
gruplarinin 8zgiin bazi 6zellikleri vardir. Nitro gruplari elektron gekicidir, kuiglik
ve polardir [2]. Hidrojen baglari olustururlar. Nitro gruplarinda oksijen ile azot
arasindaki bag polardir. Ciinkii oksijen azota gére daha fazla elektronegatiftir,
azot elektronlarina kismi olarak negatif ve pozitif kutup olmasini saglarlar.
Pozitif kutup elektron g¢ekimine neden olur. Bu ylzden indirgenmeye
gidebilecek bir 6zelligi vardir [3]. Ayrica nitro gruplari enzimatik indirgenme
tepkimeleri ile etkinlesebilirler ve béylece etkin turler olusturabilirler. Pek g¢ok
durumda bu etkin tirler nitrolu ilaglarin biyolojik etkilerinden sorumludur.

Nitroaromatik bilesikler bu ytzden ilag 6nclilil olarak hareket ederler [4, 5].

Nitroaromatik bilesikler bir ya da iki nitrolu grup iceren ve aromatik
halka sistemine bagh molekullerdir. Kloramfenikol, nitropioluteorin,
oksipirolnitrin ve fidolopin gibi nitroaromatik bilesenlerin gok azi dogal
urtnlerdir. Astragalus gibi bazi bitkiler de savunma mekanizmasi igin
nitroglikozit sentezlerler. Politiretanlar, pestisitler, TNT, pikrik asit gibi pek gok

nitroaromatik bilesen endustriyel islemler sonucunda Gretilir [3].

Nitroaromatik bilesikler kiiciik molekl inhibitérleri olarak bir ya da daha
fazla molekiler hedefe baglanarak olustururlar. Nitro gruplar iglevsel grup
olarak dogrudan ya da dolayli olarak baglanirlar. Ayrica nitroaromatiklerin
enzimatik olarak indirgenebilmeleri hiicresel toksisite de farkl bir mekanizma

olusturur [6].



Nitro gruplarinin indirgenmesi nitrorediktazlar tarafindan katalizlenir.
Enzimatik indirgenme nitrolu bilesiklerin terapatik ve sitotoksik etkilerini

olusturmak igin gereklidir [7].

1.2 Nitrorediiktaz Enzimleri

Nitrorediiktazlar (NTR); nitrobilesiklerin (nitrofurozan, nitrobenzen,
nitrofiren ve nitrofurantoin) tagidigi nitro gruplarinin indirgenmesini saglayan

oksidoreduktaz sinifina ait flavoenzimlerdir [7].

Tum nitrorediktazlar yaklasik olarak benzer biyokimyasal &dzellikler
gosterirler. Hepsi genellikle homodimerik proteinlerdir. Molekller agirhklan

yaklasik 30 kDa olup genis substrat 6zgtinligune sahiptirler [8, 9].

Nitrorediiktazlar ¢bakterilerde ilk olarak kesfedilen, korunmus dizilere
sahip bir protein ailesidir. Nitrorediktaz proteinleri dbakterilerde yaygindir
fakat nitroredtiktaz benzeri proteinler arke ve 6karyotlardada bulunabilirler. Bu
enzimler flavin mono nikletotit (FMN) ya da flavin adenin nikleotit (FAD)'i
prostetik grup olarak kullanirlar. Niktoinamid adenin dintkleotit (NADH) ya da
nikotinamid adenin dintkleotit fosfat (NADPH)' 1 indirgeyici ajan olarak
kullanirlar [9, 10].

1.3 Nitrorediiktazlarin Siniflandirilmasi

Nitroaromatik bilesiklerde oksijen ve azot atomlari arasinda polar bag
bulunur. Oksijenin sahip oldugu elektronegativite azot grubundan fazladir ve
bu nedenle kismi pozitif ve negatif kutuplar olustururken azot grubunun
elektronlarini ¢ceker. Bu kuvvet degisimi de ortami indirgenmeye uygun hale
getirir  [3]. Nitro gruplarinin indirgenmesini de nitroredliztaz enzimleri

gerceklestirir [11].



Nitrorediktazlar bir ya da iki elektron aktarimi yaparlar. Bu ylzden
nitrorediiktazlar oksijen varligina ve bir elektron ya da iki elektron aktarimina

gore iki gruba ayrilir.

Tip 1; oksijen hassasiyeti olmayan nitrorediiktazlar olarak adlandirilir.
NADPH'tan nitro gruplara sirali 2 elektron aktarimi yaparlar (Sekil 1.1).
Oksijen varlijinda ya da yoklugunda bunu yapabilirler. Sonug olarak nitroza ve
hidroksiaminleri ara grup olarak olusturup en son asamada ise aminleri
olustururlar. Nitroaromatikler ve aminler oldukga kararhdir. Genelde Tip 1
nitrorediktazlar 2 elektron aktarimi yaparlar. Hidroksilamin ara Grinlerinin
olusumu oldukga iyi anlagiimistir. Fakat nitrozo ara trtinleri oldukga etkindir ve
ikinci elektron aktarimi birinci elektron aktarimindan daha hizhdir [1, 10, 12].
Ara drtnler zehirli ve mutajenik etki olustururlar. Hidroksil aminlerin etkin
nitrenyum iyonlarina dénustiigii ve DNA ile etkilesime girdigi onerilmektedir
[12]. Tip 1 nitrorediktazlar gok cesitli nitrolu bilesiklerin indirgenmesine
katilirlar. Ornek olarak nitrofuranlar, nitrobenzenler, nitrofenoller, nitrobenzoat,
nitrotoluenler (TNT) ve nitroimidazoller dahil olmak (zere cesitli nitrolu

bilesenler verilebilir [13].

Tip 2 ise; oksijen hassasiyeti olan nitrorediktazlardir. Nitrolu grubunun
1 elektron aktarimini oksijen varhiginda katalizleyebilirler (Sekil 1.1). Bir
elektron aktarimi yapan nitrolu gruplar nitro radikal anyonlari olustururlar. Bu
anyonlar kararli degildir ve oksijenli kosullar altinda geri ylkseltgenirler. Bunun
sonucu olarak da etkin stiperoksit anyonuna dontsturirler. Bu olaya futil
dénglst denir ve bazi durumlarda nitrolu bilegiklerin zehirli etkilerinden
sorumludur. Futil dénguisti gok fazla stperoksit olusturdugu icin oksidatif stres

olustururlar [14].
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Sekil 1.1: Tip | ve Tip Il nitrorediiktazlarin indirgenmesi [13]

Cizelge 1.1: Onemli nitrorediktazlar [13]

Organizma Nitrorediiktazlar
Tip | Grup A : Tip | Grup B Yeni.
Gruplar
Bacillus amyloliquefaciens YwrO
Bacillus licheniforms YTk0
Bacillus subtilis NfrA1 (YwcG)
Clostridium acetobutylicum | NitA, NitB
Enterobacter cloacae NR
Escherichia coli NfsA NfsB
Helicobacter pylori RdxA
Klebsiella sp NTR |
Pseudomonas NbzA




pseudoalcaligenes
Pseudomonas putida | PnrA | PnrB
Rhodobacter capsulatos . NprA, Ner
Salmonella typhimurium SrnA Cnr
Staphylococcus aureus | NfrA NtrA
Synechocystis sp DrgA
Vibrio fischeri FRaz |
Vibrio harveyi Frp
Homo sapiens Iyototirozin
deiyodinaz
Saccharomyces cerevisiae _ | Frm2, Hbn1

Prokaryotlarda ve &karyotlarda izole edilen pek c¢ok nitrorediktaz
enzimi bulunmaktadir (Cizelge 1.1). Onemlerinden dolayr pek gok
nitroredilktaz, klonlanmis yapisal analiz ve islevsel analizleri yapiimistir. Bu
enzimlerden bazilarl H.pyloriden izole edilen RdxA [15], E. colfden ayrilip
saflastirilan NTR [8, 10, 16, 17], Vibrio fischeriden ayrilip saflastirilan FRazl
[18], B. amyloliquefaciens’den ayrilip saflagtirlan YwrO [19] ve S
saprophyticus'dan ayrihp saflastirilan Ssap-NtrB'dir [20]. Ssap-NtrB'nin
CB1954'() etkinlestirdigi belirlenmistir [21].

Okaryot hiicrelerde nitrorediktazlarin varhigr ile ilgili bir ka¢ kayit
vardir. Memelilerde tip 1 nitrorediktazlara islevsel olarak benzeyen bazi
enzimler bulunmustur. Bunlar NAD(P)H kuanin oksidorediktaz (DT-diaforaz)
ve ksantin dehidrogenazdir. Fakat bu enzimler birbirleri ile filogenetik olarak
ilgili degildirler. Bu ailenin domain 6zelliklerini géstermezler. Benzer sekilde tip
2 enzimleri ile islevsel olarak ilgili nitrorediktaz enzimleri gesitli
organizmalarda bulunur. Bunlar aldehit oksidaz, sitokrom ¢ oksidaz ve NADPH
sitokrom P-450 rediktazdir [14]. insanlarda iyototirozin deiyodinaz, mono- ve
diiodotirozinin deiyonasyonunu katalizler ve bir NfsA nitroredilktaz bélgesi
icerir [22].




Son zamanlarda Saccharomyces cerevisiae’ da Frm2 ve Hbn1 olarak
adlandirilan nitrorediiktaz benzeri proteinler tanimlanmistir. Bu proteinler yeni
bir nitroredilktaz ailesine aittir ve bircok bakteri ve mantarda da homologlar
bulunmaktadir [23] .

E.colide farkli nitrorediiktazlar izole edilmistir. Bunlar NfsA (grup A) ve
NfsB (grup B) dir. Bunlar ana ve yan oksijen duyarsiz nitroreduiktazlardir [10].

NfsA ana oksijen duyarsiz nitrorediiktaz olup elektron kaynagi olarak
NADPH'" kullanir. NfsB ise elektron kaynagl olarak NADH ya da NADPH
kullanan rediktazdir [16, 24].

1.4 Nitrorediiktazlar ve Metabolik Yolaklar

Nitroredilktaz proteinlerinin  biyolojik islevi buytk bir sekilde
bilinmemektedir. E.coli nitrorediiktazi NfsB'nin proteinlerdeki 3-nitrozin (3-NT)
gruplarini indirgeyebildigi gésterilmistir. Bazi galismalarda nitrorediktazlarin

oksidatif stres cevabiyla ilgili oldugu &nerilmektedir [25].

Bazi nitroredilktazlarin farkli metabolik yolaklarla ilgili oldugu
bulunmustur. Ornek olarak nitroredilktaz benzeri bir protein olan BluB enzimi
verilebilir. Bu enzim NADH/flavin mono nikleotit (FMN) - bagiml nitrorediiktaz
ailesindendir. Selenomonas ruminantium, Sinorhizobium meliloti ve R.
capsulatus da bulunur. B12 biyosentezinde gérev aldiklari énerilmistir. B12
hayvanlarda, protistalarda ve bazi prokaryotlarda bazi reaksiyonlarda kofaktér
olarak gérev yapar. Ornedin ya§ asitleri, nikleotit ve metionin aminoasiti
sentezinde gorev alirlar [26]. Siyanobakter Synechocytis DrgA proteini ve
E.coli NfsB enzimi demir indirgeyici etkisi vardir. Demir metabolizmasinda

gorevlidir [27].

E.coli den elde edilen NfsB proteini demir metabolizmasi igin dnemli

olan ferrik redilktaz etkinligine sahiptir. Fenton mekanizmasini katalizlerler.



Fenton mekanizmasida demir ve hidrojen peroksitin etkilegime girdigi
reaksiyondur [28]. S.cerevisiae' den elde edilen Frm2p ise 6nemli bir yolak
olan lipit yolaginda gérevlidir. Vibrio fischeri * de bulunan nitroredilktaz FRase1
enzimi biyoluminesans ozellikle ilgilidir. Bu enzim lusiferaz reaksiyonu igin
gerekli olan flavini indirgenmis hale getirir. Bunu da NADPH tarafindan
FMN’nin indirgemesi ile yapar [17, 18, 24].

Nitrorediiktazlarin evrimsel énemi ile ilgili Roldan ve arkadaslari (2008)
bir 6neride bulunmustur. Bu enzimlerin ilk fizyolojik islevlerini kaybettikleri ve
farkli nitroaromatik ve nitroheterosiklik bilesikleri indirgemek lzere
degistiklerini  6nermisti.  Bu sayede bakteriler Kirletiimis ¢evrede canl
kalabilecek bir Gistlinlik kazanirlar. Nitrorediktazlarin bu avantaji ve metabolik
yolaklarda oynadiklari iglevler bu enzimleri biyoteknolojik ve klinik agisindan

6nemli kilmaktadir[5].

1.5 Nitrorediiktazlarin Cevre ve insan Uzerindeki Rolleri

Nitroaromatik gruplarin zehirli etkileri oldukga iyi tanimlanmistir. Bu
bilesiklerin cogunun zehirli, mutajenik ve karsinojenik oldugu rapor edilmistir
[29]. Fakat nitroaromatik bilesiklerden nitrofuran, nitrobenzen ve digerleri ilag
endustrisinde antimikrobiyal ajan olarak, yiyecek katki maddesi olarak, pestisit,
patlayici, boya ve daha birgok endstrilerde ham madde olarak yaygin
kullanim alani bulunmaktadir. Bu proteinler g¢evre miuhendisliginde ¢ok
poptlerdir. Ozellikle nitroaromatik zehirliliginin 6nlenmesinde onemli rolleri
vardir. Bu nedenle biyoremediasyon ve biyokataliz olaylarinda kullanihr.
Sonug olarak gevrede ¢ok yaygindir ve 6nemli kirleticilerin buy(k bir grubunu
olusturmaktadir [3, 30].

Bazi nitrolu bilesikler cevrede bulunmaktadir. Ozellikle bazilari fosil
yakitlarinin uygunsuz kullanimi ile olusur. Endustriyel iglemlerde, boya olarak,
sentetik ara GOrinler olarak kullanilmaktadir. Son zamanlarda mutajenik
aromatik nitrolu  bilesikler fotokopilerde, sehir atmosferinde, otomobil
egzozunda ve sigaralarda bulunur [3, 5, 29]. Bu ylizden insanoglu gevrede

surekli nitrolu bilesiklere solunumla, besinle ve cilt temasi ile maruz



kalmaktadir. Bu nitrolu bilesikler bu durumda oldukga biiyuk bir saglik problemi

olustururlar [3, 29].

Ayrica pek gok nitrolu bilesik etkin azot oksit tirlerini olusturup biyolojik
molekillere zarar verecek durumdadir. insan viicudunda nitrolu bilesiklerin
metabolizmasi bagirsak florasinda gergeklesir. Bagirsak mikroflorasinda
zorunlu anaerob turler ézellikle Clostridium vardir [31]. Mikroflora 6zellikle
cevresel ve kimyasal Uriinleri metabolize etmede rol oynayan gok cesitli
metabolik aktiviteler gdsterir. Bu ylzden mikrofloradaki bakteriler insan
saghginda ve hastaliklarda 6neme sahiptir. Bu anlamda bagirsak mikrobiyal
topluluklarinda varolan nitrorediktazlar digaridan alinan nitroaromatik
kimyasallari metabolize etmede rol oynarlar. Bu biyotransformasyon Grtnleri

konakgt igin zehirli olabilir [32-34].

Bagirsak mikroflorasi antibiyotiklere maruz kaldigi zaman metabolik
etkinlikleri degisir. Ornegin I-nitropiren énemli bir gevresel kirleticidir. Mutajenik
ve tumoérejenik oldugu gésterilmigtir. I-nitropiren oksijensiz insan ortaminda,
maymun ve fare bagirsak mikrofloralarinda aromatik aminlere indirgenebilir.

Aromatik aminlerde daha byt toksisite icerebilir [34].

Nitroreduktazlar son giinlerde oldukga biyuk ilgi alani olugturmustur.
Bazilari biyosensér olarak bazilari ise biyoremediasyonda kullanilir. Ozellikle

cevresel kirleticilerin izlenmesinde yaygin olarak kullaniimaktadir [35], [36].

Nitrorediiktazlar pek ¢ok kirletici bilesigi érnegin TNT'yi pargalayabilir.
TNT 1902 yilindan beri kullanilan patlayici, boya ve fotograf endustrisi

kimyasallarinin ara triinii olan nitroaromatik bir bilesiktir [3, 34]

Ozellikle kirliligin yok edilmesinde bitkilerin kullanimi son yillarda &n
plana c¢ikmistir. Fitoremediasyon denilen bu iglem disuk maliyetli, dusuk
cevresel etkili ve kolay calisan bir sistemdir [37]. Fakat bitkiler bakteri ve
memelilerde olan enzimatik cesitlilige sahip degildir. Bunun i¢in transgenik
bitkiler gelistirilmistir. Ornegdin strekli olarak Nfs1 nitrorediktaz genini ifade
eden tuttn bitkisi elde edilmistir. Bu transgenik bitkiler nitroaromatik bilesikleri

parcalayabilir [38, 39].



1.6 Nitrorediiktazlarin Klinik Onemi

Nitrorediktazlarin 6zellikle kanser tedavisinde ve antibiyotik direncte
onemli rolleri vardir. Ayni zamanda tip alaninda ilag dnclllerini aktive edecek
ajanlar olarak da &nemlidirler. Ayrica pek gok galisma nitrorediktazlarin

antibiyotiklere karsi duyarliigi ile ilgilidir [7, 40, 41].

Kemoterapi, hastaliklarin tedavisinde kimyasal ajanlarin
kullaniimasidir. ik kimyasal o6zellikteki antikanser ilag hardal gazindan
gelistirilmistir. Ikinci diinya savasinda kimyasal silah olarak kullanilmisgtir. Bu
gaza maruz kalan askerlerin kemik iligi ve lenf dokulari baskilanmistir. Bu
durum kot huylu lenfomalarin  olusumuna sebep olmustur. Kanser
tedavisinde kemoterapinin cok fazla yan etkisi vardir. ilaca karsi direngli
hiicreler olusturabilir. Enzim ilag énciil terapisi bu problemi cevaplayacak bir
stratejidir [41]. Yalniz bu ilag &ncullerinin timor hucrelerinde daha yuksek
ifade olan enzim sistemleri ile aktive olmasi gerekir. Bdylece timore 6zgu ya
da hedefe spesifik bir tedavi yaklasimi mumkiin olacaktir. Halbuki insanda
E.coli nitroredilktazlara segenek olabilecek bir enzim sistemi yoktur. llag
oncillerinin etkinlestirilmesinde bakteriyel kaynakli nitrorediiktazlarin kullanimi

gundeme gelmistir.

E.coli nitrorediktazi ya da genleri, tumor huicrelerini ilag énciline kars!
duyarli hale getirir. Bunu bakteriyel enzimin ilag éncllint yuksek sitotoksik
hidroksilamin turevlerine dénlstirmesi ve bu ara Urunin tumér hicrelerini
olduriicti etki gostermesi ile gergeklestirir [42]. Bu ylzden bu enzim
sistemlerini tasiyabilecek farkli gen tedavileri glindeme gelmistir. Bu genlerin
kodladigi enzimler ilag oncullerini zehirli hale getirirler. Ornegin, kanser gen
tedavisinde kullanilan ve E.coli ' de NfsB geni ile kodlanan nitrorediktaz
(NTR), 5-aziridinil-2,4-dinitrobenzamidi (CB1954) etkinlestirir. Etkin olan
turlerde potansiyel bir DNA alkilleme araci ortaya gikar ve yiksek sitotoksik
etki ile DNA capraz baglanmalari yapar [43]. CB1954 bollnebilen ve
bélunemeyen hiicrelerin ikisini de 6éldurir. Hedef hicreler kisa strede
cogalamayacagi igin bu bir avantajdir [42]. Zehirli olmayan ilag 6ncullerinin
enzimler ile yiiksek sitotoksik etki gostermesi sonucunda segilen kanser
tiplerinde genellikle bir viral vektér kullanilarak yapilan gen aktarimi ile kanser
gen tedavisi yapilir. Cok farkli enzim-ilag oncil bilesimleri vardir. Herpes

Simpleks virtistinden elde edilen Timidin kinaz, Gansiklovir ilag 6nculini



etkinlestirir. Sitozin deaminaz ise 5-florositozini 5-floro-urasile cevirir. Bu
sistemler de DNA sentezini inhibe ederek, ¢odalan hiicrelerin dlimine sebep
olur [44].

Nitroredilktazlar antibiyotik direncinde ozellikle metronidazole karsgi
énemli rol oynarlar. Metronidazol ilk defa Trichomonas enfeksiyonlarini tedavi
etmek icin gelistirilmistir. Fakat pek gok parazitik enfeksiyonlarda, Helicobacter
pylori.’nin neden oldugu enfeksiyonlarda kullaniimaktadir. Metronidazole kars!
direnc 6zellikle H.pylori enfeksiyonlarinin tedavisinde ciddi bir problemdir. Bu
ylizden antibiyotige direcin molekiiler mekanizmasini anlamak oldukgca
gnemlidir. H.pylori ‘deki metronidazole direngte oksijene duyarsiz NADPH

nitrorediiktazi kodlayan rdxA genindeki mutasyonlar 6nemlidir.

Ayni zamanda NADPH flavin oksidarediktaz genini kodlayan frxA
genindeki mutasyonlarda rapor edilmistir. RdxA nitrorediktazi metronidazolt
ilag 6nculinden mutajenik hidroksilamine gevirir. Bu da DNA hasari
olusturarak hiicre élimune neden olur. frxA hiicresel indirgenme potansiyelini
indirekt etkiler. Metronidazoliin indirgenme ile etkinlesmesi hedef hicrenin
redoks sistemine baglidir. Bu ytizden bu iki enzimin etkinliklerindeki kayip ve
azalma metronidazole dirence neden olur. Klinik olarak nitrorediiktazlar
nitroiminadazol temelli tedaviler igin ilging bir hedeftir. H.pylori soylan 3 yolla
direncli hale gelir. (1) rdxA geninin etkinlesmemesi (2)rdxA ve frxA nin her
ikisininde etkinlesmemesi (3) ¢ok nadiren frxA nin  yalniz basina
etkinlesmemesi. Nitrofuran kokenli nitrofurazon ve nitrofurantoin  gibi
antibiyotikler &zellikle genital bélge ve Uriner sistem rahatsizliklarinda
kullanilmaktadir. Bu bilesikler nitrorediiktazlar tarafindan aktive edilmelidir.
Antibiyotik direng mekanizmasinin anlasiimasiyla birlikte daha etkili antibiyotik

bilesenlerinin tasarimi gibi yeni stratejilerin gelistirimesi ortaya gikmistir [15].

Nitroaromatik bilesikler tipik bir ilag molekulinde var olmayan bir
mekanizma ile hicresel zehirlilik gosterirler. Bu yuzden de pek ¢ok
nitroaromatik bilesenin taranmasi ve boylece hucresel bazli deneylerin
yapiimasi gerekmektedir. Bu ytizden pek g¢ok nitroaromatik bilesik inceleme
asamasindadir. Ornedin anti parazitik nitazanide ve nifurtimoks Hepatit-C [45],

pediatrik néroblastoma [46] i¢in klinik denemelerdedir.
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1.7 llag Onciil Maddeler

llaglarin fizikokimyasal ézelliklerini degistirip, gecici olarak uygunlugunu
arttiran ya da zehirliligini dustren, farmakolojik olarak etkin olmayan olan

kimyasal turevlere "prodrug" ya da ilag 6nctlil adi verilmistir [47].

ilag o6ncilleri tasarlanirken bazi dikkat edilmesi gereken noktalar

bulunmaktadir. Bunlar;

e Enzim — substrat iliskisine uygun enzime 6zel ila¢ éncul olmal [48]

e Hucre iginde etkin olabilmesi i¢cin kanser hiicrelerinde dagilabilmeli

e Hucre disinda etkin hale geliyorsa, hicre kanallarindan kolaylikla
gecebilmeli [49]

e Sistemik olarak zehirlilik yaratmamak icin saghkhh dokuda etkinligi
olmamali

e Fizyolojik kosullarda var olan kimyasal yapisi bozulmamal [41]

e Etkin hale gelen ilag énctl madde ve olusturdugu zehirliligin yarilanma
stresi enzimin etkin olmadigi bolgelere de ulasabilecek uzunlukta
olmali

e Lenf ve kan dolasimina kagak yapabilmesine imkan vermeyecek kadar
kisa bir yarilanma stresi olmal

e Etkin hale gelerek tedavi edici 6zellige ulasan ilag, éncil ilag halinden

yuz kat etkili olmal seklinde siralanabilir [49].

llag &nculleri farmokodinamik ve zehirli olarak etkisiz fakat potansiyel ilag
haline gelebilen kimyasallardir. Bu ilag 6nculleri 6zel enzimler ile etkinlestirilir
ve normal hiicrelerden bu 6zel enzimlerin timér hiicrelerinde normal hiicrelere
gore daha fazla ifade olmasina neden olur. Bu durum hicreler arasinda
farkliliklara neden olur ve kemoterapinin 6zginliguni kuvvetlendirir. Bu ilag
dnclllerini aktive eden enzim seviyeleri timorlerde oldukga nadirdir. Bu

ylzden yeni tedaviler énerilmistir [41].
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1.8 ilag Onciil Maddeler ve Tedaviler

llag 6ncti maddelerin istenilen hedef bdlgelere iletiimesinde kullanilan
pek cok tedavi yontemi vardir. Gen yonlendirmeli enzim ilag 6ncil tedavisi ya
da virts yénlendirmeli enzim ilag 6ncult tedavisi (GDEPT ya da VDEPT) ve
antikor yonlendirmeli enzim ilag énciil tedavisi (ADEPT) bunlara érnek olarak
verilebilir [44].

GDEPT, DNA bilesimlerinin Clostrodia ya da viriis kékenli vektorleri
enzimi kodlayan genin timér hiicrelerine tagimasi igin kullanilir [50]. Bu enzim
zehirli olmayan ilag onculini sitotoksik metabolite gevirir.  Sitotoksik
metabolitte tumor hicrelerini 8ldurir. ADEPT sistemi de enzim timor
hiicresine 6zel bir antikora baglanir. Béylece enzim dogrudan tumoéri hedefler.
Antikorun tiimér yiizeyindeki proteine baglandiktan sonra organizmaya verilir.
Antikora baglanmis enzim ilag 6nctli metabolize eder. Zehirli molekul tumér

hiicresine girer ve sitotoksik etki olusturur [49].

GDEPT sistemiyle etkili olabilen dért ilag éncul sinifi bulunmaktadir.
Bunlar dinitroaziridinilbenzamidler, dinitrobenzamidler, 4-
nitrobenzilkarbamatlar ve nitroindolinlerdir. Nitroreduktazlar ile birlikte GDEPT
icin kullanilan en basarili 6n ilag, 5-aziridinil-2,4-dinitrobenzamid (CB 1954) tir.

llag 6nciillerinde dinitrobenzamid ailesinin prototipidir [51].
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Sekil 1.2: ADEPT, GDEPT ve VDEPT etki mekanizmasi [13]

1.9 ilag Onciil Madde: CB1954

CB1954 (5- aziridinil 2,4- dinitrobenzamit) Chester Beatty Laboratuari
tarafindan 1960’larin sonunda sentezlenmistir. CB1954' (in antitimaor aktivitesi

Fare Walker 256 karsinomada gésterilmistir [52].

CB1954 (5-aziridinil  2,4-dinitrobenzamid) bu ilag  &ncdllerinin
(dinitrobenzamitin) prototipidir. Bunlar kanser tedavisinde gittikge populer
olmus bir gruptur. Bu onclller DT-diaspohere tarafindan etkinlesir. CB1954
klinik denemelere gecmistir. Fakat insanda daha az aktive oldugu ve daha az
antitumor etki gésterdigi tespit edilmistir. Rat ve insan enzimleri arasindaki fark
buna neden olmustur. E.coli nitrorediktaz NfsB' nin ilag énclli CB1954" U
daha iyi etkinlestirdigi gozlenmistir. Bu da CB1954'Un ADEPT ve GDEPT

yéntemleri ile tedavide kullanilabilecegini gostermektedir [41, 52].

13




E.coli nitrorediiktazi CB1954 nitro indirgediginde sitotoksik 4-hidroksil
amini olusturur. Bu da tiyoesterler ile reaksiyona girer. Ornek olarak Asetil coA
ile girer ve DNA' ya baglanan bir ajan olustururlar. Bu ajan DNA zincirlerine
baglanarak yiiksek sitotoksisite olusturur. Iki nitro grubun iki hidroksil gruba ya
da iki amin gruba indirgememesi potansiyel sitotoksik bilesikler de olusturur.
Oysa dt- diasfor enzimi sadece 4-nitro bagini indirger. DNA' ya baglanan bu
kompleksler tamir edilemez ve béliinen ve bélinmeyen hicreleri p53 bagimsiz

yolla apoptoza yollar [41, 52, 53].

Etkinlesmis CB1954 hilicre déngisinden bagimsiz olarak hucreleri
oldartr. Bu da bélunmeyen hlcrelerin hedef olmasini saglar. Baska bir
avantajl pek cok ilag oncili yanindaki hiicrelerin de 6lumiine de neden olurlar.
Bu sistem bdyle bir etkiye sahip degildir. Bu tedavinin kanser potansiyeli faz 1

ve faz 2 prostat kanserli vakalarda denenmistir [41, 54].

Teropatik NfsB ve CB1954 kullaniminin bazi yetersiz yonleri vardir.
Nitrorediiktazlar ilag oOncilllerine disik etkiye sahip oldugu igin dusik
reaksiyon hizi vardir. Boéylece diger substratlarin kullanimi ya da diger
organizmalardaki nitrorediiktazlar arastirimalidir. Dider nitrorediktazlarin
CB1954 'U de etkinlestirdigi gésterilmistir. Ornegin B. amyloliquefaciens ve P.
pseudoalceligenes den elde edilen NbzA enzimleri, bu enzimlerin her ikisi de
E.coli NfsA nitrorediktaz ile yuksek homoloji gosterir ve NfsB' ye gére dusuk
bir Km'si vardir [16, 55].

