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Metal temelli ilaglar uzun zamandan beridir tipta tedavi edici olarak
kullanilmaktadir. Sisplatin 19.ylizyilin basinda ilk olarak kesfedilen metal temelli
antikanser ilaglarindan birisidir. Dintlikleer Au(III) ve Pt(II) kompleksleri
antikanser 6zellikleri nedeniyle bir ¢ok arastirmaya konu olmustur.

Bu tezde A549, V79 379A (CHL) hiicreleri lizerine degisik dozlarda bazi
metal kompleksleri uygulanmigtir. Kullanilan metal kompleksleri Au(IIl) ve
Pt(IT)’dir. Mitokodri apoptoza yol acan siiregleri baglatir. A549 ve V79 379A
hiicrelerinde uygulanan metal komplekslerinin mitokondriyal bozulmaya baglh
olarak hiicre cogalmasina etkisi incelenirken, MTT deneyinden faydalanilmistir.

Uygulanan test maddeleri doza ve zamana bagl olarak hiicre sayisinda bir
azalmaya neden olmustur. Bu maddelerin apoptotik etkileri ise JC-1 boyama ile
floresan mikroskobunda arastirilmistir. Test maddeleri hem A549 hem de V79

379A hiicreleri iizerinde apoptotik etki gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Metal Kompleksleri, MTT, JC-1, Apoptozis
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APOPTOTIC AND ANTIPROLIFERATIVE EFFECTS OF SOME
HETEROCYCLIC LIGANDS Au(IIl), Pt(II)’ S DINUCLEAR
METAL COMPLEXES ON HEALTY AND CANCEROUS CELL
LINE

Abdullah BARS

Anadolu University
Graduate School of Sciences
Biology Program

Supervisor: Associate Prof. Dr. A.Tansu KOPARAL
2010, 68 Pages

Metal based-drugs have long been used in medicine for therapeutic.
Cisplatin is one of the first metal based-anticancer drugs discovered in the early
19th century. Dinuclear Au(Ill) and Pt(II) complexes have been subjects of many
investigations for their anticancer properties.

In this thesis, some metal complexes were given to A549, V79 379A
(CHL) cells with in different doses. Metal complexes which are used in this study
are  Au(IIl) ve Pt (IT). The processes in which mitochondria initiate apotosis are
started. MTT was made use of while the effects of applied metal complexes on
cell profileration because of mithocondrial disruption.

These test substances made remissions on cell number time and dose
dependent. JC-1 painting and fluorescence microscope were used to investigate
these substances effects on apoptosis. Substances which were used in the study

showed apoptotic effects on both A549 and V79 379A (CHL) cells.

Key Words: Metal Complexes, MTT, JC -1, Apoptosis
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

DMSO : Dimetil Siilfoksit

DMEM : Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium

EDTA : Etilen-diamin tetra astetik asit

FBS : Fetal Bovine Serum

JC-1 (5,5, 6,6°- tetrachlo-1,1°, 3,3 -tetracthylbenzimidazolylcarbocyanine
iodide)

NaHCOj; : Sodyum bikarbonat

PBS : Fosfat Tampon Co6zeltisi (Phosphate buffer saline)



1. GIRIS

Kanser, 6liim nedeni olarak, kalp ve damar hastaliklarindan hemen sonra
gelen ve Onemi giderek artan bir saglik ve yasam sorunudur. Gegen yarim
ylzyilda kanserin molekiiler yapisinin anlasilmasinda 6nemli gelismeler
yasanmustir. Kanseri baslatan ve ilerleten etkenler olarak c¢esitli biiytime faktorleri,
hormonlar, sitokinler, onkogenler, viriisler, bakteriler ve karsinojenler
tanimlanmistir. Asirt hiicre boliinmesi (hiperproliferasyon), invazyon, anjiyogenez
ve metastaza sebep olan pek ¢ok hiicre i¢ci mekanizma aydinlatilmistir. 25.000 gen
iceren tiim insan genomunun yapisi ve de bu genlerden tiimor olusumuna yol agan
genlerin en azindan bazilar1 giiniimiizde apagik bilinmektedir. Kanserle ilgili bu
miithis gelismelere ragmen kanserden korunma ve kanseri tedavi yontemleri hala
yetersizdir (Aggarwal ve ark. 2009). Kanserin ilerlemis donemlerinin ¢ogu
mevcut kemoterapi ilaglari ile tedavi edilemediginden, yeni ilaglarin gelistirilmesi
kanserle miicadelede ¢ok 6nemli bir rol oynamaktadir ( Padron ve ark. 2000).

Kemoterapinin farkli bi¢imlerinin birtakim biyokimyasal hedefleri
olmasma ragmen, genel olarak kemoterapinin programli hiicre o6limii veya
apoptozisle sonuglanan bir siireci baglatarak kanserli hiicreleri oldiirdiigiine
inanilir (Zang ve ark. 2006).

Apoptozun baglatilmasi1 kanser tedavilerinde onemli bir yaklagimdir.
Programli hiicre olimii olan apoptozis, doku gelisimi ve homeostazinin
diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynar (Kwon ve ark. 2007). Apoptozis; hiicre
ylizey ¢ikintist (membran blebbing), kromatin yogunlasmasi (kondensasyon),
niiklear bozulma ve interniikleozomal DNA par¢alanmasi gibi belirli morfolojik
degisimlerle tanimlanir (Yamamoto ve ark. 2000).

Tipta metal bilesenlerin 6nemini, kanser tedavisinde metallerin yada
metal iceren bilesenlerin tedavi araci olarak kullanildigini gosteren raporlarin
16.yiizyila kadar dayanmasi ortaya koyar (Huang ve ark. 2005). Metal temelli
antikanser ilaclarina olan ilginin kokeni, sisplatinin testikiiler ve yumurtalik
kanseri tedavisi i¢in gelistirilmis en basarili ila¢ olmasina dayanir. Bu kullanim ve
ikinci nesil platin ilact olan karboplatinin kullanim1 antineoplastik etkileri i¢in

gelistirilmis ¢ok c¢esitli metal temelli ilaglarin gelistirilmesine zemin hazirlamistir.



Metalik bilesen temelli ilaglar ( Galyum, germanyum, tin ve bizmut), 6n gecis
metal kompleksleri ( titanyum, vanadyum, niobyum, molibdenum ve renyum) ve
son gecis metal komplekslerinin (rutenyum, rodyum, iridyum, platin, bakir ve
altin) tiimiiniin kemoterapide kullanilabilecek potansiyele sahip olduklar
goriilmiistiir. Cogalan hiicrelerin DNA’sina olan etkilerin yanisira sisplatinin
apoptozisle hiicre dliimiine yol agtig1 bilinen bir gergektir (Ruiz ve ark. 2000).

Sisplatin kanser tedavisinde kullanilan etkin bir kemoterapdtik olmasina
ragmen, timor hiicrelerinin sisplatine karsi direng gelistirmesi, yine siplatinin
kullanim1 esnasinda ortaya ¢ikan bulanti, kusma ve bobrek zehirlenmesi gibi agir
yan etkiler bu ilacin yogun dozlarda kullanilmasini engelleyip tedaviyi
sinirlandirmaktadir. Bu nedenle de bu arastirma hem sisplatinden daha etkili
sitotoksik etki gosterebilecek hem de daha hafif yan etkilerle sonuglanacak ilag
etken maddelerinin belirlenmesi igin yapilmistir.

Arastirmada metal komplekslerinin kemoterapide kullanilabilecek ilag
etken maddesi olabilecegi gerceginden hareketle, baz1 heteroksiklik ligandlarin
Au(IIl) , Pt(IT) diniikleer metal komplekslerinin saglam (V79 379A) (CHL) ve
kanserli (A549) hiicreler lizerindeki apoptotik ve antiproliferatif etkileri ortaya

konmustur.

1.1. Hiicre Kiiltiirii

Hiicre kiiltiirii, hiicrelerin belirli kosullarda kontrollii olarak yetistirilmesi
stirecidir. Hiicre kiiltiirii, yasam bilimlerinin pek ¢ok alani i¢in vazgecilmez bir
teknoloji haline gelmistir. Hiicre cogalmasi, hiicre farklilagmasi ve itinayla kontrol
edilen sartlarda tirin olusumu gibi olaylar1 diizenleme olanagi saglayan hiicre
kiltiirii, ayn1 zamanda neredeyse tiim insan genomunu tanimlayabilmek i¢in gen
ifadelerini diizenleyen hiicre i¢i ve hiicreler arasi sinyal yollarin1 inceleyebilme
olanag1 saglamistir. Kokleri gelisimsel biyoloji ve patolojiye dayanmasina ragmen
hiicre kiiltiirii glinimiizde molekiiler genetik¢iler, immunologlar, cerrahlar
biyomiihendisler ve ilag iireticileri i¢in 6nemli bir ara¢ haline gelmistir (Freshney
2000).

Son 20 yilda memeli hiicre Kkiiltlirlinde rekombinant teknolojilerin

kullanilmasi, pekgok hastaligin tedavisi i¢in alternatif ¢ok sayida ilag tiretilmesini



saglamistir (Hesse ve Wagner 2000). Arastirmalarin ve gelismelerin ¢ogunda
ornegin in vitro modellerde, virlis substratlarinin belirlenmesinde ve ilag
endiistrisinde teshis ve tedavi amaglhi olarak gelistirilen {irlinlerde hayvansal
hiicrelerden yararlanilir (Meleady ve O’Connor 2006).

Tiimor anjiyonezi, timor invazyonu, bagisiklik hiicrelerinin etkilegimi,
sitotoksik ve sitostatik antitiimor ilaglarinin saptanmasi gibi kanser tedavisinde
kullanilan pek ¢ok alanda hiicre kiiltiiriinden yararlanilmaktadir (Baguley ve ark.
2002).

Kanser tedavisinde kullanilan kemoterapotiklerin belirlenmesinde de
hiicre kiiltiiriinden yararlanilmaktadir. Kanserli ve saglam hiicreler {izerinde bazi
metal komplekslerinin denenmesiyle kanser tedavisinde etkili olabilecek kanser
ilaglar tiretilebilmektedir.

Gilintimiizde hiicre kiiltiirii rutin bir sekilde yeni antikanser ilaglarini
bulmak i¢in kullanilmaktadir. 1990’dan beri Ulusal Kanser Kurumu (NCI), 60
kanserli insan hiicre tiiriiniin olusturdugu tabloya karsilik 60000°den fazla bilesik
rapor etmistir. Ulusal kanser kurumunun sahip oldugu 460000 den fazla bilesigi
iceren veritabani ileride antikanser ilaci olarak kullanilabilecek potansiyele sahip
adaylar olarak goriilebilir (Aggarwal ve ark. 2009).

Hayvansal  hiicre  kiiltiirlerinin ~ kanser ilaglarmin  etkilerinin
saptanmasinda dnemli bir rol oynadig1 sdylenebilir. Ozellikle in vitro kiiltiirlerde
en sik yapilan uygulama ilaglarin toksisitesini belirlemektir. Potansiyel aktif
bilesiklerin tanimlanmasi, bilesiklerin toksik etkilerini ortaya ¢ikaran
mekanizmanin belirlenmesi, antikanser aktivitelerin 6ngoriilmesi, potansiyel
hedef hiicre populasyonunun tanimlanmasi, toksik konsantrasyon alt — iist
smirmin  (araliginin) ortaya konmasi, konsantrasyonla maruz kalma siiresi
arasindaki iligkinin belirlenmesi de hiicre kiiltiiri ¢alismalariyla belirlenmeye

caligilan hedefler arasindadir (Wilson 2000).
1.2. Kanser
Kalp ve damar hastaliklari, yasam siiresi artan glinlimiiz toplumunda, en

biiylik 6liim riskini tasimaya devam ederken, kanser de c¢ok biiyiik bir problem

olarak O6nemini korumaktadir. Toplam niifusun en az tigte birinde kanser



gelisecegi, dort erkekten birinin ve bes kadindan birinin 6lecegi tahmin
edilmektedir. Sadece bu tahmin bile kanserden korunmanin ya da en azindan onu
kontrol altinda tutmanin 6nemini gostermektedir. Ancak kanser arastirmalari ¢ok
daha 6nemli bir role sahiptir. Ciinkii kanser sadece insanlara ya da memeli
hayvanlara 6zgii bir hastalik degildir. Hayvanlari oldugu gibi bitkileri de dahil ¢ok
hiicreli biitiin canlilar1 etkilemektedir. Kanser, hiicrenin biiylimesine ve
gelismesine zarar verdigi icin, hastaligin altinda yatan siireci anlamak canli
hayatinin temel mekanizmalarini anlamamiza yardimici olacaktir (Franks 1998).
Kanser genellikle bir y1gin hiicrenin olusturdugu bir timdr olarak ortaya
ciksa da aslinda hiicrelerin bozulmasidir. Goriilebilir hale gelen tiimor, hiicrelerde

yillarca siiren degisikliklerin sonucudur (Franks 1998).

1.2.1. Kanserin tanimi

Kanser, 100 farkli hastaligi isimlendirmek i¢in kullanilan genel bir
terimdir. Biitiin bu hastaliklar anormal hiicre biiylimeleri ya da viicutta bliylimeyi
diizenleyen mekanizmalarda olusan bozulmayla taninir (Rodgers 1990).

Kanser, yasanilan ¢evrede karsilasilan ve hiicrede ortaya ¢ikan fiziksel,
kimyasal yada biyolojik etkenlere maruz kalinmasi nedeniyle normal hiicre
DNA’sinin degisime ugramasi sonucu ortaya ¢ikan genetik bir hastaliktir. Normal
hiicre DNA’sinimn degisime ugramasi mutasyon olarak adlandirilir. Ornegin bdyle
bir genetik degisiklik ultraviyole B 1sinimina bagli olarak p53 tomiir baskilayici
geni gibi hiicre i¢cin 6nemli genlerin yapisini ve islevini bozarak deri kanserine yol
acabilir. Kansere yol agan mutasyonlar farkli ¢evresel etkenler sonucu ortaya
cikabildigi gibi anne ya da babadan kalitim yolu ile de ¢ocuklara gegebilmektedir.
Cevresel ve kalitsal faktorlerin kanser olusumuna katkilar1 kanser tiiriine ve
yasanilan ¢evreye gore degismektedir. Sadece gevre etkisiyle ortaya ¢ikan kanser
tipleri s6z konusu iken sadece tek gende bozukluga bagli olarak ortaya ¢ikan

kanser tiirleri de vardir (Yakicier ve Akarsu 2007).



1.2.2. Kanser ve hiicre dongiisii

Hiicrelerin boliinmesi, farklilasmasi ve 6liimii normal hiicrelerle kanserli
hiicreler arasinda benzerlik gostermektedir. Kanserli hiicreleri normal hiicrelerden
ayiran, bu asamalarin diizenlenmesi ile ilgilidir. Kanserin biyolojisini
O0grenebilmek i¢in bu asamalarin normal hiicrelerde nasil kontrol edildigini,
kanserli hiicrelerde ise nasil kontrolsiiz hale geldigini 6grenmeyi gerektirir (Giizey
2007).

