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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

BENZOFURAN KALKON TUREVI KIMYASALLARIN
INSAN AKCIGER KANSERI HUCRELERI UZERINDEKI
SITOTOKSIK ETKILERININ ARASTIRILMASI

Hediye AVCI

Bursa Uludag Univeristesi
Fen Blimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali

Danmisman: Prof. Dr. Ferda ARI

Akciger kanseri diinyada ve iilkemizde en sik rastlanan saglik sorunlarindan biridir.
Giiniimiizde akciger kanseri icin ¢esitli tedavi yontemleri (cerrahi operasyon,
kemoterapi, radyoterapi) gelistirilmis olmasina ragmen yeni stratejilere ve ilaglara
ihtiyac duyulmaktadir. Ozellikle dogal kaynaklardan elde edilebilecek anti kanser
ajanlar oldukga ilgi ¢gekmektedir. Anti kanser aktiviteye sahip olan flavonoidlerin bir alt
grubu olan kalkonlar son yillarda biyolojik aktiviteleri bakimindan biiytik bir ilgi
gormektedir. Farkli yapilardaki dogal ya da sentetik kalkon tiirevlerinin kanser
hiicrelerinde anti kanser aktiviteye sahip oldugu gézlenmistir.

Bu tez ¢alismasinda sentezi ve karakterizasyonlar1 gergeklestirilen benzofuran siibstitiie
kalkon tiirevlerinin (Kompleks 1 ve Kompleks 2) antikanser aktivitesi insan akciger
kanser hiicreleri (A549 ve H1299) i{izerinde arastirilmistir. Komplekslerin, saglikli
hiicrelerde olasi etkilerini belirleyebilmek i¢in saglikli akciger hiicre soyu (BEAS-2B)
kullanilmigtir. Komplekslerin hiicre canliligr tizerindeki sitotoksik etkisi SRB (24, 48 ve
72 saat) ve ATP (48 ve 72 saat) canlilik testleri ile belirlenirken, hiicrelerde ki 6lim
modu (apoptosis/nekrozis), floresan boyama ile belirlenmistir. Ayrica komplekslerin
hiicrelerdeki migrasyon yetenekleri yara iyilesmesi testi ile arastirilmistir.

Sonug olarak benzofuran siibstitiie kalkon tiirevlerinin insan akciger kanser hiicrelerinde
doza ve zamana bagl olarak sitotoksik aktivite gostererek hiicre biiyiimesini inhibe
ettigi bulunmustur. Ayrica bu komplekslerin hiicrelerde apoptozu indiikleyerek,
invazyon yeteneklerinde azalmaya sebep oldugu belirlenmistir. Alinan sonuglara gore
benzofuran siibstitiie kalkon tiirevlerinin akciger kanseri tedavisinde umut vadeden
ajanlar olabilecegi ve ileri analizlerin yapilmasi gerektigi kanaatine varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Akciger kanseri, Antikanser aktivite, Apoptoz, Kalkonlar
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ABSTRACT
Master’s Thesis

INVESTIGATION OF THE CYTOTOXIC EFFECTS OF BENZOFURAN
SUBSTITUTE CHALCONE DERIVATIVES ON HUMAN LUNG CANCER CELLS

Hediye AVCI

Bursa Uludag University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor: Prof. Dr. Ferda ARI

Lung cancer is one of the most common health problems in the world and in our
country. Although various treatment methods (surgical operation, chemotherapy,
radiotherapy) have been developed for lung cancer, new strategies and drugs are
needed. In particular, anti-cancer agents that can be obtained from natural sources
attract great attention. Chalcones, which are a subgroup of flavonoids with anticancer
activity, have attracted great interest in terms of their biological activities in recent
years. It has been observed that natural or synthetic chalcone derivatives with different
structures have anticancer activity in cancer cells. In this thesis, the anticancer activity
of benzofuran substituted chalcone derivatives (Complex 1 and Complex 2) whose
synthesis and characterization was performed was investigated on human lung cancer
cells (A549 and H1299). The healthy lung cell line (BEAS-2B) was used to determine
the possible effects of the complexes on healthy cells. Cytotoxic effect of the complexes
on cell viability was determined by SRB (24, 48 and 72 hours) and ATP (48 and 72
hours) viability tests, while the mode of death (apoptosis / necrosis) in cells was
determined by fluorescent staining. In addition, the migration abilities of the complexes
in cells were investigated by the wound healing test. As a result, it was found that
benzofuran substituted chalcone derivatives inhibited cell growth in human lung cancer
cells by showing cytotoxic activity depending on dose and time. In addition, it has been
determined that these complexes induce apoptosis in cells, causing a decrease in
invasion capabilities. According to the results, it was concluded that benzofuran
substituted chalcone derivatives could be promising agents in the treatment of lung
cancer and further analysis should be done.

Keywords: Anticancer activity, Apoptosis, Chalcones, Lung cancer
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1. GIRIS

Giiniimiizde bulasict olmayan hastaliklar (diyabet, kronik hava yolu hastaliklari,
dolasim sistemi hastaliklar1, kanser vb.) diinyada en sik rastlanan ve oliime neden olan
hastaliklar haline gelmislerdir. Bunlardan biri olan kanser, ekonomik yonden gelismis
ve gelismekte olan iilkelerde 6nde gelen 6liim sebeplerinden ikinci sirada yer almaktadir
(Anonim 2015a). Tiim diinyada meydana gelen her alt1 6liimden birinden, tilkemizde ise
her bes 6liimden birinden kanserin sorumlu oldugu belirtilmektedir (Anonim 2015b,
Anonim 2018). Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajansi ve Diinya Saglk Orgiitiiniin
yapmis olduklari tahminlere gore 2030 yilinda 27 milyon insan kansere yakalanacak, 17
milyon insan ise kanser sebebiyle yasamlarin1 kaybedecektir (Tuncer 2009). En 6nemli
kanser ¢esitlerinden biri olan akciger kanseri ise 20. yiizyilin baglarina kadar ender
rastlanan bir hastalik iken giliniimiizde tiim diinyada yaygin bir sekilde goriilen ve
yiiksek 6liim oranina sahip olan kanser tiirlerinden bir tanesidir. Her yil akciger kanseri
sebebi ile bir milyondan fazla insan hayatin1 kaybetmektedir. Erken evrelerde bes yillik
sagkalim oran1 %60 ile %70 olarak gozlenirken, ileri evre olgularda bu oran %5’ten
daha az bir seviyede kaldigi goriilmektedir (Travis ve ark. 1996, Mountain 1997,
Ginsberg 2005). Akciger kanserinde kabul gbren en uygun tedavi yOntemi cerrahi
rezeksiyondur (Shields 2000, Pearson 2002). Cerrahi tedavinin basarili olabilmesi ancak
hastaliga erken evrede tan1 konulmasi ile miimkiin olmaktadir. Fakat akciger kanserleri
genellikle erken evrede ¢ok belirgin bulgular vermedigi icin hastaligin teshisinde geg
kalinmaktadir. Mortalitesi oldukga yiiksek olan akciger kanseri giiniimiizde lokal ve
sistemik adjuvant cgesitliligi ve gelisimine ragmen Oliimlerin ¢ogu tedaviye direngli
metastazlardan dolayr meydana gelmektedir (Ginsberg ve Rubinstein 1995, Shields
2000, Myrdal ve ark. 2001). Farkli organlarda veya aymi organin farkli bolgesinde
meydana gelen metastazlarin cerrahi, kemoterapi veya radyoterapi yontemleri ile
tamamen yok edilmesi neredeyse imkansiz oldugu goriilmektedir. Ozellikle cerrahi
operasyon sansini yitirmis kanser hastalari i¢in kemoterapiyi destekleyici yeni tedavi
yaklagimlar1 glinlimiizde biiyiik 6nem tasimaktadir. Diinya saglik orgiiti 2000 yilinda
yayinlamis oldugu raporda Avustralya, Avrupa, Kuzey Amerika’da yasayan insanlarin
yaklasik %50’sinin destekleyici tedavi yontemlerinden bir tanesini kullandiklarini daha
cok kullanilanin ise bitkisel ilaclar oldugunu belirtmistir. Bitkisel ilaglar ile yapilan

tedaviye olan ilgi giderek artmaktadir (Giirlin ve Siizer 2005). Akciger kanserinde



kemoterapi hemen hemen tiim hastalara uygulanmakta fakat kritik yan etkileri
bulunmaktadir (Shapiro ve Recht 2001, Selwood 2009, Monsuez ve ark. 2010, Collins
ve ark. 2011). Bu kritik yan etkilerden dolay: dogal bilesiklere olan ilgi her gecen giin
artmaktadir (Nobili ve ark. 2009).

Epidemiyolojik calismalar, yiiksek oranda lif ve diisikk oranda yag iceren tam tahilli
besinler, sebze ve meyve tiiketiminin akciger, kolon, prostat ve meme gibi farkli kanser
tiplerine yakalanma riski ile ters iliskili oldugunu gostermektedir (Anonim 2003,
Béliveau ve Gingras 2007, Guha 2009). Bitkilerde ¢ok yaygin bulunan ve insan
diyetinde onemli yeri olan flavonoidler dogal polifenoller olarak adlandirilmaktadir.
Dogada 5000°den fazla flavonoid belirlenmistir (Garcia-Lafuente ve ark. 2009, Wang
ve ark. 2009). Flavonoidler, ¢ lineer karbon zinciri tarafindan meydana getirilmis iki
benzen halkasi ve oksijenlenmis heterohalka (C6-C3-C6) tarafindan olusturulan
molekiiler yapilarina goére simiflandirilirlar. Coklu hidroksil, O-glikozit ve metoksil
gruplarinin temel pirion benzo (C6-C3-C6) pargasi iizerinde birbirlerinin yerine

gecmeleriyle de farkli gruplar olusmaktadirlar (Hodek ve ark. 2002).

Flavonoidler; flavon, katesin, flavanon, flavonol, izoflavon ile antosiyanidin olarak alti
ana grup seklinde ayrilmistir (Aherne ve O’Brien, 2002). Flavonoidler; antitimor,
antioksidan, antiviral, antimutajenik, antienflamatuar ve antiproliferatif gibi
aktiviteleriyle dikkat cekmektedir (Gibellini ve ark. 2011). Yapilan ¢aligsmalar dzellikle
kanser riskini diistirmesinden ve kardiyovaskiiler hastaliklar tizerindeki umut veren
etkilerinden dolay1 flavonoid bilesiklerinin 6nemini gostermistir (Garcia-Lafuente 20009,
Wang ve ark. 2009). Genis bir biyolojik aktivite spektrumuna sahip olan flavonoidler
ayrica serbest radikal sondiirme, metaller ile selat meydana getirme ve lipid
peroksidasyonunu inhibe etmek gibi énemli 6zelliklere de sahiptirler. Bu 6zelliklerin
hiicreleri  kanser, enflamasyon ve kardiyovaskiiler hastaliklardan koruduklar
bilinmektedir (Heim ve ark. 2002). Flavonoidler, karsinojen metabolizmasini ve
detoksifikasyonunu etkinlestirerek, DNA’y1 oksidatif hasardan koruyarak, hiicre
proliferasyonunu  Onleyerek  veyahut  hiicresel  sitotoksisiteyi  indiikleyerek
karsinogenezisin ¢esitli basamaklarinda aktif rol oynarlar (Castillo-Pichardo ve ark.
2009, Aggarwal ve Shishodia 2006, Ren ve ark. 2003, Ramos 2007, Fresco ve ark.
2006). Flavonoid ailesine iiye bilesikler olan kalkonlar genis bir biyolojik aktivite



spektrumuna sahip olup hem sentetik hem de dogal olarak elde edilebilirler (Lunardi ve
ark. 2003). Dogal ve sentetik kalkonlarin g¢ogunun gdstermis oldugu biyolojik
potansiyele bagli olarak c¢esitli kanser hiicrelerinde anti- kanser aktivite gosterdigi
bildirilmistir (Gezegen 2006, Mahapatra ve ark. 2015).

Kanser hastaliginin tedavisi i¢in yeni ilag gelistirme ¢abalar1 ve yeni kemoterapotik
stratejilere ragmen, kanser hastaligi hala diinyada ¢cok 6nemli bir saglik sorunu olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Giiniimiizde pek ¢ok kanser tedavisi bulunmasina ragmen bunun
yaninda yan etkileri ve sinirliliklari i¢in arastirmacilar daha giiglii, daha giivenli ve daha
secici anti-kanser ajanlar1 gelistirmek i¢in ugrasmaktadirlar. Bu sebeplerden dolay1 anti-
kanser Ozelligi bulunan kalkonlar ile ilgili ¢alismalar oldukg¢a artmistir (Lu ve ark.
2012). Yapilan bir ¢alismada ¢esitli kalkon tiirevlerinin sitotoksik aktiviteleri; A549
(Akciger kanser hiicresi soyu), WRL-68 (Hepatik fetal insan epitel hiicre soyu), MCF-7
(Insan meme kanser hiicre soyu), HT-29 (Insan kolon kanser hiicre soyu) ve PC3 (Insan
prostat kanser hiicre soyu) kanser hiicreleri MTT canlilik analizi ile arastirilmis, ¢alisma
sonucunda ise kalkon tiirevlerinin belirtilen kanser hiicre hatlarina karsi yiiksek
sitotoksik aktiviteye sahip olduklari belirlenmistir (Syam ve ark. 2012). Zhu ve ark. bir
kalkon analogu olan a-B-doymamis keton tagiyan bir bilesik sentezi ve karekterizasyonu
yapmig ve NCI-H460 (Kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri hiicre soyu), A549 ve
H1975 hiicre soylarinda sitotoksisite gosterdigini bulmuslardir (Zhu ve ark. 2018).
Kanserin temelinde kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasinin veya apoptotik siireclerin
baskilanmasimin oldugu disiiniilmektedir. Kanser olusumuna sebep olacak
sitotoksisiteye karsit apoptoz 6nemli bir hiicre 6liim mekanizmasidir (Lu ve ark. 2012).
Cok hiicreli organizmalarda mitozla meydana gelen hiicreler ve apoptozdan dolay: 6len
hiicreler arasinda hassas bir denge bulunmaktadir. Bu dengede meydana gelen bir
bozulma kanser olusumuna sebep olmaktadir (Cotter 2009). Organizmada kanser
gelistiginde Oliim sinyali almasi gereken hiicrelerin bu sinyalleri alamadigi ve bu
nedenle hassas dengenin bozuldugu ortaya c¢ikmaktadir (Wong 2011). Timor
baskilayici olarak taninan p53 geninin zarar gormesi durumunda apoptoz Sinyali almasi
gereken hiicrelerin bu sinyalleri alamadigi ve boliinerek gelismeye devam ettigi
bilinmektedir (Bauer ve Helfand 2006, Morton ve ark. 2010). Yapilan literatiir
caligmalariin birgogunda dogal bilesiklerin apoptozu indiiklenmesinde antikanser

aktivitesinin 6nemli oldugunu gdstermistir. Ayrica organizmada kanser vaziyetinde;



kaspaz-3 etkinliginin yitirilmesi, pro-apoptotik/antiapoptotik protein dengesindeki
bozulmalar ve 6lim sinyallerinde meydana gelen hasarlar gibi nedenler gézlenmektedir
(Hunter ve ark. 2007, Wong 2011). Kanser tedavilerinde bu sebeplerden dolay: apoptoz
uyarici ajanlarin kullanildigi bilinmektedir (Cotter 2009, Wong 2011). Coskun ve ark.
2017 yilinda kalkon tiirevleri ile yaptiklari ¢alismalar sonucunda akciger, prostat ve
meme kanseri hiicrelerinde bir kalkon tiirevi olan 3a’nin kaspaza bagl yolaklar yolu ile

apoptozu indiikledigini rapor etmislerdir (Coskun ve ark. 2017).

Yaptigimiz bu tez ¢alismasinda tiim bu bilgileri géz ontinde bulundurarak, sentezi ve
karakterizasyonu gerceklestirilmis olan benzofuran siibstitiie kalkon tiirevlerinin, insan
akciger kanseri A549 ve H1299 hiicre soylar1 tizerinde ki sitotoksik, apoptotik ve anti

invazyon aktiviteleri aragtirilmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

2. 1. Kanser

Hiicrelerin kontrolsiiz bir bicimde ¢ogalarak bu hiicrelerin meydana getirdigi dokularin
islevlerini yitirmesi olarak adlandirilan kanser son derece Olimciil bir hastaliktir
(Tozkoparan ve Aytag 2007, Nikitovic ve ark. 2013). Latince yenge¢ manasina gelen
“cancer’’ veya ‘’carcinos’’ kelimelerinden tiiremis olan kansere dair bilinen en eski
kaynaklar MO 3000’lere dayanmaktadir. Hipokrat tiimor terimini ilk defa MO 3.
yiizyilda tiimoriin etrafindaki sismis damarlar bir yengecin bacaklarina benzettigi i¢in
kullanilirken, Galen ise sisme anlaminda “oncos” terimini kullanmistir (Harris ve ark.
1993, Sigerist 1960). Timorler iyi huylu (benign) ve koétii huylu (malign) olmak {izere
ikiye ayrilirlar. Benign tiimorler primer alanlarinda kalarak viicudun diger kisimlarina
invazyon yapmazlar. Malign tiimoérler ise kan ve lenf dolagim sistemlerini kullanarak

metastaz yaptiklarindan dolay1 kétii prognoza sahiptirler (Dalay 2000).

Kanser tedavisinde cerrahi yontemler, kemoterapi ve radyoterapi olmak tizere temel
olarak t¢ teknik kullanilmaktadir. Cerrahi yontem ile tiimér dokusu kesilerek
cikarilirken, radyoterapi ve kemoterapide ise kanser hiicrelerini 6ldiirmeye yonelik olan
tekniklerdir (Tozkoparan ve Aytag 2007). Akciger kanseri iSe hem kadinlarda hem de
erkeklerde en sik rastlanan ve oliime sebep olan kanser tiirlerinden biridir. Kadinlarda
ikinci sirada meme kanseri gelirken, erkeklerde ise prostat kanseri gelmektedir (Siegel
ve ark. 2015).

Saglikli hiicrelerden farkli olarak kanser hiicreleri kendi biiyiime hormonlarin
sentezleyerek kendi proliferasyonlarin1 uyarma Ozelliklerine sahiptirler. Kanser
hiicreleri biiyiiyebilmek i¢in hiicre dis1 yiizeye ihtiyag duymayarak alt alta veya {ist iiste
biiyiirler. Saglikli hiicrelerde, hiicre yogunlugu belirli bir seviyeye ulasinca
proliferasyon durururken tiimér hiicrelerinde ise hiicreler boliinerek gogalmaya devam
ederler (Sekil 2.1.) (Dalay 2000).
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Sekil 2.1. Kanser ve normal hiicre ¢ogalmasi (Anonim 2015c).

2.1.2. Karsinogenezis

Kanser gelisim siireci olarak adlandirilan karsinogenezis, farkli molekiiler ve hiicresel
degisikliklerin meydana geldigi basamakli ve karmasik bir zincirler biitlinii olarak kabul
edilir. Kanser, hiicrelerin normal biiyiime siirecinden ¢ikarak kontrolsiiz ve asiri
cogalmalart sonucunda olusan tiim lezyonlarin genel adi olup, kontrolsiiz bir sekilde
cogalan bu hiicrelerin, komsu dokulara invazyon ve kaynagini aldig1 organdan viicudun

diger kisimlarina kan-lenf yolu ile tasinmasiyla sonuglanan bir hastaliktir (Anonim
2012a).

Kanser olgularinda, hiicreler hizli ¢ogalir ancak ayni oranda hiicre kaybinin olmamasi
sonucunda hiicreler birikmeye baslamaktadir. Bu durum kanser hiicrelerindeki genetik
anormalliklerden ve/veya immiin sistemin bu hiicreleri tanima ve yok etmedeki
basarisizligindan kaynaklanmaktadir. Bu sekilde biriken kKitlelere tiimér denilmektedir
(Y1lmaz ve Altunok 2011). Kanser gelisiminin baslangi¢ asamasina tek bir hiicrenin
anormal ¢ogalmasina sebep olan genetik degisikliklerin sebep oldugu diigiiniilmektedir.
Sonrasinda ise hiicre ¢ogalmasi ile klonal bir sekilde tiimor hiicrelerinin populasyonu
artmakta ve bu hiicrelerde meydana gelen ek mutasyonlarla timoér gelisimi
ilerlemektedir. Bu mutasyonlardan bazilari hiicrelere daha hizli biiyliyebilmeleri i¢in
secici bir avantaj saglamakta ve boylece mutasyon tasiyan hiicreler timdr populasyonu
icerisinde dominant hale gelmektedir. Mutasyona ugramis tek bir hiicreden gelisen ilk
hiicre kitlesi, 1y1 huylu tiimor olarak adlandirilmakta ve bu tiimor hiicrelerinin biiylime
kontroliinde azalmalar olup viicudun diger boliimlerine yayilma yetenekleri

bulunamamaktadir. Fakat ilerleyen ¢cogalma siirecinde kotii huylu tiimorlere doniiserek



bagka dokulara yayilabilme 6zelligi kazanmakta ve dolasim sistemi yolu ile gittigi

dokularda kanserin yayilmasina sebep olmaktadir (Clark 1991, Yokota 2000, Alberts ve
ark. 2002, Yokota ve Kohno 2004).

2.1.3. Kanser hiicrelerinin temel 6zellikleri

Kanser gelisimi ¢ok basamakli bir siiregtir ve bu siiregte kanser hiicrelerinin temel

ozellikleri asagida maddeler halinde verilmektedir (Sekil 2.2.).

>

Normal hiicreler yogunluga bagli inhibisyondan etkilenirken, kanser hiicreleri
etkilenmezler.

Kanser hiicreleri kendi biiyiime faktorlerini salgilayabilirler.

Tutunma yetenekleri normal hiicrelerden diistiktiir. Bu 06zellik timor
hiicrelerinin metastaz yapma yeteneklerini arttirmaktadir.

Normal hiicreler, hiicre-hiicre temaslarinda hareket ve cogalma yeteneklerini
kaybederlerken kanser hiicreleri hareket etmeye ve ¢ogalmaya devam ederler.
Bu sekilde birbirleri tizerine ¢ikarak ¢ok katmanli yapilar olusturabilirler.

Kanser hiicreleri salgiladiklar proteazlar sayesinde komsu dokulari parcalayarak
iclerine girebilirler. Bu sekilde metastaz yetenekleri artmis olur.

Kanser hiicreleri yeteri kadar besin ve oksijeni karsilayamadiklarinda yeni
kapiller olusturacak olan biiylime faktorleri salgilarlar. Bu 6zellik yine metastaz

yapmada onemli bir faktordiir.



» Normal hiicrelerde bulunan farklilagsma yetenegi biiylimenin inhibisyonu igin
onemli faktorlerden biridir. Kanser hiicrelerinde farklilasma 6zelligi
bulunmadigindan dolayi biiyiime siirekli olarak devam etmektedir. (Dalay 2006,
Halliwell ve Aruoma 1991).
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Sekil 2.2. Kanserin temel 6zellikleri (Hanahan ve Weinberg 2011).

2.2. Akciger Kanseri

2.2.1. Akciger kanseri epidemiyolojisi

Diinya saglk orgiitii akciger kanserini brons, bronsiyol ve alveol epitelinden gelisen
timorler olarak adlandirmaktadir (Horn ve ark. 2015). 20. yiizyilin ortalarina kadar
ender goriilen akciger kanseri, 21. yiizyilda 6zellikle sigara kullaniminin tiim diinyada
yayginlagsmasiyla birlikte halk sagligi {lizerinde o6nemli bir tehdit unsuru olmaya
baslamig giinlimiizde ise tliim diinyada en sik rastlanan kanser tiirii haline gelmistir.
Akciger kanseri sebebi ile her yil ortalama 1 milyon insan hayatin1 kaybetmektedir, bu
da kanser sebebi ile meydana gelen dliimlerin %19’una denk gelmektedir (Lozano ve
ark. 2012). Erkeklerde ve kadinlarda goriilen en yaygin ikinci kanser tiirlinii, akciger
kanseri meydana getirmektedir. Kadinlarda meme kanseri daha yaygin gozlenirken,

erkeklerde ise prostat kanseri daha yaygin olarak goriilmektedir (Testa ve ark. 2018).



Erkeklerde meydana gelen kansere bagli tiim 6limlerin %26'sina, kadinlarda ise kansere
bagh tiim o6limlerin %25’ine akciger kanseri sebep olmaktadir (Torre ve ark. 2018).
1930 ile 2000 yillar1 arasinda akciger kanseri insidansinda artis gozlenmistir. Akciger
kanserine 1990”11 yillarda erkeklerde daha sik raslanirken 2000°1i yillarda ise kadinlarda
goriilme sikligi artmistir. Yapilan epidemiyolojik analizler gostermistir ki, akciger
kanseri mortalitesi ve insidansi farkl {ilkelerin sosyo-ekonomik durumundan ciddi bir
bicimde etkilenmektedir (Testa ve ark. 2018). Pasif igicilerde ve sigara igmeyenlerde, en

sik rastlanan histolojik alt tip adenokarsinomdur (Ozsu ve Ozlii 2013).
2.2.2. Akciger kanseri etiyoloji

Akciger kanserinin dogru bir sekilde anlagilabilmesi hastaliktan korunmak igin son
derece 6nemlidir. Akciger kanserinin meydana gelmesinde sigara i¢imi ile pasif sigara
maruziyeti disinda hava kirliligi, 1k, yas, cinsiyet, meslek, radyasyon, diyet, gecirilmis
akciger hastaligi sekeli, immunolojik faktorler ve viral enfeksiyonlarin da Onemli
etkilerinin oldugu bilinmektedir (Shigematsu ve ark. 2005). Aralarindaki baglantilar tam
olarak aydinlatilamamis olsa da akciger kanserinden korunmada etiyolojik faktorler son
derece 6nemlidir. Basta sigara ve diger tiitlin iiriinleri olmak iizere genetik ve ¢evresel
birgok faktoriin akciger kanseri etiyolojisinde rol almasina dair ¢aligmalar hala devam

etmektedir.
2.2.3. Risk faktorleri

Akciger kanseri etiyolojisinde ¢esitli risk faktorlerinin rol oynadigi bilinmektedir. Risk
faktorlerinin basinda; sigara, gevresel karsinojenler, hava kirliligi, diyet, genetik ve
immiinolojik faktorler, gecirilmis akciger hastaliklar1 ile viral enfeksiyonlar
gelmektedir. Kanser hastalarinin birinci dereceden yakinlarinda kanser riskinin arttigi da
yapilan ¢alismalar ile ortaya konulmustur (Anonim 2006, Alberg ve Samet 2003).

Sigara ile akciger kanseri arasindaki iligkiye dair ilk bulgular 1962 yilina dayanmaktadir
(Spiro ve Porter 2002). Sigaranin akciger kanserinin gelisimi lizerinde %94 gibi son
derece onemli bir etkisi vardir. Sigara icenlerde igmeyenlere oranla akciger kanseri riski
24-36 kat daha fazladir (Halilgolar ve ark. 1999). Vinil klorid, Polisiklik hidrokarbonlar,
nikel, benzopiren, aldehidler, nitrozaminler ve peroksitler sigara dumaninda

tanimlanmis olan yaklasik 40 karsinojenden birkacidir. Akciger kanseri olgularinin



erkeklerde %90, kadinlarda ise yaklasik %78 oraninda dogrudan sigara i¢imi ile iligkili
oldugu tahmin edilmektedir (Alberg ve Samet 2003, Ozlii ve Biilbiil 2005). Giinliik
icilen sigara sayisi, sigara icme siiresi ve sigaraya baslama yasi ile birlikte sigaranin ve
titiintin tipi (puro, pipo, nikotin orani, mentolld, filtreli) gibi faktorler de kanserin
gelismesi lizerinde onemlidir (Halilgolar ve ark. 1999). Sigara tiikketiminin viicutta
vitamin seviyesini (6zellikle vitamin C) disiirdigii saptanmistir. Meyve, taze sebze,
vitamin C ve karonetoidlerin akciger kanseri riskini sigara tliketenlerde ve
tilkketmeyenlerde tiim histopatolojik tipler icin kadinlarda ve erkeklerde azalttigi

bilinmektedir (Smith ve ark. 1998, Alkoclu ve Ozkurt, 2000).