CB1954'iin metabolitleri hem bélinen hem de bdélinmeyen kanser
hucrelerini 6ldirme yeteneginde olan alkilleyici araglardir. Bu, sadece bir tr
hicreyi hedef alan diger bazi GDEPT sistemlerine kiyasla bir tstinlUktir. Ayni
zamanda metabolitlerin yliksek hiicre gecirgenligine sahip olmasi, seyirci etkisi
ile komsu timér hiicrelerinde de etkinlik gostermesini saglar [56]. Patel ve
ark.,, CB1954 ve GDEPT sisteminin bu etkinligini, karaciger ve prostat

kanserlerinin tedavisi igin etkisini birkag klinik calismada gdstermislerdir [54].

Bu calismada da referans olarak alinan CB1954 maddesi haricinde
SN23862 [57] ve PR-104 [58] gibi dinitrobenzamit mustardlari (DNBM) da
onem kazanmistir. PR-104 ilag 6ncll maddesi basarili olmus, klinik deneyleri
asamasina gecmistir [59]. Yapilan ¢alismada PR-104'ln lipofilik DNBM alkolt

olan PR-104A'ya dénlstugl, PR-104A’Gn amin ve hidroksilamin GrGnlerinin
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DNA capraz baglayici arag olarak rol oynadidi, hiicre bolunmesini
engelleyerek sitotoksik etki gésterdigi bulunmustur [60]. PR-104, miyelotoksik
etki gosterdigi igin klinik deneylerde bir sonraki agamaya gegilememis olsa da
[61], kanser tedavisi igin Gnemini korumakta ve ikinci nesil PR-104A analoglari

ile alakali galismalar devam etmektedir [62, 63].

Kanser tedavisinde kullanim amacl, klinik faz 3 asamasinda [63, 64]

olan evofosfamide (TH-302) de énemli ilag 6ncllerden bir tanesidir [63].

Bir diger potansiyel ilag-onct bilesik ailesi de nitro-kloro-metil-
benzindolin (nitro-CBO)lerdir. Green ve arkadaslan tarafindan yapilan
calismada P.aeruginosa ve NfsB/nitro-CBI-DEI birlegiminin, E.coli NfsB/CBI-
DEI birlesiminden 4,5 kat daha etkin oldugu bulunmustur [66].

Diger bir ilag 6éncii aday bilesik turi CNOPB'lerdir. Ancak bilesigin
poliaromatik yapisindan dolayi g¢éztnurlikleri ve dokuya nufuzu sinirl oldugu
icin kanserli dokuyu hedef alan mikrovesikiller igerisine enkapstlasyon

yapilarak klinik uygulamalarda kullanilabilmektedir [67].

Nitrorediiktazlar, 5-nitroimidazol antibiyotikleri ile de etkilesime girdikleri
icin bu antibiyotikler de potansiyel ilag onciler olabilirler. Bu kapsamda,
Prosser ve arkadaslarinin yaptigi bir caligmada pek cok bakteriyel tip 1
nitrorediiktazin  metronidazolu  potansiyel sitotoksinlere  donistirdagu

gorulmastir [68].

Tip 1 nitrorediiktazlar ayni zamanda kinon redilktazi olduklari igin kinon

ilag 6nciileri de kanser tedavisinde kullanilabilir [63].

Kanser tedavisinde kullanim amagh gelistirilen enzim ilag-6ncl

birlesimleri arasinda en yaygin olarak bilinen E.coli NTR/CB1954 sistemi klinik



deneme asamasina gegmesine ragmen [54], E.coli NfsB nin CB1954
tizerindeki etkisinin dusuk oldugu, bu nedenle ileri faz denemelere devam
edilemedigi bilinmektedir [54]. Bu nedenle oncelikle CB1954 izerinde daha
etkin olacak yeni nitrorediktaz enzimleri kesfediimeye baglanmistir [19, 20,
52, 66]. Ote yandan var olan nitroredtktazlarin ilag éncii moleklleri tzerindeki
etkilerinin artinimasina yénelik protein muhendisligi ile mutasyon caligmalari
gerceklestirilmis, E.coli NfsB’nin CB1954 tizerindeki kea/Kv'ini 2,4 kat [8], 48
kat [63], 25 kat [69], 8,4 kat [70] arttirabilmiglerdir.

1.10 ilag Onciil ve Nitrorediiktaz Enzim Uygulamasinin Etkileri

Hucrelerde 6lim mekanizmalari ¢ok farkli sekillerde olabilmektedir.
Nitrorediiktaz ve CB1954 ikilisinin uygulanmasi sonucunda, CB1954 maddesi
nitrorediktaz enzimi tarafindan indirgenir ve DNA ile capraz bag yapar.
Olusan bu gapraz baglarin onariimasi zordur ve bu nedenle hucrelerde pS3
bagiml olmayan apoptoz yolu ile hiicre 6lim mekanizmasini etkin hale
getirirler [53]. Ntr / CB1954 uygulandiktan sonra olugsan DNA kiriklari ile timosit
ve epitel hiicrelerindeki degisim incelenmistir. Bu hucrelerde apoptozun

tetiklendigi belirlenmistir.

Nitrorediiktaz enzim aracili olusan hiucre o6luminde p33 timor
baskilayiclya ihtiyag olmamaktadir. Hicrelerde olusan &élum mekanizmalari
hilcre gogalmasindan bagdimsiz olarak gergeklesir. Etkin haldeki CB1954'Un
DNA'ya capraz baglanmasi ile apoptoz mekanizmasinda olusan kaskat etkin
hale gelir. Bu olusumla hiicre 6lim yoluna girer. Cui ve ark., in vivo fare
denemelerinde p53 etkin olmayan olan hucrelerde, CB1954 verilmesinden 7
saat gectiginde p53-bagimli olmayan hiicre élimunin gézlendigini belirlemistir
[53].
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111 Seyirci (By-stander) etkisi olan ve olmayan etki

mekanizmasi ile hiicre 6liimii

Seyirci (By stander) etkisi, hiicrelerde enzim ifade olduktan sonra olugan
toksinlerin g¢evredeki hicreleri de éldurmesi olarak calismalarda ifade edilir
(Sekil 1.3). Bizim yapmis oldugumuz hucre disi reaksiyon c¢alismalarinda,
nitrorediiktaz enzimi ve substratinin bir araya getirildikten sonra olusan zehirli
metabolitlerin hiicre icerisine verilmesi seyirci etkisini taklit amaciyla
gerceklestiriimistir. Seyirci etkisi olmayan mekanizma ise enzimin tuamorlu
hicrelerde ifade ettirilip sadece o hicrelerin élimine sebep olacak zehirleri
saglamasidir. Bu sistemde dnemli olan enzimin yeterli sayida timér hicresine
verilmesi islemidir. Gen aktarimi etkinliginin arttinimasi klinik olarak buy(k

énem arz etmektedir [71].

Seyirci Etkisi : Sitotoksik ilacin
taginmayan komsu hiicrelere
yayilmasi

Tiimore 6zgii gen Aktif prodrug
tagima Enzim ifadesi & DNA hasar

Prodrug

Sekil 1.3: Seyirci etkisinin mekanizmasi [71]
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2. GCALISMANIN AMACI

Tez konusunu olusturan nitrolu bilesikler kanserli hicreler (zerinde
yiksek hiicre 8lumu olusturan ve nitrorediktaz adi verilen enzimler ile etkin
hale gelebilen bilegiklerdir. Son zamanlarda nitroredilktaz enzimlerinin énemi
klinik alanda artmistir. Elde edilen timit verici galismalara ragmen bu alanda
tam bir basarn hala elde edilememistir. Bu ylzden pek cok yeni nitrolu
bilesiklerin sentezine ve onu in vivo'da etkin hale getirecek ve bu bilesiklere
ilgi gdsterecek nitroredilktazlarin bulunmasina ihtiyag vardir. Amag; normal
dokuya zarar vermeyen, sadece kanserli dokuda ifade olan enzim
sistemleri tarafindan etkin hale getirilen ve gogunlukla hiicre o6liimi

olusturan ilag onciillerinin geligtirilmesidir.

Bu calisma ile kanser tedavilerine ydnelik olarak sentezlenmis
potansiyel ilag oncillerinin  ve Ssap-NtrB  enziminin  birlestirilerek
Nitroredilktaz/ilag éncii bilesimlerinin elde edilmesi, bu bilesimin hiicre ici ve
hiicre digi sistemlerde olusturduklar etkilerinin molekiler mekanizmalar ile
aydinlatiimasi distnulmustir. Tez kapsaminda yapilan bu calismalar, akig

diyagraminda ayrintili bir sekilde belirtilmistir (Sekil 2.1). Bu plana gore;

i) Nitro grubu igeren tim bilesikler éncelikle uygun kosullarda 5 farkl
derisimde hazirlanmistir.  Ardindan gosterdikleri  zehirli  etkilerin
belirlenebilmesi amaciyla segilen farkl kanser hiicre hatlarinda
(Hep3B, PC3, Saos-2, HT-29, HUVEC) denenmig ve sonucunda
sitotoksisite durumunun  belirlenmesi igin MTT deneyine tabi

tutulmustur.

iy MTT deneylerinden elde edilen sonuglara gére segilen zehirli olmayan
bilesiklerin enzim ile denemelere gidebilecek Ozellikte oldugu
belirlenmistir. Bu nedenle segilen bilesikler ile Ssap-NtrB enziminin
dahil oldugu hicre digi reaksiyon denemeleri 6 farkli derigsimde

uygulanmistir.
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ii)

vi)

Zehirli olmayan bilesiklerin hticre igi sistemlerde denemesi igin,
hiicrede ifadesi gerekli oldugundan pEt14b vektdrine aktariimig olarak
bulunan Ssap-NtrB geninin 6karyotik ekspresyon vektérll olan

pCDNA3.1/V5/HisB' ye klonlamasi gergeklestirilmistir.

Klonlamanin dogrulugu igin gegici transfeksiyon uygulanmig ve bunun
ardindan ilk olarak mRNA seviyesinde, ardindan Immunfloresan
yontemiyle ve son olarak ise akim sitometri yontemiyle kontroll

saglanmistir.

Hucre iginde enzimin ve ilag oncul bilesiklerin etkinliklerinin
goriulebilmesi igin ise oncelikle gegcici transfeksiyon uygulanmis ve
ardindan segilen ilag éncli bilesikler uygulanarak olusturduklar etki

degerlendirilmistir.

Zehirli olan bilesiklerin ise hticre 8lumunt apoptotik mekanizmalar ile
gerceklestirip gerceklestirmeyecegi belirlenmistir. Bu cergevede pro-
apoptotik ve anti-apoptotik genlerin ifadeleri mRNA dizeyinde
belirlenmis ve devaminda Nicel Gergek Zaman (Real Time) PCR

analizi ile gen ifadesi gdzlemlenmistir.

vii) Ayni etkinin protein diizeyinde etki olusturup olusturmadi§r Western

Blot analizleri ile dogrulanmistir.

viii) Ayrica bilesiklerin hiicreler tizerindeki metastatik etkilerinin belirlenmesi

iX)

icin koloni olusturma ve yaralanma denemesi yapilmig olup, bu

sonuglar zehirli olarak gruplandirilan bilesikleri dogrulamigtir.

Zehirli etki gésteren bilesiklerin hiicre doénglstne etkileri de Akim
Sitometri analizi ile belirlenmistir. Bu amagla iki farkli analiz yapiimistir.
Birincisi Anneksin 'V uygulanarak hicrelerin sectidi 6lum yolu
belirlenmistir. ikincisi ise propidyum iyodir uygulanarak hicrelerin

hiicre déngustinde tutuklandiklar asama belirlenmistir.



ANTIKANSER ETKILI BAZI NITROREDUKTAZ / ILAC ONCU BILESIMLERININ
MOLEKULER MEKANIZMASININ BELIRLENMES|

706-2 ve 754-3 serisi
bilesiklerin hazirlanmasi

[

sitotoksisitesinin belirlenmesi

Nitrolu bilesiklerin hiicre hattinda

ehirli
olmayan

Oliim Mekanizmalarinin Nitrolu bilesiklerin SRB
molekiiler diizeyde metodu ile hiicre disinda
belirlenmesi denenmesi

mRNA seviyesinin
belirlenmesi
[ Protein seviyesinin

SSAp/NtrB geni igin primer
tasarimi

v

SSAp/NtrB geninin
PCDNA3.1 HisB vektoriine
klonlanmasi

)

-

3 Kalsiyum-Fosfat

Coktirmesiyle Gegici

[ Akim Sitometri }

Protein seviyesinde
ifadesi

] ‘ mRNA seviyesinde
ifadesi

[ Metastatik Etkilerinin belirlenmesi ]

Yaralanma Testi ]

)

Koloni Olusumu

Sekil 2.1: Tez calismasina ait islem semasi
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3. MATERYAL ve YONTEM

31 Materyal

3.1.1 Calismalarda Kullanilan Makine Techizat Listesi

Deneyler sirasinda kullanilan cihazlar ve markalarina ait bilgiler

Cizelge 3.1ile gdsterilmistir.

Cizelge 3.1: Kullanilan Cihaz Listesi.

Cihazin Adi

Markasi

Elektronik Terazi

Sartorious, Almanya

Vorteks

Elektromag, Turkiye

Buz Makinesi

Fiocchetti, italya

-20°C ve +4 °C Buzdolabi

Arcelik, Turkiye

Elektroforez Tanki

Biorad,

Elektroforez igin Gug Kaynagi

Biorad,

Manyetik Karistirici (Isitmali)

Velp Scientifica, ispanya

pH metre

WTW, Almanya

Isitici Blok

FALC, italya
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Cizelge 3.1: (devami)

PCR

Techne Progene, Ingiltere

Mikrosantrifij

Sigma Laborzentrifugen, Almanya

Sicak Su Banyosu

Elektromag, Turkiye

Isi Ayarlamali Calkalamal Etlv

GFL, Almanya

Santriflj

Hettich Zentrifligen, Almanya

Qubit Florimetre

invitrogen

Saf Su Cihazi Destilasyon 3.1/(Comecta Sa)
Otoklav Hirayama

Sogutmal Santrifuj Sigma

-80 °C Derin Dondurucu Thermo

CO,'li Inkiibator Nuair

Horizantal Calkalayici GFL, Almanya

Laminar Air Flow

TelstarBiOIl/ ispanya

UVP Jel Gérintlleme

UVP

Flow Sitometri

Guava

Otomatik pipetler

Finnpipette, Thermo

SDS PAGE Aparatlari

BioRad
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3.1.2 Calismalarda Kullanilan Kimyasallar

Deneyler sirasinda kullanilan kimyasallar giivenlik sertifikalarina

(MSDS) uygun sekilde saklanmig, kullaniimis ve yine ayni kurallara uygun

olarak atik dénustmine maruz birakilmistir. Calismalarda kullanilan bu

kimyasallar Cizelge 3.2 ile gdsterilmistir.

Cizelge 3.2: Kullanilan Kimyasal Listesi

DNA Tabanh Tekniklerde Kullanilan Kimyasallar

LB Agar Besiyeri

Pronadisa

LB Broth Besiyeri

Pronadisa

T4 DNA Ligaz Enzimi

NEB, Fermentas

Ligaz Tamponu

NEB, Fermentas

Restriksiyon Endonikleaz Enzimleri

Fermentas

Antibiyotik (Amfisilin)

Sigma

Tag DNA polimeraz Enzimi

Thermo Scientific

dATP, dTTP, dGTP, dCTP

Thermo Scientific

Etidyum Bromir Sigma
pGEM-T Easy Vekidr sistemi Promega
iFj’!I;;:ai)t izolasyon kiti (Kugik ve buyik C—
Jelden geri kazanim Kkiti Fermantas
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Cizelge 3.2: (devami)

Proteinaz K Sigma
Doygun Amonyum asetat (NaAc) Sigma
Sodyum kloruir (NaCl) Sigma
EDTA Sigma
Tris bazi Sigma
Kuvartz 96 kuyucuklu plaka Sigma
Borik asit Merck
MgCl, (25mM) Fermentas
Taq+KCl Tamponu Fermentas
Taq polimeraz Fermentas
Betain Sigma
7-deaza GTP invitrogen
DMSO (Dimetil sulfoksit) Sigma
Kalsiyum klortr Merck
Gliserol Merck
6X ylkleme boyasi Fermentas
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Cizelge 3.2: (devami)

RNA Tabanl Tekniklerde Kullanilan Kimyasallar

RNA Saflagtirma Kiti

Thermo Scientific

Reverse Transkriptaz Enzimi Biolab
Dietil pirokarbonat (297%) (DEPC) Sigma
SYBR® Green PCR Master Karigimi Sigma
4-Morfolin propan sulfonik asit Merck
(MOPS)

Formaldehit (36.5-38% in H,0) Sigma
2-Mercaptoethanol (299.0%) Sigma

Protein Tabanl Tekniklerde Kullanilan Kimyasallar

Etilendiamintetraasetik asit Sigma
I(\_Ir,gwll\JE',Bl)'-TetrametiletiIendiamin Biorad
Trizma Sigma
Amonyum persulifat Merck
Borik Asit (299.5%) Sigma

0,45 um Polivinilidin diflorir (PVDF)
Membran

Merck Millipore

Bcl-2 Antikoru

Santa Cruz

Beta-Aktin Antikoru

Abcam
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Cizelge 3.2: (devami)

Sekonder antikor (tavsan karsiti) ve Santa Cruz
(fare karsitr)

Proteaz inhibitor tabletleri Roche26

10-180 kDa arasi Protein Igaretleyici

(26617) Thermo Scientific

Pierce™ ECL Western Blot Cozeltisi | Thermo Scientific

3.1.3 Klonlama Caligsmalarinda Kullanilan Vektérler
Klonlama calismalarinda kullanilan vektérler ve satin alindiklari

firmalarin isimleri Cizelge 3.3 ile belirtilmistir. Ayrica, Sekil 3.1 ve Sekil 3.2 ile

vektor haritalan gosterilmigtir.

Cizelge 3.3: Klonlama galismalarinda kullanilan vektorler

Vektor Firma
pGEMT®easy Promega
pcDNA™3.1/V5/HisB Life Technologies
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Sekil 3.1: pGEM-T Easy vektorine ait harita

[ Vsovione [ oxtis L]

pcDNA3.1/
V5-HisA, B, C
5.5 kb

Commenis for pcDNA3.1/V5-His A:
5502 nucleotides

Sekil 3.2: pcDNA3.1/V5/HisB vektériine ait harita
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3.2 Yoéntem

Bu bdlimde segilen kanser hiicrelerinin kltar calismalarinda kullanilan
protokoller, alt killtlir basamaklari, dondurulmasi ve saklanmasi, gerektiginde
¢cozllme asamasindaki protokoller, enzim / ilag éncullerinin hazirlanmasi ve in
vitro uygulanmasi, enzimi igeren genin klonlanmasi, tum bu uygulamalarin
hicreler Gzerinde olusturdugu 6lum mekanizmalarinin belirlenmesi, metastatik
etkilerinin belirlenmesi ve intihar gen tedavisi potansiyelinin arastiriimasindaki

kullanimi anlatiimistir.

3.2.1 Hiicre Kiiltiiri ve Nitro Gruplu Bilesiklerin Sitotoksik

Etkisinin Belirlenmesi

3.211 Hiicre Kiiltiiriinde Kullanilan Kimyasallarin

Hazirlanmasi

Hucre kiltarii deneyleri sirasinda galismada kullanilan hiicre hatlar
icin ortam olarak ticari olarak alinan DMEM (Dulbecco's Modified Eagle
Medium) kullanildi. Bu besiyeri bazi hiicre hatlari igin yuksek Glukoz igerirken,
bazi hiicre hatlari igin de dusuk Glukoz icermektedir. Ayrica her iki besiyerinde
de yuksek miktarda Glutamin bulunmaktadir. Bu besiyerlerinin icerisine yine

secilen hiicre hattina bagl olarak %5-%10 oraninda FCS %10 eklenmistir.

Hucrelerin biyumesinde etkili olan FCS veya FBS (Fetal Sigir Serumu)
hazirlanirken kullanmadan ©nce 1 saat boyunca 56 °C ’'de 1si ile
etkisizlestirildi. Etkisizlestirildikten sonra eger filtreliyse kullanima devam edildi,
eger filtrelenmeden geldiyse 0,22 um 'luk filtreden gegirilerek steril edildikten
sonra kicilk hacimlerde bélinerek -20°C‘de kullaniimak lzere muhafaza
edildi.

Hucrelerin ortamlari uzaklastiriidiktan sonra yikamalarda kullanilan
PBS hazirlanirken tablet halinde olan 1 adet PBS (Phosphate Buffered Salin)
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(Sigma) 100ml suya eklenerek ¢ozlldlu ve ardindan steril hale gelen PBS

kullaniimak tizere +4°C'de saklandi.

Hiicrelerin tutunduklari yiizeyden ayrilmalarini saglayan Tripsin Edta
tamponu hazirlanirken % 0,05 hacimde Tripsin ve 0,5 mM hacimde EDTA
daha &nceden hazirlanan PBS c¢ozeltisine ilave edildi. Ardindan

otoklavlanarak kullaniimak tUzere depo gézeltiler -20°C’de saklandi.

3.2.1.2 Hiicrelerin Agilmasi, Biiyiitiilmesi ve Dondurulmasi

Hep3B (insan Karaciger Kanseri Hucre Hatti), PC3(insan Prostat
Kanseri Hucre Hatti) ve HUVEC (Insan Saglikl Endotelial Hiicre Hatt) hiicre
hatlari -80 °C derin dondurucudan alindiktan sonra 37 °C su banyosunda
itilarak eritildi. Onceden hazirlanan medyum eklenerek 15 mL falkonlar
icerisinde 1000 devir/dk.'da 5 dk stiresince ¢okturlldu. Hicre peleti % 10 FCS
iceren 5 mL DMEM+Glutamin ile gozulerek 75 cm?lik buyiik flasklara aktarildi.
Flasklardaki medyum ¢ézeltisi hacmi 15 mL'ye tamamlanarak % 5 CO; iceren
inkuibatérde 37 °C'de bilylimeye birakildi.

Buyuyen hicreler ilk olarak 10 mL PBS ile yikandiktan sonra, 2-3 mL
Tripsin- EDTA eklenerek yuzeyden kalkmalari saglandi. Yeterli stre sonunda
Tripsin EDTA'nin tizerine %10 FCS’li DMEM eklenerek Tripsin-EDTA etkisiz
hale getirildi. 15 mL’lik falkona ortam alindi ve 1000 devir/dk.'da 5 dk boyunca
cokturuldu. Hucre pelleti G adet 75 cm?lik flaska paylastirmak tzere tekrar
hazirlanan ortam ile ¢éztldi. Flask hacmi 15 mL'ye ortam ile tamamlandi. Bu
pasajlama isleminden sonra hicrelerin pasaj numarasi ‘pasaj 1’ olarak

degistirildi. Deneyler genellikle pasaj sayisi 3'e gelmis hiicre grubuyla yapildi.

Hiicrelerin dondurulmasi basamaginda ise ilk olarak flask igindeki
ortam uzaklastirildi. Ardindan huicreler 10 mL PBS ile yikandiktan sonra, 2-3
mL Tripsin- EDTA eklenerek ytzeyden kalkmalar saglandi. Yeterli sire
sonunda flask icine 6 mL %10 FCS'li DMEM eklenerek Tripsin-EDTA
etkisizlestirildi. Pelet 900 pL FCS ve 100 pyL DMSO karigimi ile gozilerek
ependorf icerisine alindi ve bir peceteye sarilarak dik konumda -80 °C'de

buzdolabinda muhafaza edildi.

29



3.21.3 Nitrolu Bilesiklerin Hazirlanmasi

TBAG-110T754 ve TBAG-113Z706 nolu projeler kapsaminda
Canakkale 18 Mart Universitesi Prof. Dr. Mehmet AY ve ekibi tarafindan
sentezlenen nitrolu grup iceren maddeler, igerdikleri gruplar ve yapilar géz
oninde bulundurularak bu tez kapsaminda galigiimak tzere 20 bilegik olarak
belirlenmistir. Bu nitrolu bilesikler derisimi 15 mM olacak sekilde DMSO
icerisinde ¢ozilerek hazirlandi. Depo gézelti yari yariya seyreltilerek 75 mM,
39 mM, 18 mM ve 9 mM olacak sekilde 5 farkli derisimde hazirlandi. 150 pM,
75 uM, 39 pM, 18 uM ve 9 pM olacak sekilde 96 kuyucuklu plakalara
paylastiriimis olan hiicreler Uzerine uygulandi. Ayrica, tim bilesikler % 100
DMSO’da ¢ézuldigu igin uygulanan bilesiklerin hacminde (2 pL) DMSO
kontrol olarak uygulanmistir. Céziicti kontroli ve deney gruplart 5 tekrarli

olarak yapiimistir.

3.21.4 Hiicrelerin Sayiimasi ve Deneyin Tasarimi

Pasaj 3' sayisina erigmis olan ve % 98 flask ylzeyini kaplayan hucreler
ortam bosaltildiktan sonra 10 mL PBS ile yikandi. 2-3 mL Tripsin EDTA
eklenerek 5 dk bekletildi. Yuzeyden kalkan htcreler % 10 FCS’li DMEM
icerisinde 15 mL'lik falkonlara aktarildi ve 1000 devir/dk’da 5 dk suresince
cokturtldi. Pelet % 10 FCS igeren DMEM igerisinde ¢ozildu. 1,5 mL ependorf
icerisine 1:1 oranda tripan mavi boyasi ve hiicre ¢ozeltisi koyuldu. 5 dakika
beklettikten sonra hiicre sayim lami (Thoma lami) kullanilarak sayim islemi
gerceklestirildi. Tripan mavi boyasi sayesinde 6lu olan hucreler boyanir ancak
canli olanlar boyanmadan kalir. Boyanmamig olan hiicrelerin sayilmasi ile 1
mL'deki hiicre miktari hesaplanir. [TmL’de bulunan hiicre sayisi = Hiicre sayisi
X 2 X 10" formiluyle belirlendi. 96 kuyucuklu plakalara kuyucuk basina hiicre
sayisi 50.000 hiicre olacak sekilde paylastirildi ve kuyucuk hacmi 200 pl'ye

ortam c¢ozeltisi eklenerek tamamlandi.

3.21.5 Calismada Kullanilan Hiicre Soylari

Bu calismada kullanilan Hep3B (insan Hepatoselluler Karsinomu)

hiicre hatti ve Saos-2 (insan Kemik Karsinomu) Cardiff Universitesi Dr.
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Ramji'den saglanmistir. PC3 (insan Prostat Karsinomu) hiicreleri Ege
Universitesi Biyomiihendislik Béluminden Prof. Dr. Kemal Sami Korkmaz'dan
saglandi. HT-29 (Insan Kolorektal Adenokarsinom Hucreleri) ise Yeditepe
Universitesi’nden temin edilmistir. Kullanilan bitin hticre hatlan (Hep3B, PC3,
HT-29, HUVEC, Saos-2) 75 cm? ‘lik flasklarda, icerisinde 0,2 mM hacimde L-
Glutamine ve %10 hacimde FCS ihtiva eden 15mL DMEM medyumunda

hucrelerin buyumeleri takip edilerek yapilan pasajlamalar ile Uretilmistir.

4 5

Sekil 3.3: Nitro gruplu bilesiklerin etkilerini belirlemek amaciyla kullanilan

hiicre hatlarinin mikroskop géruntuleri

( 1) Hep3B (insan Karaciger Karsinomu), 2) PC3 (insan Prostat Karsinomu),
3) Saos-2 (Insan Kemik Karsinomu), 4) HUVEC (Insan umbilikal venlerinden
elde edilen endotel hiicre), 5) HT-29 (insan Kolon Karsinomu) )

3.2.1.6 MTT Yontemi

MTT; hiicre canliigl, godalmasi ve sitotoksisite olcimi amaciyla
kullanilan nicel olarak gorilebilen renk degisimine dayanan bir yéntemdir. Bu
metotta canliigi devam eden hicrelerin bir tetrazolium tuzu olan MTT 'yi

formazan kristali haline dénustirmesi esasina dayanir.
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Sekil 3.4: MTT tuzunun formazan kristaline déntistimu

ilag éncli maddeler 150 uM, 75 pM, 39 uM, 18 pM ve 9 puM olmak
tzere 5 farkh derisimde Hep3B, HT-29, Saos-2, PC3 ve HUVEC hicre
hatlarina 3 tekrarl olarak uygulandi. 24 ve 48 saat boyunca 37 °C’de inkube
edildikten sonra hazirlanmis olan MTT g¢ozeltisi 20 pL olarak kuyucuklara
uygulandi ve 4 saat boyunca 37 °C’de inkibat6érde bekletildi. 4 saat
sonrasinda 6nce medyum uzaklastinldi, sonrasinda % 0,004 M HCI igeren
izopropanol c¢ozeltisinde kristaller ¢ozllerek 550 nm dalga boyunda 96
kuyucuklu plaka okuyan spektrofotometrede o6lglimler alindi. Sonuglarin

analizinde ve grafiklendirimesinde Microsoft Excel programi kullanildi [72].

Cizelge 3.4: MTT testinde kullanilan ¢ézeltilerin hazirlanmasi

Cozeltinin Adi Hazirlanigi

Liyofilize olarak ticari alinan MTT 0,25 g tartilip, 50 mL
MTT c¢ozeltisi steril PBS iginde ¢ozulir. +4 °C’de ve 1sik almadan
saklanir.

