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OZET

Doktora Tezi
BAKIR(II) [YONUNUN KARISIK LIGANT KOMPLEKSLERININ IN VITRO
SITOTOKSIK, GENOTOKSIK VE APOPTOTIK ETKILERININ SAGLIKLI VE
KANSER HUCRE HATLARINDA BELIRLENMESI
Dilek YILMAZ
Uludag Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyloji Anabilim Dali
Damisman: Prof. Dr. Niliifer Cinkili¢

Bu calismada suda c¢oziinebilen dort yeni bakir  (II) kompleksinin,
[Cu(phen)z(H20)](NOs). ), [Cu(phen)(tyr)(H20)]NO3-2H,0 (),
[Cu(dmphen),(NO3)]NOs (3), [Cu(dmphen)(tyr)(H20)]NO3-H,0 (4) MCF7 insan meme
kanseri hiicre hatti, Caco-2 insan kolon kanseri hiicre hatti, Hep-3B insan karaciger
kanseri hiicre hatti ve BEAS-2B insan brons epitel hiicre hattinda XTT testi ile
antikanser aktiviteleri gosterilmistir. Hiicre oliim sekli M30 ve M65 testleri ile analiz
edilmistir. Hiicre Oliimiiniin altinda yatan mekanizmay1 aydinlatmak icin bakir
komplekslerinin ~ genotoksik  etkileri mikroniikleus ve komet testleri ile
degerlendirilmistir. Hiicre i¢i ROS seviyesi ROS testi ile degerlendirilmistir. Oksidatif
DNA hasariin bir biyomarkiri olarak ise 8-OH-dG olusumu 6l¢tilmiistiir. M30 ve M65
testlerinden elde edilen sonuglar bakir komplekslerinin diisiik dozlar1 ile hiicrelere
muamele edildiginde hiicrelerin apoptoza yiiksek dozlarda ise hiicrelerin nekroza
gittigini gdstermistir. Mikroniikleus ve komet testleri sonucglar1 bakir komplekslerine
maruz kalan hiicrelerde DNA fragmentasyonunun gerceklestigini gostermistir. ROS ve
8-OH-dG testleri DNA fregmantasyonunun oksidatif hasardan kaynaklandigini
dogrulamaktadir, Bu durum hiicre 6liimiinii tetiklemektedir. Sistotoksisite ¢aligmalari
cisplatine kiyasla daha diisiik ICsq degerleri oldugu i¢in bakir komplekslerinin cisplatine
kars1 umut verici alternatifler oldugunu géstermistir.

Anahtar Kelimeler: Bakir, anti-kanser, genotoksik, phenantrolin, L-tyrosin.

2015, xix + 240 sayfa



ABSTRACT
PHD Thesis
THE CYTOTOXIC, GENOTOXIC AND APOPTOTIC EFFECTS OF MIXED
LIGAND COMPLEXES OF COPPER(II) ION IN HEALTY AND CANCER CELL
LINES IN VITRO
Dilek YILMAZ
Uludag Univessity
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology
Supervisor: Prof. Dr. Niliifer CINKILIC

The anticancer activities of four new water-soluble copper(Il) complexes
[Cu(phen)2(H20)](NOs). 2), [Cu(phen)(tyr)(H20)]NO3-2H.0 (2),
[Cu(dmphen)2(NO3)]NOs (3), [Cu(dmphen)(tyr)(H,O)]NO3-H,O (4) were analyzed in
the MCF7 human breast cancer cell line, the Caco-2 human colon cancer cell line, the
Hep-3B human hepatocellular carcinoma cell line and the Beas-2B human bronchial
epithelial healthy cell line by XTT assay. Cell death mode was analyzed using M30 and
M65 ELISAs. To clarify the mechanisms underlying the observed cell death, the
genotoxic effects of the copper complexes were evaluated by micronucleus and comet
assays. Intracellular ROS levels were determined by ROS assay. 8-OH-dG occurrence
was analyzed as a biomarker of oxidative DNA damage. The results obtained from
M30-M65 assays indicated that low doses of copper complexes caused the cells to
undergo apoptosis while higher doses caused necrosis. Analysis of micronucleus and
comet assays showed that exposure to copper complexes induced DNA fragmentation.
ROS and 8-OH-dG assays confirmed that DNA fragmentation was due to oxidative
damage, which triggered cell death. Cytotoxicity studies showed that copper complexes
could be promising alternatives to cisplatin, with lower ICsy values than that of
cisplatin.

Keywords: Copper, anti-cancer, genotoxic, phenanthroline, L-tyrosine.

2015, xix + 240 pages
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1.GIRIS

Ilag kimyas1 genellikle organik ve dogal bilesiklere dayanmasina ragmen son 30 yildir
metal kompleksleri kemoterapi ilaglar1 veya tan1 ajanlar1 olarak biiyiik ilgi kazanmistir.
Metal bazli kanser ilaglar1 kemoterapide dnemli bir rol oynamaktadir. Cisplatinin toksik
etkileri ve ila¢ rezistansi klinikte kullanimin1 sinirlamasina ragmen cisplatin bu
ilaglardan en etkililerinden biridir. Bu nedenle klinik etkinin arttirilmasi genel
toksisitesinin azaltilmasi ve aktivite alaninin genisletilmesi i¢in son yillarda yeni metal
icerikli kanser ilaglarmin gelistirilmesi hizli bir sekilde yayginlasmaktadir (Habley
2007).

Siiphesiz cisplatin, cis-diammine-dichloroplatinum(II)’nin bulunmasi yirminci yiizyilin
en onemli olaylarindan biridir. Cisplatin ¢esitli kanser tiplerinin tedavisinde oldukca
etkilidir 6zelliklede testis kanserinde. Bobrek toksisitesi, emetogenesis ve norotoksisite
nedeniyle tedavide kullanimi siirhdir (Zhang ve Lippard 2003). Buna ek olarak
cisplatin agiz yoluyla alimamaz ve cisplatin rezistansi1 da uygulamay: sinirlamaktadir
(Kelland 2000). Bu simirlamalar antitiimor aktivitesi olan farmakolojik o6zellikli
inorganik komplekslerin gelistirilmesini tesvik etmistir. Metal igerikli ilaclarda metal
ligandlar1 kusursuz ii¢ boyutlu konfigiirasyonda koordine edilmektedir. Bu aym
zamanda ilacin spesifik bir molekiiler hedefi tanimasim1 ve etkilesime girmesini
saglamaktadir. Bu durum ligandin farkli kimyasal modifikasyonlar: ile arttirilmaktadir.
Dahas1 metal kompleksleri kolayca redoks reaksiyonlarina girmekte ve ligand degisimi
biyolojik redoks kimyasina katilmalarina ve biyolojik molekiiller ile reaksiyona
girmelerine olanak saglamaktadirlar. Bu alandaki arastirmalarin bakir gibi esansiyel
iyonlar tarafindan sekillendirilmis biyolojik aktif kompleksler iizerine odaklanmasi ilgi
cekicidir (Petering 1980). Normal metabolik yolagindan kagan herhangi bir metal,
organizma i¢in c¢ok toksik olabilmektedir, bu gibi metallerin kompleksleri etkili
sitotoksik ajanlar olarak gorev yapabilmektedirler (Frausto Da Silva ve Williams 1991).
Bakir canli tiim organizmalarda bulunmaktadir ve redoks kimyasinda, biiylime ve
gelisimde ¢ok Onemli bir iz elementtir (Linder 1991). Enerji metabolizmasinda,
solunumda, DNA sentezinde yer alan sitokrom oksidaz, siiperoksit dismutaz, askorbat

oksidaz ve tyrosinaz gibi bir¢ok enzimin ve proteinin fonksiyonu i¢in Onemlidir.



Biyolojik bakir komplekslerinin en o©nemli fonksiyonu bakir igeren biyolojik
molekiillerin molekiiler oksijen ile dogrudan reaksiyona girerek serbest radikalleri
olusturdugu oksidasyon ve indirgenme reaksiyonlarinda rol almaktir. Bakir,
mitokondiral solunumda demir absorbsiyonunda ve serbest radikallerin hiicre
fizyolojisinde katalitik kofaktor olarak esas rolii oynamaktadir. Bakirin toksisitesi
reaktif oksijen tiirlerini olusturma yeteneginden, diger metallerle yer degistirmesinden,
lipidleri perokside etmesinden ve dogrudan DNA ve RNA’y1 parg¢alamasindan
kaynaklanmaktadir (Halliwell ve Gutteridge 1990).

Cis-[PtCl(NHs)] klinik uygulamalardaki basarisindan dolayr daha etkili, sistemik ve
0zel organlara olan toksisitesi daha diisiik olan yeni platin temelli ve platin temelli
olmayan antitiimor ilaglar gelistirilmektedir. Platin icermeyen antitiimoér ilaglarindan
bakir temelli komplekslerle yapilan g¢aligmalar endojen metallerin daha az toksik

oldugunu gostermistir.

Bakir ile koordine edilmis bilesiklerin 6zellikleri, hem klasik inorganik koordine
edilmis komplekslerde hem de biyoorganik model bilesiklerinde ligandin 6zellikleri ve
metale baglanan donor atomlar tarafindan belirlenmektedir (Hathaway 1987; Mukherjee
2004). Bakir ii¢ oksidasyon seviyesinde stabilize edilebilir: Cu(Ill), Cu(Il), Cu(l) fakat
bakir(II) bilesikleri ¢ok az rapor edilmistir (Mukherjee 2004). Cu(Il) tiirevlerinin
koordinasyonu daha yaygindir ve ¢ok az sayida Cu(l) bilesikleri vardir. Cu(Il)
tiirevlerinin d° elektronik konfigiirasyonu d-d transisyonuna neden olmaktadir ve bu da
renkli tlirlerin ortaya ¢ikmasi ile sonuglanmaktadir. Bu komplekslerde koordinasyon
sayist 4 den 6 ya kadar degisebilir (Kitajima ve Moro-oka 1994). Bakir komplekslerinin
antitiimor etki gosterdigine dair ilk bulgular 1960’lara kadar dayanmaktadir (Padhye ve
Kauffman 1985). Bakir komplekslerinin kimyasal ve biyolojik davranislari ile ilgili pek
cok calisma vardir. Bakir komplekslerinin farkli siniflarinin sentezi i¢in ¢ok miktarda
caba olmasina ragmen fizyolojik siiregleri ile ilgili ¢ok az veri vardir. Bakir iyonlariin
selatlar1 se¢ilmis organik ligandlarin biyolojik aktivitelerinde belirleyici bir rol
oynamaktadir ve metal icermeyen maddelerin antitiimor aktivitesini arttirmaktadir.

Selasyon yapan metallerden 1,10-fenantrolin (phen) ve bakir tuzlari kararli bis-phen

kompleksleridirler. Indirgeyici ajanlarin ve molekiiler oksijenin varliginda niikleaz



aktivitesi gostermektedirler. Bu gibi bakir komplekslerinin biyolojik aktivitesi yetmisli
yillarda gésterilmistir (Sigman ve ark. 1979). Bis-phen kompleksleri [Cu(phen),]” seker
gruplarina atak yaparak DNA ve RNA’y1 oksidatif olarak parcalayabilen ajanlar olarak
tanimlanmistir. Buna ek olarak antitiimor, antimycobakteriyal, antifungal ve
antimikrobial 6zellikler icerdikleri gosterilmistir (Ranford ve ark. 1993; Saha ve ark.
2004). Mono-phen komplekslerinden daha reaktif olan [Cu(phen),]” kompleksinin
DNA’y1 par¢alama aktivitesi su mekanizmalara gore gerceklesmektedir (Sigman ve ark.
1993; Chen ve ark. 2001; Thederahn ve ark. 1989) : a) [Cu(phen),]*" ¢ozeltilerde
[Cu(phen),]™ ye indirgenir; b) [Cu(phen);]” DNA’ya baglanir; ¢) [Cu(phen),]” doku
icinde iiretilen H,0, tarafindan [Cu(phen)]** ‘ye oksitlenir; d) oksidasyondan sonra
metal iyonlar1 Cu-0x0 ve/veya Cu-hidroksil tiirlerine neden olan bir ligand kazanir
bunun dogasi bilinmemektedir; e) bu bakir bilesiklerinin aracilik ettigi DNA
parcalanmasi1 genellikle 2-deoksiriboz’un C-1, C-4 veya C-5 baglarinda gerceklesir
(Meijler ve ark. 1997; Oyoshi ve Sugiyama 200; Pitie ve ark. 2000).

Phen ve diger bakir-phen kompleksleri konsantrasyona bagli sitotoksik etki
gostermektedirler, oOzellikle metal kompleksleri en yiiksek sitotoksik etkiyi
gostermektedirler, cisplatinin gosterdigi etkinin yaklasik 3-18 katindan daha fazladir
(Deegan ve ark. 2007).

Casiopeinas (Cas) ismi ile taninan bir seri bakir bazli ilaglar Ruiz-Azuara ve arkadaslari
tarafindan {retilmistir (Zhou ve ark. 2002; Ruiz Azuara 1991). Bu bilesikler selat
bakir(IT) kompleksleri ile karistirtlmistir ve genel formiilleri [Cu(N-N)(A-A)][NOs]’dir,
burada N-N nétral dimine donorleri, ya phen yada bipy, A-A tek negatif N-O veya O-O
donorleri, ya aminoasit yada acetylacetonate’dir (De Vizcaya-Ruiz ve ark. 2003; Trejo-
Solis ve ark. 2005). Cas kanser tedavisinde alternatif bir kemoterapi ajani olarak dizayn
edilmistir, 6n deneylere gore bunlardan bazilar1 hem vitro hem de vivoda (De Vizcaya-
Ruiz ve ark. 2003; Gracia-Mora ve ark. 2001) CH1ve L1210 gibi fare hiicre hatlarinda
antineoplastik etki gdstermistir (De Vizcaya-Ruiz ve ark. 2000). Siganlardaki
deneylerde tiirevlerden biri C6 glioma hiicrelerine kars1 hiicre poliferasyonunda
inhibisyon gostermistir (Lovejoy ve Richardson 2002). Ilacin ROS’da artisa ve bunu

takiben mitokondride hasara neden oldugu ve bunu hem kaspaz bagimli hem de kaspaz



bagimsiz yolaklar ile gergeklesen apoptosun izledigi gosterilmistir (Trejo-Solis ve ark.
2005).

Tez calismasinda fakiiltemizin Kimya Boliimii Anorganik Kimya Anabilim dali
tarafindan sentezlenmis 1,10 phenanthrolinin, L-tyrosinin, bakir(Il) iyonu ile
olusturdugu  dort farkli  karistk  ligand  kompleksinin  [Cu(phen),(NO3)]",
[Cu(phen)(tyr)(H20)]", [Cu(dmphen),(NO3)]", [Cu(dmphen)(tyr)(H20)]", MCF-7 insan
meme kanseri hiicre hatti, Caco-2 insan kolon kanseri hiicre hatti, Hep-3B insan
karaciger kanseri hiicre hatti ve BEAS-2B insan brons epitel hiicre hattinda sitotoksik
etkilerini 6lgmek i¢in XTT testi ile IC50 degerleri belirlenmistir. Hiicre i¢ci ROS
seviyesi ROS testi ile degerlendirilmistir. Oksidatif DNA hasarinin bir biyomarkiri
olarak ise 8-OH-dG olusumu o6lgiilmistir. Bu bilesiklerin genotoksik etkilerini
belirlemek i¢cin comet ve mikroniikleus testleri yapilmistir. Ayrica bu bilesiklerin
hiicreler iizerindeki apopitotik ve nekrotik etkilerini incelemek i¢in M30 ve M65 testleri
uygulanmistir. Bakir komplekslerinin kanser hiicrelerine kiyasla saglikli hiicre hatti
tizerinde daha az toksik olmasi ve ICsq degerlerinin cisplatine kiyasla daha diisiik olmas1
durumunda bu komplekslerin umut verici altenatif metal igerikli kemoterapi ilaglar

olabilecegini diisiindiirmektedir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1. Kanser

Kanser olusumu hiicrenin hiicre poliferasyonu ve hiicre 6liimii arasindaki hemeostatik
dengeyi diizenleyen kontrol agindan kurtulmasini saglayan genetik ve epigenetik
degisimlerin birikmesi ile gergeklesir (Hanahan ve Weinberg, 2000). Weinberg ve
calisma arkadaslar1 in vitro primer hiicreyi malignan hale ¢evirmek i¢in hiicrenin kendi
biliylimesini, boliinmesini, pozisyonunu, farklilasmasini ve yagam siiresini kontrol ettigi
mekanizmalarin degistirilmesi gerektigini belirlediler (Elenbaas ve ark. 2001). 90’larda
kanser dokusu ile yapilan ¢aligmalarbasamak basamak gerceklesen genetik degisimlerin
kanser gelisimine eslik eden morfolojik degisimleri belirleyebilecegi diislincesini
popiler hale getirmistir. (Fearon ve Vogelstein, 1990). Son zamanlarda homojen
histolojik bir grup icindeki bireysel tiimorlerin genetik degisimler, epigenetik degisimler
ve gen ekspresyonunda biiyiik heterojenlik gdzlenmesi nedeniyle “ardisik” konsept
yetersiz kalmistir (Feinberg ve ark. 2006). Buna ek olarak malignan fenotipler kok
hiicre 6zelligi olan alt popiilasyonlar ile devam ettirilebiliyorlar (Kim ve ark., 2005;
Pardal ve ark., 2003; Singh ve ark., 2004). Erken evre kanserlerin sistematik olarak geg
evre kanserlerden daha az agresif oldugu diislincesi erken evre kanserlerde metastatik
kanserlerdeki ile benzer gen ekspresyonu profillerinin tanimlanmasi ile dogrulugu
tartisilir hale gelmistir (Schedin ve Elias, 2004). Nitekim giinlimiizde hiicrenin kanser
gelisim siirecine girmesinde c¢esitli mekanizmalar oldugu bilinmektedir. Genetik ve
epigenetik degisimlerin diizenli birikimi ve aralarindaki fonksiyonel isbirligi kanser

gelisimini baslatan mekanizmalardir (sekil 2.1).