Diinya genelinde sigara igme prevelansi erkeklerde %47-52, kadinlarda ise bu oran
%10-12 oldugu tahmin edilmektedir (Spiro ve Porter 2002). Gelismekte olan iilkelerde
ise kadmlarda %2-10, erkeklerde %20-60 iken gelismis olan iilkelerde ise bu oran
sirastyla %20-40 ve %30-40’tir (itil 2000). Ulkemizde sigara igme prevalansi
erkeklerde %063, kadinlarda ise %?24’tiir. Yiiksek sigara tiiketiminin toplumumuzun
biiyiilk bir kismii kapsadigi gbéz oOniinde bulunduruldugunda, gerekli o6nlemler
alimmadigi takdirde gelecekte akciger kanseri epidemisi ile Kkarsi Kkarsiya
kalabilecegimizi soylemek yanls olmaz (Itil 2000). Sigara igilen ortamda sigara
dumanina maruz kalmakta (pasif sigara iciciligi) akciger kanser riskini arttiran
faktorlerdendir (Palmarini ve Fan 2001, Thun ve ark. 2008). Ayrica yapilan ¢aligmalar
elektronik sigaranin, sigaradan kurtulmada etkili bir yol olmadigi ve kanserojen
maddeler icerdigini gostermistir (Anonim 2012b). Akciger kanserinin kadinlarin %20-
25'inde ve erkeklerde %10’unda gelismesinde tiitiin ve tiitiin mamiillerinin herhangi bir
iliskisi yoktur (Palmarini ve Fan 2001, Thun ve ark. 2008). Fazla alkol tiiketimi,
hiicrelerin ~ yapisinda  degisikliklere sebep olarak kanser riskini arttirdig
diisiiniilmektedir. Alkoliin karsinojenez riskini arttirdigina dair 6nemli kanitlardan biri
siras1 ile alkol dehidrojenaz ve aldehit dehidrojenaz ile katalizlenen reaksiyonlarda,
sirasi ile asetaldehide ve asetata kadar yikilmasidir. Her ne kadar etanol tek basina
mutajenik olmasa da, asetaldehit proteinlere ve DNA yapisina baglanabilmesinden
dolayr mutajenik ve karsinojeniktir (LoConte ve ark. 2018). Alkoliin karaciger, meme
ve kolon kanserlerinde rol oynadigi bilinmektedir. Ayrica agiz boslugu, larinks, farinks,
6zofagus, rektum ve kolon kanseri ile arasinda nedensel bir iliski oldugu bilinmektedir.

Akciger ve pankreas kanserleri ile arasinda da bir baglant1 olabilecegi diisiiniilmektedir
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(Boffetta ve Hashibe 2006). Ancak 2018 yilinda Cin’de yapilan bir ¢aligma sonucuna
gore erkeklerde alkol tiiketimi ile akciger kanseri riski arasinda anlamli bir baglanti
kurulamamustir (Wei ve ark. 2018). Ayrica hava kirliligi, diyet ve mesleki faktorler de
akciger kanseri risk faktorlerindendir. Hava kirliligi, biitiin akciger kanser olgularinin
yalnizca %1-2'sinde rol aldigi tahmin edilmektedir (Doll ve Peto 1981, Kabir ve ark.
2007, Gorlova ve ark. 2007). Sehirlerde yasayan bireylerde kirsal kesimde yasayanlara
oranla akciger kanseri insidansi daha fazladir. Poliaromatik hidrokarbonlar, krom, nikel,
arsenik gibi metaller, komiir dumani, fosil yakit {irinleri ve motorlu araglarin egzoz
dumani da hava kirliligi kaynakli karsinojenik etkenlerdir (Schottenfeld ve ark. 2000).
Diyet ve akciger kanseri arasindaki iliskiye dair yapilan c¢aligmalarda genellikle
antioksidan bakimindan zengin gidalar ile beslenen insanlarda akciger kanseri riskinin
azaldig1 ile ilgili ¢aligmalar mevcuttur (Bouchardy ve ark. 2001). Bazi besinler
icerdikleri vitaminler ve antioksidanlar sayesinde akciger kanserine karsit koruyucu
gorev Ustlenirler. Bilinen en 6nemli koruyucular beta karotenlerdir (Smith ve ark. 1998).
Cevresel ve mesleki risk 6zellikle endiistriyel fabrikalarda ve calisma ortaminda gerekli
tedbirler alinmadig1 takdirde hiicre DNA’sin1 etkileyerek tiimor gelisimine yol acabilir.
Tiim kanser vakalarinin ortalama %2-8 kadarinin mesleksel maruziyet sonucu meydana
geldigi distiniilmektedir. Akciger kanserlerinde ise bu oran %15 kadar oldugu tahmin
edilmektedir (Siegel ve ark. 2017). Mesleki faktdre bagli meydana gelen akciger
kanserli olgularin yarisindan fazlasi asbest maruziyeti ile baglantilidir. Asbest dogada
bulunan, kimyasal maddelere ve 1siya dayanikli, bir grup fibrdz silikatin genel ismidir.
Otomobil, insaat, ugak, gemi ve tekstil sektoriinde kullanilmaktadir (Kern ve McLennan
1998). Asbest disinda komiir, nikel, radon, uranyum pargalanma iriinleri, krom,
kadmiyum, aliiminyum, arsenik, demir, formaldehit ve polisiklik hidrokarbonlar’a
maruz kalmak da akciger kanseri riskini arttiran mesleki risk faktorlerindendir (Ruano-

Ravina ve ark. 2003).

Akciger kanseri daha ¢ok orta ve ileri yas gruplarinda rastlanan ve insidansi yasla
birlikte artan bir hastaliktir. Akciger kanseri hastalarinin %95°i 50-70 yas araligindaki
bireylerden meydana gelmektedir (Cruz ve ark. 2011, Halilgolar ve ark. 1999).
Tiirkiye’de geng erkekler {izerinde yapilan bir ¢alismada ise olgularin tan1 konma yasi
ortalama 53 olarak bildirilmistir. Ayrica tim akciger kanserlerinin %1°’1 40 yas

altindadir ve 35 yasindan once akciger kanserine ¢ok nadir rastlanilmaktadir (Elci ve
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Akpinar-Elci 2007). Geng yaslarda rastlanan akciger kanseri olgularinda bireylere teshis
konuldugunda kanserin metastaz yapmaya egilimli ve daha ¢ok beyin’e metaztaz yaptigi
bildirmistir (Ozen ve ark. 2012).

Son yillarda yapilan caligmalara gore kadinlarda akciger kanserine bagli olarak
meydana gelen 6liimlerde artis gézlenirken, erkeklerde ise bu oranda bir azalma meydan
gelmistir (Thomas ve ark. 2005). Zamanla boyle bir degisimin meydana gelmesinin
sebepleri ise sigara aligkanliklarindaki degisim, epidemiyolojik bulgulardaki
degisiklikler ayrica cinsiyet, yas ve timor tipi gibi Ozellikler ile ilgili oldugu ileri
stirilmektedir (Radzikowska ve ark. 2002, Wisnivesky ve Halm, 2007). Akciger kanseri
aile oykiisii ile ilgili 32 ¢alismay1 kapsayan bir metaanaliz sonucuna gore sigara igmeyenler de
dahil olmak tizere akciger kanseri aile dykiisii bulunmasi akciger kanser riskini 2 kat arttirdigini
gostermektedir (Bailey-Wilson ve ark. 2004). Artmus ailesel riskin sigara igiciliginden, cinsiyet,
yas ve mesleksel maruziyetten bagimsiz oldugu ve akciger kanserine yatkin bir otozomal genin

Mendeliyen kodominant kalitimla iliskili oldugu tahmin edilmektedir (Wei ve Spitz 1997).
2.2.4. Akciger kanserinin histolojik simflandirilmasi

Diinya saglik orgiitii akciger kanserinin histolojik siniflandirilmasinda tiimoriin biiyiime
hizi, radyoterapi ve kemoterapiye verdigi yanit, metastazin zamanlamasi ve yayilimina
gore temelde kiigiik hiicreli dis1 akciger kanseri (KHDAK) ve kiigiik hiicreli akciger
kanseri (KHAK) olmak iizere iki ana baslik altinda gruplandirmistir. KHDAK ise kendi
aralarinda; skuamoz hiicreli karsinom, adenokarsinom ve biiytik hiicreli karsinom olarak

alt gruplara ayrilmistir (Sekil 2.3.).

KHAK’da tiimor hizli bir sekilde biiyiir ve kisa zamanda metastaz yapmaktadir. Tiim
organlara metastaz yapabilse de daha ¢ok kemik, kemik iligi, karaciger, beyin, adrenal
bez, mediastinal ve retroperitoneal lenf bezlerine metastaz yapabilmektedir. Hastalar
icin genellikle primer tedavi yontemi olarak kemoterapi tercih edilmektedir.
Kemoterapiden %80-90 oraninda yanit alinmaktadir. KHDAK tedavisi igin ise ilk
olarak cerrahi tedavi tercih edilmektedir (Altinbas 2000). Akciger kanseri ¢ogunlukla
metastaz evresinde tanist koyulan ve kotli prognoza sahip bir hastalik tiirli olarak
karsimiza ¢ikmaktadir (Miisellim 2007). Akciger kanserinin en yaygin tiiriinii %85°lik
bir orana sahip olan KHDAK olustururken, KHAK ise %15’lik bir orana sahiptir
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(Travis 2011). Erkeklerde daha ¢ok skuamdz hiicreli karsinom tipi (%41,5) akciger
kanserine rastlanirken kadinlarda ise en sik adenokarsinom tipi (%42,2) akciger
kanserine rastlanir (Kefeli ve ark. 2015). Sulu ve ark. (2007) 20 senelik bir periyot
siresince yillara gore karsilastirmali bir sekilde yaptigi calismada kadinlarda

adenokarsinom oraninin %27’den %46’ya yiikselirken erkeklerde ise bu oranin zaman

stirecinde %1 1°den %23’e yiikseldigi bildirilmistir (Sulu ve ark. 2007).
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Sekil 2.3. Histolojik agidan akciger kanserinin siniflandirilmasi (Motadi ve ark. 2007).

2.2.5. Akciger kanseri molekiiler biyolojisi

Akciger kanserinin molekiiler biyolojisi tizerine yapilan galismalarda onkogenlerde,
DNA tamirinden sorumlu genlerde ve timor supressor genlerinde meydana gelen
birtakim degisiklikler ile akciger kanseri arasindaki iligki ortaya konulmustur. 3. ve 11.
kromozomlarin kisa kolundaki DNA sekans kayiplari, Myc ailesi (C-Myc, L-Myc ve N-
Myc), epidermal biiyiime faktorii reseptorii (EGFR), Ras ailesi (H-Ras, K-ras, N-Ras)
ile p53 tlimor supresor genlerin amplifikasyonu karsinogeneziste genetik faktorler

olarak rol oynamaktadir (Alberg ve Samet 2003, Lynch ve ark. 2004). Timor

13



suppressor genler hiicre dongiisiinii kontrol eden ve hiicre ¢ogalmasinda negatif yonde
gorev alan genlerdir. Ayrica DNA tamir mekanizmasi ile tamir edilemeyen yapisinda
hasar meydana gelmis hiicreleri apoptoza siiriiklemektedirler (Chee ve ark. 2013).
Hiicre proliferasyonunda anahtar pozisyonunda goérev alan TP53 Onemli bir timor
suppressor genidir (Muller ve Vousden, 2014). TP53 geni tarafindan kodlanan p53
proteini genomun koruyucusu olarak isimlendirilmektedir. Bunun sebebi genom
mutasyonlarinin Oniine gegerek genom stabilitesini korumasidir (Prives 1998). Ayrica
hiicre dongiisii ve apoptozis gibi iki 6nemli siire¢te gbrev almaktadir. Transkripsiyon
faktorli olarak gorev yapan Mdm?2 tarafindan p53 gen aktivitesi kontrol edilmektedir.
Normal durumda Mdm?2 p53°e baglanarak aktivitesini baski altina alabilirken, DNA’da
meydana gelen bir hasar s6z konusu oldugunda p53’iin fosforilasyonu artmakta ve
Mdm2’den ayrilmaktadir (Ozaki ve Nakagawara 2011). p53; hiicre’de meydana gelen
DNA hasari, niikleotid diizensizligi, onkogen aktivasyonu, oksijen yetmezligi
(hipoksemi), oksidatif hasar gibi olaylara cevap olarak hizlica niikleusta birikerek hiicre
siklusunu G1 fazinda durdurur. Boylece DNA hasart meydana gelmis olan hiicre i¢in iki
yol vardir ya hiicre hasar1 onarilir veya onarilamayan hiicre apoptozise yonlendirilir.
DNA hasar onariminin ger¢eklesemedigi durumlarda p53 tarafindan Bax, Noxa, Puma,
ve p53 AIP1 genleri aktiflestirilerek mitokondriyal zar potansiyelinin bozulmasina
katkida bulunur. Mutant p53°e sahip hiicrelerdeyse DNA tamiri olmaksizin kontrolsiiz
bir cogalma gozlenir. pS3 insan kanserlerinde en sik bozulan gendir. Mesane, meme,
akciger, karaciger, kolon, prostat ve cilt kanserlerini de i¢eren kanserlerin %50’den daha
fazlas1 p53 mutasyonu ile iliskilidir (Cachot ve ark. 1998, Sandal 2002, Koktiirk ve ark.
2003, Ozaki ve Nakagawara 2011).

Insan kanserlerinde en ¢ok rastlanan mutant gen olan P53, tiim kanserlerin %50’sinde
gozlenirken, KHAK’lerinin %90’inda, biiyiikk hiicreli kanserlerin %60’inda, yassi
hiicreli akciger kanserlerinin %65’inde ve adeno kanserlerin %33’linde gosterilmistir
(Mabry 1998, Hussain ve Harris 2000). Timor hiicrelerinde kontroliinii kaybetmis bir
sekilde protein kodlayan ve kanser gelisiminin baglangicinda rol oynayan mutant p53
geninin onkogen olarak gorev yaptigi bilinmektedir (Muller ve Vousden 2014). Tiiméor
hiicrelerinde mutant p53°iin ekspresyonu, normal hiicrelerdeki p53’e oranla daha fazla
gerceklesir ve bu sekilde tiimor hiicrelerinde biiyiimeyi ve boliinmeyi arttiran faktorlerin

sayisi da arttirilmis olur. Bu faktorlerin tiimor hiicresinde kontrolsiiz bir sekilde artmasi
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ile tiimor hiicresi daha hizli ve kontrolsiiz bir bi¢imde boliiniir (Addadi ve ark. 2010).
p16, hiicre siklusunda G1-S faz gecisini kontrol eden p16-siklin D1-Cdk4-Rb yolaginin
bir parcasidir. Hiicre siklusunun diizenlenmesinde gorev alan bu kritik yolak akciger
kanseri de dahil olmak tizere pek ¢ok kanser tiiriinde degismis veya mutasyona ugramis
haldedir (Fong ve ark. 2003). p16 /pRb ve p53 yolaklarindaki degisiklikler KHDAK
hiicre soylarinda artan proliferasyona neden olmaktadir. Bu durum agresif timor
fenotipi ve 5 yil daha kisa yasam siiresi ile iliskilendirilmektedir (Michalides 1998). K-
Ras proteini K-Ras geni tarafindan kodlanir ve bu protein normal doku
sinyalizasyonunda esansiyel rol oynar. Bu gende olusan mutasyonlar birgok kanserin
meydana gelmesinde esansiyeldir (Kranenburg 2005). K-Ras mutasyonlar1 akciger
kanserinde erken olaylardan biri kabul edilmekte olup akciger adenokarsinomlarinin
ticte birinin erken asamalarinda K-Ras mutasyonu gozlenmektedir (Rodenhuis ve ark.
1987). KHDAK ’lerinin %15-50’sinde rastlanan K-Ras mutasyonu sag kalim siiresinde
azalim, erken relaps ve kotii prognoz ile iliskisi saptanmistir (Groeger ve ark. 1997,
Lecture 1996, Jacobson 1999, Fong ve ark. 1999, Spivack ve ark. 1997, Mabry 1998).
Akciger kanseri gelisiminde rol alan bir bagska gen ise retinoblastom (Rb) geni olup
hiicresel farklilasmada Onemli bir rolii bulunmaktadir. Rb ailesi, hiicre dongiisiini
Glevresinde durdurarak hiicre boliinmesini kontrol eder ve bu yoldaki proteinlerin
fonksiyon bozuklugu mitojenik aktivite ile sonlanir. Rb protein yoklugu KHAK’lerinin
neredeyse tlimiinde goriiliirken, KHDAK ’lerinin yalnizca %10-30’unda goriilmektedir
(Fong ve Minna 2002). Myc genleri, hiicre ¢ogalmasinda, farklilasmasinda ve DNA
sentezinin baglatilmasinda rol oynayan ii¢ fosfoproteini kodlamaktadir. Bunlar N-Myc,
C-Myc ve L-Myc’dir (Mabry 1998). Amplifikasyon ve transkripsiyonel bozukluklar
sonucunda onkogen halini alan Myc genleri KHDAK ’lerinin %8-20’sinde aktif hale
gelmektedirler (Koktiirk ve ark 2003). C-Myc amplifikasyonu gerceklesen hiicrelerde
bliylime faktorlerine duyulan ihtiyac azalir, hiicre dongiisiinde G1 faz siiresi kisalir ve
bu olaylar sonucunda proliferasyon artmaktadir. C-Myc timér biiyiime hizi ve sagkalim

stiresinde kisalma ile iligkilidir (Fong ve ark. 1999).

NCAM (Noral hiicre adhezyon molekiilii) néronal dokulardaki esas hiicre-hiicre kontakt
proteinidir., KHDAK hastalarinin = %20-30 NCAM molekiilii eksprese ettigi

belirlenmistir (Broers ve Ramaekers 1994). Yapilan bir ¢calismada Kibbelaar ve ark.
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(1991) NCAM eksprese eden KHDAK hastalarinin belirgin bir sekilde kisa sagkalim

stiresine sahip olduklarini gostermislerdir (Kibbelaar ve ark. 1991).
2.2.6. Timor mikro cevresi ve akciger kanseri

20. yiizyilin ikinci yarisindan beri malign silirecin devamlilifini saglayan malign
hiicrelerdeki genetik ve epigenetik farkliliklar kanser biyolojisi ve terapisi konularinin
odak noktasi haline gelmistir (Stratton ve ark. 2009). Bu malign siiregte yalnizca timor
hiicrelerinin degil, bu hiicrelerle yakin etkilesim halinde bulunan ekstraseliiler matriks
(ECM) ve genetik-olmayan degisimlere sahip olan stromal hiicrelerin olusturdugu
timor mikro ¢evresinin (TMC) de ¢cok énemli bir rol oynadig: bilinmektedir (Hanahan

ve Coussens 2012).

Tiimoér mikro ¢evresi; bagisiklik hiicreleri, fibroblastlar, kan damarlari, sinyal
molekiilleri, diger hiicreler, ECM ve tiimdr’iin de dahil oldugu hiicresel bir ortamdan
meydana gelmektedir. Tiimorii ¢evreleyen hiicreler kanser stromasini olusturur. Bu
stromay1 olusturan form; endotel, glia, fibroblast, yag, diiz kas hiicrelerinden, epitelyal
ve ECM’den meydana gelir (Li ve ark. 2007). TMC, tiimoriin bulundugu bolgeye goc
eden lenfositler, makrofajlar ve bu hiicrelerin salgilamis olduklar1 farkli biiyiime
faktorleri, kemokinler, antikorlar, sitokinler, protoezlar, diger tip enzimler ve ¢esitli
metabolitler gibi bir¢ok faktorii bir arada barindirir (Witz ve Levy-Nissenbaum 2006).
Higbiri tek bagina malign hiicre olmayan bu hiicreler, TMC’ninde birbirleriyle ve kanser
hiicresiyle direkt ve yahut indirekt etkilesimi sonucunda anormal fenotip kazanirlar ve
fonksiyonlarinda degisim meydana gelmektedir (Li ve ark. 2007). Timor’iin gelisimini
ve devamliligin siirdiirebilmesi adina, tiimor hiicreleri dort kritik 6zellik gelistirir. Bu
ozellikler; hareket yetenegi, ECM’yi degrede edebilme yetenegi, kanda hayatta
kalabilme 06zelligi kazanma ve son olarak yeni bir ¢evreye uyum saglayabilmesidir.
Calismalardan biri kanser hiicrelerinin embriyonel gelisim siirecinde rol oynayan bazi
transkripsiyon faktorlerini aktiflestirerek pleiotropik 6zellik kazandiklar1 ve bu sekilde
bu yetenekleri kazanabildiklerini ifade etmektedir. Bu siirecte ise timor mikrogevresinin
kritik 6neme sahip oldugu ileri siiriilmektedir. (Weinberg 2007).

TMC ve akciger kanseri ile ilgili yapilan ¢aligmalar, angiogenesiz ve hipoksi lizerine

yogunlagmistir (Graves ve ark. 2010). Timor mikrogevresi genellikle hipoksik’tir.
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Tiimoriin kiitlesi arttikca kan damarlarindan uzaklasilir ve kan tedarik edilemez hale
gelir. Meydana gelen bu hipoksik ¢evre niikleotid eksizyon tamir mekanizmasi, genetik
stabilite ve yanlis eslesme tamir mekanizmasi regiilasyonunu azaltarak bozar ve bu
sekilde kanser gelisimi hizlanir. Ayrica hipoksi, HIF1-a (hipoksi indiikleyici faktorl-
alfa) expresyonunu uyarir. HIF1-a angiogenesizi indiikleyerek, metastaz ile baglantili
genlerin aktiflesmesini saglar (Blagosklonny 2004, Bindra ve Glazer 2005). Diizensiz
damarlasma, hipoksi ile birlikte alinan ilaglarin etkili olarak kanserli bolgeye ulasmasini

zorlastirir (Graves ve ark. 2010).

2.3. Apoptoz

Cok hiicreli canlilarda i¢ dengenin (homeostaz) korunmasi, yeni hiicrelerin
proliferasyonunun kontrol edilmesi ve istenmeyen hasarli hiicrelerin yok edilmesi
gerekmektedir (Messmer ve Pfeilschifter 2000). Doku homeostazisinin saglanabilmesi
ise yapim ve yikim olaylarmin bir diizen igerisinde olmasina bu da apoptozis ve
proliferasyon dengesinin saglikli bir sekilde ger¢eklesmesine baghidir (Hikim ve ark.
1995, Erdogan 2003). Hiicre proliferasyonunun dengelenmesi, hasar gorerek islevlerini
yitiren hiicrelerin organizmadan uzaklastirilmasi ve homeostazin dengelenmesi
amaciyla hiicrelerin programli bir sekilde oliim siirecine girmesi anlamina gelen
apoptozis, hiicre i¢i ve hiicre dis1 uyaranlar ile baslayan bir siirectir (Dalay 2006, Oktem
ve ark. 2001, Coskun ve Ozgiir 2011). 1971 yilinda Currie, Wylie ve Kerr programli
hiicre Oliimiinii ilk kez tamimlamislar ve bu olaya ‘apoptoz’ ismini vermislerdir
(Solakoglu 2009). Apoptozis siirecini baglatan hiicre dis1 uyaranlar arasinda; Timor
Nekroz Faktorii (TNF), Noron Biiyiime Faktori (NGF), Koloni Uyarict Faktorler
(CSF), Insiilin benzeri Bilyiime Faktorii (IGF), sfingolipidler, glukokortikoidler, ilaglar,
cesitli antijenler ve radyasyon gibi faktorler bulunmaktadir. Apoptozu baglatan i¢
sinyaller arasinda ise viral enfeksiyonlar, hiicresel stres ve kimyasallar sayilabilir

(Ulukaya 2001, Kandas 2004, Aksit ve Bildik 2008).

Ic ve dis yolaktan bir grup medyatér protein ile baslayan apoptozis siireci hiicre
niikleusunda bulunan kromatinlerin kondensasyonu ile 200 niikleotidlik bir kesim
seklinde devam eder. Hiicre membranimin stabilitesi bozulur ve disa dogru baloncuk
benzeri yapilar olusur, hiicre kiigiik parcalar seklinde paketlenir. Bu siire¢ fagositoz ile

sonlanir (ElImore 2007). Hiicre oliimiiniin bir bagka sekli de nekrozisdir. Nekrozis,
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apoptozisden tamamen farkli 6zelliklere sahiptir. Nekrozisde hiicre membranlar1 ya da
hiicredeki metabolik mekanizmalar zarar goriir ve hiicre membraninin segici
gecirgenligi bozularak sismeye baslar. Bunun sonucunda da hiicre patlayarak hiicrenin
icinde bulunan maddeler disar1 sizar ve inflamasyon mekanizmasi uyarilmis olur
(Solakoglu 2009, Bonfoco ve ark. 1995). Bir hiicrenin apoptoza m1 yoksa nekroza mi
gidecegini uyaranin derecesi ve sekli belirlemektedir. Cevrenin 1sis1, radyasyona maruz
kalma, hipoksi ve antikanserojenik ilaglarin kullanimi gibi durumlarin diisiik dozlarinda
apoptoz, yiikksek dozlarinda ise nekroz ger¢eklesmektedir (EImore 2007). Kanser ile
ilgili apoptozun aktivasyonunda ve inhibisyonunda birtakim genler rol oynamaktadir.
Bu genler proapoptotik genler ve antiapoptotik genler olarak isimlendirilmektedir.
Proapoptotik genler p53, Bad, Bax, Bak, Bim, Bid, Bcl-xs, Puma ve Noxa’dir. Bcl-2,
Bcl-xL ve Mcl-1 ise antiapoptotik genlerdir. Bir hiicrenin apoptoza gidecegini
belirlemede o hiicrenin igindeki Bcl-2/Bax oranit énem gostermektedir. Hiicrede Bax
orant fazla oldugunda hiicre apoptoza giderken hiicrede Bcl-2 geni fazla oldugu
durumlarda ise apoptoz inhibisyona ugrar (Dalay 2006, Moll ve Zaika 2001, Ersoz
2007).

Normal hiicrelerde, tiimor siipresor geni olan p53 geni kaspaz (3, 7, 8 ve 9) enzimlerini
aktive ederek apoptozu saglamaktadir. Fakat P53 geni kanser hiicrelerinde mutasyona
ugramaktadir. Bu mutasyonlar her kanser tiiri i¢in farkli spektrumda goriiliir ve bu
genin inaktivasyonuna neden olur. Sonug olarak da apoptoz engellenerek malignant
kanser gelisimine neden olur (Solakoglu 2009, Hollstein ve ark. 1991, Roemer 1999).

