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o Meme kanseri dunyada en yaygin kanser
olumleri arasinda yer almaktadir.

o Kadinlarda birinci sirada en yaygin
rastlanan kanser taradur.

o Son on yilda bu hastalarin tani ve
tedavilerinde ¢cok buyuk ilerlemeler
olmustur.




o Kanser, hucrelerin kontrolsuz bir sekilde
cogalmasi sonucu ortaya ¢ikan, Kimi zaman
olume varabilen sonuclar doguran ve son

yillarda yaygin bir sekilde gorulen hastalik
cesididir.

o Bazi kanser turleri ila¢ tedavilerine oldukca
direnclidir.




o Onkogenlerin ve daha bircok genin anormal
olarak davranmalari halinde tiumor aktivitesi
ortaya cikmaktadir.

o Bu genler, hucre proliferasyonunu,
Invazyonunu, anjiyogenezisi kontrol
etmektedir




o Kanser, kan damarlari ve lenfatik sisteme
nufuz ederek yayilir.

¢ Programlanmis hucre olumu olan apoptozis,
canlinin otonom mekanizmasi tarafindan
ayarlanan; zararli, yaslanmis ve istenmeyen
hicrelerinin enerji (ATP) kullanimi ile
oldurulme surecidir.




o Cogu kanser tirunde apoptozisin azalmis
bulunmasi karakteristik bir bulgudur.

o Tumor hlcre populasyonunda apopitotik
hucreler ve kanser hucreleri siklikla bir
arada bulunurlar.




¢ NF-KB ise, kanserde anjiyogenez ve
apoptozisin olusum mekanizmalarinda
onemli rolu oldugu dusunulen bir proteindir.

¢ Ayni zamanda, bazi heterosiklik bilesiklerin
anjiyogenez ve apoptozis Uzerinde, sirasiyla,
inhibe ve aktive edici etkilerinin oldugu
gorulmektedir.




¢ Daha once, heterosiklik yapida bazi

Benzoksazol tlrevi bilesiklerin antikanser
etkinlikleri gosterilmistir.




¢ Bu projemizde, Benzoksazol turevi bazi

bilesikler sentez edilerek ve MTT testi ile
tarama yapilarak antikanser potansiyeli
olanlar ayrildi.




o Daha sonra, bu potansiyel bilesiklerin farkl
meme kanser hucre hattinda, NF-kKB, ve

apoptozis (APAF-1, sitokrom C, kaspaz-3, bcl-
2) ile ilgili proteinler Uzerine etkileri western
blot yontemiyle incelenecektir.




¢ Bu calismamiz Tubitak tarafindan

desteklendi.







o Sentez calismalari, daha once bu konuda
benzer deneyimleri olan, Ankara Universitesi
Eczacilik Fakultesi Farmasotik Kimya

Anabilim dalindaki arastiricilar tarafindan
gerceklestirilmistir.




o Sentezlenen Bilesiklerin Yapilarinin
Aydinlatilmasi:

v Sentezlenecek bilesikler uygun ¢cozuculerle

kristallendirildikten sonra,

v Ince tabaka kromatografisi ile saflik
kontrolleri yapildi,

v Erime dereceleri tayin edildi.




o Daha sonra bilesiklerin yapilarinin
aydinlatiimasinda

v Infrared (IR),

v UV Spektrofotometresi,
v Nukleer Magnetik Rezonans (NMR)

v Kutle (Mass) spektrumlari ile Elemental
analizinden yararlanildi.




¢ Hucre kulturu calismalari, Celal Bayar
Universitesi Tip Fakultesi Hucre Kultlru

laboratuvarinda, bu konuda deneyimili

arastiricilar tarafindan gerceklestirilmistir.

¢ Bu calismada kullanilacak olan meme
kanseri hucre dizileri (MCF-7, MDA-MB)

kullanildi.




o Hucrelerin uremesi her 2 gunde bir
morfolojik olarak faz kontrast atacmanli
inverted mikroskopta (CK40-F200, Olympus,

Japonya) incelenerek, mikrofotografi ile
goruntulendi.

¢ Konfluent olan hucrelerden pasaj yapilarak
hucrelerin ¢cogaltiimasi saglanmistir.




Heterosiklik bilesiklerin uygulamalari

o Heterosiklik bilesiklerin 50 ul DMSO ile
sulandirilip ¢cozelti 950 pl besiyeri ile 1 ml’ye
tamamlanarak stok solusyonu hazirladik.

¢ Daha sonra hazirlanan bu stok solusyondan
100, 50, 25, 12.5, 6.25 Jl farkl dozlarda
heterosiklik bilesikler tedavi amaciyla kanser
hilcre dizilerine uyguladik.