500 mL izopropanolden (2- Propanol) 210 pL cekilir ve
0,004 M HCl ihtiva eden RIRE (2- Propanol) 210 pL ¢

. ardindan 210 pL HCl icerisine eklenir ve oda sicakliginda
izopropanol

saklanir.




3.21.7 Reaksiyon Deneyleri ve SRB yéntemi

Hiicre disi reaksiyon denemelerinde kullanilan bir yéntem olan SRB
metodunda hem nitrolu bilegikler hem de kontrol grubu olarak CB1954 ile
deneyler yapilmigtir. Nitrolu bilesikler Canakkale 18 Mart Universitesi Prof. Dr.
Mehmet AY ve ekibinden ve CB1954 bilesigi ise Gebze Yiksek Teknoloji
Enstitistt Dr. Ayhan CELIK'ten temin edilmistir. Bu metotta kullanilan SRB
boyasi bazik protein aminoasit dizilerine elektrostatik ve pH bagimh olarak
baglanir. TCA (Trikloro asetik asit) ile badlanmis hiicrelere asidik kosullar
altinda SRB baglanir. Hiicre sayisina bagl olarak toplam protein degderini verir
[73]. ilag etkisi denemelerinde duyarli ve uygun bir yontemdir. SRB deneyi
MTT'ye secenek olarak denendi. MTT teknigi NADH bagimli oldugu igin
reaksiyon deneylerinde ortama eklenen NADH substrati dolayisiyla elde
edilen verilerde sorun teskil etmekteydi. Bu nedenle reaksiyon denemelerinde

SRB metodu kullaniimigtir.

Reaksiyon deneylerinde kullanilan bilesenler ve miktarlar Cizelge 3.5
de verildigi gibidir. CB1954 ticari ilag aday! igin reaksiyon deneyi plani ise
Cizelge 3.6 'de verildigi gibidir. 96 Kuyucuklu plakalara paylastiriimis olan
hiicreler tizerine hazirlanan olan karigim (100 pL) uygulandi. 24, 48 ve 72 saat
siiresince inktbe edildi. inktibasyon srelerinden sonra SRB protokoll geregi,
kuyucuklara 25 pL % 50 soguk TCA hiicrelere eklenerek 1 saat +4 °C'de
bekletildi. Kuyucuklar 4 defa distile su ile yikandi ve plakanin agik havada
kurumas! saglandi. 50 pyL % 0,4 SRB boyasi eklendi ve yarim saat oda
sicakhiginda bekletildi. Sure sonunda kuyucuklar % 1 asetik asit ile yikandi.
Baglanmamis fazlallk boya uzaklastiriidi ve plaka agik havada kurumaya
birakildi. Proteinlere baglanmis boyayl ¢dzmek igin 10mM Tris-HCI
cozeltisinden her kuyuya 100 pL ilave edidi. Tamamen c¢ozinme
gerceklesinceye kadar calkalayicida inkiibe edildi. 492 nm dalga boyunda
dlcum alindi. Hiicre sayisi caligilan huicreye gére degigsmektedir. Yapilan
optimizasyon caligsmalari sonucunda Hep3B hiicreleri igin 30.000 huicre sayis!
yeterli olurken, HUVEC ve PC3 hicreleri 10.000 hicre sayisi ile en uygun
hale getirildi [21].
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Cizelge 3.5: Bilesikler igin olusturulan reaksiyon deney plani

Bilesenler ng;ti Reaksiyon | Kontrol1 | Kontrol 2 I:S)g:‘igim
Tampon %fisTl—r:ACI 68 98 78

Substrat 15 mM 2 2 2 150 uM
Ssap-NtrB &g:mL 20 - 20 31 pg/mL
NADH 12 mM 10 - - 600 uM
Toplam pL 100 100 100

Cizelge 3.6: CB1954 Ticari ilag adayi i¢in olusturulan reaksiyon deney plani

Bilesenler nggti Reaksiyon | Kontrol 1 | Kontrol2 gg:?isim
Tampon | 220 53 98 68

Substrat 15 mM 2 2 2 150 uM
Ssap-NtrB ?n'gfml_ 30 . 30 |31 pg/imL
NADH 12 mM 15 - - 600 puM
Toplam ML 100 100 100
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% 50 inhibisyon degerinin hesaplanabilmesi igin reaksiyon
deneylerinde kullanilan substrat 150, 39 ve 9 pM olacak gekilde 3 farkl
derisimde uygulanmis ve Ssap-NTR enziminin zararsiz oldugu daha onceki
calismalarda teyit edildigi icin sadece Kontrol 1 adi altinda sadece substratin

toksisitesi calisiimigtir.

Ayrica elde edilen veriler dogrultusunda reaksiyon deneylerinin daha
dustk derisimlerde hazirlanmasina karar verilerek substrat 180 uM, 18 pM ve
1,8 uM olarak uygulanmistir. % 50 inhibisyon dederi Origin Pro 8.5 kullanilarak

hesaplanmistir.

3.2.2 Klonlama ile ilgili Teknikler

3.2.24 Ssap-NtrB geninin biyoinformatik analizi ve primer

tasarimi

Ssap-NtrB genine ait nikleotit dizisinin NCBl'dan taramasi yapildi.
Genin ekzon ve intronlarini gésteren kisimlar acilarak iki ekzon arasina bir
intron girecek sekilde ileri ve geri primerleri tasarlandi. Primerlerin iki ucuna
istenilen enzim bélgeleri eklendi. Primerlerin TM'si birbirine yakin olarak
ayarlandi. Primerler tasarlandiktan sonra NCBI'dan primer blast ve nikleotit

blast ile analiz edildi.

3.2.2.2 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ile genin

cogaltiimasi

Cogaltiimasi istenen bélgeye 6zgu olarak tasarlanan primerler liyofilize
oldugundan steril sartlarda belirtilen miktarda su ilavesi ile derigimi 100 ng/pL
olacak sekilde sulandirildi. Bu primerler kullanilarak Cizelge 3.7 belirtildigi gibi
bir karisim hazirlandi. Ayrica kullanilan dNTP karigiminin hazirlanisi Gizelge
3.14 ile anlatiimistir. Kullanilan PCR kosullari da Cizelge 3.8 ile gdsterilmistir.
PCR sonrasinda Bélim 3.2.4.1.6 ‘ da anlatildigi gibi trinler yaratalmastar.



Cizelge 3.7: Gen gogaltmada kullanilan PCR kosullari

Plazmit DNA 3 HL
Ssap-NtrB ileri Primer 1L
Ssap-NtrB Geri Primer 1L
10 X Tag Tamponu 5puL
Taq polimeraz enzimi (5 U/uL) 0,5 uL
dNTP 1L
MgCl, 4 uL
dH20 34,5 UL

Toplam Hacim : 50 pL

Cizelge 3.8: Klonlama PCR kosullari

Basamak Sicaklik (°C) Dongii sayisi Siire
1 94 1 3dk

94 1 dk

2 58-60 =9 45 sn

72 1 dk

3 72 1 10 dk
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3.2.2.3 Jelden DNA’nin geri kazanimi

Jelden geri kazanim Thermo marka kitin &nerdigi kosullar gézénlinde
bulundurularak gergeklestirildi. Bu amagla ilk olarak PCR urinlerinin yiiklendigi
agaroz jelde bulunan DNA pargaciklari uzun sdreli UV sk altinda
bekletiimeden bir bigak yardimiyla kesilerek &nceden agirliklar tartilan
ependorflara alindi. Dara hesabi yapildiktan sonra ortaya gikan jel miktarina
uygun miktarda baglanma tamponu ependorflardaki jellerin tzerine konuldu.
Bu ependorflar 55°C-65°C arasinda erimeye birakildi. Tamamen eridigi kontrol
edildikten sonra kit kolonuna 700 pL’si yuklendi ve 1 dk 13.500 rpm’ de
santrifilj edildi. Alt kisma gegen stiziinttl atildi, geriye kalan erimis jel ¢ozeltisi
bitenen kadar kolona yiiklenip santrifiij yapiimaya devam edildi. Kolona 500 L
ylkama tamponu ilave edilip, 1 dk boyunca santiftij yapildi. Ayni islem kolona
madde eklemeden, etanol kalintisindan kurtulmak igin tekrarlandi. Kolon yeni
bir ependorfa alinip, lzerine 6nceden Ilitilan sudan 35-40 pL eklendi. Son

santrifij ile jelden geri kazanim tamamlanmis oldu.

3.2.2.4 Restriksiyon Endoniikleaz Kesimi

Jelden geri kazanim ile elde edilen plazmit ve vektdr, primer tasarimi

sirasinda segilen uygun enzimlerle kesildi.

Cizelge 3.9: Restriksiyon kesim kosullari

Plazmit Kesimi Vektér Kesimi

Plazmit 25puL Vektdr 10 L
Kpnl 1L Kpnl 1L
Apal 1L Apal 1L
Tampon 5uL Tampon 5 uL
dH,0 17 pL dH.0 33 L

3



3.2.2.5 Ligasyon
Restriksiyon kesimi sonunda elde edilen plazmitin, vektére klonlama
islemi ligasyon basamagi ile saglandi (Cizelge 3.10). Deney sirasinda

kullanilan T4 Ligaz enziminin protokoltine uygun kosullarda gergeklestirildi.

Cizelge 3.10: Ligasyon kosullari

Uriin Miktar
Vektor 3L
Plazmit 23 uL
T4 DNA Ligaz enzimi 1L
Tampon 3L
Son hacim 30 pL
3.2.2.6 Transformasyon Oncesi Hazirliklar

Transformasyon sirasinda kullaniimak igin segilen vektérin tasidigi
antibiyotik direng genine uygun sekilde antibiyotikli besi yeri hazirlandi. Bu
amagla Difco Luria agar 6nerdigi miktarda damitik su ile ¢6zldu ve otoklavda
steril hale getirildi. Onceden ayarlanan su banyosunda 45°C’ye kadar
soguduktan sonra ampisilin  stokundan eklendi. Homojen karigimi
saglandiktan sonra bek alevinin yaninda petrilere dokuldi ve polimer hale
gelmesi beklendi. Ters gevrilip parafiimlendikten sonra +4 °C buzdolabina
kaldirildi.

Sivi besi yeri hazirlanirken yine Uretici firmanin belirttigi miktarda besi

yeri tartilarak dH,O'da ¢ézilldli ve otoklavlandi.
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Transformasyonda kullanilacak bakteri soyunun hazir hale getirilmesi
icin XL1Blue hicreleri hazirlanan LB sivi besi yerine ekildi ve 16 saat inklibe
edildi. Hazirlanan bu 6n kilturden 100 mL sivi besiyerine asilama yapildi ve
ODggo degerinin 0,5-0,6 araliina ulasmasi surekli élglimler ile takip edildi.
Yeterli degere ulasan bakteri siispansiyonu sogutmali santrifiijde 3000 rpm’de
5 dk stiresince santrifiijlendi. Supernatant kisim uzaklastinihp, kalan kisim 0,1
M CaCl, ile sakince bir pipetleme ile ¢ozildu. Goézllen karigim 30 dk buz
iizerinde bekletildi. 3000 rpm’de 5 dk boyunca santrifujlendi. Kalan pellet yine
CaCl, ile ¢ozilerek yaklasik 4 saat boyunca buz tzerinde bekletildikten sonra
1/1 hacimde % 40'lik gliserol eklenerek ependorflara paylastiriidi. Kullanima

hazir hale gelen bakteriler -80 °C 'de saklandi.

3.2.27 Transformasyon

Hazirlanan XL1Blue soyuna ait kompetant hucreler buza alinarak
goziilmesi beklendi. 200 pL kompetant hicrenin Uzerine, ligasyon Urininde
10 pL eklendi ve buz lzerinde 40 dk boyunca dokunmadan inkubasyona
birakildl. Bu sirada su banyosu 42 °C'ye ayarlandi. 40 dakikanin sonunda
hiicrelere 1s1 soku uygulandi. Bu amagla 6nce 2 dakika 42 °C su banyosunda,
ardindan hic beklemeden 2 dakika buz Uzerinde bekletildi. Ardindan oda
sicakhigindaki sivi besi yeri son hacim 1000 pL olacak sekilde ilave edildi. 2
saat boyunca 37 °C calkalamali inkiibatorde birakildiktan sonra 5000 rpm’'de
5dk santrifij yapildi. Elde edilen pellet 100 uL LB sivi besi yeri ile ¢6zulup,
dnceden hazirlanan kati besi yerine yayildi. lyice ekilen kultirii emmesi
beklendikten sonra ters cevrilerek 37 °C'de 16 saat boyunca inkilbasyona
konuldu. Ertesi giin olusan kolonilerin rekombinant olup olmadigi, bu
kolonilerden plazmit izolasyonu yapilip kurulan restriksiyon endontikleaz

kesimi sonrasinda belirlendi.

3.2.2.8 Plazmit izolasyonu
Tek koloniden ekilerek bir gece inkiibe edilen 6n kiltirden éncelikle

gliserol stok hazirlandi. Bunun igin % 40'lik gliserol gozeltisinden onkultlr ile

esit hacimde ependorflara aktarildi. Olusan stoklar -80 °C'de sakland!.
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Geriye kalan kultir 10000 rpm’'de 5 dk santrifijlendikten sonra elde
edilen pellet kitin &nerdidi sekilde sirasiyla resuspansiyon, lizis ve
nétralizasyon tamponlari eklenerek ¢ézildi. 13500 rpm'de 5 dk boyunca
yapilan santrifijden sonra elde edilen stpernatant kolona yiklendi. Ardindan
ylkama basamaklari gergeklestirildi. Son olarak kolon yeni bir ependorfa
aktarilarak, oda sicakliginda bekletilen ilik su ile 40 pL ile elisyonu alind.

Transfeksiyon deneylerinde ise endotoksin olmayan, daha yuksek
derisimde ve daha saf olan plazmit DNA'nin saflastirilarak izole edilmesinde
ise blyuk 6lcekli plazmit izolasyonu gergeklestirildi. Protokol Thermo maxiprep

kitinin™ 8nermis oldugu haliyle yapildi.

3.2.2.9 Kalsiyum - Fosfat Coktiirmesi ile Gegici

Transfeksiyon

25 cm? lik kiiglik flasklara 2.000.000 hiicre olacak sekilde paylastirilan
Hep3B hucrelerine uygulanacak olan, klonlamasi Bélim 3.2.2 ile anlatildigi
sekilde gergeklestirilen Ssap-NtrB genine ait DNA ve 2 Mlik CaCl; uygun
miktarlarda bir ependorfta hazirlandi. Ardindan pastér pipeti ile baloncuklar
yapilarak 2 X Hepes tamponu mikropipet yardimiyla damla damla eklendi.
Olusan bu karisim gerekli ¢okelmenin olmasi igin yarim saat hi¢ yerinden
oynatmadan oda sicakliinda bekletildi. Yarim saatin sonunda olusan DNA :
Kalsiyum fosfat cokeltisi flasklara mikropipet ile damlalar haline eklendi.
Yavasga bir rotasyon yapildiktan sonra inktbatére kaldirildi. 6 saatin sonunda

medyum degisimi yapildi.

3.2.2.10 ilag Onciillerinin Hiicre i¢i Etkinliginin Belirlenmesi

Klonlanan Ssap-NtrB geni ile daha énceden ilag dncill olabilme adayi
olarak belirlenen bazi bilesikler transfeksiyonun ardindan Hep3B hiicrelerine
uygulandi. Bunun igin transfeksiyondan 24 saat gectikten sonra tripsinizasyon
ile flasklardan ayrilan hicreler sayildi ve 96 kuyucuklu plakalara paylastirildi.
Ardindan tizerilerine ilag 6ncullerinden ve kontrol maddesi olan CB1954'ten 2

UL eklendi. Sonuglar SRB ydntemiyle dederlendirildi.
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3.2.3 Metastatik Etkilerinin Belirlenmesi

3.2.31 Yaralanma Deneyi

Zehirli olan bilesiklerin yara kapatmasinin gozlenmesi igin Hep3B
hiicreleri 12 kuyucuklu plakalara 250.000 hiicre / kuyucuk olacak sekilde
paylastinldi. 24 saat hicrelerin tutunmasi ve tum vylzeyi kaplamasi
beklendikten sonra %50 inhibisyon degerlerine uygun miktarda ilag éncill
uygulandi. Kontrol grubuna sadece DMSO uygulandi. Kuyucuklara 10 pL pipet
yardimiyla arti seklinde ¢izikler yapildi.

ilk uygulama ani (0. Saat) goérunttlendi. Sonrasinda ise hicrelerin
aradaki ¢izik alana dogru hicre gég¢ hizinin hesaplanabilmesi igin 3.saat, 6.
saat ve 24. saatlerde kuyucuklar Nikon marka mikroskop ile goértntilendi.
Sonuclar Imaje J programi ve MRI Wound Healing Tool eklentisi kullanilarak

analiz edildi.

3.2.3.2 Koloni Olusum Deneyi

Hep3B hicreleri 6 kuyucuklu plakalara 2000 hiicre olacak sekilde
bélindu. Bir gece inkiibatérde beklendikten sonra %50 inhibisyon degerlerine
uygun miktarda ilag onculd uygulandi. Bu uygulamadan sonra hiicrelerin
bilyimesi mikroskop ile takip edildi. 10 gtin sonra deney sonucu alinacak hale
gelen hiicrelerin medyumlari uzaklastirildi. PBS ile yikandiktan sonra, koloniler
5 dk boyunca Kristal Viyole ile boyandi. Saf su ile 5 dk siiren 3 yikamadan
sonra gorintulemeleri yapildi. Analizleri igin ise kolonilerin sayilmasini
saglayan bir program olan ClonoCounter kullanildi. Kuyucuklardaki tim alana
ait hucre sayllari belirlendikten sonra sonuglar Microsoft Excel programi ile
grafiklendirildi [2].
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3.2.4 Oliim Mekanizmalarinin Molekiiler Diizeyde Belirlenmesi

3.2.41 mRNA seviyesinin belirlenmesi

3.2.4.1.1 RNA izolasyonu

llag 6nci madde uygulanmig hucrelerden mRNA dlzeyinde gen
ifadesini belirleme galismalari yapiimistir. Bunun igin, Hep3B hucreleri madde
uygulandiktan 48 saat sonunda tripsinizasyonla kaldirildi. Elde edilen peletten
Fermentas RNA saflagtirma kitinin  6nerdigine uygun olarak RNA
saflagtinimasi yapildi. Kitin basamaklari ise agadida anlatildigi gibidir.

RNA saflastirmasina baslamadan o6nce lizis tampon igerisine [-
merkaptoetanol veya DTT eklenmesi gerekmektedir. 1 mL lizis tamponu igin
20 pL 14,3 M B-merkaptoetanol veya 2 M DTT eklendi. Pellet halindeki
hiicrelerin izerine her bir 6rnek igin 600 pL Lizis tamponu eklendi ve 10 s
vorteks yapildi. Daha sonra 360 pL etanol (% 96-100) eklenerek hafifce
pipetaj yapildi. Kullanilacak kolonlar hazirlandi. Kitin énerdigine uygun olarak
maksimum 700 pL elde edilen lizattan kolona aktarildi. 1 dk boyunca 13.500
devir/dk'da ¢dktirildii. Kolonun altina gegen gokelti atildi. Kolona geride kalan
butiin lizat bitene kadar drnekler goktirtilmeye devam edildi. Ardindan kolon
etanolden uzaklasmak icin, 2 mL’lik yeni ependorfa yerlestirildi. Kolonun
tizerine 700 pL yikama tamponu-1 eklendi. 1 dk 13.500 devir/dk’da santrifi]
yapildi. Kolonun alt kismina gegen ¢okelti atildi. 600 pL yikama tamponu-2
eklendi. Yine 1 dk slresince 13.500 devir/dk'da santrifiij yapildi ve cokelti
atildi. 250 pL yikama tampon-2 eklendi ve bu kez 13.500 rpm’'de 2 dk santrifuj
yapildi. Kalan etanolun uzaklastinlmasi igin higbir c¢ézelti eklenmeden
ependorflar ilave 1 dk 13.500 devir/dk'da santriifiijlendi. Kolon yeni bir
ependorf icerisine alindi. Onceden oda Isisina getiriimis 35-40 pL damitik
dH,O eklenerek 2 dk inkiibasyona birakildi. 13.500 devir/dk’da 1 dk santrif(j
yapildi. Elusyonlari alinan RNA'lar oda isisinda beklemeden buza alind.

RNA’lar daha sonraki galismalarda kullanmak tzere -80 °C dolaba kaldirildi.
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3.2.4.1.2 RNA miktarinin él¢iilmesi

izole edilen RNA'larin miktarinin 6lgiminde Thermo MultiskanGo
puDrop™ Plate Reader kullanildi. Bunun igin her bir RNA drneginden 2 pL
alindi ve kor olarak 2 pyL damitik dH,O konularak élgtim yapildi. RNA derigimi
hesaplanirken asagida bulunan formal kullanildi. Normal kuvette 1sik yolu 10
mm kabul edilirken, daha kigik hacimin sahip oldugu alanin daha az olmasi
sebebiyle microdrop’ta 1sik yolu 0,49 mm’dir. Microdrop cihazina 2 pl'lik
DNA/RNA &rnegi direk seyreltimeden konulur. Isik yolunun daha kisa olmasi
sebebiyle derigsim hesabi yapilirken su formil kullanilir:

RNA derigimi (ug/ml) = Abs260 x 40 pg/ml x (10 mm/0,49 mm)

3.2.41.3 RNA Jel elektroforezi

izolasyonlari yapilan RNA 6rnekleri ile galismadan 6nce, kullanilacak
olan cam malzemeler, elektroforez tanki ve su RNaz enziminden arindirildi.
Bunun igin ilk olarak tim deneylerde kullanilacak su, 1 mL Dietilpirokarbonat
(DEPC) icerecek sekilde 1000 mL olarak hazirlandi. 37°C'de 12 saat
bekledikten sonra, 121°C’'de 20 dakika otoklavlandi. Elde edilen % 0,1'lik
DEPC'li su igerisinde tum cam malzemeler 12 saat bekletilip, otoklavlandi.
Youritmede kullanilacak olan elektroforez tanki ise % 0,5 'lik SDS (Sodyum
dodesil sulfat) c¢ozeltisi ile muamele edildi. Ardindan igerisinde RNaz
bulunmayan su ile anndirildi. En son olarak saf etanolden gegirilip, oda

Isisinda kurumaya birakild.

RNA Jeli yaparken 0,5 g agaroz tartilip Cizelge 3.11" de belirtildigi
sekliyle hazirlanan 10X FA tampondan 5 mL alinarak ¢ozuldi. DEPC'li su ile
son hacim 50 mL’ye tamamlandiktan sonra kaynatildi. Buharlasma bitip, 50
°C'ye gelene kadar beklendikten sonra igerisine 900 pL % 37’lik (12,3 M)
formaldehit eklendi. 10 mg/mL Etidyum Bromir stok solisyonundan 1 pL
eklendi ve kasete istenen taraklar yerlestirilip hazirlanan jel dékulerek

polimerlesmeye birakildi.
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Jel polimerlesirken kullanilacak olan RNA 6rneklerinden 3 pL ve 3 pL
2X ylkleme boyasina i1si soku uygulandi. Bunun igin ilk olarak 70 °C’ye
getirilmis su banyosunda 10 dk boyunca tutularak denatiire olmasi saglanir
ardindan 6rnekler 10 dk boyunca buzda bekletilir. Yuklemeye hazir hale gelen
ornekler polimerlesen jele yiklenip, 1X FA tampon igeren tankta 80 V'ta 30dk

yuratalda.

Cizelge 3.11: Formaldehit Igeren Agaroz Jel Elektroforez tampon

hazirlanmasi

10X FA jel tamponu Depo Soliisyon 10X icin son derisim
MOPS ( pH: 7) 1™ 0,2 M

EDTA (pH: 8) 0,5M 0,05 M

NaAc 1M 0,01 M

Son hacmi 1litre olacak sekilde DEPC igeren su ile kanistinlip pH't 7'ye

ayarlanip, sterilizasyonu otoklavda yapild.

3.241.4 Ters Transkriptaz (RT)-Reaksiyonu

izole edilip 6lgimiu yapilan RNA’lar kullanilarak cDNA sentezi
gerceklestirildi. Bu islem 2 basamak halinde yapilmis olup, Cizelge 3.12 ile

deney kosullarl gdsterilmistir.
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Cizelge 3.12: cDNA eldesinde kullanilan kosullar ve deney plani

|. Basamak
Kalip RNA (1 pg/mL)
OligodT primeri (200 -
pmol) ) 70 °C 'de 5 dk. 6n inkibasyon
Son hacim 12,5
dH,O
uL
Il. Basamak
5X Reaksiyon 4 L
Tamponu
25 U/uL Ribolock
inhibitor stoktan 5 0,5 uL
ML (20 U/mL)
5 dk 25 °C,
10 mM dNTP 2 uL (1 mM) 60 dk 42 °C ve

karigim stogundan )
5 dk 70 °C’de inklibasyon

Reverse

. | 1HL
transkriptaz enzimi
Son Hacim 20 pL

Hazirlanan cDNA’lar daha sonraki ¢alismalarda kullaniimak tzere -20
°C de sakland!.

3.2.41.5 Yari nicel RT-PCR

ilag &ncil maddeler uygulanarak elde edilen kalip cDNA'lar kullanilarak

Ssap-NtrB genine ait sentezlenen primerler ( Cizelge 3.15 ) ve kontrol amagl
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olarak kullanilan normalizasyon primerleri ( Cizelge 3.16 ) kullanilarak PCR

reaksiyonu gerceklestirildi.

Cizelge 3.13: PCR bilesenleri ve kullanim miktarlar

PCR bilesenleri Derisim

cDNA 1 ug

MgCl; (25 mM) 3mM

10X Tagq polimeraz tamponu 1X

dNTP karisimi 0,2 mM

leri primer (100 ng/uL) 2 ng/uL

Geri primer (100 ng/pL) 2 ng/pL

Tag DNA polimeraz enzimi (5 U/ pL) 0.05 U/ pL

dH,0 Son hacim 50 plL'ye tamamlandi

Cizelge 3.14: dNTP kanisiminin hazirlanma kosullari

Malzemenin Adi Hazirlanigi

10 uL her bir nikleotitten (dATP,
dCTP, dGTP, dTTP) alindiktan
sonra steril dH,O eklenerek son
hacim 100 plL'ye tamamlanir.

dNTP karigsimi (10 mM)
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Cizelge 3.15: Ssap- NtrB genine ait 6zgu primer dizileri

Elle TM
Niikleotit Dizisi (°c)
Ssap-NtrB
. 5 AAGGTACCACCATGATAAATAATAATTTTGAS 62
lleri Primer
Ssap-NtrB
L. 5-TTGGGCCCTCAACGTATTTAGTCACA-3 58
Geri Primer
Cizelge 3.16: Normalizasyon primerine ait bilgiler
.. ey r~es s Baz
Niikleotit Dizisi Gifti
!nsan B-mikroglobulin 5 TTTCTG GCCTGG AGG CTATC 3 | 315
lleri Primer
Insan B-mikroglobulin 5 CAT GTC TCG ATCCCACTTAACT | 315
Geri Primer 3

PCR bilesenleri uygun kosullarda hazirlandiktan sonra program 3

basamak halinde gergeklestirildi. Bu kosullar Cizelge 3.17 ile belirtilmistir.

Gizelge 3.17: PCR deney kosullari

Basamak Adi Siire Sicaklik Déngii Sayisi
Denatiirasyon 3 dakika 94 °C 1
1 dakika 94 °C
Baglanma 30 saniye 58 °C X 35
30 saniye 712°C
Uzama 10 dakika 72°C
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3.24.1.6 % 1 ’lik Agaroz Jel Elektroforezi

DNA'y! jelde gérinttulemek igin % 1 lik agaroz jel hazirlandi. Bu amagla

calismamiza uygun olarak segilen jel elektroforez kasetinin hacmine uygun

olacak sekilde Agaroz tartildi. Tartilan agaroz 0,5X TBE tamponunda ¢&zlldl

ve kaynatildi. Oda sicakh@ina kadar ilinmasi beklenip 2-3 pL Et-Br dikkatlice

ilave edildi. Etidyum bromur homojen dagildiktan sonra lastikleri ve taraklari

takilan jel kasetine dokuldu.

Jelin polimerlesmesinin ardindan taraklar ve lastikler ¢ikartilarak tankin

icine yerlestirildi. Tank vyeterli seviyeye kadar 0,5X TBE tamponu ile

dolduruldu. Ornekler DNA yiikleme boyasi ile boyandiktan sonra kuyucuklara

yiklendi. 90 V akimda 40 dakika boyunca yuratuldi ve géruntilendi. Jel

elektroforezi sirasinda kullanilan soltisyonlar Cizelge 3.18 ile belirtilmistir.

Cizelge 3.18: DNA agaroz jel elektroforezi sirasinda kullanilan kimyasallar

Malzeme Adi

Hazirlanisi

DNA marker

50 pL DNA marker, 100 pL
DNA yiikleme boyasi ve 100 uL steril
dH20 ile homojen olarak karistirildi.

5 X Tris-Borik Asit-EDTA (TBE)

Tamponu

Tris Base, Borik Asit ve EDTA
tartilarak son hacim 1L'ye
tamamlandi. Otoklavlanarak
sterilizasyonu saglandi.

0.5 X TBE Tamponu

Hazirlanan 5 X TBE tamponu 10 kat
sulandiridi.  pH'si  ayarlandiktan

sonra otoklavlandi.