Genetik degisimler:
Mutasyonlar,

Kanserojen translokasyonlar,

Metabolizmas polimorfizm
|

DNA Hasan

||
DNA Tamiri
Cevre ||
Mutasyonlar
Molekiiler Biyolojik Hiicresel anser onces
etkiler etkiler degisimler ezyonlar
Beslenme “ y Mutasyonlarin
Yasam sekli ﬂ sonucu

Belirtiler

Epigenetik degisimler:
DNA metilasyonu, histon modifikasyonu,

impirinting kaybi

Sekil 2.1. Kanser olusumu iizerine c¢evresel faktorlerin, genetik ve epigenetik
degisimlerin etkisi (Herceg ve ark. 2007).

Kanser c¢evresel/beslenme faktorleri tarafindan indiiklenen spesifik genlerdeki
uygunsuz aktivasyon veya inaktivasyonun neden oldugu genetik ve epigenetik
degisimlerin kombinasyonunun bir sonucudur (Herceg ve ark. 2007). Kanser
giinlimiizde tedavisi en zor olan hastaliklardan biridir. Kanser tedavisi ¢ogunlukla
cerrahi, radyoterapi, hormon ve kemoterapiye dayanmaktadir. Ulusal kanser ajans1 2012
yili verilerine gore 2012 yilinda Diinya’da toplam 14,1 milyon yeni kanser vakasi
gelismis ve 8,2 milyon kisi kanser nedeni ile hayatin1 kaybetmistir (ulusal kanser

ajanst).



2.2. Kanserde Kemoterapi

1960’larda Paul Ehrlich isimli alman kimyaci1 enfeksiyon hastaliklarinin tedavisinde
kullanilmas: i¢in ilag gelistirmistir. Kemoterapi terimini bulan ve hastaliklarin
tedavisinde kimyasallarin kullanimi olarak tanimlayan ilk kisidir (Vincent ve ark.

2008).

Kemoterapi ilaglar1 malignan tiimor hiicrelerini 6ldiirmeyi amaglamaktadir. 20. yiizyilin
ilk yarisindan itibaren kanser kemoterapisinde 6nemli gelismeler olmustur. 10 yil1 agkin
bir siiredir antifoliates, thiopurines, 5-fluororacil veya methotrexate gibi antimetabolitler
bulunmustur. Bu ilaglarin amact1 DNA replikasyonu i¢in gerekli olan enzimatik
reaksiyonlar1 inhibe etmektir (Vincent ve ark. 2008).

Kemoterapi ajanlar ile tedavinin en dnemli problemi olan toksisitenin nedeni ilaglarin
kanser hiicrelerini secicek sekilde viicutta dagilmamalaridir. Hiicreler yapisal olarak
benzer olan ilacglara karsi capraz-rezistans gelistirmektedir ve bu durum ¢oklu-ilag
rezistans1 olarak bilinmektedir. Coklu ila¢ rezistansinin nedenleri arasinda ilag
modifikasyonu veya inaktivasyonu, gecirgenligin azalmasi veya ilacin hiicreye girisinin
azalmasi veya ilacin hiicreden disari sizmasinin artisi yer almaktadir (Avendano ve

Menendez 2008).

1965’de Barnett Rosenberg beklenmedik bir sekilde platin komplekslerinin,
diamminedichloridoplatinum(Il) Escherichia coli. boliinme siirecini inhibe ettigini
bulmustur fakat bakterinin biliylimesini engellemedigini tespit etmistir (Rosenberg
1999). Bu bulus metal kompleksleri arasinda antikanser ajanlari arastirmalarini

arttirmistir.

2.3. Metal icerikli Kanser Ilaglar

Tarihsel olarak metal igerikli ¢esitli ajanlar antitimor potansiyelleri icin test
edilmislerdir. En onemli metal icerikli ilag cisplatindir (cis-
diamminedichloroplatinum(Il), cis-DDP, CDDP). Cisplatinin basarisi énemlidir ¢linkii

ilag tamamen inorganiktir, karbon atomu igcermez. Testis kanseri, ovaryum kanseri,



mesane kanseri, servik kanseri ve melanoma {izerine etkilidir (Reedijk 1996).
Arastirmacilar yillarca platin komplekslerinin farmokolojik 6zelliklerini gelistirmek igin

bliyiik ¢aba harcamiglardir (Lippert ve ark. 1999, Kelland ve Farrell 2000).

Metal igeren ajanlar klinikte kullanilmalarin1 saglayacak farmakolojik 6zelliklere sahip
olmalidirlar. Birgok antitiimor bilesik yiiksek aktivite seviyesine ve ilging 6zelliklere
sahiptir fakat farmakolojik olarak kullanimini saglayacak fizikokimyasal o6zellikleri
olmadigr ic¢in klinik faza ulasamamistir, 6rnegin; diisiik ¢6ziiniirliik, sivi ortamda
kararsizlik ve ¢oziicliye maruz kaldiginda bozulma gibi. Diger taraftan toksisitelerinin
seciciligi veya farmokolojik Ozellikleri arastirmacilara metal igerikli ilaglarin
gelistirilmesinde yardimct olmustur. Neticede metal igerikli ilaglar timér modellerinde
vivo calisilmalarinin Otesinde vitroda organik ilaglardan anlamli derecede daha
toksiktirler (Huang ve ark. 2009). 48 metal igerikli ila¢ igerisinden sadece 3 tanesinin;
cisplatin (CDDP), carboplatin ve oxaliplatin, klinikte antineoplastik ajan olarak
kullanildigin1 gérmekteyiz (Kelland ve ark. 2000). Metallerin tedavi edici potansiyeli ile
ilgili diger 6nemli bir faktor oksidasyon seviyesidir. Fakat toksisitenin dogrudan yiiksek
veya diisiik oksidasyon seviyesi ile iliskili oldugu sdylenemez. Ornegin krom (VI)
bilesikleri krom (II) bilesiklerinden daha toksik iken arsenit As(III) arsenat As (V) den
daha toksiktir. Bu nedenle bir metal kompleksinin sitotoksik aktivitesi antitimor
aktivitesi ile yakindan iliskilidir ve metalin kimligi, oksidasyon seviyesi ve
koordinasyon ligandlarinin 6zellikleri ile kontrol edilmektedir, fakat bazi durumlarda
sadece bunlardan biri dominant faktordiir. Metal icerikli bilesiklerin aktivasyon
mekanizmas1 4 grupta siniflandirilabilir: stlfidril gruplarima (SH) baglanmay: tercih
etmesi, selat yapanlar ve selat yapicilarin metal kompleksleri, reaktif oksijen tiirleri
(ROS) ve oksidatif stres olusturanlar, lipofilic iyon olusturanlar (Huang ve Covell

2005).
2.3.1. Platin icerikli ilaclar
Tarihte yeni buluslar genellikle tesadiiftiir, ilk metal igerikli kanser ilac1 olan cisplatin

de aranirken bulunmamustir. Barnett Rosenberg, Michigan State Universitesinde

boliinen hiicrelerde ig iplikleri ve manyetik giliciin hatlar1 arasindaki benzerligi



calisirken elektrik alaninin biliylimekte olan hiicreler ilizerine etkisini test etmistir.
Calisma E. Coli bakterilerinde yapilmistir ve platin elektrodlari kullanilmistir ve bu
sartlar altinda hiicre boliinmesinin inhibe oldugu gézlenmistir. Daha sonraki ¢alismalar
(NH,)2[PtClg]’nin bu duruma neden oldugunu gostermistir. Bu bulustan sonra National
Cancer Institute’de (NCI) 4 platin kompleksi test edilmistir [PtCla(NHs),], [PtCl.en],
[PtCI4(NHs3),], [PtClsen]. Cisplatin tiim basamaklari gegmis ve 1971°de klinik asamaya
ulasmistir ve c¢esitli tiimorlere karsi 6zellikle de testis kanserine karsi denenmistir
(Higby ve ark. 1974). Bu aktivite yaninda ¢esitli toksik yan etkileri gosterilmistir
bunlar; kusma, mide bulantisi, sinir hastaligi, bobrek toksisitesidir (Goldstein ve Mayor
1983).

Gilinlimiizde cisplatin yaygin olarak kullanilmaktadir ve kesfi inorganik ila¢ kimyasi
alaninda yeni ilaglarin arastirilmasini saglamistir. Fakat cisplatinin toksisite ve ilag
rezistansi gibi dez avantajlar1 vardir. Bu durum cisplatin yapisini temel alan toksisitesi
yilksek ve/veya yararli antikanser aktivitesi genisletilmis yeni nesil bilesiklerin
gelistirilmesine neden olmustur. Daha sonra ¢ok daha fazla platin bilesigi gelistirilmistir
fakat bunlarin ¢ogu klinik faza ulasamamistir. Tetraplatin norotoksisitesi nedeni ile faz
I’i agamamistir (Schilder ve ark. 1994), sadece carboliplatin ve oxaliplatin 90’larin
sonuna dogru klinikte kullanilmaya baslanmistir (Wong ve Giandomenico 1999). ilag
aktivasyonunun molekiiller mekanizmas1 ve cisplatin rezistansinin  hiicresel
mekanizmalarinin aragtirilmasi yeni nesil platin antitlimor ilaglarmin geleneksel dizayn
icin yardimct olmustur. DNA’nin metal igerikli ilaglarin 6rnegin platin iceren ilaglarin
ana hedefi oldugu diisiiniilmektedir, DNA {izerinde spesifik lezyonlar olusturmakta ve
apoptozu indiiklemektedirler. Platin icerikli bilesiklerin tedavi edici etkisinin DNA ‘ya
spesifik baglanmasini saglayan molekiiler konfigiirasyonu ile iligkili olduguna dair
bulgular vardir. Cisplatin sivi ortamda trans isomere doniismekte ve antitimor etkisini
kaybetmektedir, bunun nedeni cis isomerine kiyasla niikleik asit igerisindeki zincirler
arasi irreversible ¢apraz baglar olusturma yeteneginin azalmasidir (Greene ve ark. 1979,
Repta ve ark. 1979). Bununla birlikte cisplatinin aksine platin iceren diger bilesiklerden
ligantlar trans konfiglirasyonunda olanlar cis- konfigiirasyonunda olanlara kiyasla daha

yiiksek sitotoksisite gostermektedirler (Kleinwachter ve Zaludova 1977, Fricker 1994).



2.3.2. Kanser ilac1 Olarak Bakir Kompleksleri

Antitimor Ozelligi gosteren esansiyel olmayan metallerin gelistirilmesine karsin bir
diger yaklasim esansiyel metal i¢eren komplekslerin gelistirilmesidir (Fricker 1994).
Aslinda yillarca ¢ok sayida arastirmact esansiyel metallerin endojen metaller olduklari
icin anti timor ajan1 olarak daha az toksik oldugunu gostermistir (Ruiz-Ramirez ve ark.

1991).

Yillar i¢cinde esansiyel metallerin kanser tedavisinde kullanimi bleomycin gibi ilaglarin
aktivasyonunun demir ve bakir tarafindan sinirlanmasina neden olmustur (Burger ve ark
1994; Dorr 1992) veya selatorlerin kullanilmasi demir ve diger hiicre poliferasyonunda
gerekli besinlerin azaltilmasi yolu ile etki ederek tiimér biiylimesinin sinirlanmasi ile
sonuglanmistir (Buss ve ark. 2004). Son zamanlarda demir, kobalt, manganez ve bakir

gibi esansiyel metallerin antitimdr arastirmalar1 artmastir.

Son yillarda bakir komplekslerinin ¢esitli aileleri potansiyel antikanser ajani olarak
calistlmistir (Tisato ve ark. 2009; Wang ve Guo 2006). Etki mekanizmalarinin
molekiiler temelleri hakkinda ¢ok az bilgi olmasina ragmen etki mekanizmalarinin
DNA’ya kovalent baglanan cisplatinden farkli olmasi nedeni ile dikkatleri {izerine
¢ekmistirler (Marzano ve ark. 2009). Bu nedenle bakir kompleksleri en azindan
prensipte daha kapsamli bir antitiimor aktivitesi gosterebilirler, platin iceren ilaglara
kiyasla daha az yan etkiye sahiptirler ve cisplatin direncinin {istesinden gelebilecekleri

ileri siiriilmektedir (Wang ve Guo 2006).

2.3.2.1. Bakir Kimyasi

Insanoglu bakirt ilk defa 10000 yil énce kullanmistir. Yaklasik 5000 yildir bakir
insanoglunun bildigi tek metaldir. Roma Imparatorlugu siiresince Kibris adasinda
cikartilmistir bu nedenle bakir isminin kokeni Cyprium “Kibris metali” dir, daha sonra
Cuprum olarak kisaltilmis ve Cu sembolii halini almistir (Marzano ve ark. 2009).

Bakir periyodik tablonun 29. elementidir ve 11. grup gecis metallerine dahildir. Atom

numarasi 29 ve atom agirligi 63,546 dir. Cu(IIl) ve Cu (IV) oksidasyon seviyeleri rapor
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edilmis (Popova ve Aksenova 2003) olmasina ragmen bakir kimyasi Cu(I) ve Cu(Il)
bilesikleri daha yaygindir (Greenwood ve Earnshaw 1998, Mukherjee 2004). Cu(I) hem
organik hem de inorganik ligandlar ile ¢ok sayida kompleks olusturabilmektedir. Bunun
nedeni bu iyonun “yumusak” karakterde olmasidir (Pearson tanimi), Cu(I) yumusak
donor atomlar1 olan ligandlar tercih etmektedir 6rnegin siilfiir igeren sistein, methionin,

aromatik nitrojen gibi.

Cu(l) kompleksleri genellikle linear (koordinasyon numarasi (CN) 2’ye esit), trigonal
(CN=3) veya tetrahedral (CN= 4) yapidadir (Linder 1991) . Buna ragmen Strihle
tarafindan monomeric bakir(I) kompleksleri karakterize edilmistir (Lingnau 1988).
Bilindigi gibi linear Cu(I) kompleksleri ¢ok giiclii bazik, yiliksek polarize veya kolay
polarize olabilen ligandlar ile olusturulmaktadir. Yiizeysel koordinasyona (CN=3) bir
ornek Ko[Cu(CN)s]’dir. Diger durumlarda genellikle dort yiizlii yapilar olusmaktadir.
Cu(I) tuzlarindaki redox dengesi Cu(I)’in Cu(0)’a ve Cu(ll)’ye kolayca
disproportionation’da kaynaklanir. Cogu Cu(I) kompleksi analogu olan Ag(I) ve Au(I)

derivatlarindan daha kararlidirlar.

Cu(l) iyonlart d'® konfigurasyonuna sahiptirler ve diyamagnetik (miknatis gegirme
hassast diisiik olan) ve genellikle renksizdirler. Cu(I) komplekslerinin kararlilig: ligantin
dogasina baglhidir ve Cu(l) iyonunun lattice (kafes) enerjisine ve solvation enerjisine
baglidir (Greenwood ve Earnshaw 1998). d elementlerinin oksidasyon seviyesi ayr1 ayri
komplekslerin kararliligindaki anlamli artis veya azalma ile iligkilidir.

Cu(Il) komplekslerinin koordinasyon numaralari 4’den 8’e¢ kadar degismektedir. En
yaygin olant 4 koordinate kare yilizey, bes —koordinate trigonal eskenar piramit ve
karasel piramit aranjmanlaridir, alti-koordinate trigonal bipyramidal ve kare gonal
carpiklik (distortions)tir (Mukherjee 2004).

2.3.2.2. Bakirin Esansiyelligi
Bakir bakteriden insana kadar tiim biyolojik organizmalar i¢in esansiyel iz elementtir.

Kaynagina ve biyolojik materyaline bagli olarak bakir miktar: araligi billion (ppb)’dan
million (ppm)’e kadar degisir. Bakirin esansiyel oldugu ilk defa 1928’de Hart ve
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arkadaslar1 (1928) tarafindan bulunmustur. Hart ve arkadaslar siganlarin bakir icerigi az
olan siit diyeti ile beslendiklerinde yeterli kirmizi kan hiicresi iiretemediklerini
gostermistir. Anemi bakir siilfid iceren sebze veya hayvan kaynakli kiillerin eklenmesi

ile diizeltilmigtir.

Bakir dogal ¢evrede suda, toprakta bulunmaktadir. Miktar1 bolgeden bolgeye ve 6zel
durumlarda degismektedir. Diyetteki bakir kaynaklar1 mantarlar ve sebzelerdir. Diger
onemli bakir kaynaklar1 ise sakatattir (Murphy ve ark. 1975, Olivares ve Uauy 1996,
Pennington ve Calloway 1974).

Bakirin fizyolojik rolleri asagidaki fonksiyonlar1 saglamaktir:
Metallo enzimlerin esansiyel bilesenidir, bakir burada bakir(I) ve bakir(Il) arasindaki
dongiisii araciligi ile redoks reaksiyonlarina katilmaktadir. Uygun koordinasyon kimyasi

ile makro molekiillerin yapisal bilesenidir (Stern et al 2007).
2.3.2.3. Bakir Hemeostasisi

Bakir birikimi ve bakir eksikligi insan sagligi i¢in zararlidir bu nedenle bakir
hemeostasisi giiclii bir sekilde diizenlenmektedir (Linder 1991). Metal baglayan diziler
olarak sistein, methionin veya histidince zengin domainler iceren korunmus bir grup
protein, hiicre i¢indeki serbest bakir konsantrasyonunu 10 M seviyesinde tutmaktadir
(Safaei ve ark. 2004). Besinlerle alinan bakir mideden ve ince bagirsaktan emilmekte ve
ATP7A (Menkes proteini) sayesinde kan dolasimina katilmaktadir (Sekil 2.2). Insan
serumundaki bakirin biiyiik kism1 6 bakir iyonu iceren bir enzim olan seruloplasmine
baglanmaktadir. Bakir bu formda degisebilir degildir. Bakirin degisilebilir formu
alblimin ve aminoasitlere baglandig1 formdur (Laussac ve Sarker 1984). Bakir-histidin

kompleksi insan kanindaki ana bakir-aminoasit kompleksidir (Lau ve Sarkar 1971).