Okaryotik hiicrelerde hiicre dongiisii, mitoz boliinme safhalar1 (profaz,
metafaz, anafaz ve telofaz) arasinda bir dizi olay ortaya koyar. Hiicre dongiisiiniin
stireci, mitoz (M fazi1) sirasinda iki niikleusa kromozom dagilimi i¢in gerekli olan
DNA replikasyon (S fazi) igleviyle devam etmektedir. Bu islevin arasina bosluk
olarak anilan, G1 ve G2 adi verilen iki basamak katilmistir. G1, S ve G2 hep
birlikte hiicre donglisiiniin interfaz bolimiinii olusturmaktadir. G1 basamagi
mitozdan hemen sonra baslar, ribozomlar, enzimler, membran tiirevi organeller
gibi pek c¢ok sitoplazmik elementin sentezi bu zaman siireci igerisinde
yapilmaktadir. S fazinda, DNA replikasyonu her kromozomun kopyasini yaparak
kromozom sayisinin ikiye katlanmasini saglamaktadir. G2 fazi, biiyliimenin ve
sentezin ikinci donemi olarak mitozun baslamasina onciiliikk etmektedir. Hiicreler
ayrica, mitozdan sonra hiicre dongiisiinden c¢ikararak g¢ogalmanin olmadigi
dinleme fazi olan GO’a girmektedir (Giizey 2007). Sonug olarak genetik yonden
birbirinin kopyasi1 olan iki hiicre meydana gelir.

Hiicre dongiisii diizenindeki bozukluklar kanser olusumunun biiylimesine
ve gelisimsel anormalliklere sebep olabilir. Bu nedenle hiicre boliinmesindeki
diizensizliklerin mekanizmalarim1  anlayabilmek, yeni antikanser ilaglar
gelistirebilmek icin de faydalidir. Hiicre dongiisiiniin ilerleyisi hiicre biiylimesini,
hiicre ¢ogalmasin1 ve ontogenezi diizenleyen DNA hasarlarinin tamiriyle de
yakindan ilgili ¢ok organize ve siki sekilde diizenlenen bir siirectir ( Maddika ve
ark. 2007).

Hiicre dongiisiiniin her evresi, hiicre dongiisiiniin durdurulmasini ve tamir
mekanizmalarimin c¢alistirilmasini saglayan kontrol noktalarini igerir. Hiicreler bu
kontrol noktalarindan gectikten sonra geri dondiiriilemez bir sekilde sonraki

evreye gecerler. Diger kritik organellerin veya yapilarin DNA hasar1 gormesi ve



aksamasi hiicre dongiisiinlin durdurulmasina hatta hiicrenin Oliimiine neden
olabilecek apoptotik yola sebep olabilir. Bu nedenle apoptotik sistem ¢ok hiicreli
organizmalarin biitiinliiglinii korumakta ve istenmeyen ya da hasarli hiicrelerin
secilerek uzaklastirilabilmesi i¢in de hiicre dongiisii kontrol noktalar1 i¢in ¢ok

onemli bir eleman haline gelmektedir. (Maddika ve ark. 2007).

1.2.3. Kanser ve kemoterapi

Kanser tedavisinde genellikle 3 ana tedavi yontemi kullanilir. Bunlar
cerrahi, 151n (radyoterapi) ve kimyasal tedavi (kemoterapi) yontemleridir.

Kemoterapi, 6zellikle cogalan hiicrelere karsi segici Oldiiriicii etkileri
olan, dogal veya sentetik kimyasal, biyolojik ajanlar ve hormonlarla yapilan
tedavi seklidir. 1960’lara kadar kemoterapi palyatif amagcla, baz1 klinik bulgularin
azaltilmas1 ve hastanin yasamini biraz daha uzatmak amaciyla kullanilmistir.
Ancak 1960’11 yillardan itibaren hiicre kinetigi bilgileri ve kinetik kavramlari
kemoterapi protokollerinde uygulanmaya baslanmistir. Hiicre kinetigi hakkinda
bilgiler arttikga yeni ilaglar laboratuvarlarda antikanser aktiviteleri agisindan
arastirilmaya baslanmistir (Akyol 2004).

Sistemik kemoterapi ameliyat edilemeyen tiimorler, ikincil kanserler,
radyoterapi diren¢li tlimorler, dolasima katilan timor hiicreleri ve metaztatik
lezyonlarin tedavisinde kullanilir. Genellikle de ameliyat ve radyoterapiyle
birlikte adjuvan veya neoajduvan kemoterapi olarak ise kosulur. Adjuvan
kemoterapi, cerrahi veya radyoterapotik miidahalelerden sonra arta kalan tiimor
hiicrelerini yok ederek tiimoriin tekrarlamasini 6nlemeye yonelik iken neoadjuvan
kemoterapi, ameliyat veya radyoterapiden Once tiimdr kitlesinin biiyikliglini
diisirmeye yoneliktir (Lammers 2010).

Tiimor hiicrelerinin kemoterapi duyarliliginin molekiiler mekanizmast;
ilag taginimi ve metabolizmasi, DNA tamiri ve apoptoz gibi birden c¢ok siireci
iceren karmagik bir siirectir. Hiicrenin yasam ve Oliimiinii ayarlayan hiicresel
sinyal yollar1, kanser hiicrelerinde farmakolojik yanitlarin saptanmasinda onemli
rol oynar. Bu yiizden, kanser hiicrelerinin yasam yollarinin bloke edilmesi veya

Olim yollarinin aktiflestirilmesine yonelik miidahaleler, kanser hiicrelerini



kemoterapotik kaynakli 6liimlere duyarli hale getirir ve bu hiicrelerin kimyasal
direng gostermesini de engeller ( He ve ark. 2010).

Aslinda kanser hiicreleri ve normal hiicreler benzer hiicre sikluslarina
sahiptirler. Kanser hiicresiyle normal hiicre arasindaki en onemli fark, kanser
hiicrelerinde ¢ogalmay1 frenleyen mekanizmanin bulunmamasi ve organizmayi
Oliime gotiiren duraksiz bir cogalma igerisinde olmasidir. Kemoterapotik ajanlar
en fazla hiicreler cogalma donemde iken etkilidirler. Bu bilgi ilaglarin
gelistirilmesi sirasinda 6nem tasimaktadir. Ciinkli yasam dongiisiiniin bir fazina
spesifik etki eden ilaglar (faz spesifik ilaglar) ya da biitiin fazlara etkili (faz
spesifik etkili olmayan ilaglar) gelistirilebilir (Akyol 2004).

Son on yilda ¢ok hiicreli organizmalarin, gereksiz ve potansiyel olarak
zararlt hiicrelere karsi apoptoz adi verilen oldukc¢a karmasik bir programla
korundugu ortaya ¢ikmistir. Kanserin biiylimesinde ve direncinde apoptotik hiicre
Oliimiini kontrol eden ve yiiriiten mekanizmalarin hedef haline gelmesi de kanser
tedavisinde yeni ilaglarin gelistirilebilmesi i¢in ¢igir agmistir (Vasilejva ve Turk

2007).

1.3. Apoptoz

Hiicre homeostazi, hiicre cogalmasi ve hiicre 6liimii arasinda hassas bir
dengeyi gerektirir. Viicutta bazi hiicreler mitoz siireciyle ¢ogalarak siirekli
devinim halinde iken istenmeyen hiicreler de belli zamanlarda ya da apoptozun
karsi stirecinde belli uyaricilara verdigi tepkilerle yok olurlar. Bu siiregler hiicresel
homeostazinin devam etmesinde 6nemli bir rol oynasa da mitotik ve apoptotik
arizalar ¢ok cesitli hastaliklara sebep olur (Bortner 2004).

Programli hiicre olimii olarak da bilinen apoptoz, embriyonun
gelismesinde, 6zellikle morfogenez, seksiiel farklilasma ve bagisiklik sistemi gibi
iki ¢ok dnemli sistemin organizasyonu siireclerinde ¢cok énemli roller oynar. Ote
yandan erigkin organizmalarda da programli hiicre 6liimii dokularin homeostazi,
hasar gormiis ya da bozulmus hiicrelerin eliminasyonu ve enfeksiyonlarla
savasimda kilit bir konumdadir. Bu 6nemli ve merkezi mekanizmanin diizensizligi

ise kanser, ottoimmiin hastaliklar ve cesitli enfeksiyonlardan, ndrodejeneratif



hastaliklara kadar uzanan genis bir spektrumda yer alan hastaliklar tetikler
(Ozansoy ve Basak 20006).

Apoptoz; hiicre kiigiilmesi (biiziismesi), kromatin yogunlagsmasi, ¢cekirdek
ici DNA parcalanmasi (fregmantasyon), plazma membran kabarciklanmasi
(membran blebbing) ve nihai apoptotik badi olusumunu da igeren belirli
morfolojik ve biyokimyasal 6zelliklerle tanimlanir. Tiim bu 6zellikerin apoptozu
tanimlamasina ragmen ilgin¢ olan durum bu 6zelliklerin tiimiiniin apoptoz gegiren
hiicrelerde goriilmeyebilmesidir. Ancak apoptozun en bilinen 6zelligi hiicrede
goriilen hacim kaybidir. Buna ek olarak hiicre biiziilmesi rastlantisal olarak
meydana gelen hiicre 6liim sekli olan nekrozdan, fizyolojik hiicre 6liimii olan
apoptozu ayirmada anahtar rol oynamistir (Bortner 2004).

Apoptotik hiicre 6liimii, herhangi bir hasar sonucu nekrotik 6liim denilen
hiicre Oliimiinden farkli bir siire¢ izlemektedir. Apoptotik oOliimiin ilk
baslangicinda, 6lmek iizere komut almis hiicreyi normal hiicreden morfolojik
olarak aymrt etmek miimkiin degildir. Yaklasik iki saat sonra, komut almis
hiicrenin kromatini yogunlagmaya baglar ve belirli bolgelerde sikistiklar1 izlenir.
Sitoplazma yogunlasmaya ve hiicrenin boyutlar1 kii¢iilmeye baslar. Ikinci saatin
sonunda apoptozise ugrayan hiicrelerde yeni degisiklikler ortaya ¢ikar ve hiicre
apoptotik cisimcik denilen daha kiiciik pargalara bdliiniir. Bu parcaciklarin en
biiylik 6zelligi, fragmante olmus niikleuslarin ve pargalanan hiicreye ait tiim
yapilarin plazma membrani ile kaplanarak immiin sistemi enflamasyon yoniinde
uyarmamasidir. Apoptotik cisimcikler, yiizeylerinde yeni sinyal yapilar1 ortaya
cikarir ve bu sinyalin uyarisi ile yandaki hiicre tarafindan fagosite edilerek ortadan
kaldirilir. Tiim bu siire¢ yaklasik 5 saatte tamamlanir (Konca 2005).

Nekrotik 6liim ise c¢ogunlukla bir hiicre hasar1 ile ortaya ¢ikar.
Hasarlanan hiicre dnce siser ve sonra parcalanir. Hiicrelerin par¢alanmasi sonucu
ortaya ¢ikan prostoglandinler, 16kotrienler, serotonin, histamin gibi vazoaktif
aminler, hasara en yakin damar endotelini uyarir. Damar endoteli ise selektin
yapimini uyarir. Selektin plazma membraninin dis ylizeyine yapisir ve 16kositlerin
burada yavaslamasi ve yapigsmasini saglar. Daha sonra integrin ligandlar1 aym
hiicre parcalanma {iriinleri ile uyarilir ve 16kositler hiicre hasarinin oldugu bolgeye
dogru cekilmeye baglar. Bu siirecin ardindan iltihaplanma denilen kizariklik,

O0dem ve agr ile tanimlanan enflamatuar reaksiyonlari baslar (Konca 2005).



Burada dikkat edilmesi gereken birinci nokta apoptotik hiicre
Oliimlerinde enflamasyona ait klinik septomlarin olmamasi, ikincisi immiin
sistemi uyarmadig1 i¢in bu tarz hiicre Sliimlerinde otoimmiin cevaplarin ortaya
¢ikmamasi, iliglinclisii de apoptotik hiicre oliimlerinin enerji bagimli olmasidir
(Konca 2005).

Hiicrelerde apoptoza yol acan tek bir mekanizma olmamakla birlikte pek
cok hiicre tipinde erken apoptozda sitoplazmanin iyonize kalsiyumunun arttigi
izlenmistir. Apoptozda en Onemli biyokimyasal olay endojen endoniikleaz
enziminin aktivasyonu ile DNA’nin kirilmasidir. Bu enzim Ca ve Mg bagimlh
oldugundan aktivasyonu i¢in hiicre i¢i kalsiyumun artmasi gerekmektedir. Enzim
DNA’y1 200 baz ciftlik pargalara ayiwrarak kirilmalar olusturur ve jel
elektroforezinde merdiven paterninin olusmasina yol acar (Turgut ve ark. 2006).

Memelilerde apoptozu tetikleyen 2 yol bulunur. Birincisi hiicre
ylizeyinde TNF (Tiimor nekroz faktor) ailesinin aracilik ettigi 6liim reseptdrleridir
ki bu yol digsal yol diye nitelendirilir. ikincisi de mitokondrinin aracilik ettigi
icsel yoldur. Digsal yol hiicre yilizeyinde sitokinle baglatilan Sliim reseptorii
araciligiyla once kaspaz 3 ve kaspaz 7’1 sonra da kaspaz 8’1 aktive ederek baslatir.
Icsel yol, sitokrom c’nin yayilmasmma sebep veren mitokondriyal islev
bozukluguyla ortaya ¢ikar ve bu bozuklugu sirasiyla apoptozom olusumu, kaspaz
9’un aktive olusu ve kaspaz 3 ile kaspaz 7’nin aktive olusu takip eder. Uygulayici
kaspazlar da denen sonraki kaspazlar apoptoz sirasinda membran kabarciklari,
hiicre bliziigmesi ve DNA parcalanmasini da igeren morfolojik degisikliklerden
sorumludur (Vasiljeva ve Turk 2007).

Goriildiigi tizere apoptoz’un igsel ve digsal yollar1 mitokondri noktasinda
kesigsmektedir ve apoptozun bundaki sonraki asamalari, kaspazlarin aktivasyonu

gibi her iki yolda da ortaktir.
1.3.1. Apoptozda mitokondrinin islevi
Mitokondriler bir hiicrenin yasam ve Oliimii i¢in enerji doniistiirme,

kaskad sinyalizasyonu ve apoptozda goérev alan cok oOnemli organellerdir

(Wasilewski ve Scorrano 2009).
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Mitokondriler, prokaryot hiicrelere soyca ve yapica benzerlikleri olan ve
Okaryot hiicrelerde bulunan organellerdir. Mitokondriler, mitokondriyal i¢ zar ve
mitokondriyal dis zar denilen iki zarin ¢evreledigi bir matriksi igerir. Krista adi
verilen i¢ zar, kiiglik molekiillere ve iyonlara kars1 gecirgen degildir. Oksijenli
kosullar altinda elektron tasima sisteminin proteinleri de i¢zarda yer alirlar ve
trikarboksilik zincirinden ve glikolizden tiireyen NADH ve FADH, yi kullanarak
elektron tagima sistemiyle oksijeni adim adim suya indirgerler. Sonu¢ olarak
mitokondri ADP ve fosfattan ATP sentezler ve bu reaksiyonlar oksidatif
fosforilasyon reaksiyonlari olarak adlandirilir ( Toogood 2008).

I¢ zarin aksine mitokondri dis zar kiiciik molekiillere daha gecirgendir
ve i¢ zar boslugu kiiciik molekiil icerigiyle sitozole benzer. Ancak bunun yaninda
i¢ zar boslugu sitokrom c, smack/diablo gibi proteinleri ve AIF (apoptosis induce
factor)’1 ayirir. AIF, sitozole salindiginda kaspazi aktive ederek apoptozu baslatan
faktordiir (Toogood 2008).