Apoptoz siirecinin gelisim, farklilasma, proliferasyon ve homeostaz olaylarinin yani sira
immiin sistemin diizenlenmesinde ve islevinde, hasarli ve zararli hiicrelerin ortadan
kaldirtlmasin da ki roliiniin 6nemi biiyiiktiir. Apoptozis siirecinde meydana gelebilecek
bir hata; viral enfeksiyonlarin yayilmasi, kanser ve otoimmiin hastaliklarin olusmasi ile
sonuglanabilmektedir. Ancak apoptozisin ¢ok fazla gergeklestigi durumlarda ise
instiline bagimli tip diyabet (tip 1 diyabet), alzheimer, parkinson, miyokard enfarktiisii
ve hepatit C enfeksiyonu gibi hastaliklar gelisebilmektedir (Fadeel ve ark.1999, Evan ve
Vousden 2001, Gewis 2003).
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2.3.1. Apoptozun diizenlenmesi

Apoptozun diizenlenmesinde ¢ok ¢esitli ve sayica fazla mediatér gérev almaktadir.
Bunlar; kalsiyum iyonu, seramid molekiilii, Bcl-2, p53 ve c-myc gibi gen aileleri,
kazpaz enzim ailesi, endoplazmik retikulum ve mitokondri organelleri apoptozu

diizenleyen mediatorlerdendir (EImore 2007, Zeiss 2003).
2.3.2. Apoptoziste rol oynayan mediatorler

Apoptozisin gergeklesmesinde dnemli bir grup ise kaspazlardir. Sistein proteazlar olarak
bilinen kaspazlar hiicre sitoplazmasinda zimojen (inaktif) halde bulunurlar ve
aktiflesebilmek igin proteolitik olarak birbirlerini keserek bir kaspaz kaskadi meydana
getirirler (Mcllwain ve ark. 2013). Tek bir polipeptit zinciri halinde sentez edilen
kaspazlar 6zel bolgelere sahiptir. Bunlar kaspaz toplama bdlgesi (CARD), efektor 6lim
bolgesi (DED) ve olim bolgesi (DD) olmak lizere 3 ayr1 bolgedir (Ulukaya 2003,
Chowdhury ve ark. 2006). Apoptozisde rol oynayan 14 tane kaspaz ailesi tanimlanmistir
(Cryns ve Yuan 1998). Apoptoziste 3, 6, 7, 8, 9 kaspazlar1 gorev alirken inflamasyonda
ise 1, 4, 5, 12 kaspazlari rol oynar (Mcllwain ve ark. 2013). Ayrica 2, 8, 9, 10 baslatici
kaspazlar olarak bilinirken 3, 6, 7 kaspazlar ise efektor kaspazlar olarak bilinmektedir
(Ulukaya 2003). Birbirlerini aktiflestiren kaspazlar proteolitik bir selale olustururlar.
Baglatic1 kaspazlar, 6lim sinyalini efektdr kaspazlara tasirlar. Bazi efektor kaspazlar
hiicre i¢i iskelet, lamin ve c¢ekirdek zar1 proteinlerini parcalarlar. Kaspaz 3, DNA
tamirinde gorev alan PARP’1 kirarak inaktive eder ve DNA onarimini engeller. Bazi
kaspazlar ise bir dizi DNaz’1 aktiflestirerek DNA’nin parg¢alanmasina yol acarlar
(Ulukaya 2001, Oliver ve Vallette 2005). Kaspaz aktivasyonu hiicrelerde IAP
(apoptozis inhibitor protenleri) denilen hiicresel proteinler sayesinde kontrol altinda
tutulurlar (Salvesen ve Duckett 2002). insanlarda 6 tane IAP tanimlanmistir. Bunlar,
NAIP, c-IAP1 (HIAP2), c-IAP2 (HIAP-1), survivin, XIAP ve BRUCE94. 1AP’nin asir1
salmim1 proapoptotik Bcl-2 ailesinin uyararak apoptozisi inhibe etmektedir (Kiigiikaltun
2007). Membrana baglh asit sfingomiyelinaz aktivasyonunun bir iriinii olan seramid
molekiilii mitokondri hassasiyeti meydana getirir. Apoptozda ve hiicre dongiisiinde
gorev alan seramidin, plazma zar hasarina karsi bir sinyal oldugu ve meydana gelen

hasarlara kars1 apoptozisi baslattigi belirlenmistir (Desdicioglu 2005).
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Bir transkripsiyon faktorii olan p53 hiicrede bir DNA hasart meydana geldiginde hiicre
dongiistinii G1 fazinda durdurarak DNA tamiri i¢in hiicreye zaman tanir. DNA’daki
hasar, tamir edilemeyecek durumda ise Fas, Apaf-1 ve Bax yapimini artirarak Bcl-xL ve
Bcl-2’yi baskilayarak apoptozu indiikler (Vousden ve Lu 2002). Transkripsiyon
diizenleyici faktor protein olan miyelositoma onkogen (C-myc), hiicre ¢ogalmasinda ve
apoptozda baslica rol oynamaktadir. Hiicrede uygun biiylime faktorleri ile birlikte c-
myc yok ise biliylime dururken, ikisinin de yeterli diizeyde olmasi durumunda
proliferasyon gozlenir. Ancak c-myc’nin bulunup biiylime faktorlerinin bulunmadigi

durumlarda ise apoptoz gozlenebilmektedir (Evan ve ark. 1994).

Mitokondri hiicre o6liimiiniin diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynar. Icerdigi
Smac/DIABLO sitokrom ¢ ve apoptozis indiikleyici faktor (AIF) gibi bazi
mitokondriyal proteinlerin  sitoplazmaya saliniminin  farkli  apoptotik yollar
aktiflestirdigi bilinmektedir (Mirabella ve ark. 2000). Mitokondriden bu faktorlerin
salinmas1 mitokondri zarinda por olusumu sonucunda gerceklesmektedir. Bu porlarin
Serbest radikal hasari, hiicresel stres veya biiylime faktorii yoksunlugu gibi apoptotik
sinyaller ile aktiflesen Bcl-2 gen ailesi proteinlerinin pro-apoptotik tiyelerinin (Bad, Bax
vb.) aktivitesi yoluyla olustugu diisiiniilmektedir. Pro-apoptotik ve anti-apoptotik
tiyelere sahip olan Bcl-2 ailesi ya sitokrom c’nin sitozole salinmasini saglayarak
apoptozisi uyarir veya sitokrom c’nin salimmina engel olur ve apoptozisin

baskilanmasini saglar (Palmer ve ark. 2000, Suh 2002).

Apoptozis siirecinin diizenlenmesinde Bcl-2 proteinleri; hiicre yiizeyi ve hiicre i¢i 6lim
sinyalleri arasinda denetimi saglayarak apoptozisin olusum evresinde kaspaz kaskadinin
aktivasyonunda anahtar rol oynarlar (Sato ve ark 1994, Burlacu 2003). Hiicrenin
apoptoza olan egilimi Bcl-2 ailesi genlerinin heterodimer veya homodimer formuna
baglidir. Bcl-2 ailesi proapoptotik ve antiapoptotik olmak iizere birbirine zit iki gruptan
meydana gelmektedir. Hiicrede proapoptotik proteinler daha fazla eksprese ediliyorsa
hiicre apoptoza egilim gosterirken, antiapoptotik proteinler daha fazla eksprese edildigi
durumlarda ise hiicre apoptoza daha az egilim gostermektedir (Adams ve Cory 2001).
Proapoptotik tiyeler Bid, Bax, Bad, Bak, Bim, Puma, BclXs ve Noxa’dir. Bu proteinler
genellikle sitozolde yer alirlar ve hiicresel stres ya da hasarin algilayicilari olarak gorev

yaparlar. AIF ve sitokrom-c’nin salinimina artirarak apoptozu indiiklerler. Antiapoptotik
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tiyeler olan Bcel-xL, Bcl-2 ve Mcl-1 proteinleri ise endoplazmik retikulum, gekirdek zar1
ve mitokondri dis zarinda yer alirlar. Iyon transportunda ve por olusumunda gorev
alirlar. Hiicredeki Ca™" oranini kontrol ederler. Kaspazlarin 6ncii formlari ile birlikte
sitokrom-c ve AIF salinimini bloklayarak apoptozu inhibe etmektedirler (Adams ve
Cory 2001, Adrain ve Martin 2001, Spierings ve ark. 2004)

2.3.3. Apoptoz mekanizmalari

Apoptozisin indiiklenmesinde;
1. Dassal (ekstrinsik) yolak
2. Igsel (intrinsik) yolak ve
3. Endoplazmik retikulum aracili apoptozis olmak iizere ii¢ sinyal yolunun rol

oynadig1 bilinmektedir.

2.3.4. Ekstrinsik/Digsal yolak

Oliim reseptorleri (DR) olarak bilinen ve Tiimér Nekroz Faktorii Reseptorii (TNFR) gen
ailesinin iiyesi olan; Fas/CD95/APO-1, TNFR-1 ve Tnf-iliskili Apoptozis Indiikleyici
Ligand (TRAIL) reseptorleri olan DR-3 (TRAMP), DR-4 (TRAIL-R1) ve DR-5
(TRAIL-R2)‘in alakadar ligandlar ile etkilesime girmesi sonucunda apoptozis
indiiklenir. TNFR siiper ailesi iiyeleri, tip I transmembran proteinleri olup sistein
acisindan zengin ekstraselliiler subdomainler igcermektedirler. Bu 6zellik TNFR super
ailesi tyelerinin kendilerine has ligandlar1 tarafindan teker teker taninmasini
saglamaktadir. Oliim reseptorleri apoptotik sinyalin transdiiksiyonu igin ihtiya¢ duyulan
80 aminoasit uzunlugunda intraseliiler Oliim Domaini (DD; Death Domain) igerir.
Oliim reseptorlerine baglanan ligandlar FasL, TNFa ve TRAIL vyapisal olarak
reseptorler ile iligkili proteinler olmakla birlikte TNF siiper ailesine aittirler. Bu 6lim
ligandlari, tip II transmembran proteinleri gibi eksprese edilirler. Bazi hallerde, bu
proteinler proteolitik kirilabilir ve serbest kalabilirler (Ghobrial ve ark., 2005,
Guicciardi ve Gores 2009). Oliim reseptorlerinin  ligandlart  reseptdrlerin
oligomerizasyonuna yol agarak aktiflesmelerine sebep olmaktadir. Reseptorlerin
aktivasyonu, Oliim Indiikleyici Sinyal Kompleksi (DISC) ad1 verilen ve proteinlerden
olusmus bir kompleksin meydana gelmesine sebep olur. DISC, adaptor protein Fas
iligkili 6lim alanin1 (FADD) ve TNFR-1 iligkili 6lim bolgesi proteinini (TRADD)
barindirir. Bu 6liim bolgeleri prokaspaz-8’1 aktiflestirmektedir. DISC yapisinda yer alan
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prokaspaz 8’in aktivasyonunu takiben, kaspaz 8 sirasi ile kaspaz 3, 6 ve 7’nin aktive
oldugu kaspaz kaskatini harekete gecirir. Kaspaz 8’in aktif hale gelmesi ayrica Bid’in
aktive olmasina sebep olur. Kirilmis Bid (tBid) daha sonra mitokondriye gecerek
sitokrom ¢, SMAC ve kalsiyum salinimini uyarir (Sekil 2.4.), (Elmore 2007, Solakoglu
2009, Dickens ve ark. 2012).
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Sekil 2.4. Reseptor aracili kaspaz aktivasyonu (Fulda ve Debatin 2006’dan
degistirilerek alinmistir).

2.3.5. Intrinsik/i¢sel yolak

Mitokondriyal/igsel yolak, apoptozu baskilayan ve apoptozu indiikleyen tiiyelere sahip
olan Bcl-2/Bax gen ailesi ile diizenlenir ve uyarildiginda mitokondriden sitokrom-c
salinimma sebep olur. Bunun sonucunda ise 6liim sinyali verilir (Sekil 2.5.). Igsel ve
digsal yolaklarin her ikisi de yapisal ve diizenleyici molekiilleri kiran ve bunun
sonucunda hiicrenin Oliimiine neden olan kaspaz adi verilen proteaz kaskadinin
aktivasyonunu igeren ortak bir yolda kesisirler (Ghobrial ve ark. 2005). Bcl-2 ve Bcl-
XL anti-apoptotik iiyelerdir ve kaspazlarin 6ncii formlarini durdurarak veyahut

apoptogenik faktorlerin mitokondriden salinmasinin 6niine gecerek hiicrenin yasamasini
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tesvik ederken; pro-apoptotik olan Bid, Bad, Bim ve Bax gibi iiyeler ise hiicreyi
apoptozise tesvik ederler. Bax ve Bak proteinleri normal kosullarda Bcl-2 tarafindan
inaktif bir halde tutulur. Apoptotik sinyal olustugunda Bcl-2 inaktiflesirken, aktiflesen
Bak ve Bax mitokondri dis zarinda por olusumuna ve membran potansiyelinde degisime
neden olur. Mitokondriyal yolda anahtar olay mitokondri dis membran
permeabilizasyonudur (MOMP) ve bunun neticesinde sitokrom ¢, mitokondri tiirevli
kaspaz aktivatorii/IAP baglayict protein Smac/DIABLO, HtrA2/Omi, AIF ve
endoniikleaz D (EndoG) gibi mitokondri zar proteinleri sitozole salinir. Sitokrom c¢’nin
mitokondri i¢ zar yiizeyinden salinmasi ile sitoplazmik protein olan Apoptotik Proteaz
Aktive Edici Faktor-1’e (Apaf-1) baglanarak aktive eder, Apaf-1/sitokrom ¢ kompleksi
ortamda dATP/ATP’nin bulunmas1 ile heptamerik bir yapiya oligomerize olur. Bu
yapmin meydana gelmesi, prokaspaz 9’un Apaf-1 ile etkilesimine olanak tanir ve
apoptozom kompleksi olusur. Apoptozomun vazifesi baslatici kaspaz olan kaspaz 9’u
aktive ederek aktif kaspaz 9, kaspaz-3’ii veya diger efektor kazpazlar aktiflestirerek
kaspaz kaskadina aracilik eder. Aktif kaspaz 3, Rho iligkili sarmal olusturan kinaz I
(ROCKI; “Rho-associated coiledcoil forming kinase I”’), kaspazla aktive edilmis DNaz
inhibitori (ICAD; “inhibitor of caspase-activated DNase™) poli (ADP-riboz) polimeraz
(PARP, DNA tamir enzimi), fodrin, aktin ve lamin gibi hiicresel substratlar1 kirarak
apoptotik morfolojinin olusumunu saglar. Kaspaz aktive edici DNaz (CAD) normal
hiicrelerde ICAD’iine bagl ve inaktif halde bulunur ve aktif hale gectiginde kromatin
yogunlagmasina ve DNA’nin niikleozomal alt birimler halinde fragmente olmasina
sebep olur. Ayriyeten kaspaz aktivitesini inhibe eden ve aktiviteleri Smac veya
Omi/HtrA2 gibi fonksiyonel analoglar ile engellenmis bir¢ok apoptozis inhibitorleri
(IAP) vardir. Olen hiicrelerde Smac ve Omi/HtrA2 (mitokondriyel proteinler, pro-
apoptotik proteinler) mitokondriden salindiginda IAP’lar inaktive olmaktadir. Boylece
efektor Kkaspazlarin inhibisyonu engellenerek hiicrelerin apoptozise gitmeleri
saglanmaktadir (Ulukaya 2001, Zhang ve ark. 2003, Riedl ve Salvesen 2007, Li ve
Yuan 2008, Aksit ve Bildik 2008, Duprez ve ark. 2009).

Bu ig¢sel ve digsal yolak mekanizmalar1 kaspaz araciligi apoptozisi gostermektedir.
Ayrica kaspazlardan bagimsiz kaspaz aktivasyonunun gerceklesmedigi bir apoptozis
mekanizmasi da bulunmaktadir. Buna gore, AIF mitokondriden salinarak c¢ekirdege

gecmekte ve niikleazlar1 aktive ederek DNA hasarina yol agmaktadir. AlF, granzyme B,
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steroidler ile endonukleaz G kaspazlardan bagimsiz bir sekilde apoptozise sebep

olmaktadir (Ulukaya 2003, Dash 2007).
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Sekil 2.5. Mitokondri/Sitokrom-C aracili apoptozis olusturulmasi (Zimmermann ve
ark. 2001).

2.3.6. Endoplazmik retikulum aracili apoptozis

Amiloid B norotoksisitesine katkida bulunan, kaspaz 12’ye bagimli Endoplazmik
Retikulum aracili apoptotik bir yolak tanimlanmistir (Nakamura ve ark. 2000, Keane ve
ark. 2001). Bu yolak mitokondrial/sitokrom-c ile 6liim reseptor baglantili apoptozisten
degisik bir yol olup kaspaz 12, ER zarinda lokalize halde bulunur ve ER aracili

apoptozisin gerceklesmesi icin gerek duydugu bir kaspazdir. Yapilan son caligmalar

++
gostermistir ki Ca seviyelerinin yiikselmesi ve kalpainin endoplazmik retikulumu

etkilemesi ile prokaspaz 12 aktive edilir ve aktiflesen kaspaz 12 sitoplazmaya
ilerleyerek kaspaz 9 ile etkilesir ve sitozolik kaspaz kaskadini aktive eder (Rao ve ark.
2001).
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2.3.7. Hiicre 6liimiinde gerceklesen morfolojik degisiklikler

Apoptotik hiicreler, hiicre niikleusunun kii¢iilmesi (piknoz), niiklear fragmentasyon,
deformasyon ve komsu hiicreler ile temas kaybi ve benzeri tipik morfolojik 6zellikler ile
tanimlanirlar. Kromatin kondanse olarak niikleer zarin altinda konumlanir ve plazma
zar1 bleblenir. Hiicre sitozol, kondanse kromatin ve organelleri igeren membranla ¢evrili
yapilara (apoptotik cisimciklere) parcalanir. Apoptotik cisimcikler; parankimal hiicreler,
makrofajlar ya da neoplastik hiicreler tarafindan fagosite edilirerek dokuda herhangi bir
inflamatuvar yanit meydana gelmeden uzaklastirtlirlar. Bu morfolojik degisimler,
apoptotik bir hiicrede meydana ¢ikan karakteristik molekiiler ve biyokimyasal olaylarin
sonucudur. Sitoplazma ve organellerin sekil ile biitinliiglinii belirleyen bazi protein
substratlart ve DNA’nin oligoniikleozomal parcalanmasini saglayan proteolitik
enzimlerin aktivasyonu bu olaylardan one ¢ikan olaylardandir. (Saraste ve Pulkki 2000,
Gewis 2003, Kepp ve ark. 2011). Bir baska hiicre 6lim sekli olan nekrozis ise
yaralanmalar sonucu hiicrelerin zarar gorerek sisip, patlayarak dlmesi olarak tanimlanir.
Apoptozis gibi programli fizyolojik bir mekanizma olmadigr ayrica kontrolsiiz
gerceklestigi kabul gormektedir. Fakat nekrotik 6liimde anahtar diizenleyiciler olan
Reseptor Etkilesim Protein (RIP; receptor interacting protein) kinazlar ve PARP’1n kesfi
ile programli nekrozis terimi kabul gormeye baglamistir. Programli nekrozisin
potansiyel sinyal bilesenleri olarak RIP kinazlar, poli (ADP-riboz) polimeraz-1
(PARP1), kalpainler ve NADPH oxidazlar tanimlanmistir. Hiicre bu yol ile 6liime
gittiginde hiicrenin zar biitiinliigli bozularak hiicre igerigi disariya yayilir. Komsu
hiicreler bu durumdan zarar gorerek dokuda gii¢lii bir inflamatuvar cevap olusur

(Golstein ve Kroemer 2007, Galluzzi ve Kroemer 2008, Ouyang ve ark. 2012).

2.3.8. Apoptoz ve nekroz arasindaki farklar

Apoptoz ve nekroz arasindaki farklar maddeler halinde asagida (Sekil 2.6.)
verilmektedir.
» Apoptoziste hiicreler tek tek etkilenirken, nekrozda ise genellikle bilesik
hiicre gruplarinin etkilendigi gézlenir (Holdenrieder ve Stieber 2004).
» Apoptozis fizyolojik ve fizyolojik olmayan uyaranlar ile baglarken,
nekrozun ise fizyolojik olmayan uyaranlar ile basladigi bilinmektedir
(Whyllie 1980, Lu ve ark. 2000).
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Apoptozis sonucu 6len bir hiicrenin kromatini ¢ekirdek zarmin etrafinda
toplanir ve kromatin kondensasyonu gozlenirken, nekrozla 6len hiicrenin
kromatin yapist hormal hiicrelerdeki kromatin yapisi ile hemen hemen
benzerdir (Ulukaya 2010).

Apoptozis sonucunda hiicre apoptotik cisimciklere ayrilir ancak
membran biitlinliigii asla bozulmaz. Nekrozda ise membran biitlinliigii
bozulur. Bundan dolay1 nekrozda inflamatuar cevap go6zlenirken,
apoptozisde ise inflamatuar bir cevap gozlenmez (Spencer ve ark. 1996,
Cummings ve ark. 1997, Yilmaz 2005).

Hiicreler, hiicre i¢i ATP seviyesine gore nekroz veya apoptoz sonucu
oliirler. Ciddi olarak zarar gérmiis hiicrelerde, apoptozis igin ihtiyag
duyulan enerji saglanamadigi i¢in hiicre nekroz ile 6liir (Chandra ve ark.
2000).

Nekrozda hiicrenin igine ¢ok fazla sivi girmesi neticesinde mitokondride
ve sitoplazmada sisme gozlenirken, apoptozisde ise bu olayin tam tersi
yasanir ve apoptotik hiicrede biiziilme ile niikleus yogunlagsmasi goriiliir
(Ulukaya 2003).

Apoptozise ugrayan hiicreler cevreye kemotaksik madde yaymazlar.
Makrofajlar veya epitel hiicreleri araciligr ile fagosite edilirler. Ancak
nekroza ugrayan hiicreler ¢evreye kemotaksik madde yayarlar ve bu
maddeler araciligi ile nekroz hiicreler makrofajlar tarafindan fagositoza
ugrarlar (Wyllie 1980, Lu ve ark. 2000).

Nekroz sirasinda hiicrenin DNA'sinin rastgele sindirimi  mevcuttur.
Ancak apoptozisde DNA’nin, intraniikleozomal bolgelerinden 180-200
baz ¢ifti ya da bunun katlar1 boyutunda DNA pargalar1 olusturacak
sekilde pargalanmasi s6z konusudur. Agaroz jel elektroforezinde
apoptozis icin karakteristik olan “ladder pattern” denen merdiven
seklinde kirilmalar gozlenir (Wyllie 1980, Ulukaya 2003).
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» Apoptotik hiicrede nekrozdan ayri olarak normalde plazma zarmin i¢
yiizinde bulunan fosfotidilserin zarin dis yliziine dogru transloke olur.
Zar da meydana gelen bu degisiklik sayesinde apoptotik hiicre
makrofajlar ve komsu hiicreler tarafindan taninir ve fagosite edilmesi

saglanir (Ulukaya 2003).
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Sekil 2.6. Apoptoz ve Nekrozun sematik karsilagtirilmasi (Anonim 2016).

2.4. Flavonoidler

Flavonoidler, polifenolik molekiillerin bir sinifidir ve hemen hemen her bitkide
(yaprak, tohum, meyve, dal ve ¢icek) bulunan pigment bilesikleridir (Sekil 2.7.).
Flavonoidler hiicrede farkli birgcok islevde bulunmaktadir. Bu islevler arasinda
fizyolojik diizenleyici, kimyasal haberci ve hiicre dongiisiiniin inhibitorleri olarak
gorev alabilmeleri sayilabilir. Flavonoidlerin giiglii antioksidan etkisi disinda
yaslanma, kanser, ateroskleroz, noérodejeneratif hastaliklar (alzheimer, parkinson),
iskemik yaralanma, kardiyovaskiiler diizensizlikler ve inflamasyon gibi hastaliklarla
baglantili olduklari belirlenmistir (Sghaiera ve ark. 2011). Flavonoller, flavanonlar,
flavonlar, katesinler, antosiyanidinler, isoflavonlar dihidroflavonoller ve kalkon'lari

bulunduran ana flavonoid grubunda 4.000'den fazla farkli flavonoid tanimlanmustir.
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Besleyici bir 06zelligi bulunmayan bilesikler olmalari nedeniyle vitaminlere
benzetilirler (Cook ve Samman 1996). Kanserin 6nlenmesinde flavonoidler agisindan
zengin olan turunggiller gibi dogal besinler ile beslenmenin 6nemli bir roli

olabilecegi ileri siiriilmektedir (Meiyanto ve ark. 2012).

Sekil 2.7. Flavonoid yapis1 (Taskin 2016).
2.5. Kalkonlar

Bitkilerde izo-flavonoid ve flavonoid biyosentezinde yer alan bir ara bilesik olan
kalkonlar, a, B-doymamis karbonil ara zinciri ile bagl iki aromatik halkadan meydana
gelen 1, 3-difenil-2-propen-1-on yapisi anlamina gelmektedir (Sekil 2.8.), (Rybka ve
ark. 2014). Sentetik ve dogal olarak olusturulabilen kalkonlar genis biyolojik aktiviteye
sahip bilesiklerdir (Lunardi ve ark 2003). Yapilan ¢aligmalar kalkonlarin antioksidan,
sitotoksik, antikanser, analjezik, antienflamatuvar, antimalarial, antianjinal, antialerjik,
antihepatotoksik, antimikrobial ve antipretik etkilere sahip oldugunu géstermistir (Kim
ve ark. 2008, Mohamed ve ark. 2012). Kalkonlarin antikanser 6zellik géstermelerinin
nedeninin ise tubiiline baglanmalar1 ve mikrotiibiil polimerizasyonunu engellemelerine

bagli olarak ortaya ¢iktig1 diisiiniilmektedir (Hijova 2006).

Sekil 2.8. Kalkon yapisi (Tagkin 2016).
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2.6. Benzofuranlar

Bir furan halkast ile benzen c¢ekirdeginin birlesmesinden meydana gelen
benzofuranlarin bir diger ismi ‘kumaron’dur (Sekil 2.9.). Benzofuranlar birgok
uygulama alanina sahip olan bisiklik halkali yapilardir (Kamal ve ark. 2011).
Farmakolojik, toksik ve psikolojik 6zelliklere sahip olan benzofuran tiirevlerinin bir¢ok
dogal iiriinde var oldugu bilinirken, bu bilesiklerden kimyasal tarim ilaglari, tibbi ilaglar,
sedatifler, hipnotik, antiinflamatuar, optik parlaticilar, antitimér ve kozmetik gibi
birgok uygulama alaninda faydalanilmaktadir (Kumar ve ark. 2006, Kamal ve ark.
2011). Benzofuran tiirevleri sentetik ilag ve kozmetik alaninda genis bir kullanima
sahipken, birgok dogal benzofuran farmakolojik, toksik ve fizyolojik dzelliklere sahiptir
(Bogdal ve Warzala 2000). Benzofuranlarin dikkat ¢eken en 6nemli 6zelliklerinden bir

tanesi de anti kanser aktivite gostermesidir (Khan ve ark. 2005).

A\

O

Sekil 2.9. Benzofuran halkasi (Taskin 2016).

2.7. Pirazolinler

Pirazolin, komsu iki azot atomu ile bir endosiklik ¢ift bag iceren bes iiyeli heterosiklik
bir halka olan bilesiklerdir (Shaaban ve ark. 2012). Pirazolinler sahip olduklari
endosiklik bag sebebi ile siklik hidrazinler olarak diisiiniilmektedirler (Alex ve Kumar
2014). Dogada yaygin olarak bulunan pirazolinler vitaminlerin, pigmentlerin,
alkaloitlerin, hayvan ve bitki hiicre bilesenlerinin yapisinda yer almaktadirlar (Yusuf ve
Jain 2014). Pirazolin tilirevlerinin antikanser, antimikobakteriyel, antimikrobiyal,
antiamoebik, anti-inflamatuvar, antifungal, analjezik, antidepresan gibi ¢esitli biyolojik

aktiviteler gosterdigi raporlanmistir (Kumar ve ark. 2009).
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Tez cgalismamizda kullanilan benzofuran siibstitiic kalkon tiirevleri Coskun ve ark.
(2011) tarafindan sentezleri ve karakterizasyonlar1 gercgeklestirilmis olup 2008
senesinde  3-(Substitue  Aryl)-1-(benzofuran-2-  yl)-2-propenonlar  ile  2-
hydroxybenzaldehid (Kompleks 1) (Coskun ve Ahmedzade 2008) ve 2011 yilinda 3-
(Substitue Aryl)-1-(benzofuran-2- yl)-2-propenonlar ile 2-pirazolin (Kompleks 2)
yayinlanmistir (Coskun ve ark. 2011). Komplekslerin molekiiler yapilar1 Sekil 2.10.’da

gorilmektedir.

OH OH

0
\ \ |
(C-CH=CH—

70

A B

Sekil 2.10. Tezde kullanilan komplekslerin kimyasal yapilar1 A) Kompleks 1 ve B)
Kompleks 2 (Coskun ve Ahmedzade 2008, Coskun ve ark. 2011).