Etidyum Bromiir Stok Cozeltisi

Son derisimi 10 pg/puL olacak sekilde
tartildi ve dH,O ile c¢ozuldd. Isik
almayan sisede +4°C’ de sakland.
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3.241.7 gRT-PCR (Nicel Gergek Zaman (Quantitative Real
Time) PCR)

Gergek zaman PCR galigmalari igin 5 yL SYBR® Green PCR karigim
gozeltisi, 1 pL ilag onctllerinden elde edilen cDNA, seyreltme sonucu elde
edilen 100 ng/uL’ ‘lik ileri ve geri primerlerden 0,5’er pL alindir. Son hacim 10
pL'ye dH,O ile tamamlandi. Sonuglarin degerlendirimesinde Livak yéntemi
kullanildi. Deney plani her bir cDNA g tekrarli olacak sekilde tasarlanmistir.
Bu amacla secilen gene ait primerleri ve normalizasyon (internal kontrol) insan
B-2-mikroglobulin primerleri ile c¢alisildi (Cizelge 3.16). Elde edilen Ct
degerlerinin ortalamasi alindi. Internal kontrol genin Ct ortalamasindan
calisilan genin Ct ortalamas! cikarildiginda elde edilen degerin 2 'nin Ussi
olacak sekilde kuvveti alindi. Onceden elde edilen kontrol grubu kendine
bolundi ve 1 sayisina ulasildi. Daha sonra ilgili saatte ¢alisilan deney sonucu
kontrol degerine boélindl ve 1 'in kati seklinde sonuglar elde edildi ve bu

sonuclar kullanilarak sutun grafigi cizildi.

Cizelge 3.19: qRT-PCR deneylerinde kullanilan primerler ve dizileri listesi

Primer Adi Dizisi
Bel-XL ileri: 5'-GATCCCCATGGCAGCAGTAAAGCAAG-3’
Geri: 5-CCCCATCCCGGAAGAGTTCATTCACT-%
BAK ileri:5-ACC AGC CTG TTT GAG AGT GG-3’
Geri:5'- AGT GAT GCA GCA TGA AGT CG-3’
Bax ileri: 5-TTT GCT TCA GGG TTT CAT CC-3’
Geri; 5-TCC TCT GCA GCT CCATGT TA-¥
HB2 ileri: 5 TTTCTGGCCTGGAGGCTATC -3
Geri: 5CATGTCTCCATCCCACTTAACT- 3
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3.24.2 Protein Seviyesinin Belirlenmesi

3.24.21 Western Blot Yénteminde Kullanilan Codzeltiler ve

Hazirlaniglari

Western Blot deneyleri sirasinda kullanilan tim ¢ozeltiler, hazirlanma

sekilleri ve derisimlerine ait bilgiler ile verilmistir.

Cizelge 3.20: Western Blot yonteminde kullanilan kimyasallar

Madde Adi

icerigi

RIPA Cozeltisi

Tris-HCI, SDS, EDTA, EGTA, Triton
X100, NaCl ve proteaz inhibitéri

Ornek Yiikleme Boyasi

1,4 g Tris, 4 g SDS, 20 g Sukroz, 4
mg bromfenol mavisi karistirildi. pH:
6,8 'e ayarlandiktan sonra son hacim
100 mL olacak sekilde hazirlandi.

SDS PAGE Ayirma Jeli Gozeltisi

1,5 M Tris-HCI (pH: 8,8), %10 (k/h)
SDS

SDS PAGE Yigma Jeli Cozeltisi

1 M Tris-HCI (pH: 6,8), %10 (k/h)
SDS

SDS PAGE Yurutme Cozeltisi

25 mM Tris, 250 mM Gilisin, %0,1
(k/h) SDS

Uzaklastirma Cozeltisi

Hacimce %7,5 Asetik Asit, %5
Metanol ve %87,5 damitik su iceren
sekilde hazirland.

Transfer Cozeltisi

25 mM Tris, 192 mM Glisin, %20
(h/h) Metanol olacak sekilde
hazirlandi.

10X Tris Buffered Saline (10X TBS)

10 mM Tris-HCI ve 20 mM NaCl
icerir.

Ponceau Boyasi

20 mL saf suya 600 pL glasiyel
asetik asit, 0,066 g Ponceau boyasi
koyuldu ve damitik su ile son hacim
60 mL yapildi.
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3.2.4.2.2 Yiiklenecek Proteinlerin On Hazirhg

llag 6nciilil uygulanan maddelerden elde edilmis olan protein pelletleri
ilk olarak soguk PBS ile yikandi. Baglaman 2 saat 6nce buz zerine alinan
RIPA soliisyonunun kendiliginden ¢ozulmesi saglandi. Deney kurulurken
belirlenen hiicre sayisina uygun olacak miktarda 500 uL RIPA tamponu ile
pellet sogutulmus ependorfta ¢ézuldu. 45 dakika buz Uzerinde bekletildi. Bu
bekleme sirasinda birkag kez hafif pipetaj yapildi. Sture doldugunda énceden
sogutulan santrifijde 12.000 g'de 10 dk boyunca g6kmesi saglandi. Dikkatlice
alt kisma géken pelletten ayrilan st kisim yeni bir ependorfa aktarildi.

Protein derigimi Qubit (Invitrogen)™ protein miktar tayini kiti ile flori
metrik olarak belirlendi. Kitin dénerdigine uygun olarak iginde bulunan protein
tamponundan 199 pL ve protein reagenttan 1 pL alinarak bir reaksiyon
tamponu olusturuldu. Cihaza érnekten dnce protein standarti okutuldu ve bir
standart egri olmasi saglandi. Ardindan hazirlanan reaksiyon tamponu ile
protein &érnekleri 40 kat sulandirilarak son hacmi 200 pL olan karigimlar
hazirlandi. Bu karisim 15 dakika boyunca oda Isisinda bekletildi ve ardindan

Olgiim yapild.

3.2.4.2.3 SDS-PAGE  Jelinin  Hazirlanmasi,  Orneklerin

Yiiklenmesi ve Ylritlilmesi

Jel hazirlanmasina gegmeden &nce elektroforez aparatlari, camlar ve
taraklar sirasiyla su, etanol (%70 'lik) ve ardindan izopropanol ¢ozeltisi ile
muamele edildikten sonra temiz bir kurutma kagdidinin Gzerinde kurumaya
birakildi.

Cizelge 3.20 ile gésterdigimiz miktarlara uygun olarak hazirlanan % 10
'luk ayirma jeli Biorad jel ylUkleme sistemdeki camlar sikigtirildiktan sonra,
1000 pL pipet yardimiyla Ustten 2-3 cm bosluk kalacak sekilde dikkatlice
dokildi. Yizeyde hava kabarcigi olmamasi icin hizlica %90 'lik izopropanol
eklendi. Ardindan dokilen jelin polimerlesmesi igin 20-30 dk beklendi.
Polimerlestikten sonra izopropanol Whatman kagidi ile uzaklastiriidi. Strenin

sonunda hazirlanan yigma jeli de dokuldu ve hizhca 1mm'lik taraklar
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yerlestirildi. Onceden miktari belirlenen protein ornekleri kullanilarak son
hacmi 30 pL olan bir karigim hazirlandi. Bu karigima 7 pL 2X protein yukleme
boyasi ve 30-50 ug'a karsilik gelecek miktarda protein lizatindan koyularak
son hacime Yigma Jeli Tamponu ile tamamlandi. Hazirlanan karigim
kuyucuklara yiklendi. 90 V akimda 15 dk yurituldikten sonra, 120 V akimda
Protein Belirtecinin (Thermo 26616) agiima durumu takip edilerek yaklasik 1,5

saat yurataldi.

Cizelge 3.21: Ayirma ve yigma jellerinin hazirlanmasi

Malzemeler %10 Ayirma Jeli Ust Yigma Jeli

Alt jel (Ayirma) Tamponu | 2,5 mL -

Ust jel (Yigma) Tamponu | - 1,25 mL
Akrilamit !.3isakrilamit 25mL 0,625 mL
(oran: 37:1)

ddH,O 5mL 3,07 mL
%10 Amonyum Perstlfat | 100 pL 50 pL
TEMED 10 L Boil,

3.24.24 Polivinilidindifloriir (PVDF) Membrana Aktarma ve

Antikorlarla Muamele islemi

Transferde kullanilacak olan membran 1 dk boyunca metanolde
bekletilerek etkin hale getirildi. Ardindan soduk transfer tamponunda 5 - 10 dk
arasinda bekletildi. Bu esnada ayni tamponda siinger ve kurutma kagidi da
islatildi. Devaminda slinger-kurutma kagidi-jel-membran-kurutma kagidi-

stinger olacak sekilde siralandi ve transfer tankinin igine dikkatlice yerlestirildi.
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Transfer tankinin igi transfer tamponu ile doldurulduktan sonra 15 V akimda

gece boyu +4°C’de yurutuldi.

Transferden alinan membran % 5 sit tozu ihtiva eden 1 X TBS —
Tween20 bloklama tamponu ile 1 saat siiresince muamele edildi. Bu islemden
sonra 3 kez 5-10 dk boyunca 1 X TBS — Tween20 tamponu ile yikamalar
gergeklestirildi. Secilen antikorun hazirlik kisminda 6nerdigine uygun olacak
sekilde seyreltmeler yapildi. Ayrica normalizasyon amaciyla kullanilacak olan
Beta Aktin antikoru 1 / 10000 seyreltmede uygulandi. Uygun sirelerde antikor
muamelesinden sonra yine 3 defa 5-10 dk boyunca 1 X TBS — Tween20
tamponu ile yikamalar gergeklestirildi. Kullanilan primer antikora uygun olarak
secilen Antimouse / Antirabbit sekonder antikorlar 1 saat stiresince uygulandi

ve belirtilen yikamalar yapildi.

3.2.4.2.5 Membranlarin Goriintiilenmesi ve Analizi

Membrana baglanan antikorlarla istenilen isaretli proteinlerin
goruntulenmesini saglayan ECL Western Blotting Substrat’i ile 1-2dk boyunca

bekletildi. Membranlar cihazin tepsisine yerlestirildi ve gorintilendi.

Sonuglarin  densitometrik olarak degerlendiriimesinde Image J
programi kullanildi. Normalizasyon igin kullanilan B-Aktin proteini tim deney
ve kontrol gruplarinda calisildi. Bu sayede elde edilen bantlar birbiri ile

kiyaslanarak analiz edildi.

3.24.2.6 immunfloresan Yoéntemi ile Apoptotik Genlerin

Hiicre igerisindeki Konumunun Belirlenmesi

Deneyde kullanilacak olan 6zel yuvarlak cam lameller herhangi bir
kontaminasyon olmamasi igin yerlestirimeden dnce alkol ile steril edildi. 24
kuyucuklu plakalara (250.000/kuyucuk) Hep3B hiicreleri esit olacak sekilde
paylastirildi ve steril cam lameller yerlestirildi. Bir gece inkibe olduktan sonra,

ilag 6ncull maddeler daha ¢nceden hesaplanan % 50 inhibisyon degerine



uygun olarak kuyucuklara uygulandi. Bu uygulamadan 48 saat sonra medyum
uzaklastirildi ve kuyucuklar PBS ile 2 defa yikandi. Fiksasyon igin hicreler
%4 'luk paraformaldehit ¢ozeltisinde oda sicakliginda 15 dk bekletildi. Fiksatif
uzaklastirildiktan sonra kuyucuklara tg-dért defa PBS yikamasi yapildi.
Ardindan kuyucuklardaki hiicreler %0,1 (k/h) Triton X-100 ihtiva eden PBS
icinde 5 dk bekletildikten sonra tekrar yikandi. istenmeyen olasi baglanmalar
olmamasi i¢in %10 oraninda BSA igeren PBS ile bloklama iglemi yapildi. 30 dk
oda sicakliginda beklendikten sonra yikama yapildi ve ardindan 1/100
oraninda %1 BSA igceren PBS ile seyreltilerek hazirlanan Primer Antikorlar
uygulandi. Primer antikor igeren hiicreler gece boyu +4 °C’de 1gik gegirmeyen
ve nemli bir ortama sahip bir kutuya dikkatlice konuldu ve inkiibasyonu
saglandi. 16 saat sonra primer antikorlar uzaklastiriidi ve 3 kez 5 dk. boyunca
PBS ile yikandi. Kullanilan primer antikora uygun olarak segilen Antirabbit /
Antimouse sekonder antikor %1 BSA ihtiva eden PBS ile 1/100 kat seyreltildi.
Bu basamaktan sonra uygulamalara karanlik ortamda devam edildi. Nem
gcemberi olusturulan kabin igerisinde oda sicaklijinda ve karanlk ortamda 1
saat siiresince inkilbe olmasi saglandi. Surenin dolmasiyla hticrelere PBS ile
5 dk.lik 3 yikama yapildi. Huicre zarindan gegip gekirdedi boyayan bir floresan
boya gesidi olan DAPI sollisyonu (4',6-diamidin-2-fenilindol) hiicrelere 1 pg/mL
oraninda uygulandi. Ardindan hicreler PBS ile yikandi.

Goruntulemede kullanmak (zere lamlarin Uzerine ticari olarak satin
alinan ve uzun siirelerde floresan isimanin kaybolmasini engelleyen antifade
tampondan bir damla damlatildi. Plakalarin icine yerlesmis olan yuvarlak
lameller dikkatlice c¢ikartiip hicre ylzeyinin tampon ile birlegsmesini

saglayacak sekilde ters bir bicimde kapatild!.

Immunfloresan deneyinin géruntilemeleri Balikesir Universitesi Tip
Fakiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali btnyesinde bulunan ED200
floresans50 atagmana sahip Olympus BX51 marka mikroskop ile yapildi. DP2-

BSW programi ile yakalanan gértntiler Imaje J programi ile analiz edildi.
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3.2.4.2.7 Akim Sitometri Yontemi

Hucrelerin hangi 6lim mekanizmasini sectigini belirlemede kullanilan
bir yéntem olan Annexin V Guava Nexin kiti ve Propidyum lyodur (PI)
kullanilarak calisiimistir. Bu amagla Hep3B hiicreleri 12 kuyucuklu plakalara
paylastiriidi. 1 gece boyunca inkibe edildikten sonra ilag 6ncti maddeler
uygulandi. Uygulamadan 48 saat sonra medyum uzaklagtinidi. Kuyucuklar
PBS ile yikandiktan sonra Tripsin-Edta ile hiicreler kaldiriidi. Elde edilen pellet
% 1 BSA igeren medyuma alindi ve kitin énerdigine uygun hale getirildi. Her
bir 6rnekten 100 pL yeni bir ependorfa alindiktan sonra tzerlerine 100 pL
Guava Nexin Soltisyonu eklendi. Karigim oda sicakliginda ve karanlikta 20 dk.

bekletildikten sonra Guava Flow Sitometri cihazi ile analiz edildi.

3.2.5 istatistik Degerlendirme

Tekrarll olarak calisilan verilerin degerlendirimesinde Minitab 18
programi kullanildi. Buna gére yaralanma deneyi verileri, hiicre i¢i uygulama
denemeleri, koloni olusumu deneylerinin p ve standart sapma degerleri
belirlendi ve belirlenen degerler ile sutun grafikleri ¢izildi. Western metodu
verileri, fotograflari IMAGE J programi kullanilarak degerlendirildi ve grafikler

olusturuldu.
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4, BULGULAR

4.1 Nitro Gruplu Maddelerin Bilesik Yapilari

Bu tez kapsaminda etkisi incelenen bilesikler; 2,4,6 trinitrofenil
turevlerinden olusan ve Tubitak 113Z706 ve 1107754 nolu projelerde
sentezlenen bilesiklerdir. Bu nedenle adlandirmalari buna uygun olarak
yapiimaktadir. Bilesiklerin bazilari pikril klorir ile gesitli alifatik ve aromatik
diamin bilesiklerinin nlkleofilik yer degistirme reaksiyonu sonucunda elde
edilmistir. Diger gruptakiler ise pikril kloriir ve bazi aromatik ve heterohalkali

olan aminlerin reaksiyonu ile elde edilmistir.

Projelerde, bu ilag &ncll bilesiklerin S. Saprophyticus ‘tan elde edilen
Ssap-NtrB enzimi ile gerceklestirilen reaksiyonunun zamana kargi HPLC
analizine bakilmistir. Ayni zamanda bilesiklerin Ssap-NtrB enzimi tarafindan
substrat kabul edilip edilmedigi arastinimistir. Bu analizlerde sentezlenen ilag
éncullerinin ara ve son Griinleri belirlenmistir. Ornegin 706-2h maddesinin
substratinin 5 dakikada neredeyse tamaminin tikendidi ve baslica 3 adet
urtine (P1, P2, P3) donustuga ve bu drtnlerin kararl oldugu gézlenmektedir.
Ssap-NtrB  706-2h substratini g¢ok hizli bir sekilde indirgeyip urline
dénusturdtigti igin  bu substrat Uzerinde etkinlidinin  ylksek olmasi

beklenmektedir.

Bunun yaninda bu ilag 6nctl maddelerin hesaplamali molekuler
modelleme analizleri yapilarak, deneysel c¢alismalar dogrultusunda
molekullerin tasidigi kimyasal ve fiziksel &zellikleri arasindaki baglanti,

kimyasal yap! ve gosterdidi U¢ boyutlu yapr anlamaya galigiimistir.

Bilesiklerin  biyolojik  aktivitelerinin  dederlendiriimesinde uygulan

basamaklar Sekil 2.1 ‘de belirtildigi gibi gerceklestiriimistir. Ozet olarak,
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(ii)

(i)

Oncelikle bilesiklerin kendilerinin toksisiteleri bir saglikli model
olan HUVEC hiicrelerinde olmak Gzere 3 serisi bilesiklerde 4
farkll dokulardan koken almis kanser hiicreleri (Hep3B, Saos-2,
PC3 ve HT-29) ve 2 serisi bilesiklerde ise 2 farkli kanser hiicre
hatti (PC3 ve Hep3B) kullanilarak belirlenmistir. Bu asamada,
sitotoksik  aktivitelerin  belirlenmesi dokuya ©6zgl cevap

gosterecegi icin farkli sayida kanser hiicreleri secilmisgtir.

Zehirli olmayan ve ilag 6ncull olarak belirlenen bilesikler hiicre
ici ve hiicre disi reaksiyon deneyleri ile Ssap-NtrB enzimi ile
etkilestiriimigtir. Bu sayede intihar gen tedavisi yaklagimiyla in

vitro hiicreler tUizerinde terapatik potansiyelleri belirlenmistir.

Zehirli  bilesikler igin  hucrelerde  olusturduklari  6lum
mekanizmalari, hiicresel dizeyde (Koloni olugturma ve gizik
testi) belirlenmistir. Ayrica, Akim sitometresiyle apoptotik
hucreler belirlenerek, Propidyum lyodir analizi ile bilesiklerin
hucrelerin hiicre siklusuna etkileri analiz edilmistir. . Molekdler
diizeyde, bilesiklerin apoptotik genlere mRNA ve protein

duzeyinde etkileri de ayrica belirlenmistir.
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754-3 serisi
HNTS
o,N NO,

NO,
3a
N-etil-2,4,6-trinitroanilin
MA: 256,17 g/mol

NO; |,
@’“ O
O,N NO;
3d

2,4,6-trinitro-N-fenilanilin
MA: 304,22 g/mol

NO,
NO; |, 2
jod
O,N NO,

3g

2,4,6-trinitro-N-(4-
nitrobenzil)anilin

MA:; 363,24 g/mol

NOz 0
ﬁ“ ¥
O,N NO,

34!

N-(2,4,6-trinitrofenil)naftalin-1-
amin

MA: 354,27 g/mol

NO; |,

@”Y

O,N NO,
3b

N-izopropil-2,4,6-trinitroanilin
MA: 270,20 g/mol

NO,

3e
N-benzil-2,4,6-trinitroanilin
MA: 318,24 g/mol

NO, NO,

H
O,N NO, NO,

3h

N-(2,4-dinitrofenil)-2,4,6-trinitroanilin
MA: 394,21 g/mol

NO,

O,N NO,

3

N-(3-metoksifenil)-2,4,6-trinitroanilin
MA: 334,24 g/mol

H
oy - X
O,N NO, OzN

NO,

H
KZ” O
O,N NO,

3c

N-siklohekzil-2,4,6-trinitroanilin

MA: 310,26 g/mol

NO; |,

L
NO. NO,

2
3f

2,4 ,6-trinitro-N-(4-nitrofenil)anilin

MA: 349,21 g/mol

3i

N-(2,4,6-trinitrofenil)naftalin-2-amin
MA: 354,27 g/mol

NO;

O.N NO.

2
3k

2,4,6-trinitro-N-(3-nitrofenil)anilin
MA: 349,21 g/mol

Sekil 4.1: 754-3 serisi bilesiklerin isimlendirmesi ve molekul kutleleri
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706-2 serisi

O,N N
NO, i 2 0, NO, H Q2N NO,
N\/\N N\/\/\
nol HN
O,N NO, z O;N NO, NO,
5 2b
N1 N2-bis(2,4,6-trinitrofenil)etan-1,2-diamin N',N*-bis(2,4,6-trinitrofenil)biitan-1,4-diamin
MA: 482,28 g/mol MA: 510,33 gl'mol
O,N
2 NO,
HN NO,
ON
,N NO, NO,
O,N HN NH NO, N
HN NO,
NO,
O,N NO,
O,N
O,N 29 2h
2f
N',N3-bis(2,4,6- N N-bis(2,4,6- 1-(2,4 B-trinitrofenil)piperidin
trinitrofenil)siklohekzan-1,3-diamin  trinitrofenil)siklohekzan-1,4-diamin MA: 296,24 g/mol
MA: 536,37 g/mol MA: 536,37 g/mol
NO, NOz |,
No, (o H . N._N,
N P
O,N NO, OzN NO,
02N NOZ F 25
2 2p
;i : : -metil-N-(2,4,6-
4-(2,4,6-trinitrofenil)morfolin N-(3,5-diflorfenil)-2,4,6-trinitroanilin trinitrosferr?ile)iioksfazofa-amin
MA: 298,21 g/mol MA: 34020 gimal

MA: 309,19 g/mol

Sekil 4.2: 706-2 serisi bilesiklerin isimlendirmesi ve molekil kitleleri

4.2 Nitro Gruplu Bilesiklerin Sitotoksik Etkilerinin Belirlenmesi

Nitro gruplu maddelerin hicreler (zerinde olusturdugu sitotoksik
etkilerin belirlenmesi amaciyla Bolum 3.2.1.3 ile belirtildigi gibi maddeler uygun
seyreltmelerde hazirlandi. Maddelerin etkinliginin belirlenebilmesi igin farkl
kanser hiicre hatlarinda ve saglikli hiicre modelinde 5 farkli derigimde ve 2
farkll zaman araliyinda test edilmistir. Kanserli model olarak Insan Kolon
kanseri hiuicre hatti (HT-29), insan Karaciger kanseri hiicre hatti (Hep3B),
insan Prostat kanseri hiicre hatti (PC3), Insan Kemik Karsinoma (Saos-2) ve
saglikll model olarak ise insan Goébek Kordon Bagi hiicre hatti (HUVEC)
hiicreleri kullanildi. Bilesikler DMSO ile ¢ézuldukten sonra 5 farkli derisimde
(150 uM, 75 pM, 38 uM, 18 uM ve 9 M) ve 3 tekrarli olacak sekilde hiicrelere
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uygulandi. Kontrol grubu olarak ise son derisim % 2 olacak sekilde
kuyucuklara DMSO uygulandi. 24 ve 48 saat sirelerince maddelerle inklibe
olan hiicreler MTT metodu uygulanarak hiicre yasayabilirligi incelendi. Bu
zaman araliklari én calismalarla belirlenistir. 72. Saattte bazi bilesiklerde
sitotoksik etkinin gok fazla olmasi nedeniyle, zaman araligindan gikarilmistir.
550 nm dalga boyunda spektrofotometrede alinan degerler, Excel programi

kullanilarak grafiklendirildi.

Zehirli olan bilesiklerin 1Cs, degerleri Origin Pro 8.5 programi
kullanilarak belirlendi. Bu sonuglara gére bilesikler zehirli olmayan (TD), az
zehirli olan (AT) ve ICs, degeri hesaplatacak kadar zehirli olmak Uzere 3
kategoriye ayriimigtir. Bu gergevede, Az Zehirli (AT) olan grup tim derisim ve
zaman dilimlerinde en az bir defa hiicre canliigi %80- % 60 aralifinda
olanlardir. Zehirli olmayan grup degerlendiriimesinde, hticre canhihgr %100 - %
80 hiicre canhhg arahdinda olanlar degerlendirilmistir. Zehirli olan
bilesiklerde, 1Cs, degerleri % 50’ nin altinda hiicre dlimiine neden olan derigim

hesabi yapilabilenler olarak belirlenmistir.

4.2.1 754-3 serisi bilesiklerin sitotoksik etkileri

754-3a, 754-3b, 754-3c, 754-3d, 754-3e, 754-3f, 754-3g, 754-3h, 754-
3i, 754-3i’, 754-3j ve 754-3k bilesiklerini igerir. 3 serisi bilesikler 4 farkli kanser
huicresinde, insan hepatoma hiicresi (Hep3B), insan Prostat kanser hicresi
(PC3), insan osteosarkom hiicresi (Saos-2), Insan kolon kanser hiicresi (HT-
29) ve saglkh hiicre modelinde insan gobek kordon bagi endotelial
hiucresinde (HUVEC) arastiriimistir.

754-3a bilesigi Hep3B (ICso: 46 M) ve Prostat kanseri hiicrelerine
karsi zehirli etkilidir. PC3 huicreleri izerine 24 saat icin hesaplanan ICs, degeri
46 uM, 48 saat igin de 65 pM olarak belirlenmistir (Cizelge 4.1). Osteosarkoma
ve kolon kanserinde az zehirli etki gostermiglerdir. Ayni sekilde saglikli model
olan HUVEC hicreleri Uzerine de az zehirli etkili oldugu Sekil 4.3 ile

gosterilmistir.
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754-3b bilesigine ait sitotoksisite analizleri Sekil 4.4 ‘de verildigi gibidir.
754-3b bilesigi hepatoma ICs, degerleri hesaplanmistir (ICso: 71 ve 66 pM).
Prostat kanseri, kolon ve kemik hiicrelerine karsl az seviyede zehirli etkilidir.
Prostat kanseri hicrelerinde 48 saat igin ICs, degeri 123 pM ve kemik
karsinomu icin 24 saatte % 50 inhibisyon degeri 120 pM'dir (Cizelge 4.1).

754-3c bilesigine ait sitotoksisite grafikleri Sekil 4.5" te verildigi gibidir.
754-3c bilesigi Hepatoma hicrelerine ve prostat hiicrelerine karsi zehirli etkili
degilken, HUVEC hicrelerine karsi az zehirli etki géstermistir (Cizelge 4.1).

754-3d bilesigine ait sitotoksisite grafikleri Sekil 4.6’da verildigi gibidir.
754-3d bilesigi Hepatoma hiicrelerine karsi zehirli etki géstermistir. 48 saat icin
ICsp degeri 17 pM ‘dir. Buna karsin prostat hicreleri Uzerine etkisi
bulunmamaktadir. HUVEC hucreleri Uzerine ise az zehirli etkilidir (Cizelge
4.1).

754-3e bilesigine ait sitotoksisite analizleri Sekil 4.7'te gosterildigi
gibidir. Hepatoma hiicrelerine karsi gosterdigi %50 inhibisyon degeri 48 saat
icin 26 UM ve prostat hicrelerine karsi gésterdigi % 50 inhibisyon degeri 48
saat icin 51 puM olarak tespit edilmistir. Kolon karsinoma hucrelerine karsi
zehirli etki gostermezken, gdébek kordonu bagi hiicrelerine karsi az zehirli etkili
oldugu bulunmustur. Kemik karsinomu Uzerine gosterdigi % 50 inhibisyon

degeri ise 24 saat i¢in 54 pM’dir (Cizelge 4.1).

754-3f maddesine ait sitotoksik aktivite sonuglar Sekil 4.8 ile
gosterilmistir. 3f maddesi Hep3B, PC3, HUVEC, Saos-2 ve HT-29 hucreleri
tizerine zehirli etkilidir. Hep3B hiicreleri Gzerine IC5, dederi 48 saatte 56,82 uM
iken, HUVEC hucrelerinde bu deger 78,92 uM olarak belirlenmistir. HT-29
hiicreleri tizerine 150 uM derisimda zehirli etki gostermistir. Sirasiyla 1Cso
degerleri Cizelge 4.1'de verildigi gibidir.

754-3g maddesine ait sitotoksik aktivite sonuclan Sekil 4.9'de
gésteriimistir. 3g maddesi Hepatoma hucreleri tzerine gésterdigi % 50
inhibisyon degeri 24 saat igin 78 puM, 48 saat icin ise 109 pM’dir. PC3
hicrelerine karsi 48 saat icin I1C5; degeri 78 puM olarak belirlenmistir. HUVEC
icin 24 saatte 45 uM ve Saos-2 hiicreleri igin 24 saatte 88 uM degerinde % 50
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inhibisyon gostermistir. Kolon kanseri hicrelerine karsi zehirli etkili olmadigi

tespit edilmistir (Cizelge 4.1).

754-3h bilesigine ait sitotoksik analizler Sekil 4.10 ile gosterildigi gibidir.
754-3h bilesiginin hepatoma, prostat ve kemik karsinomu hucreleri Uzerine az
miktarda zehirli etkili oldugu bulunmustur. HUVEC hicrelerine kargi 24 saat
icin elde edilen % 50 inhibisyon degeri 87 uM ‘dir. Kolon kanseri hicrelerine

kars! zehirli etkili olmadigi tespit edilmisgtir.