Apoptozu baglatan yollarin kesistigi noktanin mitokondri oldugu
anlagilmistir. Bu yiizden mitokondrinin aktivasyonu (sitokrom c’nin
mitokondriden sitoplazmaya verilmesi) apoptotik siirecte geri doniilmez noktay1
gosterir. Mitokondrinin aktivasyonuna yol agan en 6nemli faktor bel-2 ailesidir.
Hem pro-apoptotik hem de anti-apoptotik iiyeleri olan bu ailenin iiyelerinin
mitokondri tizerindeki etkileriyle ya sitokrom c’nin sitoplazmaya verilmesi
gergeklesir  (apoptozisin  baslamasi) veya sitokrom c¢’nin sitoplazmaya
saliverilmesi baskilanir (apoptozisin inhibasyonu). Bcl-2 ailesi birbirine zit
etkileri olan iki grupdan olusur. Bu yiizden pro ve anti- apoptotik iiyelerin dengesi
yasam ile Oliim arasindaki segene§i belirler. Anti —apoptotik iiyelerin asir
ekspresyonlarin  apoptozisi baskiladigi oysa pro-apoptotik {iyelerin agiri
ekspresyonun ise hiicreleri 6ldiirdiigii gériilmektedir. Anti —apoptotik bel-2 ailesi
iyelerinin en iyi bilinenleri; bcl-2, bel-X1, Mcl-1 iken, pro-apoptotik olanlar ise;
bax, bcl-Xs, Bad, Bim,Bak,Bok,Bid’dir (Ulukaya 2003).

Sitokrom c’nin mitokondriden sitoplazmaya saliverilmesi kaspazlarin
aktivasyonuna yol agar. Kaspazlar, sistein proteazlardir ve aspartik asitten sonraki
peptid bagi kirarlar. Hiicrede inaktif (zimojen) olarak bulunurlar ve proteolitik
olarak birbirlerini aktiflestirirler. Boylece bir kaskad seklinde islerler (Ulukaya
2003).
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1.3.2. Mitokondriyal membran potansiyeli ve apoptoz

Mitokondriler, apoptozun anahtar aracilaridir. Oncelikli olarak apoptozda
mitokondri transmembrani ¢oker ( Griffioen ve ark. 2004).

Yiksek enerjili  fosfatin  iiretilmesinde  mitokondriler  baglica
organellerdir. Elektron tasinmasi sirasinda protonlar, mitokondriyal membran
potansiyeli (MMP) olusturarak matriksten zarlararasi bosluga salinir. Proton
pompalanmast hizina bagli olarak degismekle birlikte bu potansiyel yaklagik
olarak -150 mV civarindadir. Matriksteki kutuplagsmay1 tamponlayabilmek i¢in
matriksteki negatif yiikiin giicliyle kalsiyum matrikse giris yapar. Sitoplazmik
kalsiyum konsantrasyonunu c¢ok siki bir sekilde diizenleyen mitokondrinin
kalsiyum tamponu gibi hareket ettigi belirlenmistir. Bu tampon sisteminin
bozulmasi kalsiyum da patolojik bir artig1 tetikleyebilir, buna da kalsiyum
deregiilasyonu denir. Bunun sebebi mitokondriyal membranin kutuplasmasi
olabilir ve bu olay matriksten sitoplazmaya kalsiyum akisin1 ve beraberinde gelen
sodyum dengesini tetikler, son olarak da hiicre 6liimii gergeklesir. Bu ylizden,
mitokondriyal membran potansiyeli, hiicreler aras1 iyonik dengede ve bunu takip
eden apoptotik kaskatin baslatilmasinda énemli bir rol oynar (Iijima 2006).

Mitokondriyal ~membran  potansiyelinin  degismesi  sonucunda
mitokondriyal membran potansiyelinin kaybolmasinin, mitokondri baglantili
apoptozu baglattigi kabul edilir. Membran potansiyelinin kaybolmast ATP
sentezinin azalmasi ile sonug¢lanir. Bu da apoptojenik faktorlerin salinmasina yol
acar. Boylece sitokrom c, AIF (apoptoz baslatan faktdr) ve smac/DIABLO
mitokondriden sitoplazmaya gecer ve hiicreyi Olime gotiiriir (Caruso ve ark.
2006).

Sitokrom c¢’nin salinmasi apoptozun baslatilmasinda énemli bir olgudur.
Bu salinma genellikle mitokondriyal gecirgenlik transisyon porunun acilmasiyla
ve mitokondriyal membran potansiyelinin kaybolmasiyla ayni zamana denk gelir.

(Griffioen ve ark. 2004).
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1.4. Metaller ve Kanser

Metaller antik ¢aglardan beri insanlar tarafindan kullanilmistir. Insanlar
tarafindan kullanim1 metallerin ¢evreye kiiresel dagilimina sebep olmustur.
Insanlar, hayvanlar ve bitkiler dogada cesitli yollarla ( yiyecek, su, toprak)
metallerle karsilagirlar. Metaller biyobozulmaya (bakterilerle ayrismaya)
ugramamalar1 sebebiyle dogada uzun siire kalirlar ve ciddi ekotoksikolojik
problemlere yol agarlar. Bunun yanisira ¢inko, bakir, kalsiyum, krom ve demir
gibi pek ¢ok metal bilesikleri, canli hayat i¢in vazgecilmezdir ve komplike biyo-
jeokimyasal zincirler olusturmuslardir. Baslica elementler gen transkripsiyonunun
kontrolii, sinir iletkenligi, oksijen tasinmasi ve enzimlerin aktif merkezi olmak
gibi pek ¢ok kritik gorevler iistlenmislerdir. Bu yiizden, gen ekspresyonu, hiicre
cogalmasi ve hiicre 6liimii gibi hiicre i¢inde meydana gelen olaylarda az miktarlar
dahi etkili olmaktadir (Rana 2008).

Mineraller ve metaller binlerce yildir ¢esitli sekillerde tibbi tedavilerde
kullanilmaktadir. Antik Yunan ve Misir’da, ayuverdik tipta ya da Aztekler
tarafindan yalin bir sekilde, tuz ya da farmakolojik olarak etkin bazi bilesiklerin,
bitkilerden alinmasi yoluyla kullanilmiglardir. Bu maddeler esas olarak da
antienflamatuar ozellikleri i¢in kullamilmiglardir. Metallerin tipta kullaniminin
yeniden giindeme gelmesi de ronesansda olmustur. Metal veya metal iceren
bilesenlerin tedavi amagli kullanimi ile ilgili en erken bilgi iilser, kanser ve
l6semiye iligskin kullanimlarda 6.yy’a kadar uzanir. Pek ¢ok yeni arastirma gesitli
metal bilesenlerin 6zgiin niteliklerini, kullanimlarin1 veya etkilerinin varsayilan
ozelliklerini izah etmektedir (Lange ve ark. 2008). Arastirmacilar tarafindan
tedavi edici olarak saptanmis metal iceren bilesenlerin listesi platini (antikanser),
glimiisii ( antimikrobiyal), altin1 (antiartritik), bizmutu (antiiilser), antimonu
(antiprotozoal), vanadyumu (antidiyabetik) ve demiri (antimalaryal)
kapsamaktadir ( Huang ve ark. 2005).

Metal ve metal igeren bilesenlerin kullanilmasi ile ilgili ¢aligmalarda
onemli hedeflerden birisi de kanser tedavisi i¢in ilag gelistirilmesidir.

Bir ¢ok kanser tiiriiniin sisplatin tarafindan tedavi edilmesi, alternatif

metal ilaclarin siirekli olarak arastirilmasini tesvik etmistir ( Tiekink 2002).
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Sisplatin, germ hiicreli tiimorler, yumurtalik, akciger, bas — boyun,
mesane kanserleri gibi solid tiimorlerin tedavi edilmesinde kullanilan en etkili
antitimor ilaglardan biridir ( Bakalova ve ark. 2007). Genel olarak sisplatinin
sitotoksik etkisini apoptozu baglatarak ve DNA ile etkilesiminin sonucu olarak
hiicre dongiisiinli bloke etmesiyle gosterdigi kabul edilmistir (Muscella ve ark.
2007). Kemoterapotik ilag olarak kullanilmasina ragmen sisplatin nefrotoksisite,
norotoksisite, ototoksisite, bulant1 ve kusma gibi ¢ok agir yan etkiler gosterir ki bu
yan etkiler yogun doz kullanimini engelleyerek tedaviyi sinirlandirir (Bakalova ve
ark. 2007). Ayrica timor hiicrelerinin sisplatin tedavisine direng gelistirdigi de
bilinmektedir ( Ortiz ve ark. 2007).

Antikanser ilac1 olarak sisplatinin bu dezavantajlarindan dolay1 en az
sisplatin kadar veya ondan daha etkin ancak daha az yan etki gosteren metal veya
metal igeren bilesenler antikanser ilaci olarak arastirilmaya baslanmistir (Deegan
ve ark. 20006).

Daha fazla antikanser aktivitesi gosteren bir ajanin bulunmasi i¢in
degisik metal koordineli bilesiklerle calisilmaktadir. Bunun iginde titanyum,
rodyum, renyum, rutenyum, galyum, altin, kalay, kobalt ve bakirli metal temelli
bilesenler sentezlenmis ve onlarin ¢ogu in vitro olarak {imit vadeden anti kanser
sonuclar gostermistir (Ortiz ve ark. 2007).

Kemoterapdtik ajanlar tarafindan baglatilan apoptoz pek c¢ok kanserli
hiicre grubunda iyi anlagilmig bir hiicre 6lim seklidir. Yeni bir bakir temelli
kemoterapétik ajan olan Casiopenia II, (CH1) insan rahim kanserli hiicrelerinde
ve (L1210) murin lésemide apoptozla hiicre Oliimii baslatabilmistir. Bu
aktiviteyide hem sisplatine duyarli hem de sisplatine kars1 direng gelistirmis hiicre
gruplarinda gerceklestirmistir ( Ruiz ve ark. 2000). Yine Vessieres ve ark. (2009)
tarafindan titanyum temelli ajanlarla yapilan caligmalarda solid tiimdrlere karsi
kayda deger bir potansiyel bulunmustur.

Galyum, platinden sonra kanser tedavisinde kullanilmis olan ikinci metal
iyondur. Galyum nitratin antitimor etkileri uzun zaman 6nce ortaya konmustur.
Radyoaktif Galyum 67 ve Galyum 68’de kemik kanserinde umut vericidir
(Collery ve ark. 2001).

Pozitif yiiklii olan metal merkezleri, negatif yiiklii olan biyomolekiillere

baglanma egilimi gosterirler. Protein ve niikleik asid bilesenleri metal iyonlara
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baglanmak i¢in miikemmel ligandlar gosterirler. Bu yiizden metal kompleksleri
ilag gelistirilmesi i¢in miikemmel potansiyele sahiptirler (Zhang ve Lippard
2003).

Yeni metal temelli ilaglarin tasarimini yetersiz ¢oziiniirliik ve hidrolitik
kararsizlik gibi fizikokimyasal 6zellikler tehdit etmektedir. Bu 6zellikler onlarin
in vivo’da dagilimini, kararligin1 ve sonunda da belirli (6zgiil) etkiler géstermesini

giiclestirmektedir. ( Lange ve ark, 2008).

1.4.1. Ligand —metal kompleksleri ve kanser

Kimyada bir ligand, merkezi bir metale baglanan bir atom, iyon yada
molekiildiir. Bu bag genelde bir veya birkag elektron verilmesiyle olusur, iyonik
veya kovalent olabilir. Bir kompleks olusturan ligandlar merkez metalin
reaktivitesini belirler. Cogu uygulamali sahada, 6rnegin biyoorganik kimya, tibbi
kimya ve c¢evre kimyasinda, ligand se¢imi ¢ok onemlidir. (Cotton ve Wilkinson
1988).

Heterosiklik bilesikler halka i¢i atomlarindan en az biri hetero-atom
[O,N,S) olan halkal1 bilesiklerdir (Altimisik 2006).

Fenatrolin heterosiklik organik bir bilesiktir. Formlar1 bir¢gok metal
iyonla giiclii kompleksler olusturur. Imidazol alkaloid olarak simiflandirilan bir
aromatik heterosiklik bilesiktir (Anonim).

Ozellikle metal bilesiklerin 1,10- fenantrolinle baglanmasi pek c¢ok
arastirmanin ilgi odagi haline gelmistir ( Kumar ve ark. 2007). 1,10-fenantrolin
diizlemsel yapisinin bir sonucu olarak DNA’ya baglanir. 1,10- fenantrolin igeren
baz1 metal komplekslerinin DNA’ya eklem yapacak sekilde baglandigi bilinir.
Ayni zamanda 1,10- fenantrolin tiirevlerinin metal komplekslerinin antitimor
aktiviteleri de bilinmektedir ( Zhao ve ark. 1998).

Imidazol fenantrolin ligandlarmi hazirlamak ve degistirmek kolay
oldugundan yeni metal bilesenlerin sentezlenmesi son zamanlarda ¢ok fazla ilgi
gormiistiir. Ozellikle de DNA eklentisi birim olarak kullanilmistir (Shavaleev ve
ark 2007).

Metal iyon iceren bakir, rutenyum ve kobaltin 1,10-fenantrolinle birlikte

kullanilmalar1 antikanser etkinliklerini artirmistir. Ozellikle vanadyumun 1,10-
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fenantrolin tiirevleriyle komplekslerinin in vitro ve in vivo olarak hiicre
dongiisiinii sonlandirdig1 ve apoptozu baslattigi belirlenmistir ( Heffeter ve ark.
2006).

1,10- fenantrolin ligandimin bakir (II) kompleksleri, yiiksek niikleolitik
etkinlik, antitlimor, antikandida ve antimikrobiyal etkilerinden dolay1 dikkatleri
tizerine ¢ekmistir (Kumar ve Arunachalam 2009).

Metal temelli ilaglarin bir ¢cok hastaligin teshisinde ve tedavisinde basaril
bir sekilde kullanildigim1 gosteren pek cok c¢alisma olmustur. Platin temelli
bilesiklerin kanserin sistemik tedavisinde etkili oldugu kanitlanmigtir. Yapilan
caligmalar gostermistir ki 1,10- fenantrolin igeren krom (III) bilesikleri
mikromolar aralikta in vitro da 6nemli antitimor aktiviteleri gdstermistir. Ayrica
hiicre 6liimiiniin apoptoz sonucunda meydana geldigi de belirlenmistir. Dahasi,
antitiimor aktivitesinin de apoptotik hiicre 6liimiiniin baglatilmasina bagl oldugu
ortaya ¢ikmistir (Thati ve ark. 2009).

Pek cok arastirma, fenantrolinin metal tiirevlerinin in vitro da kanser
hiicrelerini 6ldiirebildigini gostermistir. Ozellikle bakir fenantrolin bilesiginin in
vitro da giiclii bir ¢ogalmay1 engelleyici ajan oldugu belirlenmistir. Bir baska
calismada da lantanyum fenantrolin bilesiginin insan tiirevli hiicre gruplarinda
apoptozu baslatabildigi goriilmiistiir (Thati ve ark. 2009).

Ayrica titanyum, bakir, rutenyum, kalay ve rodyum gibi metalleri i¢eren
yeni metal temelli bilesiklerin kemoterapotik potansiyellerinin umut verici oldugu
bildirilmistir. Bu yeni bilesiklerin platin temelli ilaglardan daha farkl
mekanizmalara sahip olduklar1 belirlenmistir ( Devereux ve ark. 2007).