2.8. Hiicre Canlilig1 ve Sitotoksisite

Cok hiicreli organizmalara ait hiicrelerin, laboratuvar kosullarinda 6zel tasarlanmis
kaplarda besin, 1s1 ve nem gibi ortam kosullarinin kontrol altinda tutularak
kontaminasyondan arindirilmis sekilde biyiitiilmesi olayma hiicre kiltiiri ismi
verilmektedir (Zucco ve ark. 1998). Hiicre kiiltlirli; ilag gelistirilmesi, kanser, ast
caligmalari, in Vvitro sitotoksisite ¢alismalar1 alanlarinda ¢ok sik tercih edilen bir
yontemdir (Gilbert ve Boutros, 2016). Bir maddenin sitotoksik etkiye sahip olup
olmadigmin belirlenmesi amaciyla yapilan sitotoksisite arastirmalari, terim anlami
olarak hiicre oliimiine neden olan anlamina gelmektedir. Sitotoksisite c¢alismalari,
uygulama kolayligi, in vivo ¢alismalardan elde edilen verilerle uyum goéstermesinden
dolayr hayvan deneylerine bir alternatif olarak dogmustur (Riss ve Moravec, 2004).
Sitotoksisite ¢aligmalarinin 6nemli bir basamag1 deneysel olarak biyolojik, kimyasal ve

fiziksel faktorlere maruz birakilan hiicrelerin canliliklarinin belirlenmesidir (Niles ve
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ark. 2007). Hiicre canliliginin saptanabilmesi i¢in ¢ok sayida farkli test mevcuttur.
Uygulanan sitotoksisite ¢aligmasinin tipi ne olursa olsun, ¢aligma sonunda canli ve 6li
hiicre miktarinin belirlenmesi olduk¢a onemlidir (Riss ve ark. 2006). Sitotoksisite
testleri genellikle liiminesans ve kolorimetrik olan enzimatik yontemlerdir (Crouch ve
ark. 1993, Fan ve Wood 2007, Longo-Sorbello ve ark. 2006). /n vitro testlerin

avantajlar1 yaninda dezavantajlari1 da mevuttur.

Avantajlart: Molekiiler diizeyde calisma firsati sunmasmin yani sira hiicrelerde
meydana gelen degisimler kantitatif ve Kalitatif olarak saptanabilir. Hiicrenin iginde
bulundugu mevcut ortam kosullar1 degistirilerek, hiicrelerde meydana gelen
degisiklikler go6zlenebilir. Kullanilan hiicre tipine gore hiicrenin biiylime ve
proliferasyon igin ihtiya¢ duydugu kosullar daha kolay ve daha hizli bir sekilde
belirlenir. Farkli hiicre tiplerinde test edilen farkli kimyasal maddeler ile meydana
gelebilecek toksik etkiler daha kisa zamanda ve daha az bir maliyet harcanarak

incelenebilmektedir.

Dezavantajlari: Tiirler arasi farkliliklardan dolay1, birtakim hayvan hiicre kiiltiirleri ile
insan hiicreleri benzer cevaplar vermeyebilir. Insan hepatositleri gibi kimi kiiltiirlerin
bulunmasinin zor olmasinin yani sira maliyeti de yiiksek olabilmektedir. Bazi hiicre
cesitleri klonal biiylime gostermedikleri icin kiiltiir ortamlarinda kisa bir siirede
canliliklarimi kaybedebilirler. Bu hiicre kiiltiirlerinin kronik toksisite c¢alismalarinda
kullanilmalar1 olanaksizlagir. Bazi hiicreler yavas ¢ogalmasinin yan sira kisa bir siirede
fenotipik degisiklikler gosterebilirler. Tek bir test ydntemi icin tek bir hiicre
kullanilmast, in vitro testlerin in vivo test sonuglarini dogru bir sekilde yansitmasini

zorlastirir.

Hiicre kiiltiiriinde canliligin tayin edilmesinde basvurulan sitotoksisite testlerinde,
membranlar1 bozulan hiicrelerin igerisine alinan naftalin siyahi, tripan mavisi veya
eritrosin gibi boya ve zar biitlinliigli bozulmamis saglam hiicrelerin icerisine alinan
diasetil florasan, noétral kirmizi gibi boyalar kullanilarak morfolojik olarak

goriintiilenebilir (Tuncer ve Demirci 2011, Niles ve ark. 2007).
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2.9. Tez Calismasinda Kullanilan Hiicre Soylar:

A549 Hiicre Soyu: ilk kez 1972 yilinda Giard ve ark. tarafindan elde edilen bu hiicre
soyu, adenokarsinomik insan alveolar bazal epitelyal hiicreleri olup, p53 pozitif
epitelyal karakterli hiicrelerdir. Kanserli akciger doku kiiltiirii Kafkasyali 58 yasinda
olan bir erkek bireyden alinmistir (Giard ve ark. 1973). A549 hiicreleri tek tabakali,
yapiskan ve kiiltiir flasklarinda cogaltilabilmektedir (O’Brien ve ark. 1987). A549
hiicreleri elektrolitlerin ve suyun akciger alveollerinden gegmesine izin vermektedir.
Yiksek seviyede lesitin ve doymus yag asidi sentezlemesinden dolayi, zar
fosfolipidlerinin korunmasini1 saglamaktadir. Bodylece hiicre direng kazanmaktadir.

(Giard ve ark. 1973).

H1299 Hiicre soyu: Lenf diiglimiinden tiiretilen insan kii¢lik hiicreli dis1 bir akciger
karsinomu hiicre dizisi olan H1299 hiicre soyu arastirmalarinda ¢ok siklikla
kullanilirken, bu hiicre soyu NCI-H1299 veya CRL-5803 olarak da bilinir. H1299 hiicre
soyu p53 geni bulundurmamalar1 sebebiyle A549 kanser hiicrelerinden farklilik gosterir
(Anonim 1996, Anonim 2009). A549 ve H1299 akciger hiicre soylar1 sekil 2.11.°de

verilmigtir.

AS549

Sekil 2.11. Deneyde kullanilan A549 ve H1299 akciger kanseri hiicre soylarinin faz
kontrast goriintiileri (Anonim 2019).
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3. MATERYAL ve YONTEM
3.1. Materyal

3.1.1. Kimyasal maddeler

-Benzofuran siibstitiie kalkon tiirevleri, Firat Universitesi Fen Fakiiltesi Kimya Boliimii
-Fetal sigir serumu (FBS), Gibco

-Penisilin-Streptomisin Soliisyonu (10.000 U/ml penisilin, 10 mg/ml streptomisin),
Gibco

-Fosfat tuz tamponu (PBS), Gibco

-Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM), Gibco

-Roswell Park Memorial Institute Medium (RPMI), Gibco

-0.05% Tripsin-Etilen Diamin Tetraasetik Asit (Tripsin-EDTA), Gibco

-Dimetil siilfoksit (DMSO), Sigma

-Triton X-100, Sigma

-Adenozin 5'-trifosfat (ATP) Chemosensitivity Assay, Dcs Innovative Diagnostic
Systeme, Hamburg, Almanya

-Tripan mavisi (%0,5), Biological Industries

-Hoechst 33342 62249, Thermo Fisher Scientific, ABD

-Tris baz1 BioShop, Kanada

- Trikloroasetik asit , Sigma, ABD

-Siilforodamin B , Santa Cruz, ABD

-Asetik asit 100063, Merck, Almanya

3.1.2. Sarf malzemeler

-25 cm? ve 75 cm” lik flask, Sunub

-6 kuyulu plate, Sunub

-96 kuyulu flat plate, Sunub

-96 kuyulu beyaz pleyt 3917, Corning, ABD

-5 ml ve 10 ml hacimlerinde enjektorler, Set inject
-10 pl’lik pipet uglari, Expell

-100 pl’lik pipet uclar1, Expell

-200 ul’lik pipet uglart, Expell

-1000 pl’lik pipet uglari, Expell
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-10 ml hacimli serolojik pipet, Sunub

-25 ml hacimli serolojik pipet, Sunub

-Steril tek kullanimlik filtreler (0,2 mikron ¢apinda), Non-pyrogenic
-Steril santrifiij tiipleri (15 ml), Sunub

-Steril santrifijj tiipleri (50 ml), Sunub

-Thoma lami, Marienfeld, Almanya

-Kriyovial, Sarstedt, Almanya

-2 ml’lik cam pastor pipetler, ISOLAB, Almanya

3.1.3. Cihazlar

-Spektrofotometre EL800UV, BioTeK, USA

-Saf su cihazi Direct-Q® 3 UV, Merck, Almanya
-Hassas terazi, SHIMADZU AUW?220D

-Luminometre (FL.800 Mikroplate Floresans Okuyucu)
-CO;, inkiibatorii, Panasonic, Japonya

-Buharli sterilizator (Otoklav), Niive OT4060, Tiirkiye
-Steril kabin, ESCO, Singapur

-Multipipet cihazi, Multipette eppendorf, Hamburg, Almanya
-Inverted mikroskop, EUROMEX, Hollanda

-Aspirator, Rocker 300, Tayvan

-Kuru hava sterilizatorii, Elektro-mag M 420, Tiirkiye
-Santrifiij, NF 800R, Tiirkiye

-10 pl, 100 ul ve 1000 pl’lik pipet seti, Orange Scientific
-0,5-5 ml pipet, Brand

-10 ml pipet, Eppendorf

-5-50 ul Transferpipet, Thermo Scientific

-Pipet boy, ISO fill

-20-200 pl Transferpipet, Brand, Almanya
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3.2. Yontem

3.2.1. Benzofuran siibstitiie kalkon tiirevlerinin (Kompleks 1 ve Kompleks 2
bilesikleri) hazirlanmasi

Benzofuran siibstitiie kalkon tiirevleri olan Kompleks 1 ve Kompleks 2 kimyasallarinin
stok ¢ozeltileri 25 mM olacak sekilde DMSO ile ¢oziilmeleri saglandi. Daha sonra
¢ozlinmiis benzofuran siibstitiie kalkon tiirevleri 0,5 ml’lik tiiplere 25’er pl olmak tizere

alikotlanarak -20 °C’de muhafaza edildi. Gerekli seyreltmeler besiyeri ile yapilmustir.

3.3. Hiucre Kiiltiira

A549 ve H1299 insan akciger kanseri hiicre soylar kriyovialler igerisinde -80°C’de ki

dolaplarda muhafaza edildi.

3.3.1. Hiicre soylarimin stoktan ¢ikartilmasi

A549 ve H1299 hiicre soylarin1 prolifere edebilmek amaci ile -80 °C de saklanan
kriyovialler igerisinde ki hiicre soylar1 sicak su banyosunda hizli bir sekilde ¢o6ziildii.
A549 ve H1299 hiicre siispansiyonlart %1 penisilin-streptomisin, %10 FBS ve %1 L-
glutamin iceren 5 ml RPMI (“Roswell Park Memorial Institute Medium’’) besiyeri
icerisine alindiktan sonra, falkon tiip icerisinde 800 rpm’de 5 dk boyunca santrifiij
edildikten sonra supernatant kismi aspire edildi. Daha sonra hiicre peleti tlizerine 1 ml
besiyeri eklenerek hiicrelerin siispansiyon haline gelmesi saglandi. Hiicre siispansiyonu,
4 ml besiyeri igeren 25 cm?’lik flasklara alinarak %5 CO, iceren, 37 °C’lik ortamda
inkiibe edildi.

3.3.2. Hiicre soylarinin pasajlanmasi

Deneylerde kullanilan hiicre soylari, flask yiizeyini %80-90 oraninda kapladiklarinda

yani konfulent olduklarinda flask icerisinde bulunan besiyeri aspire edildi. Hiicrelerin

iyice serumdan arindirilmasi igin, 25 sz’lik flask igerisine 2 ml 1X Fosfat Tuz Tampon
Cozeltisi (PBS) (Gibco) ilave edilerek hiicre yiizeylerinin nazik¢e yikanmasi saglandi ve
PBS ortamdan aspire edildi. Aspirasyon isleminden sonra flask yiizeyine yapismis olan
hiicrelerin yilizeyden uzaklastirilmasi i¢in 0,5 ml %0,05 Tripsin-EDTA (Gibco)
soliisyonu kullanild1. Hiicreler daha sonra 37 °C ve %5 CO;’li 6zel sartlarda 4-5 dk
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inkiibasyona birakildi. Mikroskop ile hiicrelerin flask yiizeyinden ayrilip ayrilmadig
kontrol edildi. Hiicrelerin tamami yilizeyden ayrildiktan sonra, tripsin oraninin inhibe
edilebilmesi amaciyla en az iki kati kadar besiyeri eklendi. Hicreleri yiizeyden
ayirdiktan sonra hiicre membranlarinin Tripsin-EDTA’dan zarar gérmelerinin Oniine

gecilmis oldu.

Flask igerisindeki hiicre slispansiyonu, icerisinde besiyeri bulunan (falkondaki toplam
hacim tripsinin 10 kat1 olmali) 15 ml’lik falkon tiip igerisine alinarak 800 rpm’de 5 dk
santrifiij edildi ve daha sonra siipernatant aspire edildi. Hiicre peleti 1 ml hiicre
besiyerinde ¢oziindiikten sonra 9 ml besiyeri eklendi ve 10 ml’lik hiicre siispansiyonu
75 cm?lik flasklara almarak 37 °C’de, %5 CO, iceren ortamda inkiibasyona birakildi.
Hiicre pasajlama yontemiyle hiicreler istenilen sayiya ulasana kadar, hiicrelerin

proliferasyonu saglandi.

3.3.3. Hiicre soylarimin stoklanmasi

Deneyde kullanilan hiicreler flask yiizeyini kapladiginda flask igerisindeki besiyeri
aspirasyon islemi ile ortamdan uzaklastirildi. Hiicreler 1X PBS ile hafifce yikandiktan
sonra PBS aspire edilerek ortamdan uzaklastirildi. Hiicrelerin flask yiizeyinden
ayrilmalar1 i¢in %0,05 Tripsin-EDTA (Gibco) ilave edildi. Hiicreler 37 °C ve %5 CO;’li
ortamda 5 dk boyunca inkiibasyona birakildi. Mikroskop altinda kontrol edilen flaskta
hiicrelerin ylizeyden ayrildigi gozlenince, flaska tripsin oranini inhibe edilebilmesi
amac ile yaklagik iki kati besiyeri eklendi. Flask igerisindeki hiicre siispansiyonu,
besiyeri iceren 15 ml’lik falkon tiip igerisine alindi. Ardindan falkon tiip 800 rpm’de 5
dk boyunca santrifiij edildikten sonra siipernatant kismi aspire edildi. Pelet tizerine her
kriyovial i¢in karanlik ortamda 1,5 ml dondurucu medium (5 ml DMSO + 5 ml FBS +
40 ml DMEM) eklenerek hiicre siispansiyonu kriyovialler igerisine alinarak -80 °C’e
kaldirildi.

3.3.4. Kullanilan besiyerinin hazirlanmasi

A549 ve H1299 akciger hiicre soylari i¢in kullanilan besiyeri ortami i¢in %10 Fetal
Bovine Serum (Hyclone USA), %1 Penisilin-Streptomisin Soliisyonu (10.000 U/ml
penisilin, 10 mg/ml streptomisin, Gibco) ve %1 L-glutamin (Gibco) igeren RPMI 1640
(Hyclone USA) besiyeri soliisyonu kullanildi.
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3.3.5. Hemositometre ile hiicrelerin sayim

Hiicre sayimi i¢in, tripsinizasyon isleminden sonra elde edilen hiicre siispansiyonundan
10 ul 0,5 ml’lik tiipe alinarak lizerine esit miktarda %0,5 tripan mavisi (Biological
Industries) eklenerek boya ile hiicre siispansiyonunun iyice karismasi saglandi.
Hemositometre distile su ile iyice temizlendi. Karisimdan 10 pl thoma lamina alinarak
mikroskopta bes alanda hiicre sayim1 gergeklestirildi. Bulunan say1 sulandirma katsayisi

ile carpilarak 1 ml besiyeri icerisindeki hiicre sayist hesaplandi.

3.4. SRB (Sulforhodamine B) Canlihk Metodu

Sulforhodamine B metodu, triklorik asetik asit (TCA) ile fikse edilmis aminoasitlere
SRB boyasinin (Sekil 3.1.) zayif asidik ortam sartlarinda baglandiktan sonra zayif bazik
kosullarda ayrigsmasi ile meydana gelen pembe rengin absorbansinin 560 ve 580 nm’de
Olglilmesine dayanan kolorimetrik bir hiicre canlilik tayin testidir (Houghton ve ark.
2007).

Bu yontem, Amerika’da referans merkez olarak kabul edilen Ulusal Kanser
Enstitiistiniin (“National Cancer Institute”, NCI) de ¢alistigi bir metod oldugundan

dolay1 anti-kanser ila¢ ¢alismalarinda siklikla tercih edilmektedir.

Sekil 3.1. Sulforhodamine B’nin kimyasal yapis1 (Polat ve ark. 2011).

SRB testi i¢in, Kompleks 1 ve Kompleks 2, 1,56-100 uM konsantrasyonlarindaki doz
araliklarin da 3 tekrarli ve 100 ul olacak sekilde 96 kuyulu hiicre kiiltiir kaplarina
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uygulandi. A549, H1299 ve BEAS-2B hiicreleri sayilarak 100 pl besiyeri igerisinde
5x10° h/kuyu olacak sekilde kuyulara eklendi. Daha sonra hiicreler, 24, 48 ve 72 saat 37
°C, %5 CO,’li ortamda inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresi sonunda, 96-kuyulu
pleytin her bir kuyusuna (son hacim 200 pl iken) 50 pl %50’lik TCA (w/v) eklendi ve
+4° C’de 1 saat fikse (sabitlenme) edildi. Sonrasinda, 96-kuyulu pleyt 5 kez distile su ile
yikand1 ve pleytin kurumasi beklendi. Pleyt kuruduktan sonra her bir kuyuya 50 ul SRB
(%1 asetik asit v/v igerisinde %0,4 olacak sekilde hazirlandi) boyasi eklendi ve yarim
saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda 96 kuyulu pleyt 5 kez %1 asetik asitle
(v/v) ile yikandi. Hiicrelere baglanan boyay1 ¢ozmek amaciyla 96-kuyulu pleytin her bir
kuyusuna 100 pl, 10 mM Tris Bazi ilave edildi ve 564 nm’de absorbans okumasi

yapildi.

3.5. ATP (adenozin trifosfat) Canliik Metodu

ATP (Adenozin trifosfat) biyolojik sistemlerde enerji kaynagi olarak islev yapan bir
molekiidiir. Metabolik olarak biitiin canli hiicrelerde bulunur (Crouch ve ark. 1993).
Hiicre 6liimiiniin ger¢eklesmesinden itibaren, hiicre ATP sentez kabiliyetini kaybeder ve
endojen ATPazlar var olan ATP’yi hizli bir bigimde yikima ugratirlar. Bundan dolay1
intraselliiler ATP igerigi, hiicre canliliginin ana gostergesi olarak belirtilmis ve canlilik
belirleme yontemleri arasinda kendiSine yer bulmustur. ATP biyoliiminesans metodu,
multipleytlerde yapilan canlilik testleri arasinda en hassas, hizli ve giivenilir yontem
olarak bilinmektedir (Lomakina ve ark. 2015, Riss ve ark. 2006). ATP biyoliiminesans
metodu prensip olarak, ates boceklerinde goriilen biyoliiminesans tepkimesinin taklit
edilmesine dayanir. Lusiferaz ile lusiferaz enziminin substrati olan lusiferin, bu metotta
belirte¢ olarak kullanilir ve hiicrelerde bulunan ATP vasitasiyla liiminesans olusumu
elde edilir (Fan ve Wood 2007, Riss ve Moravec 2006). Monomerik bir enzim olan

lusiferaz 61 kDa agirligindadir. Lusiferin ve ATP’yi birbirine baglayan lusiferaz enzimi,

lusiferil-AMP ara firlinlinin meydana gelmesini saglar. Mg+2 iyonlar1 varliginda
lusiferil-AMP ara {irlinii, oksijen ile tepkimeye girer ve oksitlenirek eksite enerji
seviyesinde ki oksilusiferin bilesigine doniisiir (Sekil 3.2.). Oksilusiferin ise kararli
enerji diizeyine ulastiginda fazla olan enerjisini foton olarak sagarak sar1 ve yesil renkte
151k meydana getirir. Bu 151k 560 nm dalga boyunda maksimum seviyede absorbans
gosterir (Fan ve Wood 2007, Lomakina ve ark. 2015).
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Sekil 3.2. ATP ve Mng2 iyonlar1 varliginda liisiferin substrati ile liisiferaz enziminin
oksiliisiferine katalizlenerek luminesans sinyal (1s1k) olusturmast (Anonim 2013).

ATP testi igin, Kompleks 1 ve Kompleks 2, 1,56-100 uM konsantrasyonlarinda 3
tekrarli ve 100 pl olacak sekilde 96 kuyulu hiicre kiiltlir kaplarina uygulandi. A549 ve
H1299 hiicreleri sayilarak 100 pl besiyeri igerisinde 5x10% hiicre olacak sekilde
kuyulara ilave edildi. Hiicreler daha sonra, 48 ve 72 saat 37 °C, %5 COy’li ortamda

inkiibasyona birakildi. Negatif kontrol (maksimum canlilik, tedavi edilmemis hiicre
kontrolii) i¢in 200 pl besiyeri igerisine 510 hiicre ekildi. Inkiibasyonun ardindan her

kuyudan 150 pl atilarak kuyulara 50 pl “5X hiicre lizis tamponu” eklendi ve hiicre
icerisindeki ATP’nin hiicre disina ¢ikmasi saglandi. Oda sicaklifinda 20 dakikalik
bekleme siiresi sonunda, kuyu igerisindeki karisimdan 50 pl alinarak, beyaz renkli 96-
kuyulu pleytlere aktarildi. Aktarilan hacmin tizerine, 50 pl lusiferin-lusiferaz karigimi
pipetlendi. Ardindan luminometre cihazinda biyoluminesans 6l¢iimii yapildi. Bu sekilde
benzofuran siibstitiie kalkon tiirevleri ile muamele edilen ile edilmeyen hiicrelerin
degerleri baz alinarak sitotoksik/sitostatik etkileri hakkinda bilgi edinildi.

% Canlilik asagidaki formiile gore hesaplanda:

(%) Canlilik hesabr = [100 x (Bilesik ile tedavi edilen hiicre absorbansi — kor

ortalama)/ (Kontrol hiicre absorbansi — kor ortalama)] olarak hesaplanmaktadir.
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3.6. Hoechst 33342, Propidiyum Iyodiir (PI) ile ikili Boyama Yéntemi

DNA’ya baglanabilme yetenegine sahip olan floresan boyalar sayesinde hiicrenin
kromatini dolayis1 ile ¢ekirdegi (niikleusu) goriiniir hale gelir. DNA'ya baglanabilen
Hoechst 33342, hiicre membranindan niifuz edebilen bir boyadir. Canli veya oli
(apoptotik/ nekrotik) hiicrelerin niikeuslarin1 boyamak amaciyla kullanilir. Hoechst
boyama metodu, kimyasal ajanlarla muamele edilmis hiicrelerin 6liim sekilleri hakkinda
niikleus morfolojisine bakilarak fikir sahibi olunmasina olanak sunmaktadir. Apoptotik
hiicrelerde; niikleusun normal hiicrelere nazaran daha kii¢iik olmasi beklenirken,
nekrotik hiicrelerde ise niikleusun normal hiicrelere oranla daha biiyiik olmasi ayrica
daha az boya almasi beklenir. PI yalnizca hasarli hiicre zarlarindan gegebilen, gec
apoptotik/sekonder nekrotik ya da primer nekrotik olan biitiin 6li hiicreleri boyayabilme
Ozelligine sahip bir floresan niikleik asit boyasidir. Primer nekrozis (hiicre hacminin
artmas1 ancak fragmente veya piknotik c¢ekirdeklerin gézlenmemesi) toksik kosullar
(hipertermi, iskemi, hipoksi gibi) altinda meydana gelen klasik bir 6lim sekliyken,
sekonder nekrozis ise apoptozisin geg¢ sathasidir ve piknotik niikleus ile karakterizedir.
Apoptozise giden hiicrelerin hiicre kiiltiirii ortaminda membranlar1 saglam (erken
apoptoziste) olmasina karsin daha sonra ki donemlerde geg apoptozis/sekonder nekrozis
gelismesiyle hiicrelerin  membran biitiinlikkleri bozulmaktadir. Sekonder nekroz
meydana gelene kadar hiicreler PI gibi non-vital boyalar ile boyanacak olurlarsa
apoptozis baslamis olsa bile membran intakt oldugu i¢in bu boyalarla boyanamazlar.
Yani Hoechst pozitif ve PI negatif boyanmaktadir. Sekonder nekroz meydana geldikten
sonra ise hiicreler membran bitiinliklerini kaybederler ve non-vital boyalar ile
boyanmaya baslarlar, dolayisiyla da PI pozitif ve Hoechst pozitif boyanmaktadirlar
(Ulukaya ve ark. 2011).

Ikili boyama metodu igin; A549 ve H1299 hiicre soylar1 sayilarak 96 kuyulu hiicre
kiiltiir kaplarinda 100 pl igerisinde 5x10° hiicre olacak sekilde (3 tekrarli) ekim yapildi
ve 1,56-100 uM benzofuran siibstitiie kalkon tiirevleri 100 ul igerisinde olacak sekilde
kuyulara ilave edildi. Negatif kontrol (kér) kuyularina 100 pl taze besiyeri eklendi.
Hiicreler daha sonra 48 ve 72 saat boyunca 37 °C’de %5 CO2’li ortamda inkiibasyona
birakildi. Benzofuran siibstitiie kalkon tiirevlerinin uygulanmasini takiben, kuyulardan
besiyeri uzaklastirildi ve hiicrelerin {izerine PBS igerisinde konsantrasyonlart 1 mg/ml

PI, 5 mg/ml Hoechst 33342 olacak sekilde hazirlanan ikili boyama ¢ozeltisinden 30ul
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pipetlenerek, karanlikta 20 dakika boyunca 37 °C’de inkiibasyona birakildi. Siireg
sonunda bilesiklerin hiicrelerde neden oldugu 6lim sekli floresan mikroskop altinda

incelenerek degerlendirilmeler de bulunuldu.

3.7. Yara lyilesmesi

Yara iyilesmesi metodu igin, A549 ve H1299 akciger hiicre soylart her bir kuyucukta
5x10° hiicre olacak sekilde 6 kuyulu pleytlere (2 tekrarli) ekildi. Ertesi giin %90 doluluk
oranina ulasan kuyularda, bir yatay ve bir dikey olacak sekilde 10 pl mikropipet ucu ile
yaralar olusturuldu. Yara olusturulurken yiizeyden kalkan hiicreler, 1X PBS ile
ortamdan uzaklastirildi. Kontrol grubuna hiicre soylarina uyumlu olarak besiyerleri 1ml
eklenirken, A549 hiicreleri igin Kompleksler 25 ve 50 uM dozlarinda pipetlenirken
H1299 hiicreleri igin 12,5 ve 25 puM dozlarinda pipetlendi. Hemen ardindan, yara
olusturulmus hiicrelerin 0. saat goriintiileri invert mikroskop altinda gekilerek, pleytt
37°C’de %5’lik CO.’li inkiibatdre kaldirildi. Yara iyilesmesinin takibi 0, 5, 10, 15. ve

20. saatlerde hiicre goriintiileri invert mikroskop altinda alinarak yapildi.

3.8. istatistiksel Analiz

Calismamizda istatistiksel analiz sonuglarinin timii GraphPad Prism 6 bilgisayar
programi kullanilarak yapilmistir. Yiizde (%) canlilik degerleri ise tek yonli varyans
analizi (ANOVA) kullanilarak hesaplanirken, en az 2 tekrarli yapilan analizlerin
sonuglar1 ortalama ve standart sapmayla birlikte verilmistir. Istatistiksel analizde
anlamli veriler p<0,05, p<0,01 ve p<0,001 degerlerine gore belirlenirken, ICg, ve 1C;q

degerleri ise Microsoft Excel yazilimi kullanilarak hesaplanmustir.
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4. BULGULAR

4.1. SRB Canhlilik Testi Bulgular:

Kompleks 1 ve Kompleks 2’nin doz ve zamana baglh olarak sitotoksik aktivitesini insan
akciger kanseri hiicre soylarinda (A549, H1299) ve saglikli insan akciger hiicre soyunda
(BEAS-2B) belirleyebilmek amaci ile SRB canlilik testi uygulanmistir. A549 ve H1299
hiicre soylarina 24, 48 ve 72 saat boyunca Kompleks 1 ve Kompleks 2 uygulanirken,
BEAS-2B hiicre soyuna ise 24 ve 48 saat siiresince Kompleks 1 ve Kompleks 2
uygulanda.

