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Metal kompleksler ve organometalik bilesikler, kanser biliminde 6nemli
gelismeler saglamistir. Bu gelismeler, onaylanmis ilk 6rnek metal olan cisplatinin
basaristyla baglamistir. Son zamanlarda altin(IIl) ve platin(Il) ile yapilan metal
kompleksleri kanser tedavisi i¢in dnemli arastirma konusu olmustur.

Bu tezde, pozitif kontrol madde cisplatin, dipirido[3,2-a:2’,3’c] fenazin
ligand1, dipirido[3,2-a:2°,3’-c]fenazin-platin(ll) ([Pt(dppz)Cl;]) kompleksi ve
dipirido[3,2-a:2°,3’-c]fenazin-altin(l11) ([Au(dppz)Cl,]CI) kompleksinin,
antiproliferatif ve sitotoksik etkileri, MTT (3[4,5-dimetiltiyazol2-yl]-2,5-
difeniltetrazolyum bromid) deneyi ile h-ras onkogeni transforme edilmis si¢an
embriyo fibroblast hiicreleri (5RP7) kullanilarak arastirilmistir.

Cisplatin, dipiridofenazin ligandi ve metal tiirevlerinin apoptozis iizerine
etkileri, sitotoksik bir dozda DAPI boyama ile fluoresan mikroskobunda 5RP7
hiicresi tizerinde arastirilmistir. Test maddeleri SRP7 hiicreleri lizerinde apoptotik
etkiler saglamstir.

Dipirido[3,2-a:2°,3’c] fenazin ligand, her iki giin sonunda cisplatinden
daha sitotoksik olarak belirlenmistir. Dipirido[3,2-a:2°,3’-c]fenazin-altin(III)
([Au(dppz)Cl,]JCI)  kompleksi  ve  dipirido[3,2-a:2’,3’-c]fenazin-platin(l1)
([Pt(dppz)Cl;]) kompleksi ilk giin sonunda cisplatinden daha sitotoksiktir. Ancak
ikinci glin sonunda cisplatin her iki maddeden daha sitotoksik olarak
belirlenmistir. Her bir maddemiz cisplatine alternatif kemoterapdtikler olarak
kullanilabilir.

Anahtar Kelimeler: Dipiridofenazin, Platin(Il), Altin(III), Sitotoksisite, DAPI,
Apoptozis
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Metal complexes and organometallic compounds have been gaining
growing importance in oncology. This improvements have starten with
achievement of prototipic metal cisplatin. Recently, gold(lll) and platinum(ll)
metal complexes have been important research subject for cancer treatment.

In this thesis, antiproliferative and cytotoxic effects of positive control
substance cisplatin, dipyrido[3,2-a:2°,3’c]phenazine ligand, dipyrido[3,2-a:2°,3°¢]
phenazine-platinum(Il)  ([Pt(dppz)Cl;]) complex and dipyrido[3,2-a:2°,3°c]
phenazine-gold(111) (JAu(dppz)CI;]Cl) complex was investigated with MTT (3-
[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide) assay with using rat
embryo fibroblast cell line (5RP7) that transformed h-ras oncogene.

Effects of cisplatin, dipyridophenazine ligand and metal derivatives on
apoptosis were investigated on 5RP7 cell lines with DAPI staining in a cytotoxic
dose at fluorescence microscopy. Test substances have provided apoptotic effects
on 5RP7 cells.

Dipyrido[3,2-a:2’,3 c]phenazine ligand was determined as more cytotoxic
than cisplatin at last both days. Dipyrido[3,2-a:2°,3’c] phenazine-platinum(ll)
([Pt(dppz)Cl;]) and dipyrido[3,2-a:2°,3’c] phenazine-gold(I1l) ([Au(dppz)CI;]Cl)
complexes was more cytotoxic than cisplatin at last first day. But cisplatin was
determined as more cytotoxic than both substance at last latter day. Each our
substance can be used as alternative chemotherapeutics to cisplatin.

Keywords: Dipyridophenazine, Platinum(ll), Gold(I11), Cytotoxicity, DAPI,
Apoptosis
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1. GIRIS

Yasam ve Oliim arasindaki dengeyi muhafaza etmek, ¢ok hiicreli
organizmalar i¢in 6nemli bir gorevdir. Yetigkin bir insan viicudunda giinliik
ortalama altmig milyardan {igyiiz milyara kadar yeni hiicre iiretildigi
hesaplanmaktadir. Boylece bedenimizin korunmasi igin benzer sayida hiicrenin
Olmesi gerektigi sonucuna varilmaktadir. Bu hassas dengenin bozulmasi kansere
neden olmaktadir (Sharma ve Settleman, 2010).

Kanser, tiim diinyada hala baglica bir 6liim nedenidir (Giines ve ark.,
2009). Kanser, kalp hastaliklarindan sonra tiim 6liimlerin en sik ikinci sebebidir
(Gazi ve Tapul, 2006). Boylece kanser tedavisi modern tiptaki en Onemli
sorunlardan biri olarak kalmistir (Giines ve ark., 2009). Yaklasik altmis yil 6nce,
ilag tedavileri kanser tedavisi i¢in odak noktasi olmustur. Antikanser ilaglar,
sitotoksinler diye ifade edilen antiproliferatif ajanlardir. Cisplatinin gozardi
edilemez basaris1 metal temelli antineoplastik maddelere olan arastirma ilgisini
arttirmigtir. Metal temelli bilesikler calisilmis ve cogu umut verici sonuglar
gdstermistir. flacin dozunun dogru miktar1 ve dogru metal ligand bilesimi, dikkate
alinmas1 gereken onemli olgulardir. Ligand, metal iyonlarin1 baglayan ve iyonun
fiziksel ve kimyasal ozelliklerini degistiren organik bir bilesiktir. Inorganik ilag
dizayninin 6nemli bir Ozelligi, ligandin bir organizmada, fonksiyonel olarak
uygun doz miktarinda ne kadar kullanildigidir. Potansiyel ilacin olumlu fizyolojik
yanitinin, biyomolekiil ve doku hedefli in vitro ¢alismalarda gosterilmesi gerekir.
Boylece bu ilaglar tiim kliniksel deneylerde kabul edilebilmektedir (Garza-Ortiz,
2008). Kanserlere kars1 antitiimdr ajanlarin etkisi, saglikli hiicrelere toksisiteleri
ve artan direng, farkli bir etki mekanizmasi ile yeni ilaglarin arastirilmasini
gerektirmektedir (Bradley ve ark., 2004).

Hiicre 6lim yollarinin bozulmasi tiimér gibi c¢esitli hastaliklara neden
olmaktadir. Programli hiicre oliimii (apoptozis), c¢ok hiicreli organizmalarda
normal gelisim ve homeostazis (dis ortamin bozucu etkisine ragmen i¢ ortamin
dengesini korumasi olay1) i¢in gerekli bir olaydir (Shiraishi ve ark., 2010). Timor

hiicreleri kolayca apoptozis ge¢iremez. Ciinkii onlar 6liim sinyal yollarini aktive



etme yeteneginden yoksundurlar. Boylece etkili bir kanser tedavisi, timor
hiicrelerinin apoptozis yolunu aktive etmek icindir (Li ve ark., 2009).

Giliniimilizde, kanserlerin molekiiler biyolojisi ve hiicrenin molekiiler
biyolojisini anlamamiz, c¢ogunlukla kiiltiire edilmis kanser hiicrelerinin
kullanimiyla saglanmigtir. Su ana kadar, insan kanserlerinin genis bir analizini
gosteren hiicre kiiltiirlerinin binlercesi gelistirilmistir (Wang, 2003).

Yeni gelisen antikanser metal ilaglar i¢in uygun analitik teknikler,
biyolojik a¢idan ilgili molekiiller ile ilaglarin etkilesimini ¢alismak ve onlarin
fizyolojik kosullar altindaki kimyasal doniisiimiinii c¢alismak i¢in gereklidir
(Michalke, 2010).

1.1. Kanser

Kanser, tek bir hiicrede meydana gelen, kopyalanan, zarar verici bir
hastaliktir (Castellanos ve ark., 2010). Kanserler, bir dizi diizenleyici sistemin
bozulmasindan dolay1 ortaya ¢ikmaktadir (Voorhoeve, 2010).

Kanser, kontrol edilemeyen ¢ogalmaya ve anormal hiicrelerin yayilmasina
neden olmaktadir. Kanser, insan sagligini ciddi sekilde tehdit etmektedir ve 6liim
nedenlerinin ana sebebidir (Feng ve Chien, 2003). Saglikli insanlarda hiicreler,
viicuda gerekli yeni hiicreleri olusturmak i¢in biiyiir ve boliiniir. Genler hiicre
biiylimesini ve boliinmesini diizenler (Garza-Ortiz, 2008). Hiicrelerin davranisinin
degisimi ile anahtar diizenleyici genlerdeki (timor baskilayict genler ve
protoonkogenler) mutasyonlar, potansiyel olarak kanserde gelisebilen diizensiz
cogalmaya neden olabilir (Li ve ark., 2010). Kendi belirsiz ¢ogalmalarini devam
ettirmek i¢in etkin tiimor hiicreleri, apoptozisden kagmaktadir ve yeni kan
damarlart meydana getirmektedir ve sonucta viicudun cesitli bolgelerine
yerlesmek icin az miktarda hiicreye izin vermektedirler. Normal hiicresel
cogalma, oOlim ve haberlesme, tek basina art arda uyaranlarla meydana
getirilmektedir (Voorhoeve, 2010). Kanser hiicreleri, biiyiime ve bdliinmeyi
diizenleyen kontrol mekanizmasindan ka¢gmaktadir. Béylece bu hiicreler tiimor
denen kiimelenmis bir doku seklini almaktadir (Garza-Ortiz, 2008). Tiim

kanserlerin iigte biri sigaraya, licte biri beslenme sekline, kalan iicte biri de



cevreye baghdir (Aggarwal ve ark., 2009). Gelismis lilkelerde en yaygin kanser
tirleri, akciger, kolorektal, gogiis, mide ve prostat kanserleridir (Garza-Ortiz,
2008).

Amerikan Kanser Birligi ve Uluslararas1 Kansere Kars1 Birliginden gelen
son haberlere gore son yillarda on iki milyon kanser vakasi teshis edilmistir. Bu
saymin 2030’a kadar ikiye katlanacagi beklenmektedir (on yedi milyonu 6li yirmi
yedi milyon vaka). Bu alandaki biiyiik gelismelere ragmen, kanser hastaligi tim
hastaliklar i¢inde biiylik orana sahiptir. Kanser 6liim orani, son elli yi1lda 6nemli
derecede artis goOstermemistir. Ayni siire zarfinda yapilan yogun calismalar,
kanserin hayat biciminde temel degisimler gerektiren, Onlenebilir bir hastalik
oldugunu ortaya koymustur. Her yil yaklasik yirmi milyar dolar kanser tedavisi
icin harcanmaktadir (Aggarwal ve ark., 2009). Timor hiicrelerinin biyolojisi
anlasilmis olmasina ragmen, ¢cogu kanserin tedavisi 40 yildir énemli derecede
degismemistir ve 6liimde azalma erken teshis ile saglanmistir (Castellanos ve ark.,

2010).

1.1.1. Kanser ve genetigi

Anoploidi diye adlandirilan, hiicre tarafindan kendine 6zgii kromozomlarin
kaybi ya da kazanci, ¢ogu tiimoriin 6zelligidir. Bugiin tiim kanserlerin, DNA’daki
genetik degisime bagli oldugu agiklanmaktadir. Protoonkogenler, tiimor
baskilayict genler ve DNA onarict genlerde problemler olustugunda,
inversiyonlar, amflikasyonlar, kromozomal translokasyonlar ve delesyonlar
seklinde degisimler meydana gelmektedir. Genetik degiskenligin bu seklinin, tam
olarak tiimor gelisiminden sorumlu olup olmadigr tartigmahdir. Genetik
degiskenlik, kanser hastalarinda kemoterapinin sik goriilen basarisizhigr ile
iliskilendirilmistir. Bu degisimler bununla birlikte kanser ve tedavisi ic¢in tani
belirleyicileri olarak kullanilabilmektedir. Bu degisimlerin nasil tetiklendigi
timiiyle anlasilmamaktadir. Ancak bu degisimlerin tetiklenmesinde c¢esitli
karsinojenlerin rolii bilinmektedir (Aggarwal ve ark., 2009). Kanser genleri diye
adlandirilan ti¢ yiiz elliden fazla mutant genin, kanser gelisimiyle iligkili oldugu

gosterilmistir (Aggarwal ve ark. 2009; Li ve ark. 2010).



Kanser genlerinin belirlenmesi, cogunlukla fiziksel ve genetik harita
stratejileri kullanma yolu ile olmaktadir. Bununla birlikte bu stratejilerin her biri
kanser genlerinin sadece bir alt kiimesini belirleyebildigi i¢in, kanser gelisiminde
ne kadar kanser geninin yer aldig1 sorusuna cevap verilememektedir (Li ve ark.,
2010). DNA dizisi ve biyoinformatik teknolojisi, kanser genomunun analizine
olanak saglamaktadir. Insan genomunun tamamlanmasi, kanser genomunun
sistematik analizlerini meydana getirmek igin, gereken genom bilgisini ve dizilim
teknolojisini saglamaktadir (Wooster ve Bachman, 2010).

Son incelemelerde insan kanser genomundaki bir calisma, daha Once
diistiniilmiis kanser genlerinden daha fazla genin, kansere neden oldugunu
gostermektedir. Insan genom dizisinin ortaya ¢ikisi ve kanser genom dizisi,
bireysel kanserlerde mutasyonlarin genis incelemesini de ortaya g¢ikarmak icin
essiz bir imkan saglamaktadir ve bdylece bu bilgi kullanilarak tam olarak
hedeflenmis tedaviler gelismektedir (Li ve ark., 2010). Ornegin; sinyal iletimi,
DNA onarimi1 ve apoptozis gibi ¢esitli biyolojik olaylar, tiimor olusumu siirecini
aciklamaya yardimeir olmaktadir. Kanserlerin sayisi, bu biyolojik siiregler iizerine
yapilan caligmalar ile analiz edilmistir (Wooster ve Bachman, 2010).

Mutasyonlar, DNA dizisindeki degisimin (eklenme veya DNA’nin biiyiik
ya da kiiciik parcalarinin delesyonlari, DNA’nin yeniden diizenlenmesi, kopya
say1st artig1 ve kopya sayist azalmasi) birka¢ ¢esidini icermesine ragmen, somatik
mutasyonlarin ¢ogu, tek yonlii degisimlerdir. Kanserin tek yonlii mutasyonunun
ilk kanit1i, normal hiicrelerde transforme kanser DNA’sinin iki bagimsiz deneyinde
belirlenmistir. Transforme edilmis normal hiicreler, h-ras geninin 12. kodonunda
valine kars1 bir glisin degisimine bagli olarak tek ydnde Guanin>Timin
degisiminden dolay1 kanserli olmaktadir. Bu kesif, kanserle iliskilendirilmis
genetik mutasyon calismalarinin artmasiyla meydana getirilmistir. Timin:Adenin
¢ifti veya Guanin:Sitozin ¢ifti tarafindan Sitozin:Guanin ¢ifti degisimi, kolorektal
ve gogiis kanseri ile iligkilendirilmektedir ve kanserlere neden oldugu
aciklanabilmektedir (Li ve ark., 2010). Kabul edilmis kanser genleri p53, Myec,
Ras ve pRb, kanserin merkezi noktalaridir ve belirlenmis, onaylanmis ilk genler

arasindadirlar (Voorhoeve, 2010).



Somatik mutasyonlar, DNA replikasyonunun olamamasi ile meydana
gelmektedir. Bu durum iki farkli siire¢ icermektedir. ilk siiregte, mutasyonlar
meydana geldigi hiicrede ¢ogalma {istiinliigli sunmaktadir. Bu siirecteki
mutasyonlar  “drivers” mutasyonlardir. Kanser genleri olarak ifade
edilmektedirler.  Ikinci siiregte, “passengers” mutasyonlar olmaktadir.
“Passengers” ve “drivers” mutasyonlar arasindaki farki anlamak goriinme siklig
ve dagilimiyla iliskilendirilmektedir (Li ve ark., 2010). Kanser genomunun
siniflandirilmis bir dizisi, 210 degisik insan kanserinde 1007 somatik mutasyon
ortaya cikarmistir. Cogu somatik mutasyonun onkogenezize neden olmayan
“passengers” mutasyonlar oldugu diisiiniilmektedir. Fakat 119 gende kansere
neden olan “drivers” mutasyonlar bulunmustur. Somatik mutasyon yayginligi
akciger kanserinde en fazladir. Bunu, mide, ovaryum, kolorektal, karaciger, gogiis
ve testis kanseri takip etmektedir.

DNA mutasyonlarinin, kanser nedeni olarak bazi bireylerde, kalitsal
oldugu gosterilmistir. Bazi kanitlarda, ayn1 zamanda kalitsal kanser riskine neden
olabilen epigenetik degisimleri gostermektedir. Cevresel faktorler Ornegin
beslenme ve yasam tarzi (sigara, alkol igmek, aflatoksin B1, UV ve bulasici
etkenler gibi) epigenetik degisimler ile iligkilendirilmistir. Bu epigenetik
degisimleri igeren enzimler, ayni zamanda ilag gelisimi i¢in hedefler olarak
kullanilmaktadir. Epigenetik degisiklikler, DNA dizisinden bagimsiz gen
diizenlenmesidir. Ornegin DNA promotor metilasyonu ve kromatin model
degisikligi veya histon modifikasyonlar1 (fosforilasyon ve asetilasyon gibi)
kanserde belirgin bir rolii olabilen belirli epigenetik degisikliklerdir (Aggarwal ve
ark., 2009).

1.1.2. Kanser ve tedavisi

Kanser tedavisinde amag, iyilestirmek, bazi durumlarda kontrol altina
almak ya da olas1 semptomlari (belirtileri) azaltmaktir (Garza-Ortiz, 2008).

Kanser tedavisinin klasik metodlari, miimkiin oldugu kadar erken ve etkin
olarak tiimor hiicreleriyle savasmayir amaglamaktadir. Hastaligin tedavisinde

genelde ilk girisim, tiimorli bolgeye cerrahi yontem uygulamaktir ve ardindan



kemoterapiye devam edilmektedir (Giines ve ark., 2009). Bazen hormon tedavisi
ya da biyolojik tedavi kullanilmaktadir. Baz1 kanserler, tek tip tedaviye en iyi
yanit vermektedir. Cogu da kombine tedaviye yanit vermektedir. Tedavi plani,
kanserin tipine ve durumuna baglhdir.

Kemoterapide en 6nemli faktor yan etki profilleridir (Garza-Ortiz, 2008).
Genelde antikanser ilaglarinin, temel hiicresel mekanizmalarinin anlasilmasi,
kanser tedavisinin etkin olmasi i¢in dnkosuldur (Giines ve ark., 2009).

Giliniimlizde tipta kullanilan ¢ogu kemoterapotik antikanser ilaglar,
kemoterapi sonucu istenilen, tiimor hiicrelerinin asiri ¢ogalma durumunu inhibe
etmek ve bunu takiben apoptozisi indiiklemek igin hiicre dongiisii hedefli ajanlar
icermektedir. Bu kemoterapétik ilaclar etki modellerine gore alt boliimlere
ayrilabilirler.

1. DNA sentezini engelleyen ilaglar
2. DNA’ya zarar veren ilaglar

3. Mitotik iglerin fonksiyonunu durduran ilaglar (Schmidt ve Bastians, 2007).

1.2. Hiicre Kiiltiirii

Hiicre kiiltiirii, biyolojik arastirmalarda canlilar ya bir biitiin olarak ya da
organ, doku veya hiicre gibi yapilari alinarak in vitro sartlarda incelenmektedir.
Hiicre (doku) kiiltiirii yontemi, hayvan ya da bitkilerin ergin veya embriyonik
dokularindan izole edilen hiicre, doku veya organlarin gercek ortamlarina benzer
bicimde hazirlanmis steril besi ortamlarinda bir siire yasatilmalaridir (Ozban,
1988).

Hiicre kiiltiirii modelleri, ilaglarin ve endojen maddelerin pasif ve aktif
tasima c¢alismasinda, hiicre fizyolojisi ve metabolizmasini1 belirlemede, protein
ekspresyonu, antisens oligoniikleotitler ve invitro toksisite testleri gibi ¢ok sayida
amag icin kullanilabilmektedir (Hornof ve ark., 2005).

Hiicre kiiltiirii teknigi ilk kez 1911°de Carrel ve Burrows tarafindan
kesfedilmistir. Carrel ve Burrows bir cam petride civciv embriyolarindan elde
ettikleri hiicreleri tretmislerdir. Bu sistemi kullanmak, kendiliginden doéniisiim

geciren normal kemirgen hayvan hiicrelerini liretmek i¢inde miimkiindiir. Fakat



insan hiicreleri i¢in degildir. HeLa, ilk continuous insan kanser hiicre kiiltliriiydii.
HeLa hiicreleri elli yildan daha fazla siire dnce, geng bir kadinin rahminden elde
edilen kanser hiicreleridir. Bugiin hiicre kiiltiirii, yeni antikanser ilaglar kesfetmek
i¢cin rutin olarak kullanilmaktadir. 1990’dan beri Ulusal Kanser Enstitiisii (NCI)
altmis insan kanser hiicre hattinin bir paneline karst altmigsbinden fazla bilesik
yayimlamistir. Kanser aragtirmalarinda tim yaymnlarin hemen hemen %751,
toplam yiizoniki hiicre hattinin kullanimina dayanmaktadir (Aggarwal ve ark.,
2009).

