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OZET

Bu ¢aligmada benzimidazolyum bromiir tiirevi olan Bilesik 1 ve Bilesik 2’nin 10, 25,
50, 75, 100, 150, 200, 250 ve 500 uM konsantrasyonlarinin insan prostat kanseri hiicreleri
(LNCaP) tizerindeki morfolojik etkisi incelenmis ayrica 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5
difeniltetrazolium bromid (MTT) yontemi ile zamana ve konsantrasyon degisimine bagli
sitotoksik etkisi arastirilmistir. Pozitif kontrol olarak kullanilan 5-Florourasil (5-FU) ile
MTT sonuglarina gére daha sitotoksik oldugu belirlenen Bilesik 1 konsantrasyonlar: 1:1
oraninda kombine olarak LNCaP hiicrelerine uygulanmis ve hiicre ¢ogalmasi tizerindeki
antogonistik ve sinerjistik etkileri arastirilmistir. Son olarak, ELISA (Enzyme Linked
Immunosorbent Assay) yontemi kullanilarak  Apoptotik DNA  Fragmantasyonu

belirlenmistir.

Bilesik 1’in 24 saatte 100 uM, 48 saatte ise 25 upM konsantrasyonundan itibaren
hiicre morfolojisi lizerine etki etmeye basladig1 gozlenmistir. ICso degerleri 24 ve 48 saat
icin sirasiyla 183 ve 90 uM olarak hesaplanmistir. Bilesik 2°’nin 24 ve 48 saatte 50 uM
konsantrasyonundan itibaren hiicre morfolojisi lizerine etki etmeye basladig1 gézlenmistir.
ICs0 degerleri 24 ve 48 saat igin sirasiyla 488 ve 239 uM olarak hesaplanmistir. Pozitif
kontrol olarak kullanilan 5-FU’in denenen konsantrasyonlarinda ise 24 ve 48 saatte 1Csp
degeri bulunamamistir. Kombine uygulamasinda (Bilesik 1+5-FU), 24 saatte 200 uM, 48
saatte ise 100 uM konsantrasyonundan sonra antagonistik etkinin bagladigi gézlenmistir.
Bilesik 1’in 100 ve 250 uM konsantrasyonlarinin LNCaP hiicrelerindeki Apoptotik DNA
Fragmantasyonu arastirildiginda nekrotik etki goriilmezken apoptotik etkinin
konsantrasyona bagli olarak arttigi yani hiicre Olimiiniin apoptozla gergeklestigi

gorilmiistiir.

Anahtar kelimeler: Benzimidazolyum, prostat kanseri, benzimidazolyum bromiir,

sitotoksisite, apoptoz
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SUMMARY

In this study, the morphological effects of Compound 1 and Compound 2, which are
derivatives of benzimidazolium bromide, on human prostate cancer cell line (LNCaP)
concentrations of 10, 25, 50, 75, 100, 150, 200, 250 and 500 uM were investigated.
Furthermore, the time and dose dependent cytotoxic effects of 3- (4,5-DimethyIThiazol-2-
yl) -2,5 diphenyltetrazolium bromide (MTT) test were investigated. 5-Fluoruracil (5-FU)
used as positive control and Compound 1 concentrations determined to be more cytotoxic
than MTT results were applied to LNCaP cells in a 1: 1 ratio and their antagonistic and
synergistic effects on cell proliferation were investigated. Finally, Apoptotic DNA
Fragmentation was determined using ELISA method.

Compound 1 was observed to have an effect on cell morphology at a concentration
of 100 uM in 24 hours and 25 uM in 48 hours. I1Cso values were calculated as 183 and 90
uM for 24 and 48 hours, respectively. It was observed that Compound 2 began to affect cell
morphology at a concentration of 50 uM at 24 and 48 hours. 1Cso values were calculated as
488 and 239 uM for 24 and 48 hours, respectively. In the doses of 5-FU, which was used as
a positive control, I1Csg values were not found at 24 and 48 hours. In combined administration
(Compound 1 + 5-FU), antagonistic effect was observed after a dose of 200 uM in 24 hours
and 100 uM in 48 hours. When the Apoptotic DNA Fragmentation of 100 and 250 uM
concentrations of Compound 1 was investigated in the LNCaP cells, it was observed that the
necrotic effect did not occur, whereas the apoptotic effect increased depending on the

concentration cell death occurred with apoptosis.

Keywords: Benzimidazolium, Benzimidazolium bromide, Prostate Cancer,

Cytotoxicity, Apoptosis
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1.GIRIS VE AMAC

Kanser; genetik ve c¢evresel etmenler araciligi ile hiicre yapilarinda ¢esitli
degisikliklere neden olan, hiicrelerin kontrolsiiz ve zamansiz bir sekilde ¢ogalmasi ile
karakterize edilen ve bazi tiirleri 6liim ile sonuglanabilen bir rahatsizliktir. Mutasyonel
olarak genellikle tek bir hiicreden baslayip diger doku ve organlari da istila ederek yok etme
ozellikleri bulunmaktadir. Ayrica saglikli dokulara yerlesip kan ve lenfatik sisteme
ulagmalar1 halinde metastaz yaparak viicudun herhangi bir bolgesini etkileyebilir. Onemli
bir halk saglig1 problemi olan kanserin hemen her iilkede morbidite ve mortalite acisindan
one ¢iktig1, 6liim nedenleri arasinda ikinci sirada yer aldigi bilinmektedir (Siegel vd., 2019).
Istatistiki verilere bakildiginda yaklasik her 6 6liimden 1 tanesinin kansere bagli oldugu
bilinmekte ve kanser kaynakli 6liim sayisinin 2025 yilina kadar yilda 19,3 milyona ulasacagi
tahmin edilmektedir (Kiigiikbay vd., 2016; Avci ve Tungbilek, 2017).

Literatiir arastirilmasi yapildiginda 100'den fazla kanser tiirii oldugu ve 6liime yol
acan baslica kanser tiirleri arasinda akciger, prostat, mide, karaciger, kolon ve meme
kanserinin bulundugu goriilmektedir. Giliniimiizde kansere yonelik pek c¢ok tedavi
uygulanmaktadir. En yaygm kullanilan tedaviler arasinda cerrahi, radyoterapi ve kemoterapi

bulunmaktadir.

Erkeklerde goriilen kanserlerin tigte biri irolojik neoplazilerdir (Tortajada vd., 2011).
Prostat kanseri erkeklerde akciger kanserinden sonra en sik goriilen ikinci kanser tiiriidiir.
Prostat kanseri, idrar kesesi ¢ikigini saran normal boyutlar1 4 x 3 x 3 cm ve yaklasik agirligt
15-20 g olan prostat bezindeki hiicrelerin degisiklige ugrayarak kontrolsiiz bir sekilde
cogalmastyla baglar. Prostat kanserinin tedavi edilmesinde kullanilan yontemlerin yan
etkileri, maliyeti ve basar1 oranlar1 dikkate alindiginda yeni yontemlerin ve ilaglarin

gelistirilmesine yonelik calismalar olduk¢a dnem arz etmektedir.

Son yillarda yapisinda heterosiklik bilesik bulunan kimyasal maddeler sentezlenmis

ve antikanser Ozellikleri arastirilmistir. Heterosiklik bilesikler arasinda, benzimidazol



tiirevleri 6nemli bir yer tutmaktadir. Bugiine kadar yapilan ¢aligmalarda yeni sentezlenen
farkli bir ¢ok benzimidazol tiirevinin antiiilser, antiviral, antifungal, antibakteriyel,
antitiiberkiiler ve antikanser gibi cesitli biyolojik 6zelliklere sahip oldugu belirlenmistir
(Kigiikbay vd., 2016). Bu ozellikleri nedeniyle yeni bir kemopterapitik ajan olabilecegi
diistiniilerek farkli pek ¢ok benzimidazol tiirevinin sentezlenerek kanserli hiicreler
iizerindeki etkileri hakkinda yeni arastirmalar yapilmaktadir. Ozellikle son 20 senede gesitli
benzimidazol tiirevleri sentezlenip kanserli hiicreler iizerinde arastirilmis ve umut verici

sonuglar elde edilmistir.

Bu caligmada yeni sentezlenen benzimidazolyum bromiir tiirevi olan Bilesik 1 ve
Bilesik 2’nin 10, 25, 50, 75, 100, 150, 200, 250 ve 500 uM konsantrasyonlarinin insan
prostat kanseri (LNCaP) hiicreleri iizerinde yaratmis oldugu morfolojik etki incelenmis,
ardindan hiicrelerin ¢ogalmas: tizerindeki etkisi ise 3-(4,5-Dimetiltiazol-2-il)-2,5
difeniltetrazolium bromid (MTT) yontemi ile konsantrasyona ve zamana bagli olarak
arastirtlmistir. Pozitif kontrol olarak 5-Florourasil (5-FU) denenmis, daha sonra Bilesik 1
ile 5-FU ayn1 konsantrasyonlarda kombine kullanilarak (1:1) LNCaP hiicrelerinde yaratmis
oldugu antagonistik ve sinerjistik etkileri MTT yOntemiyle arastirilmistir. Ayrica, Bilesik
1’in 100 ve 250 uM konsantrasyonlarinin LNCaP hiicreleri tizerindeki apoptotik ve nekrotik

etkilerini belirlemek amaciyla ELISA yontemi kullanilmastir.



2.LITERATUR ARASTIRMASI

2.1. Prostat Kanseri

Prostat erkeklerde mesane ¢ikisini saran ceviz biiylikliglinde bir salg1 bezidir.
Prostat bezi, pubik sempatizin arka tarafinda ve rektumun 6n tarafinda yer alan koni
seklinde bir organdir (Lee vd., 2011). Normal prostat bezi 4 x 3 x 3 cm boyutlarinda ve
yaklagik 15 ila 20 g agirligindadir (Yacoub vd., 2018). Doktor John McNeal tarafindan
1980 yilinda yapilan bir dizi makalede, prostatin zonal anatomisi olarak bilinen lob yerine,
bolgelere dayanan yeni bir prostat bezi anlayis1 gelistirilmistir (Cunha ve Ricke, 2011;
Selman, 2011). McNeal, prostatin 4 farkli bolgesini, periferik zon, merkezi zon, gecis
zonu ve On fibromiiskiiler stroma olarak tanimlamistir (McNeal,1981; Sekil 2.1). Bu
tanimlama giiniimiizde de prostat anatomisini anlamadaki ana model olarak kullanilmaya

devam etmektedir.

Apex

. Gegis Zonu . Periferik Zon
B Merkezi Zon [ On Fibromiiskiiler Stroma

Sekil 2.1: Prostatin zonal anatomisinin gemasi. Sema; periferik zon, merkezi zon, gecis zonu
ve anterior fibromiiskiiler stroma arasindaki iliskileri gostermektedir (Yacoub vd., 2018).



Kanser, sebebi bilinen Oliimler siralamasinda kardiyovaskiiler —sistem
hastaliklardan sonra en sik goriilen ikinci 6liim sebebi olmasi agisindan dnemli bir toplum
saglig1 problemidir. Diinya’da toplam 14,1 milyon yeni kanser vakasi gelismis ve 8,2
milyon kansere bagl 6lim olmustur. Kanserde benzer seyir devam ettigi takdirde 2030
yilina gelindiginde yillik 22 milyon yeni vaka ortaya ¢ikacagi tahmin edilmektedir. 2018
yilinda ise 6liim vakalarinin %38,4’linli dolasim sistemi hastaliklar1 olustururken, %19,7

ile ikinci sirada kanser kaynakl1 6liimlerin yer aldig1 belirlenmistir (TUIK, 2019).

Tiimér

Sekil 2.2 Normal prostat bezi ve tiimorli prostat bezi (Biiyiikozer, 2018)

Prostat kanseri (PC), prostat bezi hiicrelerinin malign biiylimesi sonucu
olugmaktadir (Sekil 2.2). Prostat kanserinin ilerlemesi, hiicrelerin ¢ogalmasi ve hiicre
olimii arasinda bulunan iliskiye baghdir. Prostat kanserinde, hiicre proliferasyon hizi
hiicre 6liimiinden daha yiiksektir (Tan vd., 2014). Diinyada ve Tirkiye’de erkeklerde en
sik goriilen kanserler akciger ve prostat kanseridir. Tiirkiye’de ve diinyada erkeklerde en

sik goriilen kanser tiirleri Cizelge 2.1’de verilmistir.

Cizelge 2.1 Uluslararas1 Kanser Ajansit (IARC) Tarafindan Yaymlanan Globocan 2012
Verilerine Gore Erkeklerde En Sik Gériilen Ik Bes Kanser Tiiriiniin Dagilimi (Saglik

Bakanhigi, 2017).