BEAS-2B saglikli akciger hiicrelerine uygulanan Kompleks 1 ve Kompleks 2’nin
canlilik yiizdeleri Sekil 4.1.’de verilmistir. Kompleks 1’in 24 saatte hiicre canliligi
tizerine herhangi bir etkisinin olmadigi gézlenirken, 48 saatte ise sadece 50 ve 100 uM
dozlarinda (yiiksek konsantrasyonlarda) istatistiksel olarak hiicre canliliginda kontrole
gore anlamli bir azalma goézlendi (p<0,001, Sekil 4.1.). Kompleks 2 de 24 saatte 50 ve
100 puM dozlarinda hiicre canliliginda azalmalar gozlenirken, 48 saate ise 25, 50 ve 100
uM dozlarinda azalma gozlenmis ancak bu azalmalarin %350’nin altina diismedigi

belirlenmistir (p<0,001, Sekil 4.1.).
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Sekil 4.1. Benzofuran siibstitiie kalkon tiirevileri (Kompleks 1 ve Kompleks 2) ile
muamele edilen BEAS-2B hiicresinin 24 ve 48 saat sonrasi SRB testine gore ylizde
canlilik grafikleri. Her bir veri noktast 3 bagimsiz kuyunun ortalamasini gostermektedir.
***Ayn1 doz i¢inde hiicre soylar1 karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamliligt

(p<0,001) ifade etmektedir.

Kompleks 1’in A549 hiicreleri lizerine etkisi degerlendirildiginde; 24 saatte 1,56 uM ve
tizerindeki dozlarda, 48 ve 72. saatlerinde ise 25 uM ve iizerindeki dozlardan itibaren
istatistiksel olarak hiicre canlilifinda kontrole gore anlamli bir azalmaya neden oldugu
saptanmustir (p<0,001, Sekil 4.2.). Kompleks 1’in 24 saatte uygulanan tiim dozlarda

hiicre canliligin1 %20 inhibe ettigi belirlendi. 48 saat sonrasinda ise Kompleks 1’in
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sitotoksik aktivitesinin arttigi ve 25 uM ve iizeri dozlarda hiicre canliligini %50’nin
altina distirdiigli gozlendi. Uygulama siiresi uzadiginda Kompleks 1’in 72 saat
sonrasinda ¢ok daha etkili oldugu ve 50 ve 100 uM konsantrasyonlarmda hiicre

canliligin1 sirastyla %85 ve %80 inhibe ettigi gozlendi.

H1299 hiicrelerinde Kompleks 1’in 24 saatte 1,56 uM ve tizerindeki dozlarda, 48 ve 72
saatlerinde ise 6,25 uM dozundan itibaren hiicre canliliklarinda kontrole gore
istatistiksel olarak anlamli azalmalara sebep oldugu gozlenmistir (p<0,001, Sekil 4.2.).
Kompleks 1’in 48 saat sonunda 25 uM dozundan itibaren hiicre canliligini %40’1n
altima diisiirdiigli 72 saat sonunda ise 25, 50, 100 uM dozlarinda sirastyla hiicre
canliligint %70, %75 ve %80 inhibe ettigi gézlendi. Bu sonuclar Kompleks 1’in A549
ve H1299 akciger hiicrelerinde zamana ve doza bagl olarak hiicre canliligini azalttigini
gostermektedir (Sekil 4.2.).
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Sekil 4.2. Kompleks 1 ile muamele edilen A549 ve H1299 hiicre soylarinin 24, 48 ve 72

saat sonrast SRB testine gore yiizde canlilik
kuyunun ortalamasin1  gostermektedir.
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlaml
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Kompleks 2’nin, A549 hiicre soyu tizerindeki etkisi degerlendirildiginde; 24 saatte 1,56
uM ve iizeri dozlarinda, 48 ve 72 saatlerinde ise 25 pM ve iizerindeki dozlarda
istatistiksel olarak hiicre canliliginda kontrole gére anlamli azalmalar saptandi (p<0,001,
Sekil 4.3.). Kompleks 2’nin 24 saat sonunda 25 pM dozunda hiicrelerin %20’sini inhibe
ettigi gozlendi. 48 saat sonunda 50 puM dozunda hiicre canliligini %55 azalttigi
saptanirken 72 saat sonunda 50 ve 100 uM dozlarinda sirasiyla yaklasik %60 ve %80

kadarin1 inhibe ettigi gozlendi.

H1299 hiicrelerinde ise Kompleks 2’ nin 24 saatte 25 uM ve tizerindeki dozlarda, 48 ve
72 saatlerinde ise 12,5 uM doz ve itizerindeki dozlarda istatistiksel olarak hiicre
canliliginda kontrole oranla anlamli azalmalar gézlendi (p<0,001, Sekil 4.3.).

Alinan bu sonuglara gére Kompleks 2’ nin A549 ve H1299 akciger hiicrelerinde zamana
ve doza bagl olarak hiicre canliligini 6nemli bir sekilde azaltigi goriilmiistiir (Sekil
4.3.).

46



A549 Kompleks 2 H1299
100 - T 150 -
\Q
% £
v 0 24 Saat
0 156 312 625 125 26 60 100 0 156 312 625 125 25 50 100
Doz pM Doz pM
150 - 150 -
©
: 100 4 SE
% - ik %
48 Saat
50- |
v 0
— -
0- i
0 156 312 625 125 25 50 100 0 156 312 625 125 25 50 100
Doz pM Doz pM
150 - 150 -
£ e
S ik
% 1004 T | ik = 400+
O 50 % 501 72 Saat
@]
0 .
0 156 312 625 125 25 50 100 0 156 312 625 125 25 50 100
Doz pM Doz pM

Sekil 4.3. Kompleks 2 ile muamele edilen A549 ve H1299 hiicre soylarinin 24, 48 ve 72
saat sonrasi SRB testine gore yiizde canlilik grafikleri. Her bir veri noktast 3 bagimsiz
kuyunun ortalamasin1  gostermektedir. ***Ayn1  doz icinde hiicre soylar
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamlilig1 (p<0.001) ifade etmektedir.

SRB canlilik test sonuglarina gére hesaplanan 1Csy ve 1C7o (ICso: Hiicrelerin %50’sini
oldiiren doz, ICy: Hiicrelerin %70’ini 6ldiiren doz) degerleri sitotoksik verilerin
degerlendirilmesinde 6nemli olan parametrelerdendir. 1Csy degeri kontrol hiicrelerine
kiyasla kompleksler ile hiicrelerin %50’sini 6ldiiren konsantrasyonken, 1C7q ise kontrol
hiicrelerine kiyasla kompleksler ile hiicrelerin %70’sini 6ldiiren konsantrasyon

degerlerini hesaplamak i¢in kullanildi.
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Konsantrasyon ve zamana bagli olarak Kompleks 1 ve 2’nin, akciger (A549, H1299 ve
BEAS-2B) hiicre soylarinda ki etkisi hesaplanan 1Csy ve 1C;q degerleri Cizelge 4.1°de

verilmistir.

ICs0 degerleri incelendiginde, en diisiik ICsg degeri Kompleks 1 i¢in H1299 hiicrelerinde
gozlenmistir. H1299 icin 1Csq degerleri 24, 48 ve 72 saat i¢in sirasi ile 84,04 uM, 21,11
uM ve 14,45 uM olarak gozlenirken ayni zaman siirelerinde A549 i¢in bu degerler
86,52 uM, 27,66 uM ve 17,07 uM olarak hesaplanmistir (Cizelge 4.1.).

Kompleks 2’in ICs degerleri incelendiginde ise en disiik 1Csp degeri 24 saat icin A549
hiicre soyunda 83,44 uM olarak gozlenirken ayni1 siirede H1299 i¢in bu deger 87,01 uM
olarak hesaplanmistir. Ancak 48 ve 72 saatler de ise H199 hiicreleri {izerinde daha
etlikili oldugu gbzlenmistir. 48 ve 72 saat i¢in ICsq degerleri H1299 hiicreleri igin 21,87
ve 15,26 uM olarak saptanirken, ayni siirelerde A549 hiicreleri i¢in bu degerler 43,23 ve
23,44 uM olarak hesapland:1 (Cizelge 4.1.). 1Cq degerleri incelendiginde, Kompleks 1
icin (A549) 24, 48 ve 72 saat igin sirast ile 40,20 uM, 17,05 uM ve 10,83 uM olarak
gozlenirken ayni zaman siirelerinde H1299 i¢in bu degerler 49,5 pM, 12,81 uM ve
10,09 uM olarak hesaplanmigtir (Cizelge 4.1.). Kompleks 2 icin 1Cs degerleri
incelendiginde ise A549 hiicre soyunda 48 ve 72 saat i¢in 21,88 ve 11,23 uM olarak
gozlenirken, ayn1 stirede H1299 i¢in bu deger 12,99 ve 5,67 uM olarak hesaplanmistir
(Cizelge 4.1.).

Cizelge 4.1. BEAS-2B, A549 ve H1299 hiicre soylariin SRB canlilik testine gore
hesaplanan 1Csy ve I1C7q degerleri.

A Kompleks 1 B Kompleks 2
Doz (uM) AS49 H1299 BEAS-2B Doz (uv)  AS49 H1299 BEAS-2B
ICs5 86,529 uM 84,046 uM >100 pM ICs5 83,446 uM 87,019uM  >100 uM 24 Saat
A549 H1299 BEAS-2B A549 H1299 BEAS-2B
ICsy 27,665 uM 21,112 M 64,93 uM ICs, 43,235 pM 21,875 pM 64,93 uM 48 Saat
A549 H1299 BEAS-2B A549 H1299 BEAS-2B
ICs, 17,077 pM 14,453 yM ICss 23,445 pM 15,267 uM 72 Saat
IC5 40,207 uM 49,5 uM >100 pm IC5 17,672 pM 56,492 uM  >100 pM 24 Saat
1Cre 17,055 uM 12,810 pM 36,17 pMm IG5 21,884 uM 12,998 uM 39,18 uM 48 Saat
ICyo 10,833 pM 10,091 pM IC;y 11,230 pM 5,670 pM 72 Saat
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4.2. ATP Canlihik Testi Bulgular:

Kompleks 1 ve Kompleks 2’nin doz ve zamana bagli olarak A549 ve H1299 hiicre
soylar tizerindeki sitotoksik etkisini belirlemek i¢cin SRB’den farkli olarak daha hassas
olan ATP canlilik testi de uygulandi. A549 ve H1299 hiicre soylarina 48 ve 72 saat ile
Kompleks 1 ve Kompleks 2 uygulandiginda alinan sonuglar Sekil 4.4. ve Sekil 4.5.” te

verildi.

Kompleks 1’in A549 akciger kanseri tizerine olan etkisi degerlendirildiginde, 48 saatte
1,56 uM ve daha {iist dozlarinda; 72 saatte ise 6,25 uM ve lizerindeki dozlarinda
istatistiksel olarak hiicre canliliginda kontrole gore anlamli bir azalma go6zlendi
(p<0,001, Sekil 4.4.). Kompleks 1, 48 saat sonunda 50 ve 100 uM dozlarinda hiicrelerin
%50, %80; 72 saat sonunda ise %70, %85’ini inhibe ettigi goézlendi. H1299
hiicrelerinde ise 48 ve 72 saatlerinde 6,25 uM ve iizerinde ki dozlarda hiicre canliligini
kontrole gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azalttigi belirlendi (p<0,001, Sekil
4.4.). Kompleks 1, 48 saat sonunda 50 ve 100 uM dozlarinda hiicrelerin %50, %75; 72

saat sonunda ayni dozlarda ise sirasiyla %70, %90°1n1 inhibe ettigi gozlendi.
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Sekil 4.4. Kompleks 1 ile 48 ve 72 saaat siireyle muamele edilen A549 ve H1299 hiicre
soylarinin ATP canlilik testi sonucuna gore yiizde canlilik grafikleri. Her bir veri
noktas1 3 bagimsiz deneyin ortalamasini temsil etmektedir. ***Ayn1 zaman periyodu
icinde kontrole gore farkli dozlar karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamlilig

(p<0,001) ifade etmektedir.

Kompleks 2°nin A549 akciger kanseri tizerinde ki etkisi degerlendirildiginde, 48 ve 72

saatlik uygulamalar sonrasinda 6,25 uM ve lizerindeki dozlarda istatistiksel olarak hiicre

canliliginda kontrole oranla anlamli bir azalma oldugu goézlendi (p<0,001, Sekil 4.5.).

Kompleks 2, 48 saat sonunda 50 ve 100 uM dozlarinda hiicrelerin yaklasik olarak %70,

%25; 72 saat sonunda ise %80, %90 inhibe ettigi gdzlendi.
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H1299 hiicrelerinde ise, Kompleks 2’nin hiicre canliligini 48 saatte 6,25 pM dozlarinda;
72 saatte ise 1,56 uM ve tizerindeki dozlarda istatistiksel olarak kontrole gore anlamli
bir oranda hiicre canliliginin inhibe oldugu saptandi (p<0,001, Sekil 4.5.). Kompleks 2,
48 saat sonunda 50 ve 100 uM dozlarinda hiicrelerin yaklagik olarak %70, %80, 72 saat

sonunda ise %80, %90’m1 inhibe ettigi gdzlendi.
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Sekil 4.5. Kompleks 2 ile 48 ve 72 saaat siireyle muamele edilen A549 ve H1299 hiicre
soylarinin ATP canlilik testi sonucuna gore yiizde canlilik grafikleri. Her bir veri
noktast 3 bagimsiz deneyin ortalamasini temsil etmektedir. ***Ayni zaman periyodu
icinde kontrole gore farkli dozlar karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamliligi
(p<0,001) ifade etmektedir.
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ATP canlilik testi sonuglarina dayanarak sitotoksik verilerin degerlendirilmesinde 1Csg
ve ICyo degerleri hesaplandi ve Cizelge 4.2.”de doza ve zamana bagl olarak Kompleks 1
ve Kompleks 2’nin akciger kanseri (A549 ve H1299) hiicre soylari iizerindeki degerleri

gosterilmistir.

ICso degerleri incelendiginde, en diigiik ICso degeri Kompleks 1 i¢in 48 saatte 19,33 uM
ve 72 saatte ise 11,59 puM olarak H1299 hiicre soyunda goézlenirken, A549 hiicre
soyunda ise 48 ve 72 saat sonunda bu degerler sirasiyla 19,65 uM ve 13,21 uM olarak
hesapland1 (Cizelge 4.2.).

Kompleks 2 i¢in ICsy degerleri hesaplandiginda, 48 saatte en diisiik ICsg degeri H1299
hiicre soyunda 17,60 uM iken 72 saatte ise bu deger 12,36 uM oldugu hesaplanmustir.
A549 hiicre soyu i¢in ise 48 ve 72 saat ICsg degerleri sirasi ile 18,08 uM ve 14,19 uM
olarak hesaplanmistir (Cizelge 4.2.). Kompleks 1 ve Kompleks 2 ajanlarinin H1299
hiicre soyu lizerinde SRB’de oldugu gibi A549 hiicre soyuna oranla daha etkili oldugu
belirlendi.

Cizelge 4.2. A549 ve H1299 hiicre soylarinin ATP canlilik metoduna gore hesaplanan
ICs0 ve 1C7o degerleri.

Kompleks 1 Kompleks 2
e e s
I, 19656pM 19.3350M Ic,  18.086pM 17605 M 48 Saat
I
I,  13217pM 11,399 nM 6, 417 12362 M 72 Saat
I
16y 3626pM 10,698 M Ic, 4544 23400M  48Saat
I
Iy 69%4pM 4,648 pM G,  11,709pM s TSt
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Benzofuran siibstitiie kalkon tiirevleri olan Kompleks 1 ve Kompleks 2’nin doz ve
zamana bagli olarak sitotoksik etkisi insan akciger kanseri A549 ve H1299 hiicre
soylarinda SRB ve ATP canlilik testleri ile belirlenmis ve alinan sonuglar birbiri ile
Ortiigmiistiir. Ayrica alinan sonuglarda ATP verileri ile hesaplanan ICsy degerlerinin

SRB’den daha diisiik oldugu goriilmektedir.
3.3. Faz/Kontrast Mikroskop ile Morfolojik Goériintii Bulgular:

Benzofuran siibstitiie kalkon tiirevleri olan Kompleks 1 ve Kompleks 2 bilesiklerinin,
doz (1,56-100 pM) ve zamana (48 ve 72 saat) bagh olarak A549 ve H1299 hiicreleri
tizerinde yaptig1 morfolojik degisiklikler faz/kontrast mikroskop goriintiileri ¢ekilerek
degerlendirildi. 48 saatlik (Sekil 4.6.) ve 72 saatlik veriler (Sekil 4.7.) ile elde edilen
faz/kontrast mikroskop goriintiileri hiicrelerin kullanilan komplekslerin dozuna bagli
olarak flask zemininden ayrildigin1 gostermektedir. Bu durum ise hiicrelerin 6ldiigiine

isaret etmektedir.

Kalkon tiirevleri olan Kompleks 1 ve Kompleks 2’ye maruz kalan A549 ve H1299
hiicrelerinde 12,5-100 uM konsantrasyonlarinda, kiigiilme, tomurcuklanmalar (hiicresel
blebler), hiicre yuvarlaklagsmasi ve apoptotik cisimciklerin olusumu gibi morfolojik
degisimler ile birlikte hiicrelerin yiizer hale gelmesi hiicrelerin 6li  oldugunu
gostermektedir. Konsantrasyon arttik¢a hiicrelerin birbirinden ayrildigi, morfolojilerinin
kiiciildtigii ve hiicre sayilarmin azaldig1 gozlendi. Faz/kontrast mikroskop goriintiileri
Kompleks 1 ve Kompleks 2 benzofuran siibstitiie kalkon tlirevlerinin, A549 ve H1299
hiicre soylar iizerinde sitotoksik etki yaptigr morfolojik olarak da gozlemlendi (Sekil

4.6. ve Sekil 4.7.).
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A549 48 Saat H1299 48 Saat
Kompleks 1 Kompleks 2 Kompleks 1 Kompleks 2

Kontrol

12,51M

25 \ \
\
50\ \ /
' \
100 M \
N

Sekil 4.6. A549 ve H1299 hiicrelerinde Kompleks 1 ve Kompleks 2 ile 48 saatlik
muamele sonrasinda Ki faz/kontrast mikroskop goriintiileri. Oklar piknotik hiicreleri
gostermektedir.
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A549 72 Saat H1299 72 Saat
Kompleks 1 Kompleks 2 Kompleks 1 Kompleks 2

Kontrol

125M

2%

25uM
<3N
e
N
S0uM
ot [

v
d
d
o

Sekil 4.7. A549 ve H1299 hiicrelerinde Kompleks 1 ve Kompleks 2 ile 72 saatlik
muamele sonrasinda ki faz/kontrast mikroskop goriintiileri. Oklar piknotik hiicreleri
gostermektedir.

4.4. Hoechst 33342, Propidium Iyodiir (PI) ile ikili Boyama Y éntemi Bulgular:

Sitotoksisite sonuglarimizda Kompleks 1 ve Kompleks 2 bilesiklerinin hiicreler
tizerinde etkili oldugu belirlendikten sonra bu etkiden sorumlu olan mekanizmanin
aydinlatilmas1 amaciyla floresan boyama yontemi kullanildi. Bu yontemde kullanilan
Hoechst 33342 boyasi, dsDNA’ya baglandiginda mavi floresan goriintiisi meydana

getiren bir niikleik asit boyasidir. Pl ise yalnizca membran hasarli hiicrelere girebilen ve

55



bu sayede tiim Olii hiicreleri (ge¢ apoptotik/sekonder nekrotik ya da primer nekrotik)
boyayabilen kirmizi floresan goriintiisii olusturan bir niikleik asit boyasidir. Niikleus
morfolojisi; apoptotik hiicrelerde normal hiicrelere oranla daha kiigiik olmasi aranirken,
nekrotik hiicrelerde ise niikleusun daha az boya almasi ve daha biiyiik olmasi1 beklendi.

Bu amagla A549 ve H199 hiicre soylarina Kompleks 1 ve Kompleks 2 bilesikleri 1,56-
100 uM konsantrasyonlari araliginda 48 ve 72 saat boyunca uygulandi. Uygulama siiresi
sonunda hiicreler ikili boyama yontemi uygulanarak floresan mikroskop goriintiileri

tizerinden degerlendirmeler yapildi.

Kompleks 1 ve Kompleks 2’nin 48 saat uygulamasi sonrasinda A549 hiicre soylarinda
6,25-100 uM dozlarma bagli olarak hiicre yogunlugunun kontrole oranla azaldigi
gozlendi (Sekil 4.8.). Kompleks 1 ve Kompleks 2’nin Hoechst 33342 (mavi) boyama
sonuclart degerlendirildiginde doz artisina paralel bir sekilde hiicrelerde genellikle
piknozis ve ayrica bazi hiicrelerde niikleer fragmentasyon goézlendi. PI (kirmizi)
boyamasi sonucunda her iki kompleks i¢in de 100 pM dozunda yiiksek bir oranda
pozitif ~ goriintii  gézlendi. Hiicre canlihginda gorillen azalma, niikleotik
fragmantasyonlar ve kromatin kondansasyonu ile birlikte Pl pozitif goriinmesi

sonucunda sekonder apoptoz olustugu bulunmustur.
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A549 (48 Saat)

Kompleks 1 Kompleks 2

Kontrol

125

100 M

Sekil 4.8. A549 hiicresinin Kompleks 1 ve Kompleks 2 bilesikleri ile 48 saatlik
muamele sonrasindaki floresan mikroskop goriintiileri. Oklar piknotik hiicreleri
gostermektedir.

H1299 hiicre soylarinda, Kompleks 1 ve Kompleks 2’ nin 48 saat Hoechst 33342 (mavi)
floresan boyama sonuglarina gore hiicre canliliginda doza bagli bir sekilde kontrole
kiyasla azalmalarin meydana geldigi gozlendi (Sekil 4.9.). Her iki komplekste de
Hoechst 33342 boyamasi sonucunda hiicrelerde 12,5- 100 uM dozlarinda hiicrelerin
kiiciildiigii saptanirken 50 ve 100 uM dozlarinda piknotik niikleuslarin varlig
gozlenmistir. Hiicrelerde Kompleks 1 i¢in 12,5 pM dozundan itibaren PI pozitifligi
gozlense de, hiicrelerde 50 ve 100 uM dozlarinda her iki kompleks i¢inde daha yogun
bir Pl pozitifligi gézlendi (Sekil 4.9.).
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H1299 (48 Saaf)

Kompleks 1 Kompleks 2

Kontrol

12,5M

25 1M

50 M

100 pM

Sekil 4.9. H1299 hiicresinin Kompleks 1 ve Kompleks 2 bilesikleri ile 48 saatlik
muamelesi sonrasindaki floresan mikroskop goriintiileri. Oklar piknotik hiicreleri
gostermektedir.

A549 hiicre soyu Kompleks 1 ve Kompleks 2 kalkon tiirevleri ile 72 saat uygulamasi
sonrasinda yapilan floresan boyama sonuglar1 degerlendirildiginde; hiicre yogunlugunun
doza bagli bir sekilde kontrole gore azaldig1 gozlendi (Sekil 4.10.). Pl ve Hoechst 33342
floresan boyama sonuglar1 hiicre canlilik test sonuglarimizi dogruladi. Hoechst 33342
boyamasinda, hiicrelerde Kompleks 1 ve Kompleks 2’nin 25-100 uM doz araliklarinda
hiicrelerde kiiciilmeler meydana gelirken, her iki komplekste de 25 pM dozundan

itibaren PI pozitifligi mevcuttur (Sekil 4.10.).
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A549 (72 Saat)

Kompleks 1 Kompleks 2

Kontrol

125M B

25uM

50 M

100 pM

Sekil 4.10. A549 hiicresinin Kompleks 1 ve Kompleks 2 bilesikleri ile 72 saatlik
muamele sonrasindaki floresan mikroskop goriintiileri. Oklar piknotik hiicreleri
gostermektedir.

H1299 akciger hiicre soyunda Kompleks 1 ve Kompleks 2 kalkon tiirevlerinin 72 saat
uygulamasi sonrasinda yapilan floresan boyamasi sonucunda doza bagli olarak kontrole
gore hiicre yogunluklarinda doza paralel olarak azalmalar gézlendi. Kompleks 1’in 50
uM dozunda PI pozitifligi daha yogun olsa da her iki Komplekste de 25 pM dozundan
itibaren PI pozitifligi gdzlenmistir (Sekil 4.11.).
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H1299 (72 Saat)

Kompleks 1

Kompleks 2

Kontrol

125uM

25uM

100 pM

Sekil 4.11. H1299 hiicresinin Kompleks 1 ve Kompleks 2 bilesikleri ile 72 saatlik
muamele sonrasindaki floresan mikroskop goriintiileri. Oklar piknotik hiicreleri
gostermektedir.

4.5. Yara lyilesmesi (Migrasyon Yetenegi) Bulgular

A549 ve H1299 akciger hiicre soylari iizerinde Kompleks 1 ve Kompleks 2 kalkon
tiirevlerinin go¢ etme yetenegi ve hizi {izerindeki etkisi i¢in migrasyon analizi yapildi.
Yara iyilesmesi testinde A549 hiicre soylarinda benzofuran siibstitiie kalkon tilirevlerinin

25-50 uM dozlarinda uygulanmasi sonrasinda hiicre goriintiileri alindu.
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A549 hiicre soyu Kompleks 1’in uygulandigi ilk an olan 0. saatten itibaren belirli
periyotlarda devamli gozlenerek tedavi uygulanmamis olan kontrol grubunda yara

lyilesmesi tamamen gergeklesinceye kadar fotograflama islemi devam etti.

Incelenen hiicre gériintiilerinde, kontrol grubunda 10. saat itbariyle yaranin kapanmaya
basgladig1 goriildii. Ancak 25 ve 50 uM dozlarinda ise Kompleks 1’in uygulandigi
hiicrelerde herhangi bir degisiklik tespit edilmedi (Sekil 4.12.).

A9
0.Saat 5.8aat 10.Saat 15.5aat 20.5aat

Kompleks 1

Sekil 4.12. Kompleks 1 uygulanan A549 akciger hiicre soyunun migrasyon yetenegi.
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Kompleks 2 uygulanan A549 hiicre soyu incelendiginde, tedavi uygulanmamis olan

kontrol grubunda yara iyilesmesi 10.saat itibariyle yaranin kapanmaya basladigi

gozlenirken, 25 ve 50 uM dozlarinda ise herhangi bir degisiklik tespit edilmedi (Sekil

4.13.).

AM)

0.Saat

58aat

Kompleks 2

10.Saat 15.5aat 20.5aat

Sekil 4.13. Kompleks 2 uygulanan A549 akciger hiicre soyunun migrasyon yetenegi.
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H1299 hiicre soylarinda benzofuran siibstitiie kalkon tiirevlerinin 12,5-25 pM
dozlarinda uygulanmasi1 sonrasinda hiicre goriintiileri alindi. Incelenen hiicre
goriintlilerinde, kontrol grubunda 10. saatin sonunda yaranin belirgin bir sekilde
kapanmaya basladig1 gbzlendi. Ancak 12,5 pM dozu uygulanan hiicrelerde 15. saatte
yara hafif kapanirken 25 uM dozunda bir degisiklik olmad1 (Sekil 4.14.).

H1299
0.5aat 5.5aat 10.Saat 15.5aat 20.5aat

Sekil 4.14. Kompleks 1 uygulanan H1299 akciger hiicre soyunun migrasyon yetenegi.

12.5 VI | Kontrol |

Kompleks 1

25 VI
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Incelenen hiicre goriintiilerinde, kontrol grubunda 15. saat siirecinde yaranin kapanmaya
basladig1 gozlendi.12,5 ve 25 pM dozu uygulanan hiicrelerde bir degisiklik olmadi
(Sekil 4.15.).