Hiicre kiiltirii deneyleri, ilag yiikli nanopartikiillerin in vivo ortamdaki
etkisini, onceden bildirmeye yardim eden Oncii bilgiyi saglamak i¢in bir 6n
caligma olarak da yapilmaktadir. Hiicre kiiltiirii deneyleri daha iyi iretilebilirlik
saglamaktadir ve in vivo modellere kiyasla ¢ok sayida ornegin goriintiilenmesine
izin vermektedir. Cesitli hiicre kiiltiirlerinin ticari uygunlugu, hiicre kiiltlirtiniin
basarisin1 kolaylastirmaktadir (Feng ve Chien, 2003). Herhangi bir ilacin belli
organ veya dokular iizerine zararli etkileri, kanserojen, mutajen veya teratojen
etkilerinin olup olmadigin1 saptamaya yonelik alternatif testler gelistirilmektedir.
Amerika Ulusal Kanser Enstitiisii kanser arastirmalarinda fare kullanimindan
vazgecerek, altmis cesit insan kanser hiicre hatti iizerinde bagirsak, akciger,
melanoma, bobrek, beyin ve kan kanseri igin haftada tigyiiz yeni kimyasal
maddenin antikanser etkinligini arastirabilmekte, hiicre kiiltiirlerinden alinan
sonuglarin daha gergek¢i ve daha spesifik oldugu ifade edilmektedir. AIDS
tedavisi ile ilgili ilag arastirmalarinda eskiden immiin sistemi ¢okertilmis
sempanze, maymun, kedi ve fareler kullanilirken, HIV viriisiiniin hiicre
kiiltiirlerinde gelistirilmesi iizerine, artik bu tiir arastirmalar insan hiicre kiiltiirleri
tizerinde siirdiiriilmeye baglanmigtir. Ayrica hepatit ve herpes gibi viriislere karsi
test edilen ilaglar da hiicre kiiltiirleri ile denenebilmektedirler. Epilepsi veya beyin
timorli hastalarin  ameliyatlarindan elde edilen beyin kesitleri ile in vitro
kosullarda yeni ilaglarin antiepileptik etkileri saptanmaktadir. insan sinoviyal
membran ve umblikal kord (gobek bagi) hiicre kiiltiirleri de, artrit ve diger
enflamasyonlar igin etkili olabilecek ilag arastirmalarinda kullanilabilmektedir

(Saygt, 2003).



Hiicre kiiltiirlerinin kullanim alanlar1 sunlardir;

. llag metabolizmasindan sorumlu enzim sisteminin saptanmast,

. Ilag metabolize edici enzim aktivitesini etkileyebilecek faktdrlerin saptanmast,
. Ilag metabolitleri ve bu maddelerin toksik etki potansiyellerinin saptanmast,

. Ilacin metabolik yikilma siiresinin saptanmast,

. Ilaglarin birbirleri iizerine olan etkilesim derecesinin saptanmasi,

. Ilag metabolizmasinda genetik, yas, cevre ve hastalik faktdrlerinin arastirilmasi,
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. Bireylerin ilag alerjisi potansiyeline sahip olup olmadiginin 6ngériilmesi.
Bahsedilen ilag metabolizmasiyla ilgili hususlart arastirmada insan

karaciger hiicre kiiltiirleri son derece 6nemli bir kaynaktir.

Insan hiicre kiiltiirlerinin toksisite arastirmalarindaki avantajlar::

1. Tiir farkliligini ortadan kaldirr,

2. Kimyasal maddelerin muhtemel toksik etki yapacagi diisiiniilen deri, karaciger

gibi spesifik doku hiicreleri iizerinde arastirma yapilmasini saglar,

3. Toksisite mekanizmalarinin hiicreler tizerinde aydinlatilmasina imkan verir,

4. Deneyde kullanilan hayvanlarin ac1 ¢gekmesi veya dlmesi s6z konusu degildir.

Giintimiizde ikibiniigyiizden fazla insan ve hayvan hiicre kiiltir modeli

mevcuttur. Hiicre kiiltiirleri ticari olarak firmalardan saglanabildigi gibi,

arastirmacilarin  kendi 06zel hiicre kiiltlirlerini  goniillillerden veya cerrahi

operasyonlardan ¢ikacak doku Orneklerinden yararlanarak olusturmalar1 da

miimkiindiir (Saygi, 2003). Hayvan hiicre kiiltiirii teknigi, ilaglarin tiretimi, teshisi

ve diger biyolojik aktif liriinlerin iiretimi i¢in biyoendiistrinin kilit bir bolimiidiir

(Plasier ve ark., 1999).

1.3. Toksisite

Tim ilaglar, temizlik ve kozmetik maddeleri, pestisitler, besin katki
maddeleri ve sanayide kullanildiginda insanlarin maruz kalabilecegi kimyasal
maddeler, kullanima sunulmadan O©nce toksik potansiyelleri yoniinden
degerlendirilmektedirler. Bu maddelerin kullanim amaglari, maruziyet yollar1 ve
stireleri goz oniine alinarak toksisite testleri dizayn edilmektedir. Muhtemel toksik

etkiler, in vivo kosullarda deney hayvanlarinda veya in vitro kosullarda hiicre



kiiltiirlerinde aragtirilmaktadir. Elde edilen test sonuglarinin insanlara uyarlanmasi
cok ¢esitli faktorler nedeniyle her zaman miimkiin olamamaktadir (Saygi, 2003).

Toksikoloji zehir bilimidir. Zehir ise, canli organizmada zararhi etki
gosteren herhangi bir madde olarak tanimlanabilir. Uygun yol ve dozda alinmayan
her madde zehir etkisi yapabilir. Bu etki bir yap1 degisikligi seklinde olabilecegi
gibi biyokimyasal lezyon seklinde de olabilir. Ortaya ¢ikan etki, geri doniisiimlii
olabilecegi gibi hiicre 6liimii seklinde de olabilir.

Canli hiicreler iizerinde kimyasal maddelere bagli O6nemli yap1 ve
fonksiyon degisikliklerinin saptanmasi ve yorumlanmasi amaciyla deneysel
toksikolojik calismalar yapilmaktadir (Saygi, 2003). Toksisite testleri planlanirken
ortaya ¢ikan iriinlerin c¢oziinebilirlik 6zellikleri ve toksik aktivite kazanip
kazanmadiklarinin gdz Oniine alinmasi gerekir. Onemli toksik etkileri olan
kimyasal maddeler, genellikle biyolojik sistemin sivi fazinda ¢6ziinebilir 6zellik
tagirlar. Bu ¢0ziinebilirlik, o maddenin hiicreler tarafindan alimini1 saglar. Her ne
kadar biyolojik sistemlerin sivi fazinin biiyiik bir kismin1 su olusturursa da, bu sivi
faz iginde protein, yag veya benzeri materyal ile pek ¢ok inorganik iyonlar da
bulunur. Bu nedenle hiicre sitoplazmasinin yaninda proteinler ve lipidler de
kimyasal maddelerin tasinmasinda 6nemli rol oynamaktadirlar. Gergekten de
ilaglarin ¢ogu, zayif organik baz veya asit 6zelliginde olup, fizyolojik ortamdaki
pH durumuna gore yagda veya suda ¢ozinebilirlik (lipofil, hidrofil) &6zelligi
tasirlar. Lipofil maddelerin biyotransformasyonu sonunda ortaya ¢ikan iiriinler ise,
genelde ana molekiile gore daha hidrofil 6zellik kazanirlar. Benzer metabolik yola
sahip hiicreler, maruz kaldigi kimyasal maddeden genellikle benzer sekilde
etkilenirler. Bir kimyasal maddenin biyolojik etkisinin ortaya g¢ikabilmesi igin,
spesifik reseptdr alanlarina fizikokimyasal reaksiyonlar ile baglanabilmesi gerekir.
Bu baglanma 6zelligi, o maddenin molekiiler yapisi ile iliskilidir. Yap1 aktivite
iligkisi diye adlandirilabilen bu kavrama gore kimyasal maddelerin molekiilleri
tizerindeki kiiciik degisiklikler biyolojik cevaplarda biiyiik farkliliklara, veya
molekiiler benzerliklerin benzer etkiler ortaya ¢ikarmasina neden olabilir (Saygi,
2003).

Toksisite testleri, sadece kimyasal maddelerin canli organizmalar

tizerindeki zararli etkilerini aciklamak ic¢in yapilmaz. Bu maddelerin toksik
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etkilerinin goriilmeyecegi doz degerlerini saptamak i¢in de yapilmaktadir. Eger,
uzun siireli madde maruziyetine bagl toksik etkiler arastirilacak ise, deneyin
yapildigi zaman periyodu i¢inde de aymi Ozellikte maddelerin ve kosullarin
uygulanmasi gerekir. Beklenen toksik etkinin goriilmesine yonelik testlerde, bu
etkiyi olusturdugu bilinen bir kimyasal maddenin, pozitif kontrol grubuna

uygulanmasi ve deneyin saglikli islediginin test edilmesi gerekir (Saygt, 2003).

1.4. Sitotoksisite ve Yontemleri

Sitotoksisite, kimyasallarin hiicreler ve dokular iizerindeki aktivasyon
mekanizmasinin anlagilmasinda onemli bir faktérdiir (Putnam ve ark., 2002).
Bundan bagka, karsinogenez ve inflamasyon (iltihap) dahil birka¢ patolojik
sliregte onemli bir rol oynadigi disiiniilmektedir (Zeni ve ark., 2008).

Sitotoksisite analizleri, in vitro toksikoloji ¢aligmalarinda yaygin sekilde
kullanilmaktadir. LDH (Laktat dehidrogenaz) sizint1 analizi, protein analizi, notral
red ve MTT (3[4,5-dimetiltiyazol-2-yl]-2,5-difeniltetrazolyum bromid) analizi,
sitotoksisiteyi gostermek veya toksik maddelere maruz kaldiktan sonra hiicre
canliligin1 gdstermek i¢in en yaygin kullanilan analizlerdir (Fotakis ve Timbrell,
2006).

LDH (Laktat dehidrogenaz) sizint1 analizi, ekstraseliiler (hiicre dis1)
ortamda laktat dehidrogenaz aktivitesinin dl¢limiine dayanir. Giivenilirlik, hiz ve
basit degerlendirme bu analizin baz1 karakteristik Ozellikleridir. Kiiltiir
medyumunda, LDH kaybi ve onun serbest birakilmasi, hiicre membranina zarar
vermesinden dolay1 geri doniisiimsiiz hiicre Sliimiiniin bir gostergesidir (Fotakis
ve Timbrell, 2006).

MTT analizi, toksik maddelere maruz kaldiktan sonra sitotoksisiteyi
degerlendirmek ic¢in ¢ok sik kullanilan diger bir hiicre canliligi analizidir. MTT
(3[4,5-dimetiltiyazol-2-yl]-2,5-difeniltetrazolyum bromid), mitokondri iginde
stiksinik asit dehidrogenaz tarafindan tetrazolyum halkasinin ayrilmas: ile
¢Ozlinmez bir mor formazana doniisen, suda ¢oziinebilen tetrazolyum tuzudur
(Ulukaya ve ark., 2008). Formazan firiinii hiicre membranindan gegirilemez ve

bdylece o, canli hiicrelerde birikir. MTT analizinin, gesitli hiicre kiiltiirlerinde
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gecerliligi test edilmistir. Daha yeni bir bulguya goére, MTT indirgenmesinin
mitokondri disinda, ayni zamanda hiicre iginde NADH (nikotinamid adenin
diniikleotit) veya NADPH (nikotinamid adenin diniikleotit fosfat) tarafindan da
dolayli ilgisinin olabildigini gdstermektedir. MTT protokolii, Mossman (1983)
tarafindan tanimlanmis ve analizin duyarliligini ve tekrarlanabilirligini gelistirmek
icin daha fazla degisimi Onerilmistir (Fotakis ve Timbrell, 2006).

Notral red analizi de hiicre canliligin1 6lgmek i¢in kullanilmaktadir. Primer
hepatosit kiiltiirlerinde ve diger hiicre kiiltiirlerinde sitotoksisitenin bir belirleyicisi
olarak kullanilmistir. Bu analiz Borenfreund ve Puerner (1984) tarafindan
belirlenen protokole dayanir (Fotakis ve Timbrell, 2006). Nétral red, lizozomlarda
depolanan ve plazma membrani zarar gérmemis hiicreler tarafindan alinan doku
hiicrelerini renklendirici bir boyadir (Schréterova ve ark., 2009).

Son olarak protein analizi, hiicre canliliginin dolayli yoldan bir 6l¢ilimiidiir.
Bu yontem canli hiicrelerin protein igerigini dlger. Protein igeriginin belirlenmesi,
Coomassie protein analiz ayiraci kullanilan Bradford (1976) methoduna
dayanmaktadir (Fotakis ve Timbrell, 2006)

Fotakis ve Timbrell’in yaptig1 caligmalar sonucu bu dort sitotoksisite
analizinin duyarliligi degerlendirilmistir. Sonu¢ olarak MTT analizinin, diger {i¢
analize kiyasla canlilik kaybini belirlemede, daha duyarli oldugu goriilmiistiir.
Artan inkiibasyon siiresi, MTT analizi ve MTT ve Notral red analizi ile daha
dogru olarak gozlenen artan toksisite ile sonuglanmistir. Fotakis ve Timbrell’in
elde ettigi sonuglara gére, LDH sizint1 analizi ve protein analizi, MTT ve nétral
red analizi ile kiyaslandiginda daha az duyarlhidir. Fotakis ve Timbrell’in bu
calismasinda LDH sizint1 analizi ve protein analizi ile, ya metalin yliksek
konsantrasyonlarinda ya da uzun inkiibasyon siiresine maruz birakildiktan sonra
toksisite ortaya c¢ikmustir. Sitotoksisite analiz ¢alismasi ve test ajan1 kullanimina
dayanan, farkli sonuglar verebilen farkl: sitotoksisite analizleri rapor edilmistir.

Sitotoksisite analizleri, tedavi edilen hiicreler ve kontrol hiicreleri
arasmdaki anlaml farky, istatistiksel olarak gdstermektedir. [n vitro sitotoksisite
analizleri, kimyasallarin genel ayrimi i¢in ve insandaki toksisitesini Onceden

belirlemek i¢in kullanilmaktadir (Fotakis ve Timbrell, 2006).
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1.5. Apoptozis

Apoptozis, programli, fizyolojik hiicre 6liimiidiir. Apoptozisin, embriyonik
gelisim siiresince, doku homeostazisinin korunmasinda ve anormal hiicrelerin
¢ikarilmasinda 6nemli bir roli vardir. Apoptozis birgok gen tarafindan yonetilen
aktif bir siiregtir. Apoptozis, hiicresel bozulmalari ya engeller ya da devam
etmesine neden olur (Schutte ve ark., 1998). Apoptozis, karakteristik morfolojiye
sahiptir ve biyokimyasal sinyaller ile programlanmis bir hiicre Olimiidiir
(Shemarova, 2010).

Apoptozis ilk kez Kerr, Wyllie ve Currie tarafindan 1972°de, hiicre
6liimiiniin morfolojik belirgin bir seklini belirlemek i¢in kullanilmistir. Apoptozis,
dokularda hiicre populasyonunu devam ettirmek i¢in homeostatik bir mekanizma
gibi ve yaslanma ve gelisim siiresince devam etmektedir (Elmore, 2007).

Apoptozisin artan veya azalan aktivitesi, kanser, otoimmiinite, sinir
dokusunun bozulumu, hematopoietik (kan hiicreleri) bozukluklar ve kisirlik gibi
tibbi hastaliklar ile iliskilendirilmektedir (Kiechle ve Zhang, 2002).

Apoptozis, normal gelisimde ve onkogenezde anahtar rol oynayan genlerin
spesifik bir grubunun ekspresyonuna bagl aktif bir siirectir. Ciinkii son yillarda,
antikanser ajanlarin apoptotik hiicre 6liimiinii tetikleyerek biyolojik etkilerinin bir
kismini kullandiklar1 gosterilmistir. Tiimdr hiicrelerinde apoptozisin indiiklenmesi
tedavi edici bir hedef olmustur (Chan ve ark., 2002). Kanser kemoterapisi i¢in
kullanilan ilag veya 1smn tedavisi, bazi hiicrelerde DNA zarar1 ile
sonuclanmaktadir. Bu hiicreler, p53 bagimli mekanizmasi boyunca apoptotik
olimle ilgili olabilir. Apoptozis, zehirli ajanlar veya hastalik ile zarar verilen
hiicrelerde veya immun reaksiyon gibi bir savunma mekanizmasi olarak meydana
gelmektedir. Dislik dozlarda sitotoksik antikanser ilaglari, apoptozisi
indiikleyebilir. Bu ayni1 uyaranlar yiiksek dozlarda nekrozise neden olabilir
(Elmore, 2007).

Apoptozis ve nekrozis iki temel hiicre 6liim tipidir. Apoptozis ve nekrozis,

biyokimyasal ve morfolojik olarak tanimlanmaktadir (Kiechle ve Zhang, 2002).
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1.5.1. Apoptozisin morfolojisi

Apoptozis, morfolojik degisimler ile tanimlanmaktadir. Bunlar hiicre
bliziilmesi, niiklear fragmentasyon (¢ekirdek parcalanmasi) ve kromatin
yogunlugudur (Hakumaki ve Liimatainen, 2005).

Apoptozis siiresince meydana gelen cesitli morfolojik degisimler 151k
mikroskobunda ve elektron mikroskobunda belirlenebilir. Elektron mikroskobu,
hiicre alt1 diizeydeki degisiklikleri daha iyi belirleyebilmektedir. Hiicre biiziilmesi
ve niikleus biizlilmesi (piknoz) 151k mikroskobunda gozlenebilir (Elmore, 2007).

Apoptozis, Yunancadan koken almaktadir. Yunancadaki anlami bir
agagtan yapraklarin diismesi ya da dokiilmesidir. Morfolojik 6zellikleri
sitoplazmik cepgik, kromatin yogunlagsmasi, hiicre biiziilmesi, niiklear
fragmentasyon, hiicre yuvarlakliginin kayb1 ve hiicre biiziilmesi olarak
gosterilmistir (Kiechle ve Zhang, 2002). Organel biitinligii hala devam
etmektedir ve bunlarin tamami zarar goérmemis bir plazma membrani i¢inde
sarmalanmistir. Bu yapilar neoplastik hiicreler, parensimal hiicreler veya
makrofajlar tarafindan sonradan fagosite edilir ve fagolizozomlar i¢inde parcalara
ayrilmaktadirlar  (Elmore, 2007). Bu morfolojik degisiklikler, kiiltiirde
yetistirilmis, fikse edilmis, boyanmis hiicrelerde gozlenebilmektedir (Kiechle ve

Zhang, 2002).

1.5.2. Apoptozisin nekrozisten farki

Rudolf Virchow (1858) dahil birgok arastirmaci apoptozis ve nekrozis
arasinda ayrim yapmuglardir (Kiechle ve Zhang, 2002). Nekrozis, digsal etkiler ile
hiicrelerin Gliimiidiir. Genelde plazma membraninin bozulmasi ile meydana
gelmektedir. Nekrotik hiicre, siskin morfoloji ve plazma membraninin
parcalanmasi, doku cevresinde sitoplazmik bilesenlerin goriinmesi ile morfolojik
degisimler ortaya ¢ikmaktadir. Oysa apoptozis de hiicrenin yuvarlakligr ve
niiklear materyalin yogunlugu degismektedir. Kromatin niiklear membran
boyunca bir veya birka¢ kiime halinde bir biitiin hale gelmektedir (Formigari ve

ark., 2007). Nekrozis, bir dizi asir1 fizikokimyasal baskilarin sonucu olarak
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tanimlanmaktadir. Omegin; 1s1, ozmotik sok, mekanik baski, donma, erime,
hidrojen peroksitin yiiksek konsantrasyonlar1 gibi fizikokimyasal baskilar ile
gerceklesmektedir (Krysko ve ark., 2008)

Nekrozis, kontrol dis1 bir hiicre 6limidir. Nekrotik hiicre hasar1 iki ana
mekanizma tarafindan yonetilir. Hiicrenin enerji tedarikinin engellenmesi ve hiicre
membranlarina karsi1 zarar vererek olmaktadir. Temel morfolojik degisimler;
hiicre sismesi dahil, sitoplazmik vakuollerin sekillenmesi, endoplazmik retikulum
sismesi, sitoplazmik kabarcik olusumu, yogunlagmis, siskin veya kabarciklagmis
mitokondri, ribozomlarin ayrilmasi ve dagilmasi, organel membranlarin
yokolmasi, siskin ve kabarmig lizozomlar ve sonugta hiicre zarinin yok olmasi

(Elmore, 2007).

1.5.3. Apoptozisin mekanizmasi

Arastirmalara gore iki ana apoptotik yol vardir (Elmore, 2007). Apoptozis,
birbirine benzer iki yol ile baglatilmaktadir. Hiicre 6liim reseptorleri ile baglantili
digsal yol ve mitokondri ile baglantili i¢sel yol olarak meydana gelmektedir. Her
iki yolda da sistein aspartil spesifik kaspazlar, apoptozisin morfolojik ve
biyokimyasal degisimleri sonucunda hiicresel yapilarin baglanmasi ile aktive
edilmektedir (Galani ve ark., 2010). Biri digerini etkileyebilmektedir. Araci T
hiicresi sitotoksisitesi iceren bir ek yol vardir ve hiicrenin 6liimii perforin
granzim’e (serin esteraz enzimi) baghdir. Perforin granzim yolu, ya B granzim ya
da A granzim yolu ile apoptozisi indiikleyebilir. Digsal, i¢sel ve B granzim yollari,
ayni noktada ya da ayni isletimsel yolda birlesir. Bu yol kaspaz-3 ile baglatilir ve
DNA fragmentasyonuyla hiicre iskeletinin ve niiklear proteinlerin bozulmasi,
proteinlerin ¢apraz baglanmasi, apoptotik yapilarin sekillenmesi, fagositik hiicre
reseptorlerinin  ligandlarinin ekspresyonu ve son olarak fagositik hiicreler
tarafindan alinimi ile sonuglanir. A granzim yolu, kaspazdan bagimsiz bir paralel
hiicre yolu (tek zincir DNA’ya zarar yolu ile) ile aktive edilir (Elmore, 2007).

Kaspazlar, hiicre i¢i sistein proteazlariin bir tiiriidiir. On dort tane kaspaz
bulunmaktadir. Apoptozis siiresince kaspaz 2, 3, 6, 7, 8, 9 ve 10’nun rol oynadigi

gdsterilmistir. Apoptotik kaspazlar, éncii kaspazlar olarak siniflanmaktadir. Oncii
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kaspazlar, proteolitik (proteinleri parcalayici) kaspazlar ve effektdr (etkileyen)
kaspazlardir (Kaufmann ve ark., 2008). Kaspaz-9’un aktive edilmesinden sorumlu
olan yapisal bir protein olan Apaf-1 (apoptotik proteaz etkinlestirici faktor-1)
apoptotik mekanizma icin gereklidir (Adams ve Cory, 2002).

Apoptozis ile ilgili gen ve bu genlerin iiriinleri belirlenmistir. Insan
genomunda yiiziin iizerinde apoptotik gen 6 grup i¢inde rapor edilmistir. Gruplar;
Kaspaz (sistein bagli proteaz), kaspaz iyilestirici bolge, olim bolgesi, olimii
etkileyen bolge, BIR (baculovirus IAP tekrar1) bolgesi ve Bcel-2 benzeri bolgedir
(Kiechle ve Zhang, 2002). En fazla hiicre 6liim sinyalleri sirayla Bax ve Bak gibi
proapoptotik Bcl-2 protein ailesi iiyeleridir. Aktive edilirler. Kaspaz
aktivasyonunda sitokrom-c gorev almaktadir. Hiicreler iginde Bax ve Bak
aktivasyonunu degerlendirmek i¢in incelenmektedir.