Bakirin hiicre i¢ine alinimi siirecinde Cu(Il) Cu(I)’e indirgenmekte ve transmembran
transporter tarafindan absorbe edilmektedir. Insan hiicrelerinde bakir1 igeriye alan ana
tastyict 190 aminoasitlik bakir tasiyicist 1 (hCtrl)’dir. hCtrl ¢ogunlukla plazma

membraninda bulunmakta ve karaciger, bobrek, kalp ve bagirsakta yiiksek seviyede
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eksprese olurken beyin ve kaslarda diisiik seviyede eksprese olmaktadir. hCtrl’in bakira
methionin ve histidince zegin amino-terminal domain araciligi ile baglandigi ve hiicre

mambranindan porlardan tasidigi diisiiniilmektedir (Lee ve ark. 2001).

Bakir sitoplazmaya girdiginde cesitli ligandlarla kompleskler olusturmakta boylece
serbest bakirin hiicresel membranlarla, proteinlerle veya DNA ile etkilesime girerek
oksidatif hasara neden olmasi engellenmektedir. Fakat sitoplazmadaki bakirin biiyiik
kisminin GSH Cu(I) kompleksi olusturdugu diistiniilmektedir (Freedman ve ark. 1989).
Cu(l)-GS kompleksi hiicre i¢indeki gesitli proteinlere 6rnegin metallothioininlere (MT)
bakir aktarabilmektedir, bu protein ailesi metal detoksifikasyonu i¢in OSnemlidir
(Ferreira ve ark. 1993). Bakir dagitimi igin 6nemli olan baska bir molekiil sinifi bakir
saperonlaridir. Bunlar ATOX1 (HAH1), bakiri trans golgi agindaki P-tipi ATPaz olan
ATP7A ve ATP7B’ye aktarmaktadir, COX17 bakir1 mitokondrideki sitokrom-c
oxidaz’a aktarmaktadir, CCS1 bakir1 sitoplazmadaki SOD’a aktarmaktadir (Culotta ve
ark. 1997). (Sekil 2.3)

2.3.2.3.1. Menkes Hastalig

Menkes hastaligi bakir-tagiyicist ATP7A (Menkes proteini olarak da adlandirilir)
genindeki c¢esitli mutasyonlarin neden oldugu X’e bagl oldiiriicii bir hastaliktir
(Goodyer ve ark.1999). ATP7A geni P-tipi ATPaz’lar1 kodlamaktadir (Mulpe ve ark.
1993, Chelly ve ark. 1993). Bu enzim bakirin hiicreden salinmasi ve trans-golgi

agindaki enzimlere dagitilmasindan sorumludur.

Hastaligin  semptomlar1  bakira bagimli  enzimlerin  aktivite eksikliginden
kaynaklanmaktadir (Kaler 1994). Hastalik kas giicli zayifligi, ¢esitli mental gerilikler,
gelisim gecikesi ve prematiire Oliimler gibi gesitli klinik 6zellikler sergilemektedir.
Hastalik ATP7A genindeki mutasyonlarin taranmasi ile tespit edilmeketdir (Horn
1983).
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2.3.2.3.2. Wilson Hastahg

Bakir tagmmiminin otosomal resesif bir hastalifidir. Karaciger ve beyinde bakir
birikmesinden  kaynaklanmaktadir. Hastalik ATP7B  geninin  mutasyondan
kaynaklanmaktadir. Bu gen bakirin safra ile salgilanmasindan sorumludur (Brewer
2000). Wilson hastaligi goriilen kisilerde karacigerdeki bakir seviyesi yiikselmekte ve
serumdaki bakir seviyesi diismektedir, bunun nedeni karacigerden safra kanalina
hepatik bakirin trasnferinde yer alan ATP7B proteininin fonksiyonunun azalmasidir
(Petrukhin ve ark. 1993). Patolojik gostergeleri karaciger hasari, titremeler, bozuk
konusma ve diger norolojik bozukluklardir (Roberts ve Schilsky 2003). Hastaligin tanisi
cesitli basit testlerle yapilabilmektedir. ilk testler serumdaki bakir konsantrasyonunun

Ol¢iilmesidir (Roberts ve Schilsky 2008).
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Mitokondri

Nuklues

Sekil 2.3. Bakirin hiicre igindeki fonksiyonu (Lutsenko ve ark. 2007).

2.3.2.4. Casiopénas

Bakir igeren kanser ilaglari iizerine yapilan c¢alismalar oldukca aktif bir alandir
(Marzano ve ark. 2009, Tisato ve ark. 2010). Casiopénas antitiimor potansiyeli en ¢ok
bilinen bakir kompleksidir. Karisik-bakir(Il) komplekslerinin genel formiilii [(Cu(N-
N)(O-O)]NO; veya [Cu(N-N)(O-N)]JNO3 N-N aromatik diiminlerle (1,10-phenantrolin
veya 2,2’-bipiridin), O-N a-aminoasidat veya peptid ve O-O asetilasetonat veya
salicylaldehydate ile yer degistirebilir. Bu komplekslerin Casiopéinas adi altinda patenti
alimmistir (Ruiz-Azuara 1992, 1996) ve ¢esitli vitro ve vivo modellerde test
edilmislerdir, antipoliferatif (Bravo-Gomez ve ark. 2009, Gracia-Mora ve ark. 2001),
sitotoksik (Alemon-Medina ve ark. 2007), genotoksik (Rivero-Muller ve ark.
2007,Carvallo-Chaigneau ve ark. 2008) ve antitimor aktiviteleri (Trejo-Solis ve ark.
2005) gostermektedirler. Klinik Oncesi c¢alismalar diimin ligandlarindaki yer
degistirmenin ayni zamanda co-ligandlardaki yer degistirme biyolojik aktivitenin

magnitude’tini degistirmektedir (Mejia ve Ruiz-Azuara 2008). Ayni etki insan timor
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hiicre hatlarinda vitro testlerde antipoliferatif aktivite (Bravo-Gomez ve ark. 2009,
Gracia-Mora ve ark. 2001, Rivero-Muller ve ark. 2007, Mejia ve ark. 2008) ve

genotoksik aktivite (Alemon-Medina ve ark. 2007) i¢in gbzlenmistir.

Casiopéinas’in aktivite sekli tam olarak agiklanmamistir fakat bu bilesiklerin hiicre
poliferasyonunu inhibe ettigine ve HCT-15 (Carvallo-Chaigneau ve ark. 2008) ve
murin-glioma C6 (Trejo-Solis ve ark. 2005) gibi ¢esitli tiimor modellerinde apoptoz ile
doza bagli hiicre 6liimiinii indiikledigine dair veriler vardir. Caspaz aktivasyonuna
bagimli ve bagimsiz mekanizmalarla apoptozis gerceklesir ve bir veya ¢ok sayida
sinyalin sonucu bu etkiye neden olabilir ( Trejo-Solis ve ark. 2005, De Vizcaya-Ruiz ve
ark. 2000). Bu sinyaller ROS (reaktif oksijen tiirleri) olusumu ile ( Alemon-Medina ve
ark. 2007, Rivero-Muller ve ark. 2007, Kachadourian ve ark. 2010), mitokondriyal
toksisite (Hernandez-Esquivel ve ark. 2006, Marin-Hernandez ve ark. 2003, Rodriguez-
Enriquez ve ark. 2006) veya DNA ile dogrudan etkilesim ile ( Rivero-Muller ve ark.
2007, Chikira ve ark. 2002) olusabilirler. Bu {i¢ mekanizma yalniz baglarina veya
birlikte bu komplekslerin neden oldugu hiicre dliimiiniin diizenlenmesinde 6nemli rol

almaktadirlar.

2.3.2.5. Pheanathrolin

Phenantrolin yillardir yapisal ve kimyasal o6zelliklerin en iyi kombinasyonunu
olusturmak i¢in kimyasal ¢cok amacli bir modiil (esas kisim) olarak kullanilmaktadir
(Sammes ve Yahioglu 1994). Phenantrolinin karalili§i onu entropikal olarak 2,2" -
bipiridin gibi selat yapan daha yaygin molekiillere gore daya iyi bir selat molekiilii
yapmaktadir. Son zamanlarda 1,10-pehnantrolin tiirevlerinin kalip etkisi olarak
adlandirilan avantajlar1 catenanes, rotaxanes ve knots gibi miikemmel molekiiler
yapilarin gelistirilmesini  kolaylastirmiglardir. Bu sistemlerden bazilar1 molekiiler
seviyelerdeki makineler olarak iretilmislerdir (Bonnet ve ark. 2006). 1,10-
pehnantrolin’in diger bir 6nemli 6zelligi diizeysel yapisidir bu yapt DNA veya RNA’nin
oyuguna baglanmay1 kolaylastirmaktadir (Hayashi ve ark. 2004).
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Kiigiik bakir-phenantrolin molekiillerinin DNA ve RNA’y1r tanima ozellikleri ile
metallerin neden oldugu oksitadif kesme sayesinde niikleik asit dizilerini parcalama
yetenekleri vardir (Pitie ve Pratviel 2010). Kimyasal niikleaz olan [ Cu (1,10-phen),]**
molekiiler oksijen varliginda (veya hidrojenperoksit) Cu® ’ya indirgeyerek niikleik
asitleri tesadiifi kesen iyi c¢alisilmis ajanlardir (Sigman, ve ark. 1979, Marshall ve ark.
1981). Bu ajan ¢ift zincirli DNA’y1 spesifiklik gostermeden oksitlemektedir, 6zellikle
mindr oyuktaki C1°, C4’, ve C5" pozisyonundaki C-H baglar1 ana hedeflerdir. DNA’y1
hedefleyen ajanlara, proteinlere, tek-zincirli niikleik asit vektorlerine 1,10-phen’in
tutturulmast veya baglanmasi indirgeyici kimyasal bir ¢evrede Cu'? iyonlart ile
inkiibasyondan sonra dizi-spesifik kesim basariyla gerceklesmektedir (Pitie ve Meunier
1998, Pitie ve ark. 2000). Ayrica bu kompleksin peptid baglarini oksidatif olarak
degrede eden bir kimyasal proteaz olarak kullanildig1 rapor edilmistir (Lembach ve ark.
1989, Kito ve ark. 1995). Hiicre i¢i metal-gelat liganti1, 1,10-phen’in tek basina veya bir
metal kompleksinin parcasit olarak in vitro antifungal (Blank 1951), antibakteriyel

(Macleod 1952) ve antikanser aktiviteleri (McCann ve ark. 2012) gostermektedir.

Cu* 1,10-phenanthrolin igeren komplekslerin tedavi edici potansiyeli —siirekli
gelistirilmektedir ve inner-sphere, oksijen-donor ligantlarinin eklenmesi ile anlamli
biyolojik potansiyeli olan bir seri kompleks tiretilmistir (Tardito ve Marchio 2009, )
Ruiz-Azuara ve Bravo-Gomez 2010). Ornegin  Casiopeina  serisinden
[Cu(glycinate)(4,7-dimethyl-1,10-phenanthroline)(H20)](NO3) (Cas I-gly)
kompleksinin glioma C6 implant edilmis farede Onemli bir sitotoksisite gosterdigi
bulunmustur. Mekanizmanin hem kaspaz bagli hem de kaspaz bagimsiz apoptosizin
uyarilmasi ile gergeklestigi diislinlilmistiir. Casll-gly ayni zamanda hiicre i¢i ROS
miktarini arttirarak niiklear fregmentasyonu tetiklemektedir. Casiopeina serisinin baska
bir tiiriiniin [Cu- (acetylacetonato)(4,4'-dimethyl-2,2"-bipyridine](NO3) (Cas Ill-ia) C6
glioma {lizerinde antineoplastik etkisi oldugu bulunmustur. Bu calismada yazarlar,
mitojenler tarafindan aktive edilen proteinkinazlarin, JNK, Cas IlI-ia tarafindan ROS’un
strekli arttirilmas1 ile otofajik ve apoptotik yolaklar1 harekete gegirdigini
gostermislerdir. Cu*®nin N,N-0,0’ selat komplekslerine yine bu calisma grubu
tarafindan sentezlnemis olan [Cu(o-phthalate)(1,10-phen)]-2(H20) (Kellettve ark.
2012), ve [Cu(3-methoxysalicylate)(1,10-phen)] (O’Connor ve ark. 2012) kompleksleri
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ornek olarak verilebilir. o-phthalate kompleksinin yiiksek seviyede hiicre i¢gi ROS
tirettigi, ¢ift zincirli DNA’ya baglandigi, ovaryum kanseri hiicrelerinde (SK-OV-3)
DNA’da ¢ift zincir kiriklarina neden oldugu y-H2AX imminofloresan testi ile tespit
edilmistir. Buna ek olarak methoxysalicylate kompleksinin siiperoksit dismutazi taklit
edebildigi (SODm) fakat katalaz veya COX-1/COX-2’yi taklit etmedigi gosterilmistir.
Buradaki etkinin kompleksin hiicre i¢inde olusturdugu hidrojenperoksit¢e (H,0,)
zengin mikrocevre oldugu ileri siiriilmiistii. ROS’ un aracilik ettigi apoptosis epitel

kanseri i¢in umut verici bir potansiyel gostermektedir.

2.3.2.6. Bakir Komplesklerinin Biyolojik Hedefleri ve Etki Mekanizmalari

Bakir tiirleri genis bir etki alan1 gostermektedirler ve platin ilacalrina kiyasla
toksisiteleri daha dusiiktiir ve cisplatin rezistansinin {stesinde gelebildikleri
diistiniilmektedir. Bu 6zellikler bakir komplekslerinin DNA’ya kovalent baglanan platin
ilaglarindan farkli bir etki mekanizmalarinin oldugu hipotezi ile uyumludur. Fakat bakir

komplekslerinin etki seklinin molekiiler temelleri hakkinda ¢ok az bilgi vardir.

2.3.2.6.1. DNA’y1 Hedefleyen Ilac¢lar Olarak Bakir Kompleksleri

1969°dan beri bakirin DNA’ya baglanma affinitesi gdsterdigi bulunmustur (Eichhorn ve
Shin 1968). Bu baglanma bakir kompleksinin biiylikliigline, elektron affinitesine ve
olusan adduktun geometrisine baglidir, DNA’nin konformasyonal yapisinda irreversible

bir modifikasyona neden olmaktadir.

Bu gozlemlere ek olarak ¢ok sayida bakir kompleksi DNA’y1 hedefleyen metallo ilaglar
olarak test edilmektedir. Bakir tiirevlerinin bazi smiflar1 i¢cin DNA’ya baglanma
affiniteleri belirlenmistir. Bakir tlirevlerinin DNA ile kovalent adduktlar olusturmak
yerine DNA ¢ift sarmali ile non-kovalent etkilesime girme Kkapasitesi oldugu
gosterilmistir. Bakir komplekslerinin DNA’nin mindr ve major oyuklarina interkalasyon
yapmasi, oyuklara baglanmasi DNA’nin kompleksler ile non-kovalent etkilesimdir.

Bircok durumda metaller biyolojik aktif molekiiliin organik omurgasinin inorganik

modifiye edicisi olarak etki gosterir. Bu c¢ergevede DNA’ya interkalasyon
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yeteneklerinin yiiksek olusu ve in vitro anti-timdr etkilerinden dolayr N-donor
ligandlar1 igeren bakir(Il) kompleksleri biiyilik ilgi gormiistiir. 1,10 phen iceren bakir
tiirevleri ve diimin selatlar1 potansiyel sitotoksik ajanlar olarak tanimlanmislardir ve

ICsp degerleri altmikromolar araliktadir (Santini ve ark. 2014).

Metal kompleksinin koordinasyon kimyasi yanisira diizlemsellik, hidrofobiklik ve
diiminin biiyiikliigii, koligantin dogas1 gibi fiziko-kimyasal ozellikler hepsi bakir
kompleksinin DNA’ya baglanma/interkalasyon seklinin belirlenmesinde 6nemli rol

alirlar.

Ornegin Selvakumar ve calisma arkadaslar1 (2006) farkli diimin ligandlari iceren bazi
iminodiasetik bakir(Il) tiirevleri yapi-DNA baglanma iliskisi ile ilgili calismalar
yapmuglardir.

[Cu(imda)(phen)(H,0)], 1 (H2imda = iminodiaceticacid), [Cu(imda)(5,6-dmp)], 2 (5,6-
dmp = 5,6-dimethyl-1,10-phen) ve [Cu(imda)(dpq)] 3. Tiim kompleksler anlamli DNA
baglanma yetenegi gostermislerdir. 1 ve 3 tiirevleri heterosiklik halkanin DNA baz
gruplarina kismi interkalasyonu ile DNA’ya baglanma yetenegi gosterirler, oysa 2’ nin
DNA’nin oyuga baglanma egilimi daha fazladir. Metil grubunun phenil halkasina dahil
edilmesi phen halkasiin kismi interkalasyonunu engellemek yaninda DNA’nin yiizeyi
ile Hidrojen yapisma etkilesimine girmesine izin vererek DNA zincirinin biikiilmesine

neden olmaktadir (Selvakumar ve ark. 2006).

Son zamanlarda heterosiklik diiminler disinda ligandlar iceren kompleksler DNA’ya
baglanma oOzellikleri igin test edilmislerdir. Bunlar arasinda en ¢ok dikkat cekenler
salphen (Campbell ve ark. 2012), isoeuxanthone (Wang ev ark. 2009), flavonoidler
(Tang ve ark. 2011) ve cesitli Schiff bazi ligantlaridir (Roy ve ark. 2009). Tiim bu
caligmalarda ligantin diizlemselliginin DNA baglanma affinitesinin uyarilmasinda ¢ok

onemli rol aldig1 gosterilmistir.