754-3i maddesine ait sitotoksik aktivite sonuglar Sekil 4.11: 754-3i
bilesigine ait sitotoksisite grafikleri ile verilmistir. 754-3i maddesi hepatoma ve
prostat hlcreleri tGzerine 48 saatte zehirli etkilidir. ICs, degerleri sirasiyla 24
MM ve 7 uM'dir. HUVEC hicrelerine karsi % 50 inhibisyon degerleri 24 saat
icin 83 uM, 48 saat igin ise 20 pM olarak belirlenmistir. HT-29 ve Saos-2
hiicrelerine karsi az zehirli etki géstermigtir. Saos-2 hiicrelerinde 48 saat igin

belirlenen ICso degeri 72 pM'dir.

754-3i° maddesine ait sitotoksik aktivite sonuglarn Sekil 4.12'de
belirtildigi gibidir. Hep3B hicreleri Gizerine zehirli etkili olup, ICs, degeri 48 saat
icin 18 uM'dir. PC3 htcreleri igin 24 ve 48 saatte sirasiyla 110 uM ve 127 uM
degerinde % 50 inhibisyon gosterdigi tespit edilmistir. Saos-2 hicrelerine karsi
gosterdigi % 50 inhibisyon degerleri ise 24 ve 48 saat icin sirasiyla 85 uM ve
88 uM'dir. HUVEC ve HT-29 hicreleri Uzerine az zehirli etkilidir.

754-3j bilesigine ait sitotoksisite analizleri $ekil 4.13'te verildigi gibidir.
754-3j bilesigi Hepatoma hiicrelerine karsi zehirli aktivite géstermistir (ICsq: 38
UM ve 55 uM). HUVEC, Saos-2, PC3 ve HT-29 hicrelerine karg! ise az zehirli

etki gdstermistir.

754-3k maddesine ait sitotoksik aktivite sonuglari Sekil 4.14 ile
verilmistir. 3k maddesi, Hepatoma hucreleri Uzerine zehirli etki gdstermigtir
(24sa: ICs: 66,76 ve 48 sa: 1C5:16,23 pM). Ayni sekilde HT-29, PC3, Saos-2
ve HUVEC hucrelerine karg! ciddi sekilde zehirli etkili oldugu tespit edilmistir.
Buna gére PC3 hicrelerinde I1C5, dederleri 24 ve 48 saatte sirasiyla 60uM ve
87 uM olarak hesaplanmistir. HUVEC hucrelerinde ise 48 sa: ICs :34 uM

olarak hesaplanmistir.

62



% hiicre canhihg

-
N
(=]

=
o
o

o
(=]

20

oy
X3
o

=
=1
o

% hiicre canlihg

% hiicre canhihg

% hiicre canhhg

80

60

40

20

150uM

150uM

=
N
o

g

80

60

40

20

% hiicre canlii@

120

100

20

60

40

20

150uM

150uM

75uM

3a-24sa-Hep3B

39uM

18uM

3a-24sa-PC3

75uM

39uM

18uM

3a-24sa-HUVEC

75uM

39uM

18puM

3a-24h - Saos-2

75uM

39uM

18uM

3a-24sa- HT-29

75uM

39uM

18uM

il

150pM

uitll

il
iiliil

120

100

80

60

40

% hiicre canlilig:

20

=
o N
o o

80

60

40

% hiicre canlihgi

20

120
100
80
60
40

% hiicre canhihig

20

% hiicre canlihg
-
N B @ @m O ™
o o o o o o

o

% hiicre canllig
[
N B @ ®m © N
o (=1 o o (=1 o

o

3a-48sa- Hep3B

150uM  75uM  39uM  18uM

3a-48sa-PC3

SuM

* X

150uM  75uM  39uM  18uM
3a-48sa-HUVEC

150uM  75uM  39uM  18uM

3a- 48sa- Saos-2

*
* % % %

* %

150uM 75uM 39uM 18uM

3a-48sa- HT-29
F
*

%k %k

* %

150uM 75uM EEY] 18uM
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Sekil 4.5: 754-3c bilesigine ait sitotoksisite grafikleri (p<0,05 olanlar * ile, p<0,01

olanlar ** ile belirtilmistir.)
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Sekil 4.6: 754-3d bilesidine ait sitotoksisite grafikleri (p<0,05 olanlar * ile, p<0,01

olanlar ** ile belirtiimistir.)
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Sekil 4.7: 754-3e bilesigine ait sitotoksisite grafikleri (p<0.05 olanlar * ile, p<0,01

olanlar ** ile belirtimistir.)
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Sekil 4.8: 754-3f bilesigine ait sitotoksisite grafikleri (p<0,05 olanlar * ile, p<0,01 olanlar **
ile belirtilmistir.)
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Sekil 4.9: 754-3g bilesigine ait sitotoksisite grafikleri (p<0,05 olanlar * ile, p<0,01 olanlar ** ile)
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Sekil 4.10: 754-3h bilesigine ait sitotoksisite grafikleri (p<0,05 olanlar * ile, p<0,01 olanlar
**ile belirtilmistir.)
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Sekil 4.11: 754-3i bilesigine ait sitotoksisite grafikleri (p<0,05 olanlar * ile, p<0,01 olanlar
** ile belirtilmistir.)
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Sekil 4.12: 754-3i" bilesigine ait sitotoksisite grafikleri (p<0,05 olanlar * ile, p<0,01

olanlar ** ile belirtilmistir.)
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Sekil 4.13: 754-3j bilesigine ait sitotoksisite grafikleri (p<0,05 olaniar * ile, p<0,01

olanlar ** ile belirtilmistir.)
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Sekil 4.14: 754-3k bilesigine ait sitotoksisite grafikleri (p<0,05 olanlar * ile, p<0,01

olanlar ** ile belirtilmistir.)
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Cizelge 4.1: 754-3 serisi bilesiklerin 6zet sitotoksisite degerleri

Hep3B PC3 HUVEC Saos-2 HT-29

Zaman | 24sa | 48sa | 24sa | 48sa | 24sa | 48sa | 24sa | 48sa 24sa | 48sa

46 46 65

754-3a | AT uM uM UM AT AT AT AT AT AT
66 123 120
754-3b | 71uM uM AT uM AT AT uM AT AT AT

754-3¢ | TD D D D AT AT ™D D LIs! D

754-3d | AT leq ™ | TD | AT | AT | TD | TOD | ™D | TD
26 51 54

75630 | AT | 28| AT | S0 | AT | AT | Q4 | AT | TD | D

ssaap | 52 | 56 | 56 | 11 72 | 78 | 37 | 81 | 138 | 75

uM KM UM UM KM uM uM KM pM KM

7s43g | o | T | AT ol B N | AT | ™ |
7543h | AT | AT | AT | AT 3\7" ™ | AT | AT | O | TD
75431 | AT ﬁfn AT | 7uM Sla 3& AT Jla T | AT
7s430 | AT | oo | g N | % | T o S| AT | AT
7543 j’a 351 ™ | AT | AT | AT | AT | AT | AT | AT
maak | LSS AT

AT: Az Toksik %80- % 60 (Tum derigsim ve zaman dilimlerinde en az bir defa
% 60 hiicre canliigina inenler), TD: %100-% 80 hicre canhihd! araliginda
olanlar (Tum derisim ve zaman dilimlerinde en az bir kez % 80 hicre
canlihdina inenler), ICs, degerleri: % 50 nin altinda hiicre 6lumine neden olan

derisim hesabi yapilabilenler. [74]
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4.2.2 706-2 serisi bilegiklerin sitotoksik etkileri

706- 2 serisi bilesikler 706-2a, 706-2b, 706-2f, 706-2g, 706-2h, 706-2j,
706-2p ve 706-2s bilesiklerini igerir. Hep3B, PC3 ve HUVEC saglikli hicre
hattinda hiicre canliiyi deneyleri gergeklestiriimis olup, Cizelge 4.2'de
bilesiklere ait 1Cs, degerleri verilmigtir. Bu sonuglara gore, zehirli etki
g6stermeyen ve ilag éncl potansiyeli olan bilesiklerin hicre digi ve hiicre igi
reaksiyon denemelerine gorurilerek, intihar gen tedavisinde kullanilima

potansiyeli arastiriimigtir.

706-2a bilesigi, hepatoma ve gobek kordonu bagi hiicrelerine kargi 48
saatte az zehirli etkilidir. Prostat kanseri hicrelerine karsi % 50 inhibisyon
degeri 24 saatte 52,11 ve 48 saatte 40,8 pM'dir. Sonuglara ait bilgiler Cizelge
4.2 ile gosterilmistir.

706-2b bilesigine ait sitotoksik aktivite grafikleri Sekil 4.16 ile verildigi
gibidir. Prostat kanser hucreleri tzerine zehirli etkili degildir. Hepatoma ve

HUVEC hiicreleri Uzerine ise az zehirli etkilidir.

706-2f bilesigi PC3 hucrelerine karsi zehirli etkili olmadigi, Hep3B
hiicrelerine kars! ise 48. saatte 150 uM derisimde % 45 biulyumeyi inhibe ettigi
bulunmustur. HUVEC hcrelerine karsi 48 saatte, az zehirli etkili oldugu
bulunmustur (Sekil 4.17).

706-2g bilesigi Hep3B hiicrelerinin blyumelerini 150 uM derisimde %
50 inhibe etmistir. Prostat ve gébek kordonu hiicreleri Gzerine zehirli etkili
degildir (Sekil 4.18).

Sekil 4.19 verildigi Uzere, 706-2h bilesigi hepatoma hucrelerinin
buylimesini en yiiksek derisimde (150 pM) hem 24 hem de 48 saat sonrasinda
% 50 inhibe etmistir. Bununla beraber PC3 hucrelerin % hucre canlihgr 150
uM'da % 70 olarak belirlenirken, HUVEC hucrelerinde bu deger % 41’lere
dusmustur. Dolayisiyla bu bilesigin 48 saat sonrasinda HUVEC hucreleri

Uizerine daha zehirli etki yaptig1 sdylenebilir.
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706-2j bilesigi HUVEC ve PC3 huicrelerinde, hiicrelerin yasayabilirligini
etkilememistir. Hepatoma hiicrelerinde ise az zehirli oldugu belirlenmistir.

Sonuglar Sekil 4.20 ile gosterildigi gibidir.

706-2p bilesigi PC3 hiicreleri tizerine az etki gosterirken, Hep3B ve
HUVEC hicrelerine karsi zehirli etki gostermistir. % 50 inhibisyon derigim
degerleri Hep3B hucreleri i¢in 31,95 uM iken, HUVEC hucreleri igin 9,42 uyM
olarak belirlenmistir. Sonuglar Sekil 4.21 ‘de gésterildigi gibidir.

706-2s bilesigi Hep3B ve HUVEC hcrelerine zehirli etkili iken (48 saat

sonrasinda ICs, degeri sirasiyla 58.53 uM ve 25.88 uM), PC3 hiicrelerinin
bilytimesini etkilememistir. Sonuglar Sekil 4.22 ile gosterildigi gibidir.
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Sekil 4.15: 706-2a bilesigine ait sitotoksisite grafikleri (p<0,05 olanlar * ile, p<0,01

olanlar ** ile belirtilmistir.)
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Sekil 4.16: 706-2b bilesigine ait sitotoksisite grafikleri (p<0,05 olanlar * ile, p<0.01
olanlar ** ile belirtimistir.)
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Sekil 4.17: 706-2f bilesigine ait sitotoksisite grafikleri (p<0,05 olanlar * ile, p<0,01
olanlar ** ile belirtilmistir.)
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Sekil 4.18: 706-2g bilesigine ait sitotoksisite grafikleri (p<0,05 olanlar * ile, p<0,01

olanlar ** ile belirtilmistir.)
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Sekil 4.19: 706-2h bilesigine ait sitotoksisite grafikleri (p<0,05 olanlar * ile, p<0,01

olanlar ** ile belirtiimistir.)
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Sekil 4.20: 706-2j bilesigine ait sitotoksisite grafikleri (p<0,05 olanlar * ile, p<0,01

olanlar ** ile belirtilmistir.)
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Sekil 4.21: 706-2p bilesigine ait sitotoksisite grafikleri (p<0,05 olanlar * ile, p<0,01

olanlar ** ile belirtilmistir.)
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Sekil 4.22: 706-2s bilesigine ait sitotoksisite grafikleri (p<0,05 olanlar * ile, p<0,01

olanlar ** ile belirtilmistir.)
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Cizelge 4.2: 706-2 serisi bilesiklerinin 6zet sitoksisite dederleri

Hep3B PC3 HUVEC

Zaman 24 sa 48 sa 24 sa 48 sa 24 sa 48 sa
706-2a D AT | 51,1uM |408uM | Tp AT
706-2b AT AT D D TH AT
706-2f TD AT TD TD TD TA
706-2g ™D AT TD TD b TD
706-2h AT AT ™ AT ™ AT
706-2J TD AT TD TD TD TD
706-2p | 31,9uM |95uM | AT AT AT 9,3 uM
706-2s | 84,7 uM 5p8|(n5 TD D AT | 57,4 pM

AT: Az Toksik %80-% 60 (Tim derisim ve zaman dilimlerinde en az bir defa
% 60 hiicre canliliina inenler), TD : %100- % 80 hiicre canlihgi araliginda
olanlar (Tim derisim ve zaman dilimlerinde en az bir kez % 80 hiicre
canliligina inenler) ICs, degerleri: % 50 nin altinda hiicre élimine neden olan

derisim hesab/ yapilanlar [74].

4.3 Nitro Gruplu Bilesiklerin Ssap-NTR Enzimiyle Reaksiyonu
Sonrasi Hiicreler Uzerindeki Etkilerinin Belirlenmesi - Hiicre

Dis1 Reaksiyon Deneyleri

Bolum 4.12° de sonuglari verilen toksisite c¢alismalar sonrasinda

kendileri zehirli olmayan yani ilag 6ncul olma kapasitesi olan bilesikler
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belirlenmistir. Ancak bu bilesiklerin, enzim aktivite galigmlari ile substrat olma
potaniyeli Tiibitak 113Z706 nolu proje kapsaminda belirlenmistir. Bu baglamda
zehirli etki gosteren bilesikler dahil olmak Uzere tim bilesikler reaksiyon
denemelerine tabi tutulmustur (1001 sonug raporu). Bu bilesikler Gebze
Teknik Universitesi tarafindan E.colfde ifade ettirilip saflastiriimig ve tarafimiza
gonderilmis Ssap-NtrB enzimi ile digsarida reaksiyona sokularak hucreler
iizerine uygulanmistir. Bu enzim Dr. Ayhan Celik ve ekibi tarafindan S.
Saprophyticus organizmasindan izole edilip saflagtiriimig, bir nitroredtktazdir
[20]. Bu calismada karaciger kanseri hicreleri kullanimistir. Yapmig
oldugumuz toksisite analizlerini degerlendirdigimiz zaman hepatoma
hicrelerinin daha az direngli 6zellikte olduklari belirlenmistir. Bu ozellikten
dolay! hiicre digi reaksiyon deneylerinde bu hiicre soyu galigiimistir. Hucre

disi reaksiyon denemeleri Bolum 3.2.1.7 ile belirtildigi gibi yapiimistir.

Hucre disi reaksiyon deneyleri gergeklestirilicken, klinik denemelere
gecmis olan CB1954 bilesigi kargilagtirmali olarak kullaniimistir. Eger yapilan
denemede CB1954 ile yarisabilir seviyede bir madde belirlenirse, yeni bir ilag
énclll aday molekiliin ortaya gikmasi saglanacaktir. CB1954 bilesiginin
reaksiyon denemeleri Cizelge 3.6 ile gosterildigi gibi gergeklestirilmistir.
Ayrica, Kontrol1 olarak belirtilen denemelerde sadece substrat uygulanmistir.
Higbir madde uygulanmayan ancak substratin uygulandigi DMSO miktan

uygulanan hiicrelerde NT olarak isimlendirilmistir.

Hicre disi reaksiyon deneyleri 2 basamakli bir sekilde gergeklestirilmistir.

1) Birinci basamakta, % 50 inhibisyon degerinin hesaplanabilmesi
icin, 150, 39 ve 9 uM olacak sekilde 3 farkli derisimde galismalar
baslanmistir. Bu grup galismasinda sadece kontrol grubu olarak
substratin kullaniidigi Kontrol 1 tercih edilmistir. NT grubu da
DMSO kontroll olarak dahil edilmistir.

2) Ikinci basamakta ise, ayrintili 1Cs, denemelerinde doygunluga
ulasan bilesikler fark edilmistir. Bazi bilesiklerin de K1
denemelerinde zehirli etki gésterdikleri belirlenmistir. Bu nedenle
daha az substrat uygulamasinin reaksiyon denemelerinde fark

olusturabilecegi hipotezinden yola cikarak tim bilesikler 3 alt
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derisimde (180 nM, 18 nM ve 1,8 nM derisimler) hicre disl
denemelere goéturtlmustur. Kontrol grubu olarak 180 nM sadece

substrat uygulamasi da denemistir (Sekil 4.34 - 4.45 arasi).

Sitotoksisite analizleri sonucunda segilerek 3 farkll derisimde CB1954
ile yarisir halde reaksiyona sokulan Ssap-NtrB ve ilag dncl bilesimlerine ait

grafikler asagida verildigi gibidir.

Uc derisimde de CB1954 'e gore karsilastirmall sitotoksitelerine
bakilmistir. Bazilarinin Kontrol 1 gruplarinin kendilerine zehirli etki gosterdikleri
anlasiimaktadir. Sonuglarin ifadesi % hicre canlhig: ile gésterilmigtir. Buna

gore asagidaki formule gore % htcre canhhidr hesaplamigtir.

Formal ;

% Hucre Canlihgi = ( Madde Ortalama / Kontrol Ortalama ) * 100

4.3.1 754-3 Serisi Bilesiklerin Ssap-NTR Enzimiyle Reaksiyonu

Sonrasi Hiicreler Uzerindeki Etkilerinin Belirlenmesi

Buna gore, 754-3a maddesine ait hiicre disi reaksiyon denemesi
sonucunda in vitro'daki reaksiyon denemeleri CB1954 bilesidi ile yansir

seviyede oldugu belirlenmigtir (Sekil 4.23).

754-3b, 754-3c, 754-3d, 754-3e, 754-3f, 754-3g, 754-3i, 754-3i', 754-
3j ve 754-3k maddelerine ait enzim etkilesimi denemesinin sonucunda bu
maddelerin ilag 6nclli olabilme kapasitesinin zayif oldugu anlasiimistir. Bu
maddeler CB1954 kadar reaksiyon toksisiteleri géstermelerine ragmen,
Kontrol1 'lerinde sadece substrat uygulamalarindan elde edilen zehir etkisinin
devam ettigi gézlemlenmistir. Bu kapsamda ilag 6nculu olma potansiyelleri
zayIf olarak degerlendirilmistir (Sekil 4.24 — Sekil 4.33).
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Yiksek derisimdeki denemelerinde CB1954 ile yarigabilir durumda
oldugu belirlenen ancak, kontrol 1 denemelerinde substrattan gelen ( 150uM )
zehirli etkileri devam eden tum bilesiklerin dusik derisim denemeleri
gerceklestirimistir. Dusiik derisimlerde bilesigin zehirli etkisinin de az olacagdi
hipotezi ile tum bilesikler distk derisimlerde reaksiyona tabi tutulmustur. Bu
bilesiklerin enzim / substrat denemelerinde substrat olabilme potansiyelleri
yiksek bulundugu igin bu denemeler yapilmigtir. Ancak Kontrol 1
denemelerinde, sadece 180 nM substrat uygulanmistir.

Bu deney planinda ayni sistem yukarida agiklandigi Gizere CB1954 ile
de gergeklestiriimistir.

754-3a, 754-3b, 754-3c, 754-3e, 754-3g, 754-3i, 754-3i' ve 754-3k
maddelerinin disik derisimde hiicre digi denemelerde yeterince hiicre
olimine neden olmadigi ve ICs, degerleri hesaplanamadigr géralmustr (Sekil
4.23- Sekil 4.33) .
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Sekil 4.23: 754-3a maddesinin Ssap-NtrB enzimi ile Hep3B hicrelerinde
hicre disi reaksiyon sonucu. ( Koyu gri: Madde, Agik gri: CB1954) (p<0,05

olanlar * ile, p<0,01 olanlar ** ile belirtimistir.)
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Sekil 4.24: 754-3b maddesinin Ssap-NtrB enzimi ile Hep3B hlcrelerinde
hiicre disi reaksiyon sonucu. ( Koyu gri: Madde, Acgik gri. CB1954) (p<0,05

olanlar * ile, p<0,01 olanlar ** ile belirtilmistir.)
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Sekil 4.25: 754-3c maddesinin Ssap-NtrB enzimi ile Hep3B hiicrelerinde
hilcre disi reaksiyon sonucu. ( Koyu gri: Madde, Agik gri: CB1954) (p<0,05

olanlar * ile, p<0,01 olanlar ** ile belirtilmistir.)
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Sekil 4.26; 754-3d maddesinin Ssap-NtrB enzimi ile Hep3B hiicrelerinde
hiicre disi reaksiyon sonucu. (Koyu gri: Madde, Acik gri: CB1954) (p<0,05 olanlar

*ile, p<0,01 olanlar ** ile belirtilmistir.)

91




754-3e Ssap-NtrB
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Sekil 4.27: 754-3e maddesinin Ssap-NtrB enzimi ile Hep3B hicrelerinde
hiicre digi reaksiyon sonucu. ( Koyu gri: Madde, Agik gri: CB1954) (p<0,05

olanlar * ile, p<0,01 olanlar ** ile belirtilmistir.)
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Sekil 4.28: 754-3f maddesinin Ssap-NtrB enzimi ile Hep3B hiicrelerinde hicre
disi reaksiyon sonucu. ( Koyu gri: Madde, Agik gri: CB1954) (p<0,05 olanlar * ile,

p<0,01 olanlar ** ile belirtiimistir.)
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Sekil 4.29: 754-3g maddesinin Ssap-NtrB enzimi ile Hep3B hiicrelerinde
hiicre disi reaksiyon sonucu. ( Koyu gri: Madde, Acik gri: CB1954) (p<0,05

olanlar * ile, p<0,01 olanlar ** ile belirtiimistir.)
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Sekil 4.30: 754-3i maddesinin Ssap-NtrB enzimi ile Hep3B hiicrelerinde hucre
disi reaksiyon sonucu. ( Koyu gri: Madde, Agik gri: CB1954) (p<0,05 olanlar * ile,
p<0,01 olanlar ** ile belirtiimistir.)
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Sekil 4.31: 754-3" maddesinin Ssap-NtrB enzimi ile Hep3B hicrelerinde

hiicre disi reaksiyon sonucu. ( Koyu gri: Madde, Acik gri: CB1954) (p<0,05

olanlar * ile, p<0,01 olanlar ** ile belirtiimistir.)
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Sekil 4.32: 754-3j maddesinin Ssap-NtrB enzimi ile Hep3B hucrelerinde hiicre

disi reaksiyon sonucu. ( Koyu gri: Madde, Agik gri: CB1954) (p<0,05 olanlar * ile,

p<0,01 olanlar ** ile belirtilmistir.)
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Sekil 4.33: 754-3k maddesinin Ssap-NtrB enzimi ile Hep3B hiicrelerinde

hiicre disi reaksiyon sonucu. ( Koyu gri: Madde, Agik gri: CB1954)
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Sekil 4.34: 754-3a maddesinin Ssap-NtrB enzimi ile Hep3B hucrelerinde
distk derisimde hiicre digi reaksiyon sonucu. ( Koyu gri: Madde, Acik gri:
CB1954) (p<0,05 olanlar * ile, p<0,01 olanlar ** ile belirtilmistir.)
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Sekil 4.35: 754-3b maddesinin Ssap-NtrB enzimi ile Hep3B hicrelerinde
dustik derisimde hiicre digi reaksiyon sonucu. ( Koyu gri: Madde, Agik gri:
CB1954) (p<0,05 olanlar * ile, p<0,01 olanlar ** ile belirtiimistir.)
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754-3c Ssap-NtrB
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Sekil 4.36: 754-3c maddesinin Ssap-NtrB enzimi ile Hep3B hucrelerinde
diistik derisimde hiicre digi reaksiyon sonucu. ( Koyu gri: Madde, Agik gri:
CB1954) (p<0,05 olanlar * ile, p<0,01 olanlar ** ile belirtimistir.)
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Sekil 4.37: 754-3d maddesinin Ssap-NtrB enzimi ile Hep3B hucrelerinde
dusiik derisimde hiicre digi reaksiyon sonucu. ( Koyu gri: Madde, Acik gri:
CB1954) (p<0,05 olanlar * ile, p<0,01 olanlar ** ile belirtiimistir.)
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Sekil 4.38: 754-3e maddesinin Ssap-NtrB enzimi ile Hep3B hucrelerinde

dislk derisimde hiicre digi reaksiyon sonucu. ( Koyu gri: Madde, Acik gri:
CB1954) (p<0,05 olanlar * ile, p<0,01 olanlar ** ile belirtilmistir.)
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Sekil 4.39: 754-3f maddesinin Ssap-NtrB enzimi ile Hep3B hicrelerinde

disiik derisimde hiicre disi reaksiyon sonucu. ( Koyu gri: Madde, Agik gri:

CB1954) (p<0,05 olanlar * ile, p<0,01 olanlar ** ile belirtimistir.)
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754-3g Ssap-NtrB
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Sekil 4.40: 754-3g maddesinin Ssap-NtrB enzimi ile Hep3B hicrelerinde
duistik derigimde hiicre digi reaksiyon sonucu. ( Koyu gri: Madde, Agik gri:
CB1 954) (p<0,05 olanlar * ile, p<0,01 olanlar ** ile belirtilmistir.)
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Sekil 4.41: 754-3h maddesinin Ssap-NtrB enzimi ile Hep3B hiicrelerinde
dustk derisimde hiicre digi reaksiyon sonucu. ( Koyu gri: Madde, Acik gri:
CB1954) (p<0,05 olanlar * ile, p<0,01 olanlar ** ile belirtiimistir.)
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754-3i Ssap-NtrB
120

100
80
60

40

% hiicre canhihg

20

180nM 18nM 1,8nM K1 NT

Sekil 4.42: 754-3i maddesinin Ssap-NtrB enzimi ile Hep3B hicrelerinde dugik
derisimde hiicre digi reaksiyon sonucu. ( Koyu gri: Madde, Acgik gri: CB1954)

(p<0,05 olanlar * ile, p<0,01 olanlar ** ile belirtilmistir.)
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Sekil 4.43: 754-37 maddesinin Ssap-NtrB enzimi ile Hep3B hicrelerinde
disik derisimde hicre disi reaksiyon sonucu. ( Koyu gri: Madde, Agik gri:
CB1954) (p<0,05 olanlar * ile, p<0,01 olanlar ** ile belirtilmistir.)
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754-3j Ssap-NtrB
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Sekil 4.44: 754-3j maddesinin Ssap-NtrB enzimi ile Hep3B hiicrelerinde diguk

derisimde hucre disi reaksiyon sonucu. ( Koyu gri: Madde, Agik gri: CB1954)
(p<0,05 olanlar * ile, p<0,01 olanlar ** ile belirtilmistir.)
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Sekil 4.45: 754-3k maddesinin Ssap-NtrB enzimi ile Hep3B hicrelerinde

dusuk derisimde hucre disi reaksiyon sonucu. ( Koyu gri: Madde, Agik gri:
CB1954) (p<0,05 olanlar * ile, p<0,01 olanlar ** ile belirtimistir.)
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4.3.2 706-2 Serisi Bilegiklerin Ssap-NTR Enzimiyle Reaksiyonu

Sonrasi Hiicreler Uzerindeki Etkilerinin Belirlenmesi

706-2 serisi bilegikler de hicre disi reaksiyon deneylerine tabi
tutulmustur. Yukarida aciklandigi Uzere, klinik denemere gecmis, CB1954
bilesigi karsilastirmall olarak kullaniimigtir. Bu sekilde CB1954 ile yanisabilir
seviyede bir madde belirlenmesi amaglanmistir. CB1954 bilesiginin reaksiyon
denemeleri Cizelge 3.6 gosterildigi gibi gerceklestirilmistir. Ayrica, Kontrol1
olarak belirtilen denemelerde sadece substrat uygulanmistir. Higbir madde
uygulanmayan ancak substratin uygulandiyi DMSO miktar uygulanan

hiicrelerde NT olarak isimlendirilmigtir.

Ayni 754- 3 serisi bilesikler icin kullanilan 2 agamali hiicre digi denemeleri

bu seri igin de gerceklestirilmistir.

1) Birinci basamakta, 150, 39 ve 9 pM olacak sekilde 3 farkli
derisimde calismalar baslanmistir. Kontrol grubu olarak sadece
substratin kullanildi§i Kontrol 1 ve DMSO kontroli olarak NT dahil
edilmistir.

2) Ikinci basamakta ise, daha az substart uygulamasinin reaksiyon
denemlerinde fark olusturabilecegi hipotezinden yola gikarak tim
bilesikler 3 alt derisimde (180 nM, 18 nM ve 1,8 nM derigimler)
hiicre disi denemelere goéturtlmustar. Kontrol grubu olarak 180nM
sadece substrat uygulamasi ve DMSO kontroli olarak NT dahil

edilmistir.

Sonuglar % Hucre canliigi garfifleri ile degerlendiriimistir. Buna gére,

Buna gére, Yiksek derigsimlerde, 706-2b, 706-2f 706-2g, 706-2i, 706-
2j, 706-2k ve 706-2p maddelerine ait hucre digli reaksiyon denemesi
sonucunda in vitro'daki reaksiyon denemeleri CB1954 bilesigi ile yarsir
seviyede oldugu belirlenmistir (Sekil 4.24- Sekil 4.52).