Mitokondriyal dis membran gegirgenligi bir¢ok proapoptotik uyarict ile
yapilmaktadir. Bcl-2 {iyelerinin  kontrolii, sitokrom-c gibi mitokondriyal
apoptogenik faktorlerin serbest birakilmasiyla baglantilidir (Arnoult, 2008).

Apoptozis genetik olarak bir ¢esit uyaran tarafindan tetiklenmektedir.
Apoptozis ile ilgili en iyi kanitlanmis yollardan birisi, 0liim reseptorlerinin
spesifik ligandlarinin karsilikli etkilesimidir. Oliim reseptorleri, transmembran
proteinlerinin bir iiyesidir. Transmembran proteinleri, 6liim bolgesi olarak bilinen,
korunan bir sitoplazmik bélgeyi igermektedir. Oliim bdlgesi, apoptotik
uyaranlarin aktarilmasindan sorumludur. Oliim reseptorleri; timdr nekrozis faktor
(TNF) ailesi ve FAS (CD95, Apo-1) gibi proteinler ve timor nekrozis faktor
reseptoriiniic  (TNFR) i¢ermektedir (Rozenfeld-Granot ve ark., 2001). Bu
reseptorler sisteince zengin bolgeler ve apoptotik sinyalleri ileten i¢ hiicresel
bolgeler olarak tanimlanmaktadir (Galani ve ark., 2010).

Apoptozisde, reseptor baglantili yolda hiicre yiizeyi reseptoriine dis
etkenler ile bir ligand baglanmaktadir (Laken ve Leonard, 2001). Bir ligandin
baglanmasi, 6liim reseptoriiniin aktivasyonunu tetiklemektedir. Tetiklendiginde
reseptdr, adaptdr proteinleri ¢alistirmaktadir. Oliim reseptorlerinin 6liim bolgesi
ile adaptor proteinlerin 6lim bolgesi arasinda etkilesim olmaktadir. Adaptor
proteinler, apoptozis Oncii enzimi olan prokaspaz-8’in O6liim uyaran bdlgesiyle

etkilesen O6lim bolgesi igermektedir. Prokaspaz-8 kendiliginden proteolitik bir
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olusum ile aktiflesmektedir (Galani ve ark., 2010). Reseptoriin baglanmasi, oncii
kaspaz-8’1 aktiflestiren sitozolde bir araci molekiilii kuvvetlendirmektedir (Laken
ve Leonard, 2001). I¢ mitokondriyal yol baskin uyariciya yanit olarak
etkinlesmektedir. Ornegin; DNA zararina, kemoterapdtik ajanlar, UV veya vy
isinlar1 veya yasamsal uyaranlarin aksamasi (bliylime faktorleri, sitokinler veya
hormonlar) neden olmaktadir. I¢ yol, mitokondriyal membranin uyarilmasi ile
tetiklenmektedir. Bcl-2 ailesi mitokondri igine taginmaktadir ve mitokondriyal
membran gegirgenliginde degismeler olmaktadir (Galani ve ark., 2010). Bcl-2
ailesi ise apoptozisi diizenleyici faktorlerdir. Antiapoptotik ve proapoptotik
tiyelere sahip olan Bcl-2 ailesi, antiapoptotik Bcl-2 ile sitokrom-c salinmasini
onlerken, proapoptotik Bax, sitokrom-c salinmasina neden olmaktadir. Bcl-2
mitokondriyal membranda bulunabilmektedir. Diger diizenleyici de inaktif
kaspazlar ve bunlara baglanan proteinlerin apoptozis durdurucu iiyeleridir. Son
zamanlarda, mitokondriden salinan ve apoptozis inhibitdr etkisiyle kaspaz-9’u
etkinlestiren ek bir protein olan Smac/DIABLO gosterilmektedir. Alternatif yol
olan mitokondriyal yolda, mitokondriden sitokrom-c salinmaktadir. Sitozolde
serbest birakilan sitokrom-c, Apaf-1’e baglanmaktadir ve sonra prokaspaz-9’u
aktive etmektedir (Laken ve Leonard, 2001). Prokaspaz-9, kendiliginden
proteolitik olay ile etkinlesmektedir (Galani ve ark., 2010). Aktif kaspaz-9, Apaf-
1 ve sitokrom-c, bir holoenzim (koenzim+apoenzim) kompleksi olarak
adlandirilan  apoptozomu meydana getirmektedir. Mitokondriden salinan
sitokrom-c’yi baslatan sinyal olaylar1 heniiz belirlenmemistir. Reseptor baglantili
yolda kaspaz-8’in aktive edilmesi, mitokondriyal yol ile de yapilabilmektedir ve
kaspaz etkinligini arttirabilmektedir. Aktif kaspaz-8, proapoptotik Bid’e
baglanmaktadir. Bid, mitokondriden sitokrom-c’nin salinmasini ve sonra kaspaz-
9’un aktive edilmesini saglamaktadir. Kaspaz (-8 veya -9) ‘un aktive
edilmesinden sonra apoptotik yol kaspaz-3 aktive edilmek iizere bir noktada
birlegsmektedir. Tiim kaspazlarin aktivasyonuyla uyarilan hiicre tipik apoptotik
morfolojiye doniismektedir. Kaspaz-3, -6, -7 etkinlesmektedir. Sitotoksik T
lenfositler ve dogal oldiiriicii hiicreler iki bagimsiz 6lim yolu (Fas ligand ve
perforin/granzim sistem) ile hedef hiicrelere oOldiiriicii zarar1 tetiklemektedir.

(Galani ve ark., 2010).
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Apoptozisin belirgin morfolojisi; hiicre yiizeyinde korunmasiz bulunan
fosfatidilserin, niikleus yogunlugu, fragmentler ve hiicre icerigidir (Laken ve

Leonard, 2001).

1.5.4. Tiimor olusumunda apoptozis

Apoptozis ¢esitli gelisimsel olusumlar siiresince ciddi sekilde 6nemlidir.
Anormal hiicre Oliimii diizenlenmesi kanser gibi hastaliklarin 6nemli bir
unsurudur. Kanser, hiicrelerin azalmasi ya da ¢ogalmasi ile islevini yapamayan
hiicre dongiisiiniin diizenlenmesinin oldugu yerde gerceklesen bir Ornektir.
Aslinda kanser olusumu (karsinogenezis) siiresince apoptozisin baskilanmasi,
gelisimde ve bazi kanserlerin olusum silirecinde merkezi bir rol oynadigi
disiiniilmektedir. Apoptozisi baskilamak i¢in kullanilan timoér hiicrelerinin ¢ok
¢esitli molekiiler mekanizmalari vardir.

P53 tiimor baskilayict gen, hiicre dongiisiinii diizenleyen bir transkripsiyon
faktoriidiir ve insan tiimor olusumunda en yaygin mutant gendir. P53’tin 6nemli
rolii, tiim insan kanserlerinin %50’sinden fazlasinda mutasyona ugramasi ile
bilinmektedir. P53, DNA hasara ugradiginda DNA onaric1 proteinleri aktive
edebilir. DNA hasarini tanimada tutulan G41/S diizenlenmesinde hiicre dongiisiinii
diizenleyebilir ve DNA hasar1 onarilamaz oldugu saptanirsa apoptozisi
baslatabilir. Bu sistem yanlis islerse, timor olusumu meydana gelebilir. P53
genine zarar verilirse, timor baskilanmasi ciddi sekilde azaltilir. P53 geni,
radyasyon, ¢esitli kimyasallar ve insan papillomaviriisiit (HPV) yiiziinden zarar
gorebilmektedir. Bu genin yalnizca bir fonksiyonel kopyasini kalitsal yolla sahip
olan insanlarda, erken yetiskinlikte biiylik ihtimalle tlimorlerin gelisimi ile
Ozdeslesen Li-Fraumeni sendromu gelisecektir. ataksiya telangiektazya mutant
gen (ATM) de, ATM/p53 sinyal yolu ile tiimér olusumunu igerdigini gostermistir.
ATM geni bir tlimor baskilayic1 gibi bir protein kinazi sifrelemektedir. ATM
aktivasyonu, DNA’ya zarar veren iyonlastirici radyasyon yolu ile DNA onarimini
uyarmaktadir ve hiicre siklusu ilerleyisini bloke etmektedir. Bu olaylar i¢inde bir

mekanizmada, p53’iin ATM bagimli fosforilasyonudur (Elmore, 2007).
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P53 tiimor baskilayici proteinlerinin mutasyona ugramasi ile fonksiyonel
kayb1 gozlenmektedir. Ciinkii p53, DNA =zarar ile ilgili Bcl-2 proteinlerinin
transkripsiyonunu aktive ederek apoptozisi diizenlemektedir. Fonksiyonel
olmayan p53 tiimor gelisimine meyillidir. Diger antiapoptotik degisimler,
proteinlerin Bcl-2 ailesini igeren insan tiimdrlerinde gozlenmistir. Ornegin
proapoptotik Bax ve Bak’in fonksiyonel kaybi veya antiapoptotik proteinlerin
fazla ekspresyon edilmesidir. B hiicre lenfomalarin alt tiplerinde, bir
immiinoglobulin gene bitisik bir gen translokasyonunun bir dizisi olarak Bcl-2
biiyiik oranda eksprese edilmektedir. Bu translokasyon, fare de kendiliginden B
hiicre tiimdrlerinin olus sikligin1 arttirmaktadir. Bir hipoteze gore, apoptozis
direnci tiimor gelisimine yardim etmektedir. Dahas1 6liim reseptor yollarindaki
degisimler ayn1 zamanda apoptozis direncinde rol oynayabilmektedir. Ornegin
Fas reseptoriin, normal kolon mukozada ekspresyonu fazladir. Fas’in yoklugu
kanser olusumuna neden olmaktadir. Ornegin kolon kanserinde Fas’mn yoklugu

tespit edilmistir (Bruin ve Medema, 2008).

1.5.5. Apoptozis belirleme yontemleri

Apoptozis art arda meydana gelen kompleks sinyaller yolu ile meydana
gelmektedir. Bu yolda gorevli proteinlerin aktivitesinin degerlendirilmesinde ¢ok
fazla olanak vardir. Bu kademelerin diizenleyicilerini, yardimcilarmi ve
aktivatorlerini acikliga kavusturabilmek i¢in c¢ok sayida apoptozis analizleri,
apoptotik hiicrelerin hesaplanmasi ve belirlenmesi i¢in tasarlanmaktadir. Ancak
apoptozisin ve nekrozisin ¢ogu 6zelligi ¢akisabilir ve boylece apoptozis ile hiicre
Olimiinii dogrulayan daha ayirt edici analizler 6nemlidir. Bir analiz, erken
apoptotik olaylarin baslamasini belirleyebilir ve farkli bir analiz bir sonraki olay1
hedef alabilir. Ikinci analiz apoptozisi dogrulamak igin kullanilir ve genelde farkli
bir prensibe dayanir. Cok sayida analiz vardir. Fakat her bir analiz avantajlara ve
dezavantajlara sahiptir (ElImore, 2007).

Her bir analiz sisteminde, hiicre Oliimiiniin kinetigini anlamak ¢ok
onemlidir. /n vitro da apoptozise maruz kalan kiiltiir hiicreleri sonug olarak ikinci

nekrozise maruz kalacaktir. Herhangi bir sistemde apoptotik hiicreler 6lebilir ve
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oldukca hizli gézden kaybolabilir. Apoptozisin baslamasindan tamamlanincaya
kadar gecen siire birkac saat kadar ¢abuktur. Boylece analiz ¢ok erken ya da ¢ok
gec yapilirsa yanlis bir negatiflik meydana gelebilir. Dahasi apoptozis, organlar,
dokular ve Kkiiltiir i¢inde spesifik konumlarda veya diisiik siklikta meydana
gelebilir. Hiicre 6liimiiniin mekanizmasi tizerine detayli bilgi 6grenilmek istenirse,
toksin maruziyeti siiresi, test bilesiklerinin konsantrasyonu ve analizin bitis
noktasinin se¢imi 6nemlidir (Elmore, 2007).

Apoptozisi belirleme yontemleri sunlardir;

1. Mikroskobik teknikler

2. DNA fragmentasyonu analizi

3. Flow sitometri ve lazer tarayici sitometri

4. Gen ekspresyonu analizleri

5. Proteinler ile birlikte apoptozisin dl¢iimii (Kiechle ve Zhang, 2002).

1.5.5.1. Mikroskobik teknikler

a) Isik mikroskobu ile hiicresel 6zelliklerin saptanmasi: Hematoksilen ve
eozin ile boyanmis hiicrelerde, 1sik mikroskobu ile ¢ekirdek yogunlugu ve
apoptotik yapilar belirlenebilmektedir. Isik mikroskobu apoptotik hiicreleri
belirlemede diisiikk bir yetenege sahiptir. Ancak 151k mikroskobu, apoptotik
hiicreleri, nekrotik hiicrelerden ayirmaya yarayan propidyum iyodid ile ¢ekirdegi
boyanmis hiicreleri biiyiitebilmektedir. Isik mikroskobunun gorme duyarlilig
fluoresan kullanimui ile gelistirilebilmektedir (Huerta ve ark., 2007).

b) Cekirdek morfoloji analizi i¢in fluoresan DNA boyalarn kullanimai:
Akridin oranj, etidyum bromid, Hoechst 33258 veya YOYO-1, ¢ekirdek boyama
veya DNA konsantrasyonunu belirlemek i¢in yaygin sekilde kullanilmaktadir.
Fluoresan mikroskobu veya flow sitometri ile goriintiilenmektedir (Kiechle ve
Zhang, 2002). DAPI (4,6-Diamidino-2-phenylindole dihydrochloride) gibi
DNA’ya 0zgii fluoresan boyalar ile boyama yapilarak c¢ekirdek morfolojisi
belirlenebilmektedir. Cekirdek fragmentasyonu, DAPI boyama kullanilarak analiz
edilmektedir. Hoechst 33342 ile boyama apoptozis ile nekrozis arasindaki farki
belirlemek igin tercih edilmektedir. Hem DAPI hem de Hoechst 33342, fluoresan
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mikroskobu kullanilarak  goriintilenmektedir. Hoechst’de bu mikroskobi
kullanilarak apoptotik ve nekrotik hiicreler ayirtedilebilmektedir (Formigari ve
ark., 2007).

Fluoresan mikroskobu kullanilan diger boyamalar ise Anneksin V ve
propidyum iyodid (PI) boyamalaridir. Propidyum iyodid, hiicre oliimiinii
saptamak i¢in en yaygin kullanilan boyalardan biridir. Ayni1 zamanda hiicre
dongiisiinii  degerlendirmek ve timor orneklerinde ploidi (kromozom dizisi
miktar1) belirlemek i¢in de kullanilmaktadir. Anneksin V ile propidyum iyodid
kombinasyonu, membran gecirgenligindeki farklara dayanarak canli, apoptotik ve
nekrotik hiicreler arasindaki ayirimi yapmak i¢in yaygin sekilde kullanilmaktadir.
Saglam membranlar, PI’y1 i¢eri almamaktadir ve bdylece canli ve erken apoptotik
hiicreler PI ile boyanamamaktadir. Ge¢ apoptozise veya nekrozise maruz kalan
hiicreler, hem plazmada hem de ¢ekirdek membranlarinin gegirgenliginde
degisikliklere sahiptir. Geg¢ apoptotik hiicrelerde por gecirgenligi arttigt ve
nekrotik hiicrelerde mitokondrinin fonksiyonel bozuklugu ile gekirdek membran
biitiinltiglinliin bozulmasi sonucu PI igeri bu hiicrelerden niifuz edilmektedir ve
DNA icine girmektedir. Cekirdekte kirmizi 1s1ma meydana gelmektedir. PI ayni
zamanda ¢ift sarmal niikleik asitler icine de ilave olmaktadir (Rieger ve ark.,
2010).

c) Konfokal lazer mikroskobunun apoptozis saptanmasinda kullanimi:
Konfokal lazer mikroskobu ii¢ boyutlu goriintiiniin saglanmasinda uygundur.
Fluorokrom ile boyanmis Orneklerin konfokal mikroskobisi ii¢ boyutlu
gorlintiilemenin yani sira merkez dis1 fluoresanin ¢ikarilmasini da saglamaktadir.
Konfokal lazer mikroskobu, hem tek hiicrelerde hem de ince dokularda
kullanilmistir. Konfokal mikroskop, apoptotik yapilarin fagositozunu, apoptotik
yapilarda hiicrenin fragmentasyonunu, DNA ¢ift zincir kirilmalarini, cekirdek
DNA igerigi ve biiziilmesini goriintiileyebilmektedir. Bir dizi fluoresan boya
analizleri ile apoptotik olaylar1 goriintilemektedir. TUNEL analizi, konfokal
mikroskopta goriintiilenebilmektedir (Zucker ve ark., 1999).

d) Elektron mikroskobunun apoptozisin saptanmasinda kullanimi:
Nekrozise kiyasla apoptozise 6zgii morfolojik Ozellikleri arasindaki farklar, ilk

kez elektron mikroskobuyla gozlenmistir. Erken ve ge¢ apoptozisde morfolojik
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farklar da gozlenebilmektedir. Elektron mikroskobisi, apoptozisi belirlemede
yiiksek derecede hassas ve spesifiktir. Elektron mikroskobisi pahali ekipman ve
Ozel egitim gerektirmektedir. Bu yiizden apoptozisi goriintiilemek i¢in yaygin bir
teknik olarak kullanilamamaktadir. Ayn1 zamanda zaman kaybidir ve bilyiik
ornekleri goriintiilemesi zordur (Huerta ve ark., 2007).

e) Transmisyon elektron mikroskobunun (TEM) apoptozis saptanmasinda
kullanimi: TEM apoptozisi belirlemek i¢in en 1iyisi olarak diisiiniilmektedir.
Ciinkii bu, eger hiicre en kii¢iik morfolojik 6zelliklerini igeriyorsa, bir apoptotik
hiicrenin smiflandirilmast aksini gosteremez. Bu 6zellikler; 1) Niikleus elektron
yogunlugu, 2) Niiklear fragmentasyon, 3) Hiicre biitiinliigiiniin kayboldugu fazda
gecikmeye ragmen bozulmamis hiicre membrani, 4) Dagilmis sitoplazmik
organeller, 5) Biiylik net vakuoller, 6) Hiicre yiizeyinde cepler.

Apoptotik yapilarin fagositozu TEM ile degerlendirilebilir. Dezavantajlar
maliyetli, zaman kaybimna neden ve bir giinde kii¢iik bir bdlgeyi sadece analiz
edebilir. Erken sathada apoptotik hiicreleri belirleyememesi de diger dezavantajdir

(Elmore, 2007).

1.5.5.2. DNA fragmentasyon analizi

a) ELISA (Enzim bagli immunosorbent analiz): DNA fragmentasyonu,
monoklonal antibodi B-F6 kullanilarak flow sitometri temelli analizler ile
belirlenebilmektedir. Ayni ilke ile DNA fragmentlerini saran histon, uygun
ELISA kitleri kullanilarak belirlenebilmektedir. ELISA testleri, yapisan hiicreler,
stispanse kiiltiirdeki hiicreler, ex vivo elde edilen hiicrenin lizatlar1 ve serum,
plazma ve yiizen hiicre kiiltiirii ile kullanilabilmektedir (Huerta ve ark., 2007).

b) TUNEL analizi: TUNEL (terminal deoxynucleotidyl transferase-
mediated deoxyuridine triphosphte-biotin (dUTP) nick end labeling) analizleri,
Gavrieli ve arkadaglar tarafindan 1992°de tanmitilmigtir. TUNEL analizi apoptozis
caligmalarinda en yaygin kullanilan testlerden biri olmustur. TUNEL, fragmente
olmus DNA’nin 3°-OH sonuna terminal deoksiniikleotidil transferazin spesifik
baglanmasina dayanmaktadir. TUNEL analizleri, kiiltiirde yetistirilmis hiicrelerde,

donmus doku kesitleri ve formalinle fikse edilmis parafine gomiilmiis doku
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kesitleri i¢in kullanilabilmektedir. TUNEL, in vitro ve in situ apoptozisi
kanitlamak i¢in kabul edilen bir analizdir. Apoptozisi belirlemede kullanilan diger
metotlarla da dogrulanmaktadir (Huerta ve ark., 2007).

c) Tek zincirli DNA i¢in immiinohistokimya: Yeni bir teknik, apoptotik
hiicrelerde 1s1 denatiirasyonu ile meydana gelen tek zincirli DNA’nin biiylik
esnekliklerinden faydalanmaktadir. Bu teknigin adi APO ssDNA (singlestrand
DNA: tek zincirli DNA) teknigidir. APO ssDNA analizi, DNA’ya zarar veren
spesifik antibodiler kullanmaktadir. Analiz hizlidir ve kullanim1 kolaydir. Nicelik
ve nitelik sonuglart vermektedir. Flow sitometri, 96 kuyucuklu plaka okuyucu
veya fluoresan mikroskobu ile analiz edilebilmektedir (Huerta ve ark., 2007).

d) Komet analizi: Komet analizi, zincir kiriklar1 gibi DNA zararim
belirlemede kullanilmaktadir. Bu nedenle bir apoptotik siiregte bir genotoksik
belirleyicisi olarak komet analizi, DNA fragmentasyonu sonuglarini dogrulamada
kullanilabilmektedir (Brink ve ark., 2006).

e) DNA diflizyonu: DNA difiizyonu analizinde, bir mikroskop lami
tizerine bir mikrojel ve agaroz ile hiicrelerin karisimi elde edilmektedir. Tuz ve
deterjan ile gomiilmiis hiicrelerin par¢alanmasini bazik bir islem takip etmektedir.
Hiicrelerin iriinleri, tek hiicre jel elektroforezi veya komet analizine benzerdir.
DNA diflizyon analizinde, diisiik molekiiler agirlikli DNA fragmentlerinin, tiim
yontemlerde agarozda niifuz edilmesine izin verilmektedir. Spermin ve etanol bir
karisim ile ¢okeltilmektedir ve DNA baglayict fluoresan bir boya ile
boyanmaktadir. Apoptotik ve nekrotik DNA fragmentleri ayirtedilebilmektedir
(Gichner ve ark., 2005).

f) Jel elektroforezi: Bu teknikte, apoptozisin endoniikleaz parca iriinleri
goriintiilenebilir. Bu analiz, agaroz jel elektroforez ile yiiriitillen yokedilmis bir
hiicrenin homojenitesinden DNA’nin c¢ikarilmasini igerir. Bu yontem hassas,
kolaydir. Dokular i¢in uygundur ve ¢ok sayida apoptotik hiicreli hiicre kiiltiirleri
icin uygundur. Diisiik sayida apoptotik hiicreler icin Onerilmez. DNA
fragmentasyonu apoptozisin en son safhasinda meydana gelir, DNA merdivenin
yoklugu, erken apoptozise ugrayan hiicrelerin potansiyelini ortadan kaldirmaz.