Bir¢ok durumda DNA interkalasyonu DNA yapisinin deformasyonuna neden olmustur

ve bu durum DNA pargalanma siirecini desteklemistir. Aslinda bu yeni antineoplastik
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bakir metal ilaglar1 cesitli yolaklar araciligr ile “kimyasal niikleaz” gibi davranirlar
ornegin niikleobaz oksidasyonu, fosfat ester hidrolizi ve deoksiriboz seker oxidasyonu.
Redoks ozellikleri dolayisiyla Cu(Il) kompleksleri ¢ogunlukla DNA’nin oksidatif
parcalanmasi icin ajanlarin gelistirilmesinde kullanilmaktadirlar. 1989°da Zue ve
arkadaglar1 bakir komplekslerinin DNA’ya yiiksek affinite ile baglanabildigini ve redox
katalizator olarak fonksiyonu oldugunu géstermislerdir (Wang ve Lippard, 2005). Daha
sonra ¢ok sayida calisma bakir komplekslerinin fizyolojik kosullarda oksidatif yolaklar
araciligi ile plazmid DNA’sin1 parcaladigini gostermislerdir (Buchtik ve ark. 2011, Bhat
ve ark. 2011). DNA’nin bakir kompleksleri tarafindan degredasyonunun Fenton tipi
reaksiyonlar ile gerceklestigine inanilmaktadir. Bu reaksiyon hidroksil radikalleri
(Koppenol 2001) veya ¢esitli metal igerikli ara molekiiller gibi ROS kaynagidir (Kremer
1999) ve sirastyla dogrudan oksidasyona ve DNA poliniikleotid zincirinin kirilmasina

neden olmaktadir.

Genelde Cu(Il) tiirlerinin ilgili Cu(I) tiirleri ile dengede oldugu diisiiniilmektedir.
Sonraki DNA  baz ¢iftlerine interkalasyon, ligantin  diizlemselliginden
kaynaklanmaktadir. Bakir(I) ve fosfat diester omurgasi arasindaki elektrostatik
etkilesimler daha sonra DNA’ya giiclii sekilde baglanmayi garantilemektedir. Bakir-oxo
tiirleri genellikle deoksiriboz kalintisinin C1'-H bdlgesine atak yapmaktadir ve DNA’da

zincir kirllmast ile sonuglanmaktadir (Buchtik ve ark. 2012).

Diger taraftan Cu(II) kompleksinin DNA’y1 hidrolitik mekanizmalar ile parcaladigina
dair ¢ok sayida ornek vardir. Burstyn ve calisma arkadaslart ilk 6rnegi 1996’da rapor
etmiglerdir. Cu(Il)- TACN kompleksi (TACN= 1,4,7-triazacyclononane) siipercoil
DNA’y1 aerobik ve anaerobik kosullarda hidrolitik mekanizmalar ile kesmistir (Hegg ve
Burstyn 1998). Bu cergevede DNA’y1 oksidatif olarak parcalayan ajanlarin iirettigi
fragmentlerin dogal hidrolazlarin trettigi fragmentlerden farkli oldugunun altinin
cizilmesi gerekmektedir. Bu nedenle gelcekte kemoterapi ilaci olarak gelistirilecek
metalloniiklezlarda oxidatif-pargalayici ajanlar yerine DNA’y1 hidrolitik olarak kesecek

ajanlar tercih edilmelidir.
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“Molekiiler makas” (klasik kimyasal niikleazlar) olarak adlandirilan diger bakir
kompleksleri DNA’y1 tek-veya ¢ift zincir kiriklari ile pargalar. DNA hasarinit (kiriklar)
takiben olusan hiicresel cevap ¢esitli tamir mekanizmalarin1 aktivasyonunu kapsar ve
eger tamir basarisiz olursa hiicre 6liime gider. ikili sarmaldaki ¢ift zincir kiriklar1 tek
zincir kiriklarina kiyasla hiicre oliimiiniin en 6nemli kaynagidir. Bunun nedeni ¢ift

zincir kiriklarinin tamirinin daha zor olusudur (Povrik ve Austin 1991).

Bakir kompleksleri tarafindan DNA’da olusturulan hasarin tipine gore hiicresel siire¢
apoptoz sinyalleri yolagini aktive edebilir. Bir bakir kompleksinin DNA hasari
neticesinde apoptozu tetiklediginin bulunmasina ragmen ¢ok az sayida makalede bakir
kompleksleri ile muamele edilen hiicrelerde sinyal transdiiksiyonunu aktive eden
molekiiler belirleyiciler hakkinda sinirli agiklama yapilmistir. Bazi durumlarda bakir
komplekslerinin pro-apoptotik proteinleri fazla ifade ettigi veya anti-apoptotik
proteinleri az ifade ettigi tespit edilmistir. Ornegin Garcia -Gimenez ve ark. (2009) 1n
calismasinda [Cu(N9-ABS)(phen)2] (H2N9-ABS = N-(9H-purin-6-
yl)benzenesulfonamide) kompleksinin CaCo-2 hiicrelerinde apoptozu indiiklemesinin,
p53 proteini seviyesini arttirmast ve Bcl-2 ekspresyon seviyesini azaltmasi ile iliskili
oldugu gosterilmistir (Garcia-Gimenez ve ark. 2009).

Ayn1 zamanda bakir kompleksi ile muamele edilmis hiicrelerde hiicre 6liimiinde kaspaz
aktivasyonu heniiz tam olarak aydinlatilmamistir. Cok az sayida bakir tlirevinin kanser
hiicrelerinde kazpaz-3 (Tan ve ark. 2009, Chakraborty ve ark. 2010) ve/veya kazpaz-9
(Q1ao ve ark. 2011) katilim1 ile apoptozu indiikledigi rapor edilmistir.

2.3.2.6.2. Topoizomeraz LII inhibitérii Olarak Bakir Kompleksleri

Bakir komplekslerinin topoizomerazlar1 (Topo’lar) inhibe etme yetenekleri ilizerine
yapilan son c¢alismalar bu siniftaki metallerin sadece kanser aragtirmalarindaki anlaml
potansiyelini gliglendirmemis aym1 zamanda bu molekiillerin olas1 biyokimyasal
hedeflerini de genisletmislerdir. Topoizomerazlar esansiyel niiklear enzimlerdir ve
DNA’nin sarmal doniisiinii veya acilisini  (overwinding or underwinding of DNA)

diizenlemektedirler. Topoizomerazlar ¢ift zincirli DNA polimerinde gecici ¢entikler
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(Topo I) veya kiriklar (Topo II) olusturarak DNA’nin topolojik izomerleri arasinda
doniisiimiine izin vermektedirler (Qin ve ark. 2007). Niiklear Topo I ve Topo II kanser
kemoterapisi i¢in Onemli klinik hedefler olarak tanimlanmiglardir ve bunlarin
inhibitorleri bir¢ok tedavi edici dozaj i¢in merkezi bilesiklerdir. Bu topoizomerazlari
hedefleyen ajanlar genel olarak iki grupta siniflandirilmaktadirlar; Topoizomeraz
zehirleri ve katalitik inhibitorler. Topoizomeraz zehirleri geri doniisiimlii kovalent topo-
DNA kompleksini stabilize ederek par¢alama kompleksini olusturur. Cogu Topo II'yi
hedefleyen katalitik inhibitorler ise kovalent komplekse etki etmeden Kkatalitik

sirkiilasyondaki diger basamaklara etki etmektedir.

Son zamanlarda insan topoizomerazlar1 iizerine etki eden yeni nesil ilaglarin
gelistirilmesine odaklanilmistir ve Topo LII inhibitorleri olan metal komplekslerinin
gelistirilmesi bu durum icinde uygundur. Fakat DNA’dan farkli olarak bakir
komplekslerinin topoizomerazlar ile etkilesimi arastirmalarda oldukga yeni bir alandir.
Ik gozlemlere gore oksim (oxime) bakir kompleksi Topo II zehiri olarak kabul
edilmistir (Hall ev ark. 1997). Ozellikle 2-furaldehyde oksim’in bakir komplekslerinin
kemoterapi ilaci olan etoposid ile benzer sekilde Topo II aktivitesi lizerinde zehir etkisi
yaptig1 bulunmustur ve bu ilaca kiyasla Topo II’nin fosforilasyon aktivitesini bloke
ederken bu ilagtan daha iyi aktivite gostermistir. Son zamanlarda L1210 l6semi hiicre
poliferasyonunu etkili sekilde inhibe eden bir bakir salisilaldoxime Topo II'yi bloke
etmis, Topo II dimer olusumunu bozmus ve neticesinde DNA’da enzime bagimh tek

zincir kiriklarini olusturmustur (Jayaraju ve ark. 2001).

Az sayida yayin a-heterosiklik TSC’ler ve bunlarin Cu(II) kompleksleri vivo ve vitro
ICs0 dozunda Topo II inhibe etme yetenegindedir (Marzano ve ark. 1997, Chen ve ark.
2004). Umut verici sonuglara ragmen TSC’nin Topo II inhibe etme yeteneginde
metalasyonun O6nemli olduguna dair az sayida yayin vardir. Son zamanlarda o-
heterosiklik-N-4 TSC’leri ve Cu(II) komplekslerini temsil etmektedir ve Topo II inhibe
etme yetenekleri oldugu ve farkli seviyelerde Topo II eksprese eden meme kanseri
hiicrelerinde antipoliferatif etkisi oldugu gosterilmistir. Sonuglar tek basina TSC
ligantlarma kiyasla [Cu(TSC)CI] smifi komplekslerin Topo II inhibitorii olma

potansiyelinin daha yiiksek oldugunu gostermistir.
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Bakir komplekslerinin Topo I inhibe etme yetenekleri de calisilmistir. Bakir (II)
kloridin karidesten ekstre edilen Topo I'i mikromolar konsantrasyonda inhibe ettigi
bulunmustur (Seng ve ark. 2012). Metal (II) pirofosfat-kopriisii kompleksleri arasinda,
{[M-(phen)]2(u-P.O7)} (x = 1 veya 2) kompleksinin mikromolar konsantrasyonda
Topo I'i inhibe ettigi gosterilmistir. Bu mekanizma DNA etkilesimi ve oksidatif stres ile
iliskilendirilmis ve {[Cu(phen)(H20)]2(u-P207)}-8H,O  kompleksinin  adriamycin
rezistansi olan kanser hiicrelerindeki sitotoksisitesi i¢in dnemli oldugu diistiniilmiistiir,
ICs0 degeri nanomolar araliktadir. Pharmacophoric diizlemsel heterosiklik phen igeren
bakir kompleksleri arasinda glisin ve metillenmis glisin i¢eren karisik bakir(IT)-phen
kompleksleri gelistirilmistir. Boylece yardimer liganddaki metil ilavesinin sayisinin ve
konumunun biyolojik aktivite ve Topo I inhibisyonuna etkisi gdsterilmek istenmistir.
Metal koordinasyonunda glisin ve metillenmis glisinin yer degistirmesi ternary (3’lii)
kompleksin DNA baglanma 6zelligini etkiledigi fakat HK1 kanser hiicreleri iizerine
antipoliferatif etkisinde ve Topo I inhibisyonunda anlamli bir farklilik olmadig:

gosterilmistir (Ikotun ve ark. 2009).

Dinukleer bakir(Il) dipeptid ppz-kopriisii kompleski DNA’da mindr oyukta spesifik bir
diziyi tanima yetenegindedir ve boylece Topo I ekspresyonunu inhibe ederek kanser
hiicrelerinin replikasyonunu kontrol etmek i¢in dizayn edilmistir (Tabassum ve ark.
2012). Bu kompleks DNA’y1 oksidatif olarak pargalama yetenegindedir ve DNA’nin
mindr oyuguna baglanabilir ve ¢ok diisiik konsantrasyonlarda Topo I aktivitesini inhibe
edebilmektedir (ICso= 12,5uM) ve SOD taklidi yapabilmektedir (ICso= 0,086uM).
Molekiiler kenetlenme caligmalar1 bu kompleksin enzimle hidrojen baglar1 kurmadan
mindr oyuktaki baz ciftleri arasinda interkalasyon yaptigini ortaya koymustur. Bakir
kompleksleri Topo I baglanma bolgesini isgal ederek enzimin DNA ile olan iliskisini
baskilamaktadir. Bu durumda bakir kompleksinin kanser hiicrelerine kars1 (A498, A549
ve Mia PaCa-2) segicek sekilde biiylimelerini inhibe etmesi Topo I inhibisyonu ile
iligkilidir (Tabassum ve ark. 2012).
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2.3.2.6.3. Proteasom Inhibitorleri Olarak Bakir Kompleksleri

Proteasom hem niikleusda hem de sitoplazmada lokalize olmus multiprotein
kompleksidir hiicre i¢i proteinleri segici olarak tamir etmekte ve parcalamaktadir.
Okaryotik 26S proteasom 20S ana par¢a ve iki tane 19S diizenleyici parga (caps)
icermektedir. Ana parcanin i¢i bostur ve parcalanacak proteinin i¢inde kapali bir oyuk
olusturur. Ana parcanin her iki ucu da 19S diizenleyici alt iinite ile iligkilidir ve bu
bolgeler coklu ATPaz aktif bolge ve ubiquitin baglanma bolgesi igermektedirler. Bir
substrat proteinin proteasom tarafindan taninmasi ve islenmesi igin ubiquitine
baglanmas1 gerekmektedir (Peters ve ark. 1994). Poliubiquitinasyondan sonra proteinler
taninmakta ve 20S ana parganin icine transfer edilmektedirler. Bu bolge kemotripsin
benzeri ( hidrofobik kalintilardan sonra keser, CT-L), tripsin benzeri (bazik kalintilardan
sonra keser, T-L) ve kaspaz benzeri ( asidik kalintilardan sonra keser, C-L) gibi ¢oklu
peptidaz aktivitesi igermektedir (Goldberg 1995). Proteasomlar hiicrenin 6zel
proteinlerin ( 6rnegin siklinler, bcl-2 ailesi ve p53) konsantrasyonunu ve stabilitesini
diizenledikleri biiylik bir mekanizmanin parcasidirlar. Ubiquitin proteasom-bagimli
parcalama sistemi birgok hiicresel fonksiyon i¢in esansiyeldir, 6rnegin poliferasyon,
apoptozis, angiogenez ve metastaz gibi kanser olusumu i¢in 6nemli olan siiregler (Dou
ve ark. 2003).

Kanser hiicrelerinin proteasom inhibisyonuna normal hiicrelerden daha duyarli oldugu
gosterilmigtir. Ubiquitin proteasom yolagi onemli bir antikanser stratejisi olarak ortaya
cikmistir ve son zamanlarda yeni antikanser ajani olarak proteasom inhibitdrlerinin

gelistirilmesi alaninda yogun ¢alisilmaktadir (Drexler 1997).

Bakir kompleksinin proteasom fonksiyonunu inhibe ettigi ilk defa Dou ve arkadaslar
tarafindan rapor edilmistir (Dou ve Goldfarb 2002). 2004’de bazi karisik bakir
kompleksleri tanimlamiglardir, bunlar bakir (II) (CuCl, veya CuBr;) ve ikili
ligandlarinin (8-OHQ ailesi including CQ, phen, and DTC ailesi) karigimindan
olusmaktadir ve CT-L proteozom aktivitesinin potansiyel inhibitorleri olarak

tanimlanmislardir (Daniel ve ark. 2004). Proteosom inhibitdr aktivitesinden dolay1 bu
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bakir karisimlar segici sekilde transforme olmamais hiicrelerde etki gostermezken kanser

hiicrelerinde apoptotik hiicre 6limiinii indiiklemektedirler (Chen ve ark. 2007).

Bakirin aracilik ettigi proteazom —inhibitor aktivitesi uygun bidentate ligandlarin se¢imi
ile arttirilabilmektedir fakat EDTA gibi daha giiclii bakir ¢oklu selatorler tarafindan
bloke edilmektedir (Tisato ve ark. 2010). Xiao ve ¢alisma arkadaslar1 (2010) bakirin
oksidasyon seviyesinin Cu(l) ve Cu(ll) proteosom aktivitesinin inhibisyonundaki
etkisini arastirmiglardir (Xiao ve ark. 2010). Bakir1 baglayan bir molekiil olan
Neocuproine’nin (NC) Cu(I) veya Cu(Il) olusturdugu her iki kompleks de proteasom
CT-L aktivitesini inhibe edebilmektedir ve tiimdr hiicrelerinde apoptozisi
indiikleyebilmektedir ve Cu(l) daha giigliidiir. Aslinda saflagtirllmis 20S proteasom
proteini Cu(Il)’yi Cu(I)’e dogrudan indirgeyebilmektedir, bu durum bakirin Cu(l)
oksidasyon seviyesinde dogrudan proteasom ile reaksiyona girebilmektedir. Fakat bu
bakir tiirevlerinin 26S proteasomun katalitik altbirimi ile etkilesim/inhibisyon sekli ile

ilgili ¢cok az bilgi bulunmaktadir.

Son zamanlarda Dou ve ark. (2003) farkli bakir komplekslerinin etkilerini
aragtirmiglardir ki bunlar [Cu(PyDTC);] ve [Cu(EtDTC),], (PyDTC =
pyrrolidinedithiocarbamate, EtDTC = diethyldithiocarbamate) lardir. Insan kanser
hiicrelerinde gerceklestirilen biyolojik caligmalar farkli komplekslerin proteasom
inhibisyonu aktivitesini kabul ederken proteasome inhibisyon mekanizmasini anlamaya

calismaktadirlar (Frezza ve ark. 2010).