Tiirkiyve* Diinya ABD
1 Akcifer Akciger Prostat
2 Prostat Prostat Akeiger
3  Kolorektal Kolorektal Kolorektal
4 Mesane Mide Mesane
5  Mide Karaciger Bibrek




Erken teshis edilen prostat kanseri hala prostat beziyle sinirli oldugunda basarili
bir tedavi sans1 yiiksektir. Ilerleyen yas, ik ve ailede prostat kanseri dykiisii onde gelen
prostat kanseri risk faktorleridir. Ancak diyet, fiziksel aktivite, sigara ve alkol tiiketimi
gibi varsayilan risk faktorlerinin prostat kanserindeki rolleri ise tam olarak

belirlenememektedir.

Prostat kanseri hiicre hatlar1 3’e ayrilmaktadir; LNCaP, PC3 ve DU-145. LNCaP
hiicreleri, insan prostatik adenokarsinomudur. Lenf nodu iizerinde metastaz yapan,
androjen reseptorleri igeren steroid hormonuna duyarl hiicre dizisidir (Morphy vd., 1980;
Horoszewicz vd., 1983). DU-145, beyin metastazi yapan, hormona duyarsiz hiicre
dizisidir (Stone vd., 1978). Son olarak, PC3 hiicre dizisi, kemik iligi metastazi yapan bir

prostat adenokarsinomudur ve hormona duyarsizdir (Kaighn vd., 1979).

2.2. Prostat Kanserinin Gelisimesinde Rol Oynayan Risk Faktorleri

PC gelisiminin, genetik ve ¢evresel faktorlerin karmasik etkilesimi sonucu gelistigi
disiiniilmektedir. Yas, etnik koken ve aile Oykiisii en onemli risk faktorleri arasindadir.
Ayrica obezite ve diyet faktorlerinin PC gelisiminde rol oynadig1 diisiiniilmektedir. PC
baslangicinda ise hormonal faktorlerin 6nemli oldugu, PC baslangi¢c yasinin serum
testosteron diizeylerinin diisme yasi ile ¢akistigi goriilmiistiir. Serum testosteronunun
Ostrojen oraninin degismesine neden olup PC riskinin 6nemli bir belirleyicisi oldugu

varsayilmaktadir (Nelson ve Shah, 2019).

2.2.1 Yas

En oOnemli risk faktorlerinden birisi yastir. Yaslanan niifusa bagli olarak PC
insidansinda gercek bir artis goriilmektedir (Center vd., 2012). Tiim olgularm %0,6'sindan
az1 45 yasmdan once , %62-85'i ise 65 yasindan sonra prostat kanseri tanisi almaktadir
(Fournier, 2004; Platz, 2006). Amerika Birlesik Devletleri (ABD)’nde beyaz
popiilasyonunda yapilan ¢aligmalarda da benzer sekilde 75-79 yaslar1 arasindaki erkeklerde
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prostat kanseri olma riski 45-49 yas grubundakilere gore 130 kat daha yiiksek oldugu rapor
edilmistir (Platz, 2006).

2.2.2 Irk / etnik cesitlilik

Yasa gore diizenlenmis prostat kanseri insidansinda irksal gruplar arasinda onemli
farkliliklar vardir. Diinya ¢apinda en diisiik insidansa sahip olan bolge Asyadir. Afrika
kokenli Amerikalilarda risk %60°’dan daha fazla, Asya kokenli Amerikalilarda ise risk
%38’den daha az goriilmektedir (Tortajada vd.,2011).

2.2.3 Ailesel ve kalitsal faktorler

Prostat kanserlerinin %42'sinin genetik faktorlerle aciklanabilecegi goriilmiistiir.
Baba, erkek kardes ve ogul gibi birinci derece bir erkek akrabasinda prostat kanseri oykiisii
olan erkeklerde prostat kanseri riskinin 2 ila 3 kat arttig1 gozlenmistir (Stanford vd., 2001).
Klinik olarak, ailesel prostat kanseri sendromlar1 daha gen¢ yaslarda ortaya ¢ikmaktadir.
Prostat kanseri teshisi konulan hastalarin %43’{ genetik yatkinliga sahip 70 yasm altindaki
erkeklerden olusurken; 85 yas ve lizeri hastalarin ise %9’unun genetik bir yatkmliga sahip

oldugu rapor edilmistir (Cussenot O. vd.,2004).

2.2.4 Hormonlar ve biiyiime faktorleri

Androjenler, prostat bezinin gelisip olgunlasmasini ve korunmasini; prostat epitel
hiicrelerinin ise ¢ogalip farklilagmasini etkileyen bir hormondur. Androjenlerin prostat
hiicrelerindeki etkisine androjen reseptorii (AR) aracilik eder, bu da DNA sentezi ve hiicre

cogalmasinda yer alan genlerin transkripsiyonunun aktivasyonuna yol agar (Cussenot vd.,

2004).

Androjen reseptor geni, X-kromozomunun uzun kolunda (lokus: Xqll-ql2)
bulunmaktadir (Sekil 2.3). Farkli uzunluklarda (0.7-2.6 kb) intronlar tarafindan kesilen sekiz



ekson igerir ve ¢esitli fonksiyonel alanlardan (N-terminal alan1 (NTD), DNA baglayici alan
(Tan vd., 2014).

(DBD) ve ligand baglayict alan (LBD)) olusan 919 amino asitli bir proteini kodlamaktadir

X chromosome [ m I ]
Intron size (kb) o=m=="""""" > 20 56 48 08 TT0F-<
g 1 HE o EHeHA I -
Ay : “ :
\ \ \ “ 1’ ’
. raws  AF1(142-485) whnis \! %
‘g (2327) —_—(a33437) ‘555 43665 919
AR protein Nh NTD DBD

LBD I— C terminus

Sekil 2.3 Androjen Reseptor Geninin Genom yapisi (Tan vd., 2014)

Androgen and AR action in the prostate

Testosterone (T)
A

Extracellular

SHBG
1

v

DHT
> O
5o

&
reductase

» Y
\\
. PSA>
| I | ARE | TATA| TMPRSS2
A-R-g Promoter Growth
Nucleus Survival
Sekil 2.4 Androjen ve AR Mekanizmasi (Tan vd., 2014)

Testosteron gibi androjenler, luteinize edici hormonun (LH) etkisi altinda Leydig
hiicrelerinde sentezi gergeklestirilir. Sentezlenen serbest formdaki

I testosteron hedef
dokulara tagmir ve 5-a-rediiktaz ile dihidrotestosterona (DHT) doniistiiriilir. DHT, 1s1 sok
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proteinlerinin (HSP) AR'den ayrilmasini saglar. AR ve DHT nun baglanmasi erkekte cinsel
degisimi ve gelisimi baslatan unsurdur. AR daha sonra ¢ekirdege tasinir ve burada prostat
spesifik antijen (PSA) gibi hedef genlerin promotdr bolgesinde bulunan androjen tepki
elemanina (ARE) baglanir. Androjen reseptorii kofaktorleri kendine geker ve prostat kanseri
hiicrelerinin proliferasyonunu ve sag kalimini diizenleyen hedef genlerin transkripsiyonunu
aktive eder (Sekil 2.4). Erkek cinsel gelisimi ve farklilagsmasi, androjen veya AR yoklugunda
gerceklesmez. Prostat kanserinin olusumu ve ilerlemesi androjenlerin varligina baglidir. Bu
nedenle, prostat kanseri testosteron ve DHT gibi androjenlerden yoksun birakilarak veya
islem basamaklarini bloke ederek tedavi edilebilir. Testosteron ve DHT ’nin bulunmamasi
durumunda dokunun apoptoza girdigi belirlenmistir. Fakat bazen kanser hiicrelerinin
adaptasyon gegirerek yasamlarmi devam ettirdikleri gériilmiistiir. Bunun temel sebebinin
hiicrelerin ugradiklar1 adaptasyon sonucunda androjenden bagimsiz bir sekilde ¢ogalma

ozelligi kazanabilmeleridir (Cal ve Simsir, 2005; Tan vd., 2014; Dadwal vd., 2018).

2.2.5 Beslenme

Calismalar, prostat kanseri olusumu ile beslenme aligkanligi arasinda yiiksek oranda
giiclii bir iliski oldugunu gostermistir. Genellikle yag orani yiiksek bir bat1 diyeti, androjen
ve 0strojen iiretimini artirarak prostat kanseri riskini arttirirken, Asya ve vejeteryan diyetleri
(diisiik yagl, yiiksek lifli) dolasimdaki hormon seviyesini diigiirerek prostat kanseri riskini
diistirdiigii belirlenmistir (Hsing ve Chokkalingam, 2006). Calismalardan eclde edilen
bulgular hayvansal doymus yaglarin prostat kanser riskini artirirken, doymamis yaglarim ise
bu riski azalttigin1 gdstermektedir. Et tiikketimi, 6zellikle kirmizi et ve igslenmis etin prostat
kanseri riskinin artmasiyla da tutarli bir sekilde baglantili oldugu rapor edilmistir. Her ne
kadar meyve ve sebze tiiketiminin ¢esitli kanser risklerinin azalmasiyla iliskisi olsa da,
prostat kanserindeki rolii heniiz net degildir. Brokoli, lahana ve karnabahar gibi sebze
alimmin, muhtemelen izotiyosiyanatlarin iceriginden dolay1 prostat kanseri riskini
azalttigina karar verilmistir. Cin’de yapilan bir vaka kontrol c¢aligmasinda ise sogan,
sarimsak ve frenk sogani gibi sebzelerin alimmin prostat kanseri riskini diislirdiigii rapor
edilmistir. Bu koruyucu etki, organosiilfiir bilesiklerin tiimdr inhibe edici 6zelliklerinden
kaynaklanabilecegi rapor edilmistir (Hsing ve Chokkalingam, 2006). Ayrica Japon

erkeklerinde PC insidansindaki azalmanin, bitki kaynakli fitodstrojenler bakimindan ¢ok
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zengin olan geleneksel Japon diyetinden kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Bunlarm, timor
baskilayic1 Gstrojen reseptOrii betalarinin uyarilmasi ile birlikte PC gelismesine karst

koruyucu olduguna inanilmaktadir.

Bununla birlikte, ABD'de dogan Japon erkeklerinde PC goriilme sikligmin yerel
popiilasyona yaklastigi goriilmiistiir. Boylece ¢evresel faktorlerin PC gelisiminde giiglii bir
etkiye sahip oldugu anlasilmistir. Bunun sebebinin, bat1 diyetinde yiiksek oranda hayvan
kaynakli §strojen iceren (0strojenin zararli etkilerine aracilik eden dstrojen reseptor alfalarini
uyaran) hayvansal proteinlerin kismen bundan sorumlu olabilecegi 6ne siiriilmiistiir (Nelson
ve Shah, 2019).

2.2.6 Sigara ve alkol kullanim

Sigara kullanim1 kanserden Oliimlerin 6nde gelen sebeplerinden bir tanesi olarak
goriilmektedir. Literatiirden elde edilen verilerle prostat kanserinin sigara tiiketimi ile iligkili
oldugu belirlenmistir. Ayni zamanda sigara kullanimmin PC tedavisinde yiiksek basarisizlik

riski tagidig1 da bilinmektedir (Nunzio vd. 2015).

Alkol tiiketimi ile prostat kanseri riski arasinda da pozitif bir iliski oldugu
belirlenmistir. Yasam boyu yiiksek alkol tiiketiminin prostat kanseri riskini arttirdigma dair

kanitlar elde edilmistir (Demourya vd., 2016).

2.3 Prostat Kanseri Teshisinde Kullanilan Yontemler

Prostat kanseri (PC) tanis1 geleneksel olarak dijital rektal muayene (DRE) ve prostat
spesifik antijen (PSA) kan testi ile konulabilir. Ayrica, transrektal ultrason (TRUS)

rehberliginde yapilan biyopside taninin konulmasina yardimci olmaktadir (Descotes, 2019).
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2.3.1 Prostat spesifik antijen (PSA)

Prostat spesifik antijen (PSA), prostat bezinde bulunan epitel hiicreleri tarafindan
iiretilen bir glikoprotein serin proteaz enzimidir. Prostata spesifik olmasina ragmen kansere
Ozgii degildir. PSA degeri; enfeksiyon, bening prostat hiperplazisi (BPH) veya son
zamanlarda idrar yollarinin fiziksel durumu iizerindeki degisimler gibi iyi huylu nedenlerden
dolay1 6nemli 6l¢iide yiikselebilir. Bununla beraber bazi 6nemli prostat kanseri hastalarin da
PSA degerleri normal goriilebilir. Bu nedenle kendi basina bir teshis testi olma ozelligi
tagimamaktadir. Ancak bir risk gostergesi olarak goz ardi edilmemelidir. Kesinlikle dikkate
alinmamasi gereken bir PSA seviyesi yoktur; ancak hastanin yasma gore kabul edilen normal
PSA degerleri de Cizelge 2.2°de gosterilmektedir (Nelson ve Shah, 2019). Bu degerlere
uymayan hastalardan biyopsi 6rnegi alinir ve prostat kanseri tanist ancak bu sekilde kesin

olarak konulabilir.