Ayni zamanda nekrotik hiicrelerde de DNA fragmente olabilir (Elmore, 2007).
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1.5.5.3. Flow sitometri ve lazer tarayici sitometri analizi

a) Hiicre Dongiisii: Hiicre dongiisii i¢in sitometrik metotlar {i¢ gruba
ayrilmaktadir. ilk metot, hiicre populasyonunu &lgmedir ve DNA igerigi
olciilmektedir. ikincisi, hiicre dongiisii siiresince ilerleme goriintiilenmektedir.
Uciinciisii ise DNA replikasyonu analizine dayanmaktadir. Hiicre dongiisii analizi,
Hoechst 33258 ve BrdU (5'bromo-2'-deoxyuridine) gibi DNA boyalari
kullanimina dayanmaktadir. Immiinositokimyasal bir yéntemdir. Her ii¢ yontemde
hiicreler flow sitometri ile dl¢iilmektedir. Ugiincii yontem, lazer tarayic sitometri
ile olgiilebilmektedir (Darzynkiewicz ve ark., 2006).

b) DNA igerigi: DNA igerigi analizi, hiicre dongiisii analizinde sitometrik
bir yontem olarak gruplanmigtir (Darzynkiewicz ve ark., 2006). Flow sitometri
kullanilarak sub-G1 DNA (apoptotik ¢ekirdek DNA’s1) igerigi saptanip apoptozis
Olctimii yapilabilmektedir. Kiiltiire edilmis hiicrelerden izole edilen saglikli (GI,
S, ve G2 DNA igerigi) cekirdek ile sub-G1 DNA igeren apoptotik cekirdek
arasindaki farklarin ayirimi yapilmaktadir (Portier ve ark., 2006). Propidyum
iyodid, akridinler, kromomisinon, 7-aminoaktinomisin D, Hoechst veya DAPI (4’-
6-diamidino-2phenylindole) fluorokrom boyalar kullanilmaktadir. Apoptotik
hiicreleri, nekrotik hiicrelerden ayirmada da kullanilabilmektedir. Bu metot tiim
hiicre tiplerinde uygulanabilmektedir ve hizlidir (Vermes ve ark., 2000).

c) Fosfatidilserin translokasyonu: Fosfatidilserin (PS) memeli hiicre
membranlarinin bir komponentidir ve apoptozis gibi biyolojik siireclerde rol
oynar (Omori ve ark., 2009). Normal saglikli hiicrelerde i¢ membran
boliimlerinde korunan PS, apoptotik hiicrelerin dis plazma membraninda
korunmasiz olmaktadir. PS’nin korunmasizlig1 bu siirecte erken bir olaydir. Yani
hiicre membran gegirgenligi ve hiicre biiziilmesi sonraki asamalardir (Denecker ve
ark., 2000). Bu yontem plazma membraninin asimetrisinin kaybini 6lgmeye
dayanmaktadir. Normal fizyolojik kosullar altinda fosfatidilserin (PS) ile hiicresel
membranlarinda fosfolipidlerin asimetrik ayirimi saglanmaktadir. Ancak erken
apoptozis sliresince bu membran asimetrisi, membran biitiinliigli olmaksizin
kaybedilir. Bu durum, Anneksin V isaretlemesi ile belirlenebilir. Anneksin V,

Ca'”nm milimolar konsantrasyonlarinda PS rezidiilerinde yiiksek affinite
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gostermektedir. Hiicrelerin plazma membranmin sitoplazmik kiyisinda PS’ye
baglanmasindan dolayr Anneksin V pozitif olmaktadir. Bu metot kan hiicrelerinde
apoptozisin Olciilmesi ile gelistirilmistir. Yapisan timor hiicre kiiltiirlerinde
apoptozisi 6lgmek icin uygun oldugu gosterilmistir. Goriintiilenmesi konfokal
tarayici lazer mikroskop ve flow sitometri ile yapilabilmektedir (Schutte ve ark.,
1998).

d) i¢ mitokondriyal transmembran potansiyeli: I¢ mitokondriyal membran
potansiyeli, apoptozisde mitokondriyal transmembran potansiyelinin ge¢is yeri
olarak bilinmektedir. Bu potansiyel apoptozisde erken ve temel bir olaydir.
Mitokondriyal transmembran potansiyeli protonlarinin ve i¢ mitokondriyal
membranin her iki kenarindaki diger iyonlarin asimetrik bozulmasi ile
sonu¢lanmaktadir. I¢ mitokondriyal membranin i¢ kenari negatif olarak
yiiklenmektedir. Sonug olarak katyonik lipofilik fluorokromlar (fluoresan boyalar)
mitokondriyal matrikse dagilir ve mitokondride toplanir. FCM (flow sitometri
metodu) ile farkli markerlar kullanilarak 6l¢im yapilabilmektedir. Rodamin 123
(RH123), 3,3’-diheksilokskarbosiyanin iyodid (DIOCs ), 5°6,62-tetrakloro-
1,1°,3,3’-tetraetilbenzimidazolkarbosiyanin iyodid (JC-1), klorometil-X-rosamin
bu yontemin problar1 olarak kullanilmaktadir. Canli hiicreler bu problarin
varliginda bekletildiginde, problar mitokondride birikmektedir. Fluorokromun
akigi, hiicresel fluoresanin yogunlugu ile Oolgiilmektedir ve transmembran
potansiyelini ifade ettigi diisiiniilmektedir (Vermes ve ark., 2000).

e) Kaspaz aktivitesi: Kaspaz aktivasyonunda, iki analiz uygulanmaktadir.
Bunlar kolorimetrik analiz ve fluorometrik analiz yontemleridir. Kaspaz
etkinlesmesini belirlemeye yarayan bir yontemdir. Kaspaz-3’iin aktif sekli i¢in
yiiksek affiniteli bir antibodi uygundur. Kaspaz-3, -8, -9’un aktivitelerini dlgen
spesifik bir yontemdir. Fluorometrik analizde, kaspaz-3,-8,-9’un aktivitelerini
olgmeye yoneliktir. Iki analiz arasindaki fark, analize yonelik farkli kaspaz
inhibitdrlerinin belirlenmesine uygun olarak kullanilmalaridir (Otsuki ve ark.,

2003).
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1.5.5.4. Gen ekspresyonu analizleri

a) RT-PCR ( revers transkripsiyon-polimeraz zincir reaksiyonu) yontemi:
mRNA ekspresyonunun analizi i¢in kullanilmaktadir. Cok hizli ve ucuzdur.
Sadece bir ya da birkag¢ genin analizini gerektiren durumlarda kullanilabilmektedir
(Sandvik ve ark., 2006). Kiiltiire edilmis doku veya hiicrelerden RNA izole
edilmektedir. izole edilen RNA, genomik DNA icermektedir. Genomik DNA jel
tizerinde yiiriitilerek islem yapilmaktadir (Otsuki ve ark., 2003).

b) Northern blot: Northern blot ydntemi, giivenilir bir yontem olup,
spesifik mRNA’larin miktarmi1  6lgmek igin yiiksek standartlarda oldugu
diisiiniilmektedir. Ancak zaman kaybidir ve ¢cok miktarda RNA gerektirmektedir.
Bu nedenle rutin tibbi kullanim i¢in uygun degildir. Bu yontem RT-PCR yontemi
ile tamamlayici bir hal almaktadir (Sandvik ve ark., 2006).

¢) Immiinohistokimya: Immiinohistokimya, proteinlerin ekspresyonu ve
dokulardaki yerlesimi hakkinda bilgiler saglamaktadir. Bu yontem CD (cluster
differentiation: farklilasmis yigilim molekiilleri) markerlar gibi antibodiler
kullanilarak yapilmaktadir. Antibodiler hiicrelere baglanarak immunofluoresan
boyalar ile belirlenmektedir. Flow sitometri ile takip edilmektedir. Genomdaki

protein ekspresyonu sistemli olarak tanimlanabilmektedir (Warford ve ark., 2007).

1.5.5.5. Proteinler ile birlikte apoptozisin 6l¢iimii

a) ELISA: Bush ve arkadaslarinin (1997) gelistirdigi yonteme gore ELISA
yonteminde protein Ornekleri, 2,4-dinitrofenilhidrazin (DNPH) ile muamele
edilip, protein-DNPH birlesimine kars1 tiretilmis bir antibodi ile arastirilmadan
once bir ELISA plakasimnin kuyucuklarinda ylizeye tutturulmaktadir. Antibodi,
protein miktarinin 6lgiimii igin streptavidin-biotinylated horseradish ile tepkimeye
sokulmaktadir.  Diigik  miktara  sahip  proteinleri  igeren  Ornekler
yogunlastirilmaktadir (Alamdari ve ark., 2005).

b) Western blot: Western blot yontemi, ¢ok uygun ve yaygin olarak
kullanilan immiinokimyasal bir tekniktir. Western blot yontemi 6zellikle protein

miktarini belirlemektedir. Tek basina Bcl-X, (antiapoptotik) veya Bcl-Xs gibi
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proteinlerin miktarin1 ayirtedemeyebilmektedir. Bu nedenle immiinohistokimya
ile kombine edilerek kullanilmasi tavsiye edilmektedir (Otsuki ve ark., 2003).

c) Elektroforetik degiskenligi degisimi analizi: Elektroforetik degiskenligi
degisimi analizi (EMSA), DNA baglanma proteinlerini saptamak i¢in kullanilan
bir yontemdir. Transkripsiyon faktorlerini belirlemede ve DNA’ya spesifik
baglanan protein dizilerini belirlemede kullanilmaktadir. Dort temel protokole
sahiptir. Ilki, hiicrelerden proteinlerin izolasyonu, ikincisi DNA probunun radyo
isaretlenmesi ve yapimi, iigiinciisii, izole edilmis proteinler ve DNA problar, DNA
prob ile proteinlerin baglanmasini saglayan EMSA baglayan tampon ile
bekletilmektedir. Son olarak DNA-protein kompleksi, sadece DNA probunun
par¢alanmasina neden olan, denatiire olmayan bir poliakrilamid jel {izerine

yiiklenir ve yiiriitiilmektedir (Holden ve Tacon, 2010).

1.6. Calismalarda Kullanilan Hiicrenin Ozellikleri

1.6.1. SRP7 hiicreleri

Bilimsel adi Rattus norvegicus olan, bir fare embriyo dokusundan elde
edilen fibroblast hiicrelerine benzeyen morfolojiye sahip hiicrelerdir. H-ras
onkogeni transforme edilmis bu fibroblastlarin yasam uzunlugu sinirsizdir. Bu
hiicreleri siniflandirirsak transforme edilmis hiicrelerdir. Bu hiicreler, saklandigi
Takeda hiicre bankasinda T. Kanamaru tarafindan stoklanmistir. Japanese Cancer
Research Resource Cell Bank (JCRB) hiicreyi almis ve stoklamistir. 5RP7
hiicreleri Institute of Fermentation Osaka (Japonya) dan satin alinmistir (Garbisa

ve ark., 1987).

1.6.1.1. Fibroblastlarin kanser ile bagintisi

Uzun yillardir kétii huylu tiimoérler, kendine 6zgii asir1 hiicre boliinmesi
(hiperproliferative) kazanmis transforme hiicreleri meydana getirilerek
incelenmistir. Bununla birlikte tiimorler, sadece tiimor hiicreleri ile degil ayni

zamanda tlimorle ilgili bag doku hiicrelerinin ve tiimdr mikro ortaminin direncini
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arttiran tlim sitokinez ve kemokinez matriks bilesenlerini iceren bir ekstraseliiler
ortamin, kompleks organ kopyasidir. Fibroblastlar, tiimor stromalarinin 6énemli bir
bilesenidir. Sinirli fibroblastlar, benzer fenotipe sahip ¢ok sayida stromal hiicreler
igerir.

Fibroblastik hiicre tipleri, g¢esitli sekillerde reaktif fibroblastlar,
miyofibroblastlar veya kanserle ilgili fibroblastlar olarak bilinir. Bu hiicreler
hastalik teshisinde markerlar gibi davranma yetenegi yiiziinden 6énemi artmustir.
Boylece tliimor gelisimini diizenleyen dnemli hiicresel ve/veya molekiiler olaylarin
aydinlatilmasi, tedavi icin potansiyel sekilde ilgi uyandiran hedefleri gosteren

savlar olarak dnemlidir (Franco ve ark., 2010).

1.6.1.2. H-ras onkogeni

H-ras onkogeni, timor gelisiminde ©nemli bir rol oynamaktadir.
Tiimorler, hiicre proliferasyonu, anjiojenez gibi mekanizmalar1 diizenleyen
kompleks konakgi tiimor etkilesimleri arasinda devam ve tespit ettirilmektedir.
Konake tiimor etkilesimlerinin bazilari, onkogenler ve timor baskilayict genler
tarafindan  diizenlenmektedir. Onkogenler, tliimore karst normal hiicre
transformasyonunda temel bir rol oynamaktadir.

Son ¢alismalar kat1 tiimorlerin, hem olusumunu hem de onarimini saglayan
H-ras gibi spesifik onkogenleri gdstermistir. Protoonkogenlerin ras ailesinin,
hiicre ¢ekirdegine ekstraselliiler sinyallerin aktariminda fonksiyonu oldugu rapor
edilmistir. H-ras’mn, timor damar gelisiminde gerekli VEGF’in (vaskiiler
endotelyal biliyiime faktorii) ekspresyonunu diizenlemenin yani sira uyarilmasini
da yaptig1 gosterilmistir.

Kanser i¢in bir tedavi sekli olarak onkogen hedefler, kanser arastirmasinin
oldukca yeni ve ilgi c¢eken bir alamidir. Kanser icin tedavi olarak H-ras
onkogenlerinin kullaniminin rapor edildigi literatiirdeki ¢aligmalar, birkag tanedir

(Perkins ve ark., 2003).
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1.7. Cahismalarda Kullanilan Test Maddeleri

1.7.1. Altin ve platinden tiirevlenen bilesiklerin kanser tedavisinde

kullanim

Farmasotikal (eczaciliga ait) ajanlarin en biiyiik kismini metal bilesikleri
icermektedir. Kullanim alanlar1 ise hizla belirlenmektedir (Valentini ve ark.,
2006).

Metaller binlerce yildir ¢esitli sekillerde tibbi alanda ilag olarak ve cesitli
kanser tedavilerinde kullanilmaktadir. Metal bilesikler eski ila¢ kilavuzlarinda
dogal maddelerden yapilmis ilaglarla ayni kategoride goriillirler. Onlarin sinirh
duyarliliklar ve toksisitelerinden dolay1 uzun bir siire ihmal edilmislerdir (Alama
ve ark., 2009). Metal tiirevleri i¢cinde kanser tedavisinde genelde platin bilesikleri
kullanilmaktadir. Platin iizerine arastirmalarin olmasi, ilag olarak kullanimini
biiyiik 6l¢iide arttirmistir. Tarihsel olarak platin tiirlesmesi, 6zellikle platin temelli
otokatalizatoriin tanitimindan sonra, ilk olarak bu yiiksek metalin c¢evresel
akiimiilasyonu ile ilgili olarak gergeklestirilmistir. Bununla birlikte, yakin
zamanda platin tlirlesmesi biyolojik ve tibbi uygulamalarda genisletilmistir.
Ciinkii platin alerjenik potansiyele ve c¢ok fazla oneme sahiptir. Platin, ¢ogu
antikanser ilaglar icinde anahtar bir metaldir (Michalke, 2010). Amerika’da
kadinlar arasinda en yaygin dordiincii 6liim nedeni olarak goriilen epiteliyal
ovaryum kanserinde platin bilesikleri kullanilmaktadir. Diger onemli ve en eski
metal tiirevi olan altin, en fazla arastiritlan metal komplekslerinden biridir (Lange
ve ark., 2008).

Platin komplekslerinin simdilerde kabul goren etki mekanizmasi, DNA
polimeraz siirecinin durdurulmasi (inhibisyonu) ve DNA yapisinda kirilmalara
oncii olan DNA koordinasyonu ile tedavi edici etkisinin ortaya ¢ikmasidir. Fakat
doz simirlayict yan etkileri, nefrotoksisite (bobrek hiicrelerinin yikimi ya da zarar
gormesi) dahil platin bilesiklerinin bazilarina kars1 direng gosterilmesi hala temel
bir problemdir. Cesitli tiimor tiplerinin 6liim oranlari, platinin yiiksek oranda

kullanimiyla 6nemli 6lgiide azaltilabilir.
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1960’da Roberts platin komplekslerinin hiicre boliinmesini inhibe ettigini
kesfetmis ve ilk kez Rosenberg tarafindan 1965’de yayimlanmistir. Bu zamanda
platin iceren ¢ogu bilesik, etkin oldugunu veya en azindan antikanser 6zelliklere
umut verici oldugunu gostermistir (Michalke, 2010).

Metal komplekslerin, DNA’ya kovalent ve kovalent olmayan baglar ile
baglandiklar bilinmektedir. Cisplatin bilinen en eski ornektir. Adenin ve guanin
ya da iki guanin ¢iftinin N7 pozisyonuna gore Pt atomunun birlesmesi ile DNA’ya
baglanmaktadir. Metal kompleksleri ve DNA arasindaki kovalent olmayan
etkilesimler; hidrojen bagi, elektrostatik bag ve araya eklenmeyi igermektedir.
DNA-metal araya ekleme iizerine ilk c¢alismalar, square planar Pt(ll)
komplekslerinin kullanimi ile baglamistir ve sonra aromatik dimin ligandlar i¢eren
oktahedral metal kompleksler ile genisletilmistir. Ciinkli araya eklenme iki
niikleotid baz birimi arasina bir planar aromatik molekiiliin girmesini igermektedir
(Pucci ve ark., 2006).

Roberts ve Pascoe ilk kez platin ve DNA etkilesimini gostermistir. Bunun
disinda sadece cisplatin degil yukarida sozii edilen tim metal komplekslerin
tedavi edici etkileri icinde kabul goren bir goriistiir. Bu platin tiirleri, 35-40° ile
DNA yapisinda kirilmaya neden olan DNA’ya kars1 bir koordinasyona ugrar. Son
olarak, DNA polimeraz siirecinin durdurulmasimnin bir sonucu olarak, kanser
hiicrelerinde apoptozis/nekrozis indiiklenir. Platin, DNA ve yogun sekilde
karakterize edilmis oligoniikleotidleri yaklastirir. Oncelikli DNA hedefi, platin
kompleksi ve DNA arasinda sekillenen intrastrand yapilarin oldugu yerdeki
guanin rezidiileri olarak teshis edilir. DNA’nin maruz kaldigi platin temelli
ilaclarin  etkisi, biiyilk oranda onlarin hidrolizasyon {riinlerini iiretme
yeteneklerine ve siilfiir iceren aminoasitler ya da peptidler ya da serum
proteinlerine baglanarak onlarin inaktive edilmesine baglidir. Platin-protein
kompleksinin ilag etkisinde tam olarak rolii, heniiz agikliga kavugsmamistir. Bazi
raporlar, cisplatinin proteinlere baglanarak ilacin yan etkilerinin ¢oguna neden
olabilecegini varsaymistir. Ne yazik ki platin temelli ilaglarin her biri sinirh
sayida tiimore kars1 kemoterap6tik etkiye sahiptir (Michalke, 2010). Hayvanlarda
antitimor aktivitesi i¢in platin bilesiklerinin test edilmesi ile kisa siirede ayni

sonuclar elde edilmistir. Trans izomerler aktif degilken, cis izomerler aktiftir.
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Cis-DDP’nin (Cisplatin), 6zellikle biiyiik oranda hayvan tiiméorlerine karsi
aktivitesi gézlenmistir (Sherman ve Lippard, 1987).

Altin’in tibbi 6zellikleri, uygarlagsma tarihi boyunca arastirilmistir. Eski
Hint ve Misir ¢esitli tibbi amaglar i¢in kullanmistir. Tedavide en erken kullanimi,
Cin’de milattan once 2500 de ¢igek hastaligi, kizamik ve {lserde
gerceklestirilmistir.  Japonlar  yiyecek ve iceceklerinde bu maddeyi
kullanmislardir. Insan sagligma yararligi oldugunu diisiinerek kullanmislardir.
Tyilestirici etkilerinin yan1 sira birkag toksik yan etkide gdzlenmistir. Eski kimya
bilginleri bu soruna ¢6ziim bulmak i¢in igilebilir altin iksiri yapmislardir. Bu,
cesitli bitkiler ile altin karigimi hazirlanarak yapilmigtir. Her ne kadar eski kimya
bilginleri kimya hakkinda ¢ok fazla bilgiye sahip olmasalar da bunu
yapabilmislerdir. Altin ve altin kompleksleri, tarihte hastaliklarda genis bir
kullanim alanina sahip olmasina ragmen tipta rasyonel olarak kullanimi
1920’lerin baslarmma gitmektedir. Altin, tipta kullanilan en eski metallerden
birisidir. Bu nedenle kansere karsi kullaniminda da artis olmasi sasirtict degildir
(Milacic ve Ping Dou, 2009).

Son yillarda altin (IIT) bilesikleri, cisplatin tedavisine karsi bir alternatif
olarak kullanilmaktadir. Ciinkii bunlar yapisal olarak birbirleriyle benzer
ozellikler gosterir.  Altin(Ill), platin(Il) ve tetrakordinat altin (III) ile
izoelektroniktir. Cisplatinde oldugu gibi yapisal benzerlik gostermektedirler. Altin
ilaclarmin onlarca yildir kullanildigi distiniilmektedir. Ancak bunlarin etki
mekanizmasi hala anlasilamamustir.