Farkli kimyasal orantilari, protonasyon seviyeleri ve metilpyridin-amino-methilphenol
omurgasi ligantlar1 farkli olan bir seri bakir(II) kompleksi proteasome inhibisyonu metal
kompleksinin 20S ana pargasininin beta bolgesinde bulunan N-terminal threoninine
bakir kompleksinin baglandig1 diisiiniilerek dizayn edilmistir (Hindo ve ark. 2009). Bu
kompleksler C4-2B ve PC3 prostat kanser hiicrelerinde test edildiklerinde 6nemli bir
proteasom inhibisyonu bununla iliskili yliksek seviyede ubiquitinize olmus protein ve
yiiksek seviyede apoptosis gozlenmistir. Bu bakir komplekslerinin metal iyonlarini
hiicre membranindan gegirmek i¢in bir yol olusturdugu ve spesifik olmayan hiicre ici

etkilesimleri 6nledigi ileri stirlilmiistiir.
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Proteazomlar hidrofilik fosfin ligant1 i¢eren bakir(I) komplekslerinin ana hedefi olarak
tanimlanmiglardir (Santini ve ark. 2011). Monokatyonik bakir(I) kompleksi [Cu(thp)a]-
[PFe], (thp = trishydroxymethylphosphine) yiiksek ¢oziiniirliktedir ve su soliisyonu
icerisinde kararlidir, insan kanser hiicrelerinde dogrudan segici antipoliferatif etkisi
nedeniyle 6zel ilgi gérmektedir. Tris(hydroxymethyl)-phosphine igeren bu kompleksin
vitro ve vivo insan kolon kanseri hiicrelerinde CT-L, T-L ve C-L 26S proteazomun
katalitik aktivitesini inhibe ettigi bulunmustur. Bdylece poliubiquitinize olmus
proteinlerin hiicre i¢inde birikmesine ve ubiquitin-proteazom yolagmin fonksiyonel
baskilanmasia ve dolayisiyla endoplazmik retikulum (ER) stresinin artmasina neden
olmaktadir. Geri doniislimii olmayan ER stresine yiiksek seviyede sitoplazmik
vakuolizasyon ve paraptosis (PCD) olarak adlandirilan programli hiicre 6limi eslik
etmektedir. Paraptosis morfolojik ve biyokimyasal olarak apoptosisden farklidir ve
farkli bir grup bakir kompleksi ile muamele edilen kanser hiicrelerinde gozlenmistir

(Marzano ve ark. 2008).

Cu(II)’nin iki molekiil indol 3-asetikasit veya 3-propionik asit ile koordinasyon kurdugu
ve lglincl ligant olarak phen’in bulundugu dinuklear bakir(Il) komplesklerinin son
zamanlarda proteazom inhibitérii oldugu ve insan kanser hiicrelerinde apoptosisi
indiikledigi bulunmustur. Phen’in bakir1 kanser hiicresine tasimada anahtar rol oynadigi
ve dogrudan proteazom etkilesimi/inhibisyonuna ve/veya proteazomun bakir tarafindan
oksidasyonuna neden olmaktadir ve multiprotein kompleksinin deaktivasyonu ile

sonuclanmaktadir (Zhang ve ark. 2012).

2.4.  Anti-kanser Kimyasal Arastirmalarinda  Kullamilan  Sitotoksisite,

Genotoksisite, Oksidatif Hasar ve Apoptoz Belirleme Yontemleri

2.4.1. Canhlik Testleri

Tetrazolium tuzlar sitotoksisite, hiicre poliferasyonu ve canlilik dl¢iimii i¢in yaygin
sekilde kullanilmaktadir. Ilk test Mosmann tarafindan 1983’de tanimlanmustir

(Mosmann 1983). Bu ¢alismada deney i¢in 3-(4,5-dimetiltiyazol-2-yl)-2,5-diphenil-2H-

tetrazolium bromid (MTT) kullanilmistir. MTT suda ¢dziinebilen sar1 bir boyadir ve
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tetrazolium halkasinin indirgenerek kirilmasi ile suda ¢oziinmeyen koyu mavi formazan
boyast olusmaktadir. Besi yerinin uzaklastirilmasi ve formazonun kullanilmadan 6nce
¢Oziilmesi basamaklar1 hatalara neden olabilmektedir (Marshall ve ark. 1995).

Bu nedenle zaman kaybini engellemek ve olast hatalar1 engellemek icin diger
tetrazolium  tuzlart  tamimlanmistir.  Bunlar; 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-5-(3-
karboksimethoksiphenil)-2-(4-sulfophenil)-2H-tetrazolium (MTS), sodyum 4-(3-(4-
iodophenil)-2-(4-nitrophenil)-2H-5-tetrazolium)-1,3-benzen disulfonat (WST-1), ve
sodum 2,3-bis-(2-methoksi-4-nitro-5-sulfophenil)-2H-tetrazolium-5-carboxanilide
(XTT) (Goodwin ve ark. 1995, Hamasaki ve ark. 1996). Bu ajanlar formazan
olusturmak igin bir elektron eslesmesine ihtiyag duyarlar (Roehm ve ark. 1991). Bunun
icin genellikle fenazin methosulfate (PMS) kullanilmaktadir. Slater ve ark. mitokondrial
siiksinat dehidrogenazin tetrazolium tuzunun hiicresel olarak indirgenmesinde gorev

almaktadir (Slater ve ark. 1963).

2.4.2. Vitro Comet Testi:

1984 yilinda isvegli bilim adamlar1 Ostling ve Johanson biyolojik arastirmalarda DNA
hasarin1 analiz etmek i¢in yeni bir metot gelistirdiler, bu yontem komet olarak
adlandirildi. Komet testinde DNA’nin lizisi ve noétral kosullarda elektroforezi
gerceklestirilir ve etidyum bromiir ile boyanir. Teknik sonunda elde edilen goriintii
kuyruklu yildiza benzer, hasar gérmemis bir kafa ve hasarli kirtk DNA pargalarindan
olusur. Elektroforez esnasinda kafadan ayrilan DNA’nin miktar1 degerlendirilen

mutajenin etki seviyesine baghdir.

Tek hiicre jel elektroforezi tetsi (SCG veya SCGE) olarak da adlandirilan Komet testi
Okaryotik hiicrelerdeki DNA hasarim1 6lgen hizli, nicel bir tekniktir. Elektroforez
sirasinda denatiire olmus DNA fragmentlerinin hiicre niikleusu disina gdciiniin nicel

degerlendirmesine dayanan bir testtir.

Komet testi diger genotoksisite testlerine kiyasla ¢ok sayida avantaji vardir, tek bir

hiicre seviyesinde DNA hasarimi tespit edebilir, diisiik seviyede DNA hasarmi tespit
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edebilir, her bir 6rnek i¢in az miktarda hiicreye ihtiya¢ duyulur, ¢esitli tiplerdeki DNA

hasar1 degerlendirilebilir.

Ostling ve Johanson tarafindan gelistirilen komet testi ilk versiyondu ve ¢ift zincir
kiriklar1 (DSB) degerlendirilebiliyordu. Daha sonra Singh ve ark. DNA’y1 alkali
kosullarda unwinding yaparak Protokolii modifiye ettiler (pH>13). Bu pH’da artan
DNA goct artan tek zincir kiriklar1 (SSB), yetersiz kesip ¢ikarma onarimi ile iliskili tek
zincir kiriklar1 ve alkillenebilir bolgeler ile iligkilidir (ALS) (Singh ve ark. 1988). Cogu
genotoksik ajan DSB’den daha fazla miktarda SSB ve/veya ALS olusturdugu igin
komet testinin bu versiyonu genotoksik ajanlarin tanimlanmasinda daha hassastir. Bu
metot genotoksik ajanlarin tanimlanmasi i¢in Uluslararast Genotoksisite Test
Prosediirleri Calistayinda (IWGTP) komet testinin en uygun versiyonu olarak kabul
edilmistir ( Tice ve ark. 2000).

Gandin ve ark. (2013) [CuCl(dipyrido-[3,2-d:2", 3’-f])-quinoxaline(tris-(2-
cyanoethyl)phosphine)] kompleksinin 2008 hiicre hattinda 6 ve 12 saat ICso dozu ile
muamele edildikten sonra alkali komet testi gerceklestirilmiglerdir. Bakir kompleksi
muamele siiresine bagli olarak komet kuyruk uzunlugunda belirgin sekilde artisa neden

olmustur.

Ramakrishnan ve ¢alisma arkadaslari [Cu(L-tyr)(diimine)](CIO4), 5,6-dimethyl-1,10-
phenanthroline  (5,6-dmp) (1), dipyrido[3,2-d:2’,3'-flquinoxaline  (dpg) (2)
komplekslerinin H-460 hiicre hatlarinda (kiigiik olmayan akciger kanseri hiicre hatti)
neden oldugu DNA hasarin1 komet testi ile aragtirmislardir. Hiicreler 12 ve 24 saat ICsg
konsantrasyonuna maruz birakilmistir. Kompleksler komet kuyruk uzunlugunu anlamli
sekilde arttirmistir ve kompleks 1’in neden oldugu artis kompleks 2’ye kiyasla daha
fazladir (Ramakrishnan ve ark. 2009).

Montagner ve arkadaslarinin  bir ¢alismasinda (2015) [Cu2{bcmp(-H)}(u-
OH)](NO3)2-H20 (1, bcmp=2,6-bis(1,4,7-triazacyclonon-1-ylmethyl)-4-methylphenol)
kompleksinin artan konsantrasyonlari (12,5uM, 25um ve 50uM) ile panreas kanser

hiicrelerine (Capan-1 hiicre hatt1) 6 ve 12 saat muamele edilmesi sonucunda zamana ve
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doza bagl olarak komet kuyruk uzunlugunun anlamli sekilde arttigi tespit edilmistir

(Montagner ve ark. 2015).

Bir diger calismada MCF-7 (meme kanseri hiicre hatt1) hiicrelerine [Cu(phen)(L-
tyr)BPEI]CIO, (phen = 1,10-phenanthroline, L-tyr = L-tyrosine and BPEI = dallanmis
polyethyleneimine) kompleksinin 20,4 and 14,3 1g ml/lkonsantrasyonlar ile 24 ve 48
saat muamele edilmistir. Komet sonuglar1 kuyruktaki DNA miktarima gore 5 gruba
ayrilarak degerlendirilmistir; 0—20% hasarsiz, 20-40% az hasarli, 40—60% hasarli, 60—
80% ¢ok hasarli ve >80% olii. Sonuglar kompleksin MCF-7 hiicrelerinde DNA hasarina
neden oldugunu ve hasarin 48 saat muamele edilen grupta 24 saat muamele edilen gruba

kiyasla daha yiiksek oldugu gézlenmistir (Lakshmipraba ve ark. 2015).

2.4.3. Vitro Mikro Niikleus Testi

Son yillarda vitro mikronukleus testi hem klastojenik hemde andjenik olaylar1 6lgme
kapasitesi,  degerlendirmenin kolay olmasi, dogruluk, farkli hiicre tiplerinde
uygulanabilmesi nedeni ile genotoksisite testleri i¢in alternatif bir test olmustur.
Mikroniikleus olusumunda kromozomlarda kirilma ve kromozom ayrilmasindaki
diizensizlikler temel mekanizmalar oldugu i¢in mikroniikleus olusumunda mayotik veya
mitotik boliinmeye ihtiya¢ duyulur. Sitokinez blok metodu sitokinezin inhibisyonuna
dayanir. Fenech ve Morley (1985) boliinmeyen ( tek niikleuslu) ve vitro kiiltiir boyunca
niikleus bollinmesini tamamlayan (iki niikleuslu) hiicreleri ayirt etmek i¢in etkili bir
yaklagim Onermistirler. Mikroniikleus (MN) boéliinen hiicrelerde, asentrik fragmentlere
neden olan kromozom kirilmasi ve/veya hiicre boliinmesi esnasinda kutuplara
ulasamayan tam kromozomlardan olusan niikleus disindaki kiigiik cisimlerdir.
Telofazda iki kardes hiicre etrafinda ¢ekirdek zar1 tekrar olusturulurken bu geride kalan
kromozomlar veya fragmentler ana niikleusa dahil olamazlar fakat ayri kiigiik bir
niikleus olustururlar (Kirsch-Volders ve ark. 2002, 2011; Mateuca ve ark. 2006; Fenech
ve ark. 2011). MN olusumuna neden olan farkli yollar sekil 2.4’de gosterilmistir.

MN olusumu spontan veya mutajenler tarafindan indiiklenebilir. Spontan olarak

indiiklenen MN olusumu kromozom disi double minute’leri (dmin) hiicreden
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uzaklagtirmak i¢in hiicrenin savunma mekanizmasi olarak ortaya ¢ikar. Bu MN gen
amplifikasyonundan kirilma-fiizyon-kopriisic (BFB) dongiisii araciligi ile olusur.
Amplifiye olan DNA niikleusun periferinde spesifik bir bolgede lokalize olur ve hiicre
dongiisiinlin S-fazinda niiklear tomurcuklanma (NBUD) ile uzaklastirilir (Mateuca ve
ark. 2006; Fenech ve arkl.2011). MN olusumuna neden olan niiklear tomurcuklanma ile
uzaklastirilan Double minute 6zel genetik bir siirecin sonucudur. Dmin genellikle
kanser hiicrelerinde olusur ve biiylime avantaji saglayan veya ila¢ rezistansina neden
olan ytiksek oranda amplifiye olmus gen igerir (Shimizu ve ark. 2000, 2007; Utani ve
ark. 2007).

Tam kromozom/kromatid igeren mikroniikleus mitotoik ig ipligi hatasindan,
mikrotiibiillerin kinetekora yanlis tutunmasindan sonra olusabilir. Ayni zamanda
sentromer DNA’sinda veya diger koromozom alt-birimlerindeki hasarlar kinetekorlara
hasar verir ve kromozom kaybina ve neticede aneuploidiye neden olur (Cimini ve
Degrassi 2005; Mateuca ve ark. 2006). Biitiin kromozom iceren mikroniikleus
olusumuna neden olan baska bir olay ise hiicre dongiisiinii kontrol eden genlerde ve
ozellikle ig ipligini kontrol eden genlerdeki eksiklikler (King 2008), gec replikasyon,
niikleusdaki periferal lokalizasyon ve sentromer DNA’sinin hipometilasyonudur
(Fenech ve ark. 2005). Tam kromozom/kromatid i¢eren mikroniikleus olusumu genelde
andjen’ler tarafindan indiiklenir. Buna ek olarak bu bilesikler mitotik gecikme nedeni ile
tam kromozom iceren mikroniikleusu olan poliploid hiicreler olusmasina neden olur

(Decordier ve ark. 2008).

Kromozom fragmentleri igeren mikroniikleuslar dogrudan c¢ift-zincir kiriklarindan
(DSB), hiicre replikasyonundan sonra tek-zincir kiriklarinin  (SSB) DSB’ye
dontigmesinden veya DNA sentezinin inhibisyonundan olusurlar. Ayni1 zamanda
mikroniikleuslar, disentrik kromatidler, halka kromozomlar veya kardes kromatidlerin
birlesmesi gibi kromozom rearanjmanlart nedeni ile olusan anafaz kopriilerinin

kirilmasiyla meydana gelen fragmentlerden koken alir (Norppa ve Falck 2003).
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Sekil 2.4. Mikronukleus olusumu mekanizmasi (Cimini ve Degrassi 2005).

Singh ve ark. (2011) metal kompleksleri, [Cu(HL%Y),] (C104); (1) ve [Cu(HL?),] (CIO4),
(2)  N-benzyl-2-(diethylamino)acetamide,  (HL') ve 2-(diethylamino)-N-
phenylethylacetamide, ~ (HL?), tarafindan  indiiklenen  sitogenetik  hasarin
modifikasyonunu gostermek i¢in glioma (U87) ver servik kanseri (HeLa) hiicrelerinde
metal kompleksleri ile 24 saat muameleden sonra mikroniikleus olusumu gosterilmistir.
HeLa ve U87 hiicre hatlarinda kompleks 1 ve 2’nin mikroniikleus frekasn1 anlamli
sekilde arttirdig1 gézlenmistir. Mikroniikleus frekansi her iki hiicre hattinda da 31,25
ng/ml konsantrasyonunda % 15-30 arasinda degismektedir. Kompleks (2) her iki hiicre
hattinda da mikroniikleus frekasninda 3-4 kat artisa neden olmustur (Singh ve ark.
2010).

Gandin ve ark. (2013) [CuCl(dipyrido-[3,2-d:2",  3’-f])-quinoxaline(tris-(2-
cyanoethyl)phosphine)] kompleksinin genotoksik etkisini perifreal kan lenfositlerinde
sitokines blok mikroniikleus testini florosan in situ hibridizasyon (FISH) testi ile
kombine ederek gostermislerdir. insan lenfositleri ICsp, IC5, 1C19 dozlarma 4 saat

maruz birakilmistir. Kompleksin en yiiksek dozunda CBMN frekansini yaklasik 4 kat
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arttirdigir bulunmustur. MN’ler iizerinde sentromer problar1 kullanilarak yapilan FISH
analizleri ile MN’nin aneugenik ve klastojenik kokenli oldugu arastirilmistir.
Cogunlukla (%85,6) CBMN sinyallerinin negatif olmasi kompleksin klastojenik etki
gosterdigine isaret etmektedir. Bu gozlem kompleksin insan lenfositlerinde kromozom

hasar1 olusturdugunu gostermektedir (Gandin ve ark. 2013).