Cizelge 2.2 Yasa Bagli Normal PSA Degerleri (Nelson ve Shah, 2019).

Yasa Bagli Normal PSA Degerleri
Yas Normal PSA araliklar1 (ng/ml)
40 - 49 <25
50 -59 <35
60 — 69 <45
>70 <6.5

PSA degerinin 10 ng/mL'nin tizerinde oldugu hastalarda prostat kanseri 6zgiilligii
%92'ye yaklasir ve bu durum yiiksek oranda malign hastaligin bir gostergesidir. Bu hastalara
biyopsi yapilmasi sarttir (Cupp ve Oesterling, 1993). 4,1 ile 10 ng/mL arasindaki PSA
degerlerinin yorumlanmasi zordur. Prostat kanseri ve iyi huylu prostat hiperplazisi hastalar1
ortiisen PSA degerlerine sahip olabilir. Bu nedenle 6zgiilliigii onemli 6l¢lide azalir. Ama bu
erkeklerin tedavi edilebilecek prostat kanserine sahip olmalar1 muhtemeldir. PSA degerinin
dogrulugunu arttirmanin yolu, PSA degeri ile birlikte prostat hacminin degerlendirilmesidir.
Prostat hacmini belirlemek i¢in en uygun ve giivenilir yontem ise transrektal ultrason
(TRUS)’ dur (Cupp ve Oesterling, 1993).
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Tarama veya tani araci olarak kullanmada zorluklarma ragmen PSA, prostat kanseri
risk smiflandirmasiin 6énemli bir pargasidir ve prostat kanseri hastalarin da izlenmesi son
derece faydalidir. PSA verileri hastalik ilerlemesinin belirtilerini izlemek i¢in kullanildig:
gibi tedavi uygulandiktan sonra da takip edilmesi onemlidir. PSA seviyesi tanimlanmis
seviyelere yiikseldiginde daha fazla kurtarma tedavisine ihtiya¢ olabileceginin bir kanit1

olarak kabul edilir (Nelson ve Shah, 2019).

2.3.2 Dijital rektal muayene (DRE)

Dijital rektal muayene (DRE), prostat spesifik antijen (PSA) testinin yapilmasina
kadar prostat koruyucu amaglh yaygin olarak kullanilan bir yontemdir (Okotie vd., 2007).
DRE, Amerikan Kanser Dernegi tarafindan 40 yas ve istii erkeklerde yillik bir
degerlendirme olarak onerilmektedir. Bu muayene prostatin biiyiikliigii, nodilerliligini ve

asimetrisini incelemeye dayanmaktadir (Cupp ve Oesterling, 1993).

DRE'de bulunan nodiillerin her zaman kanseri isaret etmedigi i¢in DRE'yi prostat
tarama protokollerine dahil etme ihtiyaci giderek tartismali bir hal almistir (Okotie vd.,
2007). Bununla birlikte; basit uygulanabilirlik, diisiik maliyetli ve baz1 potansiyel olarak
tedavi edilebilir prostat kanseri vakalarini tespit edebilmesi ve herhangi bir yan etkisinin
olmamasi bu yontemin kullanimmin devam etmesini saglamaktadir (Cupp ve Oesterling,

1993).

2.3.3 TRUS prostat biyopsisi

TRUS prostat biyopsisi yontemi tanty1 dogrulamak i¢in standart bir uygulamadir
(Descotes, 2019). TRUS, anormal DRE sonuglar1 veya artmig PSA degerleri olan hastalara
uygulanan bir yontemdir. TRUS maliyetli bir yontemdir. Bu sebeple DRE ve PSA tespitinin

sonuglar1 normal oldugunda uygulanan bir yontem degildir (Cupp ve Oesterling, 1993).

4 ng/mL PSA degeri biyopsi onerme diizeyi olarak kabul edilir. Ancak Prostate
Cancer Prevention Trial’in (PCPT)( Prostat kanseri 6nleme denemeleri) yaptig1 arastirmalar

sonucunda biyopsi uygulamak i¢in belirli bir PSA degeri vermenin dogru olmadigini tim
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PSA degerlerinde prostat kanseri goriilebilecegini, PSA degerlerinin kisiye gore (yas,
kullanilan ilaglar, gecirilen rahatsizliklar vb.) degerlendirilip biyopsi uygulanip

uygulanmayacagina dyle karar verilmesi gerektigini onermektedir (Gemalmaz, 2012).

2.4 Prostat Kanseri Tedavisinde Kullanilan Yontemler

PC teshisi konulan hastanin hikayesi ve vaka ge¢misi dncelikle iiroloji, onkoloji,
radyoloji ve patoloji gibi uzmanlardan olusan bir ekip tarafindan incelenir ve sonrasinda

hasta i¢in uygulanacak tedavi plani olusturulur.

2.4.1 Hormonal terapi

Hormonal/androjen yoksunlugu tedavisi (ADT); metastatik ve ilerlemis olan prostat
kanserlerini yada tedavi uygulandiktan sonra hastaligi tekrar niikseden vakalar igin
kullanilmaktadir. ADT' nin amaci, PC hiicrelerinin bagimli oldugu testosteron hormonu
seviyesini diistirerek hastalig1 kontrol etmektir (Nelson ve Shah, 2019). Mevcut kullanimda
cesitli ADT formlar1 vardir:

e liiteinlestirici hormon salgilayan hormon (LHRH) agonistleri (6rnegin, goserin)

e [LHRH antagonistleri (6rnegin degarelix)

e anti-androjenler (6rnegin bikalutamid, siproteron asetat vb.)

e cerrahi kastrasyon (yani, bilateral subkapsiiler orkiektomi)

Bloke edici androjen reseptorleri, sentetik anti-androjenler kullanilarak elde
edilebilir. Bunlar steroidal (6rnegin, siproteron asetat vb.) veya nonsteroidal bilesikler

(6rnegin flutamid veya bikalutamid) olabilir.

En sik kullanilanlar LHRH agonistleridir. LHRH agonistleri tarafindan 6n hipofiz
bezinin asir1 uyarilmasi, reseptdriin asagi regiile edilmesine yol agar, bu da LH salinim
seviyelerinin azalmasia ve ardindan testislerin Leydig hiicrelerinden diisiik testosteron

salgilanmasina yol agar (pozitif geri besleme inhibisyonu) (Nelson ve Shah, 2019).
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Bu bahsedilen tedavilerin tiimii, testosteron seviyesinin diisliriilmesi ile ilgili ortak
ve dnemli bir yan etki profilini paylasir. Bunlar arasinda erektil disfonksiyon ve libido kaybu,
kilo alimi, yorgunluk, jinekomasti, depresyon, bilissel degisiklikler ve artmis kemik kirigi

riski olan osteoporoz sayilabilir (Nelson ve Shah, 2019).

2.4.2 Radikal prostatektomi (RP)

Prostat ve {ireme bezlerinin cerrahi olarak c¢ikartilmasi iglemidir. Radikal
prostatektomi, lokal olarak sinirli prostat kanseri i¢in “altin standart” tedavi olmustur. Prostat
kanseri cerrahi tedavisinin; kanser kontrolii ve kontrol devamliligmin korunmasi, ayni
zamanda biyokimyasal tekrar olmamasi (yani PSA degerinin bir daha yiikselmemesi) gibi
avantajlart bulunmaktadir. Yillar gectikge radikal prostatektominin komplikasyon

oranlarmin giderek azaldig1 gézlenmistir (Poppel vd.,2019).

2.4.3 Radyoterapi (RT)

Dis 151 radyasyon terapisi (EBRT) ve brakiterapi (BT), prostat kanseri teshisi
konulan hastalar i¢in baslica seceneklerdir. Bu uygulamanin en biiyiik riski hastalarin %22-
69'nun radyoterapiyi (RT) takiben biyokimyasal niiks (BCR) ge¢irmesidir (Tsing vd.,2019).
Brakiterapi, radyoaktif tohumlarin direkt prostata implantasyonudur. islem kisa bir genel
anestezi gerektirir ve genellikle giinliik olarak yapilir. En yaygin kullanilan radyoaktif izotip,
60 giinliik yarilanma omriine sahip olan Iyot' tur. Diisiik riskli lokalize PC i¢in en uygun
olanidir. Dis 151 radyoterapisi ile birlikte de kullanilabilir (Nelson ve Shah, 2019).
Brakiterapi, EBRT sonras1 biyokimyasal niiks olan erkeklerde uygulanabilir (Szymanska ve
Hainaut, 2019).

2.4.4 Kemoterapi

Metastatik hastalik gelistiginde, hastalar baslangigta androjen yoksunlugu tedavisi
(ADT) ile tedavi edilir. Fakat ilerleyen donemlerde prostat kanseri hiicreleri diisiik

testosteron ortaminda hatta ortamda hi¢ testosteron yokken bile gelisimini siirdiirmeye
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devam edebilir. Bu durumda hormon bagimli olan prostat kanseri, hormon bagimsiz olarak

gelismeye baslar. Bu asamada devreye kemoterapi tedavisi girer.

Uzak metastaz hastalar1 genellikle dosetaksel ile tedavi edilir (Szymanska ve
Hainaut, 2019). Dosetaksel kemoterapisi, sag kalim sonucuna dayanarak metastatik
kastrasyona diren¢li prostat kanseri (mCRPC) i¢in uygulanan ilk tedaviler arasindadir.
Ancak androjen reseptorii (AR) sinyalinin direng gelistirmesi {izerine tiimor biiylimesini
artirmaya devam ettigi goriilmiistiir. Bunun tizerine yeni nesil ADT (yani abirateron asetat,
enzalutamid) gelistirilerek uygulanmis ve mCRPC hastalarinda hayatta kalma siiresini

uzattig1 belirlenmistir (Markowski ve Carducci, 2017).

Yapilan arastirmalar sonucunda, metastatik prostat kanseri tedavisi i¢cin ADT ve
kemoterapinin birlikte kullanilmas1 gerektigini destekleyen sonuglara ulasilmistir

(Markowski ve Carducci, 2017).

5-Fluorourasil (5-FU); karaciger, kolorektal, gastrik ve prostat kanserleri i¢in yaygin
olarak kullanilan kemoterapotik ilaglardan birisidir (Xua ve Tang, 2017). Bu nedenle

calismamizda pozitif kontrol olarak 5-FU tercih edilmistir (Sekil 2.5).

0
F
NH
N Yo
H
5-Florourasil

Sekil 2.5 5-Fluorourasil kimyasal yapisi(Avct ve Tungbilek, 2017).

5-Florourasil, DNA ve RNA yapisina ve nukleozit metabolizmasina katilabilme
ozelligindedir. DNA ve RNA ile etkilesmesini saglayan ise trifosfat formlar1 olan florouridin

trifosfat (FUTP) ve florodeoksiuridin trifosfat (FAUTP) tir (Avci ve Tungbilek, 2017).
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Ayrica, 5-FU’in monofosfat formu olan florodeoksiuridin monofosfat (FdUMP)
sitotoksik 6zelliktedir. FAUMP, kararli kompleks olusturup timidilat sentazin irreversible
inhibitorii olarak etki gosterdigi bilinmektedir (Aver ve Tungbilek, 2017). 5-FU tek basina
yada diger kemoterapoétik ilaglarla birlikte kombine olarak da kullanilabilir. Fakat genellikle
ileri evre kanserlerde kemoterapide karsilasilan basarisizligin kilit nedeni kanser

hiicrelerinin 5-FU' e kars1 direng kazanmasidir (Xua ve Tang, 2017).

2.5 Benzimidazolyum

Prostat kanserinin tedavi edilmesinde kullanilan yontemlerin yan etkileri, maliyeti ve
basar1 oranlar1 dikkate alindiginda yeni yontemlerin veya ilaglarin gelistirilmesine yonelik

calismalar oldukca 6nem arz etmektedir.