Altin (ITT) bilesikleri yiliksek oranda etkili olduklari i¢in altin (I) bilesikleri
kadar genis kapsamli arastirilmamistir (Milacic ve Ping Dou, 2009). Altin
bilesiklerinin insan timor hiicrelerine karsi sitotoksik aktivitesi in vitro
yontemlerle test edildiginde cisplatinden daha sitotoksik oldugu gozlenmistir.
Ornegin; Vesna Milacic ve Q. Ping Dou (2009) altin(III) bilesiklerinin sitotoksik
ve kansere karsi etkilerini in vitro ve in vivo ortamlarda insan gogiis kanseri
hiicrelerine kars1 degerlendirmis, altin(IIl) bilesiklerinin tiimdr proteozom’u igin
onemli bir hedef oldugunu belirlemisler ve in vivo ve in vitro ortamlarda insan
gbgls kanseri hiicrelerinde apoptozisi indiikledigi ile baglantili olarak proteozom

yapisini da inhibe ettigini gézlemlemislerdir.
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Altin (I) bilesiklerinin in vitro ¢alisma yapilarak sitotoksik potansiyeli ve
antitiimor aktivitesi degerlendirilmistir. Ornegin; P388 18semi tiimérlerine karsi
antitimor aktivite ve sitotoksisite gostermesine ragmen kati tiimor modellerine
kars1 sinirh derecede aktivite gostermistir (Milacic ve Ping Dou, 2009). Altin (I11)
bilesikleri belirli kanser tiplerine kars1 platin (II) bilesiklerinden daha fazla umut
verici etki gostermistir. Altin (III) bilesikleri antikanser aragtirmalarinin artmasini
saglamustir. Altin (IIT) bilesiklerinin birkag¢ insan hiicre hatti ile sitotoksik etkileri
kiyaslanarak cisplatinden daha etkili oldugu gozlenmistir (Milacic ve Ping Dou,
2009). Ornegin A2780 ovaryum kanser hiicre hattina yonelik, cisplatin direngli
varyantina karst altin(Ill) maddesinin ¢esitli kompleksleri olusturulup denenmis
ve bu kompleksler cisplatine kiyasla biiyiikk oranda 6nemli sitotoksik etkiler
gostermislerdir.

Molekiiler ¢aligmalar sonucunda altin (III) kompleksleri cisplatine gore
farkli antikanser mekanizmalarindan yararlanmada daha ¢ok Onerilebilecegi
seklinde onay gormiistiir. Bu komplekslerin, cisplatin hassasiyeti ve cisplatin
direncli ovaryum kanser hiicrelerine kars1 esit miktarda etkili oldugu goriilmiistiir
(Milacic ve Ping Dou, 2009).

Bruijnincx ve Sadler’in yaptigi bir calismada hiicre Oliimiiniin bir
diizenleyicisi olarak teshis edilen mitokondri hedefli altin antikanser ilaglarinin
etkili olanindan 6rnekler verilmistir. Biri, altin(I)-fosfol kompleksidir. Diger umut
verici grup, altin(IIl) porfirindir. Bu kompleksler, hepatoselliiler (karaciger ile
baglantili hiicreler) ve nazofarenkse ait kanserlere karsi in vivo ve in vitro
ortamlarda etki gostermektedir. Bir fonksiyonel proteomik (proteinlerin yap1 ve
fonksiyonlar1) c¢aligsma, gergekten apoptozisi indiikklemede mitokondrinin
bagintisin1 gostermektedir. Son olarak altin(IIT) tiyokarbamat, in vitro ortamda
cisplatinden ve cisplatin direngli hiicrelerde daha sitotoksiktir. Oncii hedefin yine,
apoptozisin  indiiklemesiyle sonuclanan inhibisyonun proteozom oldugu

diisiiniilmektedir (Bruijnincx ve Sadler, 2008).
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1.7.2. Cisplatin

Kanser tedavisinde, su anda en yaygin sekilde kullanilan ilaglardan birisi
cisplatindir (Valentini ve ark., 2006). 1965’de Rosenberg tarafindan tesadiifi
kesfedilerek, cogalmaya kars1 etkili aktivitesiyle bir platin kompleksi olan
cisplatin belirlenmistir ve testis kanserinin tedavisinde (1978) basarili tanitiminin
sonrasinda yenilenmis ve gelistirilmistir (Alama ve ark., 2009). Testis kanserinin
%90 ‘nindan daha fazlasinin tedavisinden sorumludur ve diger kanser tiirlerinden
ovaryum, beyin, idrar kesesi, rahim, melanoma ve lenf kanseri gibi hastaliklarda
da 6nemli rol oynar (Marzano ve ark., 2002; Milacic ve Ping Dou., 2009).

Cisplatinin en son gelismelerine dair goriis, onun etki mekanizmasina,
tanminmasinda etkili faktorlere, platin zararimin onarimina ve platin antikanser
ajanlarin yeni smiflamalarina dayanmaktadir (McGowan, 2005). Temel metal
ilaclarin, 6zellikle de antitiimor ajan olarak organometalik bilesiklerin gelismesine
yardim etmistir (Alama ve ark., 2009). Metaller, uzun siiredir, deneylerde ilag
amach kullanilmis olmasina ragmen, cisplatinin kesfi ile doniim noktast olmus,
tam olarak 6neminin farkina varilip arastirtlmistir. Bugiine dek, bu prototipik(ilk
ornek) antikanser ilag, tibbi kullanimda en etkili kemoterapdtik ajanlardan birisi
olarak gosterilmektedir. Tiimorler erken teshis edilirse, hemen hemen %100
oraninda etkili bir tedavi basarilmaktadir. Ancak norotoksisite, hepatoksisite ve
nefrotoksisite gibi doz smirlayic1 yan etkilere sahiptir. Bunun disinda ikinci
problemde bu maddeye karsi, dogal yani kendiliginden meydana gelen direng
gosterilmesidir. Bu problemler ayn1 zamanda farkli ilag hedefleri koymak ve
farkli metaller {lizerine dayanan alternatif stratejiler gelistirmek i¢in kimyagerleri
tesvik etmistir. Klasik kemoterapide, antikanser ajanlar sonug¢ olarak hiicre
Olimiini tetikleyen lezyonlar olusturmak icin, cisplatin paradigma dizisine gore

dogrudan DNA hedeflenmektedir (Bruijnincx ve Sadler, 2008).

1.7.2.1. Cisplatinin etki mekanizmasi

Antikanser ilaci cisplatinin etkilesim gosterdigi ve onun asil hedefi olan

DNA, yaygm olarak 40 yili askindir yogun bir arastirma konusu olmustur.
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DNA’ya baglanan ilaglar, DNA ile olan baglantisina gore siiflandirilabilir:
Koordine baglanan ajanlar, eldiven seklinde baglanma (groove-binder), eklentisel
ve daha ¢ok da son zamanlarda fosfodiester omurgaya baglanmasidir. Koordine
olmayan etkilesimler, elektrostatik etkilesimler, sekil ve boyutsalliga dayanan
molekiiler tanima ve hidrojen bagina dayanir.

Bugiine kadar klinikte kullanilan DNA hedefli metal igeren ilaglar, sadece
platin temelli ilaglardir ve bunlarin koordineli baglanma sirasinda ilk olarak
niikleik asit ile etkilesimde olduguna inanilir. Cisplatin ve platin temelli ilaglarin
basarisina ragmen, hedef yine de daha iyi yasam sunan yeni, yararli metalden
tiirevlenmis ilaclar elde edebilmektir. Ornegin; tibbi maliyeti diisiik ve agir yan
etkilerini azaltmaya yardimci agizdan alinabilen ilaglar gibi. Buna ek olarak
arastirma, en yliksek tesirli ilaglar, bagka bir ifadeyle ¢ogu tiimoérde dogal bulunan
ya da sonradan kazanilmis cisplatin direncinin iistesinden gelebilen, hedef DNA
ile cesitli etkilesimlerde bulunabilen ve su anki kemoterapiye karsi duyarsiz
tiimorlere kars1 aktif olan ilaglarin iizerine yogunlasmaktadir (Pizarro ve Sadler,
2009).

Cisplatin ilk kez Genoa Universitesinde kimya profesorii Michele Peyrone
tarafindan yapilmistir (Alama ve ark., 2009). Cisplatinin DNA ile etkilesiminden
kansere karsi etkisi ortaya konulmustur ve boylece programlanmis hiicre 6liimiinii
(apoptozis) tetiklemesi, transkripsiyon ve replikasyonu engellemesi ile etki
gosterdigi belirlenmistir. Cisplatinin DNA ile etkilesimi ¢aligilmistir ve bu simdi
Pt-GG c¢apraz bagi olarak iyi bilinir ve cisplatin toksisitesine sebep olan ciddi
yapisal bozulmadir (Milacic ve Ping Dou, 2009). Cisplatin, alkillestirici ajanlara
benzer DNA’ya zarar vererek en aktif antikanser ajanlar arasinda yer alir (Alama
ve ark., 2009).

Kansere kars1 giiglii bir etkisi olan cisplatin, DNA modifiye edici bir ajan
olarak bilinir. Kemoterapide tedavi edici bir ajan olarak ¢ok kullanilmasina
ragmen, cisplatin, nefrotoksisiti, ototoksisiti ve alerji gibi ¢ok ciddi yan etkilere
sahiptir (Budzisz ve ark., 2004). Cisplatinin toksik yan etkilerinin ligand hasartyla
baglantili oldugu ortaya ¢ikarilmistir (Milacic ve Ping Dou, 2009).

Cisplatin, idrar yollar1 tiimorleri gibi insan kati timorlerinin tedavisinde en

etkili kanser ilaglarindan birisidir. Cisplatinin islevsel etkisi, ilaca karsi olan
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direnglilik ve onemli yan etkilerinden dolay1 oldukc¢a siirhidir. Gergekte bazi
timorler cisplatine karsi kendine 6zgli direng gosterirken, digerleri birkac dizi
tedaviden sonra, sonradan kazanilmis bir direng gosterir. Toksik etkisi az olan
fakat ayni1 zamanda tesirli cisplatin analoglar1 elde edilmeye c¢alisilmis ve c¢ok

sayida platin bilesikleri hazirlanmistir (Miernicka ve ark., 2008).

1.7.2.2. Cisplatin analoglar

Cisplatinin yapisal analoglari, cisplatine kiyasla tedavi edici bir etki
gostermemistir. Biiyiik olasilikla tiim cisplatin bilesikleri benzer DNA baglanma
yollar1 ve ayn1 zamanda benzer biyolojik sonuclar gosterir. Bu sonuglardaki bir
benzerlikte yapisal birlikler olarak kullanilabilen yeni maddelerin belirlenmesi
icin kullanilabilir. Ciinkii cisplatinin yapisal analoglarinin DNA’ya baglanma
sekilleri oldukga farkli olabilir (Miernicka ve ark., 2008). Cisplatin hiicre icerisine
girerek DNA ile zincir i¢i ve zincirler arasi kopriiler kurarak kovalent baglar yapar
(Gazi ve Tapul, 2006).

Hiicrenin, cisplatine ve analoglarima karst olan direnci DNA’nin
onarilmas1 esnasinda hiicre ylizeyinde reseptorlerin artmasma baglhidir. Bu
sorunun lstesinden gelmek i¢in yeni Pt(II) ( tiyoplatin ve pikoplatin gibi ) ve
Pt(IV) (satraplatin ve ethakraplatin) bilesikleri gelistirilmistir. Son yillarda
antikanser aktivitesi ve diisiik toksik yan etkileri gosterebilen Pt(Il) ve Pt(IV)
bilesikleri sentezlenmistir. Yapilan bir calismada pikoplatinin akciger kanser
hiicrelerinde bu biyomolekiillerin reaktivitesini azalttigi gosterilmistir (Alama ve
ark., 2009).

Platin(IV) oOncii ilaglar, cisplatin ve onun analoglart ile birlikte, bazi
problemlerin iistesinden gelmek icin kullanilabilir. Platin(IV)’iin yiiksek kinetik
durgunlugu, ila¢ stabilitesini ortaya c¢ikaran, onlarin platin(Il) analoglarina
baglidir (Bruijnincx ve Sadler, 2008). Diniikleer ve poliniikleer platin bilesiklerine
ayricalikli 6nem verilmistir. Antitimor aktiviteli transplatin bilesiklerde ayni
zamanda incelenmistir (McGowan, 2005).

Cis-diamineplatin (II) tiirleri sitotoksik aktiviteye sahip bilinirken, trans-

diamineplatin (II) tiirleri sitotoksik aktiviteye sahip degildir. iki izomerin arasinda
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antitimor aktivitesel farki, onlarin iki yar1 degisken klorid veya karboksilat
ligandlarinin  arasinda 180° ag¢1 olmasindan dolayr 1,2-GpG i¢ ¢apraz
baglanmalarin sekillenmesine karsi trans izomerin yetersizligine baghdir
(Michalke, 2010).

Cis-[PtCl, (DMSO)L] genel formiillii birkag yeni platin(ll) kompleksi,
cisplatine kiyasla daha yiiksek veya benzer etki gostermis bir Schiff modeli ya da
hidrazondur (McGowan, 2005).

Benzoyilpirol-platin(Il) kompleksi, Jurkat (lenf hiicresi) hiicre 6limiinii
tetiklemistir (McGowan, 2005).

L-alanin ve L-fenilalanin ile baglant1 igeren yeni platin(IT) kompleksi insan
rahim kanseri HeLa ve 16semi HL-60 hiicre hatlarinda sitotoksik aktivite
gostermistir (McGowan, 2005).

Bir seri siyanoksim ligandlar1 ve onlarin platin(Il) kompleksleri HeLa
hiicre hatlar1 kullanilarak in vitro ortamda test edilmistir ve cisplatin ile ayni
kosullarda aktivitesi kiyaslandiginda umut vericidir (McGowan, 2005).

Amino dikarboksilik asit iceren platin(Il) kompleksi, cisplatin ve
karboplatine duyarli olmayan insan mide kanser hiicre hatlarinda miitkemmel in
vitro aktivite gostermistir (McGowan, 2005).

Yaklagik 3000 platin kompleksi in vitro ve in vivo ortamda test edilmistir.
Bunlardan birkag1 kemoterapik Ozellikler gostermistir. Bunlar arasinda
karboplatin ve oksaliplatin iyi bilinmektedir. (Marzano ve ark., 2002).

Platin (II) bilesiklerinden karboplatin, oksaliplatin, nedaplatin ve
lobaplatinin tiimoérlerde ayni oranda aktif oldugu arastirmacilar tarafindan
bildirilmektedir (Alama ve ark., 2009).

Su ana kadar 40’a yakin bilesik kliniksel deneylerde arastirilmis ve
bunlardan sadece karboplatin ve oksaliplatin yazilis sirasina gore biri 1989 ve
digeri 2003 yillarinda tibbi kullanimda kabul gormiistiir (Alama ve ark., 2009).

Su anda, cisplatin, karboplatin, ve oksaliplatin kemoterapide temel metal
antikanser ajanlardir. Bu bilesikler gercekte, genis bir antineoplastik dizi gosterir,
ve diger kemoterapik ajanlar ile olan kombinasyonuyla testis, yumurtalik, kolon,
serviks ve akciger kanserinde yiiksek oranda etkili olabilir. Oksaliplatin 6zellikle

5-FU (flourourasil) ile kombinasyonuyla mide-bagirsak kanserinin tedavisinde
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etkilidir (Alama ve ark., 2009). Kanser tedavisinde kombine ila¢ kullaniminda
amag, tedavinin basarisini arttirmak ve olasi ilag yan etkilerini azaltmaktir (Gazi
ve Tapul, 2006).

Karboplatin, in vivo ortamda cisplatinden daha iyi tolere edilebilir ve in
vitro analizlerde oldukg¢a az bir aktiviteye sahip olmasina ragmen cisplatine kars1
dayanikliligi olmayan hastalarda farkli tiimor cesitleri icin gegerliligi olan bir
ilagtir (Alama ve ark., 2009).

Arastirmalar, Fransa’da kolorektal kanserin tedavisi igin onaylanan
oksaliplatin {izerine yogunlagmistir. Oksaliplatin, cisplatin direngli tiimorlerle test
edildiginde, cisplatine karsi olan diren¢ gozlenmemis, ancak sadece biraz
nefrotoksisite gozlenmistir (Michalke, 2010). Bir seri alkil i¢eren oksaliplatin
tiirevleri, oksaliplatin ile kiyaslandiginda, kolon kanser hiicrelerine karsi iistiin
antiproliferatif 6zellikler gostermektedir (McGowan, 2005).

Su anda Pt(I) kompleksleri cisplatin, karboplatin ve oksaliplatin tibbi
kullanimda diinya c¢apinda onay gormektedir. Bu ilaclardan baska nedaplatin,
lobaplatin ve heptaplatin sadece bolgesel olarak sirasiyla, Japonya, Cin ve

Giineykore’de, antikanser ajan olarak kullanilmaktadir (Mi, 2010).

HaN cl HaN 0CO ~_
\\
™~ Pt é “pt -~ / /
RN / \
HsN cl HaN
Cisplatin Karboplatin

//o HsN 0CO
NH, \ /o —c \ / \

Pt CH;
NH. / \ —c hn . Noco
\\O
Oksaliplatin Nedaplatin

Sekil 1.1. Kullanimda olan platin antitiimor ilaglarin yapis1 (Pasetto ve ark., 2009)
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1.7.3. Dipirido [3,2-a:2°,3’-c] fenazin

Dipiridofenazin tiirevleri, genellikle DNA ve DNA arasinda hizli elektron
transferinin ¢alismasi i¢cin molekiiler bir anahtar gibi kullanilmaktadir (Han, 2006;
He ve Han, 2006). Dipiridofenazin (dppz), Ru(Il) gibi bazi uygun metal iyonlari
ile koordine edildiginde, light switchler olarak bilinen giftlerin varlifinda ya da
yoklugunda karakteristik bir fluoresans 6zellikler gostermektedir (Kitamura ve
ark., 2003). Dipirido [3,2-a:2’,3’-c] fenazin (dppz) gibi molekiiller, ¢ok diizlemsel
birlesmis aromatik yapilar ve bidentat koordinasyon yetenegi ve rijiditesi
(degismezlik) gibi onemli 6zelliklere sahip yapilarla kombine edilir. Onlarin n
kabul 6zelligi ve nitrojen bolgeler, hidrojen baglarini destekler ya da DNA igine
araya ilave olmasmi saglamaktadir. DPPZ’nin yapisi, H bag yapan veya
koordinasyonu destekleyebilen iki tiirdes pirazin sahiptir. Dipiridofenazinlerin
kolay rediiksiyonu fenazin parcalariin disik enerjili n* yorlingesinden
kaynaklanmaktadir. Boylece dipiridofenazinde n kabul bdlgesi molekiiliin fenazin
kismina lokalize olmaktadir (Miranda ve ark., 2008).

Benitez ve arkadaslarinin yaptig1 bir ¢alismada dipiridofenazin molekiilii
planar seklinden dolay: araya ilave edilerek DNA ile etkilesmeyi basarabildigini
gostermiglerdir. DNA’da bu etkilesimle kirilma, ¢apraz baglanma ve
helezonlagsma gozlenmektedir (Benitez ve ark., 2009).

Maruyama ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢calismada dipirido [3,2-a:2”,3’-c]
(dppz) fenazin ligand igeren komplekslerin DNAya yiiksek baglanma affinitesine
sahip oldugu rapor edilmistir. Bu kompleksler diger komplekslerden daha fazla
baglanma affinitesi gdstermektedir. Ciinkii dppz ligand, bir DNA sarmalinin baz
cifti arasina eklenebilir (Maruyama, 2001).

Dipiridofenazin tek basina kanser hiicre hatlarina karsi test edilmistir. Bu
bilesigin sitotoksik aktivitesi, genelde cisplatin ile kiyaslanir. Yaygin sekilde
kullanilan bir antikanser ilacidir. Bununla birlikte bazi hiicre hatlarinda (A2780R

gibi) dppz’nin aktivitesi nemli derecede yiiksektir (Szczepanik ve ark., 2009) .
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1.7.4. Dipirido [3,2-a:2°,3’-c] fenazin-platin(l1) kompleksi

Aromatik dimin ligandlarini igeren platin(I) komplekslerinin DNA’ya
baglandig: bilinmektedir. Dipirido[3,2-a:2’,3’-c]fenazin aromatik ligandlardir (Ma
ve ark., 2009).

DPPZ ligand (dipirido [3,2-a:2°,3’-c] fenazin) iceren oktohedral metal
kompleksler ozellikle rutenyum(Il) ile iyi metal eklenenlerdir. Ancak niikleik
asitlerle kovalent bag yapmalar1 zordur. Aromatik dimin ligandlarinin square-
planar platin(Il) komplekslerinin, bu probleme karsi olast care oldugu
bildirilmektedir (Che ve ark., 1999). Dipiridofenazin-platin(ll) koordinasyon
tiirlerinin potansiyel tedavi edici faydalar1 kanitlanmistir. Onemli kemoterapotik

aktiviteler gosterdigi belirlenmistir (Szczepanik ve ark., 2009).

1.7.5. Dipirido [3,2-a:2°,3’-c] fenazin-altin(l111) kompleksi

Yaklasik son 20 yildir, potansiyel antikanser ajani olarak Altin(III)
bilesiklerinde yeni bir merak olusmustur. Boylece ¢ok sayida altin(IIl) hedefleri
arastirtlmistir. Altin(II) komplekslerinin cogu grubu 6nemli antikanser aktiviteye
sahip olabilir. Bunlar, altin(Ill) koordine kompleksler, altin(Il) biyoligand igeren
kompleksler ve organometalik altin(Ill) tiirleri olarak siniflandirilabilir
(Palanichamy ve Ontko, 2006).

Altin(III), platin(Il) ile hem izoelektronik (ayni elektronik dizilime sahip)
hem de izosteriktir (square-planar kompleks). Bu durum, cisplatine benzer 6zellik
gosteren altin(Ill) tiirevlerini aragtirmaya yoneltmis iki tipik 6zelliktir (Casas ve
ark., 2004). Birkag¢ altin(Ill) kompleksinin, ligandlar ile uyumlu etkiler
gerceklestirmesi ve secilmis hiicre hatlarinda in vitro test edildiginde ilgi
uyandiran sitotoksik oOzellikleri gdstermesi nedeniyle yeterince uygun oldugu
gdsterilmistir. Ornegin Buckley ve arkadaslari (1996), Audamp kompleksinin hem
in vitro da hem in vivo da umut verici antitimor 6zellikler gosterdigini rapor
etmislerdir. Henderson ve arkadaglar1 (1998), hazirlanmis ve karakterize edilmis
bir dizi organik altin(Ill) komplekslerin 6nemli antibakteriyal, antitiimor ve

antifungal 6zelliklerini gostermistir. Abbate ve arkadaslar1 (2000), [AuphenCI;]ClI
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kompleksinin cisplatin direnci ve duyarliligi gosteren A2780 hiicre hattina karsi,
yiiksek oranda sitotoksisite gosterdigini gozlemislerdir. Platin(Il) analoglar ile
altin(Il) kompleksleri kiyaslandiginda, altin(Ill) kompleksleri daha reaktiftir
(Monlien ve ark., 2002).