2.5. Reaktif Oksijen Tiirleri

Reaktif oksijen tiirleri (ROS ) mitokondri, peroksizomlar ve inflamatuar hiicre aktivitesi
gibi i¢ kaynaklar (Klauning ve Kamendulis 2004) ve cevresel ajanlar, ilaglar,
endiistriyel kimyasallar gibi dis kaynaklar ROS olusumuna neden olabilmektedir.
Reaktif oksijen tiirleri hiicrenin antioksidan savunma sistemi tarafindan dengelenmedigi
slirece bazi hasarlarin olugsmasi olasidir. Bu oksidatif hasar DNA, protein ve/veya lipid
hasarma neden olabilir ve bu durum kromozom kararsizligi, genetik mutasyonlar
ve/veya kanserle sonuglanabilecek hiicre biiylimesinin diizenlenmesi ile (modulation)

sonuclanabilir (Klaunig ve ark. 2010).

Mitokondrideki oksijen metabolizmasi oksijenin suya indirgendigi oksijen tiiketiminin
biiyiik kismini olusturur. Fakat %4 ila %5 reaktif oksijen tiirlerine doniisiir 6zelliklede
stipeoksit anyonlarma (O,") (St-Pierre ve ark. 2002; Klaunig ve Kamendulis 2004).
Stiperoksit anyonlar1 enzimatik olarak NADPH oxidaz, xantin oksidaz, lipoksigenaz ve
cylooxxygenaz tarafindan tiretilebilir (Curtin ve Donovan 2002). Siiperoksit anyonlar1
hiicre i¢indeki molekiiller ile etkilesime girdigi i¢in birincil ROS olarak adlandirilir ve
enzimler aracilifi ile veya metaller tarafindan katalizlenen siireglerde ikincil ROS’u
olusturur (Fridovich 1986; Valko ve ark. 2006). O, ‘nin siiperoksit dismutaz tarafindan
(SOD) dismute edilmesi O," ‘i hidrojen peroksite (H>0,) indirger (Juarez ve ark. 2008).
Bu reaksiyonla olusan H,O, Fenton reaksiyonlar1 ile serbest hidroksil radikallerine
doniistiiriilebilir (Winterbourn 1995). Hidroksil radikalleri ve siiperoksit anyonlari
biyolojik sistemlerdeki diger molekiiller ile reaksiyona girebilir ve diger serbest

radikallerin olusmasina neden olabilirler (Huie ve Neta 1999).
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Oksidatif stres endojen reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusumu ve antioksidan
savunma sistemi arasindaki dengenin bozulmasi sonucu olusur. Antioksidan savunma
sistemi stiperoksit radikalleri (O;") ve reaktivitesi yiiksek olan hidroksil radikallerininin
(‘OH) 6nciisii olan hidrojen peroksit (H20,) gibi reaktivitesi diisiik olan ROS’u siipiiriir.
Bu reaktif oksijen tiirleri inflamasyon reaksiyonlar1 tarafindan baglatilabilir, reaktif

nitrojen tiirii (NOS) olan nitrit oksit olusumunu arttirir.

Loganathan ve ark. (2012) tarafindan yapilan bir diger c¢alismada
[Cu(bba)(diimine)](ClO4),  bba=  5,6-dimethyl-1,10-phenanthroline  (5,6-dmp)
kompleksinin 1Csy konsantrasyonu ile SiHa insan serviks kanser hiicrelerine 12 saat
muamele edilmistir ve DCFH-DA florosan problar1 kullanilarak hiicre i¢i ROS {iretimi
Olciilmiistir. Kompleksin oksidatif stres olusturarak etkili bir antikanser ajani olarak

etki ettigi ileri stirilmistiir.

HT-29 hiicreleri Cu(BrHAP); Schiff bazi kompleksinin 6.25 pug/mL konsantrasyonu ile
24 saat muamele edilmis ve DHE boyasi ile boyanmistir. Bu boya siiperoksit varliginda
ethidiuma oksidize olmaktadir. Muameleden sonra hiicrede ROS miktarinin anlamhi
sekilde arttig1 gézlenmistir. Mitokondrideki ROS iiretimindeki asir1 artis ve mitokondri
membran potansiyelinin ¢okiisiiniin kaspaz yolaginda ki molekiilleri aktive ettigi ve
sonug olarak apoptotik hiicre 6liimiine neden oldugu ileri siiriilmiistiir (Hajrezaie ve ark.

2014).

Dogal olarak cisplatin rezistanst olan SK-OV-3 insan ovaryum hiicrelerine
[Cu(ph)(1,10-phen)]-2H,O (1) (ph=0-phthalate) ve [Cu(ph)(2,2"-bipy)]-2H,O (2)
kompleskleri ile 100-0.78 uM konsantrasyonlar1 araliginda, 15-240 dakika siiresince
muamele edilmistir. Pozitif kontrol olarak ROS fiirettigi bilinen 0,5 puM H,0;
kullanilmistir ve sonuglar H,O,’in ROS iiretimi ile karsilastirilmistir. Kompleks 1’in
onemli bir ROS f{ireticisi oldugu bulunmustur. Komplesk 1 12,5 uM konsantrasyonunda
0,5 uM Hy0; ile esit seviyede ROS iiretmistir. Ayn1 sekilde kompleks 2’de 50 ve 25
UM doz araliginda 0,5 uM H,0; ile esit seviyede ROS iiretmistir (Kellett ve ark. 2012).
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Sentetik kimyasal niikleaz [Cu(1,10-phen);]** kompleksinin neden oldugu DNA
parcalanmasi, indirgeyicilerin varligindan (indirgeyici Ornegin L-ascorbikasit) ve
oxidant (6rnegin O, veya H,0,) ve redoks reaksiyonlarindan kaynaklanmaktadir (1-5),
bunlar DNA toksisitesine neden olan hydroxo (4-5) ve metal-oxo (4) radikal tiirlerini

olusturmaktadir.

1) [Cu(1,10-phen),]** + red = [ Cu(1,10-phen),]" + red’

2) [Cu(1,10-phen),]* + O,~> [Cu(1,10-phen),]** +O,"-

3) 20,- +2H*>  H,0, +0;

4) Cu(1,10-phen),]" + O, + H* + & > [‘O-Cu(1,10- phen),]** + "OH
5) Cu(1,10-phen),]* + H,0; = [ O-Cu(1,10-phen),]** + ‘OH + H*

2.5.1. 8-0x0-7, 8-dihidroguanin

Niikleik asitlerin oksijen radikallerine maruz kalmasi ile ¢esitli modifiye bazlar olusur.
Oksidatif olarak degismis piirin ve pirimidinlerin 20 den fazla degisik tipi vardir
(Gajewski ve ark. 1990; Demple ve Harrison 1994). Bunlar arasindan 8-0x0-7, 8-
dihidroguanin (8-oxoguanin) en yaygin olanlaridir ve mutagenez ve karsinogenezde
onemli rol oynamaktadir (Kasai ve Nishimura 1984; Fraga ve ark. 1990). Timin glikol
ve 5, 8-piirin siklodeoksiniikleosid gibi (Evans ve ark. 1993; Brooks ve ark. 2000;
Kuraoka ve ark. 2000) diger oksidatif DNA hasarlarindan farkli olarak 8-oxoguanin
DNA sentezini bloke etmez ve yanlis baz eslesmesini indiikler. DNA sentezi esnasinda
8-oxoguanin hem adenin hem de sitozin ile eslesebilir ve bu yanlis eslesme genomik
DNA’da spontan mutasyonlart anlamli sekilde arttirir (Shibutani ve ark. 1991; Smith
1992).

DNA’daki 8-oxoguanin kalintilart mutM geni tarafindan kodlanan bir enzim tarafindan
uzaklastirllirken MutY proteini 8-oxoguanin ile eslesmis olan adenini uzaklastirir
(Cabrera ve ark., 1988; Chung ve ark., 1991; Michaels ve ark., 1991; Bessho ve ark.,
1992). mutM ve MutY proteini DNA’daki oxide olmus guanin kalintilarinin spesifik
transversiyon mutasyonlarina neden olmasini engellemek icin sira ile ¢alisirlar (Tchou

ve Grollman, 1993).
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2.6. Hiicre oliimii

2.6.1. Apoptoz

Hiicre olimiiniin cesitli tipleri ayn1 doku i¢inde indiiklenebilir fakat en hizlis
apoptozdur ve nekroz ve otofaji gibi diger hiicre 6liimii formlar1 sadece apoptoz inhibe
edildiginde ortaya c¢ikmaktadir (Los ve ark. 2002; Martinet ve ark. 2006). Apoptoz
cogunlukla programli hiicre 6liimii olarak adlandirilmaktadir fakat bazi arastirmacilar
programli hiicre Oliimiiniin sadece gelisim siireciyle iliskili 6liim oldugunu ileri
siirmektedirler. Hiicreler apoptoz esnasinda ¢ok sayida degisime ugramaktadirlar;
kromatin yogunlasirken, hiicre zar1 ¢evreye tutunmayi birakmakta ve biiziilmektedir.
Apoptoz mekanizmasinin en Onemli o6zelligi olarak hiicre zarmin kabarciklar
olusturmaya baglamasidir. Kabarciklar hiicre membrani i¢inde kapsiillenmis kiigiik,
kiiresel stoplazmik fragmentlerdir ve apoptoz cisimciklerinin onciilleridirler. Apoptotik
cisimcikler plazma membrani ile ¢evrelenmis fonksiyonel organelleri icermektedirler.
Plazma membrani i¢ine gomiilii fosfolipid olan fosfotidilserin apoptotik cisimciklerin
dis tarafina ¢ikmaktadirlar. Bunlar “beni ye” sinyali olarak etki ederler ve fagositoz
yapma yetenekleri olan makrofajlar1 ¢gekmektedir (Savill ve Fadok 2000; Kurosaka ve
ark. 2003).

Kismen birbirine bagl iki apoptoz mekanizmasi vardir; kaspaz-bagimh klasik apoptoz
ve kazpaz-bagimsiz programli hiicre Olimii, bazen necroptosis olarak da
adlandirilmkatdir. Hiicre 6liimiiniin her iki seklide birine bagimlidir ¢iinkii kaspazlar

non-kaspaz proteazlari ve ikincil versalarin aktivasyonuna neden olmaktadir (Meyer ve
ark. 2006).

Klasik kaspaz bagimli apoptoz i¢ veya dis faktorlerle uyarilabilmektedir. Dis yolak
transmembran reseptorlerinin [6liim reseptorii, CD95/APO-1/Fas, tumor nekroz faktor o
(TNF)-reseptorleri, “TNF ile iliskili apoptoz indiikleyici ligand” (TRAIL)-reseptorleri]
ligantlar1 tarafindan (APO-1/Fas, TNF, TRAIL) carpistirilmas: ile aktive olmaktadir
(Locksley ve ar. 2001). Ligantlar 6lii reseptorlere baglandiginda sitoplazmik oli

bolgeleri adaptor molekiillere (tipik olarak FADD) saldirmakta ve kaspaz yolagini
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baslatmaktadir. Farkli reseptor/ligand giftleri bulunmaktadir, Fas/FasL ve TNF/TNFR;
TRAIL/DRs; sonucta hepsi kaspaz-8’in aktivasyonuna neden olmakta ve sirasiyla

downstream kaspazlar1 aktive etmektedirler (Kischkel ve ark. 1995).

Gergek yolak aynit zamanda mitokondrial yolak olarak adlandiriimaktadir, Bcl2 ailesi
proteinleri tarafindan diizenlenmektedir (Cory ve Adams 2002). Bu proteinler
mitokondrial membran gecirgenligini kontrol etmektedirler. Hem-benzeri yapi1 igeren
protein strokrom-c mitokondrinin i¢ membraninin disinda lokalize olmaktadir ve
sitoplazmaya salinmaktadir, burada (d)ATP ile apoptotik proteaz aktivasyon faktor
(Apafl)’e baglanmakta ve apoptozom kompleksini olusturmaktadir. Apoptozom
kaspaz-9’u aktive etmekte, buda kaspaz selalesinin downstream elementlerini sirasi ile
aktive etmektedir (Oda ve ark. 2000). Mitokondrial yolak kaspaz bagimli apoptoz
mekanizmasinda yer alsada Once stokrom c salimmaktadir, bu durum ayni zamanda
kaspaz-bagimsiz apoptozu baslatabilmektedir. Kaspaz-bagimsiz yolakta apoptoz
indiikleyici faktor (bir flavaprotein) ve endoniikleaz —G proteini mitokondriden
salinmakta ve niikkleusa go¢ ederek kromatin yogunlasmasini saglamaktadir (Li ve ark.

2001).

2.6.2. Nekroz

Morfolojik olarak ‘“nekrotik hiicre 6limi” veya “nekroz” hiicre hacminde artis,
organellerin sismesi, plazma membraninin pargalanmasi ve sonug¢ olarak hiicre
igeriginin kaybi ile gergceklesmektedir (Kerr ve ark. 1972; Majno ve Joris 1995; Trump
ve ark. 1997) . Cok sayida araci, organeller ve hiicresel siiregler nekrotik hiicre 6liimi
siirecine dahil olmaktadir fakat bunlarin biribiri ile nasil iligkili oldugu heniiz acik
degildir. Spesifik proteazlarin aktivasyonu ve oligoniikleozomal DNA fregman tasyonu
gibi apoptozun biyokimyasal davraniglar1 nekrotik hiicrelerde de gerceklesebilmektedir.
Nekrotik ve apoptotik hiicre O6liimiiniin sonuglar1 olduk¢a farkli olmasina ragmen
nekroz, apoptoz gibi programli hiicre 6liimiiniin diizenleme fazi gibi nitelendirilebilir.
Nekroz durumunda inflamatuar cevap sitozolik bilesenlerinin hasar gérmiis plazma
membranindan hiicreler arasi bosluga dokiilmesi ile gerceklesmektedir; apoptozda bu

tirtinler makrofajlar i¢inde giivenli sekilde izole edilmektedir (Savill ve Fadok 2000;
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Kurosaka ve ark. 2003). Nekroz ve apoptoz arasindaki dengenin bozulmasi bazi

hastaliklarin olugsmasinda anahtar rol oynamaktadir.

2.6.2.1. Kaspaz substrati K18

Cogu oOkaryotik hiicre sitoplazmasinda ¢ok veya az ayrintili araflamentlerden (IF)
olusan sitoiskelet sistemi icermektedir (Ku ve ark. 1999). Bu flamentler kimyasal olarak
cok uzun siire kararli ve dallanmamis yaklasik 10nm ¢apindadirlar. Kreatinler epitelin
tipik ara flament proteinleridir, olaganiistii seviyede c¢esitlilik gdstermektedirler.
Heteropolimerik flamentler tip I ve tip II molekiillerlerin eslesmesiyle olugsmaktadirlar.
Insanda 54 fonksiyonel kreatin geni bulunmaktadir (Coulombe ve Wong 2004).
Kreatinler epitel iskeletinin parcasi olarak mekanik dayaniklilik ve epitel hiicresi ve
dokusunun biitiinliigli i¢in oldukca Onemlidir. Ayrica bazi kreatinlerin diizenleyici
fonksiyonlari vardir ve hiicre i¢i sinyal yolaklarinda yer almaktadirlar, stresden koruma,
yara iylesmesi ve apoptosis. Ayni zamanda kreatinler insan tiimorlerinde karakteristik
ekspresyon ozellikleri gostermektedirler, bunlardan ¢ogu kanserin imminohistokimyasal
tanisinda Ozellikle agik olmayan metastazlarda ve siniflandirilmasinda ¢ok Snemlidir

(Moll ve ark. 2008).

Apoptosis normal ve hasta dokularda hiicre 6liimiiniin diizenlenmesi i¢in dnemlidir ve
proteolitik kaspaz selalesinin aktivasyonu ile ger¢eklesmektedir ve ¢ogu Oenmli
hiicresel proteinin basamak basamak parcalanmasindan sorumludur (Bredesen ve ark.
2006). Hiicre iskeleti ile iliskili kaspaz substrati olan proteinler arasinda K18 ve K19
yer almaktadir (Ku ve ark. 1997). Apoptosis esnasinda L12 segmentindeki yiliksek
seviyede korunmus Asp 237°den kaspazlar tarafindan kesilmektedir (Marceau ve ark.
2007). K18 Asp396°da ikinci bir kaspaz kesme bolgesi igeren tek araflament proteinidir.
Prokaspaz 3 ve 9 olim efektor bolgesi igeren DNA baglanma proteini ile 6zellikle

K18’e atak yapmaktadir (Dinsdale ev ark. 2004).
K18’in Asp396°dan kesilmesi apoptotik selalenin erken olaylarindan biridir. Asp396°da

kesim gergeklesmesi ile neo-epitop olusmaktadir ve oOzellikle M30 “CytoDeath”

monoklonal antikoru tarafindan taninmaktadir (Lee ve ark. 2002).
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Kaspaz (3. 7, 9) aktivasyonu M30 Cyto]?EATHTM ELISA
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37 DALD**

2
- e .-

Kaspazlarca pargalanmis Sitokeratinl8 fragmenti (ccCK18)

APOPTOZ

Sekil 2.5. M30 test kitinin ¢aligma mekanizmasi (Anonim 2010b)
(http://www.enzolifesciences.com, 2010’dan degistirilerek alinmigtir)

Nekroz esnasinda membran biitiinliigli bozulmaktadir, hiicre membranin biitlinliigliniin
bozulmast hiicre dis1 bosluga K18 de dahil hiicre i¢i proteinlerin salinmasi ige
sonuglanacaktir. Apoptoz da ise plazma membrani biitiinliigli korunmaktadir fakat bunu
cogunlukla ikincil nekroz izlemektedir ve hiicre i¢i bilesenler serbest birakilmaktadir.
Bu nedenle hiicre kiiltiirii siipernatantindan veya serum/plazma 6rneklerinden yapilan
M65 Epideath ELISA Olgiimleri herhangi bir nedenle gerceklesen epitel hiicresi
Olimlerini gostermektedir. M65 EpiDeath ELISA monoklonal antikorlart klasik K18

epitoplari i¢in spesifiktir.
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APOPTOZ

Sekil 2.6. M65® Elisa testi ile nekrozun belirlenmesi (Anonim 2010b)
(http://www.enzolifesciences.com 2010°dan degistirilerek alinmistir)

Zhou ve ark [Cu(phen),] kompleksinin Bel-7402 karaciger kanseri hiicre hatlarinda G1
fazina spesifik apoptozu indiiklegini rapor etmislerdir (Zhou ve ark. 2002). Daha sonra
Cai ve arkadaslar1 [Cu(phen),] komplesksi ile muamele edilen Bel-7402 hiicrelerindeki
apoptoz yolagiin lipofilik phen ligandlar1 tarafindan hiicre icine tasinan yiiksek

seviyede bakir tarafindan baglatildigini gostermislerdir (Cai ve ark. 2007).