Hiicre Canlilig: ve Cogalma Deneyi:

o MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide)

o Bu hucrelerin mitokondrial fonksiyonlari,
dolayisiyla canli hticre yogunlugu kolorimetrik bir
test yontemi olan MTT testi ile belirlendi.

¢ Bu test, sari, suda ¢ozunebilen MTT boyasinin
aktif mitokondrilerdeki elektron akimi yoluyla
mor formazan urunlerine donusmesini
olcmektedir.




Immunohistokimya

o Hucreler PBS’de hazirlanmis %4’ 10k
paraformaldehid solUsyonu (pH 7,4) ile fikse
edildikten sonra 3 defa 5’er dk PBS ile yikadik.

o Daha sonra bu hucreler cesitli islemlerden
gectikten sonra boyama islemini yaptik

o Distile su ile ylkama isleminden sonra kapatma
solusyonu (00-8030, Histomount mounting
solution, Sanfransisco, ABD) ile kapatilarak
mikroskopta goruntuledik.




o WESTERN-BLOT calismalari, Celal Bayar
Universitesi Tip Fakiltesi Biyokimya
laboratuvarinda, bu konuda deneyimili

arastiricilar tarafindan gerceklestirildi.




Apoptozis yolagindaki
proteinlerin seviyeleri: Western
Blot Yontemi

HUcre protein izolasyon kiti kullanarak proteinleri
ayirdik

Daha sonra QUBIT FLUOROMETER ile protein miktar
tayini yaptik.

Protein miktar tayini yapilmis olan proteinleri
SURELOCK XCELL DIKEY JEL sistemini kullanarak
elektroforezi yapmak icin jele numuneleri uyguladik.
Bu jeli tankin icine koyup 50 dak bekleterek bantlarin
yuramesini sagladik.

Daha sonra bu bantlari IBLOT DRY BLOTTING sistemi

ile WESTERN-BLOTLAMA cihazina uyguluyarak 7
dakkika icinde goruntulemeyi yaptik




[statiksel Yontem

o Deneylerden elde edilen verileri degerlendirmede
SPSS 15.0 istatistik programi kullanildi. Gruplar arasi
farkin anlamhligi Mann-Whitney U testi ile
degerlendirildi. Anlamlilik siniri p<0.05 olarak kabul

edildi.




BULGULAR




¢ Bu projede, yaklasik 20 kadar Benzoksazol
threvi heterosiklik (BTHB) bilesik
sentezledik.

o Ve bu bilesiklerin saflik kontrolleri icin ince
tabaka kromatografisi ve erime derecelerine
baktik.




o Benzoksazol turevi heterosiklik (BTHB) bilesiklere
MTT testi uyguladik ve bu testle hlcrelerin
mitokondrial fonksiyonlari, dolayisiyla canli hucre
yogunlugunu kolorimetrik olarak belirledik.

¢ Bunlardan yasama yonunden antikanser potansiyeli
olanlar ayrildi.

o Daha sonra kalan gruba VEGF, eNOS ve TUNEL
yapildi.




¢ Burada IC50 dozuna en uygun cevabi veren turev
secildi.

o Daha sonra, bioaktivite acisindan en uygun olan
bilesigin farkli meme kanser hucre hattinda, NF-
KB, ve apoptozis (APAF-1, sitokrom C, kaspaz-3,
bcl-2) ile ilgili proteinler Uzerine etkilerini western
blot yontemiyle inceledik.
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o MTT ile yapilan analizde doz dilusyona bagh toksik
etkinin var oldugu goruldu.

¢ Hucrelerin morfolojik incelemesinde MCF-7
hicrelerinin daha bipolar yapida iken MDA-MB

hicrelerinin daha adeziv ve epiteloid olduklari
goruldu.
¢ MDA-MB hucrelerinin BTHB toksik etkisine daha

direncli oldugu saptandi (Tablo 1). IC50 duzeyleri
olarak MCF-7 icin 28 nM iken MDA- MB icin 22 nM

olarak saptandi.




BTHB toksik etkisinin OR+ MCF-7 ile OR+ MDA-MB hiicreleri
uizerine etkilerinin faz kontrast goriintiileri. X 200

MCF-7

MDA-MB+
BTHB




BTHB toksik etkisinin OR+ MCF-7 ile OR+ MDA-MB

hiicreleri  iizerine etkilerinin formazon olusumu
reaksiyonuna dayanan MTT analizi incelenmesinde
absorbans degerlerinin canh hiicre yuzdesi =

Meme kanseri dizin hiuicrelerinde
BTHB toksik etkisinin MTT analizi

= MCF-7 = MDA-MB

ida

dilisyonlar (nM)

% canh hiicre




¢ Hucrelerin IC50 dozunda yapilan incelemelerinde
VEGF (Resim 2), eNOS (Resim 3) ve TUNEL (Resim
4) boyamalarinda kontrol olarak kullanilan PBS ile

karsilastirildiginda 6zgin boyamalar gosterdikleri
izlendi (Resim 2). VEGF boyamasinda azalma
saptanirken, eNOS ve TUNEL boyamasinda BTHB
uygulamasi ile artma goruldt (Tablo 2).