Benzimidazol, genis bir biyolojik aktivite yelpazesine sahip olan heterosiklik bir
parcadir. Benzimidazol tiirevlerinin biyolojik onemi, dogal olarak olusan niikleotitlere
yapisal benzerliklerinden dolay1r canli sistemlerde bulunan dogal biyopolimerler ile
etkilesime girmelerinden dolayidir. Bu 6zellik benzimidazol tiirevlerine biyolojik ve klinik
onem kazandirmaktadir. Baz1 benzimidazol tiirevleri lizerinde yapilan arastirmalar onlarin

potansiyel bir antikanser aktiviteleri olabilecegini gostermistir (Haquel vd., 2012).
3
5 N
\ ,
N
H
1
Sekil 2.6 Benzimidazol Halkasal yapis1 (Nzeyimana, 2016)

Benzimidazol, imidazol halkasmin 4. ve 5. konumlarimdan benzene kaynasmasi ile
meydana gelmis heteroaromatik bir halka sistemidir (Sekil 2.6). Benzimidazol halka sistemi

iki farkli yapida azot atomu tasimaktadir. Uzerinde hidrojen atomu tasiyan azot “imino
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azotu” veya “pirol azotu”, tersiyer yapidaki diger azot ise “piridin azotu” veya “tersiyer azot”
olarak adlandirilmaktadir. imino azotunun tasidig1 hidrojen atomuna da, “imino hidrojeni”
denir. Numaralandirmaya imino azotundan baslanir ve tersiyer azot atomuna 3 numara
verilerek devam edilir. Benzimidazol tiirevi bilesikler genellikle yliksek erime ve kaynama

noktasina sahip bilesiklerdir (Nzeyimana, 2016).

Organik bilesikler arasinda heterosiklik bilesikler 6nemli bir yere sahiptir. Hetero
atomlarin varligindan dolay1 bu bilesikler daha fazla biyolojik aktivite gosterirler. En 6nemli
hetero atomlardan biri nitrojendir, ¢linkii azot iceren ligandlarin kemoterapide ve asimetrik
katalizinde ¢ok dnemli uygulamalar1 vardir. imidazol veya benzimidazol tiirevleri, biyolojik
aktiviteleri ve tibbi kimyada Onemli bir yere sahip olmalar1 sebebiyle dikkat ceken
heterosiklik bilesiklerdendir. Benzimidazol grubuna sahip olan bilesik, anti-mikrobiyal,
anti-kanser, anti-enflamatuar, anti-viriis, anti-oksidan, anti-alerjik, anti-diyabetik gibi bir

cok biyolojik 6zelligi tasimaktadir (Fathima vd., 2018).

Bu tez c¢ahsmasinda Eskisehir Teknik Universitesi, Fen Fakiiltesi, Kimya
Boliimii’'nde sentezlenmis olan iki farkli benzimidazolyum tiirevi bilesik ile ¢alisilmustir.

Maddeler Bilesik 1 (Sekil 2.7) ve Bilesik 2 (Sekil 2.8) olarak isimlendirilmistir.

FsC

Sekil 2.7 Bilesik 1’in Halkasal Yapisi

Bilesik 1’ in Molekiiler Formiilii: C22H16BrFsN2O

Bilesik 1’ in Molekiiler Agirhigt: 461,28 g/mol
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N~/ \

Br

Sekil 2.8 Bilesik 2 nin Halkasal Yapis1

Bilesik 2° nin Molekiiler Formiilii:C2:H17BrN>O

Bilesik 2’ nin Molekiiler Agirligi: 393,28 g/mol

Calismada Bilesik 1 ve Bilesik 2’nin insan prostat kanseri (LNCaP) hiicreleri
tizerindeki morfolojik, sitotoksik, apoptotik ve 5-FU ile sinerjistik/antagonistik etkisi

konsantrasyona ve zamana bagl olarak hiicre kiiltiirii yontemi kullanilarak arastirilmistir.
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3.MATERYAL VE YONTEM

3.1 Hiicrelerin Temin Edilmesi ve Cogaltilmasi

Bu calismada daha 6nceden Amerikan Kiiltliir Koleksiyonundan (ATCC) satin
alinarak, -196°C’de dondurulup saklanan insan prostat kanseri (LNCaP; CRL1740™) hiicre
dizisi kullanilmistir. Prostat kanseri hiicreleri %10 Fetal Dana Serumu (FBS) ve %1
penisilin-streptomisin antibiyotik soliisyonu ve 5 mL Dulbecco's Modified Eagle Medium
(DMEM) igeren 25 cm?’lik kiiltiir kabma ekilerek, 37 °C’de, %5 CO, ve %95 nem icermekte
olan inkiibator (Termo) igerisine kaldirilmistir. Hiicreler 2 giinde bir besi ortami tazelenerek
ters 151k mikroskobu (Nikon Eclipse, TC100) ile takip edilmistir. Hiicre yogunlugu %70-
80’¢ ulastiginda 75 cm?’lik kiiltiir kabina aktarimi gerceklestirilmis ve hiicrelerin besi ortami
2 giinde bir tazelenmistir. Ters 151k mikroskobu kullanilarak hiicre yogunlugu ve kirliligi
takip edilmis, hiicreler deneye alinana kadar pasajlanarak hiicre hattinin siirekliligi

saglanmustir.

3.2 Hiicrelerin Deneye Alinmasi ve Hiicre Ekimi

Deneye alinacak olan prostat kanseri hiicreleri (LNCaP) 5 dakika boyunca %0,25°lik
Tripsin-EDTA soliisyonuna maruz birakilmistir. Siire bitiminde ters 151k mikroskobu altinda
kontrol edilerek hiicrelerin kiiltiir kabinin yiizeyinden ayrilip ayrilmadigi gézlemlenmistir.
Ayrilan hiicreler iginde 9 mL besi ortami bulunmakta olan santrifiij tiipiine alinmis ve +10°C
de, 1200 rpm’de, 5 dakika boyunca santrifiij edilmistir. Siiresi sonunda santrifiij tiipiinde
bulunmakta olan siipernatant kismu atilmis, dibe ¢6kmiis halde bulunan hiicre pelleti ise 2
mL besiyeri ile pipetaj yapilarak homojenize hale getirilmistir. Hiicre sayisimi ve canlilik
yiizdesini belirlemek i¢in Tripan Mavisi Boyasi (Sigma-Aldrich) ile 6li hiicreleri boyama
yontemi kullanilmistir. Tripan Mavisi ile boyama yontemi canli ve 6lii hiicreleri birbirinden
ayirmada kullanilmakta olan bir yontemdir. Olii olan hiicrelerin hiicre zarlar1 zarar gordiigii
icin boyay1 hiicre i¢ine alirken, canli olan hiicreler hiicre zarlar1 zarar gormemis oldugu i¢in

boya hiicre igine giremez (Uliasz ve Hewett, 2000). Bu yontem sayede canli olan hiicre sayisi
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ve canlilik ylizdesi belirlenebilir. Hiicre sayimi i¢in 0,5 mL Tripan Mavisi Boyasi, 0,3 mL
Hank’s Balanced Salt Solution (HBSS) ve 0,2 mL hiicre siispansiyonu karigimi
hazirlanmistir. Hazirlanan 1 mL’lik hiicre siispansiyonu 5 dakika karanlik ortamda
bekletildikten sonra hiicre sayim cihazma (Cedex XS,Innovatis) bu karisimdan 10 pL

yiiklenerek hiicre sayimi yapilmistir.

Hiicreler sayildiktan sonra, her bir kuyucukta 100 pL besiyeri igerisinde 1x10* canli
hiicre olacak sekilde hesaplama yapilarak 96 kuyucuklu kiiltiir kaplarma ekim
gerceklestirilmistir. Ekim yapilan 96 kuyucuklu kiiltiir kaplar1 37°C %5 CO2 ve %95 nem
icermekte olan karbondioksitli inkiibatorde 24 saat siire boyunca inkiibasyona kaldirilmistir.

3.3 Bilesik 1 ve 2’ nin Konsantrasyonlarinin Hazirlanmasi

Bu tez c¢ahsmasinda Eskisehir Teknik Universitesi, Fen Fakiiltesi, Kimya
Boliimii’'nde sentezlenmis olan iki farkli benzimidazolyum bromiir tiirevi kullanilmistir.

Maddeler Bilesik 1 ve Bilesik 2 olarak isimlendirilmistir.

3.3.1 Bilesik 1’in konsantrasyonlarinin hazirlanmasi

Toz halde bulunan Bilesik 1 ana stok konsantrasyonu 100 mM olacak sekilde dimetil
stilfoksit (DMSO) igerisinde ¢6ziilmiistiir. Daha sonra 10, 25, 50, 75, 100, 150, 200, 250 ve
500 uM konsantrasyonlari ana stokdan besiyeri ile diliic edilerek hazirlanmistir. Ayrica 500
UM ¢oziicli kontrolii hazirlanarak DMSO’nun hiicre canlilif1 iizerinde negatif etkisi olup

olmadig1 incelenmistir.

3.3.2 Bilesik 2’nin konsantrasyonlarmin hazirlanmasi

Toz halde bulunan Bilesik 2 ana stok konsantrasyonu 100 mM olacak sekilde DMSO
icerisinde ¢oziilmiistiir. Daha sonra 10, 25, 50, 75, 100, 150, 200, 250 ve 500 pM

konsantrasyonlar1 ana stokdan besiyeri ile diliie edilerek hazirlanmistir. Ayrica 500 uM
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¢oziicii kontrolii hazirlanarak DMSO’nun hiicre canlili1 iizerinde negatif etkisi olup

olmadig1 incelenmistir.

3.4 Pozitif Kontrol I¢in ila¢ Konsantrasyonlarimin Hazirlanmas:

Pozitif kontrol olarak giinlimiizde prostat kanser tedavisinde yaygin olarak
kullanilmakta olan 5-Florourasil (5-FU) tercih edilmistir. Toz formda satin alinan 5-FU
(Sigma- Aldrich), DMSO yardimu ile ¢oziilerek 100 mM’lik ana stok hazirlanmistir. Bu ana
stok soliisyonundan 10, 25, 50, 75, 100, 150, 200, 250 ve 500 uM konsantrasyonlar1 besiyeri

ile seyreltilerek hazirlanmistir. 500 uM i¢in ¢6ziicii kontrol grubu deney planina eklenmistir.

3.5 Hiicre Morfolojisinin Incelenmesi

Calismamizda, LNCaP hiicreleri 96 kuyucuklu kiiltiir kaplarina 1x10%hiicre-kuyucuk
olacak sekilde 100 pL besiyeri ortami iginde ekilmis ve 24 saat inkiibasyona kaldirilmistir.
Siire bitiminde Bilesik 1 ve Bilesik 2’nin hazirlanan konsantrasyonlar1 (10, 25, 50, 75, 100,
150, 200, 250 ve 500 uM) kuyulara eklenmis, konsantrasyona ve zamana bagl (24-48 saat)
olarak olusturdugu morfolojik degisimler ters 151k mikroskobu yardimi ile incelenmistir.

Gozlenen degisiklikler “Kameram 21 programu ile kaydedilmistir.

3.6 Sitotoksik Etkinin Belirlenmesi

Bilesik 1, Bilesik 2 ve 5-FU konsantrasyonlarinin prostat kanseri hiicrelerinin
cogalmasi lizerindeki sitotoksik etkisini belirlemek igin pratik bir kolorimetrik yontem olan
3 (4,5-Dimetiltriazol-2-il)-2,5 difeniltetrazoliumbromid (MTT) yontemi kullanilmistir.
MTT pozitif yiiklii bir bilesik olup, dkaryot hiicrelerin membranini kolaylikla gecerek
mitokondride bulunan siiksinatdehidrogenaz enzimi yardimiyla pargalanip indirgenebilir.
MTT de bulunan tetrazolyum halkas1 ancak aktif mitokondri tarafindan kirilabilir ve boylece
renk reaksiyonu yalnizca canli hiicrelerde meydana gelir (Mossman, 1983). Olii hiicreler ise

tetrazolyum bilesiklerini indirgeme yeteneklerini kaybeder ve herhangi bir renk degisimine
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neden olmazlar (Riss ve Moravec, 2006). Bu sebeple olusan formazan kristalinin yogunlugu
hiicre canliliginin spektrofotometrik olarak belirlenmesinde kullanilabilmektedir (Abe and
Matsuki, 2000). indirgenme sonucu tetrazolyum iceren halka formazana doniisiir. Formazan
suda ¢oziinmez nitelikte oldugu i¢in kristal seklinde ¢okelir. Dolayisi ile absorbansin
Olgiilebilmesi i¢in uygun bir ¢oziiciide ¢ozdiiriilmelidir. Denizot ve Lang (1986) tarafindan,
MTT testinde olusan formazani ¢ozdiirmek icin dimetil siilfoksit (DMSO) kullaniminin
uygun oldugu ortaya konulmustur. MTT bilesigi sar1 renklidir, olusan formazan ise mor

renkli olup suda ¢oziinmezler.