Devereux ve arkadaslarinin (2007) yaptig1 ¢alismalarda 1,10-fenantrolin
ve 1,10-fenantrolin-5,6 dionun bir dizi bakir (II), Mangan (II) ve Glimis (I)
karboksilat kompekslerinin sisplatinden daha etkili antikanser ilaglar1 oldugu

secilmis olan kanser hiicreleri {izerinde ortaya konmustur.
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1.5. Cahsmalarda Kullamlan Hiicrelerin Ozellikleri

1.5.1. A549 hiicreleri

Akciger kanseri diinya genelindeki en yaygin kanser ¢esididir ve kanserle
alakal1 dliimlerin baslica sebebidir (Vos ve ark. 2010). Akciger kanseri tan1 ve
tedavi tekniklerindeki gelismelere ragmen giiniimiizde en amansiz kanser olmaya
devam etmektedir (Zhan ve ark. 2010). Diinya genelinde son on yilda akciger
kanserinin vaka ve 6lim orani da giderek artmistir (Kawai ve ark. 2004). Kiigiik
hiicreli olmayan akciger kanseri tiim akciger kanserlerinin yaklasik olarak %80-
85’ini olusturur (Kim ve ark. 2010). A549 kanser hiicreleri tip II alveolar epitel
Ozellikteki insan akciger hiicre hattidir (Jumarie, 2002). A549 hiicre hatt1 1972
yilinda D.J: Giant ve ekibi tarafindan 58 yasinda bir Caucasian erkekten alinan
akciger tiimoriinden iiretilmistir ve 1976 yilinda, altmis sekizinci pasaji M: Lieber
tarafindan American Type Culture Collection’da stok edilmigstir. Japanese Cancer
Research Resource Cell Bank (JCRB) ve Riken Cell Bank (RCB) ATCC’den
hiicreyi almig ve stoklamig daha sonrada bircok Japon arastirmaciya dagitmustir.

AS549 hiicreleri Institute of Fermentation Osaka (Japonya)’dan satin alinmustir.

1.5.2. V79 379A (CHL) hiicreleri

Chinese Hamster Akciger fibroblast benzeri hiicrelerdir. Bu hiicreler
sitotoksisite,  toksisite =~ ve mutajenite  c¢alismalarinda yaygin  olarak
kullanilmaktadir. Ayrica bu hiicre hattinin in vivo ortamda alinan cevaplara
benzerlik gosterdigi bilinmektedir (Kaya 2007). V79 379A hiicreleri Institute of

Fermentation Osaka (Japonya)’dan satin alinmistir.
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1.6. Calismada Kullanilan Test Maddeleri

1.6.1. Antikanser ila¢c hammaddesi olarak Au(Altin) ve Pt(Platin)

kompleksleri

Gegen ylizyilda, altin bilesenlerinin medikal etkinlikleri Koch tarafindan
tiiberkiiloz tedavisi i¢in altin (I)’in kesfi ile baslamis ve zaman i¢inde giderek
altmin  etkinligi ortaya ¢ikmistir. Ayni zamanda, altin (I) bilesenleri romatoid
artridin tedavi edilmesinde de wuzun zamandan beri tibbi ilag olarak
kullanilmaktadir. Ayrica altin (I) ve altin (III) bilesikleri uzun zamandan beri
kanser tedavisi i¢in iizerinde ¢alisilan metallerdir (Wai ve Chi 2009).

Son yirmi yildir toplanan bulgular gosteriyor ki altin komplekleri kanser
hiicreleri iizerinde dikkate deger etkiler ortaya koymakta ve bazi transplante in
vivo tiimdr modellerinde antitiimér aktivitesi sergiliyebilmektedir. Ozellikle altin
(I) monofosfin tlirevi olan “auranofin” in vitro olarak P338 murin I6semi, B16
murin melanom ve kiiltiir edilmis insan kanser hiicrelerinde ¢ogalmay1 onleyici
etkiler gostermistir (Caruso ve ark. 2006).

Notral ve lineer olarak iki bagimsiz smifa ayrilmis olan altin (I) fosfin
kompleksleri antikanser ilaglar1 olarak umut verici durumdadirlar. Bu iki sinifin
antitimor  etkinliklerinin mekanizmalart farkli olmasina ragmen ikisi de
mitokondriyal islev bozukluklarina yol agarak hiicre oOliimiine sebep olur
(Rackham ve ark. 2007).

Altin kompleksleri, antitiimor ajanlar1 olarak etkindirler. Tetrahedral
(dort yiizlii) Au (I) kompleksleri 1,2-bis etan ve 1,2- bis etan ligandlar ile birlikte
Ozellikle bazi sisplatin direngli hiicrelerde genis spektrumlu bir antitimor
aktivitesi gosterir. Teknik ¢alismalar gosteriyor ki sisplatinin aksine bu
bilesiklerin oncelikli hedefi DNA degildir. Daha ¢ok mitokondriyal fonksiyonu
degistirerek ve protein sentezini inhibe ederek sitotoksik etkiler yaparlar. Cok kisa
bir siire once yapilan calismalarda bir hidrofilik tetraksik altin (I) kompleksinin
pek cok tiimor hiicresi lizerinde sitotoksik etkisi oldugu aktarilmistir. Hem
monofosfin hem de difosfin ligandlar1 olan Au(1) kompleksinin pek ¢ok tiimor
hiicresi iizerinde yiiksek derecede sitotoksik etki yarattig1 son zamanlarda ortaya

konmustur ( Zhang ve Lippard 2003).
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Melanom en kotii huylu deri tiimoridiir ki bu tiimorler alisilagelmis
kanser tedavileri ile degisiklige ugratilamaz. Caruso ve ark. (2006) tarafindan
yapilan bir arastirmada altin bilesiklerinin melanom hiicrelerinde doza baglh
olarak apoptozu baglattig1 ortaya konmustur. Bu baslatim en ¢ok kaspaz 9
sayesinde olmustur. Artan in vitro katalitik aktivitesiyle ortaya ¢ikan kaspaz 9 ve
kaspaz 3 aktivasyonu ilaclar tarafindan baglatilan mitokondriyal zararin
sonucudur. Mitokondriye verilen bu zarar mitokondriyal membran potansiyelinin
cokmesine ve sitokrom c¢ ve apoptojenik faktér smac/DIABLO’ nun salinmasina
sebep olmustur. Sitokrom c’nin apoptotik proteaz aktive edici faktor -1 (Apaf-1)’
e baglandig1 ve onu aktive ettigi bilinmektedir. Bu aktivasyonlarda multiprotein
kaspaz aktive edici bilesiklerin toplanmasina (apoptozom)  kaspaz 9’un
aktivasyonuna ve proteaz kaskad baslatimina sebep olmustur.

Sisplatinin basarisindan dolay1 potansiyel antikanser ilac1 olarak pek ¢cok
arastirma platin kompleksleri iizerinde yogunlagsmistir. Kanser tedavisinde en ¢ok
kullanilan ilaglardan biri olan sisplatin, pek ¢ok kanser cesidinin tedavisinde
ozellikle de %90’larin iizerinde bir oranla testis kanserinde etkildir. Sisplatinin
sitotoksisitesi de DNA’ya baglanarak  kovalent ¢apraz-baglanmalari
olusturabilmesinden kaynaklanir (Zhang ve Lippard 2003).

Kemoterapdtik ilaglardan beklenen ilaglarin sadece neoplastik hiicrelere
odaklanip normal hiicrelere asgari kollateral hasar vererek tiimorlii hiicrelerdeki
sitotoksik ya da sitostatik etkileri azaltarak timoér sorununu azaltmasidir
(Kosmider ver ark. 2004).

Yapilan ¢aligmalar klinikte kullanilan sisplatin maddesine oranla daha
yiiksek antitimor aktivitesi ve daha diisiik toksik etkiler gosteren platin
bilesiklerinin sentezine yonelmistir. Bu c¢alismalar biyolojik olarak aktif olan
molekiillere paralel olan en az bir ya da daha fazla sisplatin kdkenli yeni platin
bilesiklerinin tasarlanmasina yol a¢gmuistir. Dahasi in vivo olarak ortaya c¢ikan,
sisplatine kars1 direng gosterme kapasitesine sahip pek ¢ok tlimorlii hiicreden
dolay1 Pt (II)’den daha degisik oksidasyon seviyesine sahip metalik kdkenli yeni
molekiiller tasarlamaya yonelik de ¢ok fazla caba olmustur. Bu yiizden sisplatine
oranla bazi farmakolojik avantajlar gostermesiyle Pt(IV) merkezli ¢ok sayida
bilesik sentezlenmektedir. Bununla birlikte, su anda platin (III)’iin oksidasyon

durumunun anlasilmasinda karsilagilan icsel giigliiklerden dolay1 birkag platin
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(ITT) kompleksi sentezlenmis ki bunlarinda biyolojik olarak test edilmesi sinirlidir
(Gonzalez ve ark. 2000).

Kiiciik hiicreli olmayan akciger kanseri ilaglara ¢ok az cevap veren bir
grup timori icerir. Buna ragmen sisplatinden iiretilmis polikemoterapi kanserin

ilerlemis asamalarinda tedavi edici olarak kullanilir (Kosmider ve ark. 2004).

1.7. Calismada Kullanilan Yontemler

1.7.1.Mitokondriyal aktivitye bagh MTT testi

Sitotoksisite deneyleri in vitro olarak toksikoloji ¢alismalarinda yaygin bir
sekilde kullanilmaktadir (Fotakis ve Timbrell 2005). [n vitro da sitotoksisiteyi
hizli ve dogru bir bicimde Olgcen bir takim deneyler gelistirilmistir (Abe ve
Matsuki 2000). Bu deneylerden biri de MTT testidir. MTT testleri sitotoksisite,
hiicre canliligi ve canli hiicrelerin proliferasyonunun ol¢tilmesinde etkin bir
bicimde kullanilmaktadir ( Vellonen ve ark. 2004 ).

(3-[4,5-Dimetiltiazol-2-y1]-2,5-difeniltetrazolyum bromid) (MTT), sar
renkte suda ¢Oziinebilen bir tetrazol tuzudur. Bu boya canli hiicrelerin aktif
mitokondrilerinin siiksinat dehidrojenaz sistemi ve NADH rediiktaz enzimleri
tarafindan suda c¢oziinmeyen mor formazan kristallerine doniistiiriiliir ve bu
formazan kristalleri spektrofotometrik olarak 6l¢iilebilir (Hengwei ve ark. 2010).

MTT igceren medyum uzaklastirildiktan sonra hiicredeki formazan
kristalleri bir organik ¢oziicii olan dimetilsiilfoksit (DMSO) ile ¢ozdiiriliir ve
absorbansi gozlenir. Coziilmiis formazanin absorbsiyonu metabolik olarak saglam

olan hiicrelerin sayisiyla orantili olarak kabul edilir ( Ulukaya ve ark. 2008).

1.7.2. Flouresan boyama ile morfolojik inceleme (JC-1)

Apoptoz, biyokimyasal ve morfolojik oOzelliklerle belirlenen 1yi
tanimlanmig bir hiicre 6liimii yontemidir. Apoptoz, ¢ok ¢esitli fiziksel, kimyasal
ve patolojik uyarict ile baglatilabilir (Dispersyn ve ark. 1999).

Bazi caligmalar mitokondriyal gecirgenlik transisyon por agikliginin

apoptoza yol acan siirecler icin onemli bir kanit oldugunu gostermistir (Dispersyn
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ve ark. 1999). Apoptozda mitokondriyal bozuklugu igeren iki dnemli kanit ortaya
konmustur. Bu kanitlardan biri mitokondri zariin gecgirgenliginin de§ismesi ve
bunu takip eden membran potansiyelinin kaybolmasi ikincisi de, mitokondrinin i¢
membran boslugundan sitozole AIF, smac ve sitokrom c gibi apoptotik
proteinlerin salinmasidir (Chen ve ark. 2008).

Mitokondriyal membran potansiyelinin kanit1 olarak, katyonik voltaj
bagimli bir boya olan JC-1 ( 5,5, 6,6°- tetrachlo-1,1’, 3,3’-
tetracthylbenzimidazolylcarbocyanine iodide) den faydalanilir. Bu boya
mitokondriyal membran potansiyeli’nin polarizasyon durumunu gosteren essiz
Ozellikte bir boyadir ( Iijima ve ark. 2007).

Mitokondriyal membran potansiyelinin kaybolmasi apoptozun bir
gostergesidir. JC-1, hiicrelerde mitokondriyal membran potansiyelini 0lger.
Saglikli hiicrelerde JC-1 mitokondriyi kirmiziya boyar. Apoptotik hiicrelerde ise
mitokondriyal membran potansiyeli ¢oker. JC-1 mitokondrilerin i¢inde birikemez.
Bu hiicrelerde JC-1 sitoplazmada yesil floresan monomerik yapisinda kalir (Yao

ve ark. 2007; Sebastian ve Thampan 2007).
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Kullamlan ila¢c Etken Maddeleri

Calismalarda bazi aromatik ve heterosiklik ligandlar kullanilarak elde
edilen metal kompleksleri [Au(ip)(bipp)]PFs, [Au(pip)(bipp)]PFs,
[Au(ip)(bipp)|PtCL,, [Au(pip)(bipp)]PtCl, kullanilmistir. Bu komplekslerin
sentezlenmesinde ligand olarak; 1,10-fenantrolin (phen) (L1), 1,10-fenantrolin-
5,6-dion (dp) (L2), [4,5-f][1,10]fenantrolin (ip) (L3), 2-fenilimidazo[4,5-
f][1,10]fenantrolin (pip) (L4); kopri bilesigi olarak ise bis-1,3-di(imidazo[4,5-
f][1,10]fenantrolin) propan (bipp) (K) kullanilmistir. Ara fiirlinlerin ve sonug
iirinlerinin yap1 aydinlatma ¢alismalarinda '"H-NMR, IR, Kiitle Spektroskopisi ve
elemental analiz yontemlerinden faydalanilmistir. Bu maddelerin elde edilmesiyle
ilgili tiim veriler Anadolu Universitesi Eczacilik Fakiiltesi, Farmasotik Kimaya

Anabilim Dali’ndan elde edilmistir.