Square-planar altin(IIT) kompleks ¢alismalari, antikanser aktivitesinde rolii
olan DNA’ya eklenme ile etkilesimini gostermistir. Polipiridil ligandlar, en ince
ayrintisiyla ¢ok sayida metal kompleksleri ile calistimistir. Ozellikle rutenyum ve
platin metalleri ile c¢alisilmistir. Bu yeni bilesiklerin biyolojik aktivitesi ve
kimyasal o6zellikleri arasindaki bagintiyr daha iyi anlamak i¢in bir kanser hiicre
hattina karst bu bilesiklerin antitiimor aktivitesi rapor edilmistir. Sonug olarak
yeni altin(Ill) kompleksleri, kliniksel olarak onemli platin(Il) kompleksleri ile
izoelektronik ve izoyapisal oldugu i¢in, bu platin(Il) ila¢ direncinin iistesinden
gelebilenler arasinda potansiyel adaylar olarak, bu bilesiklerin arastirilmasina en
biiyiik sebeptir (Palanichamy ve Ontko, 2006). Altin(Ill) ve platin(Il)
bilesiklerinin arasinda yakin yapisal ve kimyasal iliski, benzer biyolojik 6zellikler
ve uygun sitotoksik ve antitiimor 6zelliklere neden olabilir. Bu iki metalin etki
mekanizmasindaki kiiclik farklar platin direncinin {stesinden gelme ile
sonuglanabilir. Calamai ve arkadaslar1 (1999), bir square planar altin(III)
kompleksinin DNA’ya kars1 iyt baglanma o6zelligini gostermislerdir. DNA’ya
baglanma yetenegi, sitotoksik etki ~mekanizmasmi gosterebilir.  Etki
mekanizmasinda antitiimor metal komplekslerinin toksik etkilerinde metal-protein
etkilesimleri anahtar rol oynamaktadir. Bu durum, DNA antitiimor metal ilaclar
i¢cin ilkin hedef oldugu o6rneklemesini hizla reddetmekte ve artik gecersiz hale
getirmekte oldugu igin daha 6nemli oldugu belirtilmektedir. Ozellikle de platin
olmayan antikanser metal komplekslerinde bu durum gecerlidir. Ciinkii cisplatinin
proteinlerle etkilesimi ile bilgilendirme birka¢ calisma ile simirlidir. Marcon ve
arkadaslari, bir dizi antitiimor altin(IIl) komplekslerini serum albumin proteini ile
etkilesimlerini degerlendirmis ve spesifik etki ile sonug¢landigini gormiislerdir.
Yani ya sistein ya da histidin rezidiilerine spesifik zarar verme goriildiigii ve bu
bilesiklerin amaca uygun sitotoksik etkilerin sebebi olabilecegi gosterilmistir

(Marcon ve ark., 2003).



40

1.8. Calismalarda Kullanilan Yontemler Hakkinda Bilgiler

1.8.1. Mitokondriyal aktiviteye dayali MTT testi

MTT yontemiyle bir hiicre toplulugundaki canli hiicrelerin orani
kolorimetrik yontemle kantitatif olarak saptanabilmektedir. Bu yontem saglam
hiicrelerde mitokondrinin MTT boyasinin tetrazolyum halkasini pargalayabilmesi
ilkesine dayanmaktadir. Bu reaksiyon bir mitokondriyal enzim olan siiksinat
dehidrogenaz enziminin aktivitesine bagimmlidir. Tetrazolyum halkasinin
parcalanmast sonucu, soluk sart renkli MTT boyas: koyu mavi-mor formazan
triintine  dontsmektedir. Sonu¢ olarak canli ve mitokondri fonksiyonu
bozulmamis hiicreler mor renkte boyanmakta, 6lii ya da mitokondri fonksiyonu
bozulmus hiicreler boyanmamaktadir. Bu yontem hiicrelerin MTT boyasiyla
inkiibasyonu, reaksiyon triiniiniin ¢6ziiniir hale getirilmesi ve reaksiyon iiriiniiniin
kolorimetrik olarak 6l¢iimii basamaklarindan olusmaktadir (Yaka ve ark., 2006).
MTT, mitokondri disinda hem non-mitokondriyal enzimler hem de endozom ve

lizozomlar ile ilgilidir (Vellonen ve ark., 2004).

1.8.1.1. MTT testinin amaci

MTT testi indirekt olarak hiicre ¢ogalmasi ve/veya hiicre oliimiini
degerlendirmeyi amagclayan, hiicre kiiltiirii esasina dayanan bir ila¢g duyarlilig

testidir (Dogan ve ark., 2004).

1.8.1.2. Uygulama

MTT testi, sitotoksisitenin degerlendirilmesinde, hiicre canlilig1 ve tiimor
hiicreleri ile antikanser ilaglarin arastirilmasinda yaygin sekilde kullanilmaktadir.
Kanser aragtirmalarinda kanser hiicre ¢ogalmasi, yeni kemoterapétik ilaglarin
sitotoksisitesini dlgmek icin kullanilmaktadir (Vellonen ve ark., 2004). In vitro

analizlerde kullanilmaktadir (Young ve ark., 2005).
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1.8.1.3. Testin yapihis1

Bu yontem 96 kuyucuklu plaka seklinde ilag formulasyonuna uygundur
(Vellonen ve ark., 2004). MTT, mikro kuyucuklardaki hiicrelerin medyumuna
eklenmektedir (Holst ve Oredsson, 2005). Anahtar adim, hiicrelerin MTT boya ile
inkiibe edilmesidir. MTT i¢in inkiibasyon siiresi 0,4 den 4 saate kadar
degismektedir (Young ve ark., 2005). MTT canl hiicreler tarafindan endositoz
yolu ile alinmaktadir ve mitokondriyal nikotinamid adenin dintikleotit fosfat
(NADH) yolu ile hiicre i¢cinde mavi formazan kristallerine doniisttiriilir. MTT
iceren medyumun uzaklastirilmasindan sonra, hiicrelerde formazan kristalleri
DMSO (dimetil siilfoksit) gibi ilavelerle ¢oziilmektedir ve yogunluk goriintiilenir
(Holst ve Oredsson, 2005). 570 nm dalga boyunda yogunlugu dl¢iiliir. (Young ve
ark., 2005).

1.8.1.4. Yontemin avantajlar

MTT testi hizlidir, uygulamast oldukca kolaydir, bagka hiicre tiplerine
kolayca uygulanabilir ve genis bir konsantrasyon aralifinda bilgi saglayabilir

(Huveneers-Oorsprong ve ark., 1997).

1.8.2. Fluoresan boyama ile morfolojik inceleme

4,6-Diamidino-2-phenylindole dihydrochloride (DAPI), DNA’ya baglanan
bir fluorokromdur (sar1 renkli boya). Hiicre siklusu analizi i¢in ve niiklear DNA
iceriginin belirlenmesi i¢in kullanilmaktadir. DAPI fluoresans, ¢ok uzun boyama
siiresi gerektirir. Fakat esit miktarda boyandigi belirlenen tek basina kalmis
cekirdeklerde yaklasik 5 dakikada boyama basarilmistir. Kapuscinski (1995),
DAPPI'nin ilk kez sezyum gradientlerinde mitokondriyal DNA’nin izolasyonu i¢in
kullanildigin1 rapor etmistir. DAPI fluoresans1 adenine baglanarak ve timince
(AT) zengin DNA’ya baglanarak gelistirilmistir. Ciinkii RNaz pargalamasi, DAPI
fluoresans1 istiinde etkiye sahip degildir. Cift sarmalli DNA’ya spesifik
baglandig1 sanilmaktadir. Sonraki c¢aligmalar, DNA kii¢ilk oyugunun AT’ce
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zengin bolgesine DAPI'nin baglandigini  dogrulamistir. DAPI, mikoplazma
kontaminasyonun goriintiilenmesi ve DNA igeriginin flow sitometrik

degerlendirmesi i¢cinde kullanilmaktadir (Krishan ve Dandekar, 2005).
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Kullanilan Test Maddeleri

Dipiridofenazin, dipiridofenazin-platin(ll) kompleksi ve dipiridofenazin-
altin(Ill) kompleksi olan metal tirevi maddeler kullanilmistir. Anadolu
Universitesi Eczacilik Fakiiltesi, Farmasotik Kimya Anabilim Dali’ndan elde

edilmis olup, maddelerin kimyasal formiilleri verilmistir.

2.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM, Sigma ve Biological
Industries), Fetal Bovine Serum Gold (PAA), Penicilin-Streptomycin (Sigma),
Cisplatin (Sigma), Tripsin-EDTA solution (10X, Sigma), %0,5 lik Triton X-100
(Sigma), Sodyum bikarbonat (Sigma), %3,7 Formaldehit (Merck), Dimetil
Siilfoksit (Merck), KCI (Sigma), NaCl (Merck), KH,PO, (Merck), Na,HPO4
(Merck), EDTA (Merck), Siv1 azot.

2.3. Kullanilan Sarf Malzemeler

25 cm?lik flasklar (TPP ve Cell Star), 96 ve 6 kuyucuklu plakalar (TPP),
cam meziirler, cam pipetler (1, 2, 5 ve 10 ml hacimlerinde), enjektorler (10, 20 ve
50 ml hacimlerinde), 25, 50, 100, 250, 500 ve 1000 ml’lik Durham siseleri, 10
ml’lik tek kullanimlik pipetler. Steril polipropilen santrifiij tiipleri (15 ve 50 ml

hacimlerinde), steril tek kullanimlik filtreler (0,2 mikron ¢apinda), Thoma lama.

2.4. Kullanilan Aletler ve Cihazlar

Sogutmali ve yiiksek devirli santrifiij (Heraus), kuru hava sterilizatorii
(Niive), otoklav, derin dondurucu (-20, -86), buzdolabi, manyetik karistirici, CO,
inkiibatorii (Heraus), steril kabin (Heraus), sivi azot kaplari, otomatik pipetler,

kar-buz makinesi (Scotsman), su banyosu (Clifton), Eliza okuyucu (ELx808-1U,
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Bio-Tek), Fluoresan atagmanli 1s1k mikroskobu (BX50, DP71) Inverted
mikroskop (Olympus, DP70), 12 kanalli mikropipet (eppendorf), dagitici pipet

(eppendorf).
2.5. Hiicre Kiiltiiriinde Kullanilan Hiicreler
2.5.1. SRP7 hiicre kiltiirii

SRP7 hiicreleri inaktif hale getirilmis %10’luk Fetal Bovine Serum,
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM), Penicilin-Streptomycin ve % 9,2
NaHCOj; iceren besiyerinin bulundugu 25 cm?’lik flasklarda %95°lik hava ve %5
COy’li gaz ortaminda, 37°C’deki CO; inkiibatdriinde (Heraus) kiiltiire edilmistir.

2.6. Test Maddelerinin Dozlarinin Hazirlanmasi
2.6.1. Dipiridofenazin ve komplekslerinin dozlarimin hazirlanmasi

Dipiridofenazin, dipiridofenazin-platin(ll) ve dipiridofenazin-altin(III)
kompleksi dimetil siilfoksit (DMSO; Merck) iginde ¢oziilerek 0,5 uM, 1 uM, 2
uM, 5 uM, 10 uM, 20 uM ve 40 uM’lik dozlar hazirlanmistir. Maddelerimiz
DMSO i¢inde ¢oziildiigi i¢cin, negatif kontrol olarak, ¢dziicii madde olan DMSO

kullanilmastr.
2.6.2. Cisplatin dozlarmin hazirlanmasi

Cisplatin, dimetil siilfoksit (DMSO; Merck) i¢inde ¢oziilerek 0,5 uM, 1
uM, 2,5 uM, 5 uM, 10 uM, 20 uM ve 40 uM’lik dozlar hazirlanmistir. Cisplatin,
DMSO iginde ¢oziildiigii icin, negatif kontrol olarak, ¢6ziicii madde olan DMSO

kullanilmastir.
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2.7. Test Maddelerinin Analiz Kosullar:

Bu tez kapsaminda, dipirido[3,2-a:2’,3’-c]fenazin ligand1 (L) (dppz)
kullanilarak, dipirido[3,2-a:2’,3’-c]fenazin-platin(I1) kompleksi ([Pt(dppz)Cl,]) ve
dipirido[3,2-a:2°,3’-c]fenazin-altin(l11) kompleksi ([Au(dppz)Cl,]CI)
sentezlenmis, reaksiyonlar ITK (ince tabaka kromatografisi) yontemi ile
izlenmistir. Gerektigi durumlarda bazi maddelerin saflastirilmalarinda kolon
kromatografisi yontemi uygulanmis bunun i¢in, kolonlarda dolgu maddesi olarak
sefadeks ya da silikagel ve uygun bir yiriitiicii ¢6ziicii kullanilmistir. Ara
tiriinlerin ve sonu¢ Triinlerinin yap1 aydinlatma c¢alismalarinda bilesiklerin
elementel analizleri ile IR, 'H NMR, C NMR ve kiitle analizlerinden

faydalanilmistir.
2.8. Test Maddelerinin Formiilleri
2.8.1. Dipiridofenazin
=
N | N
=
_ T
N=" | N
=

Ligand:dppz (dipyrido[3,2-a:2',3'-c]phenazine)

Sekil 2.1. Dipirido[3,2-a:2°,3’-c]fenazin yapisi

2.8.2. Dipiridofenazin-platin(11) kompleksi

>N/J©

Sekil 2.2. Dipirido[3,2-a:2°,3’-c]fenazin-platin(l1) [Pt(dppz)Cl,] yapisi
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2.8.3. Dipiridofenazin-altin(111) kompleksi

=

Cl |
N N
S| -
NS
CI/ N=" | N

N

Sekil 2.3. Dipirido[3,2-a:2°,3’-c]fenazin-altin(III) [Au(dppz)Cl,]Cl yapist

2.8.4. Cisplatin

HaN Cl
™ Py 4

Z7 N
HaN Cl

Sekil 2.4. Cis-diaminedikloroplatin(Il) yapist
2.9. Kullanilan Arag ve Gereclerin Hazirlanmasi

Calismalarda kullanilan cam ve metal malzemeler aliiminyum folyolara
sar1l1 olarak sterilizatorde 180°C’de 2 saat, yine bazi cam ve plastik malzemeler ve
sivt soliisyonlar da aliiminyum folyolara sarili olarak otoklavda 121°C, 1,5
atm/Hg basincta 20 dakika siire ile steril edilerek kullanilmistir. Kullanilan bazi

stv1 kimyasallar 0,2 pm aralikli seliiloz nitrat filtreden gecirilerek kullanilmigtir.
2.10. Yontem
2.10.1. Hiicrelerin testler icin hazirlanmasi
Uygun kosullarda c¢ogalmaya birakilan hiicreler flask yiizeyini %70

oraninda kapladiklar1 zaman Tripsin-EDTA ile muamele edilerek flask tabanindan

kaldirilmigtir, Trypan blue (tripan mavisi) boyasi ile boyanan hiicreler Thoma
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lam1 yardimiyla 3 kez sayillarak MTT testi i¢in 96 kuyucuklu hiicre kiltiirii
plakalarinin her kuyucuguna 3000 hiicre olacak sekilde ekilmislerdir. Hiicrelerin
yapismasi ve yeni ortama aligmasi i¢in 37°C’de, 24 saat inkiibe edilmislerdir. 24
saat  inkiibasyon siliresi sonunda hiicrelerin  {izerindeki  besiyerleri
uzaklagtirllmistir. Hiicrelerin tlizerine test maddelerinin sitotoksik etkilerini
belirlemek {iizere test maddelerinin istenen konsantrasyonlarni iceren taze
besiyerleri ilave edilip 24, 48 saat 37°C’de CO, inkiibatoriinde inkiibe edilmistir.
Test maddelerinin belirlenen dozlart hazirlanmistir. Dipiridofenazin,
dipiridofenazin-platin(ll) kompleksi ve dipiridofenazin-altin(Ill) kompleksi i¢in
¢oOziici olarak DMSO (dimetil siilfoksit) kullanilmistir. DMSO oran1 % 0,1’
gecmeyecek sekilde hazirlanmistir ve final konsantrasyonlari: Dipiridofenazin,
dipiridofenazin-platin(Il) kompleksi ve dipiridofenazin-altin(IIl) kompleksi’nin
0,5 uM, 1 uM, 2 uM, 5 uM, 10 uM, 20 uM ve 40 puM’lik dozlar olmasi
saglanmistir. Bu konsantrasyonlarda besiyerinde hazirlanan test maddelerinin
konsantrasyonlari, kontrol grubu (sadece besiyeri) ve %0,1 DMSO igeren ¢6ziicii
kontrol grubu da teste eklenmistir. Cisplatinde pozitif kontrol grubu olarak

kullanilmastir.
2.10.2. MTT ol¢iimii

Test maddeleri ile 24-48 saat muamele edilen hiicrelerden inkiibasyon
siiresi sonunda besiyerleri uzaklastirilmistir. Hiicreler 5Smg/ml™ MTT soliisyonu
ile canlt hiicrelerin metabolik aktiviteleri sonucu MTT boyasmin suda
¢oziilmeyen formazan tuzu haline doniistiiriilebilmesi igin karbondioksit
inkiibatoriinde 2 saat inkiibasyona birakilmistir. Bu siire sonunda hiicrelerden
MTT boyast uzaklastirilmistir. Canli hiicreler tarafindan olusturulan formazan
tuzlarinin ¢oziilmesi i¢in her bir kuyucuga DMSO ilave edilmistir. Plakalardaki
hiicrelerin  optik densiteleri ELISA cihazinda 570 nm dalga boyunda
okutulmustur. Test maddesi ile muamele edilmeyen kontrol hiicre canliligi % 100
olarak kabul edilerek, deney hiicrelerinin canlilik oranlar1 yiizde olarak ifade

edilmistir. Bu test 3 kez tekrar edilmistir (Mosmann 1983).
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2.10.3. Fluoresan boyama ile morfolojik inceleme

6’1 plakalara yerlestirilen steril lameller lizerine ekilen 5SRP7 hiicreleri 24
saat lamellerin iizerine yapismalari i¢in 37°C’de %5 CO; igeren inkiibatorde
kiiltiire edilmiglerdir. Metal tiirevlerin sitotoksisite testleri sonucunda belirlenen
belirleyici sitotoksik dozu, lameller {izerine yapisan hiicrelere 24 saat siiresince
uygulanmistir. Bu siire sonunda lameller % 3,7’lik formaldehit ile tespit
edilmislerdir. Daha sonra steril fosfatlanmis tampon ¢ozeltisi (PBS: 137 uM
NaCl, 2.7 uM KCl, 15 pM KH3PO4, 8 uM NaHPOy4; pH 7.3 ) ile yikamalari
yapilan lameller, 1mg/ml DAPI ile 30 dakika boyanmiglardir. Daha sonra PBS ile

yikanan lameller fotograflanmstir.

2.11. Mikroskobi

Hiicreler fluoresan atagmana sahip Olympus BX50 mikroskobunda

incelenmislerdir.

2.12. Fotografi

Kiltiir hiicrelerinin mikroskop altinda saptanan uygun fluoresan
gortntiileri Olympus DP-71 fotomikrografi araci kullanilarak fotograflanmustir.
Hiicrelerin  boyanmamis halleri, Olympus 1X71 inverted mikroskobunda
incelenerek, Olympus DP-70 fotomikrografi araci ile fotograflanmistir.

2.13. istatistiksel Degerlendirmeler

Istatistiksel degerlendirmeler i¢in SPSS (Statistical Package for the Social
Sciences) programi kullanilmistir. Elde edilen verilerin tek yonlii ANOVA ile
post-hoc olarak Tukey testi uygulanarak anlamliliklar1 belirlenmistir. Anlamlilik

degeri olarak p<0.05 kabul edilmistir.
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3. BULGULAR

3.1. MTT Sonuclari

3.1.1. Dipiridofenazinin (dppz) SRP7 hiicrelerinin cogalmasi iizerine

etkileri

Dipiridofenazinin 0,5 puM’lik konsantrasyonu, hiicre sayisinda kontrole
gore birinci glin %2 oraninda diislise neden olurken, ikinci giin ise %5 oraninda
diisiise neden oldugu saptanmistir. Hiicre sayisinda azalmaya neden oldugu
belirlenmistir (Sekil 3.1). Bu doz cisplatin ile kiyaslandiginda, ligand maddenin
cisplatin kadar sitotoksisite gostermedigi gozlenmistir.

Dipiridofenazinin 1 uM’lik konsantrasyonu, hiicre sayisinda kontrole gore
birinci giin %2 oraninda diisiise neden olurken, ikinci giin ise %17 oraninda
diisiise neden oldugu saptanmistir. Hiicre sayisinda azalmaya neden oldugu
belirlenmistir (Sekil 3.1). Bu doz cisplatin ile kiyaslandiginda, ligand maddenin
cisplatin kadar sitotoksisite gostermedigi gozlenmistir.

Dipiridofenazinin 2 pM’lik konsantrasyonu, hiicre sayisinda kontrole gore
birinci giin %7 oraninda diislise neden olurken, ikinci giin ise %50 oraninda
diisiise neden oldugu saptanmistir. Hiicre sayisinda biiyiik oranda azalmaya neden
oldugu belirlenmistir (Sekil 3.1). Bu dozda ligand madde cisplatinin 2,5 puM’lik
dozuyla kiyaslandiginda iki giin sonunda aymi azalma etkisine sahip olduklari
goriilmektedir. Bu dozda, cisplatin (2,5 uM) ile ayni etkiyi gosteren ligandimiz
daha sitotoksiktir denilebilir.

Dipiridofenazinin 5 uM’lik konsantrasyonu, hiicre sayisinda kontrole gore
birinci giin %18 oraninda diisiise neden olurken, ikinci giin ise %90 oraninda
diisiise neden oldugu saptanmistir. Hiicre sayisinda biiyiik oranda azalmaya neden
oldugu belirlenmistir (Sekil 3.1). Bu dozda ligand maddenin, hiicrelere karsi
cisplatinden daha fazla sitotoksisite gosterdigi gézlenmistir.

Dipiridofenazinin 10,20 ve 40 uM’lik konsantrasyonlari, hiicre sayisinda
kontrole gore birinci giin yaklasik %70 oraninda diisiise neden olurken, ikinci giin

ise %97 oraninda diisiise neden olduklar1 saptanmistir. Hiicre sayisinda biiyiik



50

oranda azalmaya neden olduklar1 belirlenmistir (Sekil 3.1). Bu ii¢ dozda da ligand
maddenin, hiicrelere karsi cisplatinden daha fazla sitotoksisite gosterdigi

gbzlenmistir.

3.1.2. Dipiridofenazin-platin(I)’nin [dppz-Pt(II)] SRP7 hiicrelerinin

cogalmasi iizerine etkileri

Dipiridofenazin-Pt(II)’nin 0,5 uM’lik konsantrasyonu, hiicre sayisinda
kontrole gore birinci glin %9 oraninda artisa neden olurken, ikinci giin ise %10
oraninda diisiise neden oldugu saptanmistir. Hiicre sayisinda azalmaya neden
oldugu belirlenmistir (Sekil 3.2). Bu dozda kompleks madde, cisplatin maddesi ile
kiyaslandiginda birinci giin cisplatin gibi sitotoksisite gdstermemistir. Hiicreler,
sayisinda artis gdstermistir. Ikinci giin kompleks madde, hiicre sayisinda diisiise
neden olmustur. Ancak cisplatin ile daha fazla sitotoksik etki gdzlenmistir.