H1299
0.Saat S.Saat 10.5aat 15.5aat 20.Saat

II.I :

57y N

[

4 v
[

| Kontrol |

Kompleks 2
| 12.5 v |

25 v

Sekil 4.15. Kompleks 2 uygulanan H1299 akciger hiicre soyunun migrasyon yetenegi.
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TARTISMA VE SONUC

Kardiovaskiiler hastaliklardan sonra diinya genelinde ikinci biiyiik hastalik olarak
kanser gelmektedir. Diinya saglik orgiitii, 2025 yilina kadar 19 milyona ulasacagin
diistindiigii kanserin, 2030 senesine kadar 22 milyona, 2035 yilina gelindiginde ise 24

milyona ulasacagini dngérmektedir (Anonim 2015d).

Her yil milyonlarca insan 6nemli bir saglik problemi olan kanserden dolay1 hayatini
kaybetmektedir. Kanser hiicreleri, ila¢ tedavilerine direng gelistirebilmenin yani sira
bagisiklik sisteminden kagma yetenegine sahiptir. Bunun yani sira kanser hiicreleri
bircok faktor sayesinde beslenmeleri ile kontrolsiiz proliferasyonlarini saglayarak
tedavilerin nihai amacina ulasmasii engellemektedir. Kanser tedavisinde molekiiler
hedeflere yonelik gelistirilmis ilaglar ve birgok kemoterapotik ilag kullanilmaktadir.
Lakin bu ilaclar hala beklenilen oranda tedaviye cevap verememektedir. Bundan dolay1
bilimsel tedavilerin yani1 sira, geleneksel tedavi yontemlerinde kullanilan bitkisel ya da
diger dogal kaynakli firiinlerin kullanilmasi da kanser tedavisinde giderek Onem
kazanmaktadir (Sezgin, 2010). Genellikle hiicre proliferasyon inhibitorii olarak anilan
flavonoid bilesikleri, yapilan birgok calisma verilerine gore kanser hiicreleri tizerinde
antiproliferatif etki gostermistir. Yapilan epidemiyolojik c¢alismalar, flavonoid
bilesikleri igeren diyetler ile beslenmenin, kansere yakalanma riskini disiirdiigiine
yonelik 6nemli sonuglarin varhigim gostermektedir (Rossi ve ark 2012, Sghaiera ve ark
2011). Flavonoidlerin, kanser hiicreleri {izerindeki antiproliferatif etkileri farkli
mekanizmalar ile anlatilmigtir. Bu bilesikler hiicre dongiisiiniin durdurmasi, apopitozisi
indiiklemesi yoniiyle oldukg¢a dikkat ¢gekmektedir (Choi 2007, Sghaiera ve ark. 2011).
Yapilan arastirmalarda antikarsinojen oOzellikleri 1ile olduk¢a dikkat c¢eken
flavonoidlerin, kanser kok hiicrelerini elemine etmesine dair ¢alismalarin literatiirlere
girmesi ile beraber bu bilesiklerin yeni antikanser ajan olabilecegi goriisii dnem

kazanmaktadir (Sak ve Everaus 2015).
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Yapilan literatiir ¢aligmalar1 g6z Oniinde bulundurularak bu tez calismasinda, Firat
Universitesi Fen Fakiiltesi Kimya Béliimiinde sentezlenen ve karakterizasyonlar:
yapilan, benzofuran siibstitiie kalkon tiirevlerinin (Kompleks 1 ve Kompleks 2)
sitotoksik etkileri insan akciger kanser (A549 ve H1299) ve saglikli akciger (BEAS-

2B) hiicrelerinde aragtirilmistir.

Sharma ve ark. 2013 yilinda bir grup B-iyonon tiirevli kalkon tiirevlerinin prostat (PC-
3), meme (MCF-7), néroblastom (IMR-32), serviks (Hela) ve karaciger (Hep) hiicreleri
tizerinde ki sitotoksik aktivitesini degerlendirmistir. Kalkon tiirevlerinin farkli hiicre
soylar1 lizerinde sitotoksik aktiviteler gdsterdigini bildirmislerdir (Sharma ve ark. 2013).
Yapilan bir baska ¢alismada ise, Hussaini ve ark. (2016) 1, 2, 3- triazol bagli pirazolin
ve kalkon tirevleri ile ilgili yaptigi c¢alismada insan karaciger (HepG2) ve prostat
(DU145) kanseri hiicre soylar1 lizerinde yaptig1 calismada pirazolin ve kalkon
tirevlerinin her iki hiicre soyu iizerinde yiiksek sitotoksik etkiye sahip oldukarini
belirtmislerdir (Hussaini ve ark. 2016). Nakhjavania ve arkadasinin yaptigi calismada
ise COX-1 ve/lveya COX-2 segiciligine sahip olan 1,3-diarilprop-2-en-1-on yapisinda ki
birden fazla kalkon tiirevi sentezlenmis ve bu kalkon tiirevlerinin A549, HepG2 ve
MCF-7 gibi farkli hiicre soylarinda 72, 96 ve 168 saat sonunda sitotoksik etki
gosterdigini rapor etmislerdir (Nakhjavania ve ark. 2014). Nakhjavania ve ark.
yaptiklar1 bu calismada A549 kanser hiicreleri i¢in kalkon tiirevlerinin ICsq degeri 23.47
uM olurken, bizim kalkon tiirevlerimiz 72 saat sonucunda A549 kanser hiicrelerinde
Kompleks 1 i¢in ICsodegeri 17,07 uM ve Kompleks 2 igin ise bu deger 23,44 uM olarak
hesaplanmistir. Bu sonuglara gore ayni hiicre soyu ve ayni siire sonunda kullanmis
oldugumuz kalkon kompleksleri daha etkili sonuglar vermistir. Jovanovic ve ark.
Rutenyum(ll) kalkon komplekslerinin insan serviks (HeLa), melanom (FemX), meme
(MDA-MB-231) ve akciger (A549) kanser hiicrelerinde anti kanser aktiviteye sahip
olduklarini belirtmislerdir. A549 hiicrelerinde Rutenyum(Il) kalkon komplekslerinin 48
saat sonrasinda 1Csq degerlerini Kompleks 1 i¢in 1C5,>100 uM ve Kompleks 2 igin ise
41.80 uM olarak belirlemislerdir (Jovanovic ve ark. 2016). Tez c¢alismamizda
kullandigimiz komplekslerimiz ise ayn1 zaman ve ayni hiicre soyu i¢in Kompleks 1 i¢in
ICso degeri 27,66 uM ve Kompleks 2 i¢in ise 43,23 uM olarak hesaplanmistir. Kalkon
komplekslerimizin literatiirde benzer komplekslere oranla daha yiiksek bir sitotoksik

aktiviteye sahip oldugu goriilmektedir. Benzer sekilde Tseng ve ark. 3-
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fenilkinolinilkolikon tilirevleri sentezleyerek antiproliferatif aktivitelerini XTT metodu
ile degerlendirmislerdir (Tseng ve ark. 2013). Kullandiklar1 bir¢ok kalkon bilesigi
H1299 kanser hiicrelerinde A549 kanser hiicrelerine gore ¢ok daha etkili sonuglar

vererek bizim de yapmis oldugumuz sitotoksisite sonuglarini desteklemektedir.

Ozdemir ve ark. yeni antikanser ve antimikrobiyal ajanlar gelistirmek iizere 2-asetil-1-
metilpirroliin 5- (aril) furfural tiirevleri ile yeni pirol bazli kalkonlar tasarlayarak
sentezini ger¢eklestirmislerdir ve MTT yontemi ile bu bilesiklerin A549 insan akciger,
HepG2 insan hepatoseliiler, C6 sican gliomu ve NIH/3T3 fare embriyonik fibroblast
hiicre soylar1 {izerindeki sitotoksik etkilerini degerlendirmislerdir. Bu kalkon
tirevlerinden Bilesik 1 yani 1- (1-metil-1 H-pirol-2-il) -3- (5- (4-nitrofenil) furan-2-il)
prop-2-en-1-on ajaninin, A549 kanser hiicreleri i¢in ICsp degeri 0.3 pg/mL ile ICsp
degeri 19 pg/mL olan cisplatinden daha segici antikanser aktivitesi gostererek gliclii bir
antikanser ajan 6zelligi gdstermistir (Ozdemir ve ark. 2017).

Ideal antikanser ajanlarin saghikli hiicrelere karsi sitotoksik etkinlikleri smirlidir ve
kanser hiicrelerine se¢ici davranmast beklenirken saglikli hiicrelere ise zarar vermemesi
istenir (Mao ve ark. 2016, Zhou ve ark. 2016). Bundan dolay1 ¢aligmamizda bu kalkon
tiirevlerinin segiciligini BEAS-2B saglikli akciger hiicre soylarina kars: etkilerini de test
ettik. Kalkon tiirevi Kompleks 1’in BEAS-2B saglikli hiicreler lizerinde 24 saat SRB
canlilik metoduna gore hiicre canlilig tizerinde herhangi bir etkisi gozlenmedi. 48 saatte
ise 50 ve 100 uM gibi yiiksek dozlarda hiicre canliliginda istatistiksel bir azalmaya
neden oldugu belirlendi (p<0,001). Kompleks 2 ise 24 saatte 50 ve 100 uM, 48 saatte
ise 25, 50 ve 100 puM gibi yiiksek konsantrasyonlarinda istatistiksel olarak hiicre
canliligi tzerinde kontrole oranla anlamli bir azalmaya sebep oldugu gozlendi
(p<0,001). Komplekslerin saglikli hiicrelerde 25 uM ve daha diisiik dozlarda ise hiicre
canliligini azaltmadiklar1 gozlenirken kanser hiicrelerinde bu dozlarda da etkili oldugu
belirlenmistir. Bu yiizden bu komplekslerin kanser tedavisinde kullanilabilecek birer
ajan olabilme potansiyelleri olduk¢a yliksektir. Konsantrasyon ve zamana bagli olarak
Kompleks 1 ve 2’nin A549, H1299 ve BEAS-2B hiicre soylarindaki etkisi hesaplanan
ICso degerleri Cizelge 4.1°de verilmistir. Bu degerlere gore BEAS-2B her iki kompleks
icin de 1Csp degeri 24 saat sonunda 100 uM’dan daha biiyiikk bulunurken bu deger
Kompleks 1 i¢in A549 ve H1299 hiicrelerinde sirasiyla 86,52 ve 84,04 uM olarak;
Kompleks 2 i¢in ise 83,44 ve 87,01 uM olarak gozlemlendi. 48 saat inkiibasyon sonrasi
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BEAS-2B i¢in ICsp degeri 64,93 uM  A549 ve H1299 i¢in (Kompleksl) 27,66 ve 21,11
UM olarak saptanirken; Kompleks 2 icin BEAS-2B icin ICsg degeri 64,93 uM  A549 ve
H1299 hiicre soyu icin 43,23 ve 21,87 uM olarak gozlemlendi. Bu sonuglara gore
BEAS-2B saglikli akciger hiicre soylar iizerinde Kompleks 1 ve 2 bilesigi 48 saatte
yiikksek dozlarda hiicre canlilifinda ¢ok az bir istatistiksel azalmaya neden oldugu

belirlendi.

ATP canlilik metodu SRB hiicre canlilik metodu sonuglarimizi dogrulamak amaci ile
gerceklestirildi. ATP canlilik metodu, metabolik aktiviteyi yani hiicre ici ATP miktarin
6l¢meye dayanan bir yontemken, SRB metodu ise hiicre i¢i protein miktarinin dlglimiine
dayanan iki farkli sitotoksisite testidir. Ayrica SRB protein baglayabilen anyonik bir
boya olmasindan dolayr SRB yonteminde baglanan boya miktar1 hiicre kiitlesi olarak
kullanilabilir. ATP testinde hiicre canliliginin, SRB metoduna gore ¢ok daha diismesinin
sebebi SRB yonteminde hiicreler dlmeye baslamis olsalar da hiicresel proteinlerin
yapilarinda bozulmanin baslamamasindan kaynaklanmaktadir. Bu farklilik kullanilan
ilacin etki mekanizmasina bagh olarak degismektedir (Ulukaya ve ark. 2008). ATP
canlilik metoduna gore kalkon tiirevi olan Kompleks 1 ve Kompleks 2, 48 ve 72 saatleri
sonunda doza bagli olarak A549 ve H1299 hiicre soylarinda hiicre canliligin1 %50°nin
altina disiirdiigli gézlenmistir (p<0,001). ATP ve SRB testleri ile komplekslerin anti
proliferatif etkileri dogrulanmig olmaktadir. ATP sonuglarma gore 1Cs, degerleri
hesaplandiginda, her iki kompleksimizin de antikanser etkiye sahip oldugu
gosterilmistir. Wani ve ark. 2016 yilinda kinazolinon kalkon tiirevinin kolon kanseri
HCT-116 hiicreleri tizerindeki etkisini arastirmis ve 6, 12, 24, 48 saatleri sonunda ICs
degerleri sirasi ile 600, 140, 26 ve 16 pM olarak hesaplanirken bu kalkon tiirevinin
mitokondriyal bagimli apoptozisi indiikledigini bildirmislerdir (Wani ve ark. 2016). Bir
baska calismada ise 11 (2'-hidroksi-4'-alkoksi kalkon) kalkon tiirevinin PC-3, HF-6
(kolon), CaSki (servikal karsinom) ve MCF-7 insan kanser hiicre soylar1 tizerindeki
antiproliferatif aktiviteleri incelenmis ve 1Csy degerleri prostat (PC-3) hiicre soyu

disinda ICso degerleri 50 uM’dan daha yiiksek ¢iktigi bildirilmistir (Marquina ve ark.

2019). Coskun ve ark. tarafindan yapilan bir baska ¢alismada, farkli yapiya sahip olan
10 adet kalkon tiirevinin sitotoksik etkisi akciger (A549), meme (MCF-7) ve PC-3

kanseri hiicre soylar1 tizerinde degerlendirilmisir. Aril-1-(7-etoksi-1-benzofuran-2-il)-2-
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propenon kalkon tiirevinin A549, MCF-7 ve PC-3 kanser hiicrelerinde 72 saat 1Cs,
degerleri 9 uM, 2 uM ve 10 pM olarak hesaplanmis ve bu hiicreler tizerinde inhibe edici
etkiye sahip oldugunu gostermislerdir (Coskun ve ark. 2017). Aym siire sonunda A549
hiicrelerinde bizim komplekslerimiz i¢in bu degerler Kompleks 1 igin 13,21 puM ve
Kompleks 2 i¢in ise 14,19 uM olarak hesaplanmistir. Coskun ve ark. test etmis
olduklar1 kompleksler ayni siire zarfinda ve ayni hiicre soyunda bizim komplekslerimiz
gibi giiclii bir antikanser aktivite gosterdigini sOyleyebiliriz. Bu yiizden bu
komplekslerin kanser tedavisinde kullanilabilecek birer ajan olabilme potansiyelleri

oldukea yiiksektir.

Faz/kontrast mikroskop goriintiileri tezde kullanilan benzofuran siibstitiie kalkon tiirevi
komplekslerinin doza paralel bir sekilde hiicreler tizerinde kiigilmeler, yuvarlaklagsmalar
ve apoptotik cisimciklerin meydana gelmesi gibi morfolojik degisikliklerle hiicrelerin
0li oldugunu gostermistir. Es zamanli olarak 48 saat sonunda Hoechst 33342 ve PI
boyamasi gergeklestirilen hiicrelerde (Sekil 4.8.) A549 hiicre soyunda kontrol grubuna
kiyasla 100 uM dozunda Komplek 1 ve Kompleks 2 uygulanan dozlarda doza ve
zamana bagli olarak hiicre canlilig1 yiiksek oranda azalmis apoptotik cisimcikler ve
piknotik hiicreler goézlenmistir. Bu dozda niikleotik fragmantasyonlar ve kromatin
kondansasyonu ile birlikte yogun bir PI pozitifliginin gozlenmesi, hiicrelerin geg
apoptoz=sekonder nekroz sonucu 6ldiirdiigiinii géstermektedir. H1299 hiicrelerinde 48
saat PI boyamasinda ise her iki kalkon tiirevli kompleksin 100 ve 50 uM dozlarinda
yogun bir PI pozitifligi gozlenirken 6liim modunun sekonder nekroz olabilecegi 25 uM
dozunda ise hiicrelerin 6liim modunun PI boyanin negatif olmasi ile primer veya erken
apoptoz oldugu soylenebilir (Sekil 4.9.). 72 saat floresans boyama sonuglarina gore
(Sekil 4.10.) her iki komplekste de 25 uM dozunda A549 hiicrelerinin PI ile tamamen
boyanamamasindan dolay1 hiicre 6liim modunun apoptozis olabilecegi buna kargin 50
ve 100 uM dozlarinin Pl pozitif boyanmasi bu dozlarda A549 hiicre soyunun geg
apoptoz/sekonder nekrozis yoluyla 61diiglinii géstermektedir. H1299 hiicre soyunda ise
50 ve 100 puM dozunda PI pozitif boyanmasi hiicre 6lim modunun geg
apoptoz=sekonder nekroz olabilecegine isaret etmektedir. 12,5 ve 25 uM dozlarinda ise
hiicre 6liim modunun apoptoz oldugunu soéylenebilir (Sekil 4.11.). Faz/kontrast

mikroskop sonuglari, hiicrelerin (A549, H1299) 6liim modunun apoptozisden daha gok
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sekonder nekrozis=ge¢ apoptoz oldugunu gostermektedir. Alinan sonuglar Kompleks 1
ve Kompleks 2 kalkon tiirevlerinin hiicrelerde apoptozisi indiikleyerek hiicre canlilik
analizlerimizi desteklemistir. Abou-Zied ve ark. yaptigi bir c¢alismada, farkli 20
ksantin/kalkon tiirevli bilesiklerini PANC-1 (insan pankreas kanseri) hiicre soyu
tizerindeki sitotoksik aktivitelerini degerlendirmiglerdir. Bu bilesiklerin 1Csy degerleri
ise 0.90 ile 1.41 uM arasinda degisirken, en giiclii bilesik 11°in ICso degeri 0.3 pM’dir.
Bu bilesigin hiicre dongiisii iizerindeki etkisi, apoptotik ve sitotoksik etkisi kapsamli bir
sekilde incelenmis ve sonug¢ olarak 1,3-dimetil ksantin’in (bilesik 11) apoptozisi
indiikledigi ortaya konmustur (Abou-Zied ve ark. 2019). Bir bagka ¢alismada ise Donga
ve ark. aromatik bir keton olan kalkonun insan hepatik ve akciger kanseri hiicreleri
tizeindeki ¢aligmasinda bu kalkonun apoptozisi indiikledigini, kanser hiicresi gogiinii
inhibe ettigini bildirmistir. (Donga ve ark. 2018). Pirazolin ve kalkon tiirevleri ile ilgili
yapilan bir bagka ¢alismada ise, insan karaciger (HepG2) ve prostat (DU145) kanser
hiicre soylari iizerinde pirazolin ve kalkon tiirevlerinin aktivitesi incelenmistir. Her iki
hiicre soyu tizerinde yiiksek sitotoksik etkiye sahip olan bu tiirevlerin ayrica kaspaz 3 ve

kaspaz 9’u aktiflestirerek apoptozu tetikledigi bildirilmistir (Hiissaini ve ark. 2016).

Kanser hiicrelerinin bulundugu bélgeden viicudun farkli doku ve organlarina yayilmasi
(metastaz), kanser sonucu meydana gelen dliimlerin %90 gibi yiiksek bir oranindan
sorumludur. Bu olay damar olusumu (anjiojenez), yayilma (invazyon) ve go¢ etme
(migrasyon) gibi birbirleri ile baglantili ¢ok basamakli kompleks olaylar zinciri ile
meydana gelmektedir (Hanahan ve Weinberg 2000, Poste ve Fidler 1980). Xu ve ark.
2015 yilinda yaptiklar1 bir ¢alismada kalkon tiirevleri olan L2H17 ajaninin CT26.WT
(fare kolon kanser hiicre soyu) hiicrelerinde, hiicre invazyonunu ve migrasyonununu
inhibe ettigini gostermislerdir (Xu ve ark. 2015). Bir baska calismada Juan ve ark. 4-
Maleamik Asit ve 4-Maleamid Peptid kalkon tiirevlerinin LNCaP ve PC-3 prostat
kanser hiicre soylarinda hiicre canliligini, doz ve zamana paralel olarak azalttigini ve
migrasyonun dnlenmesinde bu kalkon tiirevlerinin etkinligini ortaya koymuslardir (Juan
ve ark. 2010). Benzofuran siibstitiie kalkon tiirevi olan Kompleks 1 ve Kompleks 2 nin
hiicre migrasyonu iizerindeki inhibitor etkisini degerlendiebilmek amaci ile tez
calismamizda A549 ve H1299 hiicre soylar1 kullanildi. A549 hiicre soyu Kompleks 1’in
uygulandigt hiicre goriintiilerinde, kontrol grubunda 10. saat itbariyle yaranin

kapanmaya basladig1 gorildii. Ancak 25 ve 50 uM dozlarinda ise Kompleks 1’in
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uygulandigr hiicrelerde herhangi bir degisiklik tespit edilmedi. Kompleks 2 uygulanan
A549 hiicre soyu incelendiginde, tedavi uygulanmamis olan kontrol grubunda yara
yilesmesi 10. saat itibariyle yaranin kapanmaya bagladigi goézlenirken, 25 ve 50uM
dozlarinda ise herhangi bir degisikli tespit edilmedi.

H1299 hiicre soylarinda benzofuran siibstitiie kalkon tiirevlerinin 12,5-25 pM
dozlarinda uygulanmasi sonrasinda hiicre goriintiileri incelendiginde kontrol grubunda
10. saatin sonunda yaranin belirgin bir sekilde kapanmaya basladig1 gozlendi. Ancak
12,5 uM dozu uygulanan hiicrelerde 15. saatte yara hafif kapanirken 25 uM dozunda bir
degisiklik olmadi. Sonug¢ olarak benzofuran siibstitiie kalkon tiirevlerinin bu hiicre

soylar1 lizerinde anti migrasyon aktiviteye sahip oldugunu gostermektedir.

In vitro tez calismanuzdaki sonuglar, sentez ve karekterizasyonu yapilmis olan
benzofuran siibstitiie kalkon tiirevleri olan Kompleks 1 ve Kompleks 2 bilesiklerinin,
A549 ve HI1299 insan akciger kanseri hiicre soylarinda sitotoksik aktiviteye sahip
oldugunu gostermistir. Faz/kontrast mikroskop sonuglari, hiicrelerin (A549, H1299)
6lim modunun apoptozisden daha ¢ok sekonder nekrozis=ge¢ apoptoz oldugunu
gosterirken, yapilan yara iyilesmesi testi sonuglari ise benzofuran siibstitiie kalkon
tirevlerinin bu hiicre soylar1 iizerinde anti migrasyon aktiviteye sahip oldugunu
gostermistir. Elde edilen bu umut vaad edici sonuglarla benzofuran siibstitiie kalkon
tiirevlerinin ileri analizlerle (pre-klinik ve Kklinik) etkisinin degerlendirilmesi gerektigi

sonucuna varilmistir.

71



KAYNAKLAR DIZINi

Abou-Zied, H.A., Youssif, B.G.M., Mohamed, M.F.A., Hayallah, A.M., Abdel-Aziz,
M. 2019. EGFR inhibitors and apoptotic inducers: Design, synthesis, anticancer activity
and docking studies of novel xanthine derivatives carrying chalcone moiety as hybrid
molecules. Bioorganic Chemistry, 22(89): 102997.

Adams, J.M., Cory, S. 2001. Life or death decions by the Bcl-2 family. Trends in
Biochemical Sciences, 26(1): 61-6.

Addadi, Y., Moskovits, N., Granot, D., Lozano, G., Carmi, Y., Apte, R.N., Neeman,
M., Oren, M. 2010. p53 status in stromal fibroblasts modulates tumor growth in an
SDF1-dependent manner. Cancer Research, 70(23): 9650-9658.

Adrain, C., Martin, S.J. 2001. The mitochondrial apoptosome: a killer unleashed by
the cytochromeseas. Trends in Biochemical Sciences, 26(6): 390-397.

Aggarwal, B.B., Shishodia, S. 2006. Molecular targets of dietary agents for prevention
and therapy of cancer. Biochemical Pharmacology, 71(10): 1397-1421.

Aherne, S. A., O'Brien, N.M. 2002. Dietary flavonols: chemistry, food content, and
metabolism. Nutrition, 18(1): 75-81.

Aksit, H., Bildik, A. 2008. Apoptozis. Yiiziincii Yil Uni. Veterinerlik Fakiiltesi Dergisi,
19(1): 55-63.

Alberg, A.J., Samet, J.M. 2003. Epidemiology of lung cancer. Chest, 123: 21-49.
Alberts, B., Johnson, A., Lewis, J., Raff, M., Roberts, K., Walter, P. 2002.
Molecular biology of the cell. Fourth edition, New York, 1314.

Alex, J.M., Kumar, R. 2014. 4,5-Dihydro-1H-pyrazole: an indispensable scaffold.
Journal of Enzyme Inhibition Medicinal Chemistry, 29(3): 427-442.

Alkoclu, A., Ozkurt, S. 2000. Akciger kanserini Onleyici ilag¢ tedavisi. Editorler:
Hastiirk, S., Yiiksel, M. Akciger kanseri. Ozlem Grafik Matbaacilik, Istanbul, s. 351—
358.

Altinbas, M. 2000. Onkoloji El Kitabi, Ankara, s: 18-30.

Anonim, 1996. NCI. Navy medical oncology branch cell line supplement. Journal.
Cell. Biochemistry, 24, 1-291. PMID 8965489.

Anonim, 2003. IARC, Fruit and vegatables. Lyon, France.

Anonim 2006. Akciger ve Plevra Maligniteleri Caligma Grubu. Akciger kanseri tani ve
tedavi rehberi. Toraks Dergisi, 7: 1-37.

Anonim, 2012a. National Cancer Institute, What you need to know about lung cancer.
http://www.cancer.gov/cancertopics/wyntk/lung (Erisim tarihi: 17.05.2019).

Anonim. 2012b. TUIK, Kiiresel yetiskin tiitiin arastirmast.
http://www.tuik.gov.tr/PreHaberBultenleri.do?id=13142 (Erigim tarihi: 13.11.2015.).
Anonim, 2013. http://www.piercenet.com/browse.cfm?fldID=0F98C8F5-9570-BAFC-
368A-C7F6FC73944E.

Anonim  2015c. kanser https://dogalbitkiselorganiksaglik.blogspot.com.tr/2015/
10/kanser-hakknda-hersey.html (Erisim tarihi: 20.12.2019).

Anonim, 2015b. TUIK Olim Nedeni Istatistikleri.
http://www.tuik.gov.tr/PreHaberBultenleri.do?id=21526

Anonim, 2015a. Tiirkiye Kanser Istatistikleri, Tiirkiye Cumhuriyeti Saglik Bakanlig
Halk Saglig1 Genel Miidiirliigii, Ankara, 2018.

Anonim, 2015d. WHO, http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs297/
en/Accessed- (Erisim Tarihi: 05.01.2015).

72


http://www.cancer.gov/cancertopics/wyntk/lung
http://www.tuik.gov.tr/PreHaberBultenleri.do?id=21526

Anonim, 2016. http://www.dreamstime.com/stock-illustration-apoptosis-necrosis-
difference-apoptotic-versus-necrotic-morphology-form-cell-death-structural-changes-
cells-image- (Erisim tarihi: 20.07.2015).

Anonim, 2018. WHO, Cancer Fact sheet February.
http://www.who.int/en/newsroom/fact-sheets/detail/cancer- (Erisim tarihi: 05.06.2018).
Anonim, 2019. ATCC,

https://www.lgcstandardsatcc.org/~/media/Attachments/Micrographs/Cell/CCL-
185.ashx (Erigim tarihi: 01.02.2019)

Bailey-Wilson, J.E., Amos, C.l., Pinney, S.M., Petersen, G.M., de Andrade, M.,
Wiest, J.S., Fain, P., Schwartz, A.G., You, M., Franklin, W., Klein, C., Gazdar, A.,
Rothschild, H., Mandal, D., Coons, T., Slusser, J., Lee, J., Gaba, C., Kupert, E.,
Perez, A., Zhou, X., Zeng, D., Liu, Q., Zhang, Q., Seminara, D., Minna, J.,
Anderson, M.W. 2004. A major lung cancer susceptibility locus maps to chromosome
6023-25. American Journal of Human Genetics, 75(3): 460-474.