Duslk reaksiyon denemelerine 180 nM, 18 nM ve 1,8 nM ile devam
edilmistir. Ancak, dustuk derisim denemelerinde, ICso degeri hesaplatacak
zehirli etki gosterilememistir (Sekil 4.53 — Sekil 4.59).
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Yuksek derisimde denemeleri yapildiktan sonra, uygulanan miktarlar
dusurtlerek nanomolar seviyelere getirilen diger 706-2 serisi sonuglarina
baktigimiz zaman; yuksek derisimde etkili bulunan bu bilegiklerin doz

azalmasinda ayni etkiyi gostermedigi ve CB1954 ile yarisir halde olmadigi
belirlendi.

706-2b Ssap-NtrB
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%hiicre canliigi
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150uM 39uM 9uM K1 NT

o

Sekil 4.46: 706-2a maddesinin Ssap-NtrB enzimi ile Hep3B hicrelerinde

hiicre disi reaksiyon sonucu. ( Koyu gri: Madde, Acgik gri: CB1954) (p<0,05
olanlar * ile, p<0,01 olanlar ** ile belirtilmistir.)
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Sekil 4.47: 706-2f maddesinin Ssap-NtrB enzimi ile Hep3B hicrelerinde hicre

disi reaksiyon sonucu. ( Koyu gri: Madde, Agik gri: CB1954) (p<0,05 olanlar * ile,
p<0,01 olanlar ** ile belirtilmistir.)
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Sekil 4.48: 706-2g maddesinin Ssap-NtrB enzimi ile Hep3B hucrelerinde
hiicre disi reaksiyon sonucu. ( Koyu gri: Madde, Agik gri: CB1954) (p<0,05

olanlar * ile, p<0,01 olanlar ** ile belirtimistir.)

104



706-2i Ssap-NtrB
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Sekil 4.49: 706-2i maddesinin Ssap-NtrB enzimi ile Hep3B hucrelerinde hucre

disi reaksiyon sonucu. ( Koyu gri: Madde, Agik gri: CB1954) (p<0,05 olanlar * ile,
p<0,01 olanlar ** ile belirtiimigtir.)

706-2j Ssap-NtrB
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Sekil 4.50: 706-2j maddesinin Ssap-NtrB enzimi ile Hep3B hicrelerinde hucre

disi reaksiyon sonucu. ( Koyu gri: Madde, Agik gri: CB1954) (p<0,05 olanlar * ile,
p<0,01 olanlar ** ile belirtilmistir.)
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706-2k Ssap-NtrB
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Sekil 4.51: 706-2k maddesinin Ssap-NtrB enzimi ile Hep3B hucrelerinde
hiicre disi reaksiyon sonucu. ( Koyu gri: Madde, Agik gri; CB1954) (p<0,05

olanlar * ile, p<0,01 olanlar ** ile belirtiimigtir.)

706-2p Ssap-NtrB
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Sekil 4.52: 706-2p maddesinin Ssap-NtrB enzimi ile Hep3B hucrelerinde
huicre digi reaksiyon sonucu. ( Koyu gri: Madde, Agik gri: CB1954) (p<0,05

olanlar * ile, p<0,01 olanlar ** ile belirtimistir.)
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706-2b Ssap-NtrB
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Sekil 4.53: 706-2b maddesinin Ssap-NtrB enzimi ile Hep3B hicrelerinde
dusuk derisimde hiicre disi reaksiyon sonucu. ( Koyu gri: Madde, Agik gri:
CB1954) (p<0,05 olanlar * ile, p<0,01 olanlar ** ile belirtilmistir.)

706-2g Ssap-NtrB
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Sekil 4.54: 706-2g maddesinin Ssap-NtrB enzimi ile Hep3B hicrelerinde
dustik derisimde hiicre digi reaksiyon sonucu. ( Koyu gri: Madde, Agik gri:
CB1954) (p<0,05 olanlar * ile, p<0,01 olanlar ** ile belirtilmistir.)
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Sekil 4.55: 706-2f maddesinin Ssap-NtrB enzimi ile Hep3B hicrelerinde

diistik derisimde hiicre digi reaksiyon sonucu. ( Koyu gri: Madde, Agik gri:

CB1954) (p<0,05 olanlar * ile, p<0,01 olanlar ** ile belirtilmistir.)
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Sekil 4.56: 706-2f maddesinin Ssap-NtrB enzimi ile Hep3B hiicrelerinde

disiik derisimde hiicre digi reaksiyon sonucu. ( Koyu gri: Madde, Agik gri:

CB1954) (p<0,05 olanlar * ile, p<0,01 olanlar ** ile belirtilmistir.)
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Sekil 4.57: 706-2j maddesinin Ssap-NtrB enzimi ile Hep3B hicrelerinde dustk

derisimde hicre disi reaksiyon sonucu. ( Koyu gri: Madde, Agik gri: CB1954)
(p<0,05 olanlar * ile, p<0,01 olanlar ** ile belirtiimistir.)
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Sekil 4.58: 706-2k maddesinin Ssap-NtrB enzimi ile Hep3B hucrelerinde

dustk derisimde hicre digi reaksiyon sonucu. ( Koyu gri: Madde, Agik gri:

CB1954) (p<0,05 olanlar * ile, p<0,01 olanlar ** ile belirtilmistir.)
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706-2p Ssap-NtrB
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Sekil 4.59: 706-2p maddesinin Ssap-NtrB enzimi ile Hep3B hicrelerinde
diistik derisimde hiicre digi reaksiyon sonucu. ( Koyu gri: Madde, Acik gri:
CB1954) (p<0,05 olanlar * ile, p<0,01 olanlar ** ile belirtilmistir.)

4.4 Nitro Gruplu Bilegiklerin Ssap-NtrB Geni Tasiyan
Hiicrelerdeki Hiicre Canhligina Etkilerinin Belirlenmesi-Hiicre

ici Reaksiyon Deneyleri

intihar gen tedavisinin genel ilkesi olarak, ckaryot hiicrelerimizde
bulunmayan fakat sadece organizmaya goénderilecek ilag éncillerini igleyecek
bir nitrorediiktazin hiicreye aktarilmasi gerekmektedir. Bu modeli taklit etmek
lzere, Ssap-NtrB kaynakl nitrorediktaz enzimini kodlayacak gen, insan
kanser hicrelerine aktarilacaktir. Ifade vektorii iginde aktarilan gen,
hiicrelerde transkripsiyon ve hicrenin protein sentezi birimi ile translasyona
ugrayacaktir.

ilac 6ncilleri NTR pozitif (NTR +) olarak adlandirilan bu vektériin gegici
tranfeksiyonun ardindan hiicrelere uygulanacaktir. /n vitro olarak hiicre iginde
kendiliginden reaksiyona girecektir. Olusan hiicre élumi godzlenecektir. Bu
model hiicre igi reaksiyon modeli olarak isimlendirilecektir. Bu gergevede bu

bélimde gerceklestirilecek olan basamaklar asagida 6zetlenmistir.
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(i) S. Saprophyticus kaynakl Ssap-NtrB geni prokaryot vektorl igine
klonlanmigtir. Bu plazmid kullanilarak, pCDNA3.1/V5/His B vektoru igine alt

klonlama yapilacaktir.
(ii) Bu 8karyot ekspresyon vektoru gegici olarak transfekte edilecektir.

(iii) Transfeksiyon sonrasi ifade olan Ssap-NtrB geni mRNA ve protein

diizeyinde ifade oldugunun dogrulanmasi

(iv) Transfekte olan Ssap-NtrB iceren NTR + ve NTR- hicrelere

bilesiklerin uygulanmasi ve hiicre canlid sonuglarin alinmasi

4.41 Ssap-NtrB Geninin Biyoinformatik Analizi ve Primer

Tasarimi

Ssap-NtrB genine ait MRNA dizisi ve baz bilgileri agagida verilmistir.
Buna uygun olarak Ssap-NtrB genine ait herhangi bir kesim bélgesi igermeyen
ileri ve geri primerler tasarlandi. Bu primerlerin Tm hesaplamalari, olasi % GC
oranlari, sa¢ tokasi yapisi olusturup olusturmadigi ve NCBI Blast ile analizleri
yapildi. Klonlamanin yapilacag vektor sistemine dogru yerlegsimde olabilmesi
icin, tasarlanan primerlerin 5’ uglarina EK 1 ile verilen analiz sonucu ¢ikan
listeden segilen enzimlerin tanima dizileri eklendi. Ayrica baglanmanin gugli
olabilmesini sadlayan konsensis diziler ilave edildi. Ssap-NtrB gen dizisine ait
tasarlanan primerler Kpnl ve Apal kesim bolgelerini igerek sekilde

tasarlanmistir.

Cizelge 4.3: Ssap-NtrB Genine ait Primer Dizileri

Elle TM
Niikleotit Dizisi
(’c)
Ssap-NtrB
. 5-AAGGTACCACCATGATAAATAATAATTTTGA-3' | 62
lleri Primer
Ssap-NtrB

5-TTGGGCCCTCAACGTATTTAGTCACA-3' 58
Geri Primer

L]




4.4.2 Ssap-NtrB Prokaryotik Geninin Okaryotik Ekspresyon
Vektoéri olan pCDNA3.1/V5/His B Vektoriine Klonlanmasi

Ssap-NtrB prokaryotik geninin ¢karyotik bir ekspresyon vektorl olan
pCDNA3.1/V5/His B vektériine klonlanmasi sirasinda $Sekil 4.60: Ssap-NtrB
geninin klonlama vyolu ile verilen yol izlenmistir. Ssap-NtrB genini tagiyan
pET14b vektorli Cizelge 3.15: Ssap- NtrB genine ait Ozgii primer dizileri ile
belirtilen primerler kullanilarak Bélum 3.2.2.2 ile anlatildi§i sekilde yapilan
PCR sonucunda yaklasik 680 baz gifti uzunlugundaki bdlge basarili bir sekilde
cogaltildi. PCR sonucunda olusan urtinler %1 'lik agaroz jel elektroforezinde

gorunttlendi (Sekil 4.61: Ssap-NtrB geni iceren pET-14b geninin amplifikasyonu.



Ssap-NtrB Ndel
~ ) 671bg Ssap-NtrB geni
xhol e b 3 g i i S b e
Kesim T e TP T P VTR T er
> vektor
pet14B
vektori
' Kpnl '

Ssap-NtrB Kpnl

Apal

pCDNA3.1/V5/

PGEMT eas
y HisB

vektori

Kesim
+

Ligasyon

Ssap-NtrB Kpnl

pCDNA3.1/V5/

HisB

Sekil 4.60: Ssap-NtrB geninin klonlama yolu
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g g 101112

Sekil 4.61: Ssap-NtrB geni igeren pET-14b geninin amplifikasyonu

(M:  SMO0311 1kb marker, 1-10 SsapNtrB'nin pet14B vektoru ile
amplifikasyonu, 11: Pozitif kontrol, 12: Negatif kontrol)

Jelde dogru baz boélgesinde géruntilenen Ssap-NtrB tagiyan pET-14b
vektoru Bolum 3.2.2.3'te anlatildi§ gibi geri kazanildi. PCR metoduyla pGEM-
T Easy icine klonlanmasi yapilacagd igin primere ait olan Kpnl/Apal enzimleri

ile kesim gergeklestirildi.

5 uglari delesyona ugramis olan dogrusal DNA dizilerini kolayca
ligasyona tasiyan pGEM-T Easy vektéri kullanilarak Bolum 3.2.2.5 ile
anlatildigi sekilde ligasyon yapildi. Ligasyondan sonra Bolum 3.2.2.7 ile
belirtildigi  gibi 6nceden hazirlanan XL7Blue kompetant hicrelerine
transformasyonu gerceklestirildi. Ertesi glin kati besiyerinde tremesi gérilen
kolonilerden segilenler sivi besiyerine ekildi ve gece boyunca Uremesi
beklendi. Sivi besiyerinde ireyen kolonilerin plazmit izolasyonu Bolim 3.2.2.8
ile anlatilan kosullar géz énunde bulundurularak gerceklestirildi. Ssap-NtrB
geninin varliginin kontrolii igin bir kontrol kesimi kuruldu ve gérintileme igin

%1 'lik agaroz jelde yurutuldi. Bu sonug Sekil 4.62 ile gosterilmistir.
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Sekil 4.62: Ssap-NtrB genini tasiyan pGEM-T Easy vektoriinin kesim sonucu

(M: SM0311 1kb marker, 1-4 SsapNtrB genini tagiyan pGEM-T Easy

vektoriniin kontrol kesim sonucu)

Ssap-NtrB geni iceren pET14B vektorl ve pCDNA3.1 HisB vektord
Kpnl ve Apal Bélum 3.2.2.4'te belirtildigi sekilde kesim islemine tabi tutuldu.
Yapigskan uclarin olugsmasindan sonra Bélim 3.2.2.5 ile anlatilan kosullarda
ligasyon kuruldu. XL71Blue Yetenekli hucrelerine Bolum 3.2.2.7 ile anlatildigi
gibi gerceklestirilen transformasyon sonrasinda Ampisilinli LB Agar'da
buyilyen koloniler gézlemlendi. Bu kolonilerden segilenler sivi besiyerine
aktarildi ve ardindan Bélum 3.2.2.8'deki protokole uygun sekilde plazmit
izolasyonlari gergeklestirildi. Elde edilen plazmitlerin rekombinant olup
olmadigi kontrol kesimi yapilarak gézlemlendi. Bu amagla Ssap-NtrB genini
iceren pCDNA3.1.HisB vektori Kpnl/Apal enzim cifti kullanilarak kesildi ve

ardindan agaroz jelde géruntilendi.

Sekil 4.63: SsapNtrB genini igeren pCDNA3.1.HisB vektoérinin
Restriksiyon ile gosterildigi tUzere, Ssap-NtrB genini iceren pCDNA3.1.HisB
vektoriiniin restriksiyon endonukleaz enzimleriyle kesim sonucunda segilen 4

koloniden 2. Kuyucukta bulunanin rekombinant oldugu belirlenmistir.
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Sekil 4.63: SsapNtrB genini iceren pCDNA3.1.HisB vektorinin Restriksiyon

endonlkleaz enzimleriyle kesim sonucu

(M: SM0311 1kb marker, 1-4 SsapNtrB pCDNA3.1.HisB'nin Kpnl/Apal ile

kesimi)

4.4.3 Ssap-NtrB Geni igeren Vektoriin Hep3B Hiicrelerine Gegici
Transfeksiyonu ve Gen ifadesinin mRNA Seviyesinde

Gosterilmesi

Ssap-NtrB'nin hucrelerdeki ifadesinin olup olmadiginin arastiriimasi
icin, ilk olarak B&lum 3.2.1.2 ve 3.2.1.4 ile anlatildig1 sekilde Hep3B hucreleri
75 cm?lik flasklarda buyitildi. Hicrelerin flask yiizeyini kapladiklar ve
durumlari kontrol edildikten sonra 25 cm?lik flasklar igerisine her bir flaskta 2
milyon hiicre olacak sekilde paylastirildi. Deney sirasinda bir flask kontrol
grubu Hep3B hicresi olarak etiketlenirken, digeri Ssap-NtrB geni igeren
pCDNA3.1 /V5/HIS B vektorii 2 ug olacak sekilde Kalsiyum fosfat yoéntemi
uygulanarak gegici transfekte edildi (Bknz. Boélum 3.2.2.9). Gegici
transfeksiyondan 24 saat sonra flasklardaki hiicrelere tripsinizasyon iglemi
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uygulandi. Elde edilen pelletlerden Bolum 3.2.4.1.1 ile anlatiidigina uygun
olarak RNA izolasyonu gergeklestirildi. izole edilen RNA'larin kalip olarak
kullaniimasi ile Bélum 3.2.4.1.4'teki gibi cDNA sentezi yapildi. Elde edilen
cDNA'lar kullanilarak Béliim 3.2.4.1.5 ’teki protokole uygun olarak Yari Nicel
PCR yontemi yapildi. PCR sonucunun goérintilenmesi Bolim 3.2.4.1.6 'da

anlatildigi gibi yapild.

Bu sayede; kontrol grubu olarak segilen ve sadece Hepatoma
hiicrelerini iceren grupta herhangi bir sonug gériilmedi. Bunun nedeni bu
hicrelerde normal kosullar altinda bu gen bulunmadigindan, bu gene ait
mRNA'da bulunmamaktadir. Buna karsin gegici transfeksiyon metodu
kullanilarak ekspresyon vektérini igeren Hepatoma hicrelerinde mRNA
transkripsiyona ugradidi igin ifadesi agaroz jelde gézlemlenmistir (Sekil 4.64:

Ssap-NtrB Gen ifadesinin mRNA Seviyesinde Gosterilmesi).

Sekil 4.64: Ssap-NtrB Gen ifadesinin mRNA Seviyesinde Gosterilmesi

(M: 1kb SM0311 Fermentas marker, TF+: Ssap-NtrB geni iceren vektorin
transfekte edildigi Hep3B cDNA, 2: Bos hucre cDNA'si, P: pozitif kontrol
(Ssap-NtrB geni iceren vektdriin kalip olarak kullanildigi, N: cDNA icermeyen
diger butiin PCR bilesenlerini iceren negatif kontrol)
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4.4.4 Ssap-NtrB ifadesinin Protein seviyesinde Western Blotting
Analizi lle Gosterilmesi

Bu amagcla Hep3B hiicre hatti kullanilarak Bolim 3.2.1.4 ile anlatilana
uygun olacak sekilde 25 cm? lik kiigiik flasklarda deney planlandi. Elde edilen
hiicre pelletleri Bolum 3.2.4.2.2" deki RIPA metotu kullanilarak jele yiklemeye
hazir hale getirildi. Bélim 3.2.4.2.3 ve 3.2.4.2.4" teki asamalardan sonra 1/50
olacak sekilde His-Tag antikoru uygulandi. Bu antikorun segilme nedeni
klonlanan gende antikora ait bolgenin bulunuyor olmasiydl. Ancak
normalizasyon amacli beta-aktin banti gézlemlenirken, His-Taqg antikorunun

banti elde edilemedi.

Mot TRTROTR 42kD
- v )B-akﬁn

&

Sekil 4.65: Ssap-NtrB ifadesinin protein seviyesinde Western Blot ile

Gosterilmesi

(M: PM Prestained Marker 26619, TF+: Tranfekte ediimis Hep3B protein
érnegi, TF-: Transfekte ediimemis Hep3B protein drnegi)

4.4.5 Ssap-NtrB ifadesinin protein seviyesinde akim sitometri

analizi ile gosterilmesi

Ssap-NtrB’'nin protein diizeyindeki ifadesinden emin olunmasi igin,
protein ifadesinin dogrulanmasi igin, Akim Sitometri analizi Bélim 3.2.4.2.7'de

anlatildigi sekilde gerceklestiriimistir. Buna goére deneysel model olarak
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Hepatoma hicreleri segilmistir. Bu hiicrelere gegici transfeksiyon metodu ile
klonladigimiz Ssap-NtrB iceren pCDNA3.1/V/5/HisB transfekte edildi.
Transfeksiyonun goéruntllenebilmesi igcin gen bélgesinde bulunan Histidin
kuyruguna baglanmasi igin His-tag antikoru ile isaretleme yapildi. Ayrica ikincil
antikor olarak Aleksa-Flor ile isaretleme yapilmistir. Akim Sitometri analizleri
ile de Ssap-NtrB'nin hicre iginde ifade oldugu ve klonlamanin basariyla

gerceklestirildigi bir kez daha dogrulanmistir,

Plot P03, gated on P01.R1

Plot P03, gated on P01.R1
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Sekil 4.66: NTR- ve NTR+ Hep3B hiicrelerinde His-Tag antikoru ile boyamasi
sonras| Akim Sitometri analiz géruntsu

4.4.6 NTR+ hiicrelerde Ssap-NtrB ifadesinin protein seviyesinde

IFC analizi ile gosterilmesi

Okaryot ekspresyon vektériinde bulunan ve ekli olarak ifade edilen
Histidin kuyrugu Ssap-NtrB geninin hiicre iginde ifadesinin gérintilenmesi igin
kullaniimistir. Bu amagla Bélum 3.2.4.2.6 ile anlatildigi sekilde IFC metodu
uygulanmistir. Antikor olarak segilen 1/50 His-Tag antikoru ile hicreler gece
boyunca muamele edilmistir. ikinci boyama olarak Anti Mouse Alexa-Flour-568
ile boyandiktan sonra Olympus floresan mikroskobu ile goruntuleme

gerceklestirilmistir.
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Buna goére NTR- ve NTR+ hicreler karsilastiriidiginda floresan
boyanin NTR- hicrelerini de 6zel olmadan boyadi§i anlasiimaktadir. Ancak,
hicresel boyutta ¢ok az da olsa NTR+ hicrelerde floresan uyarilar
artmaktadir. Bu da protein seviyesinin az miktarda da olsa ifade oldugunu bize
gostermektedir.

NTR - (Hep3B) NTR + (Hep3B)

Sekil 4.67: NTR+ ve NTR- Hep3B hicrelerinin His-Tag antikoru boyamasi

sonrasinda immunfloresan gérintusi
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4.4.7 ilag onciil maddelerin Ssap-NtrB transfekte hiicrelere

uygulanmasi ve zehirli etkilerinin SRB analizi ile belirlenmesi

Hicre i¢i denemelerde, oncelikli olarak hiicre disi reaksiyon
deneylerinde de kullanmis oldugumuz Hep3B hicre hattina transfeksiyon
yapildi. Bu uygulamanin ardindan transfeksiyon yapilan hilcreler 24 saat
gectikten sonra 96-kuyucuklu plakalara paylastirildi. Ayni deney tasariminda
hi¢ transfekte olmamis hiicreler ve kontrol hiicreleri de plakalara paylastirildi.
24 saat gectikten sonra secilen ilag 6ncll maddeler 3 farkli derigsimde (150 uM
- 39 uM — 9 puM) uyguland.. ilag éncillerine ilave olarak kiyaslama yapabilmek
icin &n klinik denemelerde kullanilan CB1954 'te uygulanmistir. TUm bilegikler
hiicre ici denemelere tabi tutulmamistir. Ozellikle toksisite denemelerinden, az
zehirli etki gosteren bilesikler secilmigtir. Hicre i¢i denemelere tasinan
bilesikler, 754- 3e, 754- 3c, 754- 3h, 754- 2f, 754- 2g, 754- 2h ve 754- 2j
bilesikleridir. Bu uygulamadan 24 saat sonra sonuglar SRB metoduyla analiz
edilmistir. Analizlere ait grafikler sirasiyla Sekil 4.70, Sekil 4.71, Sekil 4.72,
Sekil 4.73, Sekil 4.74, Sekil 4.75 ve $ekil 4.76 ile verilmistir.

Hep3B hiicre hattinda Ssap-NtrB yodniinden pozitif ve negatif olan
gruplarda belirgin bir ifade degisimi géralmistir. Ayni zamanda bu etki kontrol
grubu olarak secilen CB1954 denemelerinde de goéralmustur (Sekil 4.68:
Hep3B hiicrelerinde Ssap-NtrB transfekte edilmis NTR+ ve NTR- hiicrelerine
uygulanan CB1954 bilesiginin hiicre canhhg grafikleri). Bu da bize ifade olan
enzimin ilag énculleri ile daha etkili hale geldigini géstermektedir. ilave olarak
nitrorediktaz enziminin calismasinda etkisinin olabilecedi diustnulen NADH,
CB1954 ilag 6ncill ile birlikte uygulanmig ve sonug olarak etkiyi degistirmedigi
gozlemlenmistir (Sekil 4.69). Bundan sonraki denemeler NADH ilave

edilemeden gerceklestirilmistir.
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Sekil 4.68: Hep3B hUlcrelerinde Ssap-NtrB transfekte edilmis NTR+ ve NTR-

hiicrelerine uygulanan CB1954 bilesiginin hiicre canhlidi grafikleri (p<0,05 olanlar
* ile, p<0,01 olanlar ** ile belirtilmistir.)
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Sekil 4.69: Hep3B hicrelerinde Ssap-NtrB transfekte edilmis NTR+ ve NTR-

hiicrelerine uygulanan CB1954 ve NADH bilesiginin hiicre canliid: grafikleri
(p<0,05 olanlar * ile, p<0,01 olanlar ** ile belirtilmistir.)
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Sekil 4.70: Hep3B hicrelerinde Ssap-NtrB transfekte edilmis NTR+ ve NTR-
hiicrelerine uygulanan 754-3e bilesiginin hiicre canliigi grafikleri (p<0,05 olanlar

*ile, p<0,01 olanlar ** ile belirtiimistir.)

120 4

100 -

80 +

60 -

40 -

% hiicre canhhgi

20 A

* %

150uM

754-3c

39uM

OuM

NT

BANTR +
ENTR -

Sekil 4.71: Hep3B hlicrelerinde Ssap-NtrB transfekte edilmis NTR+ ve NTR-

hiicrelerine uygulanan 754-3c bilesiginin hiicre canliidr grafikleri (p<0,05 olanlar

* ile, p<0,01 olanlar ** ile belirtilmistir.)
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Sekil 4.72: Hep3B hicrelerinde Ssap-NirB transfekte edilmis NTR+ ve NTR-

hiicrelerine uygulanan 754-3h bilesiginin hiicre canliigi grafikleri (p<0,05 olanlar

* ile, p<0,01 olanlar ** ile belirtilmistir.)
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Sekil 4.73: Hep3B hiicrelerinde Ssap-NtrB transfekte edilmis NTR+ ve NTR-

hlcrelerine uygulanan 706-2f bilesiginin hiicre canhhdi (p<0,05 olanlar * ile, p<0,01

olanlar ** ile belirtilmistir.)
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Sekil 4.74: Hep3B hicrelerinde Ssap-NirB transfekte ediimis NTR+ ve NTR-

hticrelerine uygulanan 706-2g bilesidinin hiicre canhligi grafikleri (p<0,05 olanlar *

ile, p<0,01 olanlar ** ile belirtilmistir.)
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Sekil 4.75: Hep3B hicrelerinde Ssap-NtrB transfekte edilmis NTR+ ve NTR-

hiicrelerine uygulanan 706-2h bilesiginin hiicre canlilii grafikleri (p<0,05 olanlar *

ile, p<0,01 olanlar ** ile belirtilmistir.)
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Sekil 4.76: Hep3B hiicrelerinde Ssap-NirB transfekte ediimis NTR+ ve NTR-

hiicrelerine uygulanan 706-2j bilesiginin hiicre canlihgi grafikleri (p<0,05 olanlar *

ile, p<0,01 olanlar ** ile belirtilmistir.)

4.5

Nitro Gruplu Bilesiklerin Hep3B Hiicrelerinde Olusturdugu

Metastatik Etkinin Belirlenmesi

4.5.1 Yaralanma Deneyi

Toksisite durumuna bakilmadan nitro gruplu bilesiklerin Hepatoma

hiicrelerinin invazyon kabiliyetleri Uzerine etkisi yaralanma testi ile belirlendi.

Hep3B hicreleri 12 kuyucuklu plakalara her bir kuyuda 250.000 hiicre olacak

sekilde paylastirildi. Tutunmalari igin 24 saat beklendikten sonra bilesikler

belirlenen % 50 inhibisyon degerinde hesaplanarak kuyucuklara uygulandi.

Kontrol grubuna sadece DMSO uygulandi. Bélim 3.2.3.1 ile anlatildidina

uygun olarak elde edilen fotograflar Image J programi kullanilarak analiz

edildi.
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Yaralanma testinde toksisite durumuna bakiimadan tim maddeler
uygulanmis olup, g¢ikan sonuglar dederlendirildiginde MTT sonuglari ile ayni

dogrultuda sonuglar elde edilmistir.

754- 3 serisinden 3c, 3e ve 3h bilesiklerinin zehirli etkili olmamasindan
dolay! yaralanma deneyinin sonunda bu etkileri gézlemlenmistir. Ayni sekilde
zehirli etkili olmayan ve 706 — 2 serisine ait olan 2b, 2f, 2g, 2h ve 2j

bilesiklerinde de ayni etki gézlemlenmistir.

KONTROL

Sekil 4.77: 754-3a, 754-3b ve 754-3c bilesiginin 3 saat ve 24 saat sonunda

yara kapatma kabiliyetinin gdsteriimesi.
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Sekil 4.78: 754-3a, 754-3b ve 754-3c¢ bilesiklerinin yara kapatma kabiliyetinin

grafik ile gbésteriimesi (p<0,05 olanlar * ile, p<0,01 olanlar ** ile belirtilmistir.)

KONTROL

s i TS Lo A [

Sekil 4.79: 754-3d, 754-3f ve 754-3g bilesidinin 3 saat ve 24 saat sonunda
yara kapatma kabiliyetinin gésterilmesi (p<0,05 olanlar * ile, p<0,01 olanlar ** ile
belirtilmigtir.)
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Sekil 4.80: 754-3d, 754-3f ve 754-3g bilesiklerinin yara kapatma kabiliyetinin
grafik ile gdsterilmesi (p<0,05 olanlar * ile, p<0,01 olanlar ** ile belirtilmistir.)

Sekil 4.81: 754-3h, 754-3i ve 754-3i' bilesiginin 3 saat ve 24 saat sonunda

yara kapatma kabiliyetinin gosteriimesi
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Sekil 4.82: 754-3e, 754-3) ve 754-3k bilesiginin 3 saat ve 24 saat sonunda

yara kapatma kabiliyetinin gdsterilmesi.

120 -

100 - *

60 -

% %k
¥k

a0 - [

% goc kabiliyeti

754-3e 754-3j 754-3k Kontrol

Sekil 4.83: 754-3e, 754-3] ve 754-3k bilesiklerinin yara kapatma kabiliyetinin

grafik ile gésterilmesi (p<0,05 olanlar * ile, p<0,01 olanlar ** ile belirtilmistir.)
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Sekil 4.84: 706-2a, 706-2b ve 706-2f bilesiginin 3 saat ve 24 saat sonunda

yara kapatma kabiliyetinin gésterilmesi.
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Sekil 4.85: 706-2a, 706-2b ve 706-2f bilesiklerinin yara kapatma kabiliyetinin

grafik ile gdsterilmesi (p<0,05 olanlar * ile, p<0,01 olanlar ** ile belirtimistir.)