Bilesik 1 ve Bilesik 2’nin LNCaP hiicre dizisi iizerindeki sitotoksik etkisini
belirlemek igin oncelikle 96 kuyucuklu kiiltiir kaplarina her kuyucukta 100 pL besiyeri
icerisinde 1x10* canli hiicre bulunacak sekilde hiicre ekim yapilmis ve 24 saat inkiibasyona
kaldirilmistir. Siire sonunda inkiibasyondan alinan kiiltiir kaplarma ilag konsantrasyonlar1
(10, 25, 50, 75, 100, 150, 200, 250 ve 500 uM) eklenerek 24 ve 48 saat siireyle inkiibatore
kaldirilmastir.

Deneylerden 6nce Smg/mL MTT, Hank’in dengelenmis tuz soliisyonu (HBSS)
icerisinde ¢oziilerek 0,2 pm’lik filtreden gecirilerek taze olarak hazirlanmistir. 24 ve 48 saat
stireyle ila¢ konsantrasyonlarma maruz birakilan 96 kuyucuklu kiiltiir kaplar1 inkiibatérden
alinarak kuyucuklara 20 pLL MTT (5mg/mL) konulmustur ve 3 saat 37 °C’de, %5 CO:
icermekte olan karbondioksitli inkiibatére kaldirilmistir. Inkiibasyon siiresi bittiginde kiiltiir
kabmin igerigi dokiilmiis ve her bir kuyuya 100 pL DMSO eklendikten sonra karanlik
ortamda 5 dakika bekletilmistir. Kiiltiir kaplar1 ELISA cihazinda 550 nm dalga boyunda
okunmustur. Deneyler en az 3 kez tekrarlanmistir. Sonuclar IBM SPSS Statistics v22
programimda One-Way ANOVA testiyle analiz edilerek ve anlamlilik dereceleri hesaplandi
(*: p<0.05, **: p<0.01, ***: p<0.001). Kontrole gdre yasayan hiicrelerin yiizdesi asagidaki
formiil kullanilarak hesaplanmustir (Y1ldiz vd., 2018).

Her Bir Kuyucuktaki ilag Verilen Hiicre Absorbansi x 100

H lilig1 (%) =
ticre canhhg (%) Kontrol Huicrelerinin Ortalama Absorbansi
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3.7 Kombine ila¢ Uygulanmasi

Calismamizdan elde edilen MTT verilerine gére LNCaP hiicre dizisi iizerinde Bilesik
1I’in toksik etkisinin daha fazla oldugu belirlenmistir. Bu nedenle Bilesik 1 ile 5-FU birlikte
uygulanarak antagonistik/sinerjistik etkilesimleri arastirilmistir. Bilesik 1 ve 5-FU ilag
konsantrasyonlar1 24 ve 48 saat siire ile 1:1 oraninda uygulanmasi sonucunda olusan
cogalmay1 baskilayici etki MTT yontemi ile belirlenmis ve deneyler en az 3 kez tekrar

edilmistir. Uygulanan kombine konsantrasyonlar1 Cizelge 3.1 de ki gibidir.

Cizelge 3.1 Deneyde kullanilan kombine uygulama konsantrasyonlari.

Kontrol grubu: Sadece besiyeri

Bilesik 1 ve 5-FU 10 uM konsantrasyon grubu

Bilesik 1 ve 5-FU 25 uM konsantrasyon grubu

Bilesik 1 ve 5-FU 50 uM konsantrasyon grubu

Bilesik 1 ve 5-FU 75 uM konsantrasyon grubu

Bilesik 1 ve 5-FU 100 uM konsantrasyon grubu

Bilesik 1 ve 5-FU 150 uM konsantrasyon grubu

Bilesik 1 ve 5-FU 200 uM konsantrasyon grubu

Bilesik 1 ve 5-FU 250 uM konsantrasyon grubu

Bilesik 1 ve 5-FU 500 uM konsantrasyon grubu

Sonuglar IBM SPSS Statistics v22 programinda One-Way ANOVA testiyle analiz
edilerek ve anlamlilik dereceleri hesapland1 (*: p<0.05 , **: p<0.01, ***: p<0.001).
Asagidaki formiil kullanilarak ilag etkilesim katsayilar1 hesaplanmustir (Y1ldiz vd., 2018).

Kombine Doz Absorbanst
Bilesik 1 Absorbanst X 5 — FU Absorbanst

CDI (ila¢ Etkilesim Katsayisi) =
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3.7 Apoptotik DNA Fragmantasyonunun Belirlenmesi

Apoptotik DNA fragmentasyonunu kantitatif olarak belirlemek amaciyla Roche Cell
Death ELISA Plus Kit kullanildi. Hiicre sayimindan sonra 96 kuyucuklu kiiltiir kaplarina her
kuyucukta 1x10* canli hiicre bulunacak sekilde ekim yapilmis ve 24 saat boyunca
inkiibasyona birakilmigtir. MTT sonuglarna gore Bilesik 1 icin 100 ve 250 puM
konsantrasyonlarinin uygulanmasma karar verilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda Bilesik
1’in 100 ve 250 uM konsantrasyonlarinin kuyulara 100 pL igince olacak sekilde eklenmis
ve 24 saat siireyle inkiibasyona birakilmistir. Siire sonunda kuyucuklar ters 11k
mikroskobunda incelenerek her konsantrasyon grubu ve kontrol grubu i¢in iki adet kuyu

secildi. ELISA Kiti icerisinde yer alan protokole gore gerekli islemler sirasiyla uygulandi.

Inkiibatérden alman kiiltir kab1 10 dk 200g’de (25°C’de) santrifiij edilmistir.
Santrifiij bitiminde, nekrozu belirlemek igin segilen kuyulardaki siipernatant kisim
eppendorf tiiplerine aktarilmistir. Apoptozun belirlenmesi i¢in ise siipernatanti alinan
kuyulara 200 uL lizis buffer eklenerek 30 dk boyunca oda sicakliginda beklenmistir.
Uygulama siiresi bittiginde kiiltiir kaplar1 tekrar 10 dakika 200 g’de (25°C’de) santrifiij
edilmistir. Streptavidin kapli kuyulara 80 pLL immuno reagent ve 20 puL nekroz-apoptoz
ornekleri ve pozitif kontrol konulup 2 saat boyunca oda sicakliginda 300 rpm de ¢alkalamaya
brrakilmistir. Calkalama esnasinda Orneklerin iizeri aliiminyum folyo ile kapatilmistir.
Siiresi sonunda kuyucuklarin igerigi dokiilmiis ve her bir kuyuya 300 pL soguk inkiibasyon
tamponu konularak 3 kez yikanmistir. Sonrasinda her bir kuyucuga 100 uL ABTS soliisyon
eklenerek karanlikta 250 rpm’de 10-15 dakika calkalanmistir. Reaksiyonu durdurmak icin
her bir kuyuya 100 nL. ABTS-Stop Soliisyonu eklenmis ve 405 nm dalga boyunda ELISA
cthazinda Ornekler okutulmustur. Elde edilen veriler GraphPad Prism 6 programinda,

Student’s t-Test kullanilarak degerlendirilmistir.(* :p<0.05).
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Bilesik 1’in Prostat Kanseri (LNCaP) Hiicre Dizisi Uzerindeki Morfolojik

Etkilerinin Belirlenmesi

LNCaP hiicreleri 24 ve 48 saat siire boyunca 10, 25, 50, 75, 100, 150, 200, 250 ve
500 uM’lik Bilesik 1’in farkli konsantrasyonlara maruz birakilmig ve morfolojik

degisiklikler ters 151k mikroskobu ile gézlemlenmistir.

24 saat siire ile uygulanan Bilesik 1’in 10, 25, 50 ve 75 uM konsantrasyonlarinda
kontrol grubu ile kiyaslandiginda LNCaP hiicrelerinin morfolojisinde herhangi bir degisiklik
olusturmadigi  gozlenmistir. Hiicre morfolojisinde ki degisimlerin 100 pM
konsantrasyonundan itibaren basladigi belirlenmistir. Konsantrasyon artigina bagh olarak,
normal mekik seklinde olan hiicre morfolojisinin degistigi belirlenmistir. Ayrica, hiicrelerin
yuvarlaklastigi, hiicre-hiicre baglantilarinin azaldig1 ve hiicre sayismin azalmaya basladigi
tespit edilmistir. Ozellikle 200 uM konsantrasyonundan itibaren konsantrasyon artisina bagl
olarak hiicre biitlinliigiiniin tamamen bozuldugu ve canli hiicre sayisinin oldukga azaldig:

g6zlenmistir (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1 Yirmi dort saat stireyle uygulanan Bilesik 1°in farkli konsantrasyonlariim LNCaP
hiicrelerinde olusturdugu morfolojik degisiklikler (100x) (a:Kontrol; b: 100 uM; c: 150 uM;
d: 200 uM; e: 250 puM; £ 500 uM). Skala bar 50 um.

Ayrica c¢aliymamzda 24 saat siireyle uygulanan Bilesik 1’in 150 pM
konsantrasyonundan itibaren hiicrelerde apoptotik hiicre morfolojisi goriintiilenmistir.
Hiicrelerin zarlarinda Ozellikle kabarcik seklindeki olusumlarin arttigi hiicrelerin

yuvarlaklastig1 apoptotik bulgular1 destekler niteliktedir (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2 24 saat boyunca uygulanan Bilesik 1’in 150 pM konsantrasyonunun LNCaP hiicre
zarlarinda olusturdugu apoptotik keseler (400x). Skala bar Skala bar: 50 um ok (—) hiicre
zarindaki apoptotik kabarciklar1 gostermektedir.

Kirk sekiz saat siiresince uygulanan Bilesik 1’in 10 uM konsantrasyonunda kontrol
grubu ile kiyaslandiginda LNCaP hiicrelerinin morfolojisinde herhangi bir degisime neden
olmadig1 gozlenmistir. Kontrol grubu ile kiyaslandiginda 25 pM konsantrasyonundan
baglayarak hiicre morfolojisinde degisimlerin goriildiigii belirlenmistir. Konsantrasyon
artigiyla birlikte, normal mekik seklinde olan hiicre morfolojisinin yuvarlaklastigi, hiicre-
hiicre baglantilarinin azaldig1 ve hiicre sayisinin azalmaya bagsladigi tespit edilmistir.
Ozellikle 150 uM konsantrasyonundan itibaren konsantrasyon artisma bagl olarak hiicre
biitiinliigliniin tamamen bozuldugu ve hiicre sayisinin olduk¢a azaldig1 gozlenmistir (Sekil
4.3).
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Sekil 4.3 LNCaP hiicrelerine 48 saat uygulanan Bilesik 1 konsantrasyonlarinin hiicrelerde meydana
getirmis oldugu morfolojik degisimler (100x) (a:Kontrol; b: 25 uM; c: 50 uM; d: 75 uM; e: 100 pM;
f: 150 uM; g:200 uM; h:250 uM; 1:500 uM). Skala bar: 50 um




28

Calismamizda denenen Bilesik 1’in konsantrasyon artig1 ve zaman degisimine bagli

olarak hiicre morfolojisi lizerinde degisikliklere yol actig1 ilk kez belirlenmistir.