Bauer, J. H., Helfand, S. L. 2006. New tricks of an old molecule: lifespan regulation
by p53. Aging cell, 5(5): 437-440.

Béliveau, R., Gingras, D. 2007. Role of nutrition in preventing cancer. Canadian
Family Physician, 53(11): 1905-1911.

Bindra, R.S., Glazer, P.M. 2005. Genetic instability and the tumor microenvironment:
towards the concept of microenvironment-induced mutagenesis. Mutation Research, 6;
569(1-2): 75-85.

Blagosklonny, M. V. 2004. Antiangiogenic therapy and tumor progression. Cancer
Cell, 5(1): 13-17.

Boffetta, P., Hashibe, M. 2006. Alcohol and cancer. The lancet oncology, 7(2): 149-56.
Bogdal, D., Warzala, M. 2000. Microwave- assisted preparation of benzo[b]furans
under solventss phase-transfer catalytic conditions. Tetrahedron, 56(44): 8769-8773.
Bonfoco, E., Krainc, D., Ankarcrona, M., Nicotera, P., Lipton, S.A. 1995. Apoptosis
and necrosis: two distinct events induced, respectively, by mild and intense insults with
N-methyl-D-aspartate or nitric oxide/superoxide in cortical cell cultures. Proceedings of
the National Academy of Sciences ABD., 92: 7162-7166.

Broers, J.L., Ramaekers, F.C. 1994. Differentiation markers for lung-cancer sub-
types. A comparative study of their expression in vivo and in vitro. International
Journal of Cancer Supplement, 8: 134-137.

Bouchardy, C., Benhamou, S., Jourenkova, N., Dayer, P., Hirvonen, A. 2001.
Metabolic genetic polymorphisms and susceptibility to lung cancer. Lung Cancer, 32:
109-112.

Burlacu A. 2003. Regulation of apoptosis by Bcl-2 family proteins. Journal of Cellular
and Molecular Medicine, 7: 249-257.

Cachot, J., Galgani, F., Vincet, F. 1998. cDNA cloning and expression analysis of
flounder p53 tumour suppressor gene. Comparative Biochemistry and Physiology Part
B., 121: 235-242.

Castillo-Pichardo, L., Martinez-Montemayor, M.M., Martinez, J.E., Wall, K.M.,
Cubano, L.A., Dharmawardhane, S. 2009. Inhibition of mammary tumor growth and
metastases to bone and liver by dietary grape polyphenols. Clinical and Experimental
Metastasis, 26(6): 505-516.

Chandra, J., Samali, A., Orrenius, S. 2000. Triggering and modulation of apoptosis
by oxidative stress. Free Radicals Biology and Medicine, 29(3-4): 323-33.

73


http://www.dreamstime.com/stock-illustration-apoptosis-necrosis-difference-apoptotic-versus-necrotic-morphology-form-cell-death-structural-changes-cells-image-
http://www.dreamstime.com/stock-illustration-apoptosis-necrosis-difference-apoptotic-versus-necrotic-morphology-form-cell-death-structural-changes-cells-image-
http://www.dreamstime.com/stock-illustration-apoptosis-necrosis-difference-apoptotic-versus-necrotic-morphology-form-cell-death-structural-changes-cells-image-
http://www.who.int/en/newsroom/fact-sheets/detail/cancer-

Chee, J.L., Saidin, S., Lane, D.P., Leong, S.M., Noll, J.E., Neilsen, P.M., Phua,
Y.T., Gabra, H., Lim, T.M. 2013. Wild-type and mutant p53 mediate cisplatin
resistance through interaction and inhibition of active caspase-9. Cell Cycle, 12: 278-
288.

Choi, E.J. 2007. Hesperetin induced G1-phase cell cycle arrest in human breast cancer
MCEF-7 cells: involvement of CDK4 and p21. Nutrition and Cancer, 59(1): 115-9.
Chowdhury I, Tharakan B, Bhat GK. 2006. Current concepts in apoptosis: The
physiological suicide program revisited. Cellular and molecular biology letters, 11:
506-525.

Clark, W.H. 1991. Tumour progression and the nature of cancer. British Journal of
Cancer, 64: 631-644.

Collins, K. K., Liu, Y., Schootman, M., Aft, R., Yan, Y., Dean, G. 2011. Effects of
breast cancer surgery and surgical side effects on body image over time. Breast cancer
research and treatment, 126(1): 167-176.

Cook, N.C., Samman, S. 1996. Flavonoids. chemistry, metabolism, cardioprotective
effects and dietary sources. Journal of Nutritional Biochemistry, 7: 66—76.

Coskun, D., Ahmedzade, M. 2008. 3-(Substituted Aryl)-1-(benzofuran-2- yl)-2-
propenones, Part 1: Synthesis and characterization of some novel chalcones. Synthetic
Communications, 38(21): 3613-3622.

Coskun, D., Ahmedzade, M., Kirbag, S. 2011. 3-(Substituted Aryl)-1-benzofuranyl-2-
propenones: Antimicrobial properties of some chalcones-type compounds and their 2-
Pyrazoline derivatives. E-Journal of Chemistry, 8(4): 1574-1581.

Coskun, D., Erkisa, M., Ulukaya, E., Coskun M. F., Ar, F. 2017. Novel 1-(7-
ethoxy-1-benzofuran-2-yl)substituted chalcone derivatives: Synthesis, characterization
and anticancer activity. European Journal of Medicinal Chemistry, 136: 212-222.
Coskun G, Ozgiir H. 2011. Apoptoz ve nekrozun molekiiler mekanizmasi. Arsiv
Kaynak Tarama Dergisi, 20: 145-158.

Cotter, T. G. 2009. Apoptosis and cancer: the genesis of a research field. Nature
Reviews Cancer, 9(7): 501-507.

Cummings, M.C., Winterford, C.M., Walker, N.I. 1997. Apoptosis. American Jounal
of Surgical Pathology, 21: 88-101.

Crouch, S.P., Kozlowski, R., Slater, K.J., Fletcher, J., 1993. The use of ATP
bioluminescence as a measure cell proliferation and cytotoxicity. Journal of
Immunological Methods, 160(1): 81-8.

Cruz, C.S.D., Tanoue, L.T., Matthay, R.A. 2011. Lung cancer: epidemiology,
etiology, and prevention. Clinics in chest medicine, 32(4), 605-644.

Cryns, V., Yuan, J. 1998. Proteases to die for. Genes& Development, 12: 1551-1570.
Dalay, N. 2000. Kanser biyolojisi. icinde: Klinik Onkoloji. Editorler: Topuz, E.,
Aydmer, A., Karadeniz, A.N. Onkoloji Enstitiisii Yayinlari, istanbul Universitesi.
Dalay, N. 2006. Kanser. Icinde: Hiicre: Molekiiler Yaklasim, Editorler: Sakizli, M.,
Atabey, N., Kalay, E. The Cell: A Moleculer Approach. Editors: Cooper, G.M.,
Hausman, R. E. 3. Baski, {zmir, Tip Kitabevi, s. 631-671.

Dash, P. 2007. Apoptosis. http:/www.sgul.ac.uk/depts/immunology/~dash/apoptosis/-
(Erisim tarihi:12.05.2019).

Desdicioglu, R. 2005. Ratlarda ovulasyon indiiksiyonunu takiben spontan siklofosfamid
ve radyoterapi etkisiyle olusan apoptosis ve sifingozin -1- fosfat’ in siklofosfamid ve
radyoterapi ile olusan apoptosis tizerine etkisi. Tipta uzmanlik tezi, Stileyman Demirel
Universitesi, T1p Fakiiltesi, Kadin Hastaliklar1 ve Dogum Anabilim Daly, Isparta.

74



Dickens, L.S., Boyd, R.S., Jukes-Jones, R., Hughes, M.A., Robinson, G.L., Fairall,
L., Schwabe, J.W., Cain, K., Macfarlane, M. 2012. A death effector domain chain
DISC model reveals a crucial role for caspase-8 chain assembly in mediatingapoptotic
cell death. Molecular Cell, 47: 291-305.

Doll, R., Peto, R. 1981.The causes of cancer: quantitative estimates of avoidable risks
of cancer in the United States today. Journal of the National Cancer Institute, 66(6):
1192-1308.

Donga, N., Liu, X., Zhao, T., Wang, L., Li, H., Zhang, Z., Li, X,, Bai, X. Zhang, Y.,
Yang, B. 2018. Apoptosis-inducing effects and growth inhibitory of a novel chalcone,
in human hepatic cancer cells and lung cancer cells. Biomedicine & Pharmacotherapy,
105: 195-203.

Duprez, L., Wirawan, E., Berghe, T.V., Vandenabeele, P. 2009. Major cell death
pathways at a glance. Microbes and Infection, 11: 1050-1062.

Elci, O.C., Akpinar-Elci, M. 2007. The trend of small cell lung cancer among young
men. Lung Cancer, 57(1): 34-36.

Elmore, S. 2007. Apoptosis: A review of programmed cell death. Toxicologic
Pathology, 35(4): 495-516.

Erdogan, B.B. 2003. Apoptozis mekanizmalari: tiimor gelisiminde fas-fasl bagiml
apoptozis. Akciger Arsivi, 4. 165-174.

Ersoz M. 2007. insan meme kanseri (MCF 7) ve fibroblast (L-929) hiicre kiiltiirlerinde
poliakrilik asidin toksisitesinin incelenmesi. Yiiksek Lisans Tezi, Yildiz Teknik
Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Biyomiihendislik Anabilim Dal1, Istanbul.

Evan, G., Harrington, E., Fanidi, A., Land, H., Amati, B., Bennett, M. 1994, The
Role Of Apoptosis In Development, Tissue Homeostasis And Malignancy. Biological
Sciences, 345(1313): 269-275.

Evan, G.I., Vousden, K.H. 2001. Proliferation, cell cycle and apoptosis in cancer.
Nature, 411: 342-348.

Fadeel, B., Gleiss, B., Hogstrand, K., Chandra, J., Wiedmer, T., Sims, P.J., Henter,
J.1., Orrenius, S., Samali, A. 1999. Phosphatidylserine exposure during apoptosis is a
cell-type-specific event and does not correlate with plasma membrane phospholipid
scramblase expression. Biochemical and Biophysical Research Communications,
266(2): 504-511.

Fan, F., Wood, K.V. 2007. Bioluminescent assays for high-throughput screening Assay
and Drug Developmend Technologies, 5(1): 127-136.

Fong, K.M., Minna, J.D. 2002. Molecular biology of lung cancer: clinical implications.
Clinics in Chest Medicine, 23(1): 83-101.

Fong, K.M., Sekido, Y., Gazdar, A.F., Minna, J.D. 2003. Lung cancer. 9: Molecular
biology of lung cancer: clinical implications. Thorax, 58: 892—900.

Fong, K.W., Sekido, Y., Minna, J.D. 1999. Molecular pathogenesis of lung cancer.
The Journal of Thoracic and Cardiovascular Surgery, 118: 1136-1152.

Fresco, P., Borges, F., Diniz, C., Marques, M.P. 2006. New insights on the
anticancer properties of dietary polyphenols. Medicinal Research Reviews, 26(6), 747-
766.

Fulda, S., Debatin, K. M. 2006. Extrinsic versus intrinsic apoptosis pathways in
anticancer chemotherapy. Oncogene, 25(34): 4798-4811.

Galluzzi, L., Kroemer, G. 2008. Necroptosis: a specialized pathway of programmed
necrosis. Cell, 135: 1161-1163.

75



Garcia-Lafuente, A., Guillamon, E., Villares, A., Rostagno, M.A., Martinez, J.A.
2009. Flavonoids as anti-inflammatory agents: implications in cancer and
cardiovascular disease. Inflammation Research, 58: 537-552.

Gewis, A.  2003. Introduction  to  Apoptosis.  ApoReview, 1-26.
http://www.celldeath.de/encyclo/aporev/aporev.htm

Gezegen, H. 2006. Bazi kalkon tiirevlerinin sentezi ve reaksiyonlarmin arastirilmasi.
Yiiksek Lisans Tezi, Gaziosamanpasa Universitesi, Tokat.

Ghobrial, 1.M., Witzig, T.E., Adjei, A.A. 2005. Targeting Apoptosis Pathways in
Cancer Therapy. Cancer J Clin., 55: 178 —194,

Gibellini, L., Pinti, M., Nasi, M., Montagna, J. P., Biasi, S.D., Roat, E., Bertoncelli,
L., Cooper, E.L., Cossarizza, A. 2011. Quercetin and cancer chemoprevention.
Evidence-Based Complementary and Alternative Medicine, 2011: 591356.

Giard, D.J, Aaronson, S.A, Todaro, G.J, Arnstein, P., Kersey, J.H., Dosik, H.,
Parks, W.P. 1973. In vitro cultivation of human tumors: Establishment of cell lines
derived from a series of solid tumors. J. Natl. Cancer Inst., 51(5): 1417-1423.

Gilbert, D.F., Boutros, M. 2016. A protocol for a high-throughput multiplex cell
viability assay. Methods Mol. Biol., 1470: 75-84.

Ginsberg, M.S. 2005. Epidemiology of lung cancer. Seminars in roentgenology, 40:
83-89.

Ginsberg, R.J., Rubinstein, L.V. 1995. Randomized trial of lobectomy versus limited
resection for T1 NO non-small cell lung cancer. The Annals of Thoracic Surgery, 60:
613-622.

Golstein, P., Kroemer, G. 2007. Cell death by necrosis: towards a molecular
definition. Trends in Biochemical Sciences, 32: 37-43.

Gorlova, O.Y., Weng, S.F., Zhang, Y., Amos, C.I., Spitz, M.R. 2007. Aggregation of
cancer among relatives of never-smoking lung cancer patients. International Journal of
Cancer, 121(1): 111-8.

Graves, E.E., Maity, A., Le, Q.T. 2010. The tumor microenvironmet in non-smal lung
cancer. Seminars in Radiation Oncology, 20(3): 156-163.

Groeger, A.M., Esposito, V., Mueller, M.R., Caputi, M., Kaiser, H.E., Giordano, A.
1997. Advances in the understanding of lung cancer. Anticancer Research, 17: 2519-
2522.

Guicciardi, M.E., Gores, G.J. 2009. Life and death by death receptors. FASEB J. 23:
1625-1637.

Guha, N. 2009. Dietary flavonoids and the risk of breast cancer and childhood
leukemia. Doctor Theses. California University, Berkeley.

Giiriin, M.S., Siizer, O. 2005. Bitkisel Ilaclar: Siizer Farmakoloji. Editor: Siizer, O.
Klinisyen Tip Kitapevleri, istanbul, s. 533-40.

Halilgolar, H., Tatar, D., Ertugrul, G. 1999. Epidemiyoloji. Editorler: Akkoglu, A.,
Oztiirk, C. Akciger kanseri multidisipliner yaklasim. Bilimsel Tip Yayinevi, Ankara, s.
17-22.

Halliwell, B., Aruoma, O.l. 1991. DNA damage by oxygen-derived species. Its
mechanism and measurement in mammalian systems. Federation of European
Biochemical Societies Letters, 281: 9-109.

Hanahan, D., Coussens, L.M. 2012. Accessories to the crime: functions of cells
recruited to the tumor microenvironment. Cancer Cell, 21: 309-322.

Hanahan, D., Weinberg, R.A. 2000. The Hallmarks of Cancer. Cell, 100(1): 57-70.

76


http://www.celldeath.de/encyclo/aporev/aporev.htm

Hanahan, D., Weinberg, R.A.2011. Hallmarks of cancer: the next generation. Cell,
144 (5): 646-74.

Harris J.R., Morrow, M., Banadonna, G. 1993. Cancer of the breast. Principles and
Practice of Oncology. 4: 1264-1332.

Heim, K. E., Tagliaferro, A. R., Bobilya, J.D. 2002. Flavonoid antioxidants. Journal
of Nutritional Biochemistry, 13: 572-584.

Hikim, A.P.S., Wang, C., Leung, A.R., Swerdloff, R.S. 1995. Involvement of
apoptosis in the induction of germ cell degeneration in adult rats after gonadotropin-
releasing hormone antagonist treatment. Endocrinology, 136: 2770-2775.

Hijova, E. 2006.Bioavailability of chalcones. Bratislavske Lekarske Listy, 107: 80-84.
Hodek, P., Trefil, P., Stiborova, M. 2002. Flavonoids- Potent and versatile
biologically active compounds interacting with cytochromes P450. J. Chemico-
Biological Interactions., 139: 1-21.

Holdenrieder, S., Stieber, P. 2004. Apoptotic markers in cancer. Clinical
Biochemistry, 37: 605-617.

Hollstein, M, Sidransky D, Vogelstein B, Harris CC. 1991. p53 mutations in human
cancers. Science, 253: 49-53.

Horn, L., Lovly, C.M., Johnson, D.H. 2015. Neoplasms of the Lung. Editors: Kasper,
D., Fauci, A., Hauser, S., Longo, D., Jameson, J.L., Loscalzo, J. Harrison's Principles of
Internal Medicine. 19th Edition ed. New York, McGraw-Hill Education, pp: 506-523.
Houghton, P., Fang, R., Techatanawat, I., Steventon, G., Hylands, P.J., Lee, C.C.
2007. The sulphorhodamine (SRB) assay and other approaches to testing plant extracts
and derived compounds for activities related to reputed anticancer activity. Methods, 42:
377-387.

Hunter, A. M., LaCasse, E. C., Korneluk, R. G. 2007. The inhibitors of apoptosis
(IAPs) as cancer targets. Apoptosis, 12(9): 1543-1568.

Hussain, S.P, Harris, C.C. 2000. Molecular epidemiology and carcinogenesis:
endogenous and exogeneus carcinogens. Mutation Research, 462; 311-322.

Hiissaini, S.M. , Yedla, P. , Babu, K.S., Shaik, T.B. , Chityal, G.K. , Kamal, A.
2016. 1, 2, 3-triazol baghh pirazolin ve kalkon tilirevlerinin sentezi ve biyolojik
degerlendirmesi. Chem Biol Drug Des., 88 (1): 97-109.

Itil, O. 2000. Akciger kanserlerinin epidemiyolojisi ve etyolojisi. Editér: Haydaroglu,
A. Akciger kanserleri: Tan1 ve tedavi. Ege Universitesi Basimevi, Izmir, s. 15-34.
Jacobson, D.R. 1999. Ras mutations in lung cancer. Editors: Brambilla, C., Brambilla,
E. Lung tumors fundamental biology and clinical management. New York, Marcel
Dekker Inc, pp: 139-156.

Jovanovic, K.K., Gligorijevic, N., Gaur, R., Mishra, L., Radulovic, S. 2016.
Anticancer activity of two ruthenium(ll) -DMSO-chalcone complexes: Comparison of
cytotoxic, pro-apoptotic and antimetastatic potential. Journal of Buon, 21(2): 482-490.
Juan, R., Claudia, A., Luis, V., Neira, G., Jose, D., Bianca, N., Michael, H.,
Radostina, G., Hans, B., Carsten, S., Klaus, J., Michael, L., Anja, R., 2010. New 4-
Maleamic Acid and 4-Maleamide Peptidyl Chalcones as Potential Multitarget Drugs for
Human Prostate Cancer. Pharmaceutical Research, 28(4): 907-9109.

Kabir, Z., Bennett, K., Clancy, L. 2007. Lung cancer and urban air-pollution in
Dublin: a temporal association? Irish Medical Journal, 100(2): 367-369.

Kamal, M., Shakya, K.A., Jawaid, T. 2011. Benzoforals: a New Profile Of Biological
Activities. International Journal of Medical and Pharmaceutical Sciences, 1(3).

77


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Houghton%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17560325
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fang%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17560325
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Techatanawat%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17560325
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Steventon%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17560325
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hylands%20PJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17560325
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lee%20CC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17560325
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yedla%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26854643
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yedla%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26854643
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yedla%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26854643
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Babu%20KS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26854643
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Shaik%20TB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26854643
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chityal%20GK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26854643
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26854643

Kandas, O. 2004. Apoptozis, programli hiicre Sliimii. Ankara Universitesi dikimevi
Saghk Hizmetleri Meslek Yiiksekokulu Dergisi, 5:1.

Keane, R.W., Kraydieh, S., Lotocki, G., Bethea, J.R., Krajewski, S., Reed, J.C.,
Dietrich, W. D. 2001. Apoptotic and anti-apoptotic mechanisms following spinal cord
injury. Journal of Neuropatholy and Experimental Neurology, 60: 422-429.

Kefeli, U., Ustaalioglu, B. B. 0., Yildirom, M. E., Erkol, B., Aydin, D., Sener,
N.,.A¢ikgoz, O.R. 2015. Akciger kanserinde sagkalimi etkileyen klinikopatolojik
ozellikler. Marmara Medical Journal, 28(1): 21-26.

Kern, J.A., McLennan, G. 1998. Genetic and molecular changes of human lung
cancer. Fishman’s Pulmonary Diseases and Disorders. Mc Graw-Hill Companies: New
York, 2: 1695-9.

Khan, M.W., Alam, M.J., Rashid, M.A. and Chowdhury, R. 2005. A new Structural
alternative in benzo [b] furans for antimicrobial activity. Bioorganic & Medicinal
Chemistry, 13: 4796-4805.

Kepp, O., Galluzzi, L., Lipinski|, M., Yuan, J., Kroemer, G. 2011. Cell death assays
for drug discovery. Nature Reviews Drug Discovery, 10(3): 221-237.

Kibbelaar, R.E., Moolenaar, K.E., Michalides, R.J., Van Bodegom, P.C,
Vanderschueren, R.G., Wagenaar, S.S., Dingemans, K.P., Bitter-Suermann, D.,
Dalesio, O., Van Zandwijk, N., Wolter J.M. 1991. Neural cell adhesion molecule
expression, neuroendocrine differentiation, and prognosis in lung carcinoma. European
Journal of Cancer and Clinical Oncology, 27: 431-435.

Kim, B. T., Kwang-Joong, O., Chun, J. C., and Hwang, K. J. 2008. Synthesis of
dihydroxylated chalcone derivatives with diverse substitution patterns and their radical
scavenging ability toward DPPH free radicals. Bulletin of the Korean Chemical Society,
29:1125-1130.

Koktiirk, N., Kirisoglu, C.E ve Oztiirk, C. 2003. Akciger kanseri molekiiler
biyolojisi. Eurasian Journal of Pulmonology, 5(3): 127-138.

Kumar, A.D.B., Prakash, G.K., Kumaraswamy, M.N., Nandeshwarappa, B.P.,
Sherigara, B.S., Mahadevan, K.M., 2006. Microwave assisted facile synthesis of
amino pyrimidines bearing benzofuran and investigation of their antimicrobial activity.
Indian Journal of Chermistry, 45: 1699-1703.

Kumar, S., Bawa, S., Drabu, S., Kumar, R., Gupta, H. 2009. Biological activities of
pyrazoline derivatives-a recent development. Recent Pat Antiinfect Drug Discov, 4:
154- 163.

Kiiciikaltun, S.S. 2007. Kronik obstriiktif akciger hastaligi’'nda hava yolu epitel
hiicreleri, lenfosit, nétrofil ve makrofaj apoptozisi. Uzmanlik tezi, Cukurova
Universitesi, T1ip Fakiiltesi, Gogiis Hastaliklar1 Anabilim Dal1, Adana.

Kranenburg, O. 2005. The KRAS oncogene: past, present, and future. Biochimica et
Biophysica Acta, 1756: 81-82.

Lecture, G.F.F. 1996. Molecular mechanisms of lung cancer. Interaction of
environmental and genetic factors. Chest, 109: 14-109.

Li, H., Fan, X., Houghton, J.M. 2007. Tumor microenvironment: the role of the tumor
stroma in cancer. Journal of Cellular Biochemistry, 101: 805-815.

Li, J., Yuan, J. 2008. Caspases in apoptosis and beyond. Oncogene, 27: 6194-6206.
LoConte, N.K., Brewster, A.M., Kaur, J.S., Merrill, J. K., Alberg, A.J. 2018.
Alcohol and cancer: a statement of the American Society of Clinical Oncology. Journal
of Clinical Oncology, 36(1): 83-93.

78



Lomakina, G.Y, Modestoca, Y.A, Ugarova, N.N. 2015. Bioluminescence assay for
cell viability. Biochemistry (Mosc), 80(6): 701-713.

Longo-Sorbello, G.S.A, Saydam, G., Banerjee, D., Bertino, J.R. 2006. Cytotoxicity
and cell growth assays. In “Cell biology: a laboratory handbook”, Editor: Celis, J.E.
Elseiver Academic Press, Burlington.

Lozano, R., Naghavi, M., Foreman, K. 2012. Global and regional mortality from 235
causes of death for 20 age groups in 1990 and 2010: a systematic analysis for the Global
Burden of Disease Study 2010. The Lancet, 380: 2095-2128.

Lu, J., Ashwell, K.W., Waite, P. 2000. Advances in secondary spinal cord injury: role
of apoptosis. Spine, 25: 1859-1866.

Lu, J.J., Dang, Y.Y., Huang, M., Xu, W.S., Chen, X.P., Wang, Y.T. 2012. Anti-
cancer properties of terpenoids isolated from Rhizoma Curcumae—A review. Journal of
Ethnopharmacology, 143(2): 406-411.

Lunardi, F., Guzela, M., Rodrigues, A.T., Correa, R., Eger-Mangrich, 1., Steindel,
M., Grisard, E.C., Assreuy, J., Calixto, J.B., Santos, A.R.S. 2003. Tripanocidal and
leishmanicidal properties of substitution-containing chalcones. Antimicrobial Agents
and Chemotherapy, 47: 1449-1451.

Lynch, T.J., Bell, D.W., Sordella, R., Gurubhagavatula, S., Okimoto, R.A.,
Brannigan, B.W., Haber, D.A. 2004. Activating mutations in the epidermal growth
factor receptor underlying responsiveness of non—small-cell lung cancer to gefitinib.
New England Journal of Medicine, 350(21): 2129-2139.

Mabry, M. 1998. Activating oncogenes in lung cancer: Biology of lung cancer. Editors:
Kane, M.A., Bunn, P.A., Marcel Dekker Inc., New York, pp: 391-412.

Mahapatra, D.K., Bharti, S.K., Asati, V. 2015. Anti-cancer chalcones: Structural and
molecular target perspectives. European Journal of Medicinal Chemistry, 98: 69-114.
Mao, S.W., Chen, H., Yu, L.F., Lv, F., Xing, Y.J., Liu, T., Xie, J., Tang, J., Yi, Z.,
Yang, F. 2016. Segici antikanser olarak yeni Roman 3,4-seco safra asidi diamidleri
cogalma ve gog ajanlari. European Journal of Medicinal Chemistry, 122: 574-583.
Marquina, S., Maldonado-Santiago, M., Sanchez-Carranza, J.N., Anttinez-Mojica,
M., Gonzalez-Maya, L., Razo-Hernandez, R.S., Alvarez, L. 2019. Design, synthesis
and QSAR study of 2'-hydroxy-4'-alkoxy chalcone derivatives that exert cytotoxic
activity by the mitochondrial apoptotic pathway. Bioorganic&Medicinal Chemistry,
27(1): 43-54.

Mcllwain, D.R., Berger, T., Mak, T.W. 2013. Caspase functions in cell death and
disease. Cold Spring Harbor Perspectives in Biology, 5: 86-56.

Meiyanto, E., Hermawan, A., Anindyajati, A. 2012. Natural products for
cancertargeted therapy: citrus flavonoids as potent chemopreventive agents. Asian
Pacific Journal of Cancer Prevention, 13(2):427-436.

Messmer, U.K., Pfeilschifter, J. 2000. New insights into the mechanism for clearance
of apoptotic cells. BioEssays, 22: 878-881.

Michalides, R.J.A.M. 1998. Deregulation of the cell cycle in lung cancer: Lung
Biology in Health and Disease. Editors: Brambilla, C., Brambilla, E. MarcelDekker
Inc., New York, pp: 211-225.