2.1.1. Ligandlarin sentez yontemleri

Ligand olarak kullanilan dp, ip, pip daha once yayinlanan prosediirlere
gore sentezlenmistir®™™. Koprii bilesigi olan bipp’in sentezi icin (yine literatiir
yontemine benzer sekilde); dp ve NH4OAc derisik asetik asitte ¢oziilmiis, bu
karisim iizerine, oda 1sisinda, karistirilarak glutarildialdehid damla damla ilave
edilmistir. Ilave islemi tamamlandiktan sonra karisim buzlu su iizerine dokiilerek
NH4OH ile noétralize edilip bekletilmistir. Olusan ¢dkelek siiziilmiis, su ile

yikanmis ve su-EtOH karigimindan kristallendirilmistir.
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Sekil 2. 1. Ligandlarin sentezlenmesine ait reaksiyon denklemleri
(a :H,SO4 NaBr, HNO;, NaOH ; b: NH,Oac, glac. AcOH, formaldehid/bezaldahid; c:
NH,4Oac, glac. AcOH, glutarildialdehid)

2.1.2. Metal komplekslerinin sentez yontemleri

1,10-fenantrolin (phen), 1,10-fenantrolin-5,6-dion (dp), imidazo[4,5-
f][1,10]fenantrolin (ip), 2-fenilimidazo[4,5-f][1,10] fenantrolin (pip) ligandlar ile
bu bilesiklerin 6nce mononiikleer Au(Ill) kompleksleri sentezlenmis, daha sonra
bu kompleksler bis-1,3-di(imidazo[4,5-f][1,10]-fenantrolin) propan (bipp) koprii
bilesigi ile birlestirilmistir. Son olarak K,PtCl, ile dintlikleer kompleksler elde
edilmistir (Sekil 2.2). Reaksiyonlar ITK yontemi ile izlenmis ve temiz iiriinler

elde edildigi gbzlenmistir.
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Sekil 2. 2. AuL,Cl,, [AuL,K](PF), ve [(AuL,K)Pt]CI, komplekslerinin sentez yontemlerine ait

reaksiyon semast

Uygun ligand ve NaAuCly, H,O-EtOH igerisinde, geri ¢eviren sogutucu
altinda 8 saat 1sitilmig, reaksiyon karigimi sogutulduktan sonra, aseton ilave
edilerek karisim bir gece 0°C’de bekletilmistir. Cokelek siiziilerek, birka¢ defa su
ve dietileter ile yikandiktan sonra vakumlu desikatérde kurutularak AuL,Cl,
kompleksleri elde edilmistir .

Au(L),bipp](PFe), komplekslerinin elde edilmeleri i¢in; Au(L),Cl, ve
bipp MeOH igerisinde 8 saat geri ¢eviren sogutucu altinda 1sitilmis, karisim oda
1sisinda  sogutulduktan sonra MeOH’lin yaridan fazlasi evapore edilmistir.
NH4PF¢’lin sudaki doymus ¢ozeltisi eklendiginde elde edilen turuncu-kahverengi

cokelek stiziilerek su ve dietileter ile yikanip kurutulmustur.
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2.1.2.1. [Au(ip)(bipp)]PF¢ bilesiginin sentezi

~
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Sekil. 2. 3. [Au(ip)(bipp)]PFs bilesiginin denklemi

IR (KBr)vmas(cm™) : 3420, 3140, 3107, 3076 (aromatik N-H, C-H
gerilim bantlar), 2988, 2945 (alifatik C-H gerilim bant1), 1609, 1433, 1398 ( C=N
ve C=C gerilim bantlar1), 315 (M-CI), 271 (M-N).

'H-NMR(300 MHz) (DMSO-ds) 8(ppm) : 3.30-3.33 (2H, m), 4.00-4.05
(4H, m), 6.90 (1H, s), 7.05 (1H, s), 7.20 (1H, s), 7.65-8.10 (9H, m), 8.35-8.90
(8H, m), 9.00-9.20 (8H, m), 10.20 (1H, d), 10.45 (1H, s).
MS (ES): m/z: 942 [M+1].

2.1.2.2. [Au(pip)(bipp)|PF¢ bilesiginin sentezi

AN
H\N |\ %
\ N~
\N > N/"AU
=

Sekil. 2. 4. [Au(pip)(bipp)]PF, bilesiginin denklemi

IR (KBr)vimae(cm™) : 3420, 3140, 3107, 3076 (aromatik N-H, C-H gerilim
bantlar1), 2988, 2945 (alifatik C-H gerilim bant1), 1609, 1433, 1398 ( C=N ve
C=C gerilim bantlar1), 315 (M-Cl), 271 (M-N).



25

'H-NMR(300 MHz) (DMSO-ds) 8(ppm) : 3.30-3.33 (2H, m), 4.00-4.05
(4H, m), 6.90 (1H, s), 7.05 (1H, s), 7.20 (1H, s), 7.65-8.10 (9H, m), 8.35-8.90
(8H, m), 9.00-9.20 (8H, m), 10.20 (1H, d), 10.45 (1H, s).
MS (ES): m/z: 942 [M+1].

[Au(L),bipp](PFe),’in EtOH’daki ve K,PtCly’1in H,O’daki ¢ozeltileri oda
1s1sinda 12 saat karigtinllmigtir. Cokelek siiziilmiis, birkag defa su ve dietileter ile
yikandiktan sonra vakumlu desikatorde kurutularak [(Au(L);bipp)Pt]Cl,

kompleksleri elde edilmistir.

2.1.2.3. [Au(ip)(bipp)]PtCl, bilesiginin sentezi

Sekil. 2. 5. [Au(ip)(bipp)]PtCl, bilesiginin denklemi

IR (KBr)vpas(cm™) : 3425, 3148, 3110, 3080 (aromatik N-H, C-H
gerilim bantlar1), 2996, 2949 (alifatik C-H gerilim bant1), 1615, 1453, 1413 ( C=N
ve C=C gerilim bantlar1), 321 (M-CI), 299 (M-N).

'H-NMR (300 MHz) (DMSO-dy) d(ppm) : 3.35-3.38 (2H, m), 4.07-4.15
(4H, m), 7.60-9.20 (22H, m), 9.55-9.75 (6H, m), 10.25 (1H, d), 10.50 (1H, s).

MS (ES): m/z: 1096 [M+1].
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2.1.2.4. [Au(pip)(bipp)]PtCl, bilesiginin sentezi

S 74 \N /CI
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Sekil. 2. 6. [Au(pip)(bipp)]PtCL, bilesiginin denklemi

IR (KBr)vpas(cm™) : 3425, 3148, 3110, 3080 (aromatik N-H, C-H
gerilim bantlar1), 2996, 2949 (alifatik C-H gerilim banti1), 1615, 1453, 1413 ( C=N
ve C=C gerilim bantlar1), 321 (M-CI), 299 (M-N).

'H-NMR(300 MHz) (DMSO-dj) O(ppm) : 3.35-3.38 (2H, m), 4.07-4.15
(4H, m), 7.60-9.20 (22H, m), 9.55-9.75 (6H, m), 10.25 (1H, d), 10.50 (1H, s).

MS (ES): m/z: 1096 [M+1].

2.1.3. Sentezi yapilan bilesiklerin yap1 aydinlatma calismalari

Sentezlenen bilesiklerin erime noktalarinin saptanmasi, toz edilen
maddenin, bir ucu acik kapiller borulara 2 cm kadar doldurularak erime noktasi
tayini cihazinda yapilmis ve bulunan degerler diizeltilmemistir.

Sentezlenen bilesiklerin IR spektrumlari, potasyum bromiir iginde
hazirlanan  tabletleri  kullanilarak, = Shimadzu 8400 FTIR Infrared
Spektrofotometresi’nde; NMR spektrumlar1 ise, TMS referans maddesine karsi,
maddenin dimetilsiilfoksid (DMSO-ds) icindeki ¢Ozeltisi hazirlanarak, Bruker
DPX300 Niikleer Magnetik Rezonans Spektrometresi’nde alinmigtir.
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2.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

JC-1 boyasi (Sigma), RPMI 1640 (Sigma) , Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium (DMEM, Sigma), Penicillin-Streptomycin (Biological Industries),
Tripsin-EDTA solution (Biological Industries), Etanol (Riedel de Haen), Sodyum
bikarbonat (Sigma), Dimethyl Sulfoxide (Carlo Erba), KCI (Sigma), NaCl
(Merck), KH,PO4 (Merck), Na,HPO,4 (Merck), EDTA (Merck), MTT (Sigma),
S1v1 Azot.

2.3. Kullanilan Sarf Malzemeler

25 cm?®lik flasklar, 96 ve 6 kuyucuklu plakalar (TPP), cam meziirler,
cam pipetler (1, 2, 5 ve 10 ml hacimlerinde), pastor pipetler, enjektorler (10, 20 ve
50 ml hacimlerinde), 25, 50, 100, 250, 500 ve 1000 ml’lik Durham siseleri, steril
polipropilen santrifiij tiipleri (15 ve 50 ml hacimlerinde), steril tek kullanimlik
filtreler (0,2 mikron ¢apinda), Thoma lami. 10,100 ve 1000 mikromolarlik tipler,

yuvarlak 6 kuyucuklu plakalar i¢in lameller, lamlar.

2.4. Kullanilan Aletler

Sogutmal1 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 cihaz1 (Bio-Tek,
ELx808-1U), Olympus BX50 fluoresan mikroskobu, Inverted mikroskop
(Olympus IX71), 12 kanalli mikropipet (eppendorf), dagitici pipet (eppendorf).
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2.5.Kullanilan Hiicreler
2.5.1. A549 hiicre kiiltiiri

A549 hiicreleri inaktif hale getirilmis %10’luk Fetal Bovine Serum RPMI
1640 Medium, Penicillin — Streptomycin ve %7,5 NaHCOs igeren besiyerinin
bulundugu 25 cm®lik flasklarda %95’lik hava ve % CO,’li gaz ortaminda, 37
0C’deki CO, inkiibatériinde (Heraus) kiiltiire edilmistir.

2.5.2. V79 379A (CHL) hiicre Kiiltiirii

V79 379A hiicreleri, inaktif hale getirilmis %10’luk Fetal Bovine
Serum/Fetal Calf Serum, Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM),
Penicillin-Streptomycin ve %9,5 NaHCO; igeren besiyerinin bulundugu 25
ecm®lik flasklarda %95°lik hava ve %5 CO,’li gaz ortaminda, 37 °C’deki CO,

inkiibatoriinde (Heraus) kiiltiire edilmistir.

2.6. Test Maddelerinin Dozlarinin Hazirlanmasi

[Au(ip)(bipp)]PFs, [Au(pip)(bipp)]PFs, [Au(ip)(bipp) |PtCL,,
[Au(pip)(bipp)]PtCl,; dimetil siilfoksit (DMSO; Carlo Erba) iginde ¢oziilerek

1,25 uM, 2,5 uM ve 5 uM, 10uM, 20uM, 40uM, 80uM’ Ik dozlar
hazirlanmigtir. Daha sonraki dillisyonlar ise taze kiiltiir vasatlar1 kullanilarak
hazirlanmistir.  [Au(ip)(bipp)]PFs, [Au(pip)(bipp)]PFs, [Au(ip)(bipp)]PtClL,
[Au(pip)(bipp)]PtCl,, DMSO i¢inde ¢oziildiigi icin; negatif kontrol olarak
¢oziici madde olan DMSO  kullanilmistir.  Stok[Au(ip)(bipp)]PFe,
[Au(pip)(bipp)]PFs. [Au(ip)(bipp)]PtCL, [Au(pip)(bipp)]PtCl, oda sicakliginda

saklanmustir.
2.7. Kullanilan Arag¢ ve Gereg¢lerin Hazirlanmasi

Calismalarda kullanilan bazi cam ve plastik malzemeler ile sivi

soliisyonlar aliiminyum folyolara sarili olarak otoklavda 121 °C, 1,5 atm/Hg
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basingta 20 dakika, bazi cam ve metal malzemeler de aliiminyum folyolara sarili
olarak sterilizatorde 180 °C’de 2 saat siire ile steril edilerek kullanilmistir.
Kullanilan bazi sivi kimyasallar 0,2um aralikli seliiloz nitrat filtreden gegirmek

suretiyle steril edilerek kullanilmistir.

2.8. Yontem

2.8.1. Hiicre kiiltiiri

A549 ve V79 379A hiicreleri uygun besiyerinde ve 25 cm?’lik flasklarda
yetistirilmis ve %95 hava ve %5 CO;’li gaz ortaminda ve 37°C’deki CO,

inkiibatoriinde (Heraus) kiiltiire edilmislerdir.

2.8.2. Hiicrelerin testler icin hazirlanmasi

Uygun kosullarda ¢ogalmaya birakilan hiicreler flask yiizeyini %70
oraninda kapladiklari zaman tripsin-EDTA ile muamele edilerek flask tabanindan
kaldirilmigtir. Thoma lami yardimiyla 3 kez sayilarak MTT testi igin 96
kuyucuklu hiicre kiiltiirii tabakalarinin her kuyucugunda belirlenen sayida (V79
379A igin 1000, A549 i¢in 5000) hiicre olacak sekilde % 10 FBS iceren
besiyerinde silispansiyon haline getirildikten sonra 96 kuyucuklu hiicre kiiltiirii
plakalarina 0,1 ml hiicre slispansiyonu aktarilmistir. Hiicrelerin yapigsmasi ve yeni
ortama aligmasi i¢in 37°C’de 24 saat inkiibe edilmislerdir. 24 saat inkiibasyon
siiresi sonunda hiicrelerin iizerindeki besiyerleri uzaklastirilmistir. Hiicrelerin
uizerine test maddelerinin sitotoksik etkilerini belirlemek {izere, test maddelerinin
istenen konsantrasyonlarini igceren taze besiyerleri ilave edilip 24, 48 ve 72 saat
37°C’de CO; inkiibatoriinde inkiibe edilmistir.

[Au(ip)(bipp)]PFs, [Au(pip)(bipp)]PFs, [Au(ip)(bipp)]PtCL,
[Au(pip)(bipp)|PtCLy’in  belirlenen dozlar1 hazirlanmistir. Bu maddeler igin
¢oziicli olarak DMSO kullanilmistir. DMSO oran1 %1°1 gegmeyecek sekilde ve
final konsantrasyonlart; [Au(ip)(bipp)]PFs, [Au(pip)(bipp)]PFs,
[Au(ip)(bipp)]PtCl,,  [Au(pip)(bipp)]PtCl, ‘nin 1,25, 2,5, 5, 10, 20, 40, 80 pl

olacak sekilde hazirlanmustir.
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2.8.3. MTT olciimii

Test maddeleri ile 24, 48 ve 72 saat muamele edilen hiicrelerden
inkiibasyon siiresi sonunda besiyerleri uzaklastirilmustir. Hiicreler 5 mg/ml’
MTT soliisyonu ile canli hiicrelerin mitokondrial metabolik aktiviteleri sonucu
MTT boyasinin suda ¢oziinmeyen formazan tuzuna doniisebilmesi i¢in 2 saat
inkiibasyona birakilmistir.  Bu siire sonunda hiicrelerden MTT boyasi
uzaklagtirnllmigtir.  Canli hiicreler tarafindan olusturulan formazan tuzlarinin
¢Oziinmesi i¢in her bir kuyucuga 0,1 ml DMSO ilave edilmistir. Plakalardaki
hiicrelerin optik dansiteleri ELISA cihazinda 570 nm dalga boyunda
okutulmustur. Test maddesi ile muamele edilmeyen kontrol hiicre canlilik orani
% 100 olarak kabul edilerek, deney hiicrelerinin canlilik oranlar1 yiizde olarak
ifade edilmistir. Bu test her bir madde i¢in iki hiicre grubunda 3’er defa olmak

tizere toplam 30 defa yapilmistir.

2.8.4. Fluoresan boyama ile morfolojik inceleme

6’1 plakalara yerlestirilen steril lameller iizerine ekilen A549 ve V79
379A hiicreleri 24 saat lamellerin {izerine yapismalari i¢in 37°C’de %35 CO; igeren
inkiibatorde kiiltiire edilmislerdir. Metal komplekslerinin sitotoksisite testleri
sonucunda belirlenen 5,10, 20, ve 40uM’lik dozlar1 lameller {izerine yapisan
hiicrelere 24 saat siiresince uygulanmistir. Bu siire sonunda plakalarin igerisinde
bulunan medyum ortamdan vakumla g¢ekilerek uzaklagtirllmistir. Daha Once
hazirlanmig olan JC-1 ( 5,5, 6,6’- tetrachlo-1,1", 3,3°-
tetracthylbenzimidazolylcarbocyanine iodide) boyama soliisyonu ile hiicreler
boyanmislardir. Kuyucuklar 30 dakika inkiibatorde bekletilmis ve boyanin etkisini
gostermesi  saglanmistir. Bu siire sonunda PBS ile yikanan lameller

fotograflanmistir.
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2.8.5. Mikroskobi

Hiicreler ~ Olympus  BX50  fluoresan  mikroskobu  altinda,
immunohistokimyasal yapilart Olypus U-UHK fluoresan mikroskobunda

incelenmislerdir.