Dipiridofenazin-Pt(II)’nin 1 pM’lik konsantrasyonu, hiicre sayisinda
kontrole gore birinci giin %7 oraninda diisiise neden olurken, ikinci giin ise %17
oraninda diisiise neden oldugu saptanmistir. Hiicre sayisinda azalmaya neden
oldugu belirlenmistir (Sekil 3.2). Bu doz cisplatin ile kiyaslandiginda, ligand
maddenin cisplatin kadar sitotoksisite gostermedigi gozlenmistir.

Dipiridofenazin-Pt(I)’nin 2 uM’lik konsantrasyonu, hiicre sayisinda
kontrole gore birinci giin %8 oraninda diisiise neden olurken, ikinci giin ise %23
oraninda diisiise neden oldugu saptanmistir. Hiicre sayisinda azalmaya neden
oldugu belirlenmistir (Sekil 3.2). Bu doz ile cisplatinin 2,5 pM’lik dozu ilk giin
ayni etkiye sahipken ikinci giin cisplatin daha sitotoksik goriilmiistiir. Bunun
nedeni uygulanan doz miktarinin daha fazla olmasidir.

Dipiridofenazin-Pt(Il)’nin 5 pM’lik konsantrasyonu, hiicre sayisinda
kontrole gore birinci giin %8 oraninda diisiise neden olurken, ikinci giin ise %54
oraninda diisiise neden oldugu saptanmistir. Hiicre sayisinda azalmaya neden
oldugu belirlenmistir (Sekil 3.2). Bu doz cisplatin ile kiyaslandiginda, ligand
maddenin cisplatin kadar sitotoksisite géstermedigi gdzlenmistir.

Dipiridofenazin-Pt(II)’nin 10 pM’lik konsantrasyonu, hiicre sayisinda

kontrole gore birinci giin %25 oraninda diisiise neden olurken, ikinci giin ise %85
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oraninda diisiise neden oldugu saptanmistir. Hiicre sayisinda azalmaya neden
oldugu belirlenmistir (Sekil 3.2). Bu doz cisplatin ile kiyaslandiginda, kontrole
gore hiicre sayisinda, birinci giin cisplatin daha fazla sitotoksisite gosterirken,
ikinci giin kompleks madde ile daha fazla sitotoksisite gozlenmistir.
Dipiridofenazin-Pt(II)’nin 20 uM’lik konsantrasyonu, hiicre sayisinda
kontrole gore birinci glin %55 oraninda diisiise neden olurken, ikinci giin ise %96
oraninda diisiise neden oldugu saptanmistir. Hiicre sayisinda biiylik oranda
azalmaya neden oldugu belirlenmistir (Sekil 3.2). Bu dozda kompleks maddenin,
hiicrelere karsi cisplatinden daha fazla sitotoksisite gosterdigi gozlenmistir.
Dipiridofenazin-Pt(II)’nin 40 puM’lik konsantrasyonu, hiicre sayisinda
kontrole gore birinci giin %74 oraninda diisiise neden olurken, ikinci giin ise %96
oraninda diisiise neden oldugu saptanmistir. Hiicre sayisinda biiyliik oranda
azalmaya neden oldugu belirlenmistir (Sekil 3.2). Bu dozda kompleks maddenin,

hiicrelere karsi cisplatinden daha fazla sitotoksisite gosterdigi gdzlenmistir.

3.1.3. Dipiridofenazin-altin(IlI)’iin [dppz-Au(IIT)] SRP7 hiicrelerinin

cogalmasi iizerine etkileri

Dipiridofenazin-Au(Ill)’iin 0,5 uM’lik konsantrasyonu, hiicre sayisinda
kontrole gore birinci glin %1 oraninda artisa neden olurken, ikinci giin ise %16
oraninda diislise neden oldugu saptanmistir. Hiicre sayisinda azalmaya neden
oldugu belirlenmistir (Sekil 3.3). Bu dozda kompleks madde, cisplatin maddesi ile
kiyaslandiginda birinci giin cisplatin gibi sitotoksisite gdstermemistir. Hiicreler,
sayisinda artis gdstermistir. Ikinci giin kompleks madde, hiicre sayisinda diisiise
neden olmustur. Ancak cisplatin ile daha fazla sitotoksik etki gdzlenmistir.

Dipiridofenazin-Au(Ill)’iin 1 pM’lik konsantrasyonu, hiicre sayisinda
kontrole gore birinci giin %6 oraninda diisiise neden olurken, ikinci giin ise %20
oraninda diisiise neden oldugu saptanmistir. Hiicre sayisinda azalmaya neden
oldugu belirlenmistir (Sekil 3.3). Bu doz cisplatin ile kiyaslandiginda, ligand
maddenin cisplatin kadar sitotoksisite gostermedigi gézlenmistir.

Dipiridofenazin-Au(Ill)’iin 2 pM’lik konsantrasyonu, hiicre sayisinda

kontrole gore birinci giin %16 oraninda diisiise neden olurken, ikinci giin ise %25
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oraninda diisiise neden oldugu saptanmistir. Hiicre sayisinda azalmaya neden
oldugu belirlenmistir (Sekil 3.3). Bu dozda kompleks madde cisplatinin 2,5
uM’lik dozu ile kiyaslandiginda, birinci giin cisplatinden daha sitotoksik oldugu
gdzlenmistir. Ikinci giin cisplatin daha fazla sitotoksik etki gostermistir.

Dipiridofenazin-Au(Ill)’iin 5 pM’lik konsantrasyonu, hiicre sayisinda
kontrole gore birinci giin %34 oraninda diisiise neden olurken, ikinci giin ise %88
oraninda diisiise neden oldugu saptanmistir. Hiicre sayisinda azalmaya neden
oldugu belirlenmistir (Sekil 3.3). Bu dozda kompleks maddenin, hiicrelere karsi
cisplatinden daha fazla sitotoksisite gosterdigi gézlenmistir.

Dipiridofenazin-Au(Ill)’iin 10 pM’lik konsantrasyonu, hiicre sayisinda
kontrole gore birinci giin, %52 oraninda diisiise neden olurken, ikinci giin ise
konsantrasyonda %90 oraninda diistise neden oldugu saptanmistir. Hiicre
sayisinda biiylik oranda azalmaya neden oldugu belirlenmistir (Sekil 3.3). Bu
dozda kompleks maddenin, hiicrelere karsi cisplatinden daha fazla sitotoksisite
gosterdigi gozlenmistir.

Dipiridofenazin-Au(Ill)’iin 20 pM’lik konsantrasyonu, hiicre sayisinda
kontrole gore birinci giin %55 oraninda diisiise neden olurken, ikinci giin ise %90
oraninda diisiise neden oldugu saptanmistir. Hiicre sayisinda azalmaya neden
oldugu belirlenmistir (Sekil 3.3). Bu dozda kompleks madde cisplatin ile
kiyaslandiginda, birinci giin hiicrelere karsi daha fazla sitotoksisite gdstermistir.
Ikinci giin ise iki maddenin de ayn1 oranda sitotoksisite gosterdigi gdzlenmistir.

Dipiridofenazin-Au(Ill)’iin 40 pM’lik konsantrasyonu, hiicre sayisinda
kontrole gore birinci giin %61 oraninda diigiise neden olurken, ikinci giin ise %90
oraninda diislise neden oldugu saptanmustir. Hiicre sayisinda azalmaya neden
oldugu belirlenmistir (Sekil 3.3). Bu dozda kompleks madde cisplatin ile
kiyaslandiginda cisplatinden olduk¢a az bir oranla daha az sitotoksisite gosterdigi

gozlenmistir

3.1.4. Cisplatinin SRP7 hiicrelerinin cogalmasi iizerine etkileri

Cisplatinin 0,5 puM’lik konsantrasyonu, hiicre sayisinda kontrole gore

birinci giin %7 oraninda diisiise neden olurken, ikinci giin ise %14 oraninda
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diisiise neden oldugu saptanmistir. Hiicre sayisinda azalmaya neden oldugu
belirlenmistir (Sekil 3.4).

Cisplatinin 1 uM’lik konsantrasyonu, hiicre sayisinda kontrole gore birinci
giin %10 oraninda diistise neden olurken, ikinci giin ise %30 oraninda diisiise
neden oldugu saptanmistir. Hiicre sayisinda azalmaya neden oldugu belirlenmistir
(Sekil 3.4).

Cisplatinin 2,5 uM’lik konsantrasyonu, hiicre sayisinda kontrole gore
birinci giin %7 oraninda diisiise neden olurken, ikinci giin ise %48 oraninda
diisiise neden oldugu saptanmistir. Hiicre sayisinda azalmaya neden oldugu
belirlenmistir (Sekil 3.4).

Cisplatinin 5 pM’lik konsantrasyonu, hiicre sayisinda kontrole gore birinci
giin %14 oraninda diislise neden olurken, ikinci giin ise %65 oraninda diisiise
neden oldugu saptanmistir. Hiicre sayisinda azalmaya neden oldugu belirlenmistir
(Sekil 3.4).

Cisplatinin 10 pM’lik konsantrasyonu, hiicre sayisinda kontrole gore
birinci giin %31 oraninda diisiise neden olurken, ikinci giin ise %83 oraninda
diisiise neden oldugu saptanmistir. Hiicre sayisinda azalmaya neden oldugu
belirlenmistir (Sekil 3.4).

Cisplatinin 20 uM’lik konsantrasyonu, hiicre sayisinda kontrole gore
birinci giin %39 oraninda diisiise neden olurken, ikinci giin ise %90 oraninda
diistise neden oldugu saptanmustir. Hiicre sayisinda biiyiik oranda azalmaya neden
oldugu belirlenmistir (Sekil 3.4).

Cisplatinin 40 uM’lik konsantrasyonu, hiicre sayisinda kontrole gore
birinci giin %63 oraninda diisiise neden olurken, ikinci giin ise %91 oraninda
diisiise neden oldugu saptanmustir. Hiicre sayisinda biiyiik oranda azalmaya neden

oldugu belirlenmistir (Sekil 3.4).
3.2. Fluoresan Boyama ile Morfolojik inceleme Sonuclari
Dort adet test maddesinin MTT deneylerinden elde edilen sonuglarina gore

belirlenen dozunun, apoptozise neden olup olmadigi, SRP7 hiicreleri {izerinde

DAPI boyamasi uygulandiktan sonra Olympus BX50 fluoresan mikroskobu
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kullanilarak arastirilmistir. Saptanan uygun goriintiiler Olympus DP-71 otomatik

fotomikrografi araci kullanilarak fotograflanmistir.

3.2.1. Dipiridofenazin ligandinin 5RP7 hiicreleri iizerine morfolojik

etkileri

Dipiridofenazin ligandi, yapilan MTT testlerinde hiicrelere kars1 belirleyici
sitotoksik etkinin gozlendigi doz olan 10 pM’da (hiicre sayisinda birinci giin %70
oraninda diisiise neden olmustur) apoptotik etki gostermistir. Hiicrelerin i¢indeki
DNA fragmente ve kondanse olmus, hiicre sayisinda da bir azalma gozlenmistir

(Sekil 3.5-¢).

3.2.2. Dipiridofenazin-Pt(l11) kompleksinin 5RP7 hiicreleri iizerine
morfolojik etkileri

Dipiridofenazin-Pt(II) kompleksi, yapilan MTT testlerinde hiicrelere karsi
belirleyici sitotoksik etkinin gozlendigi doz olan 10 puM’da (hiicre sayisinda
birinci glin %25 oraninda diisiise neden olmustur) apoptotik etki gostermistir.
Hiicrelerin i¢indeki DNA fragmente ve kondanse olmus, hiicre sayisinda da bir

azalma g6zlenmistir (Sekil 3.5-d).

3.2.3. Dipiridofenazin-Au(l11) kompleksinin 5RP7 hiicreleri iizerine
morfolojik etkileri

Dipiridofenazin-Au(Ill) kompleksi, yapilan MTT testlerinde hiicrelere
kars1 belirleyici sitotoksik etkinin gozlendigi doz olan 10 uM’da (hiicre sayisinda
birinci giin %52 oraninda diisiise neden olmustur) apoptotik etki gostermistir.
Hiicrelerin i¢indeki DNA fragmente ve kondanse olmus, hiicre sayisinda da bir

azalma gozlenmistir (Sekil 3.5-¢).
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3.2.4. Cisplatinin SRP7 hiicreleri iizerine morfolojik etkileri

Cisplatin maddesi, yapilan MTT testlerinde hiicrelere karsi belirleyici
sitotoksik etkinin gozlendigi doz olan 10 uM’da (hiicre sayisinda %31 oraninda
diisiise neden olmustur) apoptotik etki gostermistir. Hiicrelerin i¢indeki DNA
fragmente ve kondanse olmus, hiicre sayisinda da bir azalma gozlenmistir (Sekil
3.5-f)

3.3. Sitotoksik Aktiviteye Bagh Morfolojik Inceleme

5RP7 hiicrelerinin inverted mikroskop ile ¢ekilmis bu goriintiileri,
hiicrelerin lizerine test maddelerinin belirlenen konsantrasyonlarini igeren
besiyerleri ilave edilip, 24 saat ve 48 saat sonunda, MTT boyas1 verilmeden
hemen oOnce fotograflanmigtir. En diisiik konsantrasyondan, en yiiksek
konsantrasyona dogru hiicre sayisindaki azalma goriintillenmistir (Sekil 3.6, Sekil
3.7, Sekil 3.8, Sekil 3.9, Sekil 3.10, Sekil 3.11).
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Sekil 3.3. Dipiridofenazin(dppz)-Au(I1l) kompleksinin, 5RP7 hiicreleri iizerine etkisinin MTT testi

ile degerlendirilmesi. (*) isareti kontrol grubuna gore anlamli farkliliklar1 gdstermektedir.

Anlamlilik degeri p<0,05

120

100

80 -

60 -

40 A

Hiicre Canlihigi(%Kontrol)

20 -

5RP7

* —e—DMSO 1 pl/ml

—— Cisplatin 0,5 uM
Cisplatin 1 puM
Cisplatin 2,5 uM

—%¥— Cisplatin 5 uM

—&— (Cisplatin 10 uM

—+— Cisplatin 20 uM

—— Cisplatin 40 uM

Giin
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kontrol grubuna goére anlamli farkliliklar1 géstermektedir. Anlamlilik degeri p<0,05
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Sekil 3.5. 5RP7 hiicreleri iizerinde apoptotik etkinin DAPI boyama ile degerlendirilmesi, A:
Kontrol, B: DMSO, C: Dipiridofenazin (10 uM), D: Dipiridofenazin-Pt(II) kompleksi (10 pM), E:
Dipiridofenazin-Au(l1l) kompleksi (10 uM), F: Cisplatin (10 uM). Oklar apoptotik yapilart
gostermektedir. Olgii birimi 20 pm
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200 pm

Sekil 3.6. Dipirido[3,2-a:2’,3’-c]fenazinin, 5RP7 hiicreleri iizerine sitotoksik etkisi (1.giin),
A:Kontrol, B: DMSO, C:0,5 uM, D:1 uM, E:2 uM, F:5 uM, G:10 pM, H:20uM, i:40uM. Olgii
birimi: 200um
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Sekil 3.6. (Devam) Dipirido[3,2-a:2°,3’-c]fenazinin, 5RP7 hiicreleri {izerine sitotoksik etkisi
(1.giin), A:Kontrol, B: DMSO, C:0,5 uM, D:1 pM, E:2 pM, F:5 uM, G:10 uM, H:20uM, 1:40uM.
Olgii birimi: 200um

5RP7 hiicrelerinin inverted mikroskopta gekilmis bu goriintiilerinde, 5RP7
hiicreleri iizerine denenmis dipiridofenazin maddesinin, hiicreler iizerindeki
sitotoksisitesinin, en diisiikk konsantrasyondan en yiiksek konsantrasyona dogru
arttign  gosterilmektedir. Diisiik konsantrasyonlarda (0,5-1-2-5 uM) hiicre
sayisinda azalma orani birbirine yakin gozlenirken, yiiksek konsantrasyonlarda
(10-20-40 uM) hiicre sayisinda azalma orani biiyiik oranda gozlenmistir. Bu
konsantrasyonlarda o6len hiicreler, canli halde iken sahip olduklari yildizimsi
seklini kaybederek, yuvarlak bir hal alip kiime seklinde bir araya toplandiklar

goriilmektedir.
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200" um

200 m

Sekil 3.7. Dipirido[3,2-a:2°,3’-c]fenazinin 5RP7 hiicreleri iizerine sitotoksik etkisi (2.gilin).
A:Kontrol, B: DMSO, C:0,5 uM, D:1 pM, E:2 uM, F:5 uM, G:10 pM, H:20uM, 1:40uM. Olgii
birimi: 200pm
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200 pm

Sekil 3.7. (Devam) Dipirido[3,2-a:2’,3’-c]fenazinin 5RP7 hiicreleri tiizerine sitotoksik etkisi
(2.giin). A:Kontrol, B: DMSO, C:0,5 uM, D:1 pM, E:2 pM, F:5 uM, G:10 uM, H:20uM, 1:40uM.
Olgii birimi: 200um

5RP7 hiicrelerinin inverted mikroskopta gekilmis bu goriintiilerinde, 5RP7
hiicreleri tlizerine denenmis dipiridofenazin maddesinin hiicreler iizerindeki
sitotoksisitesinin, en diisilk konsantrasyondan en yiiksek konsantrasyona dogru
arttif1 gosterilmektedir. Ikinci giinde diisiik konsantrasyonlar da goriintiilenen
hiicre yogunlugu birinci gline gore daha fazladir. Diislik konsantrasyonda (0,5-1-
2-5 uM) gozlenen hiicrelerde, kontrole gore azalma gozlenmistir. Yiksek
konsantrasyondaki (10-20-40 uM) hiicrelerde, hiicre sayisindaki azalma oldukga
belirgindir. Bu konsantrasyonlarda 6len hiicreler, canli halde iken sahip olduklari
yildizims1 sekli kaybederek, yuvarlak bir hal alip kiime seklinde bir araya

toplandiklar1 goriilmektedir.
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Sekil 3.8. Dipirido[3,2-a:2°,3’-c]fenazin Pt(ll) kompleksinin ( [Pt(dppz)Cl,] ), SRP7 hiicreleri
iizerine sitotoksik etkisi (1.giin) A:Kontrol, B: DMSO, C:0,5 uM, D:1 uM, E:2 uM, F:5 uM, G:10
uM, H:20uM, 1:40uM. Olgii birimi: 200pm
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200 pm

—_—

0 unf

Sekil 3.8. (Devam) Dipirido[3,2-a:2°,3’-c]fenazin Pt(ll) kompleksinin ( [Pt(dppz)Cl,] ), 5RP7
hiicreleri tizerine sitotoksik etkisi (1.glin) A:Kontrol, B: DMSO, C:0,5 uM, D:1 uM, E:2 uM, F:5
uM, G:10 uM, H:20uM, 1:40uM. Olgii birimi: 200pm

SRP7 hiicrelerinin inverted mikroskopta ¢ekilmis bu goriintiilerinde, SRP7
hiicreleri iizerine denenmis dipiridofenazin-platin(Il) kompleksinin hiicreler
iizerindeki  sitotoksisitesinin, en diisiik konsantrasyondan en yiiksek
konsantrasyona dogru arttig1 gosterilmektedir. Diisiik konsantrasyonlarda (0,5-1-
2-5 puM) hiicre sayisinda azalma orani birbirine yakin gozlenirken, yiiksek
konsantrasyonlarda (10-20-40 uM) hiicre sayisinda azalma orani biiyiik oranda
gozlenmistir. Bu konsantrasyonlarda 6len hiicreler canli halde iken sahip olduklar1
yildizims1 seklini kaybederek yuvarlak bir hal alip kiime seklinde bir araya

toplandiklar1 goriilmektedir.
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Sekil 3.9. Dipirido[3,2-a:2",3’-c]fenazin Pt(ll) kompleksinin ( [Pt(dppz)Cl,] ), SRP7 hiicreleri
iizerine sitotoksik etkisi (2.giin) A:Kontrol, B: DMSO, C:0,5 uM, D:1 uM, E:2 uM, F:5 uM, G:10
uM, H:20uM, 1:40uM. Olgii birimi: 200um
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Sekil 3.9. (Devam) Dipirido[3,2-a:2°,3’-c]fenazin Pt(ll) kompleksinin ( [Pt(dppz)Cl,] ), 5RP7
hiicreleri tizerine sitotoksik etkisi (2.glin) A:Kontrol, B: DMSO, C:0,5 uM, D:1 uM, E:2 uM, F:5
uM, G:10 uM, H:20uM, 1:40uM. Olgii birimi: 200pm

SRP7 hiicrelerinin inverted mikroskopta ¢ekilmis bu goriintiilerinde, SRP7
hiicreleri iizerine denenmis dipiridofenazin-platin(Il) kompleksinin hiicreler
iizerindeki  sitotoksisitesinin, en diisiik konsantrasyondan en yiiksek
konsantrasyona  dogru  arttign  gosterilmektedir.  Ikinci  giinde  diisiik
konsantrasyonlar da goriintiilenen hiicre yogunlugu birinci giine goére daha
fazladir. Diisiik konsantrasyonlar da (0,5-1-2-5 uM) goézlenen hiicrelerde, kontrole
gore azalma gozlenmistir. Yiiksek konsantrasyondaki (10-20-40 uM) hiicrelerde,
hiicre sayisindaki azalma oldukga biiyiik orandadir. Bu konsantrasyonlarda 6len
hiicreler, canli halde iken sahip olduklar1 yi1ldizimsi1 seklini kaybederek yuvarlak
bir hal alip kiime seklinde bir araya toplandiklar1 goriilmektedir.
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200 ‘pm

200 pm]

Sekil 3.10. Dipirido[3,2-a:2’,3’-c]fenazin Au(lll) kompleksinin [Au(dppz)Cl,]Cl, 5RP7 hiicreleri
iizerine sitotoksik etkisi (1.giin) A:Kontrol, B: DMSO, C:0,5 uM, D:1 uM, E:2 uM, F:5 uM, G:10
uM, H:20uM, 1:40uM. Olgii birimi: 200um
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Sekil 3.10. (Devam) Dipirido[3,2-a:2°,3’-c]fenazin Au(lll) kompleksinin [Au(dppz)Cl,]Cl, 5RP7
hiicreleri tizerine sitotoksik etkisi (1.glin) A:Kontrol, B: DMSO, C:0,5 uM, D:1 uM, E:2 uM, F:5
uM, G:10 uM, H:20uM, 1:40uM. Olgii birimi: 200pm