4.2. Bilesik 2’nin Prostat Kanseri (LNCaP) Hiicre Dizisi Uzerindeki Morfolojik

Etkilerinin Belirlenmesi

LNCaP hucreleri 24 ve 48 saat suresince 10, 25, 50, 75, 100, 150, 200, 250 ve 500
uM’lik Bilesik 2’nin farkli konsantrasyonlara maruz birakilmis ve morfolojik degisiklikler

ters 151k mikroskobu ile gozlemlenmistir

24 saat siire ile uygulanan Bilesik 2’nin 10 ve 25 uM konsantrasyonlar1 kontrol grubu
ile kiyaslandiginda LNCaP hiicrelerinin morfolojisinde herhangi bir degisiklik
olusturmadigi  gozlenmistir. Hiicre morfolojisinde ki degisikliklerin 50 uM
konsantrasyonundan itibaren basladigi belirlenmistir. Konsantrasyon artigina bagh olarak,

hiicrelerin yuvarlaklastigi, hiicre-hiicre baglantilarinin azaldig tespit edilmistir (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4 LNCaP hiicrelerine 24 saat uygulanan Bilesik 2 konsantrasyonlarmin kontrol
grubuna kiyasla hiicrelerde meydana getirmis oldugu morfolojik degisimler (100x)
(a:Kontrol; b: 50 uM; c: 75 uM; d: 100 uM; e: 150 uM; £: 200 Mm; g:250 uM; h:500 uM).
Skala bar: 50 pm
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48 saat siiresince uygulanan Bilesik 2’nin 10 ve 25 uM konsantrasyonlar1 kontrol
grubu ile kiyaslandiginda LNCaP hiicrelerinin morfolojisi iizerinde degisiklige yol agmadig1
gozlenmistir. Hiicre morfolojisinde Ki degisimlerin kontrol grubu ile kiyaslandiginda 50 uM
konsantrasyonundan itibaren hafif bir sekilde basladigi belirlenmistir. Konsantrasyon
artigina bagl olarak, normal mekik seklinde olan hiicre morfolojisinin 6zellikle 150 uM
konsantrasyonundan itibaren yuvarlaklastigi, hiicre-hiicre baglantilarinin azaldig1 ve hiicre
sayisinin  azalmaya basladigi tespit edilmistir. Ozellikle 250 ve 500 pM
konsantrasyonlarinda hiicre biitiinliigiiniin tamamen bozuldugu ve hiicre sayisinin oldukca

azaldig1 gozlenmistir (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5 LNCaP hiicrelerine 48 saat uygulanan Bilesik 2 konsantrasyonlarmin kontrol
grubuna kiyasla hiicrelerde meydana getirmis oldugu morfolojik degisimler (100x)
(a:Kontrol; b: 50 uM; c: 75 uM; d: 100 uM; e: 150 uM; £: 200 uM; 2:250 uM; h:500 pM).
Skala bar: 50 pm

Calismamizda denenen Bilesik 2’nin konsantrasyona ve zamana bagl olarak hiicre

morfolojisi lizerinde degisikliklere yol actigi ilk kez belirlenmistir. Ayrica Bilesik 1 ile
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Bilesik 2’nin LNCaP hiicreleri {iizerinde olusturdugu morfolojik degisiklikler
karsilastirildiginda Bilesik 1’in konsantrasyona ve zamana bagli olarak hiicre morfolojisini

ve sayisini daha fazla etkiledigi saptanmustur.

Yapilan literatlir taramasinda yeni sentezlenen Bilesik 1 ve Bilesik 2 ile ilgili
herhangi bir hiicre hatt1 lizerinde morfolojik degisiklikleri gozlemleyen bir c¢aligma
bulunmamaktadir. Bu nedenle Bilesik 1 ve Bilesik 2’nin farkli konsantrasyonlarinim LNCaP
hiicreleri iizerindeki morfolojik etkileri konsantrasyona ve zamana bagli olarak ilk kez

arastirilmstir.

Bununla birlikte, yapilan bir calismada yeni sentezlenen 6 degisik meta-ksilil bagl
bir dizi bis-benzomidazolium tuzunun insan kolon kanseri hiicre hatt1 (HCT 116) tizerindeki
48 saatlik morfolojik etkileri incelenmistir. Calismada kullanilan bis-benzimidazolium
tiirevi bilesiklerin hiicre morfolojisinde degisikliklere yol actig1 hiicrenin sitoplazmasinda
anormal sekilde vakuol olusumuna neden oldugu belirlenmistir. Ayrica hiicreler arasindaki
baglantilarin azaldig1 ve hiicre sayisinda azalmalarin gdzlendigi rapor edilmistir. Ozellikle 2
bromiir bagli benzimidazolyum tuzunun hiicrelerde tipik apoptotik morfolojik degisikliklere
benzer bir yap1 olusturdugu gozlendigi belirtilmistir (Haque vd.,2012). Calismada kullanilan
Bilesik 1 ve Bilesik 2’nin yapisinda da 2 bromiir bulunmaktadir. Benzimidazolyum tuzunun
yapisinda bulunan bromiir yapismin belki olas1 sitotoksik aktiviteyi arttirdig1 diisiiniilebilir.

Bromiiriin sitotoksiteyi arttirmasiyla ilgili farkli calismalar ileride planlanabilir.

Yapilan baska bir ¢alismada ise yine farkli bir benzimidazolyum tiirevi olan bilesik
(1) ve bu bilesigin giimiis-karben kompleksi (2) sentezlenmistir. Hem 1 hem de 2’nin farkli
dozlarinin insan kolorektal karsinoma (HCT 116) ve insan 16semi (HL 60) hiicre dizileri
iizerinde olusturdugu morfolojik degisiklikler 48 saat siire boyunca incelenmistir. HCT116
hiicreleri ile yapilan ¢aligmada Bilesik (1) ile muamele edilen hiicrelerde kontrol grubu ile
kiyaslandiginda normal hiicre morfolojisini etkiledigi ve psddopodial benzeri uzantilarin
kismen ortadan kalkmasma neden oldugu belirlenmistir. Kompleks (2) ile muamele edilen
hiicrelerde ise apoptotik bulgulara benzer goriintiilerin olustugu rapor edilmistir. HL60
hiicreleri ile yapilan ¢aligmada Bilesik (1) ile muamele edilen hiicrelerde kontrol grubu ile

kiyaslandiginda normal hiicre morfolojisini etkiledigi ve psddopodial benzeri uzantilarin
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kismen ortadan kalkmasima neden oldugu belirlenmistir. Kompleks (2) ile muamele edilen
hiicrelerde ise apoptotik bulgulara benzer goriintiilerin olustugu rapor edilmistir (Igbal vd.,
2013). Calismamizla uyumlu bir sekilde farkli sentezlenen benzimidazolyum tuzunun hiicre

morfolojisini etkiledigi tespit edilmistir.

4.3. Bilesik 1’in Hiicre Cogalmasi Uzerindeki Etkilerinin Mitokondriyal Aktiviteye

Bagh Olarak Belirlenmesi

Bilesik 1’in prostat kanseri hiicrelerinin ¢ogalmasi lizerindeki etkilerini belirlemek
icin MTT y6nteminden yararlanilmistir. LNCaP hiicreleri 24 ve 48 saat siiresince 10, 25, 50,
75, 100, 150, 200, 250 ve 500 uM’lik konsantrasyonlara maruz birakilmistir.

LNCaP hiicreleri 10, 25, 50 ve 75 uM konsantrasyonlar1 24 saat sonunda hiicre
cogalmasm da anlamli sayilabilecek bir degisiklik belirlenememistir (p>0,05). Bununla
birlikte 100, 150, 200, 250 ve 500 uM konsantrasyonlarinda, kontrol grubuyla
kiyaslandiginda siras1 ile %11, 20, 65, 71 ve 84 oranlarinda hiicre canliligini baskiladigi

belirlenmistir (p<<0,001; Sekil 4.6). 24 saat icin 1Csp degeri 183 uM olarak hesaplanmaistir.
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Sekil 4.6 Bilesik 1’in LNCaP hiicre ¢cogalmasi lizerindeki 24 saatlik etkisi. K: Kontrol.
Kontrol grubu %100 olarak kabul edilmistir (***: p<0,001).
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LNCaP hiicreleri 10 uM konsantrasyonuna 48 saat siiresince maruz birakildiginda
hiicre canliligini kontrol grubuna kiyasla %10 baskiladig1 belirlenmistir (*:p>0,05). 25, 50,
75, 100, 150 uM konsantrasyonlar1 ise kontrol grubuyla kiyaslandiginda sirasiyla %14, 41,
47,52 ve 82 oraninda hiicre canliligini baskiladigi 200, 250 ve 500 pM konsantrasyonlarinda
ise yaklasik olarak %90 oraninda canliligi baskiladig1 belirlenmistir (***: p<0,001; Sekil
4.7). ICso degeri ise 48 saat i¢in 90 uM olarak hesaplanmustir.

48 Saat
110

"
| wwE
*EE
. k&
||| T
_ ||| ||| iii
*hE * Ak LES ]
K 10 25 50 75 100 150 200

250 500

LNCaP Hiicre Canhihg: (%)
[ ¥ R R ) B = B N == B ¥ = §
o o o o o o o o

[un
o

(=]

Bilesik 1 Konsantrasyonlar: (uM)

Sekil 4.7 Bilesik 1’in LNCaP hiicre ¢ogalmasi iizerindeki 48 saatlik etkisi. K: Kontrol.
Kontrol grubu %100 olarak kabul edilmistir (*: p<0,05;***: p<0,001).

4.4 Bilesik 2°nin Hiicre Cogalmasi Uzerindeki Etkilerinin Mitokondriyal Aktiviteye

Bagh Olarak Belirlenmesi

Bilesik 2’nin prostat kanseri hiicrelerinin ¢ogalmasi lizerindeki etkilerini belirlemek
icin MTT yonteminden yararlanilmistir. LNCaP hiicreleri 24 ve 48 saat stiresince 10, 25, 50,
75, 100, 150, 200, 250 ve 500 uM’lik konsantrasyonlara maruz birakilmastir.

LNCaP hiicreleri 10 ve 25 uM konsantrasyonlar1 24 saat sonunda hiicre ¢gogalmasin
da anlaml sayilabilecek bir degisiklik belirlenememistir (p>0,05). 50, 75, 100, 150, 200,
250 ve 500 uM konsantrasyonlar1 ise kontrol grubuyla kiyaslandiginda sirasi ile yaklasik
olarak % 13, 18, 18, 20, 20, 28 ve 51 oranlarinda canlilig1 baskiladigi hesaplanmistir (***:
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p<0,001; Sekil 4.8). Hiicrelerin %50 oraninda 6liimiine neden olan konsantrasyon olarak

ifade edilen ICso degeri ise 24 saat igin 488 uM olarak hesaplanmistir.

107 24 Saat
100 A

S0 A

ok
b o P
EE L
80 1 Tt
70 -
B0 -
EX k)

50 4
40 4
30 -
20 4
10 4
0 A T T T T T T T T T

K 10 25 50 75 100 150 200 250 500

Bilesik 2 Konsantrasyonlar: (uM)

LNCaP Hiicre Canhhg (%)

Sekil 4.8 Bilesik 2’nin LNCaP hiicre ¢ogalmasi iizerindeki 24 saatlik etkisi. K: Kontrol.
Kontrol grubu %100 olarak kabul edilmistir (***: p<0,001).

LNCaP hiicreleri 10 ve 25 uM konsantrasyonlarina 48 saat siiresince Bilesik 2’ye
maruz birakildiginda hiicre canliiginda anlamli bir degisiklik olmadigir goriilmiistiir
(p>0,05). Kontrol grubuyla kiyaslandiginda 50, 75, 100, 150, 200, 250 ve 500 puM
konsantrasyonlar1 ise sirasiyla yaklasik olarak % 20, 21, 31, 32, 42, 51 ve 80 oranlarinda
canlilig1 baskiladigi hesaplanmistir (***: p<0,001; Sekil 4.9). 1Cso degeri ise 48 saat i¢in 239
uM olarak hesaplanmustur.
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Sekil 4.9 Bilesik 2’nin LNCaP hiicre ¢ogalmasi iizerindeki 48 saatlik etkisi. K: Kontrol.
Kontrol grubu %100 olarak kabul edilmistir (***: p<0,001).

Calismamizda kullandigimiz benzimidazolyum tiirevi olan Bilesik 1 ve Bilesik 2
maddelerinin sitotoksitesi ile ilgili bir calisma bulunmamaktadir. Bilesiklerin, bu ¢alismada
ilk kez prostat kanseri hiicre dizisi olan LNCaP hiicrelerindeki sitotoksik etkisi
arastirilmistir. Bu nedenle calismamiz bir ilk olma 6zelligi tasimaktadir. Bununla birlikte
sentezlenmis farkli benzimidazolium tiirevi maddelerin sitotoksik etkileri farkli hiicre

dizileri iizerinde arastirilmistir.

Literatiir taramas1 yapildiginda farkli benzimidazolyum tuzlarinin degisik hiicre
dizileri iizerindeki sitotoksiteleri arastirilmistir. Yapilan ¢alismalarda bizim ¢alismamizla

benzer bir sekilde bu bilesiklerin sitotoksik aktivite gosterdigi rapor edilmistir.