2.8.6. Fotografi

Kiiltiir hiicrelerinin mikroskop altinda saptanan uygun goriintiileri

Olympus DP71 kullanilarak fotograflanmistir.

2.9. Istatistiki Degerlendirme

MTT deneylerinin sonuglarinin istatistiksel degerlendirilmesinde
(Statistical Package for the Social Sciences) SPSS 13.0 programi kullanilmis ve
elde edilen verilerin tek yonli ANOVA ile post-hoc olarak Tukey testi
uygulanarak anlamliklar1 belirlenmistir. Anlamlilik degeri olarak p<0.05 kabul

edilmistir.
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3. BULGULAR

Calismada kullanilan test maddelerinin ¢ogalmay1 engelleyici etkilerinin
belirlenmesi amaciyla, bu maddelerin belirlenen dozlar1 A549 ve V79 379A
hiicreleri iizerine uygulanmis, uygulama sonrasinda hiicreler MTT ile muamele
edilmis ve ELISA plate okuyucusunda sonuglar degerlendirilmistir.

Kullanilan test maddelerinin, MTT sonuglarina gore belirlenen
dozlarinin apoptoza yol agip-agmadigini belirlemek amaciyla A549 ve V79 379A
hiicreleri iizerine bu maddeler denenmis ve JC -1 boyamasi yapilmistir. Daha
sonra elde edilen sonuclar Olympus BX50 fluoresan mikroskobu ile incelenmis

ve Olympus DP71 ile fotograflanmistir.

3.1. MTT Sonuclari

3.1.1. Cispt(II)’nin A549 ve V79 379A (CHL) hiicrelerinin cogalmasi

uizerine etkileri

=
N
o

—4—Dmsol5
- //Q\! [/ml
== —&—125uM
Y 2,5uM

- \!* 5 M
-

.* -
\ \)x e 20uM
N B

* e, ——80pM

=
o
o

o]
o
* Hik

—%— 10 M

L]
*
[ ]

N
o

Hiicre Canliligi ( % Kontrol )
N (o2]
o o

o

1 2Zaman( Giin )3

Sekil 3.1. CisPt(II)’nin A549 hiicreleri iizerindeki etkisinin MTT testi ile degerlendirilmesi. (*)
isareti kontrol grubuna gore anlamli farkliliklar1 géstermektedir. Anlamlilik degeri

p<0,05
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Cispt(I)’nin  uygulandigr A549 hiicreleriyle yapilan MTT testi
sonucunda, maddenin en kiigiik dozlar1 olan 1,25uM ve 2,5uM’lik dozlarin hiicre
sayisinda ilk giinde bir degisiklik yapmadigi, 2.gilin hiicre sayisin1 %5-20 arasinda
azalttiklari, 3.glin ise sitotoksik etkilerini artirarak hiicre sayisini %25- 35
arasinda azaltiklar1 saptanmistir. SuM’lik dozun ise 1 ve 2.giin hiicre sayisini
azalttig1, en yliksek sitotoksik etkisini 3.giinde gosterdigi ve hiicre sayisini
yaklasik %60 oraninda diisiirdiigli gézlenmistir. Etkili olan 10uM, 20puM ,40uM
ve 80 uM’lik dozlarin ise ilk gilinden itibaren sitotoksik etki gosterdigi hiicre
sayisint yaklasik olarak %35-55 arasinda degistirdikleri, 2.glin ise 10uM’lik
dozun etkisinde Onemli bir degisiklik olmadigi ancak diger dozlarin hiicre
sayisint %70-80 oraninda azalttig1 gortilmiistiir. Bu dozlardan 10uM’lik dozun
3.giin hiicre sayisii %60 oraninda azalttig1, diger etkili dozlarin ise neredeyse

tiim hiicreleri oldiirdigl belirlenmistir.
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Sekil 3.2. CisPt(II)’nin V79 379A hiicreleri tizerindeki etkisinin MTT testi ile degerlendirilmesi.
(*) isareti kontrol grubuna gore anlamli farkliliklart gostermektedir. Anlamlilik degeri

p< 0,05

Cispt(Il)’nin uygulandigit V79 379A hiicreleriyle yapilan MTT testi
sonucunda, maddenin en kii¢lik dozu olan 1,25uM’lik dozun hiicre sayisinda ilk
giinde bir degisiklik yapmadigi, 2.giin hiicre sayisini %10 oraninda azaltmasina

ragmen 3.glin sitotoksik etkisinin azaldigi goriilmistiir. 2,5uM, SuM, 10uM,
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20uM’lik dozlarin ise sitotoksik etkilerinin birbirine benzer oldugu, 1.giin hiicre
sayisini yaklasik olarak %5-15 oraninda azalttiklari, 2.giin bu etkilerinin biraz
daha arttig1 ve bu oranin %10-20 arasina ¢iktig1 3.giinde ise %20-30 oraninda
hiicre sayisin1 azalttiklar1 belirlenmistir. Etkili dozlardan olan 40uM ve 80uM’lik
dozlar ise 1.giin hiicre sayisint %20-35 oraninda azaltmus, ikinci giin sitotoksik
etkilerinin daha da arttig1 ve hiicre sayisini %55-75 oraninda azalttiklar1 3.giin de
ise 40uM’lik dozun etkisinde neredeyse bir degisme olmadigr ancak 80uM’lik
dozun neredeyse tiim hiicreleri dldiirerek %85 oraninda hiicre sayisini azalttigi

belirlenmistir.

3.1.2. [Au(ip)(bipp)|PF¢’nin A549 ve V79 379A(CHL) hiicrelerinin

cogalmasi iizerine etkileri
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Sekil 3.3. [Au(ip)(bipp)|PF¢ nin A549 hiicreleri lizerindeki etkisinin MTT testi ile
degerlendirilmesi. (*) isareti kontrol grubuna gore anlamli farkliliklar1 gostermektedir.

Anlamlilik degeri p< 0,05

[Au(ip)(bipp)|PFs’nin uygulandigi A549 hiicreleriyle yapilan MTT testi
sonucunda, uygulanan maddenin tiim dozlarinda zamana ve doza bagl olarak ilk
glinde A549 hiicre sayisinda belirgin bir azalma gozlenmis, bu azalma miktari

diger gilinlerde de artarak devam etmistir. 1,25 uM’lik en kii¢iik dozun hiicre
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canliligin1 1.giin yaklasik olarak %10, 2.glin %25, 3.giin ise %75 oraninda
azaltig1 gozlemlenmistir. 2,5 uM, SuM, 10uM’lik dozlarin hiicre canliligina olan
etkilerinin birbirlerine benzedigi goriilmektedir. Bu dozlarin ilk giinden itibaren
hiicre sayis1 lizerinde kontrole gére anlaml farkliliklar gosterdigi gézlenmektedir.
Bu dozlarin 2. ve 3.giin sonuglar1 da birbirine benzemekte ve 3.giin sonunda
hiicre sayisin1 yaklasik olarak %80-85 azaltiklar1 goriilmektedir. En etkili dozlar
olan 20uM, 40uM ve 80uM’lik dozlarin ilk giinden itibaren hiicre sayisinda
yaklagik olarak %60-80 oraninda bir azalma meydana getirdigi, 2. glinde de bu
etkinin arttigit ve %90’lara ulasarak neredeyse tiim hiicreleri oldiirdiigii
gbzlenmistir. 3.giinde ise bu dozlarin etkisinde bir degisme meydana gelmedigi
saptanmistir. Bu maddenin tiim dozlariin, doza ve zamana bagli olarak kontrole

gore anlamli farkliliklar gosterdigi belirlenmistir.
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Sekil 3.4. [Au(ip)(bipp)|PF¢ nin V79 379A hiicreleri iizerindeki etkisinin MTT testi ile
degerlendirilmesi. (*) isareti kontrol grubuna goére anlamli farkliliklar1 gostermektedir.

Anlamlilik degeri p< 0,05

[Au(ip)(bipp)]PFs uygulanarak yapilan MTT deneyi sonucunda V79
379A hiicreleri iizerinde zamana ve doza bagl olarak 3 giinde hiicre sayisinda
onemli miktarda azalma gozlenmistir. Bu maddenin 1,25uM, 2,5uM, S5uM’lik
dozlarinin etkisi neredeyse ayni sekilde seyretmistir. Buna goére bu dozlar,

l.glinde hiicre sayisinda azalma meydana getirmemis, 2.giinde hiicrelere olan
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sitotoksik etkilerinin 6nemli derecede arttig1 ve yaklasik olarak %65-75 civarinda
hiicre sayisin1 azalttiklari, 3 glinde de neredeyse tiim hiicreleri oldiirerek
sitotoksik etki gdstermislerdir. Bu maddenin 10uM’lik dozunun ise 1.giin hiicre
sayisinda %20 civarinda azalma meydana getirdigi 2.giinde ise sitotoksik
etkisinin miithis bir sekilde arttig1 ve hiicre sayisint %80 civarinda azalttig
gozlemlenmistir. 3.giinde ise etkisini diger tiim maddeler gibi neredeyse tim
hiicreleri yok ederek gostermistir. Etkili dozlardan olan 20uM’lik dozun ise 1.gilin
hiicre sayisint %65 civarlarinda azaltti§i goriilmektedir. Bu maddenin diger
dozlarinin ise diger tiim tozlar gibi sitotoksik etkisinin diger giinlerde giderek
arttigr goézlemlenmistir. En etkili dozlar olan 40uM ve 80uM’lik dozlar ise
1.giinden itibaren %70 oraninda hiicre sayisini azaltmis, 2. ve 3. giinlerde de bu
etkilerini artirarak devam ettirmislerdir. 2.ve 3.glinde neredeyse tiim hiicreleri
oldiirmiislerdir. Bu maddenin ilk {i¢ dozunun 1.giinii hari¢ diger tiim dozlar1 doza

ve zamana bagli olarak kontrole gore anlamli farkliliklar gostermistir.

3.1.3. [Au(pip)(bipp)]PF¢’nin A549 ve V79 379A(CHL) hiicrelerinin

cogalmasi iizerine etkileri
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Sekil 3.5. [Au(pip)(bipp)]PFs” nin A549 hiicreleri lizerindeki etkisinin MTT testi ile
degerlendirilmesi. (*) isareti kontrol grubuna gore anlaml farkliliklar1 gostermektedir.

Anlamlilik degeri p< 0,05
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[Au(pip)(bipp)]PFs’nin A549 hiicrelerine uygulanarak yapilan MTT testi
sonucunda en kiiclik doz olan 1,25uM’lik dozun 1.glinde hiicrelere higbir
oldiirticti etki gostermedigi, 2.glinde ise hiicre sayisinda azda olsa belirli bir
azalma meydana getirdigi, 3.giinde ise hiicre sayisinda yaklasik olarak %45
oranin da kontrole gore anlamli bir azalma meydana getirdigi gozlenmistir. Bu
maddenin 2,5uM, 5uM, 10uM ve 20uM’lik dozlarinin ise hiicre canliligina bagh
olarak hiicre sayisinda benzer diislisler meydana getirdigi goriilmiistiir. Bu dozlar
l.glin %10-30 arasinda hiicre sayisin1 azaltmis, 2.giinde %35 -55 arasinda bir
azalma meydana getirmis, 3.gilinde ise bu azalma artarak devam etmistir. En etkili
dozlar olan 40uM ve 80uM’lik dozlar ise ilk gilinden itibaren hiicre sayisinda
biiylik azalmalar meydana getirmistir. 80uM’lik dozun ilk giinde %85’lere
civarinda hiicre sayisinda azalmalar meydana getirdigi, diger giinlerde de etkisini
artirarak neredeyse tiim hiicreleri 6ldirdiigii gozlenmistir. 40uM’lik dozun 2.ve
3.glindeki etkileri bakimimman 80uM’lik doza benzer etki yaptigi goOriilmiistiir.
1,25uM’lik dozun 1.ve 2.giin yaptig1 etki diginda diger tiim dozlarin tiim giin

sonuglariin kontrole gore anlamli farkliliklar gosterdigi ortaya ¢ikmistir.
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Sekil 3.6. [Au(pip)(bipp)]PF¢ nin V79 379A hiicreleri iizerindeki etkisinin MTT testi ile
degerlendirilmesi. (*) isareti kontrol grubuna goére anlamli farkliliklart gostermektedir.

Anlamlilik degeri p< 0,05
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[Au(pip)(bipp)]PF¢ uygulanarak yapilan MTT deneyi donucunda V79
379A hiicreleri lizerinde zamana ve doza bagli olarak 3 giinde hiicre sayisinda
onemli miktarda azalma goézlenmistir. Bu maddenin tiim dozlarinin hiicreler
izerinde biitlin giinlerde giderek artan sitotoksik etki yaptigi goriilmektedir.
1,25uM’lik doz hiicre sayisinda 1.giin anlamli bir azalma meydana getirmemis
2.glin ise ¢ok yiiksek sitotoksik etki gostererek hiicre sayisini %60 oraninda
azaltmig bu etkisini 3.giinde devam ettirerek neredeyse tim hiicreleri
Oldiirmistir. 2,5uM, SuM, 10uM, dozlar ise birbirine benzer sekilde hiicreler
tizeinde etkili olmustur. 1.giinde hiicre sayisim1 %10-30 oraninda azaltmis
2.glinde %70, 3.giinde ise %90 oraninda hiicre sayisinda azalma meydana
getirdikleri belirlenmistir. Etkili dozlar olan 20 uM, 40uM ve 80uM’lik dozlarin
ise 1.glinde %45-60, ikinci giinde %80, 3.glinde ise %95 oraninda hiicre sayisinda
azaltma meydana getirmistir. Bu maddenin tiim dozlar1 3.giinde ayni yiiksek
sitotoksik etkiyi gostererek neredeyse hiicrelerin tiimiinii Oldiirmiistir. Bu
maddenin ilk dozunun 1.giinii hari¢ diger tiim dozlarinin doza ve zamana bagh

olarak kontrole gére anlamli farkliliklar géstermistir.
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3.1.4. [Au(ip)(bipp)|PtCI;’nin A549 ve V79 379A(CHL) hiicrelerinin

cogalmasi iizerine etkileri
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Sekil 3.7. [Au(ip)(bipp)]PtCI, nin A549 hiicreleri tizerindeki etkisinin MTT testi ile
degerlendirilmesi. (*) isareti kontrol grubuna gore anlamli farkliliklar1 géstermektedir.