BTHB toksik etkisinin OR+ MCF-7 ile OR+ MDA-MB
hiicreleri tizerine etkilerinin VEGF immiinboyamasinin
goruntiileri. X 200

BTHB

MDA-MB+
BTHB




BTHB toksik etkisinin OR+ MCF-7 ile OR+ MDA-MB
hiicreleri iizerine etkilerinin eNOS immiinboyamasinin
goruntiileri. X 200

NOFE-7Z- 1
vivr =11

MCF-7

MDA-MB+




BTHB toksik etkisinin OR+ MCF-7 ile OR+ MDA-MB
hiicreleri uzerine etkilerinin TUNEL
immiinboyamasinin goriintiileri. X 200

MDA-MB MDA-MB+




BTHB toksik etkisinin OR+ MCF-7 ile OR+ MDA-MB
hiicreleri iizerine etkilerinin skorlama yontemi ile IHK
boyamalarinda karsilastirilmalamn

Meme kanseri dizin hiicrelerinde
BTHB toksik etkisinin iIHK analizi

8

u MCF-7 = MDA-MB
T

2

% pozitif hiicre
[
8
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eNOS
iHK boyamalar




Kontrol grubu(MDA) ile heterosiklik bilesiklerinin Apaf-1
etkisi

Apafi (1-5)

MDA hucre heterosiklik bilesiklerin ilave edildiginde Apaf-1 seviyesinin kontrol grubu ile benzer
oldugunu gordiuk




Kontrol grubu(MCF-7) ile heterosiklik bilesiklerinin
Apaf- etkisi

Apafl (7-11)

MCF-7 hlcre heterosiklik bilesiklerin ilave edildiginde Apaf-1 seviyesinin kontrol grubu
ile benzer oldugunu gorduk




Kontrol grubu(MDA) ile heterosiklik bilesiklerinin BCL-2
etkisi

BCL2 (1-5)

MDA hticre heterosiklik bilesiklerin ilave edildiginde BCL-2 seviyesinin kontrol grubu ile
benzer oldugunu gordik




Kontrol grubu(MCF-7) ile heterosiklik bilesiklerinin BCL-2
etkisi

BCL2 (7-11)

MCF-7 hucre heterosiklik bilesiklerin ilave edildiginde BCL-2 seviyesinin kontrol grubu
ile benzer oldugunu gorduk




Kontrol grubu(MDA) ile heterosiklik bilesiklerinin Kaspaz
etkisi

Caspase9 (1-5)

MDA-MB hcre dizilerine heterosiklik bilesiklerin ilave edildiginde Kaspaz seviyesinin
kontrol grubuna gore azaldigini gérdUk




Kontrol grubu(MCF-7) ile heterosiklik bilesiklerinin
Kaspaz etkisi

Caspase9 (7-11)

MCF-7 hlcre dizilerine heterosiklik bilesiklerin ilave edildiginde kaspaz seviyesinin
kontrol grubuna gore azaldigini gérdUk




Kontrol grubu (MDA) ile heterosiklik bilesiklerinin Sitokrom-C
etkisi

CytochromC (1-5)

MDA-MB hucre dizilerine heterosiklik bilesiklerin ilave edildiginde Sitokrom-c
seviyesinde kontrol grubuna gore artis oldugunu gorduk




Kontrol grubu(MCF-7) ile heterosiklik bilesiklerinin Sitokrom-c
etkisi

CytochromC (7-11)

MCF-7 hucre dizilerine heterosiklik bilesiklerin ilave edildiginde Sitokrom-c
seviyesinde kontrol grubuna gére benzer oldugunu gorduk




Kontrol grubu(MDA) ile heterosiklik bilesiklerinin Nfkf3
etkisi

G2 KDa
A0 KDao
A8 kDa

28 kDa

NFKB (1-5)

MDA-MB hiicre dizilerine heterosiklik bilesiklerin ilave edildiginde Nfk[3 seviyesinde
kontrol grubuna gore azaldigini gorduk




Kontrol grubu(MCF-7) ile heterosiklik bilesiklerinin
Nfkp etkisi

NFkB (7-11)

MCF-7 hiicre dizilerine heterosiklik bilesiklerin ilave edildiginde Nfk[ seviyesinde
kontrol grubuna gore azaldigini gérduk