Mirabella, M., Giovanni, S.D., Silvestri, G., Tonali, P., Servidei, S. 2000. Apoptosis
in mitochondrial encephalomyopathies with mitochondrial DNA mutations: a potential
pathogenic mechanism. Brain, 123: 93-104.

Mohamed, F. M., Mohamed, S. M., Shouman, A. S., Fathi, M. M., Abdelhamid, A.
I. 2012. Synthesis and biological evaluation of a novel series of chalcones incorporated

79


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lozano%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23245604
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Naghavi%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23245604
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Foreman%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23245604
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lu%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10888960
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ashwell%20KW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10888960
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Waite%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10888960
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tonali%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10611124
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Servidei%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10611124

pyrazole moiety as anticancer and antimicrobial agents. Applied Biochemistry and
Biotechnology, 168: 1153-1162.

Moll, U.M., Zaika, A. 2001. Nuclear and mitochondrial apoptotic pathways of p53.
Federation of European Biochemical Societies Letters, 493: 65-9.

Monsuez, J.J., Charniot, J.C., Vignat, N., Artigou, J.Y. 2010. Cardiac side-effects of
cancer chemotherapy. International journal of cardiology, 144(1): 3-15.

Morton, J.P., Timpson, P., Karim, S.A., Ridgway, R.A., Athineos, D., Doyle, B.
2010. Mutant p53 drives metastasis and overcomes growth arrest/senescence in
pancreatic cancer. Proceedings of the National Academy of Sciences, 107(1): 246-251.
Motadi, L.R., Misso, N.L., Dlamini, Z., Bhoola, K.D. 2007. Molecular genetics and
mechanisms of apoptosis in carcinomas of the lung and pleura: Therapeutic targets.
International Immunopharmacology, 14: 1934-1947.

Mountain, C.F. 1997. Revisions in the international system for staging lung cancer.
Chest, 11: 1710.

Muller, P.A., Vousden, K.H. 2014. Mutant p53 in cancer. new functions and
therapeutic opportunities. Cancer Cell, 25: 304-17.

Miisellim, B. 2007. Akciger kanserinin epidemiyolojisi ve etiyolojisi.
http://www.ctf.edu.tr/stek/pdfs/58/5809.pdf (Erisi Tarihi: 10.04.2018).

Myrdal, G., Gustafsson, G., Lambe, M., Horte, L.G., Stahle, E. 2001. Outcome after
lung cancer surgery. Factors predicting early mortality and major morbidity. Eurpean
Journal of Cardiothoracic Surgery, 20: 694-699.

Nakamura, K., Bossy-Wetzel, E., Burns, K., Fadel, M. P., Lozyk, M., Goping, S.,
Opas, M., Bleacly, R.C., Green, D.R., Michalak, M. 2000. Changes in endoplasmic
reticulum luminal environment affect cell sensitivity to apoptosis. The Journal of cell
biology, 150: 731-740.

Nakhjavania, M., Zarghib, A., Shirazi, FH., 2014. Cytotoxicity of selected novel
chalcone derivatives on human breast, lung and hepatic carcinoma cell lines. Iranian
Journal of Pharmaceutical Research, 13(3): 953-958.

Nikitovic, D., Kouvidi, K., Karamanos, N.K., Tzanakakis, G.N. 2013. The roles
ofhyaluronan/RHAMM/CD44 and their respective interactions along the
insidiouspathways of fibrosarcoma progression. Biomedical Research International,
2013: 929531.

Niles, A.L., Moravec, R.A., Hesselberth, P.E., Scurria, M.A., Daily, W.J., Riss, T.L.
2007. A homogeneous assay to measure live and dead cells in the same sample by
detecting different protease markers. Analytical Biochemistry, 366: 197-206.

Nobili, S., Lippi, D., Witort, E., Donnini, M., Bausi, L., Mini, E. 2009. Natural
compounds for cancer treatment and prevention. Pharmacological Research, 59(6):
365-378.

O’Brien, K.A.F, Smith, L.L, Cohen, G.M. 1987. Inability of A Human Lung Tumour
Cell Line to Detect Chemically Induced Organ Toxicity to the Lung. Toxicology in
Vitro, 1: 85-90.

Oliver, L., Vallette, F.M. 2005. The role of caspases in cell death and differentiation.
Drug Resistance Updates, 8: 163-170.

Ouyang, L., Shi, Z., Zhao, S., Wang, F.T., Zhou, T.T., Liu, B. Bao, J.K. 2012.
Programmed cell death pathways in cancer: a review of apoptosis, autophagy and
programmed necrosis. Cell Proliferation, 45: 487-498.

Ozaki, T., Nakagawara, A. 2011. p53: The attractive tumor suppressor in the cancer
research field. Journal of Biomedicine and Biotechnology, 1-13.

80


http://www.ctf.edu.tr/stek/pdfs/58/5809.pdf

Oktem, S., Ozhan, M.H., Ozol, D. 2001. Apoptozisin énemi. Toraks Dergisi, 2: 91-
95.

Ozdemir, A., Altintop, M.D. Sever, B., Gencer, H.K., Kapkac, H.A, Ath,
0., Baysal, M. 2017. A new series of pyrrole-based chalcones: synthesis and evaluation
of antimicrobial activity, cytotoxicity, and genotoxicity. Molecules, 30: 22(12.).

Ozen, M., Pepedil, F., Cengiz, M., Kilickap, S., Aksoy, S., Tiirker, A., Kars, A.
2012. Otuzbes yas alt1 geng hastalarda akciger kanseri: tek merkez deneyimi. Acta
Oncologica Turcica, 45(1): 1-4.

Ozlii, T., Biilbiil, Y. 2005. Sigara ve akciger kanseri. Tiiberkiiloz ve Toraks Dergisi,
53(2):200-2009.

Ozsu, S., Ozlii T. 2013. Tiirkiye’de Akciger Kanseri Epidemiyolojisi. Giincel Gogiis
Hastaliklar1 Serisi, 1 (3): 7-11.

Palmarini, M., Fan, H. 2001. Retrovirus-induced ovine pulmonary adenocarcinoma, an
animal model for lung cancer. Journal of the National Cancer Institue, 93: 1603-1614.
Palmer, A.M., Greengrass, P.M., Cavalla, D. 2000. The role of mitochondria in
apoptosis. Drug news & Perspectives, 13: 378-384.

Pearson, F.G. 2002. Lung cancer. Editors: Pearson, F.G., Cooper, J.D., Deslauriers J.,
Ginsberg, R.J., Hiebert, C., Patterson, G.A., Urschel, H.C., Thoracic Surgery, 2nd
edition, Churchill Livingstone, Philadelphia, pp: 772-924.

Polat, B.E., Lin, S., Mendenhall, J.D., VanVeller, B. , Langer, R., Blankschtein,
D. 2011. An Experimental and molecular dynamics investigation into the amphiphilic
nature of sulforhodamine B. The Journal of Physical Chemistry B, 115(6): 1394-1402.
Poste, G., Fidler, 1.J. 1980. The pathogenesis of cancer metastasis. Nature, 283: 139-
146.

Prives, C. 1998. Signaling to p53: breaking the MDM2-p53 circuit. Cell, 95: 1437
1443.

Radzikowska, E., Glaz, P., Roszkowski, K. 2002. Lung cancer in women: age,
smoking, histology, performance status, stage, initial treatment and survival.
Population-based study of 20 561 cases. Annals of oncology, 13: 1087-1093.

Ramos, S. 2007. Effects of dietary flavonoids on apoptotic pathways related to cancer
chemoprevention. The Journal of Nutritional Biochemistry, 18(7), 427-442.

Rao, R.V., Hermel, E., Castro-Obregon, S., del Rio, G., Ellerby, L.M., Ellerby, H.
M., Bredesen, D.E. 2001. Coupling endoplasmic reticulum stress to the cell death
program mechanism of caspase activation. Journal of Biological Chemistry, 276:
33869-33874.

Ren, W., Qiao, Z., Wang, H., Zhu, L., Zhang, L. 2003. Flavonoids: promising
anticancer agents. Medicinal Research Reviews, 23(4): 519-534.

Riedl, S.J., Salvesen, G.S. 2007. The apoptosome: Signalling platform of cell death.
Nature Reviews Molecular Cell Biology, 8: 405-413.

Riss, T.L., Moravec, R.A. 2004. Use of multiple assay endpoints to investigate the
effects of incubation time, dose of toxin, and plating density in cell-based cytotoxicity
assays. Assay and Drug Development Technologies, 2: 51- 62.

Riss, T.L., Moravec, R.A. 2006. Cell proliferation assays: improved homogeneous
methods used to measure the number of cells in culture. In “Cell Biology”. Editors:
Celis, J.E. Elseiver Academic Press, Burlington.

Riss, T.L., Moravec, R.A., O’brien, M.A., Hawkins, E.M., Niles, A. 2006.
Homogeneous multiwell assays for measuring cell viability, cytotoxicity, and apoptosis.

81


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=%C3%96zdemir%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29189730
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Alt%C4%B1ntop%20MD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29189730
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sever%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29189730
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gen%C3%A7er%20HK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29189730
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kapka%C3%A7%20HA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29189730
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Atl%C4%B1%20%C3%96%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29189730
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Atl%C4%B1%20%C3%96%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29189730
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Baysal%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29189730
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/29189730
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/eutils/elink.fcgi?dbfrom=pubmed&retmode=ref&cmd=prlinks&id=21222449
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3037431/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/eutils/elink.fcgi?dbfrom=pubmed&retmode=ref&cmd=prlinks&id=21222449

In “Handbook Of Assay Development In Drug Discovery”. Editors: Minor, L.K. CRC
Press, Florida, USA.

Rodenhuis, S., Van De Wetering, M.L., Mooi, W.J., Evers, S.G., Van Zandwijk, N.,
Bos, J.L. 1987. Mutational activation of the K-RAS oncogene. A possible pathogenetic
factor in adenocarcinoma of the lung. The New England Journal of Medicine, 317: 929-
935.

Roemer K. 1999. Mutant p53: gain-of-function oncoproteins and wild-type p53
inactivators. Biological Chemistry, 380: 879-87.

Rossi, M., Lugo, A., Lagiou, P., Zucchetto, A., Polesel, J., Serraino, D., Negri, E.,
Trichopoulos, D., La Vecchia, C. 2012. Proanthocyanidins and other flavonoids in
relation to pancreatic cancer: a case-control study in Italy. Annals of Oncology, 23(6):
1488-93.

Ruano-Ravina, A., Figueiras, A., Barros-Dios, J.M. 2003. Lung cancer and related
risk factors: an update of the literature. Public Health, 117: 149-156.

Rybka, M., Mercader, G.A., Castro, A.E. 2014. Predictive Qsar study of chalcone
derivatives cytotoxicity activity against HT-29 human colon adenocarcinoma cell lines.
Chemometrics and Intelligent Laboratory Systems, 132: 18-29.

Sak, K., Everaus, H. 2015. Role of flavonoids in future anticancer therapy
byeliminating the cancer stem cells. Current Stem Cell Research & Therapy, 10(3):
271-282.

Salvesen, G.S., Duckett, C.S. 2002. IAP proteins: blocking the road to death's door.
Nature Reviews, 3: 401-410.

Sandal, T. 2002. Molecular aspects of the mammalian cell cycle and cancer. The
Oncologist, 7: 73-81.

Saraste, A., Pulkki, K. 2000. Morphologic and biochemical hallmarks of apoptosis.
Cardiovasc Research, 45(3): 528-37.

Sato, T., Irie, S., Krajewski, S., Reed, J.C. 1994. Cloning and sequencing of a cDNA
encoding the rat Bcl2 protein. Gene, 140: 291-292.

Schottenfeld, D. 2000. Etiology and epidemiology of lung cancer. Editors: Pass, H.,
Mitchell, J., Johnson, D., Turrisi, A., Minna, J. Lung Cancer, Philadelphia: Lippincott
Williams&Wilkins, 2. Baski, pp: 367-388.

Selwood, K. 2009. Side effects of chemotherapy. Cancer in children and young people.
Acute Nursing Care, 35-71.

Sezgin, C. 2010. Kanserde bitkilerle tedavide 6rnek uygulamalar. Bitkilerle Tedavi
Sempozyumu, 5-6 Haziran 2010, Zeytinburnu, Istanbul.

Sghaiera, M.B., Skandrani, I., Nasra, N., Francac, M.G.D., Chekir-Ghediraa, L.,
Ghediraa, K. 2011. Flavonoids and sesquiterpenes from Tecurium ramosissimum
promote antiproliferation of human cancer cells and enhance antioxidant activity: A
structure—activity relationship study. Environmental Toxicology and Pharmacology,
AAPS, 32: 336-348.

Shaaban, M.R., Mayhoub, A.S., Farag, A.M. 2012. Recent advances in the
therapeutic applications of pyrazolines. Expert Opinion on Therapeutic. Patents, 22:
253-291.

Shapiro, C. L., ve Recht, A. 2001. Side effects of adjuvant treatment of breast cancer.
New England Journal of Medicine, 344(26): 1997-2008.

Sharma, V., Chaudhary, A., Arora, S., Saxena, A.K., Ishar, M.P. 2013. (- lonone
derived chalcones as potent antiproliferative agents. European Journal of Medicinal
Chemistry, 69: 310-315.

82



Shields, T. W. 2000. Carcinoma of the lung: General Thoracic Surgery. Editors:
Shields, T.W., Locicero, J., Ponn, R.B. Lippincott Williams and Wilkins Comp.,
Philadelphia, pp: 1215-1442.

Shigematsu, H., Takahashi, T., Nomura, M., Majmudar, K., Suzuki, M., Lee, H.,
Wistuba, 1., Fong, K., Toyooka, S., Shimizu, N., Fujisawa, T., Minna, J.D, Gazdar,
A.F. 2005. Somatic mutations of the HER2 kinase domain in lung adenocarcinomas.
Cancer Research, 65(5): 1642-6.

Siegel, R.L., Miller, K.D., Jemal, A. 2015. Cancer statistics. CA: A Cancer Journal for
Clinicians, 65(1): 5-29.

Siegel, R.L., Miller, K.D., Jemal, A. 2017. Cancer statistics, 2017. CA :A Cancer
Journal for Clinicians, 67: 7-30.

Sigerist, H.E. 1960. The historical development of the pathology and therapy of cancer.
Editors: Marti-lbanez F. On the history of medicine. New York, MD Publications Inc.,
pp: 59-65.

Smith, T.J., Yang, G.Y., Seril, D.N., Liao, J., Kim, S. 1998. Inhibition of 4-
(methylnitrosamino)-1-(3-pyridyl)-1-butanone-induced lung tumorigenesis by dietary
olive oil and squalene. Carcinogenesis, 19: 703-706.

Solakoglu Z. 2009. Apoptoz varlig1 ya da yoklugu. Bir hastalik nedeni. Klinik Gelisim
Dergisi, 22: 20-25.

Spencer, S., Cataldo, N.A., Jaffe, R.B. 1996. Apoptosis in the human female
reproductive tract. Obstetrical and Gynecological Survey, 5: 314- 323.

Spierings, D.C.,de Vries, E.G., Vellenga, E.,van den Heuve,l F.A., Koornstra,
J.J., Wesseling, J., Hollema, H., de Jong, S. 2004. Tissue distribution of the death
ligand TRAIL and its receptors. Journal of Histochemistry and Cytochemistry, 52: 821-
831.

Spiro, S.G., Porter, J.C. 2002. Lung cancer-Where are we today? Current advances in
staging and nonsurgical treatment. American Journal of Respiratory and Critical Care
Medicine, 166: 1166-1196.

Spivack, S.D., Fasco, M.J., Walker, V.E., Kaminsky, L.S. 1997. The molecular
epidemiology of lung cancer. Critical Reviews Toxicology, 27: 319-365.

Stratton, M.R., Campbell, P.J., Futreal, P.A. 2009. The cancer genome. Nature, 458:
719-724.

Suh, Y. 2002. Cell signaling in aging and apoptosis. Mechanisms of Ageing and
Development, 123: 881-890.

Sulu, E., Damadoglu, E. Nergiz S, Ertugrul. M., Saltiirk C., Karabey,
O.E, Yilmaz, A. 2007. Primer akciger kanserinde tiimor tipi ve cinsiyet dagilimi
degisiyor mu? 2004 yil1 sonuglarinin daha dnceki yillar ile karsilastirilmasi. Tiiberkiiloz
ve Toraks Dergisi, 55(1): 148.

Syam, S., Abdelwahab, SI., Al-Mamary, MA., Mohan, S., 2012. Synthesis of
chalcones with anticancer activities. Molecules, 17: 6179-6195.

Taskin, M. 2016. Benzofuran siibstitiie kalkonlarin sentezi. Yiiksek Lisans Tezi,
Adiyaman Universitesi, Fen bilimleri Enstitiisii, Adiyaman.

Testa, U., Castelli, G., Pelosi, E. 2018. Lung Cancers: Molecular Characterization,
Clonal Heterogeneity and Evolution, and Cancer Stem Cells. Cancers (Basel), 10(8).
Thomas, L., Doyle, L. A., Edelman, M. J. 2005. Lung cancer in women: emerging
differences in epidemiology, biology, and therapy. Chest, 128(1): 370-381.

Thun, M.J., Hannan, L.M., Adams-Campbell, L.L., Boffetta, P., Buring, J.E.,
Feskanich, D., Flanders, W.D., Jee, S.H., Katanoda, K., Kolonel, L.N., Lee, .M.,

83


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Spierings%20DC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15150291
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=de%20Vries%20EG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15150291
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vellenga%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15150291
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=van%20den%20Heuvel%20FA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15150291
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Koornstra%20JJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15150291
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Koornstra%20JJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15150291
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wesseling%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15150291
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hollema%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15150291
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=de%20Jong%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15150291
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sulu%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17401795
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sulu%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17401795
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nergiz%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17401795
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ertu%C4%9Frul%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17401795
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Salt%C3%BCrk%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17401795

Marugame, T., Palmer, J.R., Riboli, E., Sobue, T., Avila-Tang, E., Wilkens, L.R.,
Samet, J.M. 2008. Lung Cancer Occurrence in Never-Smokers: An Analysis of 13
Cohorts and 22 Cancer Registry Studies. PLoS Medicine, 5(9): 185.

Torre, L. A., Trabert, B., DeSantis, C. E., Miller, K. D., Samimi, G., Runowicz, C.
D., Siegel, R. L. 2018. Ovarian cancer statistics, 2018. CA: A Cancer Journal for
Clinicians, 68: 284-296.

Tozkoparan, B., Aytag, S.P. 2007. Kanser kemoterapisinde terapotik hedef olarak
glutatyon s-transferazlar. Hacettepe Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Dergisi, 27: 139-
164.

Travis, W.D., Lubin, J., Ries, I., Devesa, S. 1996. United States lung carcinoma
incidence trends: Declining for most histologic types among males, increasing among
females. Cancer, 77: 2464-70.

Travis, W.D. 2011. Pathology of Lung Cancer. Clinics in Chest Medicine, 32: 669-692.
Tseng, C.H., Chen, Y.L.,Hsu, C.Y.,Chen, T.C., Cheng, C.M., Tso, H.C., Lu,
Y.J., Tzeng, C.C. 2013. Synthesis and antiproliferative evaluation of 3-
phenylquinolinylchalcone derivatives against non-small cell lung cancers and breast
cancers. European Journal of Medicinal Chemistry, 59: 274-82.

Tuncer, A.M. 2009. Kanserin Ulkemiz ve Diinyadaki Onemi, Hastalik Yiikii ve Kanser
Kontrol Politikalari. Tiirkiye'de Kanser Kontrolii, Ankara, T.C. Saglik Bakanligi
Kanserle Savas Dairesi Bagkanligi, s. 3-108.

Tuncer, S., Demirci, M. 2011. Materyallerde biyouyumluluk degerlendirmeleri.
Atatiirk Univ. Dis Hekimligi Fakiiltesi Dergisi, 141-149.

Ulukaya, E. 2001. Akciger kanserleri, tan1 ve tedavide temel ilkeler ve uygulamalar:
hiicre siklusu ve apoptozis. Editorler: Engin, K., Ozyardimeci, N., Avrupa Tip Kitapgilik,
[stanbul, BSlim TI1.

Ulukaya, E. 2003. Apoptozis ders notlart.
http://biyokimya.uludag.edu.tr/apoptozis_ders_notu.pdf (Erisim tarihi:12.05.2019).
Ulukaya, E., Ozdikicioglu, F., Yilmaztepe-Oral, A., Demirci, M. 2008. The MTT
assay yields a relatively lower result of growth inhibition than the ATP assay
depending on the chemotherapeutic drugs tested. Toxicology In Vitro, 22: 232-239.
Ulukaya, E. 2010. Hiicre siklusu ve apoptozis: Akciger Kanserleri Tan1 ve Tedavide
Temel llkeler ve Uygulamalar, Istanbul.
http://biyokimya.uludag.edu.tr/CellCycleApoptosis.pdf (Erisim tarihi: 12.09.2019).
Ulukaya E, Acilan C, Yilmaz Y. 2011. Apoptosis: Why and how does it occur in
biology? Cell Biochemistry and Function, 29: 468-480.

Vousden, K.H., Lu, X. 2002. Live or let die: the cells response to p53. Nature Reviews
Cancer; 2: 594-604.

Wang, L., Lee, 1.M., Zhang, S.M., Blumberg, J.B., Buring, J.E., Sesso, H.D. 2009.
Dietary intake of selected flavonols, flavones, and flavonoid-rich foods and risk of
cancer in middle-aged and older women. The American Journal of Clinical Nutrition,
89(3): 905-912.

Wani, Z.A., Guru, S.K., Rao, A.V., Sharma, S., Mahajan, G., Behl, A., Kumar, A,
Sharma, P.R., Kamal, A., Bhushan, S., Mondhe, D.M. 2016. A novel quinazolinone
chalcone derivative induces mitochondrial dependent apoptosis and inhibits
PI3K/Akt/mTOR signaling pathway in human colon cancer HCT-116 cells. Food and
Chemical Toxicology, 87: 1-11.

Wei, L.P., Li, N., Wang, G, Su, K., Li, F.,, Chang, S., Tan, FW,, Lyu, Z.Y., Feng,
X.S., Li, X,, Chen, Y.H., Chen, H.D., Chen, S.H., Ren, J.S,, Shi, J.F., Cui, H., Wu,

84


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tseng%20CH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23237975
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chen%20YL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23237975
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hsu%20CY%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23237975
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chen%20TC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23237975
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cheng%20CM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23237975
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tso%20HC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23237975
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lu%20YJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23237975
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lu%20YJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23237975
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tzeng%20CC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23237975
http://biyokimya.uludag.edu.tr/apoptozis_ders_notu.pdf
http://biyokimya.uludag.edu.tr/CellCycleApoptosis.pdf
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wei%20LP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30060303
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Li%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30060303
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wang%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30060303
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Su%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30060303
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Li%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30060303
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chang%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30060303
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tan%20FW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30060303
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lyu%20ZY%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30060303
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Feng%20XS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30060303
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Feng%20XS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30060303
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Li%20X%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30060303
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chen%20YH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30060303
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chen%20HD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30060303
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chen%20SH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30060303
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ren%20JS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30060303
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Shi%20JF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30060303
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cui%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30060303
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wu%20SL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30060303

S.L., Dai, M., He, J. 2018. Alcohol consumption and the risk of lung cancer in males: a
prospective cohort study. Zhonghua liu xing bing xue za zhi= Zhonghua liuxingbingxue
zazhi, 39: 909-913.

Wei, Q., Spitz, M.R. 1997. The role of DNA repair capacity in susceptibility to lung
cancer: a review. Cancer Metastasis Reviews, 16(3-4): 295-307.

Weinberg, R.A. 2006. The biology of cancer. Garland Science, New York, USA, 960
pp. http://www.nhri.org.tw/NHRI_ADM/userfiles/file/1010510.pdf.

Wisnivesky, J.P., Halm, E. A. 2007. Sex differences in lung cancer survival: do tumors
behave differently in elderly women? Journal of clinical oncology, 25: 1705-1712.
Witz, 1.P., Levy-Nissenbaum, O. 2006. The tumor microenvironmet in post-PAGET
era. Cancer Letters, 242: 1-10.

Wong, R.S. 2011. Apoptosis in cancer: from pathogenesis to treatment. Journal of
Experimental & Clinical Cancer Research, 30(1): 1.

Wyllie, A.H. 1980. Glucocorticoid-induced thymocyte apoptosis is associated with
endogenous endonuclease activation. Nature, 284(5756): 555-556.

Xu, S., Chen, M., Chen, W., Hui, J., Ji, J., Hu, S., Zhou, J., Wang, Y., Liang, G.
2015. Chemopreventive effect of chalcone derivative, L2H17, in colon cancer
development. BMC Cancer, 15: 870.

Yilmaz, E., Altunok, V. 2011. Kanser ve p53 geni. Avkae, 1:19-23.

Yilmaz, 1., 2005. Eriskin ratlarda deneysel varikosel olusturulmasi sonrasi testislerde
germ hiicrelerinde apoptozis diizeylerinin yiikselmesi ve yiikselmis olan apoptozisin
varikoselektomi  sonrast gerileme diizeyi ve siiresinin tunel yontemi ile
degerlendirilmesi. Doktora tezi, Taksim E.A. Hast., Uroloji Klinigi, Istanbul.

Yokota, J. 2000. Tumor progression and metastasis. Carcinogenesis, 21(3): 497-503.
Yokota, J., Kohno, T. 2004. Molecular footprints of human lung cancer progression.
Cancer Science, 95(3): 197-204.

Yusuf, M., Jain, P. 2014. Synthetic and biological studies of pyrazolines and related
heterocyclic compounds. Arabian Journal of Chemistry, 7: 553-596.

Zeiss, C.J. 2003. The apoptosis-Necrosis Continuum: Insights From Genetically
Altered Mice. Veterinary Pathology, 40: 481-495.

Zhang, H., Liu, J.J., Sun, J., Yang, XH., Zhao, TT., Lu, X. 2012. Design, synthesis
and biological evaluation of novel chalconederivatives as antitubulin agents.
Bioorganic& Medicinal Chemistry, 20(10): 3212-8.

Zhang, J.H., Zhang, Y., Herman, B. 2003. Caspases, apoptosis and aging. Ageing
Research Reviews, 2: 357-366.

Zhou, H.Y., Dong, F.Q., Du, X.L., Zhou, Z.K., Huo, i.K., Wang, W.H., Zhan, H.D.,
Dai, Y.F., Meng, J., Sui, Y.P. 2016. Biscoumarin ve dihidropiran tiirevlerinin
antitiimor aktiviteleri. Bioorganic&Medicinal Chemistry Letters, 26: 3876-3880.

Zhu, M., Wang, J., Xie, J., Chen, L., Wei, X., Jiang, X., Bao, M., Qiu, Y., Chen, Q.,
Li, W., Jiang, C., Zhou, X, Jiang, L., Qiu, P., Wu, J. 2018. Design, synthesis, and
evaluation of chalcone analogues incorporate a,-Unsaturated ketone functionality as
anti-lung cancer agents via evoking ROS to induce pyroptosis. European Journal of
Medicinal Chemistry, 5(157): 1395-1405.

Zimmermann, K.C., Bonzon, C., Green, D.R. 2001. The machinery of programmed.
Pharmacology& Therapeutics, 92(1): 57-70.

Zucco, F., Angelis, D.I., Stammati, A., 1998. Cellular Models for In Vitro Toxicity
Testing. Animal Cell Culture Technique, 395-422.

85


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wu%20SL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30060303
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dai%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30060303
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=He%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30060303

86



Ad1 Soyadi

Dogum Yeri ve Tarihi
Yabanci Dil

Egitim Durumu
Lise
Lisans

Yiksek Lisans

Iletisim (e-posta)

OZGECMIS

: Hediye AVCI
: Pendik/ Istanbul
: Ingilizce

: Karamiirsel Alp Anadolu Lisesi
: Kocaeli Universitesi, Fen-Edebiyat Fakiiltesi,

Biyoloji Boliimii

: Uludag Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Biyoloji

Bolimi

: hdy.avc77@gmail.com

87