Anlamlilik degeri p< 0,05

[Au(ip)(bipp)]PtCI;’lin kullanilmasiyla yapilan MTT test sonuglarina
gore bu maddenin en kii¢iik dozlar1 olan 1.25uM, 2,5uM ve 5uM’lik dozlarin
A549 hiicreleri iizerinde 1.glinde herhangi bir sitotoksik etki yaratmayip hiicre
sayisinda azalmaya yol agmadigi belirlenmistir. 1,25uM’lik dozun 2.giinde ¢ok
az sayida hiicreye etki ettigi, 3.glinde ise %20 oraninda hiicre sayisini azaltig
gorlilmiistiir. 2,5uM’lik doz ise 2.ve 3.glinlerde gittik¢e artan oranda hiicre
sayisin1 azaltmistir. SuM’lik doz ise 2.ve 3.giinlerde diizenli bir sekilde artan
oranlarda hiicre sayisinda azalma meydana getirmistir. Bu doz 2.giin %40, 3.giin
ise %75’lere varan oranlarda hiicre sayisin1 azaltigr goriilmiistiir. 10uM, 20uM,
40uM ve 80uM’lik dozlar ise 1.glinden itibaren hiicre sayilarinda anlamli
derecede azalmaya sebep olmus, 2. ve 3.giinlerde de artan oranlarda hiicre
sayilarint azaltmaya devam etmislerdir. Bu dozlar 1.giin %20-40, 2.giin %60-80,

3.giin ise %80-90 orandinda hiicre sayilarinda azalmaya neden olmuslardir.



40

120 ——Dmso 1,5
- |f|/ml
2100 i*\ == = —=-1,25M
c *

o : 2,5 UM
X 80 2\
2 \ 5 uM
,§.’ 60 \ \‘ —*— 10 uM
€ 40 —e—20pM
o \ —+— 40 uM
§ 20 &. j
S 5 —— 80 uM
T ek
0 T T T
1 2 3 4
Zaman ( Giin )

Sekil 3.8. [Au(ip)(bipp)]PtCI,’nin V79 379A hiicreleri lizerindeki etkisinin MTT testi ile
degerlendirilmesi. (*) isareti kontrol grubuna goére anlamli farkliliklart gostermektedir.

Anlamlilik degeri p< 0,05

[Au(ip)(bipp)]PtCIL,’lin kullanilmasiyla yapilan MTT test sonuglarina bu
maddenin en kiigiik dozu olan 1,25uM’lik dozun 1.glin hari¢ diger tiim dozlar
zamana ve doza bagli olarak V79 379A hiicre canlilig1 iizerinde sitotoksik etki
gostermistir. En kiiciik doz olan 1,25uM,’lik dozun 1.giin kontrol grubuna gore
anlaml bir fark yaratmamistir. Bu dozun diger giinlerde giderek artan oranlarda
hiicre sayisin1 azaltigi goriilmektedir. 2,5uM, SuM, 10uM, 20uM’lik dozlar ise
birbirine benzer etkiler gostermistir. Bu dozlar 1.giin %10-20 arasinda hiicre
sayisinda azalma meydana getirirken 2.glin ¢cok yliksek miktarda sitotoksik etki
yaratmiglardir. 2.giin %60 ile %80 arasinda hiicre sayisinda azalma meydana
getirirken bu dozlar 3.giinde neredeyse tlim hiicreleri 6ldiirmiiglerdir. 3.giin hiicre
sayisindaki azalma %90 oraninda olmustur. Etkili dozlardan olan 40uM ve
80uM’lik dozlar ise 1.glinden itibaren ¢ok yiiksek sitotoksik etki gdstererek hiicre
sayilarinda ciddi oranlarda azalmaya meydana getirmislerdir. 1.giin %50-65
arasinda hiicre sayisinda azalma meydana gelirken, 2.giin bu oran giderek artmig

ve %85 lere ¢ikmustir. 3.glin ise hiicrelerin neredeyse timii dlmiistiir.
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3.1.5.  [Au(pip)(bipp)|PtCL’nin  A549 ve V79 379A(CHL)

hiicrelerinin ¢cogalmasi iizerine etkileri
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Sekil 3.9. [Au(pip)(bipp)]PtCL,’nin A549 hiicreleri tizerindeki etkisinin MTT testi ile
degerlendirilmesi. (*) isareti kontrol grubuna gore anlaml farkliliklar1 gostermektedir.

Anlamlilik degeri p< 0,05

[Au(pip)(bipp)]PtCL,’tin  farkli  dozlarinin ~ A549  hiicrelerine
uygulanmasiyla elde edilen MTT sonuglarina gore bu maddenin en kii¢iik dozu
olan 1,25uM’lik dozun 1.glin hiicre sayisinda herhangi bir azalma meydana
getirmedigi goriilmiistiir. Bunun disinda kalan diger tiim dozlarin, zamana ve
doza bagli olarak hiicreler lizerinde sitotoksik etki yarattigi belirlenmistir.
1,25uM’lik dozun 2.giin ve 3.giin hiicre sayisinda ciddi azalmalara yol actigi,
2.glinde hiicre sayisim1 %40, 3.glinde ise %65 oraninda azaltig1 gdzlemlenmistir.
2,5uM’lik doz ise 1.gilin hiicre sayisint %10, 2.giin %45, 3.giin ise % 75 oranda
azaltmistir. SuM’lik doz ise 1.giin hiicre sayisim1 %40, 2.giin %535, 3.gilin ise %75
oranda azaltmistir. 10uM, 20uM, 40uM ve 80uM’lik dozlar hiicreler lizerinde
1.glinden itibaren yiiksek oranda sitotoksik etki gostermislerdir. Bu dozlar 1.giin
hiicre sayisin1 %65-85 oraninda azaltirken, 2.glin bu etki %75-90 seviyelerine
yiikselmistir. 3.glin de ise bu dozlarin tiimii neredeyse tiim hiicreleri yok etmistir.

Bu maddenin en etkili dozlar1 olan 40uM ve 80uM’lik dozlar, 1.giinden itibaren
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yiiksek sitotoksik etki gdstermislerdir. Bu dozlar 1.glin %90’lara varan oranlarda

hiicre sayilarini azaltmis, etkilerini diger glinlerde devam ettirmislerdir.
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Sekil 3.10. [Au(pip)(bipp)]PtCI, nin V79 A379 hiicreleri tizerindeki etkisinin MTT testi ile
degerlendirilmesi. (*) isareti kontrol grubuna gore anlamli farkliliklar1 gostermektedir.

Anlamlilik degeri p< 0,05

[Au(pip)(bipp)]PtCL,’lin  farkli dozlarinin V79 379A hiicrelerine
uygulanmasiyla elde edilen MTT sonuglarina gére bu maddenin tiim dozlarinin
zamana ve doza bagl olarak sitotoksik etki yaptigi goriilmiistiir. Bu maddenin
1,25uM, 2,5uM, 5uM, 10uM’lik dozlarmin 1.giin hiicre sayisinda %10-25
oraninda bir azalma meydana getirdigi, 2.ve 3.giin ise hiicre sayisinda ciddi bir
sekilde artan oranlarda bir azalma meydana getirdikleri goriilmiistiir. Ozellikle bu
dozlarin 2.glin hiicre sayisini %75 oraninda azaltigi, 3.giiniin sonunda da
neredeyse tlim hiicreleri yok ettigi belirlenmistir. Bu maddenin etkili dozlar1 olan
20uM, 40uM ve 80uM’lik dozlarin 1.giin hiicre sayisii %40-50 oraninda
azalttigi, 2.giin %80 ve 3.glinde %95 oranlarda hiicre sayilarini azalttigi
saptanmistir. Bu maddenin tim dozlar1 3.glin aym1 oranda etkili olmus ve

hiicrelerin neredeyse tamamini 6ldiirmiistiir.
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3.2. Floresan Boyama ile Morfolojik inceleme Sonuclar

3.2.1. Cispt(II)’nin A549 ve V79 379A hiicreleri iizerinde morfolojik

incelemeleri

Sekil 3.11. Cispt(II)’nin A549 hiicreleri lizerindeki apoptotik etkisinin JC-1 boyama ile
degerlendirilmesi. a:kontrol, b:DMSO, c¢:5 uM’lik doz, d: 10uM’lik doz, e:20 uM’lik
doz, f:40uM’lik doz
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Sekil 3.12 . Cispt(I)’nin V79 379A hiicreleri {izerindeki apoptotik etkisinin JC-1 boyama ile
degerlendirilmesi. a:kontrol, b:DMSO, c:5 uM’lik doz, d: 10uM’lik doz, e:20 uM’lik
doz, f:40uM’lik doz

Kanser ilact olarak yaygin bir sekilde kullanilan sisplatinin apoptoza
neden olarak bu etkisini gosterdigi bilinmektedir. Caligmamizda sisplatin pozitif
kontrol amagli olarak kullanilmistir. Morfolojik inceleme i¢in de JC-1 boyasi

kullanilmigtir. JC-1 mitokondriyal membran potansiyelinin kaybin1 gostermek
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icin kullanilan katyonik bir boyadir. Mitokondriyal potansiyel farkinin kaybi
apoptotik kaskada neden olur. Saglikli hiicrelerde bu boya mitokondriyi parlak
kirmiziya boyar. Apoptotik hiicrelerde ise mitokondriyal membran potansiyeli
coktiigii icin JC-1 mitokondrinin i¢inde birikemez. Bu hiicrelerde JC-1
sitoplazmada yesil monomerik yapisinda kalir.

Sekil 3.11 incelendiginde sisplatinin A549 hiicreleri lizerinde ilk dozdan
itibaren apoptotik etki gosterdigi goriilmektedir. Ciinkii kontrol ve negatif kontrol
olarak kullanilan DMSO verilmis hiicrelerin mitokondrileri yogun bir sekilde
parlak kirmiziya boyanmistir. Bu etkinin artan doz miktari ile birlikte daha da
arttig1, ayrica hiicre sayisinda doza bagimli olarak bir azalma meydana getirdigi
gbze carpmaktadir.

Sekil 3.12 incelendiginde sisplatinin V79 379A hiicreleri iizerindeki
etkisinin A549 hiicreleri lizerindeki etkisine benzer oldugu goriilmektedir.
Sisplatin bu hiicrelerde de ilk dozdan itibaren apoptotik etki gostermis, ancak
ozellikle 20 ve 40uM’lik dozlarda hiicre sayisinda ciddi azalmalar meydana

getirmistir.
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3.2.2. [Au(ip)(bipp)|PF¢’min A549 ve V79 379A hiicreleri iizerinde

morfolojik incelemeleri

Sekil 3.13. [Au(ip)(bipp)]PF¢’nin A549 hiicreleri lizerindeki apoptotik etkisinin JC-1 boyama ile
degerlendirilmesi. a:5 uM’lik doz, b: 10uM’lik doz, ¢:20 uM’lik doz, d:40uM’lik doz
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Sekil 3.14. [Au(ip)(bipp)]PFs’nin V79 379A hiicreleri lizerindeki apoptotik etkisinin JC-1 boyama
ile degerlendirilmesi. a:5 uM’lik doz, b: 10uM’lik doz, ¢:20 uM’lik doz, d:40uM’lik

doz

Sekil 3.13 incelendiginde [Au(ip)(bipp)]PFs’'nin A549 hiicreleri
tizerindeki apoptotik etkisi ilk dozdan itibaren goriilmeye baslamistir. Ayrica
hiicre sayisinda doza bagimli olarak bir azalma goze ¢arpmaktadir. Bu hiicreler
neredeyse hi¢c kirmiziya boyanmamis bu da mitokondriyal membran
potansiyelinin kayboldugunu gostermektedir.

Sekil 3.14 incelendiginde [Au(ip)(bipp)]PFs’'nin V79 379A hiicreleri
tizerindeki apoptotik etkisi ilk dozdan itibaren goriilmeye baslamistir. Ancak
S5uM,10uM ve 20uM’lik dozlarin hiicrelerde benzer etki yaptigi goriilmektedir.
Bu dozlarda hiicre sayilarinin birbirine yakin oldugu da goriilmektedir. Ancak
40uM’lik dozda hem apoptotik etki daha da artmis hem de hiicre sayisindaki
azalma daha fazla olmustur. Genel olarak maddenin kullanilan bu dozlarinin

A549 hiicreleri lizerinde daha fazla etkili oldugu anlagilmaktadir.
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3.2.3. [Au(pip)(bipp)|PFs’nin A549 ve V79 379A hiicreleri iizerinde

morfolojik incelemeleri

Sekil 3.15. [Au(pip)(bipp)]PFs’ A549 hiicreleri iizerindeki apoptotik etkisinin JC-1 boyama ile
degerlendirilmesi. a:5 uM’lik doz, b: 10uM’lik doz, ¢:20 uM’lik doz, d:40uM’lik doz
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Sekil 3.16. [Au(pip)(bipp)|PFs’nin V79 379A hiicreleri iizerindeki apoptotik etkisinin JC-1
boyama ile degerlendirilmesi. a:5 uM’lik doz, b: 10uM’lik doz, ¢:20 uM’lik doz,
d:40uM’lik doz

Sekil 3.15 incelendiginde [Au(pip)(bipp)]PFs’nin AS549 hiicreleri
tizerindeki apoptotik etkisi ilk dozdan itibaren goriilmeye baslamistir. Ayrica
hiicre sayisinda 6zellikle 20 ve 40uM’lik dozlarda belirgin bir azalma goze
carpmaktadir. Bu hiicrelerde de kontrole gore daha az kirmiziya boyanmig
bolgeler  bulunmaktadir. Bu da bu hiicrelerde mitokondriyal membran
potansiyelinin kayboldugunu gostermektedir.

Sekil 3.16 incelendiginde [Au(pip)(bipp)]PF¢’'nin V79 379A hiicreleri
tizerindeki apoptotik etkisinin A549 hiicrelerine gore daha az oldugu ancak
40uM’lik dozun bu hiicrelerde de ciddi etkiler yaptig1 goriilmektedir. Ayrica doza

bagli olarak hiicre saysinda belirgin bir azalma da meydana gelmistir.
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3.2.4. [Au(ip)(bipp)|PtCI;’nin A549 ve V79 379A(CHL) hiicreleri

iizerinde morfolojik incelemeleri

Sekil 3.17. [Au(ip)(bipp) |PtCL,’nin A549 hiicreleri lizerindeki apoptotik etkisinin JC-1 boyama ile
degerlendirilmesi. a:5 uM’lik doz, b: 10uM’lik doz, ¢:20 uM’lik doz, d:40puM’lik doz
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Sekil 3.18. [Au(ip)(bipp)]PtCI,’nin V79 379A hiicreleri tizerindeki apoptotik etkisinin JC-1
boyama ile degerlendirilmesi. a:5 uM’lik doz, b: 10uM’lik doz, ¢:20 uM’lik doz,
d:40uM’lik doz

Sekil 3.17 incelendiginde [Au(ip)(bipp)]PtCL,’nin A549 hiicreleri
iizerindeki apoptotik etkisi ilk dozdan itibaren gériilmeye baslamistir. Ozellikle
apoptotik etkinin 20 ve 40uM’lik dozlarda daha fazla oldugu, hiicre sayisinda da
ozellikle 20 ve 40uM’lik dozlarda belirgin bir azalmanin meydana geldigi goze
carpmaktadir. Bu hiicrelerde de kontrole goére daha az kirmiziya boyanmis
bolgeler bulunmaktadir. Bu sonu¢ da bu hiicrelerde mitokondriyal membran
potansiyelinin kayboldugunu ve boyanin mitokondrilerde birikemedigini gosterir.

Sekil 3.18 incelendiginde [Au(ip)(bipp)] PtCIl,’nin V79 379A hiicreleri
tizerindeki apoptotik etkisinin de doza bagh olarak arttigr goriilmektedir.
Ozellikle 20 ve 40uM’lik dozlarda neredeyse hi¢ kirmiziya boyanmis bolge

olmadig1 ve buralarda mitokondriyal membran potansiyeli ¢oktiigli i¢in boyanin



52

mitokondrilerde birikemedigi anlasilmaktadir. Hiicre sayisinda da tiim dozlarda

kontrole gore bir azalma gozlenmektedir.