TARTISMA




o Ik olarak 1958 yilinda, benzoksazol halkasinin
antitimoral etkiye sahip oldugu saptanmistir

o Bu bilgiler isiginda bu calismada, farkli
mekanizmalar Uzerinden antitumoral aktivite
gosterebilecegi saptanmis benzoksazol halkasini
ana yapli olarak tasiyan bazi turevler sentez
edilerek ilk kez bu calismada antitiGmoral
etkinliklerinin degerlendirilmesi hedeflenmistir.




o Kerr ve arkadaslari, 1970'lerin basinda apoptozisin,
potansiyel kanser hucrelerinin ve tumor gelisiminin
ortadan kaldirilmasi ile iliski oldugunu tespit etmislerdir
(Kerr,1972).

¢ Adams ve Cory’nin yaptiklari calisma, apoptozisin
duzensizligi ile kanser patogenezi arasinda kuvvetli bir
iliski oldugunu gostermektedir (Adams,2007).

¢ Takayama ve arkadaslarinin ¢calismasi, timor
hucrelerinde asiri proliferasyon ve apoptotik hicre
olumunden kacis s6z konusu oldugunu gostermektedir
(Takayama,2003).




o BTHB uygulamasinin MCF-7 ile MDA-MB hucreleri
Uzerinde toksik etkileri MTT ile calisilarak kanser
tedavi amacli cogalmay! durdurucu ve canlligl

azaltici etkileri incelendi.

o MDA-MB ile karsilastirildiginda MCF-7 hUcrelerine
daha toksik etkisi oldugu ve IC50 duzeylerinin
daha dusuk oldugu izlendi.




¢ Yapilan protein immunohistokimyasinda VEGF,
eNOS ve TUNEL acisindan incelemelerde VEGF icin
azalma ile eNOS ve TUNEL icin artmanin

saglandigl gorulmustur. (MCF-7)

o BTHB uygulamasinin bir diger etkisi hucre olumu
Uzerine oldu. Direk toksik etkinin getirdigi
dilusyonel etki IC50 duzeyinde yerini hucre olum
duzeneklerinde apoptoza birakti.




¢ BTHB kullaniminin bazal duzeyde var olan
oksidatif stresi arttirdigl ve ortami serbest

radikaller acisindan zenginlestirdigi
immunohistokimyasal boyamalarla gosterildi.




o Calismamizda proteinlerin western blot ile tayininde ise,
MDA ve MCF-7 hucre dizilerine heterosiklik bilesiklerin
ilave edildiginde Apaf-1, BCL-2 seviyesinin kontrol grubu
arasinda fark yokken, kaspase ve Nfk[3 seviyesinin

kontrol grubuna gore azaldigini gorduk.

o MDA-MB hucresine heterosiklik bilesikler ilave
edildiginde Cytochrome C seviyesinde kontrol grubuna
gore artis gosterirken MCF-7 hucre dizilerinde ise fark
olmadigini gorduk




SONUCLAR VE ONERILER

o Calismamizdan elde ettigimiz sonuclara gore
Benzoksazol halka sistemi, nukleik asitlerin
yapisinda yer alan heterosiklik adenin ve guanin
bazlarinin yapisal benzeridir.

o Bu da bu grup bilesiklerin farkl yolaklar Gzerinden
kemoterapotik etkiyi gosterebilecegini
dusundurmektedir.




o Yeni elde edilen bu heterosiklik bilesigin MDA-MB
hucre dizilerinde daha etkili oldugu gorduk.

o Bu heterosiklik bilesigin NfkB’'nin aktivasyonunu
azaltarak apoptozisi artirdigl bu sekilde de kanser
tedavilerinde tumorun buydmesini inhibe ederek

etkisini gosterdigini dusinmekteyiz.




¢ Bu calismanin ileri bir asamasi olarak heterosiklik
bilesigin angiogenik yolaktaki proteinler GUzerinde
nasll bir etki gosterebilecegini arastirmayi
planlamaktayiz.

o Eger bu calismadan da yararli sonuclar elde edersek
daha sonra bu calismanin bir Ust asamasi olan
hayvan kanser modellerinde de elde ettigimiz
bulgulari desteklemek icin calismalar yapmayi
planlamaktayiz.




Prof.Dr. Ozlem Temiz-Arpaci
Prof. Dr. Erciment OLMEZ
Doc. Dr. Gorkem KISMALI

Doc. Dr. Feyzan OZDAL KURT
Prof. Dr . Zeki ARI
Prof. Dr. ibrahim TUGLU




S
Q@
P -
=
=
X
Q
4
—
=
L
N
=
Q0
©
Q@
=
(@]