S5RP7 hiicrelerinin inverted mikroskopla ¢ekilmis bu goriintiilerinde, SRP7
hiicreleri tiizerine denenmis dipiridofenazinin-altin(Ill) kompleksinin, hiicreler
tizerindeki  sitotoksisitesinin, en diisik konsantrasyondan en yiiksek
konsantrasyona dogru arttig1 gosterilmistir. Diisiik konsantrasyonlarda (0,5-1-2-5
uM) hiicre sayisinda azalma orani1 birbirine yakin gozlenirken, yiiksek
konsantrasyonlarda (10-20-40 uM) hiicre sayisinda azalma biiyiik oranda
gozlenmistir. Bu konsantrasyonda 6len hiicreler, canli halde iken sahip olduklari
yildizims1 seklini kaybederek yuvarlak bir hal alip kiime seklinde bir araya

toplandiklar1 goriilmektedir.
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Sekil 3.11. Dipirido[3,2-a:2’,3’-c]fenazin Au(lll) kompleksinin [Au(dppz)Cl,]Cl, 5RP7 hiicreleri
iizerine sitotoksik etkisi (2.giin) A:Kontrol, B: DMSO, C:0,5 uM, D:1 uM, E:2 uM, F:5 uM, G:10
uM, H:20uM, 1:40uM. Olgii birimi: 200um
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Sekil 3.11. (Devam) Dipirido[3,2-a:2°,3’-c]fenazin Au(lll) kompleksinin [Au(dppz)Cl,]Cl, 5RP7
hiicreleri tizerine sitotoksik etkisi (2.glin) A:Kontrol, B: DMSO, C:0,5 uM, D:1 uM, E:2 uM, F:5
uM, G:10 uM, H:20uM, 1:40uM. Olgii birimi: 200pm

5RP7 hiicrelerinin inverted mikroskopla ¢ekilmis bu goriintiilerinde, SRP7
hiicreleri tizerine denenmis dipiridofenazin-altin(Ill) kompleksinin hiicreler
iizerindeki  sitotoksisitesinin, en diisiik konsantrasyondan en yiiksek
konsantrasyona dogru arttif1 gosterilmistir. Ikinci giinde diisiik konsantrasyonlar
da goriintiilenen hiicre yogunlugu, birinci giine gore daha fazladir. Diisiik
konsantrasyonlar da (0,5-1-2 uM) gozlenen hiicrelerde, kontrole gore azalma
gozlenmigtir. Yiiksek konsantrasyondaki (5-10-20-40 uM) hiicrelerde, hiicre
sayisindaki azalma oldukg¢a belirgindir. Bu konsantrasyonlarda 6len hiicreler,
canlt halde iken sahip olduklar1 yildizims: seklini kaybederek yuvarlak bir hal alip

kiime seklinde bir araya toplandiklar1 goriilmektedir.
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4. TARTISMA, SONUC VE ONERILER

Bir zamanlar tedavi edilemez bir hastalik oldugu diisiiniilen kanser, diinya
genelinde temel bir saglik problemidir. Fakat bugiin erken safhada teshis edilen
cogu hasta hayatta kalmaktadir (Patra ve ark., 2010). Son 10 yildir DNA ile
etkilesim gosteren transisyon metal kompleksleri, teshis problari, antikanser veya
tedavi edici maddeler olarak kullanilmaktadir ve genom arastirmasinda da biiytik
ilgi gérmiiglerdir. Barton ve arkadaslar1 bir transisyon metal olan dipiridofenazin
ligandinin biiylik aromatik yapisindan dolayt DNA eklenme yetenegine sahip
oldugunu gostermislerdir (Terenzi ve ark., 2009). DNA molekiili boyunca
spesifik bolgelerine baglanan kiiclik molekiillerin potansiyel kemoterapotik
ajanlar oldugu diisiiniilmektedir. Cok sayida DNA etkilesimli heterosiklik
bilesikler degerlendirilmistir. Bunlar arasinda transisyon metallerle kompleks olan
dipiridofenazin de bulunmaktadir (Szczepanik ve ark. 2009). Metal iyonlar ya
tedavi ya da teshis amacli olarak bir biyolojik sistemde uygulanabilmektedir.
Metal bilesigin aktivite gdstermesinde, hangi boliimiiniin etkin olduguna yonelik
metalin kendisi mi, ligand madde mi, yoksa metal-ligand kompleksi mi sorulari
onemlidir. Uygun hale getirilen ¢ok fonksiyonlu metal temelli ilag ligandlar, ¢cok
fazla merak konusudur.

Organometalik kimya uygulamalarinda, biyoloji ve ilaca kars: artan bir ilgi
vardir. Organometalik kimya 20.yy’in ikinci yarisinda hizla gelismistir,
organometalik kompleksler, antikanser ajanlar olarak yogun ilgi gérmektedir.
Ozellikle bir metal grubu ile bilesik yapan dipiridofenazin gibi ligand maddeler
arastirtlmaktadir (Ronconi ve Sadler, 2007). Bununla birlikte metal kompleksler,
DNA problar1 gibi kullanilmislardir. Sadece platin ailesi bilesikleri yaygin sekilde
kemoterapotik ajanlar olarak kullanilmaktadir (Granger ve ark., 2005).
Platin(Il)’nin DNA merkezine baglanmasi ile ya nekrozis ya da apoptozis
meydana gelerek, hiicre 6liimii ile sonuglanmaktadir. Cisplatin ve platin temelli
bilesikler cesitli tiimorlere karsi yiiksek aktivite gostermektedir. Bu 6zellik yeni
antitimor ajanlarin arastirilmasi icin 6nemlidir (Aguirre ve ark., 2009). Altin(III)
koordinasyonu, Pt(Il) ile izoelektroniktir ve bu benzerlikten dolayr altin(III)

kompleksleri, antikanser ilaclar olarak test edilmek ve gelistirilmek i¢in iyi
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adaylar olarak gosterilmektedir. Bazi ¢alismalarda yeni altin(IIl) bilesiklerinin
hem in vitro da hem in vivo da uygun antitimoér ozellikler gosterdigi rapor
edilmistir. Organoaltin(IIl) bilesiklerinin sitotoksisitesi ve antitimodr ozellikleri
DNA zarariyla sonuglanmaktadir (Carotti ve ark., 1998).

Etkili kanser tedavileri, hiicrelerin DNA’larina zarar vererek ya da
apoptozisi tetikleyerek kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini yok eder. Hiicre
dongiisiinlin bozulmasi timor hiicrelerinin ayirici bir 6zelligi olarak bilinmektedir.
DNA zararma kars1 hiicresel cevap c¢ogunlukla hiicre dongiisiiniin G1 ve G2
fazinda durdurulmasidir. Hiicre dongiisiiniin durdurulmasi, DNA replikasyonu
i¢in, hiicre S fazina girmeden Once zararin onarilmasi i¢in hiicrelere izin verir.
DNA zararinin onarimui sirasindaki basarisizlik, mutasyonlara ve sonugta hiicrenin
oliimiine neden olacaktir (Feng ve ark., 2010).

Apoptozis (programli hiicre 6liimii), normal gelisimde 6nemli fizyolojik
bir siirectir ve apoptozisin tetiklenmesi, kanser kontrolii i¢in tedavi edici bir
strateji olarak son derece uygun goriilen bir yontemdir (Kim ve ark., 2006).
Apoptozis genetiksel olarak kontrol edilebilir ve gelisim siiresince gereksiz
hiicreleri ortadan kaldirmak i¢in 6nceden programlanmistir. Apoptozis, radyasyon
zarar1, viral enfeksiyon veya onkogenler tarafindan tetiklenen anormal hiicre
gelisimine acil bir yanit olarak kullanilir. Apoptozis ve nekrozis, dkaryotik hiicre
Oliimiiniin iki bilinen mekanizmasidir. Bu mekanizmalar1 anlamak yeni terapotik
stratejilere onciiliik edebilir (Chen ve ark., 2010).

Apoptozis, kanser hastaliginin gelisiminde temel bir bilesen olarak kabul
edilmistir. Kanserin kokeni, apoptotik {riinlerin baskilanmasini ve hiicresel
cogalmay1 kontrol dis1 birakmay1 igerir. Kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasi ve hiicre
apoptozisi, timor hiicreleri ve normal hiicreler arasindaki ayirtedici farktir.
Bununla birlikte apoptozis artisi, timor gelisimini durdurur ve bir dizi antitimor
gelisim tedavileri, tiimor hiicre apoptozisini tetiklemeyi amaglar (Ge ve ark.,
2009). Kanser tedavisindeki temel sorun p53, BCL ailesi proteinleri veya kaspaz
sinyalleri gibi apoptotik genlerinde mutasyon tasiyan tiimor hiicreleridir (Kim ve
ark., 2006). Apoptotik uyarici, DNA’nin fragmentasyonunda temel etkisi olan
kaspazlarin (sistein proteazlar) kademeli bir etkilesimi olarak bilinmektedir

(Eguchi ve ark., 2009).
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Sitotoksisiteyi belirlemek igin hiicre hatlart kullanilarak in vitro testler
uygulanmaktadir. ilag gelisim sistemleri icin 6zellikle bolgesel toksisite dnemli
bir kaygidir. Laboratuar hayvanlari ile giivenli ¢alisma alan1 saglamak igin in vitro
hiicre kiiltiirii modelleri son zamanlarda daha fazla 6nem kazanmistir (Zange ve
Kissel, 1997).

Bu tez c¢alismasinda, dipiridofenazin (dppz) ligand madde, bu ligand
maddenin Pt(Il) ve Au(lll) metal komplekslerinin, 5RP7 (h-ras onkogeni
transforme edilmis sigcan embriyo fibroblasti) hiicreleri tizerindeki sitotoksik
etkileri MTT testi ve fluoresan boyama (DAPI) yontemi kullanilarak
arastirilmistir.  Calismamizda kullanilan  dipirido[3,2-a:2°,3’-c]fenazin, 2,2’-
bipiridin ve fenazin halkalarinin kimyasal olarak formiile edilip birlesmesinden ya
da 1,10-phenanthroline ve quinoxaline’nin kimyasal olarak formiile edilmesinden
olugmaktadir (Arancibia ve ark., 2001).

Yapilan bir ¢alismada, HL-60 (insan akut promiyolositik 16semi kanseri)
hiicreleri iizerine, dppz ligand1 ile vanadilin kombine edilmis kompleksi ve
cisplatinin, 24 saat sonundaki ICsy (hiicre canliligini %50 inhibe eden
konsantrasyon) degerleri kiyaslanmistir. ICso degeri diisiik olan maddenin HL-60
hiicrelerine kars1 daha hizli sitotoksik etki gdsterdigi seklinde yorum getirilmistir.
Bu ¢alismada dppz-V (dipiridofenazin-vanadil) kompleks maddesinin cisplatinden
daha diisiik ICso degerine sahip oldugu goriilmiistiir (Benitez ve ark., 2009).

Scharwitz ve arkadaslarinin yaptig1 bir calismada, 96 saat sonunda MCF-7
(gogiis kanseri) ve 72 saat sonunda HT-29 (kolon kanseri) hiicreleri iizerine
dipirido[3,2-a:2°,3’-c]fenazin ligand maddesinin ve pozitif kontrol maddesi
cisplatinin sitotoksik etkileri gézlenmistir. Dipiridofenazin ligandinin ICso degeri,
yukarida verilen hiicre sirasina gore 0,8(0,6) uM ve 1,8(0,2) uM’dir. Cisplatinin
ICs0 degerleri sirastyla 2(0,3) uM ve 7,0(2,0) uM’dir. Dipiridofenazin ligandinin,
cisplatinden daha diisiik ICsy degerine sahip oldugu gorilmiistiir. (Scharwitz ve
ark., 2008). Bu da dipiridofenazin ligandinin, cisplatinden daha etkili bir madde
oldugu yoniinde diisiiniilebilir.

Roy ve arkadaglarinin yaptigi bir ¢alismada MTT testi kullanilarak, A498
(insan karaciger adenokarsinomasi), EVSA-T (gogiis kanseri), H226 (kiigiik
hiicreli olmayan akciger kanseri), IGROV-1 (ovaryum kanseri), M19-MEL
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(melanoma kanseri), MCF-7 (cisplatin duyarli gogiis kanseri), WIDR (kolon
kanseri), A2780 (cisplatin duyarli ovaryum kanseri), A2780R (cisplatin direngli
ovaryum kanseri) hiicreleri {izerine DMSO’da ¢oziilmiis dipirido[3,2-a:2’,3’-
c]fenazin ligandi ve pozitif kontrol maddesi cisplatinin sitotoksik etkilerine
bakilmis ve dipiridofenazin (dppz) ligandinin 48 saat sonunda 9 hiicre
kiiltiiriinden sadece dordiine (A498, H226, A2780 ve A2780R) kars1 cisplatinden
daha diisiik ICsp degerine sahip oldugu gozlenmistir. Ciinkii dppz 1Csp degerleri
A498’de 4,01 uM, H226’da 3,28 uM, A2780’de 2,18 uM, A2780R’de 1,33
uM’dir. Ancak cisplatin ICsp degerleri A498’de 7,5 uM, H226’da 10,9 uM,
A2780’de 5,22 uM, A2780R’de 8,41 uM’dir. Bu dort hiicre iginde cisplatin
direncli ovaryum hiicresi de mevcuttur. Sonu¢ olarak, dort hiicreye karsit dppz
ligandinin, cisplatinden daha fazla sitotoksik etki gosterdigini belirtmislerdir.
Dipiridofenazin ligandin, spesifik bir antitimor ilact gelistirmek i¢in uygun
potansiyele sahip oldugu rapor edilmistir (Roy ve ark., 2008).

Calismamizda elde edilen deney sonuglar1 incelendiginde dipiridofenazin
ligandinin 24 saat sonundaki 1Csy degerinin (5-10 pM), cisplatinin ICsg
degerinden (20-40 uM) diisiik oldugu belirlenmistir. Ligand maddemizin 48 saat
sonundaki 1Csy degeri (2 uM), cisplatinin ayni siire sonundaki ICsp degerinden
(2,5 uM) yine diisik olarak saptanmistir. Buna goére ligand maddemizin
cisplatinden daha fazla sitotoksik etkiye sahip oldugu disiiniilebilir. Ligand
maddemizin uygulandig: tiim konsantrasyonlarda hiicreler iizerine sitotoksik etki
gozlenmistir. Ancak diisiik konsantrasyonlarda diisiik oranda sitotoksik etki
gozlenirken, yiiksek konsantrasyonlarda bliyiik oranda sitotoksik etki
goriilmektedir. Yapilan MTT sitotoksisite testine gore, dppz ligandin 10, 20 ve 40
uM lik dozlarinda hiicre canliigmt ilk giin %30 ile ikinci giin %3 arasinda
degisen seviyeye kadar diisiirdiigii, bu dozlarin sitotoksik etki gosterdigi ve hiicre
sayisinda biiyiik oranda azalmaya neden oldugu belirlenmistir. 0,5-1-2-5 uM ‘lik
konsantrasyonlarinda hiicre sayisinda zamana ve doza bagli olarak bir azalma
gozlenmistir. Ancak 10, 20 ve 40 uM’lik konsantrasyonlarinda zamana baglh bir
azalma gozlenirken, doza bagl bir azalma gozlenmemistir.

Roy ve arkadaslarinin yaptigi diger bir ¢calismada MTT testi kullanilarak,
A498 (insan karaciger adenokarsinomasi), EVSA-T (gogis kanseri), H226 (kiiglik
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hiicreli olmayan akciger kanseri), IGROV-1 (ovaryum kanseri), M19-MEL
(melanoma kanseri), MCF-7 (cisplatin duyarli gogiis kanseri), WIDR (kolon
kanseri), A2780 (cisplatin duyarli ovaryum kanseri), A2780R (cisplatin direngli
ovaryum kanseri) hiicreleri lizerine DMSQO’da ¢oziilmiis Pt(dppz)Cl, ve pozitif
kontrol maddesi cisplatinin sitotoksik etkilerine bakilmistir ve 48 saat sonunda,
Pt(dppz)Cly’nin, 9 hiicre kiiltiirii tizerinde de cisplatinin ICsp degerlerine kiyasla
daha biiyiik ICsp degerlerine sahip oldugu goézlenmistir Cilinkii Pt(dppz)Cls,
kompleksinin ICsp degerleri A498°de 33,8 uM, EVSA-T’de 16,4 uM, H226’da
39,8 uM, IGROV-1’de 43,8 uM, M19-MEL’de 20,5 uM, MCF-7’de 21,3 uM,
WIDR’de 45,9 uM, A2780’de 13,2 uM, A2780R’de 19,3 puM’dir. Ancak
cisplatinin 1Cs degerleri A498’de 7,5 uM, EVSA-T’de 1,4 uM, H226’da 10,9
uM, IGROV-1’de 0,5 pM, M19-MEL’de 1,85 uM, MCF-7’de 2,32 uM,
WIDR’de 3,22 uM, A2780’de 5,22 uM, A2780R’de 8,41 puM’dir. Bu durum,
yapilan bu c¢alismada kompleks maddenin, hiicreler lizerine cisplatin kadar
sitotoksik olmadiginin kanit1 olarak diistiniilebilir (Roy ve ark., 2008).

Bizim c¢alismamizda yukarida ifade edilen ayn1 madde dipiridofenazin-
platin(ll) [Pt(dppz)Cl;] kompleksinin, SRP7 hiicreleri ilizerine MTT testi ile
sitotoksik etkileri degerlendirilmistir ve 24 saat sonunda ICsg degeri (20 uM ),
cisplatinin 1Csy degerinden (20-40 uM) daha diisiik degere sahip oldugu
gozlenmistir. Pt(dppz)Cl, kompleksinin, hiicreler {izerine cisplatinden daha fazla
sitotoksik etkiye sahip oldugu diisiiniilebilir. Ancak 48 saat sonundaki 1Cs
degerlerini kiyaslarsak cisplatin, kompleks maddeden daha fazla sitotoksiktir.
Ciinki cisplatinin 1Cso degeri 2,5 uM iken, kompleks maddemizin ICsy degeri 5
uM olarak belirlenmistir. Ayn1 zamanda dipirido[3,2-a:2°,3’-c]fenazin-platin(ll)
[Pt(dppz)Cl,] kompleksinin, 5RP7 hiicreleri iizerindeki sitotoksik aktivitesini
dipiridofenazin ligand: ile kiyaslarsak, her iki giin sonunda da ligand madde daha
etkilidir. Pt(dppz)Cly, tiim konsantrasyonlarda zamana ve doza bagli bir azalma
saglamistir.

Calismamizda  kullanilan  dipiridofenazin-altin(Ill)  [Au(dppz)Cl]CI
kompleksinin, SRP7 hiicreleri lizerine sitotoksik aktivitesine bakilmistir ve 24 saat
sonundaki ICsy degeri (10 uM), cisplatinin ICso degeri (20-40 uM) ile

kiyaslandiginda daha diisik degere sahip oldugu goriilmiistir. Bu durum,



76

kompleks maddemizin cisplatinden daha etkili oldugu yoniinde diisiiniilebilir. Her
iki maddenin 48 saat sonundaki 1Csy degerlerine bakarsak cisplatin, kompleks
maddeden daha fazla sitotoksiktir diyebiliriz. Cilinkii cisplatinin I1Csy degeri 2,5
uM iken, kompleks maddenin ICsy degeri 2-5 puM olarak belirlenmistir.
Dipiridofenazin-altin(Ill) kompleksinin 1Csy degerini, diger maddelerimiz ile
karsilastirirsak, ligand madde ile ayn1 oranda sitotoksik ya da ondan daha az
sitotoksik  olabilecegi  diisiiniilebilir.  Ancak  dipiridofenazin-platin(Il)
kompleksinden ¢ok daha fazla sitotoksik oldugu sdylenebilir. [Au(dppz)CI,]CI
maddemizin, 10, 20 ve 40 uM’lik konsantrasyonlarda hiicre canliligini ilk giin
%438 ile ikinci giin %10 arasinda degisen degerlere diistirdiigii gézlenmistir. Hiicre
sayisinda biiylilk oranda azalmaya neden oldugu goriilmektedir. Diisiik
konsantrasyonlarda (0,5-1-2-5 uM) doza ve zamana bagli bir azalma gozlenirken,
yiiksek konsantrasyonlarda (10-20-40 puM) ikinci giin sonunda doza bagli bir
azalma gozlenmemistir.

Son olarak Roy ve arkadaglarinin yaptigi ¢aligmalarin bulgularma gore
pozitif kontrol madde cisplatin, dipirido[3,2-a:2’,3’-C]fenazin ligandi ve
dipirido[3,2-a:2°,3’-c]fenazin-platin(ll) [Pt(dppz)Cl,] kompleksinin 48 saat
sonundaki ICsp degerlerini, ¢alismamiz sonucu elde edilen ICsy degerleri ile
kiyaslarsak bizim deneylerimizdaki ICsy degerleri daha distiktiir (sadece ligand
maddesinin denendigi A2780R hiicresi hari¢). Bunun nedeni olarak kullanilan
hiicre hatlarinin farkli olusu diisiiniilebilir.

DAPI kullanilarak yapilan fluoresan boyamada, dért maddenin de, MTT
testleri ile belirlenmis olan sitotoksik dozunun (10 uM) uygulanmasiyla SRP7
hiicrelerini apoptozise gotlirdiigi tespit edilmistir. Apoptozis sonucu meydana
gelen morfoloji, hiicre biiziilmesi, kromatin yogunlagmasi, sitoplazmik cepgik ve
DNA fragmentasyonu seklinde goriilmiistir. Maddelerimizin  uygulandigi
konsantrasyonda (10 uM) hiicrelerin apoptozisinin yani sira hiicre sayisindaki
azalma da belirlenmistir. Apoptotik hiicrelerin morfolojisi, Kontrol hiicrelerinin
morfolojisi ile kiyaslanarak degerlendirilmistir.

Bu tez calismasinda kullanilan ligand madde, her iki giin sonunda
cisplatinden daha sitotoksik olarak belirlenmistir. Ligand maddenin altin(IIl) ve

platin(Il) kompleksleri hiicreler {izerine ilk giin sonunda cisplatinden daha
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sitotoksik iken, ikinci giin sonunda cisplatin bu iki maddeden daha sitotoksik
olarak belirlenmistir. Sonug¢ olarak ligand madde basta olmak {izere, her ii¢

maddenin de kemoterapétik ilag gelisiminde kullanilabilecegi diistiniilmektedir.
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