3.2.5. [Au(pip)(bipp)]PtCL’min A549 ve V79 379A(CHL) hiicreleri

iizerinde morfolojik incelemeleri

Sekil 3.19. [Au(pip)(bipp)]PtCI, nin A549 hiicreleri tizerindeki apoptotik etkisinin JC-1 boyama
ile degerlendirilmesi. a:5 uM’lik doz, b: 10uM’lik doz, ¢:20 uM’lik doz, d:40uM’lik

doz
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3.20. [Au(pip)(bipp)]PtCL,’nin V79 379A hiicreleri iizerindeki apoptotik etkisinin JC-1 boyama
ile degerlendirilmesi. a:5 pM’lik doz, b: 10uM’lik doz, ¢:20 uM’lik doz, d:40uM’lik doz

Sekil 3.19 incelendiginde [Au(pip)(bipp)]PtCLa’nin A549 hiicreleri
tizerindeki apoptotik etkisi ilk dozdan itibaren goriillmeye baslamistir. Ancak bu
etkinin 6zellikle ilk doz hari¢ diger dozlarda ¢ok belirgin oldugu goriilmektedir.
Hiicre sayisinda da doza bagli olarak belirgin bir azalmanin meydana geldigi goze
carpmaktadir. Bu hiicrelerde de kontrole gore daha az kirmiziya boyanmis
bolgeler bulunmaktadir. 10 ve 20uM’lik dozlarda neredeyse hi¢ kirmiziya
boyanmis hiicre bulunmamaktadir. Bu da bu hiicrelerde mitokondriyal membran
potansiyelinin kayboldugunu ve boyanin mitokondrilerde birikemedigini gosterir.

Sekil 3.20 incelendiginde [Au(pip)(bipp)] PtCI,’nin V79 379A hiicreleri
tizerindeki apoptotik etkisinin de doza bagli olarak arttig1 goriilmektedir. SuM’lik
dozda bu etkinin ¢ok belirgin olmadig1 ancak diger dozlarda o6zellikle de 20 ve
40uM’lik dozlarda neredeyse hi¢ kirmiziya boyanmis hiicre olmadigr ve

buralarda mitokondriyal membran potansiyeli ¢oktiigii i¢in  boyanin
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mitokondrilerde birikemedigi anlasilmaktadir. Ayrica bu dozlarda hiicre
morfolojisinin degistigi, apoptozun bir diger gostergesi olan hiicre hacminde de
kiigiilme meydana gelmistir. Ayn1 zamanda bu dozlarda hiicre sayisinin kontrole

gore ciddi oranda azaldig1 da gozlenmektedir.
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4. TARTISMA VE SONUC

Akciger kanseri diinya ¢apinda temel bir saglik sorunudur ve kanser
Olimlerinin baslica nedenidir (Blinman ve ark. 2010). Akciger kanserlerinin
yaklagik olarak 9%85’1 kiiclik hiicreli olmayan akciger kanseri olarak
siiflandirilir. Bu kanserler yass1 hiicreli (skuamdéz) kanser, biiyiik hiicreli kanser
ve adenokanseri icerir (Winget ve ark. 2010).

Kemoterapi akciger kanseri olan hastalarda hem daha uzun yasamayi
hem de yasam kalitesini artirmay1 saglayabilir ( Jacob ve ark. 2010) ve yine
kemoterapi ilerlemis kiigiik hiicreli olmayan akciger kanserlerinde standart olarak
ilk tercih edilen tedavi se¢enegidir ( Zhong ve ark. 2010).

Apoptozun baglatilmas1 kemoterapik ilaglarin sitotoksik etkisinin sik
rastlanan bir mekanizmasidir ve hiicre Oliimiiniin iyi diizenlenmis bir seklidir
(Gruber ve ark. 2004).

Mitokondrinin programli hiicre 6liimii (apoptoz)’niin diizenlenmesinde
ve dolayisiyla kanser gibi anormal apoptotik yanitlarin verildigi hastaliklarda
temel bir rol oynadigma inanilir. MPT (Mitokondrial permeability transition)
poru tarafindan diizenlenen mitokondriyal membran gegirgenliginin, mitokondri
tarafindan baglatilan apoptozun merkezinde yer aldigi kabul edilir. Sonug olarak
yeni kemoterapotik ajanlar gelistirmek icin yapilan ¢aligmalarda mitokondriyal
hiicre 6liim yolu ilgi odagi haline gelmektedir ( Barnard ve ark. 2004).

Bir¢ok kanser tiiriinlin sisplatin tarafindan tedavi edilmesi, alternatif
metal ilaclarin siirekli olarak arastirilmasini tesvik etmistir (Tiekink 2002).

Metal temelli antikanser ilaglarinin baslica tiirleri platin, rutenyum, altin
() ve altin (III) bilesenlerini kapsar. Metal komplekslerinin sitotoksik etkilerinin
genellikle DNA’ya baglanmalar1 sonucu olustuguna inanilir. Amag, belirli bir
bicimde kanser hiicrelerinde DNA hasarina sebep olmak ve hiicreyi dliime

gotiirmektir ( Ying ve ark. 2007).
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Platin bir cok antikanser ilaci icin temel metaldir. Platin temelli
antikanser ilaclar1 hala cogunlukla kansere karsi kullanilan etkili farmasoétiklerdir.
Onlar etki bigcimlerini DNA ile etkilesime girmek yoluyla DNA polimerazin
ilerlemesini engelleyerek gosterir. Boylelikle de tiimor hiicrelerini apoptoza
stirtiklerler (Michalke 2010).

[laglarda Altin kullanimi antik ¢agda Arap ve Cinli bilimadamlarinin
cesitli hastaliklarin tedavisinde altindan hazirladiklar1 ilaclar1 kullanmalarina
kadar dayanir. Giiniimiize daha yakin zamanlarda ise Koch’un Au(CN),’nin
bakteriyostatik etkiler gostermesiyle gelismeler yasanmistir. Bu arastirma altin
bilesiklerinin farmakolojik calismalarda kullanilmasi igin bilimsel temeli
olusturmus ve altin romatoid artritin tedavisinde kullanilmaya baglanmistir. Bunu
takiben, altin bilesiklerinin antitiimor aktiviteleri son zamanlarda da anti hiv
aktivitelerine olan etkileri siklikla arastirilmaktadir (Tiekink 2002).

Bazi1 calismalarda altin ile hazirlanan platin komplekslerinin de klinik
denemeleri yapilmis ve basarili sonuglara ulagilmistir (Casini ve ark. 2006;
Monlien ve ark. 2002).

Farkli mono- ve di-nukleer geg¢is metal komplekslerinin sentez ve
aktiviteleri tlizerinde de caligmalar yapilmistir. Poliniikleer Pt komplekslerinin
potansiyel anti kanser ajan o6zellikleri ve Cisplatin’e direng¢ gelistirmis tiimorler
tizerindeki aktiviteleri arastirilmistir ( Jansen ve ark. 2002; Tu ve ark. 2004).

1,10- fenantrolin ve onun yerine gelebilen tiirevleri hem serbest olarak
hem de gecis metallerine koordine edilmis ligandlar olarak, pek ¢ok biyolojik
sistemin islevlerinde bozukluklar yapar (Deegan ve ark. 2006).

MTT deney sonuglart ve floresan boyama deneyleri, kullanilan dort
maddenin de hiicreler iizerinde sitotoksik etki yaparak hiicrelerin ¢ogalmasini
engelledigini gostermistir.

[Au(ip)(bipp)]PF¢ nin A549 ve V79 379A(CHL) hiicrelerinin ¢ogalmasi
tizerine etkileri incelendiginde bu maddenin her iki hiicre grubu iizerinde de ¢ok
etkili oldugu belirlenmistir. Ancak bu maddenin en diisiik dozu olan 1,25uM’lik
doz hari¢ diger dozlarinin kanserli A549 hiicreleri iizerinde, saglam V79 379A
hiicrelerine oranla az miktarlarda olsa bile daha toksik oldugu goriilmektedir.
Yine bu maddenin, giinlimiizde kanser tedavisinde etkin bir sekilde kullanilan

sisplatin ile karsilastirilmasiyla elde edilen bulgularindan, maddenin kanserli
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A549 hiicreleri iizerindeki etksinin sisplatine oranla tiim dozlarda daha etkili
sitotoksik yanitlar olusturdugu saptanmistir. Sonug olarak bu maddenin belirtilen
dozlardaki konsantrasyonlarinin (A549) kiigiikk hiicreli olmayan akciger
kanserlerinde kullanilabilir oldugu ve bagka kanserli hiicre gruplar1 {izerinde
denenebilir oldugu sdylenebilir.

[Au(pip)(bipp)]PF¢’nin  A549 ve V79 379A(CHL) hiicrelerinin
cogalmas1 tizerine etkileri incelendiginde bu maddenin her iki hiicre grubu
tizerinde doza bagl olarak etkili sitotoksik yanitlar olusturdugu goriilmiistiir.
Ancak bu maddenin en yiiksek dozu olan 80uM’lik doz disindaki diger dozlarin
saglam V79 379A (CHL) hiicreleri iizerinde, A549 kanserli hiicrelerine oranla
daha toksik etkiler gosterdigi saptanmistir. Yine bu maddenin, glinlimiizde kanser
tedavisinde kullanilan sisplatin ile karsilagtirilmasiyla elde edilen bulgularindan,
maddenin kanserli A549 hiicreleri iizerindeki etkisinin sisplatine oranla 20
uM’lik doz hari¢ diger tiim dozlarda daha etkili sitotoksik yanitlar olusturdugu
belirlenmistir. Sonu¢ olarak bu maddenin en yiikek dozunun (A549) kiigiik
hiicreli olmayan akciger kanserlerinde kullanilabilir oldugu sdylenebilir. Ayrica
sisplatine gore daha etkili bir madde oldugu i¢in de kanserli hiicre gruplar
tizerinde de denenebilecegi Onerilir.

[Au(ip)(bipp)]PtCL,’nin  A549 ve V79 379A(CHL) hiicrelerinin
cogalmasi ilizerine etkileri incelendiginde bu maddenin her iki hiicre grubu
tizerinde doza bagli olarak etkili sitotoksik yanitlar olusturdugu goriilmiistiir.
Ancak bu maddenin tiim dozlar1 saglam V79 379A (CHL) hiicreleri iizerinde,
AS549 kanserli hiicrelerine oranla daha toksik etkiler gosterdigi saptanmistir. Yine
bu maddenin, kanser tedavisinde kullanilan sisplatin ile karsilastirilmasiyla elde
edilen bulgularindan sadece 5 ve 10uM’lik dozlarinin sisplatine oranla kanserli
A549 hiicrelerinde daha etkili oldugu goriilmiistiir.

[Au(pip)(bipp)|PtCL,’nin  A549 ve V79 379A(CHL) hiicrelerinin
cogalmasi tlizerine etkileri incelendiginde bu maddenin her iki hiicre grubu
tizerinde doza bagl olarak etkili sitotoksik yanitlar olusturdugu tespit edilmistir.
Ancak bu maddenin diisiik konsantrasyonlu dozlar1 hari¢ diger dozlarmin(10uM,
20uM, 40uM ve 80uM) kanserli A549 hiicreleri iizerinde, saglam V79 379A
hiicrelerine oranla daha toksik oldugu goriilmektedir. Yine bu maddenin, kanser

tedavisinde etkin bir sekilde kullanilan sisplatin ile karsilagtirilmasiyla elde edilen
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bulgularindan, maddenin kanserli A549 hiicreleri iizerindeki etksinin sisplatine
oranla tiim dozlarda daha etkili sitotoksik yanitlar olusturdugu saptanmustir.
Sonu¢ olarak bu bulgulara goére bu maddenin belirtilen dozlardaki
konsantrasyonlarinin (A549) kiiciik hiicreli olmayan akciger kanserlerinde
kullanilabilir oldugu ve bagka kanserli hiicreler {izerinde denenebilir oldugu
sOylenebilir.

AS549 hiicreleri insandan ve V79 379A hiicreleri Cin hamsterinden elde
edilmiglerdir. A549 epitel benzeri, V79 379A hiicreleri ise fibroblast benzeri
hiicrelerdir. Test maddelerinin saglikli hiicreler olan V79 379A hiicreleri lizerinde
de en az A549 hiicreleri iizerinde meydana getirdigi etkiler gibi etkiler meydana
getirmesi bu nedenle olabilir.

Wang ve arkadaslarinin (2007) yaptigi bir ¢alismada Au (III)’iin
sitotoksik ve apoptotik etkisi memeli hiicre kiiltiirii yontemiyle arastirilmustir.
SUNE 1 (insan iist yutak kanseri) hiicreleri kullanilarak Au (III)’{in toksik etkisi
NBB boyasi kullanilarak tespit edilmis ve maddenin bu hiicrelerde sisplatinden
daha etkili sitotoksik yanitlar ortaya koydugu tespit edilmistir. Ayrica akis
sitometrisinde Au (III)’lin apoptotik etki gosterdigi de belirlenmistir. Bu veriler
bizim ¢alismamizin sonuclarini desteklemektedir.

En ve arkadaslar1 ( 2010) 2-9 dimetilphenantrolin ligandi igeren Pt(II)
kompleksleri ile yaptiklar1 bir aragtirmada Hela, Hep-G2, KB, ve AGZY-83a
kanserli hiicre gruplarimi kullanmiglardir. Maddenin bu hiicreler iizerindeki
antiproliferatif ve sitototoksik etkisini MTT testi yaparak belirlemislerdir. Sonug
olarak maddenin bu hiicreler iizerinde Ozellikle de Hela hiicrelerinde etkili
sitotoksik yanitlar olusturdugunu gézlemlemislerdir.

Caligmalarimizin devaminda apoptozisi belirlemek amaciyla JC-1
boyama yontemi kullanilmistir. Boyamanin ardindan genel hiicre bigimlerini
belirleyebilmek icin Oncelikle mikroskobik inceleme, ardinda da fotograf
cekimleri yapilmigtir. Sekil 3.11, 3.12, 3.13, 3.14, 3.15, 3.16, 3.17, 3.18, 3.19 ve
3.20° de goriildigi gibi her iki maddenin de en diisiik dozlardan itibaren hem
sagliklt hem kanserli hiicreleri apoptozise stiriikledigi, hiicrelerde mitokondriyal
membran potansiyelinin kaybolmasina bagli olarak apoptozun basladigi, mebran
potansiyelinin  kaybolmasi sonucu JC-1’in  apoptoz olan hiicrelerde

mitokondrininin i¢inde birikemedigi ve sitoplazmada yesil flouresan monomerik
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yapisinda kaldigi, kontrol amacgli kullanilan hiicrelerde ise mitokondriyal
potansiyel farkina bagli olarak mitokondriyi parlak kirmiziya boyadigi
saptanmistir. Ayrica apoptoza giden hiicrelerde hiicre sayilarinin da doza bagl

olarak azaldig: tespit edilmistir.
Sonu¢ olarak [Au(ip)(bipp)]PFs ve [Au(pip)(bipp)]PtCL’nin kiiciik
hiicreli olmayan akciger kanserinde antikanser ila¢ etken maddesi olarak timit

verici olabilecegi sOylenebilir.
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