Casiopeinas’in (Cas) L1210 ve CHI1 gibi kemirgen hiicre hatlarinda apoptozu
indiikledigi gosterilmistir (De Vizcaya-Ruiz ve ark. 2000). Sig¢anlarda yapilan
calismalar en umut verici tiirevlerinin C6 glioma hiicrelerine karst giicli sekilde
polifrerasyonu inhe ettigini gdstermistir. Ilacin neden oldugu ROS artis1 mitkondri
hasarina neden olmakta ve bunu apoptoz izlemektedir, apoptoz hem kaspaz bagimli hem

de kaspaz bagimsiz yolaklarla ger¢eklesmektedir.
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Escriba ve ark. bakir (II)’nin phen, aminoasit ve ortho-iodohippurate ile dglii
koordinasyon kompleksinin A549 kiiciik-olmayan insan akciger kanser hiicre hatlarinda
bliylimeyi inhibe ettigini ve nanomolar konsantrasyonlarda apoptozu indiikledigini
gostermislerdir. Biiylimeyi inhibe edici etkisi flow sitometri analizi ile arastirilmistir.
Gl, S ve G2/M fazlarinin sayisinda azalis ve apoptotik hiicre sayisinda artis
gozlenmistir. Apoptoz muamele edilen hiicrelerin poly ADP-riboz polimerazin (PARP)
parcalanmasinin mikroskobik analizi ile gozlenmistir. Kompleks ayni konsantrasyonda
yag dokusu hiicrelerinin canliligini etkilememis, kanser hiicreleri lizerine yararli bir

secicilik gostermistir (Trejo-Solis ve ark. 2000).

Capan-1 pankreas kanser hiicreleri 48 ve 72 saat siire ile [Cux{bcmp(-H)}(u-
OH)](NO3)2-H20 (1, bemp=2,6-bis(1,4,7-triazacyclonon-1-ylmethyl)-4-methylphenol)
kompleksine maruz birsakilmistir ve hiicreler Hoechst 33258-boyasi ile boyandiktan
sonra morfolojik degisimler floresan mikroskop ile incelenmistir. Kontrol hiicrelerine
kiyasla morfolojik degisimlerin apoptoz icin tipik oldugu gozlenmistir, kromatin
kondensasyonu ve fregmentasyonu apoptozun indiiklendigini dogrulamaktadir. Bu
kompleksin sitotoksik potansiyeli P53 null pankreas Mia PaCa-2 hiicre hatlarinda
yabani tipte P53’1 olan pankreas kanser hiicrelerine kiyasla (BxPC3, AsPC-1, Capan-1
ve PANC-1) iki kat daha disiiktiir. Dolayisiyla komplek doza bagli olarak P53
aktivitesinde artisa neden olmaktadir. Sitotoksisite ve P53 sonuglar1 dikkate alindiginda
bu kompleksin apoptoz yolagini P53-bagimli mekanizmalarla aktive ettigi
goriilmektedir. Bakir kompleksinin kanser hiicrelerine karsi olan bu duyarlilig ise p53

statiisiine baglidir (Montagner ve ark. 2015).

Wu ve ark. Cu(phen), komplekslerinin g¢esitli kanser hiicrelerinde (Hela,PC-3, ECA-109
ve HepG2) sitotoksik oldugunu ve HepG2 hiicrelerinde doza ve zamana bagh olarak
etkili sekilde apoptozu indiikledigini bulmuslardir. HepG2 hiicrelerinde Cu(phen);’nin
neden oldugu apoptoz sinyal yolagi mitokondriyal yolak, Endolplazmik Retikulum

stresi yolagi ve mitotik tutuklanmadan olusmaktadir.

Bu ¢alismada Cu(phen);’nin Bcl-2 ailesindeki faktorlerin seviyesi iizerine etkisi tespit

edilmistir. Bcl-2 ailesi anti-apoptotik ve pro-apoptotik iiyelerden olusmaktadir ve
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apoptotik hiicre 6liimiiniin diizenlenmesinde en iyi karakterize edilmis protein ailesidir.
Bcl-2 ve Bcl-x. gibi anti-apoptotik proteinler kaspazlarin onciil formlarina el koyarak
(sequestering) ya da sitokrom c¢ ve AIF gibi mitokondrial apoptotik faktorlerin
sitoplazmaya salinmasini engellemektedir. Bax ve Bak gibi bu ailenin proapoptotik
tiyeleri ise tam tersine kaspazlarin salinmasini tetiklemektedir. Bel-2 ailesinin baska bir
tiyesi olan Bid kaspaz-8 tarafindan kesilebilir ve mitokondriyal sitokrom c’nin
sitoplazmaya salinmasini tetiklemekte ve kaspaz-3 ve 9’u aktive etmektedir (Garibal ve
ark. 2010). Bu ¢alismada Bcl-2 ve Bcl-x_’nin ekspresyon seviyesi doza bagli olarak
azalmaktadir. Diger taraftan Bax’in ekspresyon seviyesi artmaktadir. Bax’in daha fazla
eksprese olmasit Bax/Bcl-2 oraninin artmasi ile sonuc¢lanmaktadir. Bid’in Onciil
formunun azalmasi Cu(phen);’nin neden oldugu apoptoz esnasinda kesilmesine isaret
etmektedir. Bu sonuglar Bax ve Bid’in artisina isaret etmektedir, Bcl-2 ve Bcl-X, ’nin az
diizenlenmesi MMP’nin yikilmasia ve kaspazlarin aktivasyonuna neden olmaktadir.
Calismada MMP’nin yikildig1 ve kaspaz-8 ve kaspaz-9’un yikildigi tespit edilmistir.
Prokaspaz-3’iin azalmasi kaspaz-3’tin aktivasyonuna isaret etmektedir. Bu veriler
HepG2 hiicrelerinde Cu(phen),’nin neden oldugu apoptoza mitokondriyal yolak dahil

oldugunu gostermektedir.

Apoptoz yolagi ayn1 zamanda ER tarafindan da harekete gecirilmektedir. Katlanmamis
veya yanlig katlanmis proteinlerin ER’de birikmesi ER’de strese ve katlanmamis protein
yamtina neden olmaktadir (UPR). Cu(phen), kompleksi Ca?* homeostasini bozmakta ve
ER stresini tetiklemektedir. Uzun siireli ER stresi hiicreye hasar vermekte ve sonucta

apoptozu indiiklemektedir (Wu ve ark. 2014).
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3. MATERYAL VE YONTEM

Bu c¢alismada suda ¢Ozilinebilen dort yeni bakir (II) kompleksinin,
[Cu(phen)z(H20)](NOs). D, [Cu(phen)(tyr)(H20)INO3-2H,0 (),
[Cu(dmphen),(NO3)]NO;z (3), [Cu(dmphen)(tyr)(H.0)]NO3z-H,0 (4) MCF7 insan meme
kanseri hiicre hatti, Caco-2 insan kolon kanseri hiicre hatti, Hep-3B insan karaciger
kanseri hiicre hattt ve BEAS-2B insan brons epitel hiicre hattinda XTT testi ile
antikanser aktiviteleri gosterilmistir. Hiicre 6liim sekli M30 ve M65 testleri ile analiz
edilmistir. Bakir komplekslerinin genotoksik etkileri mikroniikleus ve komet testleri ile
degerlendirilmistir. Hiicre ici ROS seviyesi ROS testi ile degerlendirilmistir. Oksidatif

DNA hasarinin bir biyomarkiri olarak ise 8-OH-dG olusumu 6l¢iilmiistiir.

3.1. Kullanilan Ekipmanlar, Sarf Malzemeler

Calismada kullanilan cihazlar Cizelge 3.1°de, sarf malzemelerine iligskin bilgiler ise

Cizelge 3.2°de gosterilmistir.

Cizelge 3.1. Calismalarda kullanilan ekipman

Ekipman Marka/Model

Etiiv BINDER — CB 150
Sogutmali Santrifii SIGMA - 2-16PK
Laminar flow BINDER - CB 150

Hassas terazi SHIMADZU - AUW220D
Kaba Terazi RADWAG - WTB2000

Pastor firini

Elektro.mag- M3025P

Inverted mikroskobu

SOIF

Floresans mikroskobu

NIKON — ECLIPSE 80i

Isik mikroskobu

NIKON — ECLIPSE E100

Komet yazilimi

Kameram 21

Elektroforez gii¢ kaynagi

PegLab- Regpower 300

Elektroforez tanki Cleaver Scientific

Mikroplaka okuyucu Bio Tek, ELx800 U.S.A

Azot tanki INT. CRYOGENICS - IC 20R
Ph metre HANNA — HI 221

+4 buz dolabi Regal

-20 derin dondurucu ALASKA - ADF 06 V

-80 derin dondurucu ELCOLD

Fluoroskan Ascent FL 2.6 THERMO

42




Hiicre sayim cihazi ROCHE
Distile su cihazi MP MINI PURE — DEST UP
Su banyosu NUVEBATH NBS

Cizelge 3.2. Calismada kullanilan sarf malzemeler

Sarf Malzeme

Firma/ Katalog No

Serolojik pipet COSTAR
Serolojik pipet tabancasi BIOHIT/ Midi Plus
Steril 15 ml lik tiipler FALCON

Steril flasklar (T-12,5, T-25 ve T-75) CORNING

RPMI-1640 (500 ml)

LONZA/BE12-115F

Penisilin — Streptomisin

PANBIOTECH P06-07100

L-Glutamin (100 ml) SIGMA/ G7513
Fetal Bovine Serum PANBIOTECH/ P30-1985
Sodyum piruvat (100 ml) PANBIOTECH

% 0,25 Tripsin-EDTA

GIBCO 1304898

DPBS PANBIOTECH P04-36500
Etil alkol SIGMA 32221

Metanol MERCK K 40218208
Asetik asit MERCK K 40577856
KCI MERCK K 37391236 728
NaCl MERCK K 45393104 410
NaOH SIGMA S8045
Sitokalasin-B SIGMA C6762

Giemsa MERCK HX939018
Triton X-100 SIGMA T8787
Lowmelting Agaroz SIGMA A9539

Normal Agaroz

MERCK K33719436

DMSO

MERCK K40744143
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3.2. Kullanilacak Hiicre Hatlar:

Tez ¢alismasinda BEAS-2B saglikli insan bronsiyal epitel hiicre hatti, Caco-2 insan
kolon kanseri hiicre hatti, MCF7 insan meme kanseri hiicre hatti, Hep-3B insan

karaciger kanseri hiicre hatlar1 kullanilmistir.

3.2.1. Bu hiicre hatlarinda Kullanilacak Hiicre Kiiltiirii Sartlar

Hicre kiiltiiri havalandirmali T75 flasklar iginde 37 °C ve %5 CO, ortama sahip
inkiibatorde yapilmistir. Flasklara konulacak besiyeri: RPMI Medium + %10 fetal kalf

serum+ 2ml glutamine, 50 pg/ml penisilin ve 50 pg/ml streptomisinden olugmaktadir.

3.3. Kullanilan Kompleksler

Bu c¢alismada suda ¢Oziinebilen dort yeni bakir (II) kompleksi
[Cu(phen)z(H20)](NOs). 1, [Cu(phen)(tyr)(H20)]NO3-2H,0 (),
[Cu(dmphen)2(NO3)][NO; (3), [Cu(dmphen)(tyr)(H2,O)]NO3-H,O (4) kullanilmustir.
Asagida bu bakir komplekslerinin yapisina katilan ligantlar ve bakir komplekslerinin
yapilarmi1 gosteren sekiller verilmistir (sekil 3.1; 3.2; 3.3; 3.4; 3.5; 3.6; 3.7).
Kompleksler steril sidtile suda ¢ozlilmiistiir. Coziicii olarak kullanilan su testlerde
kullanilan en yiiksek doz oraninda kiiltlir ortamina eklenmis ve negatif kontrol olarak

kullanilmistir.

1,10-phenanthroline

(phen)

Sekil 3.1. 1,10-phenanthrolin molekiiler yapisi.

44



H3C CH;

7\ \
—J  N=

4.7-dimethyl-1,10-phenanthroline

(dmphen)

Sekil 3.2. 4,7-dimethyl-1,10-phenanthroline (dmphen) molekiiler yapisi

0
0
CH,—CH—C”

| “NOH

L-tyrosine

(tyr)

Sekil 3.3. L-tyrosinin molekiiler yapisi
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Sekil 3.4. Kompleks 1’in molekiiler yapisi. Elipsoid yerdegistirme %30 olabilirlik
seviyesinde ¢izilmistir. Koordinasyonu olmayan nitrrat anyonlar1 sekilin daha acik
olmasi i¢in dahil edilmemistir. H atomlar rastgele se¢ilmis yarigaptaki kiigiik kiireler ile
gosterilmigtir.

Sekil 3.5. Kompleks 2 nin molekiiler yapisi. iki koordinasyonu olmayan su molekiilii ve
nitrat anyonu seklin daha agik olmas1 i¢in dahil edilmemistir. Elipsoid yerdegistirme
%50 olabilirlik seviyesinde ¢izilmistir. H atomlar1 rastgele secilmis yarigaptaki kiigiik
kiireler ile gosterilmistir.
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Sekil 3.6. Kompleks 3’in molekiiler yapisi. Elipsoid yerdegistirme %350 olabilirlik
seviyesinde c¢izilmistir. H atomlar rastgele secilmis yaricaptaki kiiclik kiireler ile
gosterilmistir.
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Sekil 3.7. Kompleks 4’in molekiiler yapisi. Sekil diizensiz par¢anin major
oryantasyonunu gostermektedir. Bir koordine olmamis su molekiilii ve seklin daha agik
olmast i¢in dahil edilmemistir. Elipsoid yerdegistirme %350 olabilirlik seviyesinde
cizilmistir. H atomlar1 rastgele segilmis yarigaptaki kiigiik kiireler ile gosterilmistir.
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3.4. XTT Testi

Hiicreler 75-cm?’lik flasklarda 1 hafta boyunca biiyiitiilmistiir. Biiyliyen hiicreler 96
kuyucuklu platelere ekilmistir. Hep-3B ve Beas-2B hiicre hatlar1 i¢in her bir kuyucuga
5x10% hiicre, CaCo-2 ve MCF-7 hiicre hatlar1 icin her bir kuyucuga 8x10° hiicre
ekilmistir. 37 °C ve %5 CO; ortama sahip inkiibatorde 24 saat inkiibe edildikten sonra
besi yeri degistirilmistir ve 0,1’den 30 uM arasinda degisen konsantrasyonlarda bakir
kompleksleri ile dozlanmistir. 24 saat muameleden sonra kuyucuklar PBS ile yikanmis
ve 100 pL yeni besiyeri eklenmistir. Her bir kuyucuga aktive olmus XTT solusyonu
eklenmis ve 3 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda mikroplaka okuyucu ile
450nm de absorbans Olclilmiistiir ve poliferasyon egrisi ¢izilmistir. Blankler
cikarildiktan sonra [Cso, 1C75, 1Cgqo dozlart (1- Amaumele grubu / Akomtror) X100 formiilii
kullanilarak hesaplanmistir. Y eksenine doz, X eksenine canlilik olan dagilim grafigi
cizilmistir. Daha sonra grafik {lizerinde dogrusal 3 nokta secilerek egilim ¢izgisi
eklenmistir. Egilim ¢izgisinin formiiliinde y yerine 50, 25 ve 10 yazilarak sirasi ile ICsp,

IC75 ve 1Cq dozlar1 hesaplanmuistir.

Kimyasallarin Hazirlanmas:

1. Kimaysallar deneyden hemen dnce 37 °C’de 1sitilarak eritilmistir.

2. XTT olgtim soliisyonunu hazirlamak igin XTT kimayasalina elektron
baglama soliisyonunu eklenmistir (1:50 hacim oraninda). Ornegin 96 kuyucuklu plate
icin Sml XTT soliisyonuna ve 0.1ml elektron baglama soliisyonuna ihtiyac

duyulmaktadir.
3.5. ROS Olgiimii

Bakir komplekslerinin hiicre ici ROS olusumuna etkisi Cell Biolabs’OxiSelect™ Hiicre
ici ROS test kiti (Cell Biolabs, San Diego, CA, U.S.A) kullanilarak belirlenmistir. 2°,7’
-dichlorofluorescein diacetate (DCF-DA) boyas1 kendisi florosan ozellikte degildir,
hiicre i¢ine diflizyonla girmekte ve DCFH hiicresel esterazlarina hidrolize olmaktadir.
DCFH ise ROS varliginda hizli sekilde oxidize olarak yiiksek seviyede florosan etkisi

olan fluorescent 2°, 7° dichlorodihydrofluorescein (DCF) olusturmaktadir.
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ROS 6l¢iimii icin hiicreler 75-cm? ‘lik flasklarda iiretilmistir. Biiyiiyen hiicreler 96
kuyucuklu siyah platelere iki tekrarli sekilde ekilmistir ve 24 saat kiiltiire edilmistir.
Kiiltiir sonunda besi yeri degistirildikten sonra hiicreler 2 defa PBS ile yikanmus.
Hiicrelere 1X DCFH-DA/besiyeri ¢ozeltisinden 100 ul eklenmis ve 37 °C’de 120 dk
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi bitiminde hiicreler 2 kez PBS ile yikanmustir.
DCFH-DA yiiklenmis hiicrelere 2 saat bakir komplekslerinin ICsg ve 1Css dozlar ile
muamele edilmistir. H>O2’nin ICsp dozu pozitif kontrol olarak kullanilmistir.
Absorbanslar 480 nm/530 nm’de florometrik plaka okuyucuda okunmustur. ROS
degerleri standartlardan yararlanilarak c¢izilen dagilim grafiginin egim formiili ile
hesaplanmistir. Deney ikiser tekrarli gerceklestirilmistir. Istatistiksel analizler SPSS 15
paket program kullanilarak Mann-Withney U testi ile gergeklestirilmistir.