Sekil 4.86: 706-2g, 706-2h ve 706-2j bilesiginin 3 saat ve 24 saat sonunda

yara kapatma kabiliyetinin gdsterilmesi.
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Sekil 4.87: 706-2g, 706-2h ve 706-2j bilesiklerinin yara kapatma kabiliyetinin

grafik ile gésterilmesi (p<0,05 olanlar * ile, p<0,01 olanlar ** ile belirtilmistir.)
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Sekil 4.88: 706-2p ve 706-2s bilesiginin 3 saat ve 24 saat sonunda yara
kapatma kabiliyetinin gésterilmesi.
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Sekil 4.89: 706-2p ve 706-2s bilesiklerinin yara kapatma kabiliyetinin grafik ile

gbsterilmesi (p<0,05 olanlar * ile, p<0,01 olanlar ** ile belirtilmistir.)
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4.5.2 Koloni Olusumu Deneyi

ilag  o6nculi uygulanan Hep3B hiicrelerinin  koloni  olusturma
yeteneklerinin belirlenebilmesi amaciyla yapilan bu ydntemde ilk basamak
olarak kullanilacak hiicre sayisinin optimizasyonu yapildi. Buna gére Sekil
4.90 ile de goruldugu tzere deneylerde kullanilacak hiicre sayisi kuyucuk
basina 2.000 hicre olarak belirlendi.

Hiicre sayisinin kuyucuk bagina 2.000 olarak belirlenmesinin ardindan
Bolum 3.2.3.2 ile anlatildigi gibi deney kuruldu. Tum nitro gruplu bilesikler %
50 inhibisyon degerine uygun hesaplama yapilarak Hep3B hucrelerine
uygulandi. Yaklasik olarak 10 giin beklemeden sonra huicreler PBS ile yikandi
ve ardindan kristal viyole ile boyandi. Boya icerisinde 10 dk bekledikten sonra,
distle su ile boya uzaklastinldi. Gérintiler ColonoCounter programi

kullanilarak analiz edildi ve grafiklendirildi.

Zehirli etkisi bulunmayan bilesikler Hep3B hiicrelerinin ¢ogalmasina
izin vermis olup, bu sonug hem nitel hem de nicel olarak gézlemlenmistir. 754-
3 serisi bilesiklerden zehirli olmayan ve hiicre i¢i denemelere de taginan 754-
3c, 754-3e ve 754- 3h bilesiklerinin kontrol grubuna yakin olarak koloni
olusturma &zellikleri gésterdikleri gértilmektedir. Zehirli olarak degerlendirilen
diger bilesiklerin muhtemel hucre élumune dayali olarak, koloni olusturma

ozellikleri azalmis oldugu anlasiimaktadir.

706-2 serisi bilesiklerden, 706-2a, 706-2b, 706-2f, 706-2h, 706-2g,
706-2p 706-2j ve 706-2s koloni olusumu deneyine tabi tutulmustur. 706-2p,
706-2s ve 706-2a bilesiklerinin koloni olusturma é&zellig azalmistir.  Diger

bilesiklerin koloni olusturma 6zellikleri, kontrol grubuna yakin olarak gikmistir.
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Sekil 4.90: Hep3B hicrelerinde koloni olusum testi igin hicre sayisi

optimizasyonu

Sekil 4.91: 754- 3 serisi bilesik uygulandiktan

koloni olugabilme durumu
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Sekil 4.92: 754- 3 serisi bilesik uygulandiktan sonra Hep3B hicrelerinde

koloni olusabilme durumu

Sekil 4.93: 754- 3 serisi bilesik uygulandiktan sonra Hep3B hicrelerinde

koloni olugabilme durumu
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Sekil 4.94: 754- 3 serisi zehirli etkili olmayan bilesikler uygulandiktan sonra

Hep3B hicrelerinde koloni olugabilme durumu
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Sekil 4.95: 706- 2 serisi bilesikler uygulandiktan sonra Hep3B hucrelerinde

koloni oclusabilme durumu

72‘!:1._ < S

Sekil 4.96: 706- 2 serisi bilesikler uygulandiktan sonra Hep3B hicrelerinde
koloni olusabilme durumu

138



Sekil 4.97: 706- 2 serisi bilesikler uygulandiktan sonra Hep3B hiicrelerinde

koloni olusabilme durumu

4000
3500
_ 3000
()
5.2500
£2000
51500
21000
500

754-3 serisi

*
*

% %k

A ..

%
7
é
f
%
g
7

Y

*

DN

7

* ¥k * %k * %

& o a0 a0 ad o

g B

2%

("b‘.\& 4\? ‘)b‘

Sekil 4.98: 754-3 serisi bilesiklerin koloni olusumunun degerlendirmesi (p<0,05

olanlar * ile, p<0,01 olanlar **

ile belirtiimistir.)

139




706-2 serisi

5000
4500 * "
4000

% 3500
2 3000
g 2500
S 2000
21500
1000
500

*

*

MI.S

M.

%

5 () o

o .
*\Qb .\Q »\Qﬁ

N *

%

a"b
o\Q 4\36

Sekil 4.99: 706-2 serisi bilesiklerin koloni olusumunun degerlendirmesi (p<0,05

olanlar * ile, p<0,01 olanlar * ile belirtiimistir.)

4.6 Nitro Gruplu Bilesiklerin Hep3B Hiicrelerinde Olusturdugu

Oliim Mekanizmalarinin Belirlenmesi

4.6.1 Bilesiklerin apoptotik genlerin mRNA seviyesinde

etkilerinin belirlenmesi

ilac éncul maddelerin Hep3B hicreleri tzerinde olusturdugu o6lim
mekanizmalarinin belirlenmesi amaciyla, ilk olarak htcrelerin 75 cm?lik
flasklari doldurmasi beklendi. Buyiyen kiltur kontrol edildikten sonra hiicreler
25 cm?lik flasklara Bslum 3.2.1.4 ile anlatildifina uygun olarak paylastirildi.
Tutunmalari igin 24 saat beklendikten sonra ilag dnciili maddeler belirlenen %
50 inhibisyon degerleri hesaplanarak uygulandi. 48 saat sonrasinda flasklarin
medyum icerigi doklldi ve tripsinizasyon ile pellet alindi. Elde edilen
pelletlerden Bolim 3.2.4.1.1'de anlatildi§i gibi Thermo RNA izolasyon kitinin™
énerdigine uygun olarak RNA izolasyonu gergeklestirildi. Elde edilen RNA'larin
durumu RNA jel eklektorforezi ile kontrol edilmistir (Sekik 4.89). Miktar
hesaplanan RNA’lardan cDNA sentezi yapildi. cDNA kalitesinin kontrolu
amacli insan beta mikroglobulin cDNA lari kullanilarak, kontrol PCR yapilarak,
jel elektroforezinde yurutulimuastar (Sekil 4. 90). Bu elde edilen cDNA'lar



kullanilarak segilen apoptotik strecte gorevli olan Bcl-2 ve Bax genlerine ait
primerler (Cizelge 3.19) ve normalizasyon amaciyla insan -2 mikroglobulin
primeri (Cizelge 3.16) ile Bolum 3.2.4.1.7 ile anlatilana uygun sartlarda Real
Time PCR vyapildi. Programdan elde edilen cT degerlerinin, Act metodu ile
analizleri yapildi. Analizlerinin istatistiki olarak ifadesi Minitab Anova (oneway)
ile degerlendirildi. Bu programin verdigi sonuglara gére p<0,05 olan degerler

anlamli deger olarak kabul edildi.

Buna gére, 754-3 serisi bilesiklerden (754-3a, 754-3b, 754-3d, 754-3f,
754-3g, 754-3i, 754-3", 754-3] ve 754-3k) yapilan uygulamalar sonrasi
proapototik Bax mRNA seviyesi artmis, antiapoptotik Bcl-2 mRNA seviyesi ise
azalmistir (Sekil 4.91 ve Sekil 4.92).

706-2 serisi bilesikler (706-2a, 706-2p ve 706-2s) bilesikler iginde Bax
mRNAlari artmis ve Bcl-2 mRNA lari azalmistir (Sekil 4.93 ve Sekil 4.94 ).

Miil 2 3.4 56 7 8 9

Sekil 4.100: RNA jel goéruntusi

(M: RiboRuler RNA Marker, 1-Kontrol Hep3B, 2-754-3a, 3-754-3b, 4-754-3d,
5-754-3f, 6-754-3g, 7-754-3i, 8-754-3j ve 9-754-3k)
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Sekil 4.101: Klasik PCR agaroz jel géruntisu

(M: DNA Marker, 1-Kontrol Hep3B, 2-754-3a, 3-754-3b, 4-754-3d, 5-754-3f, 6-
754-3g, 7-754-3i, 8-754-3i', 9-754-3j ve 10-754-3k)
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Sekil 4.102: Bcl-2 geninin 754-3 serisi ilag 6nclll uygulanan Hep3B

hiicrelerinde mRNA seviyesindeki etkisi
belirtilmistir.)

(p<0,05 olanlar * ile, p<0,01 olanlar ** ile
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Sekil 4.103: Bax geninin 754-3 serisi ilag 6ncOli uygulanan Hep3B

hiicrelerinde mRNA seviyesindeki etkisi (p<0,05 olanlar * ile, p<0,01 olanlar ** ile
belirtiimistir.)
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Sekil 4.104: Bcl-2 geninin 706-2 serisi ilag oncull uygulanan Hep3B

hiicrelerinde mRNA seviyesindeki etkisi (p<0,05 olanlar * ile, p<0,01 olanlar ** ile
belirtilmistir.)
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Sekil 4.105: Bax geninin 706-2 serisi ilag ©nclll uygulanan Hep3B
hiicrelerinde mRNA seviyesindeki etkisi (p<0,05 olanlar * ile, p<0,01 olanlar ** ile
belirtiimistir.)

4.6.2 Protein seviyesinde etkilerinin gosterilmesi

Bu amagla Hep3B hicreleri flask basina 2milyon hiicre olacak sekilde
paylastirildi. Daha 8énceden hesaplanmis olan ICs, dederlerine uygun olacak
miktarlarda ilag 6ncll maddeler uygulandi. Ayrica kontrol grubu olarak yine
ila¢ dnclll uygulanmamis olan Hep3B hiicreleri kullanildi. Bu hiicreler 48 saat
sliresince inkibasyona tabi tutulduktan sonra tripsinizasyon basamagindan
sonra Bélum 3.2.4.2.2 ile belirtilene uygun olarak RIPA tamponunda ¢oziilerek
lizat haline getirildi. Bu lizatlar hazirlanan poliakrilamit jele yiklendi. 120 V
akimda yaklasik 2 saat boyunca yuritildi. Fragmente olmus proteinlerin
PVDF membrana gegisinin saglanmasi icin gece boyunca +4 °C'de transfer
islemi gergeklestirildi. Transferden sonra membran ticari olarak satin alinan
Bel-2 (1/1000), Bax (1/1000), Kaspaz-9 (1/100) ve SiklinD1 (1/100) antikoru 1
g BSA ile ¢ozilmis 20 mL 1 X TBST solisyonunda ve normalizasyon igin -
aktin antikoru (1/5.000) ile muamele edildi. Her iki antikor icinde ikincil antikor
1/5.000 diltisyon oraninda antirabbit antikoru kullanilarak isaretlendi. Ardindan

ECL ile muamele edilip, UVP sisteminde goriintilendi.
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Sekil 4.106: Nitrolu bilesiklerin protein seviyesinde etkilerinin belirlenmesi
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Sekil 4.107: Nitrolu bilesiklerin protein seviyesinde (Bax) etkilerinin

grafiklendiriimesi
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Sekil 4.108: Nitrolu bilesiklerin protein seviyesinde (Bcl-2) etkilerinin

grafiklendirilmesi
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Sekil 4.109: Nitrolu bilesiklerin protein seviyesinde etkilerinin belirlenmesi
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Sekil 4.110: Nitrolu bilesiklerin protein seviyesinde (Bax) etkilerinin

grafiklendirilmesi
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Sekil 4.111: Nitrolu bilegiklerin protein seviyesinde (Bcl-2) etkilerinin

grafiklendirilmesi

4.6.3 Nitrolu bilesiklerin Sectigi Oliim Yolunun Akim Sitometri
Ydntemi ile Belirlenmesi

Bolim 3.2.4.2.7 ile anlatilan Akim Sitometri yontemi ile Guava Nexin
kitinin 6nerdigi akisa uygun olarak deney planlandi. Buna gére daha dnceden
mRNA seviyesinde genler ile ifadeleri belirlenip yorumlanan bilesiklerin hangi
6lim yolunu segtigini beliremek hedeflendi. Bélim 3.2.1.2 ve 3.2.1.4 ile
anlatilan sekilde Hep3B hucreleri 12-kuyucuklu plakaya paylastiriidi. 24 saat
tutunmalari beklendikten sonra % 50 inhibisyon degerine uygun olacak sekilde
nitrolu bilesikler kuyucuklara uygulandi. 48 saat sonra hicreler tripsinizasyon
ile kaldirildi. Ardindan kitin énerdigine uygun olarak %1 BSA igeren medyuma

alindi. Annexin V ¢ozeltisi oda sicakliginda bekletildikten sonra, stok hiicreden
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sayilarak belirlenen miktardan 100 pL alinarak temiz bir tipe aktarildi. Bu
hicrenin Gzerine 100 uL Annexin V eklendi ve karanlikta oda sicakhdinda 1
saat bekletildi. Strenin dolumunda Guava EasyCyte cihazi kullanilarak analizi

gerceklestirildi (Sekil 4.115: Nitrolu bilesiklerin Annexin V ile analizi (Grafik nekroz,

erken ve ge¢ apoptozdaki hiicre yiizdesini gostermektedir) . Cihazdan alinan
grafikler sirasiyla Sekil 4.112, Sekil 4.113 ve $ekil 4.114 ile gésterilmistir.
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Sekil 4.112: 754-3 serisi Nitrolu bilesiklerin Annexin V ile analizi (754-3a, 754-
3b ve 754-3d)
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Sekil 4.113: 754-3 serisi Nitrolu bilesiklerin Annexin V ile analizi (754-3f, 754-
3g ve 754-3i)
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Sekil 4.114: 754-3 serisi Nitrolu bilesiklerin Annexin V ile analizi (754-37’, 754-

3j ve 754-3k)
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Sekil 4.115: Nitrolu bilesiklerin Annexin V ile analizi (Grafik nekroz, erken ve

ge¢ apoptozdaki hlicre yuzdesini géstermektedir)

151




100 -

90 A
20 - ® nekroz

™ apoptoz

70 A

50 -

30 A

20 A
10 -

%bhiicre popiilasyonu

RS & oo

3 o 3 "" % Gl
l& ’ 7 '] ¢
S & &£ & & & & g 8¢

Sekil 4.116: Nitrolu bilesiklerin Annexin V ile analizi (Grafik nekroz ve

apoptozdaki hiicreleri géstermektedir)

Hucrelerin sectikleri 6lim yolunun belirlenmesinin ardindan ayni
hicrelerin hiicre déngustnde tutuklandiklari asamalari belirlemek amaciyla
Akim Sitometri yénteminde Propidium lyodiir (Pl) analizi yapildi. Bu amagla
Hep3B hicreleri 12 kuyucuklu plakalara bélundikten sonra tutunmalari igin
yeterli sire gectikten sonra belirlenen % 50 inhibisyon degerlerine uygun
miktarda ilag dncull ile muamele edildi. 48 saat boyunca CO;'li inkiibatérde
bekletildikten sonra kuyucuklar PBS ile yikandi. %95 ’lik alkol ile 1 saat
boyunca +4 °C’'de bekletildikten sonra érneklere Pl uygulandi ve yarim saat
bekleme slresinin sonunda Guava EasyCyte cihazinda 6lgtim alindi (Sekil
4.117).
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5.SONUC VE TARTISMA

Kanser tedavisinde en ©Onemli geligmelerden biri sitotoksik
kemoterapoétik ajanlarin gelistiriimesi olmustur [75-77]. Tumér olusumunda yer
alan molekiler ve genetik mekanizmalanin daha iyi anlasiimasi, daha fazla
hedefe yoénelik kemoterapilere dogru bir gegise yol agmigtir [77]. Hedefe
yénelik olarak tasarlanan kiglk molekiller, son zamanlarda belirli kanser
tiplerinde tedavi igin onaylanmistir [78]. Bu nedenle ¢ok sayida hedefe yonelik
olan yd&nlendirilmis enzim tedavileri geligtiriimistir. GDEPT tedavilerinin
timiinde, ekzojen olan bir ilag 6nclll ve enzim hedeflenen kanser hiicrelerine
iletilir. Bu sayede kanser hicresi bu ilaca karsi hassas hale gelmis olur [79].
Bu tedavilerde karsimiza c¢ikan CB1954 ve nitrorediktaz enzimleri 6n
denemeleri gegtiginden, bu alanda daha etkili ilaglarin ortaya ¢ikma ihtiyaci

dogmustur.

LiteratUrde nitrorediiktazlar ile ilgili pek ¢ok cgalisma bulunmaktadir.
Ancak bu calismalarda enzime uygun olarak sentezlenip, etkinligi kanser
hicrelerinde denenmis olan bilesiklere rastlanmamistir. Bu amacgla CB1954
‘Uin avantajli olmayan yonlerine iyilestirmeler yapilarak farkli molekiller
yapilarda bilesiklerin sentezi giindeme gelmistir. Nitro grup ihtiva ederek farkli
gruplarin eklenmesiyle molekiiler yapilari farkli ancak ana iskeletleri ayni olan
2,4 6-trinitroanilin grubu olarak adlandirilan 20 farkli bilesik sentezlenmistir. Bu
bilesiklerin yapi — etkinlik tayinleri ve tanimlamalari yapilip, tU¢ boyutlu
caligmalari gergeklestiriimisti. Bu tez kapsaminda bu bilesiklerin kanser

hiicrelerinde yarattiklari etkiler aydinlatiimaya calisiimistir.

Bu amagla ilk olarak sentezi yapilan tim nitro gruplu bilesiklerin secilen
hiicre hatlari olan PC3, Hep3B, HT-29, Saos-2 ve HUVEC {zerinde
olusturduklari sitotoksik etki belirlendi. Buna gére 754-3c, 754-3e ve 754- 3h
bilesikleri ve 706-2b, 706-2f 706-2g, 706-2h ve 706-2j Dbilesiklerinin
kendilerinin hicreler tzerinde her hangi bir zehirli etki olusturmadigi ve bu
yiizden ilag &nclli olabilme potansiyellerinin  oldugu dustnilda. llag
énculunin tanimina uygun olarak; farmokodinamik ve zehir yéniunden etkisiz
fakat etkin ilag haline gelebilen kimyasallar olduklari igin enzim ile olan

etkilesimleri degerlendirildi. Bu nedenle zehirli olmayan bu bilesikler ve S.
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Saprophyticus’ tan izole edilerek saflagtinlan Ssap-NtrB enzimi ile digarida
reaksiyona sokulduktan sonra olusan metabolitlerin karaciger kanser hicreleri
tizerine uygulamasi calismalari gerceklestirildi. On reaksiyon galismalarinda
Reaksiyon, Kontrol 1 ve Kontrol 2 olarak adlandirilan deney gruplar
bulunmaktadir. ‘Reaksiyon’ olarak tanimlanan deney grubunda reaksiyon
olusmasi igin ortamda enzim, NADH ve nitrolu bilesik bulunurken, Kontrol 1
deney grubunda sadece nitrolu bilesik, Kontrol 2 deney grubunda ise sadece
enzim ve nitrolu bilesik bulunmaktadir. Buradaki amag, zehirli olmadigini
bildigimiz nitrolu bilesigin enzimle reaksiyona girdikten sonra toksisitesini
analiz etmektir. Ancak, hicre disi denemelerde, tim bilesikler enzim ile
denenmistir. Cunkl 6zellike 754-3 serisi bilesiklerin tamamlanan 1001
projesinden aktivite denemelerinden pozitif sonug alinmistir. Reaksiyon
denemeleri iyi olan bilesiklere ait % 50 inhibisyon degeri olan 1Cs, degerlerini
hesaplayabilmek icin 3 farkli derisimde substrat uygulayarak reaksiyon
denemelerine tabi tutuldu. On reaksiyon denemelerinde az etkili olan bilesikler
ise derisim artisi asamasina taginmamistir. 150 pM, 39 pM ve 9 uM derisim
aralijinda gok yiksek 6lim degeri veren bilesikler igin ise daha dusik derigim
degerlerinde (180 nM, 18 nM ve 1,8 nM) bilesik enzim ile bulugturularak 1Cso
degerlerini hesaplamaya calisildi. Buna gére yaptigimiz bu calisma
sonucunda referans madde olarak kullanilan CB1954 ile yarigir derecede olan
gok dnemli bulgular elde edildi. Bazi bilesiklerin nanomolar seviyede % 50
inhibisyon sagladigi belirlendi. Reaksiyon denemelerinde CB1954’e ait %50
inhibisyon degeri 0,86 nM olarak hesaplandi ve diger bilesiklerin bu deger ile

yarisabilirligi élgulmustar.

Ayni bilesiklerin bu kez enzimin hicre iginde ifade oldugu sistemde
denemesi yapilmistir. Bunun igin &ncelikle Ssap-NtrB geninin klonlanmasi
yapilmistir. Gebze Teknik Universitesi'nden temin edilen Ssap-NtrB bakteri
ekspresyon vektérii olan pET14b 'ye klonlanmis halde bulunmaktaydi. Ancak
kanser hiicre sisteminde denenecegi igin bunun bir karyotik ekspresyon
vektérii olan pCDNA3.1/V5/HisB 'ye klonlanmasi basarili bir sekilde
gergeklestirildi. Bu klonlama caligmalarinda kullanmak igin genin 617bg
uzunlugundaki dizisi esas alinarak bir ileri ve geri primer gifti dizayn edildi.
Primer tasarlanirken mRNA'nin daha kolay baglanmasini saglayan kozak

dizisi ilave edilerek ifadenin daha gli¢li olmasi saglandi.
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Klonlama asamasindan sonra kalsiyum fosfat yéntemi kullanilarak
basaril bir sekilde aktarma iglemi gergeklestiriidi ve mRNA seviyesinde
ifadesinin arttigi gosterildi. Ayrica protein seviyesinde yapilan IFC ve hiicre
akim sitometri analizleri ile de protein ifadesinin dogrulanmasi sagland.
Dogrulugundan emin olunduktan sonra kontrol grubu olarak CB1954'Uin
uygulandigi, ilag dncillerinin hiicre ici denemeleri yapildi. Bu sayede intihar

gen tedavisine aday ilag dncillerinin belirlenmesi saglandi.

Zehirli oldugu belirlenerek, kendisinin ilag adayr olma &zelligi olan
bilesikler olan 754- 3a, 754-3b, 754-3d, 754-3f, 754-3g, 754-3i, 754-3", 754-3],
754-3k, 706-2a, 706-2p ve 706-2s ile molekiller diizeyde calismalara devam
edildi. Bu kapsamda ilk olarak MTT denemelerinde toksisitenin daha fazla
g6rildigi kanser hiicre hatti olan Hepatoma hicreleri segildi. Hep3B
hicrelerine belirlenen %50 inhibisyon degerlerine uygun olarak nitro gruplu
bilesikler uygulandi ve ilk olarak hicresel ve metastatik etkileri belirlendi.
Hucrelerin goc kabiliyeti Gzerine olan etkilerini gésteren bir ydntem olan
yaralanma denemesi ile maddelerin MTT sonuglarinin dogrulama sagladigi
belirlendi. Ayni nitro gruplu bilesiklerin koloni olusturabilme kabiliyetlerinin
degerlendirildidi koloni olugsturma denemesi tipki diger iki yéntem ile ayni

sonucu vermistir.

Nitro gruplu bilesiklerin sahip olduklari zehirli etkinin hicre &8lUm
mekanizmalari olan iligkisinin belirlenebilmesi icin apoptotik olan ve olmayan
genler ile iligki dluzeyleri dl¢ilmustir. gRT-PCR metodu sayesinde Bcl-2 ve
Bax genlerinin ifade seviyesi belirlenmistir. Hiicre yasam geni olarak bilinen ve
azaldigl durumlarda hicrede bir élim yolunun ortaya ciktiginin bir belirteci
olan Bcl-2 geni ile olan denemelerde genin ifade seviyesinin azaldid
gorilmastir. Apoptozun basladiginin gdstergesi olan bir gen olan Bax
ifadesinin ise artis gdsterdigi belirlenmistir.

Apoptozun saptanmasinin bir bagka yolu ise akim sitometri yénteminde
Annexin V ve Propidyum Iyodir (Pl) uygulanmasidir. Normal, saglikh bir hiicre
halindeyken zarin ic kisminda yer alan fosfotidilserin yapisi zarin yapisinin
bozulmasi sonucunda hicre zarinin dis kismina yerlesir. Bu yapinin yer
degistirmesi sayesinde hiicrelerde erken apoptozun belirlenmesi mimkin hale
gelir [80]. Ayni zamanda bu ydntemde gec¢ apoptoz ve nekroz yollarini segen

hiicre sayilari da belirlenebilir. Ancak kanser tedavisinde nekrotik hiicre 6lim
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tipi istenmeyen bir olgudur. Bunun nedeni ise nekroza ugrayan hicrelerin
yapisi parcalanir ve tiim igerigi kontrolstiz sekilde hiicre igine dagilir. Bu
dagilima hicrede iltihabi durumlar olusturabilir [81]. Pl boyamasinin
sonucunda hucrelerin tutuklandiklar hiicre dongust asamalari belirlenmistir.
Ayni bilesiklerin Annexin V ile analizi sonucunda ise hiicrede segctikleri 6lim
yolu anlagiimistir. Buna gére, hticre déngiisti analizi Pl ile dlgllmustar. 754-
3b, 754-3d, 754-3f, 754-3j, 754-3k, 754-3g bilesikleri G1/S evresinde daha
fazla kaldiklari anlasiimistir. Apoptotik hicre sayisini belirleyen Annexin V
deneyi ise, en fazla apoptozun 754-3a, 754-3b, 754-3d, 754-3i' ve 754-3]

oldugunu gdstermistir.

Bu tez kapsaminda sentezi yapiimis olan 20 farkl nitro gruplu bilesigin

mekanizmasi aydinlatiimaya ¢alisiimistir.

Bu bilesiklerin tek tek degerlendirmesine bakildidi zaman; 754-3a
bilesigi literatirde poliklonal antikor karsiti olarak [82] ve ylizey plazmon
rezonans biyosensorii olarak [83] kullanimda karsimiza ¢ikmaktadir. Sentezi
yaplimis olmasina ragmen kanser hticreleri Uzerinde her hangi bir calismasi
bulunmamaktadir. ilk sitotoksik analizler sonucunda 754-3a bilesiginin
Hepatoma (ICsp: 46 M) ve Prostat kanseri (ICso: 46 pM) hiicrelerine yiksek
seviyede etkili oldugu belirlenmistir. 754-3a maddesine ait hicre disi
reaksiyon denemesi sonucunda in vitro'daki reaksiyon denemeleri CB1954
bilesigi ile yarigir seviyede oldugu belirlenmistir. Devam eden deneyler olan
yaralanma ve koloni olusturma denemesinde de ayni etki gézlemlenmistir.
mRNA seviyesinde Bcl-2 seviyesinin azaldigi ve Bax seviyesinin ise artigi
gorilmustir. Protein duzeyinde ise Bcl-2 ifadesi azalirken, Bax genine ait
ifadenin mMRNA diizeyinde oldugu gibi artig gosterdigi belirlenmistir. Ayni
zamanda Kaspaz-9 ‘un da destekledigi apoptotik slrece girdigi akim
Sitometride Annexin V ve Pl boyamalar sonucunda da g6zlemlenmistir. Bu
nedenle bu bilesigin kendi toksisitesinden yararlanilacak calismalarda

kullanilabilirligi belirlendi.

754-3b olarak isimlendirilen nitro gruplu bilesigin elektronik yapisi ve
asit-baz ozellikleri belirlenmis olup [84], farklh bir ¢alismasi yapiimamistir.
Sitotoksisite verilerine bakti§imiz zaman en yiksek etkinin Hepatoma
hicrelerinde (ICso: 71 ve 66 pM) oldugu belirlenmistir. Hicre digi reaksiyon

denemelerinde hem yiiksek hem de dusun derisimde denenen bu bilesigin,
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istenen etkiyi gosteremedigi belirlendi. Koloni olusturma ve ¢izik denemesi
sonucunda, koloni olugsumunu yavaslattidi ve hicrelerin go¢ kabiliyetini
azalttig| belirlendi. gRT-PCR sonucunda Bcl-2 geninin etkisini 0,4 kat azalttig
ve Bax geninin etkisini ise 12 kat arttirdidi gorildi. mRNA seviyesindeki
g6zlemlenen ifadeler Western analizi ile bir kez daha dogrulanarak Bcl-2
ifadesinin azaldi§i, Bax ifadesinin ise arttigi gérildi. Annexin V ile muamelesi
sonucunda ise hicreyi erken apoptoza géturduglu belirlendi. gRT-PCR,
Western Blot ve akim sitometri denemeleri birbirini destekler nitelikte olup

hiicrenin madde etkisiyle apoptotik slirece girdigi séylenebilir.