Ornegin; farkli bir caliymada yeni sentezlenmis bir dizi meta-ksilil bagl bis-
benzomidazolium tuzunun insan kolon kanseri hiicre hattt (HCT 116) tizerindeki sitotoksik
etkisi MTT testi ile doza (1.5625, 3.125, 6.25, 12.5, 25, 50 ve 100 uM) bagh olarak
arastirilmis. Calismada sitotoksik etkiyi karsilastirmak icin pozitif kontrol olarak 5-FU
kullanilmistir. 72 saat sonucglararma bakilmis ve bu bilesiklerin aktivitesinin standart
referans ila¢ olan 5-florotirasilden (ICso 19,2 pM) daha gii¢lii oldugu bulunmustur. Ayrica

sentezlenen bis-benzimidazolium tuzlarmm tiimiiniin potansiyel antikanser aktivitesi
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gosterdigi ve bilesiklerin kolon kanseri hiicrelerinde doza baglh olarak sitotoksik etki
olusturdugu belirlenmistir. Yapisinda bromid anyonlarini bulunduran bilesiklerin daha
yiiksek sitotoksik aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir (Haque vd.,2012). Calismamizda
kullandigimiz bilesiklerin yapisinda da brom bulunmaktadir. Molekiiler yapisina giren

bromlarin sitotoksiteyi artirdigini diistinmekteyiz.

Baska bir caligmada ise; (4-metoksifenil) etil, (ftalimid-2-il) metil, 4-nitrobenzil, 2-
feniletil, pentil veya alil gruplarina sahip olan yeni 7 farkli benzimidazolyum bromiir tuzu
sentezlenmis. Bu bilesiklerin yumurtalik (A2780) ve prostat (PC-3) kanseri hiicre hatlarinda
doza (1, 5, 25, 50 ve 100 uM) ve zamana (24 ve 48 saat) bagh sitotoksik aktiviteleri MTT
testi ile arastirilmustir. 2- (4-metoksifenil) etil grubu tastyan benzimidazol bilesiklerinin her
iki kanser hiicresinde de yiiksek antitimor aktivite gosterdigibelirlenmistir. Ayni1 zamanda
dozlardaki etki incelendiginde tiim benzimidazolyum tiirevi bilesiklerin yumurtalik (A2780)
kanseri hiicre hattinda daha etkili oldugu goriilmiistiir (Kiigiikbay vd.,2016).

Bagka bir calismada ise; bis-benzoksazol'un dogal iiriini olan UK-1’in
(Streptomyces susundan izole edilen UK-1 yapisal olarak bis-benzoksazol’a benzer ve
kanser hiicre hatlarma kars1 kullanim potansiyeline sahiptir. Ozellikle 16semi ve lenfoma da
oldukca etkilidir.) yapisal olarak benzerleri sentezlenmistir. Bu bilesikler insan mesane
papiller ge¢is hiicre karsinomu hiicre dizisi (BFTC-905), insan akciger karsinomasi hiicre
dizisi (A549), insan rahim sarkomu hiicre dizisi (MES-SA) ve insan embriyonel
rabdomiyosarkom hiicre dizisi (RD) ve epitelyal (HeLa) karsinoma hiicre hatlar1 tizerinde
72 saat boyunca doza bagl olarak (0, 5, 25, 50, 75 ve 100 uM) uygulanmistir. Sitotoksik
etkileri MTT testi ile belirlenmistir. MTT sonuglarma gore benzimidazol pargasina sahip
olan bilesikler, hiicre dizilerine kars1 benzoksazol veya benzotiyazol icerenlere gore daha
gliclii sitotoksik aktivite sergilemislerdir. Sonuglar UK-1 ve bu analoglarin dordiiniin
(15,16,17 ve 18) kanser hiicre hatlarma kars: giiglii oldugunu ortaya koymustur. Ozellikle
bilesik 16, A549 ve Hel a hiicre hatlarina kargi UK-1'den ¢ok daha giiglii bir sitotoksik etki
gostermistir. Bu calismada kuyucuk basma 1x10* hiicre ekilerek ¢ahsilmistir (Huang
vd.,2006).
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Yapilan bagka bir ¢alismada benzimidazolyum tiirevi olan bilesik (1) ve bu bilesigin
giimiis-karben kompleksi (2) sentezlenmis. Hem 1 hem de 2, insan kolorektal karsinomuna
(HCT 116) ve insan 16semi (HL 60) hiicre hatlarmma 48 saat boyunca doza bagl olarak
uygulanmis ve sitotoksik etkisi MTT testi ile belirlenmistir.. MTT sonuglarma gore
kompleksin (2) ve benzimidazolium tuzunun (1) hem HCT 116 hem de HL 60°da doza baglh
bir sitotoksik etkisi oldugu tesbit edilmistir. Benzimidazolium tuzu (1), HCT 116 (ICso: 5,6
uM) hiicre hattma gére, HL 60 (ICso: 4,1 uM) hiicre hattinda daha yiiksek sitotoksik etki
gosterdigi belirlenmistir (Igbal vd., 2013).

4.5. 5-Fluourasil’in (5-FU) Hiicre Cogalmasi Uzerindeki Etkilerinin Mitokondriyal
Aktiviteye Bagh Olarak Belirlenmesi

Prostat kanseri tedavisinde anti-kanser ila¢ olarak kullanilan 5-Fluourasil (5-FU)
calismada pozitif kontrol olarak se¢ilmistir. 5-FU’in 24 ve 48 saat siireyle uygulanan 10, 25,
50, 75, 100, 150, 200, 250 ve 500 uM konsantrasyonlarmin LNCaP hiicreleri tizerindeki

cogalmay1 baskilayici etkilerinin belirlenmesi i¢in MTT yontemi kullanilmastir.

Hiicrelere 10, 25, 50, 75, 100, 150, 200, 250, 500 uM 5-FU konsantrasyonlari
uygulandiginda kontrol grubu ile kiyaslandiginda sirasiyla % 24, 25, 25, 26, 26, 27, 28, 29
ve 30 oraninda hiicre cogalmasini baskiladigi gozlenmistir. 1Cso degeri ise 24 saatlik

uygulamada belirlenememistir (Sekil 4.10).
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Sekil 4.10 5-FU’nun LNCaP hiicre ¢ogalmasi tizerindeki 24 saatlik etkisi. K: Kontrol.
Kontrol grubu %100 olarak kabul edilmistir (***: p<0,001).

LNCaP hiicrelerine 10, 25, 50, 75, 100, 150, 200, 250 ve 500 uM
konsantrasyonlarmin hiicre ¢ogalmasini sirasiyla % 30, 33, 37, 40, 41, 44, 47, 47 ve 48
oraninda baskiladigi belirlenmistir. 1Cso degeri ise 48 saatlik uygulama sonunda yine

belirlenememistir (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11 5-FU’nun LNCaP hiicre ¢ogalmasi tizerindeki 48 saatlik etkisi. K: Kontrol.
Kontrol grubu %100 olarak kabul edilmistir (***: p<0,001).

Bagka bir ¢alismada, 5-fluorourasil (5-FU) ‘in insan bobrek kanseri hiicreleri
tizerindeki etkisi arastirilmistir. 5-FU’in sitotoksik etkisi doza (25, 50 ve 100 uM) ve zamana
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(24 ve 48 saat) bagh etkileri aragtirilmistir. Calisma sonucunda doza ve zamana bagl

sitotoksik etki belirlenmis ancak 1Cso degerleri verilmemistir (Zheng vd., 2018).

Yapilan bir baska arastirmada ise 5-FU’in insan prostat kanseri (PC-3) iizerindeki
sitotoksik etkisi 24 saat siiresince doza bagh (50, 100, 150 ve 200 pg/mL) olarak
incelenmistir. Bu ¢caligmada 5-FU’in doza bagli sitotoksik etkisi tespit edilmis ayn1 zamanda

ICso degeri 814,1 pg/mL olarak kaydedilmistir (Yang vd., 2015).

Yapilan bagka bir ¢alismada ise benzimidazolyum tiirevi olan bilesik (1) ve bu
bilesigin giimiis-karben kompleksi (2) sentezlenmis. Hem 1 hem de 2, insan kolorektal
karsinomuna (HCT 116) ve insan l6semi (HL 60) hiicre hatlarina 48 saat boyunca doza baglh
olarak uygulanmis ve sitotoksik etkisi MTT testi ile belirlenmistir. Bu ¢alismada pozitif
kontrol olarak 5-FU se¢ilmistir. MTT sonuglarina gére kompleksin (2) ve benzimidazolium
tuzunun (1) test edilen her iki hiicre hattina kars1 doza baglh bir sitotoksik etkisi oldugu tespit
edilmistir. Sentezlenen her iki kompleksin de (1 ve 2) 5-FU’den daha yiiksek bir sitotoksik
etkiye sahip oldugu gosterilmistir (Igbal vd., 2013).

Calismamizda yapilmis olan sitotoksite deneylerinin sonuglarina bakildiginda 10, 25,
50, 75, 100, 150, 200, 250 ve 500 uM dozlarinda 5-FU’in 24 ve 48 saatte Ki 1Cso degerleri
belirlenememistir. Bilesik 1’in 24 saatte ki 1Csg degeri 183 uM ve 48 saatteki 1Cso degeri 90
uM iken Bilesik 2’nin 24 saatte ki ICso degeri 488 uM ve 48 saatteki 1Cso degeri ise 239 uM
olarak belirlenmistir. Bilesik 1 ve Bilesik 2’nin sitotoksik etkisi 5-FU’den daha fazlayken
Bilesik 1 ve Bilesik 2’yi karsilastirdigimizda, Bilesik 1’in LNCaP hiicreleri iizerindeki

sitotoksik etkisinin daha fazla oldugu goriilmistiir.

Literatiir aragtirmasi yapildiginda yapisinda metil bulunan heterosiklik bilesiklerin
yiiksek sitotoksik etki géstermis oldugu goriilmiistiir (Bonacorso vd., 2016). Yapilmis olan
bir ¢aliymada F3C grubunun varliginin molekiilleri daha lipofilik hale getirdigi ve
triflorometil grubu iceren ilaglarin biyoyararlaniminin arttigi rapor edilmistir (Kaur
vd.,2015). Yapmis oldugumuz sitotoksite deneylerinde kullanmis oldugumuz heterosiklik
bilesikler olan benzimidazolyum bromiir tiirevi Bilesik 1 ve Bilesik 2’nin yapilarina

baktigimizda, Bilesik 1’in yapisinda Bilesik 2’den farkli olarak triflorometil grubu
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bulunmaktadir. Bilesik 1’in daha yiiksek sitotoksite gOstermesinin sebebinin yapisinda

bulunan metil grubundan kaynaklandigini diisiinmekteyiz.

4.6. Bilesik 1’in 5-FU ile Kombine Olarak Uygulanmasi

Calismada 10, 25, 50, 75, 100, 150, 200, 250 ve 500 uM Bilesik 1 ve 5-FU
konsantrasyonlar1 1:1 oraninda kombine edilerek hazirlanmis ve LNCaP hiicreleri 24 ve 48

saat siiresince bu konsantrasyonlara maruz birakilmistir.

Yirmi dort saatlik uygulama siiresi sonunda LNCaP hiicre canlilig1 sirasiyla % 32,
33, 34, 34, 36, 50, 68, 70 ve 88 oraninda baskiladig1 gézlenmistir (p<0,001; Sekil 4.12). 1Cso
degeri 24 saatlik uygulamada 150 uM olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.12: Kombine olarak uygulanan Bilesik 1 ve 5-FU’in LNCaP hiicre dizisi lizerinde 24
saatteki etkisi (***: p<0,001).

Kirk sekiz saatlik uygulama siiresi sonunda LNCaP hiicre canlilig1 sirasiyla % 53,
54, 56, 56, 59, 88, 92, 93 ve 93 oraninda baskiladig1 gézlenmistir (p<0,001; Sekil 4.13). I1Cso
degeri 48 saatlik uygulama i¢in 9 uM olarak hesaplanmistur.
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Sekil 4.13: Kombine olarak uygulanan Bilesik 1 ve 5-FU’in LNCaP hiicre dizisi lizerinde 48
saatteki etkisi (***: p<0,001).

MTT sonucunda elde edilen veriler kullanilarak kombine uygulamasinin LNCaP

hiicrelerindeki antagonistik/sinerjistik etkilesimleri asagidaki formiil ile hesaplanmustir.

Kombine Doz Absorbanst

CDI (ilag Etkilesim Kat =
(llaggilesigglisay1sy Bilesik 1 Absorbanst X 5 — FU Absorbanst

Yapilan hesaplamaya gére kombine uygulamasinda 24 saatte 10, 25, 50, 75, 100 ve
150 uM konsantrasyonlarinda sinerjistik; 200, 250 ve 500 uM konsantrasyonlarinda ise
antagonistik etki gosterdigi hesaplanmstir.(Cizelge 4.1)
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Cizelge 4.1: LNCaP hiicrelerinde Bilesik 1, 5-FU ve kombine (Bilesik 1 + 5-FU)
uygulamalarmin 24 saatte hiicre sag kalim yiizdeleri. CDI: ilag etkilesim katsayisi,

(Antagonistik etki: CDI>1, Sinerjistik etki: CDI<1)

Bilesik 1 5-FU Kombine CDI

Kontrol 100 100 100
10 Mm 98,28 76,46 67,93 0,90
25 M 96,35 75,72 67,02 0,91
50 pM 93,39 75,24 65,94 0,93
75 ptM 91,55 74,84 65,78 0,96
100 pM 88,87 74,29 64,08 0,97
150 pM 80,08 73,53 49,95 0,85
200 pM 35,45 72,01 32,30 1,26
250 pM 29,33 71,19 29,74 1,42
500 pM 16,1 70,55 11,94 1,05

48 saat kombine uygulamasinda 10 ve 25uM konsantrasyomlarinda sinerjistik etki

goriilirken 100 uM konsantrasyonundan itibaren antagonistik bir etki goriilmiistiir.

(Cizelge 4.2)
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Cizelge 4.2: LNCaP hiicrelerinde Bilesik 1, 5-FU ve kombine (Bilesik 1 + 5-FU)
uygulamalarmin 48 saatte hiicre sag kalim yiizdeleri. CDI: ilag etkilesim katsayisi,
(Antagonistik etki: CDI>1, Sinerjistik etki: CDI<1)

Bilesik 1 5-FU Kombine CDI

Kontrol 100 100 100
10 pM 89,83 69,32 46,49 0,75
25 uM 86,25 67,34 45,71 0,79
50 pM 58,8 63,23 44,02 1,18
75 ptM 53,03 60,7 43,32 1,36
100 pM 47,64 59,82 40,28 141
150 pM 13,76 55,57 11,8 1,54
200 pM 9,3 53,21 8,05 1,63
250 pM 9,27 52,78 7,23 1,48
500 pM 91 51,76 6,72 1,43

Bu ¢alismanin sonuglar1 incelendiginde; 24 saatlik 200 uM ve 48 saatlik 150 uM
konsantrasyonundan itibaren kombine uygulamanin antagonistik etki gosterdigi
hesaplanmis olsa da bu konsantrasyonlarda goriilen antagonistik etkinin gercek bir etki
olmas1 oldukca diisiiktiir. Ciinkii antagonistik bir etki yaratacak kadar canli hiicre ortamda

bulunmamaktadir.

4.7 Apoptotik DNA Fragmantasyonu Uygulamasinin Sonuglari

Bilesik 1’in MTT sonuglarina gore segilen 100 ve 250 uM konsantrasyonlarmin
apoptotik ve nekrotik etkileri LNCaP hiicrelerinde arastirilmigtir. Hiicre 6liimiinii belirlemek
icin hiicre 6liimii belirleme kiti (Roche Cell Death ELISA Plus) kullanilmistir. Calismada
denenmis olan Bilesik 1’in 100 uM konsantrasyonunun apoptotik etkiyi 2,73 kat, 250 uM
konsantrasyonunun ise 31,65 kat arttirdigi goriilmistiir (¥**: p<0,001, Sekil 4.14).
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Calismada kontrol grubu ile kiyaslandiginda her iki konsantrasyonda da istatistiksel olarak
anlaml1 herhangi bir nekrotik etkinin olmadig1 gézlenmistir (p>0,05). Calismamizdan elde
ettigimiz veriler dogrultusunda Bilesik 1’in LNCaP hiicreleri {izerinde ilk kez apoptotik
etkiye neden oldugu gézlenmistir. Kanserli hiicrelerin apoptozdan kagtig1 bilinmektedir. Bu
nedenle Bilesik 1’in LNCaP hiicrelerini apoptoza ugratmasi énemli bir veri olma 6zelligi

tasimaktadir.
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Sekil 4.14 Bilesik 1'in 100 ve 250 uM konsantrasyonlarindaki apoptotik DNA
fragmantasyon orant

Bu ¢alismada ilk olarak yeni sentez edilen benzimidazolyum bromiir tiirevi olan
Bilesik 1 ve Bilesik 2’nin 10, 25, 50, 75, 100, 150, 200, 250 ve 500 uM konsantrasyonlarinin
insan prostat kanseri (LNCaP) hiicre dizisinde yaratmis oldugu morfolojik etkileri
incelenmistir. Ardindan, hiicrelerin ¢ogalmasi tizerindeki etkisi ise 3-(4,5-Dimetiltiazol-2-
il)-2,5 difeniltetrazolium bromid (MTT) yontemi ile konsantrasyon ve zaman degisimine
bagli olarak arastirilmistir. Pozitif kontrol olarak 5-Florourasil (5-FU) denenmis, daha sonra
Bilesik 1 ile 5-FU ayni1 konsantrasyonlarda kombine kullanilarak (1:1) LNCaP hiicrelerinde
yaratmis oldugu antagonistik ve sinerjistik etkileri MTT yontemi kullanilarak arastirilmigtir.
Ayrica, Bilesik 1’in 100 ve 250 puM konsantrasyonlarmin hiicre 6limii iizerindeki

apoptotik/nekrotik etkilerini belirlemek amaciyla ELISA yontemi kullanilmistir.
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Sonug olarak ¢aligmada Bilesik 1’in Bilesik 2’ye oranla LNCaP hiicreleri tizerinde
konsantrasyona ve zamana bagli olarak daha fazla sitotoksik aktiviteye sahip oldugu
belirlenmistir. Ayni1 zamanda ¢alismada denenmis olan 5-FU ile kiyaslandiginda daha diisiik
konsantrasyonlarda hiicre 6liimiine neden oldugu tespit edilmistir. Bilesik 1 segilerek
yapilan kombine ilag uygulamasinda ise 24 saatte 5-FU ile diisiik konsantrasyonlarda olumlu
bir sinerjistik aktivite gosterdigi hesaplanmistir. Son olarak da Bilesik 1’in apoptotik hiicre

Oliimiine neden olarak hiicreleri 6ldiirdiigii gdzlenmistir.

Bu nedenle Bilesik 1’in prostat kanserinin tedavisinde ileride yapilacak olan ilag

calismalarinda gelistirilebilir bir ila¢ olma potansiyeli tasidigini diisinmekteyiz.
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5. SONUC VE ONERILER

Prostat hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde ¢ogalmasi ile olusan prostat kanseri, tiim
diinya genelinde erkeklerde goriilmekte olan kanser tiirleri arasinda ikinci sirada yer
almaktadir. Prostat kanseri tedavisinde genellikle kemoterapi ve radyoterapi yontemlerinin
kullanilmasi tercih edilse de bu tedavi yontemlerinin hasta iizerinde yikici yan etkilerinin
oldugu bilinmektedir. Bu nedenle prostat kanseri tedavisinde daha etkili ve yan etkileri daha

az olan tedavi yontemlerinin gelistirilmesi gerekmektedir.

Organik bilesikler arasinda heterosiklik bilesikler 6nemli bir yere sahiptir. Hetero
atomlarin varligindan dolay: bu bilesikler daha fazla biyolojik aktivite gdsterirler. Imidazol
veya benzimidazol tiirevleri, biyolojik aktiviteleri ve tibbi kimyada dnemli bir yere sahip

olmalar1 sebebiyle dikkat ¢eken heterosiklik bilesiklerdendir.

Benzimidazol, genis bir biyolojik aktivite yelpazesine sahip olan heterosiklik bir
parcadir. Benzimidazol tiirevlerinin biyolojik onemi, dogal olarak olusan niikleotitlere
yapisal benzerliklerinden dolayr canli sistemlerde bulunan dogal biyopolimerler ile
etkilesime girmelerinden dolayidir. Bu 6zellik benzimidazol tiirevlerine biyolojik ve klinik
onem kazandirmaktadir. Benzimidazol grubuna sahip olan bilesik, anti-mikrobiyal, anti-
enflamatuar, anti-viriis, anti-oksidan, anti-alerjik, anti-diyabetik gibi bir ¢ok biyolojik
Ozelligi tasimaktadir. Bazi benzimidazol tiirevleri iizerinde yapilan arastirmalar onlarin

potansiyel bir antikanser aktiviteleri olabilecegini gostermistir.

Calismamizda ilk olarak benzimidazolyum bromiir tiirevi olan Bilesik 1 ve Bilesik 2
maddesinin 10, 25, 50, 75, 100, 150, 200, 250 ve 500 uM konsantrasyonlarinin insan prostat
kanseri (LNCaP) hiicreleri tizerindeki yarattigi morfolojik degisimler ters 151k mikroskobu
kullanilarak incelenmistir. Konsantrasyona ve zamana bagli olarak bilesiklerin normal

prostat kanseri hiicrelerinin morfolojisinde degisikliklere yol actig1 belirlenmistir.

Ardindan Bilesik 1 ve Bilesik 2’nin sitotoksik etkisi MTT yontemi ile
konsantrasyona ve zamana bagli olarak arastirilmistir. ilk 24 saatte Bilesik 1 ve Bilesik 2’nin

ICso degerleri sirasiyla 183 uM ve 488 uM olarak hesaplanmstir. 48 saatteki ICso degerleri
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ise, swrasiyla 90 uM ve 239 uM olarak bulunmustur. Dolayisiyla benzimidazolyum bromiir
tirevi olan bu iki bilesigin LNCaP hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkiyi hiicrelerin
mitokondrilerinde de hasar yaratarak olusturdugu belirlenmistir. Bu ¢alismada sadece 24 ve
48 saat uygulamalar1 yapilmustir. Ileride yapilacak baska ¢alismalarda farkli uygulama
stireleri denenerek sitotoksik etkideki degisimler tespit edilebilir. Ayrica yapilacak baska
caligmalarda benzimidazolyum bromiir tiirevi bilesiklerin farkli kanser hiicreleri tizerindeki

sitotoksik etkileri de in vitro olarak arastirilabilir.

Calismamizda prostat kanserinin tedavisinde kemoterdpatik ilag olarak giincel
kullanomi  bulunan 5-FU’in 10, 25, 50, 75, 100, 150, 200, 250 ve 500 uM
konsantrasyonlarmin sitotoksik etkisi ayni konsantrasyonlarda uygulanan Bilesik 1 ve
Bilesik 2 konsantrasyonlar1 ile karsilastirilmis ve her iki benzimidazolyum bromiir tiirevi
bilesigin 5-FU’e gore ¢ok daha fazla sitotoksik etkiye sahip oldugu belirlenmistir. Bu
sonugtan yola ¢ikarak benzimidazolyum tiirevi bilesiklerin etkili bir kemoterapotik ajan

olarak kullanilabilecegini diisiinmekteyiz.

Calismamizda Bilesik 1 ile 5-FU konsantrasyonlarmin 1:1 oraninda kombine olarak
uygulanmistir. Ilk 24 saatlik uygulamada 10, 25, 50, 75, 100 ve 150 pM
konsantrasyonlarinda sinerjistik bir etki gozlenirken 200, 250 ve 500 uM
konsantrasyonlarinda ise antagonistik etki gosterdigi hesaplanmistir. Bununla beraber 48
saatte 10 ve 25 uM konsantrasyonlarinda sinerjistik bir etki gosterirken 50, 75, 100, 150,
200, 250 ve 500 uM konsantrasyonlarinda antagonistik etki gosterdigi hesaplanmustir. Yirmi
dort ve 48 saatlik uygulamalarda konsantrasyon artisiyla birlikte ortaya ¢ikan antagonistik
etkiden dolayi, farkli kemoteropétik ajanlarla birlikte diisiik konsantrasyonlarda
uygulanabilecegini gdstermektedir. Farkli ajanlarla yapilabilecek kombine ilag
denemelerinde birlikte verildigi ajanin etkinligini artip artmayacagi ise farkl bir ¢aligma
konusu olabilir. Ayrica ilag direnci gelistiren hiicrelerde de Bilesik 1’in kombine olarak

verilmesinin ilag¢ etkinligini arttiracagini diistinmekteyiz.

Ayrica calisgmamizda Bilesik 1’in prostat kanseri hiicrelerinde apoptotik etkiyi
arttirdig1 belirlenmistir. Bilesik 1’in apoptozu hangi yolakla indiikledigini belirlemek ve
apoptotik siiregte yer alan genlerin ekspresyon diizeyinde ne gibi degisikliklere neden

oldugunu incelemek ve etki mekanizmasi hakkinda daha detayl bilgilere ulagmak i¢in farkl
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caligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir. Calismamizdan elde edilen verilerimizin ileride Bilesik

1 ve 2 ile ilgili yapilacak olan ¢aligmalara onciiliik edecegini diisiinmekteyiz.
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