754-3c¢ bilesiginin ¢esitli kimyasallar ile reaksiyonlarinin [85] bulundugu
taramalarda bizim galismamiza benzer bir veriye rastlanmamistir. Sitotoksisite
denemesi sonucunda dért kanser hiicre hattinda (Hep3B, PC3, HT-29 ve
Saos-2) ve bir saglikli hilcre hattinda higbir zehirli etkisi bulunmadidi belirlendi.
Bu nedenle ilag onclll olabilme potansiyelinin arastiriimasina gidildi.
pCDNA3.1/V5/HisB o©karyotik ekspresyon vektériine klonlamis oldugumuz
Ssap-NtrB geni ile olan ifadeleri belirlendi. Bu amagla ilk olarak dis ortamda
olusturulan reaksiyonlar sonucunda olusan Uriinler hicre disi denemeler
olarak Hep3B hucrelerine uygulandi ve sonucu SRB yontemiyle belirlendi.
Buna gore CB1954 ile yarisabilir seviyede oldugu géruldi ve bu kez hicre
icindeki durumunun belirlenmesi distnuldi. Klonlanmis olan Ssap-NtrB geni
ile olan etkilesiminde enzimin hiicrede ifade oldugu ve ila¢ 6nciill ile birlestigi
zaman CB1954 ile yarisabilir seviyede bir etkiye sahip oldugu gorildi. Bu
bilesik ilag dncull olarak dederlendirilebilir.

754-3d bilesigi ile ilgili cok sayida sentez, kimyasal reaksiyon bilgisinin
bulundugu literatir taramasinda madde etkisi ile ilgili bir calismaya
rastianmamistir. Yapilan MTT testi sonucunda bu maddenin Hepatoma
hicrelerinde 48 saatte I1Cs: 17 puM ile zehirli etkili oldugu belirlendi. Cizik testi
ve koloni olusumu denemesinde beklendidi gibi etki gdstererek koloni
olusumunu azaltip, metastatik sireci yavaslattigr gorildi. Maddenin
hticrelerdeki molekiler analizi igin yapilan ¢calismalarda ise mRNA duzeyinde
Bcl-2 seviyesinin normal hiicreye gore yaklasik olarak % 50 seviyesinde
azaldigi ve buna karsilik olarak Bax seviyesinin arttigi gortldi. Ayni genlerin
protein ifadesine bakildigi zaman ise Bcl-2 seviyesinin azaldidi, Bax
seviyesinin arttigi ve Kaspaz-9 seviyesinin de arttigi belirlendi. Hicrenin

sectigi 6lum mekanizmasini aydinlatmada bir belite¢ olabilen Annexin V
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analizi sonucunda hiicrelerin apoptotik yolu daha fazla sectigi belirlendi.
Propidyum iyodir ile yapilan boyama sonrasinda ise hicrelerin en fazla G1/S

evresinde tutuklandigi belirlendi.

754-3e bilesiginin Paik ve ark. tarafindan antikorlar ile muamale
isleminde kullanildid1 belirlenmistir [86] . Farkh hicre hatlarina belirlenen
miktarda uygulama yaptiktan sonra zehirli etkisini belirledigimiz sitotoksisite
denemesi sonucunda bilesidin herhangi bir zehirliliJe neden olmadid
belirlendi. Bu nedenle ilag &nclll olarak ileri denemelere tasindi ve ilk olarak
dis ortamda uygun kosullarda reaksiyon hazirlanip olugan drinleri Hepatoma
hiicrelerine uygulandi. Bu etkinin belirlenmesi icin SRB ydntemi kullanildi. Ayni
bilesigin hlcre iginde ifade olan enzim ile olan etkilesimi de belirlendi. Buna
gére CB1954 ile yarisabilir oldugu belirlendi. llag &nculil potansiyeli olan
bilesik olarak degerlendirildi.

754-3f maddesinin yaprak fitopatojenleri ile ilgili [87] c¢alismalari
yapiimis olup farkli bir uygulamasina rastlanmamistir. Tim hiicrelerde yiiksek
bir zehirlilige sahip olan 754-3f maddesinin bu tanimi her bir deney
uygulamasi ile bir kez daha gézlemlendi. Buna gore 3f maddesi Hep3B, PC3,
HUVEC, Saos-2 ve HT-29 hicreleri lizerine zehirli etkilidir. Hep3B hicreleri
lizerine 1Cs, degeri 48 saatte 56,82 uM iken, HUVEC hcrelerinde bu deger
78,92 uM olarak belirlendi. HT-29 hiicreleri tzerine 150 uM derigsimda zehirli
etki gosterdigi belirlendi. Yaralanma ve koloni olusturma denemesindeki
etkisine bakildigi zaman ise hiicrelerin gocini kuvvetli bir sekilde yavaslattigi
ve koloni olusumunu azalttidi belirlendi. Ayni maddenin mRNA ve protein
seviyelerin Bcl-2 ifadesinin kontrol grubuna gére azaldi§i, ancak Bax
seviyesinin ise artis gdsterdigi gorildii. Annexin V analizi sonucunda ise
hicrelerin nekrotik 6lim yolunu sectikleri belirlendi. Propidyum iyodlr ile
yapilan muamele sonucunda ise G1/S evresinde hicrelerin gogunlugunun
tutuklandigi belirlendi. Tim bu etkileri nedeniyle iyi bir ilag olarak farkli

kullanim alanlarinda islevsel olabilecedi diusiiniimektedir.

754-3g maddesi ile ilgili literatirde herhangi bir sentez bilgisine
rastlanmamistir. Sitotoksik denemeleri sonucunda Hepatoma hucreleri Uzerine
gosterdigi % 50 inhibisyon degeri 78 uM, PC3 hicrelerine karsl ise 78 uM
olarak belirlenmigtir. HUVEC igin 45 yM ve Saos-2 hucreleri i¢cin 88 pM
degerinde % 50 inhibisyon gostermistir. Ssap-NtrB enzimi ile hicre disi
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kosullarda gerceklestirilen reaksiyon denemelerinde istenen CB1954 ile
olabilecek yarigmayr saglamamigtir. Bunun Kontrol1 grubunda da
gorulmesinden dolayl maddenin kendi substratindan kaynakli olabilecegi
belirlendi. Molekller mekanizmasinin aydinlatilabilmesi amaciyla yapilan gRT-
PCR sonucunda Bcl-2 gen etkisini 0,2 seviyesine kadar azalttigi, Bax ifadesini
ise yaklasik olarak 8 kat arttirdidi belirlendi. Protein seviyesindeki ifadenin
belilenmesi amaciyla yapilan Western Blot deneyinde calisilan Bcl-2 gen
seviyesinin azaldi§i, Bax gen seviyesinin ise arttigi goruldia. Kaspaz-9
seviyesinin degerlendirilmesi sonucunda hicrenin apoptotik strece dogru yol
aldigi belirlendi. Pl ile yapillan boyama sonucunda hucrelerin buyik
¢ogunlugunun G1/S evresinde kaldigi belirlendi. Ayni sekilde yine akim
sitometride Annexin V ile yapilan analiz sonucunda protein seviyesi Kaspaz-9

aktivitesinde oldugu gibi apoptotik surecte etkili oldugu belirlendi.

754-3h bilesigi literatirde dumansiz barut tretimi ¢aligmalarinda [88]
karsimiza gikmaktadir. Yapmis oldugumuz toksisite denemeleri sonucunda
hiicrelere karsi zehirli etkili olmadigi belirlendi. Bu nedenle ilag &ncilt
olabilme potansiyelinin arastiriimasi icin ileri denemelere tasind. ilk olarak dig
ortamda uygun kosullarda reaksiyon hazirlanip olusan reaksiyon Urinleri
Hep3B hicrelerine uygulandi. Bu etkinin beliflenmesi icin SRB ydntemi
kullanildi. Bu yéntemde hem ylksek derisim hem de dusik derisimde yapilan
denemeler sonucunda bilesidin etkisinin CB1954 ile yarigabilir seviyede
oldugu belirlendi. Ayni bilesigin hlcre iginde ifade olabilmesi i¢in klonlamis
oldugumuz Ssap-NtrB enzimi ile olan etkilesimi de kalsiyum fosfat gegici
tranfeksiyonu sonrasinda hicrelere uygulanarak belirlendi. Buna goére de
CB1954 ile yarigabilir oldugu belirlendi. Bu nedenle bu bilesik iyi bir ilag éncull

olabilme potansiyeli tagimaktadir.

754-3i maddesinin ¢ok sayida sentez ve karakterizasyon bilgisinin
bulunmasina karsilik herhangi bir hiicrede ya da sistemde uygulanmis hali
yoktur. 754-3i maddesi hepatoma ve prostat hicreleri Gzerine 48 saatte zehirli
etkilidir. ICso degerleri sirasiyla 24 pM ve 7 uM’dir. HUVEC hicrelerine karsi %
50 inhibisyon degerleri 24 saat icin 83 yM, 48 saat igin ise 20 pM olarak
belirlendi. HT-29 ve Saos-2 hicrelerine karsi az zehirli etki gosterdigi
belirlendi. Saos-2 hlicrelerinde 48 saat igin belirlenen 1Cs, degeri 72 pM'dir.
Yapilan molekiler karakterizasyon c¢alismalarinda mRNA seviyesinde Bcl-2

seviyesini 0,7 kat azalttig gortlurken, Bax seviyesini ise 4 kat arttingi géralda.
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Protein seviyesinde ise ayni genlerin ifadelerini tipki mRNA seviyesinde
oldugu etki mekanizmasi ile degistirdigi gorildi. Koloni olusturma yeteneginin
belirlendigi bir yéntem olan koloni olusturma denemesinde ayni yiiksek etki ile
koloni olusumunu azalttig belirlenirken, metastatik etkiyle ilgili ifadesinde de
g6¢ kabiliyetini azalttigi belirlendi. Bu sayede bilesigin toksisitesi daha belirgin
olarak gézlemlendi. Ayni bilesik Annexin V analizi sonucunda hiicreyi yliksek
miktarda apoptoza siiriikledigi belirlendi. Bu nedenle zehirliligi tum hicre
hatlarinda goéruldikten sonra uygulama alanlarinda ilag olarak kullanilabilirligi

disanalda.

754-3i" maddesi lityum iyonunun belirlenmesi igin kullanilan bir bilesik
olarak literatirde yer almaktadir [89]. Tez kapsaminda calisilan diger
bilesiklerde oldugu gibi kanserli hiicreler tzerinde bu bilesiginde herhangi bir
denemesi yoktur. Yaptigimiz zehirli durum degerlendirmesi sonucunda gtigli
bir toksisitesinin oldugu belirlendi. Cok dusiik seviyelerde dahi hiicrelerde
ylksek olim oranlari olusturdugu gosterildi. Hep3B hucreleri tzerine zehirli
etkili olup, ICspdederi 48 saat icin 18 uM'dir. PC3 hicreleri igin 24 ve 48 saatte
sirasiyla 110 uM ve 127 uM degerinde % 50 inhibisyon gésterdigi tespit edildi.
Saos-2 hiicrelerine kars! gosterdigi % 50 inhibisyon degerleri ise 24 ve 48 saat
icin siraslyla 85 uM ve 88 pM'dir. HUVEC ve HT-29 hlcreleri Uizerine ise az
zehirli etkili oldugu belirlendi. Bu bilesik ile yapilan yuksek ve disuk
derisimlerdeki hicre digi reaksiyon denemelerinde CB1954 ile istenilen
yarisma etkisi gézlenemedi. Koloni formasyon ve gizik testi denemeleri
sonucunda ise tUm hicre hatlarinda zehirliliginin olmasina uygun olarak
hiicresel olusumlari engelledidi belirlendi. mMRNA seviyesinde Bcl- 2 ifadesini
0,8 kat azalttigi, Bax seviyesini ise 2 kat arttirdigi géruldd. Annexin V ile
yapilan 6lim yolu belirlenmesinde ise en fazla apoptoza yonelen hiicrelerin

oldugu gérildi.

Pneumocystis carinii, immun sistemi baskilayarak ciddi bir pnémoniye
neden olan bir mantar karsitidir. P. cariniidihidrofolat rediktaz (DHFR) igin
yeni bir inhibitérli [90] olarak ise 754-3j olarak tanimladigimiz bilesik ortaya
cikmistir. Tum sitotoksik denemelerimizde ilag olarak kullanilabiime &zelligini
tasidigl ifade edilmis olup, literatlr bilgisini destekledi. 754-3j bilesigi
Hepatoma hiicrelerine karsi zehirli aktivite gostedi (ICsq: 38 M ve 55 pM).
HUVEC, Saos-2, PC3 ve HT-29 hlicrelerine kars! ise tum zaman dilimlerinde

az zehirli etki gosterdigi belirlendi. Koloni olusumu ve c¢izik denemelerinde
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zehirli etkisine bagl olarak hicrelerin etkilerini azaltigr goérildi. mRNA
seviyesinde Bcl-2 seviyesini 0,7 kat azalttigi ve Bax seviyesini ise 2 kat
arttirdigi belirlendi. Annexin V analizi sonrasinda hiicrelerin nekrozdan daha
cok apoptoz yolunu sectikleri belirlendi. Ayni zamanda yapilan Propidiyum
lyodur analizi sonrasinda hiicrelerin en gok G1/S fazinda tutuklandiklari
belirlendi. Farkl alanlarda kullanimi igin ileri analizlerinin yapiimasina ve ilag

olarak dogrudan uygulanmasina ihtiyag bulunmaktadir.

754-3k maddesinin ylksek performansli sivi kromatografisinde ayirma
etkeni olarak [91] ve yaprak fitopatojeni olarak [87] kullanildiina dair bilgilere
ulastiktan sonra kanser hicrelerinde her hangi bir denemesinin olmadigi
belirlendi. Bu amagla yaptigimiz toksisite ¢aligmasinin sonucunda tum hicre
hatlarinda ylksek etkide zehirlilik belirlendi. 3k maddesi, Hep3B hicreleri
Uzerine zehirli etki géstermistir (24 saat: ICs,: 66,76 ve 48 saat: 1C5,:16,23
UM). Ayni sekilde HT-29, PC3, Saos-2 ve HUVEC hdicrelerine karsl ciddi
sekilde zehirli etkili oldugu tespit edildi. Buna gdre PC3 hicrelerinde 1Cs
degerleri 24 ve 48 saatte sirasiyla 60 uM ve 87 UM olarak hesaplandi. HUVEC
hiicrelerinde ise 48 saat: 1Cs: 34 pM olarak hesaplandi. mRNA seviyesinde
proapoptotik ve antiapoptotik genlerin ifadelerin belirlenmesi sonucunda, % 90
oraninda Bcl-2 seviyesini azaltirken Bax seviyesini ise arttingi goéruldi. Ayni
maddenin Propidiyum Iyodur ile muamelesi sonucunda en fazla tutuklanmanin

G1/S evresinde oldugu goralda.

706-2a maddesinin nematositlerde bir analogu oldudu [92], monoklonal
TNT antikoru olarak nitroaromatik bilesen olarak tanimlandigi [93], yUn
endistrisinde sentetik lif yapiminda kullanildigi [94], pestisit kalinti analizinde
[95] kullanildig literatirde belirtiimistir. 706-2a bilesigi, hepatoma ve gdbek
kordonu bagdi hicrelerine kargi 48 saatte az zehirli etkilidir. Prostat kanseri
hiicrelerine karsi % 50 inhibisyon dederi 24 saatte 52,11 uM ve 48 saatte 40,8
MM'dir. Gosterdigi toksisiteden dolayi reaksiyon denemesine tasinmamis olup,
hiicresel diizeyde yaptidi etkinin belirlenmesi igin cizik testi ve koloni olusum
denemesi yapildi. Bunlarin sonucunda da toksisitesine paralel olacak sekilde
gelisimi kisitladigr goéruldi. Ayni zamanda mRNA seviyesinde Bcl-2 ifadesin
0,7 kat azalthg géruldu. Bax seviyesinde ise artisa sebep oldugu belirlendi.
Zehirliligi belirlendikten sonra molekller analizleri yapilan bu maddenin, ilag

olarak kullanilabilirligi dugUnalmastir,
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706-2b maddesinin kinetik yapisi ile ilgili galismalar yapilimis olup farkli
bilgiler bulunmamaktadir. 706-2b bilesigine ait sitotoksik aktivite galismalari
degerlendirildigi zaman, prostat kanser hiicreleri tzerine zehirli etkili olmadigi
ve hepatoma ve endotel hiicreleri Uzerine ise az zehirli etkili oldugu belirlendi.
ilac énciili olabilecegi dustunuldugi igin hiicre iginde Ssap-NtrB enzimin ifade
ettirildigi gecici transfeksiyon uygulamasindan sonra denemeleri yapildi. Bu
deneme sonucunda CB1954 ile yarisabilecek kadar etkili oldugu belirlendi. Bu

nedenle iyi bir ilag énctlil olarak denemelere devam edilebilinilir.

Sentez ve kinetik bazi galismalari ile literatir taramasinda karsimiza
cikan 706- 2f bilesiginin hicresel temelde bir ¢alismasi bulunmamaktadir.
Yapilan toksisite g¢alismalar sonucunda PC3 hiicrelerine karsi zehirli etkili
olmadigi, Hep3B hicrelerine karsi ise % 45 blyumeyi inhibe ettigi
bulunmustur. HUVEC hicrelerine karsl ise az zehirli etkili oldugu bulunmustur.
Hucre disi kosullarda kurulan reaksiyon Grlnlerinin Hep3B hicrelerine
uygulanmasi sonrasinda ise CB1954 ile es degerde bi etkiye sahip oldugu
belirlendi. Bu maddenin de iyi bir ilag 6nctlt olabilme degerinin arastiriimasi

gerekmektedir.

706-2g ve 706-2h bilesiklerinin her hangi bir literatir bilgisi
bulunmamaktadir. Bu nedenle orjinallik agisindan 6nem tegkil etmektedir.
Toksisite analizleri neticesinde 706-2h bilesiginin hepatoma hiicrelerinin
buytumesini en yuksek derisimde (150 uM) hem 24 hem de 48 saat sonrasinda
% 50 inhibe ettigi belirlenmistir. Bununla beraber PC3 hicrelerin % hicre
canhih@ 150 uM’da % 70 olarak belirlenirken, HUVEC hucrelerinde bu deger
% 41'lere dusmustur. Dolayisiyla bu bilesigin 48 saat sonrasinda HUVEC
hucreleri (zerine daha zehirli etki yaptid1 sodylenebilir. Yapilan reaksiyon
denemeleri sonrasinda her iki bilesiginde ila¢g &ncllt igin iyi birer aday

olduklan belirlendi.

706-2) bilesiginin antimikrobiyal aktivitesi ¢alisiimis olup basgka
herhangi bir calismaya rastlanmamistir. Zehirli olarak higbir hiicre hattinda etki
gostermediginden dolayr aday ila¢c 6ncill olarak ileri agsama denemeleri
yapildi. Bu kapsamda dusik ve yiiksek derisimlerde hucre digi reaksiyon
deneylerine tabi tutulan madde beklenildigi sekilde CB1954 ile benzer bir

hiicre canhh@: etkisi gosterdi. Hicre iginde yapilan gegici transfeksiyon
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sonrasinda enzim ile birlestigi zaman ise CB1954 kontrol grubuna yakin

sonuglar vererek iyi bir ila¢ éncili adayi olabilecedi belirlendi.

706-2p bilesidi PC3 hiicreleri lzerine az etki gdsterirken, Hep3B ve
HUVEC hucrelerine kargi zehirli etki gosterdigi belirlendi. % 50 inhibisyon
derisim degerleri Hep3B hucreleri icin 31,95 uM iken, HUVEC hicreleri igin
9,42 uM olarak belirlendi. Devaminda yapilan koloni olusturma ve gizik
testinde de toksisitesine bagli olarak hicrelerin koloni olusturma yetenegini ve
goc yetenegini azalttigi belirlendi. mRNA seviyesinde Bcl-2 gen ifadesini

azalttig goriltrken, Bax ifadesinde ise bir artisa neden oldugu gézlemlendi.

706-2s bilesigi Hep3B ve HUVEC hiicrelerine zehirli etkili iken (48 saat
sonrasinda ICs, dederi sirasiyla 58,5 yM ve 25,88 uM), PC3 hcrelerinin
blyimesini etkilememistir. Hep3B hucrelerinde gosterdigi bu zehirli etki
yapilan koloni ve gé¢ denemelerinde devam etti ve iki deney grubunda da
hiicrelerin hareketini azaltti. Ayni maddenin Hep3B hicrelerinde yapilan
mRNA seviyesindeki ¢alismalarinda Bcl-2 seviyesini 0,8 kat azalttid1 goruldi.
Apoptoz slirecinin bir belirteci olarak nitelendirilen Bax seviyesinin ise 9 kat

arttigi géralda.

Belirlenen tim bu sonuglar degerlendirildigi zaman ¢alisilan 20 nitrolu
grup iceren bilesigin 8 tanesi aday ilag oncill bilesik olarak, geri kalan 12
tanesi ise kendi zehirli etkilerinden gesitli alanlarda yararlanilabilinecek ilaglar

olarak degerlendirilmistir.

Sonug olarak, bu tez galismasi ile literatlirde ilk defa Ssap-NtrB geni bir
Okaryotik ekspresyon vektériine klonlanmis olup ifadesi dogrulanmistir. Bu
klonlamanin getirdigi avantaj ile normalde her hangi bir etkisi olmayan ancak
enzim ile birlestiginde yarattigi etki sayesinde gen terapisinde kullanima aday
olan bilesiklerin denemeleri gergeklestirilmistir. Bilesiklerden bazilar ilag
oncullerinin prototipi olan ancak bazi eksikleri bulunan CB1954 ile yarisir
seviyelerde sonuglar vermigti. Bu da bize yeni bir aday ilag 6ncilunin

olabilme ihtimalini digsindirmustir.

Ayni zamanda tasimall sistemlerde istenen nanomolar seviyelerde

denemeler yapilmis olup, bunda da basari saglanabilecegdi fikri ortaya
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cikmistir. Elde edilen tim bu sonuglarin intihar gen tedavisi yontemi igin ileri

calismalar ile denenebilecegdi 6ngdrilmustur.
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EK-A Ssap-NtrB ENZIM BILGILERI

Name: Untitled

Conformation: linear

Overhang: five prime, three prime, blunt
Minimum Site Length: 5 bases
Maximum Number of Cuts: all
Included: all commercial, prototypes only

Noncutters: Aarl, Aatll, Absl, Accl, Acll, Acyl, Aflll, Agel, Ajul,
Alfl, Alol, Apal, ApaLl, Arsl, Ascl, Asull, Aval, Avall, Avrll, Bael,
Ball, BamHI, Barl, Bbvl, BbvClI, Begl, BeiVI, Bfil, Bgll, Bglll, Bpll,
Bpul0I, BsaAl, BsaXI, BseMII, BsePI, BseRI, BseSI, BseYI, Bsgl,
Bsml, BsmAl, Bsp14071, BspHI, BspMI, Bsrl, BstEII, BstXI, BtgZI,
Btsl, Cfrl, Cfr101, Clal, CspClI, Drall, Dralll, Drdl, Eam1105I,
Eco311, Eco47IIl, Eco571, Eco57MI, EcoNI, EcoP15I, EcoRlI,
EcoRII, EcoRV, Esp3l, Fall, Faul, Fsel, FspAl, Gsul, HaelV, Hgal,
Hin4l, HindIl, HindIII, Hpal, Hpy99I, Kpnl, MauBI, Mlul, Mmel,
Nael, Narl, Ndel, Nhel, NmeAIIl, NotI, Nrul, Nspl, Olil, Pacl, PasI,
Pfol, PmaClI, Pmel, Ppil, PpuMI, PshAlI, Psil, PI-Pspl, PspXI, Pstl,
Pvul, Pvull, Rsrll, Sacl, Sacll, Sall, SanDI, Sapl, Scal, PI-Scel, Sdul,
SexAl, Sfil, Sgfl, SgrAl, SgrDI, Smal, Smll, SnaBI, Spel, Sphl, Srfl,
Sse83871, Sspl, Stul, Swal, Tagll, Tatl, Tsel, Tsol, TspGWI, TspRI,
Tth111I, Vspl, Xbal, Xeml, Xhol, Xholl, XmnI

Site Frequenc Cut

Name Sequence Lengt Overhang q Positio
h y ns
BsaBl . GATNNNNATC = 6 blunt 1 465
BsrBI COBCTC 6 blunt 1 194
Birl CACGTC 6 blunt 1 213
Msll | CAYNNNNRTG = 6 blunt 1 456
A ACRYGT 6 ﬁve—ep" m 1 210
Becl CCATC 5 ﬁvef“m 1 129
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Site Frequenc Cut
Name Sequence Lengt  Overhang q Positio
h y ns
Bell TGATCA 6 ﬁve—f“m 1 490
Fokl GOATSE 5 ﬁ"e—ep“m 1 103
Miel CAATTG 6 ﬁ"e—ep”m ] 471
Neol CCATGG 6 ﬁ"efr‘m 1 577
Plel GAGTC 5 ﬁve—ep“m ] 271
SfaNI GCATC 5 ﬁ‘”e—ep“m ] 493
Styl CCWWGG 6 ﬁvef“‘n 1 577
Efﬁ GTSAC 5 ﬁ"e—ep“m 1 607
AWNI CAGNNNCTG 5 thrfzgp“ 1 605
BsrDI GCAATG 6 thrf;’gp“ 1 429
Ecil GGCGGA g | three pri 1 492
me
Haell RGCGCY g | three pri 1 121
me
Hphl GGTGA 5 thrfgeJ’“ 1 264
PAIMI | CCANNNNNTGG @ 6 threnfgp” 1 578
Apol RAATTY 6 ﬁve;p“m 2 23, 283
Aws] TTSAA 5 | three pri 2 19, 485
me
Bdal  TGANNNNNNTC = 6  three pri 2 473,
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Site

Cut

Name Sequence Lengt | Overhang ErEienG Positio
h y ns
A me B0%
GAACNNNNNNT three pri 516,
o AC ! me 2 548
Taul GCSGC 5  fhreepr |, 234,
me 422
Tstl CACNNNNNNTC 6 three pri ) 173,
c me 205
five_prim 145
THI GAWTC 5 P 3 952
e

518

31,272,
Mboll GAAGA 5 | threepn 5 291,
S me 333,
412

46, 74,
107,
TspD three pri 184,
1 ATGAA 3 me 7 214,
273,
401
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EK-B Ssap-NtrB mRNA ve Aminoasit Bilgisi

ATGATA

M I
AATAATAATTTTGAAGAAATTTTAATGAATAGAAAGTCTGTAARAGTATTTGATGARCAAGT GAAAATACCGAAAGCAG
AAATGGATGAA
N N N ¥ BE E I L M N R X 5 V K VvV ¥ D E g ¥V K I P X A
ATGATTAARARAGCAACGACAGCGCCATCATCAGTTAATATGCAACCGTGGAGATTCTTAGTAGTCGAAAGTGATGAAG
GTARAGACACA
M I K K &2 T T A P & &8 VvV N M @Q P W R F L VvV V E 35 D B
TTACGTCCGCTCATTCGTTTTAACACACGTCAAAATGATTCATCAGCGGCTATGGTCGTTATTTT TGGTGATATGAAGA
GTCAAACARAT
L R P L I R F N T R O N D $ 5 A A M VYV ¥V I # & bH M
8 Q T N
GCCGAAGAAATTTATGGTAATGCAGTTARACATGATTTAATGCCGGAAGAAGTAAAACAAGARATGT TAAAAAAAGTCA
TACCATTATAT
A E E I ¥ & N A V K H D L M P E E V K ¢ E M L K X V
I P L Y
GATAATGCACCAAAAGAACAAATGAATGACATTGTGAAGAT TGATAGTAGTTTAGCCGCAATGCAATTTATGCTTGTITG
CGAAAGCGCAT
0N A P K E M ¥ D I VX I D S & L A & M Q F M L
s K A H
GGATATGATACARATCCAATTGGCGGATTTGAAAGTGATCARATCGCAGATGCATTTGGTATAGATTCAGAACGCTATG
TACCCGTACTA
G ¥y b T ¥ P I &6 G F E 8 D ¢ I A D A F G I D 8 B R Y
v B V L
ATTGTTGCGATTGGTAAAGCTARARATCCAGCCCATGGTTCTTATAGATTACCAACAGAAACTGTGACTARATACGTTT
AR

627 bg -208 aa

mRNA Dizisi

ATGATAAATAATAATTTTGAAGAAATTTITAATGAATAGAAAGTCTG
TAAAAGTATTTGATGAACAAGTGAAAATACCGAAAGCAGAAATGG
ATGAAATGATTAAAAAAGCAACGACAGCGCCATCATCAGTTAATAT
GCAACCGTGGAGATTCTTAGTAGTCGAAGTGATGAAGGTAAAGACA
CA TTACGTCCGCTCATTCGTTTTAACACACGTCAAAATGATTCATCA
GCGGCTATGGTCGTTATTTTTGGTGATATGAAGAGTCAAACAAATG
CCGAAGAAATTTATGGTAATGCAGTTAAACATGATTTAATGCCGGA
AGAAGTAAACAAGAAATGTTAAAAAAAGTCATACCATTATATGATA
ATGCACCAAAAGAACAAATGAATGACATTGTGAAGATTGATAGTAG
TTTAGCCGCAATGCAATTTATGCTTGTTGCGAAAGCGCAT GGATAT
GATACAAATCCAATTGGCGGATTTGAAAGTGATCAAATCGCAGATG
CATTTGGTATAGATTCAGAACGCTATGTACCCGTACTAATTGTTGCG
ATTGGTAAAGCTAAAAATCCAGCCCATGGTTCTTATAGATTACCAA
CAGAAACTGTGACTAAATACGTTTAA
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EK-C DNA BUYUKLUK BELIRTECI (1KB)

GeneRuler 1 kb DNA Ladder
bp ng/0.5ug %
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1% agarose

0.5 pghane, 8 cm length gel,
1X TAE, 7 Viem, 45 min

Sekil 6.1: DNA blyukltk belirteci -1 kb { SM0311 Fermentas )
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