Konsantrasyonu 0 uM — 10 uM arasinda degisen DCF standartlarinin 1:10 seyreltme

serisi ImM DCEF stok soliisyounun besi yeri ile seyreltilmesi ile hazirlanir.

Standard DCF Standard Culture Medium DCF
Tubes (nL) (nL) (nM)

| 10 990 10,000
2 100 of Tube #1 900 1000
3 100 of Tube #2 900 100
4 100 of Tube #3 900 10
5 100 of Tube #4 900 |
6 100 of Tube #5 900 0.1
7 100 of Tube #6 900 0.01
8 0 1000 0

Sekil 3.8. DCF standartlarinin hazirlanmasi

3.6. 8-OHdG Olgiimii

Hicreler T-75 flasklarda biyiitilmiis ve %80 doluluk saglandiginda bakir
komplekslerinin ICsq dozlari ile 4 saat muamele edilmistir. Muameleden sonra hiicreler

MO BIO kit (Carlsbad, CAUSA) DNA ekstraksiyon Kiti ile DNA izolasyonu
gerceklestirilmistir.
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DNA Kkalitesi Nanodrop spectrophotometer (Thermo Scientific) kullanilarak
dlgiilmiistiir. izole edilen DNA’lar 80 pg/ml konsantrasyonda ¢oziilmiistir. DNA
orneklerininin tek zincirli hale getirilmesi i¢in 95°C’de 5 dakika inkiibe edilmis ve hizli
bir sekilde buza alinmistir. DNA 6rnekleri 20 {inite niikleaz P1 ile 2dk 37 °C’de 20mM
sodyum asetat i¢inde inkiibe edilerek DNA’nin sindirilmesi saglanmistir. Daha sonra
DNA ornekleri 10 iinite alkalin fosfataz ile 1 saat 37 °C’de muamele edilmistir.
Omekler 5dk 6000g de santrifiij edilmis ve siipernatantlar 8-OHdG testinde

kullanilmistir.

Hazirlanan DNA Orneklerinden 50 pL her bir kuyucuga eklenmis ve iizerine 50
puL  primer antikor eklendikten sonra 37°C 1saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
stiresinin sonunda her bir kuyucuk 250 pL yikama soliisyonu ile yikanmis ve 100 pL
sekonder antikor ile 37°C 1 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda yikama
soliisyonu ile yikanmis ve her bir kuyucuga 100 pL substrat soliisyonu eklenilerek 15dk
karanlikta inkiibe edilmistir. Son olarak her bir kuyucuga 50 uL reaksiyonu sonlandirici
sollisyon eklenmis ve absorbans 450nm de mikroplaka okuyucuda okunmustur.

8-OHdG miktar1 standart grafigi ¢izilerek hesaplanmistir.

2
=

AN

N

D.U | | 1
0.1 1 10 100 1000

§0OHdG (ng/ml)

Absorbance at 450 nm
o
0

Sekil 3.9. 8-OHdG miktar1 standart grafigi.
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3.7. Komet Testi

DNA hasarmin ve tamirinin belirlenmesini saglayan genotoksisite testidir. Hasarli
DNA’nin gogii ile kuyruklu yildiz goriintiisii olusur. Hiicrelerin low-melting agaroz
sollisyonuna gomiilmesi, hiicrelerin lizisi, alkali ortamda (ph > 13) ¢ift zincirli DNA nin
zincirlerinin ayrilmasi ve elektroforez asamasindan olusur.

Lamlarin Agaroz Jel ile Kaplanmast:

Mikroskop lamlari, kendileri i¢in hazirlanan % 0,8’lik agaroz jel icine daldirilip 30 sn
bekletilmistir. Daha sonra da c¢ikarilip altlar1 temizlenip kurumaya birakilmistir.

Kuruduktan lamlar etiketlenmistir.

COMET Testi Protokolii

1. Bu asamada kullanilan biitiin soliisyonlar soguktur. Bu prosediir karanlikta
gerceklestirilmistir. Pellet olarak kalan hiicreler 1 ml PBS ile seyreltilmis ve iyice
karigtirilmastir.

2. Hiicreleri jel icine gdmmek i¢in, diisiik erime noktasi olan agaroz (LMA) kullanilarak
jel hazirlanmistir. 0,065 gr LMA tartilmis ve 10 ml distile su iginde 1sitilarak jel haline
getirilmistir.

3. Eppendorf tiiplere 250 ser pL LMA aktarilmistir. Bu eppendorf tiipler 37 °C de
bekleyen sicak su banyosuna yerlestirilmistir.

4. Seyreltilen hiicre pelletlerinden 50 pl ¢ekilmis, su banyosunda bekleyen ve icinde
250pl LMA jeli bulunan eppendorf tiiplerine aktarilmistir. Jel ve hiicre siispansiyonu
lyice pipet yoluyla karistirilmistir.

5. Karstirilan jel ve hiicre karisimindan 35 pl ¢ekilmis ve lam {izerine yayilmistir. Her
calisma grubu kendi laminin {izerine yayilmistir.

6. Uzerine karisim koyulan lamlar hemen lamelle kapatilmis ve buz iizerine
kaldirilmistir.

7. Yayma islemi bittikten sonra lamlar 15 dakika +4 °C de bekletilmistir.

8. 2 dakika sonra lamlar iizerindeki lameller ¢ikarilmistir.

9. Lizis islemi baglatilmistir. Lamelleri ¢ikmis olan lamlar salelere dizilmis ve saleler
lizis soliisyonuna ile doldurulmustur. Lamlar saleler i¢cinde 1 gece boyunca karanlikta

ve +4 °C de bekletilmistir.
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10. Ertesi giin lamlar lizis soliisyonundan ¢ikarilmis ve COMET tankina dizilmistir.

11. Tanklar yiiriitme tamponu ile doldurulmus ve lamlar 20 dk yiiriitme tamponu i¢inde
bekletilmistir. Bu asamada DNA sarmallar1 agilmaktadir.

12. Yiriitme islemi 300 mA, 25V da, yarim saat gerceklestirilmistir.

13. Yirlitme islemi tamamlandiktan sonra lamlar tanktan c¢ikarilip nétralizasyon
tamponuna daldirilmistir ve 5 dakika lamlar tampon igerisinde bekletilmistir.
Notralizasyon islemi karanlikta gerceklestirilmistir.

14. Notralizasyon islemi sonrasinda lamlar tampondan ¢ikarilip distile suya daldirilip
yikanmis ve kurumasi beklenmistir.

15. Kuruduktan sonra lamlar absolii etanol i¢inde 5 dakika fikse edilmistir.

Boyama Islemi
20 pg/mL konsantrasyonlu EtBr boya soliisyonundan enjektor ile 0,2 ml g¢ekilir ve
lamlara damlatilir. Boya damlatildiktan sonra lamlar lamellerle kapatilip, mikroskobik

inceleme icin hazirlanir.

Mikroskobik Inceleme

Sayim ve degerlendirme safhalarinda florsan mikroskop kullanilmistir. Boyanilan
lamlara mikroskopta bakilmis ve her lamdan 100 tane hiicre sayilmistir. Degerlendirme
kameram 21 komet sayim programu ile yapilmistir. Komet uzunlugu, kuyruk uzunlugu,
kuyruk moment uzunlugu verileri degerlendirilmistir. Test iki bagimsiz tekrar halinde

yapilmistir.

3.8. Mikroniikleus Testi

25°1ik flasklara 100.000 hiicre ekilmis ve flasklar %80 doluluk sagladiktan sonra bakir
bilesiklerinin ICsq ve ICs0/2 dozlar ile 24 saat muamele edilmistir. Muamele ile es
zamanl olarak sitokalazin-B eklenmistir. Inkiibasyon siiresinin bitiminde besi yeri
uzaklastirilmig, PBS ile yikanmis ve MN preparasyonuna baglanmistir. PBS ile yikanan
flasklara, 2ml tripsin eklenmis ve 2dk beklendikten sonra tripsinin etkisi 2ml besi yeri
eklenerek durdurulmustur. Hiicreler tiiplere toplanmistir. 1000 RPM’de 5dk santrifiij

edilmistir. Stipernatant uzaklastirilarak 0.75M KCI hipotonik soliisyonu eklenmis ve
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3dk bekletildikten sonra tekrar santrifiij edilerek ve siipernatant uzaklagtirtlmigtir. 3:1
oraninda metanol ve asetik asitten olusan fiksatif damla damla eklenerek harvest islemi
10 dk siirdiriilmistiir. Harvest bitiminde tekrar santrifiij yapilmis ve siliper natan
uzaklastirilmistir. Kalan hiicreler fiksatifle Iml ye seyreltilerek daha 6nceden alkolde
bekletilerek temizlenmis ve etiketlenmis lamlara yayilarak kurumaya birakilmistir.
Lamlar kuruduktan sonra %5’lik gimsa ile 15 dk boyanmistir. Boyama isleminden sonra
distile su ile durulanan lamlar kurumaya birakilmistir. Her bir preparattan 1000
biniikleuslu hiicrede mikroniikleus sayilmistir. Toplamda 2000 hiicre sayilarak tek
niikleuslu, ¢ift niikleuslu, ii¢ niikleuslu, dort niikleuslu hiicreler kaydedilmis ve niikleer
boliinme indeksi

MI + 2xM2 + 3xM3 + 4xM4 / 2000 formiilii ile hesaplanmustir.
3.9. M30-M65 Testleri

Hiicreler 96 kuyucuklu plakalara iki tekrarli olarak ekilmistir. Hep-3B ve Beas-2B hiicre
hatlar1 i¢in her bir kuyucuga 5x10° hiicre, Caco-2 ve MCF?7 hiicre hatlar1 i¢in her bir
kuyucuga 8x10° hiicre ekilmistir. 24 saat inkiibasyondan sonra besi yerleri yeni besi yeri
ile degistirilmis ve bakir bilesiklerinin 1Csyp ve 1Cqy dozlart ile 24 saat muamele

edilmistir. Inkiibasyon siiresinin bitiminde M30 ve M65 test prosediirleri uygulanmustir.
3.9.1. M30 Testi Protokolii

Bakir komplekesleri ile 24 saat muamelenin ardindan mikroplaka -20 °C’de bir gece
dondurulmustur. Ertesi giin mikro plaka oda sicakligina getirilmis ve her bir
kuyucugalO pl 10% Triton-X eklenerek 5 dk hiicrelerin lizis olmasi saglanmistir. Her
bir kuyucuktan besiyerleri epondoflarin i¢ine toplanmis ve epondoflar 2000 rpm’de 10
saniye santirfiij edilerek ve hiicreler dibe coktiiriilmiistiir. Efondorfun iist kismindan
25uL silipernatandan alinmig ve kitin antikor kapli 96 kuyucuklu plakalarma
aktarilmigtir. Bunun iizerine 75 pL seyreltilmis M30 cytodeath HRP konjuganti
eklenmistir. Karanlikta 4 saat 600rpm’de inkiibasyon yapilmistir. Her kuyucuga
seyreltilmis 250 pL yikama soliisyonu eklenmistir ve 5 defa yikama yapilmistir.

Yikama sonunda kojugantin mavi renginin kalmamasi gerekmektedir. Platelerin i¢inde

54



kopiik kalip kalmadigr 1s18a tutularak bakilmistir. Plateler pecetelerin iizerine ters
cevrilerek vurulmus ve kopiik kalmamasi saglanmigtir. Daha sonra 200 uL. TMB
soliisyonu eklenmis ve karanlikta 20 dakika inkiibe edilmistir. Mavi renk olusumu
gozlenmistir. Rengin ¢ok koyu olmamasina dikkat edilmistir. Her bir kuyucuga 50 puL
durdurma soliisyonundan eklenmis ve 10 dakika karistiricida karigtirllmistir. Renklerin
sartya doniistiigii gozlenmistir. Mikro plaka okuyucuda okuma yapilmadan 6nce 3-4
dakika beklenmistir ve 450nm dalga boyunca absorbanslar 6l¢iilmiistiir. X ekseninde
konsantrasyon y ekseninde absorbans olacak sekilde grafikler ¢izilmistir. Sonuglar U/L
olarak verilmistir.

Deney iki bagimsiz tekrar halinde gerceklestirilmistir.

3.9.2. M65 Testi Protokolii

M65 Elisa iki fare monoklonal antikor kullanir ( klon M5, Ig-G2b ve M6, 1gG2a) bunlar
K18’in geleneksel epitoplari i¢in spesifiktirler. M5 antikorlar1 insan K18’ini tespit eder
fakat fare K18’ine etki etmez. M65 Elisa sivi-faz sandivi¢ enzim immuno testidir.
Standartlar, kontroller ve Ornekler K18 taniyan M6 antikorunu igeren sivi fazla
etkilesime girmektedir. HRP (horseradish peroxidase) konjuge edilmis M5 antikoru
farkli bir K18 epitopununu tanimaktadir. Baglanmamis konjugantlar yikama
basamaginda uzaklastirilmakta ve TMB substrati eklenmektedir. Daha sonra renk
gelisimi  durdurulmakta ve absorbans Olc¢lilmektedir. Sonugtaki renk dogrudan
numunenin konsantrasyonu ile orantilidir.

Olgiilen absorbansa kars1 bilinen konsantrasyonun standart egrisinin cizilmesi ile

ornekteki antijen miktar1 6l¢iilmekte ve antijenin konsantrasyonu litredeki birim olarak

(U/L) ifade edilmektedir.

Protokol:

Bakir komplekesleri ile 24 saat muamelenin ardindan mikroplaka kuyucuklardan
besiyerleri epondorf tiiplere toplanmistir. Epondorf tiipler 2000 rpm’de 30 saniye
santirfiij edilerek hiicreler dibe c¢okertilmistir. Epondorfun iist kismindan 25pL

siipernatandan alinmis ve kitin 96 kuyucuklu plakalarina aktarilmistir.

55



M65 Elisa oda sicakliginda gergeklestirilmistir

1) Tiim malzemeler oda sicakliginda getirilmistir. Tim maddeleri kullanmadan 6nce
kanistirilmistir (vortex).

2) Yikama soliisyonunu yeni deiyonize su ile seyreltilmistir.

3) M65 HRP konjugantint M65 konjugant seyreltme buffiri ile seyreltilmistir.

4) 25uL M65 satandardi (A-G), M65 kontrol diisiik (Low), M65 kontrol yiiksek (High),
yiiklenmistir.

5) Her kuyucuga 75 pL seyreltilmis M65 HPR konjugant soliisyonu eklenmis ve
600rpm’de 2 saat inkiibe edilmistir.

6) 400 mL seyreltilmis yikama soliisyonu ile kuyucuklar 5 defa yikanmistir.

7) Her bir kuyucuga 200 pL TMB substrat1 eklenmis ve oda sicakliginda karanlikta 20
dk inkiibe edilmistir.

8) 50 pL durdurma soliisyonu eklenmis ve 5-10dk sakirda karistirilip absorbans
Olciilmeden Once 5 dakika beklenmistir. 450 nm de Elisa Reader kullanilarak absorbans

Olciilmiistiir.
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4. BULGULAR
4.1. XTT Bulgulan

XTT testinden elde edilen bulgular Cizelge 4.1.’de gosterilmistir. Kompleks 1, 2, 3 ve
4’iin 0,1°den 30 uM arasinda degisen konsantrasyonlar1 ile Caco-2, MCF7, Hep-3B ve
BEAS-2B hiicre hatlarina 24 saat muamele edilmistir. Kompleks 1, 2, 3 ve 4’iin Caco-2,
MCF7, Hep-3B ve BEAS-2B hiicre hatlarinda ICsg, 1C75 ve 1Cq dozlar1 verilmistir.

4.1.1. Caco-2 hiicre hattinda elde edilen XTT Bulgular

Caco-2 hiicre hattinin kompleks 1, 2, 3 ve 4 ile 24 saat muamele edilmesi sonucu XTT
testinden elde edilen 1Csp, IC7s ve ICgqy bulgular1 Cizelge 4.1 ve sekil 4.1°de

gosterilmigtir.

Kompleks 1’in Caco-2 hiicre hattindaki ICsp, IC7s, 1Cqg degerleri sirasiyla 2,43 + 0,134;
4,73 + 0,36; 6,68 £ 0,43 seklindedir. Kompleks 2’nin Cac0-2 hiicre hattindaki ICsy,
IC7s5, ICqo degerleri sirastyla 2,45 + 0,16; 4,30 £ 0,10; 6,61 = 0,04 seklindedir.
Kompleks 3’iin Cac0-2 hiicre hattindaki 1Csg, 1C75 ve 1Cqy degerleri sirasiyla 0,70 +
0,02; 1,42 £ 0,39; 2,81 + 0,52 seklindedir. Kompleks 4’iin Caco-2 hiicre hattindaki ICsp,
ICs5 ve ICqo degerleri sirasiyla 2,78 £+ 0,30; 9,76 + 0,74; 20,16 = 0,34 seklindedir.
Cisplatinin Caco-2 hiicre hattindaki ICsp, 1C7s, 1Coy degerleri sirasiyla 22,70 + 3,21;
88,87 = 1,66; 126,6 £ 5,69 seklindedir. Caco-2 hiicre hattinda en etkili kompleksler
stirastyla 3>1>2>4 seklindedir. Cisplatin’in Cac0-2 hiicre hattindaki ICsg, 1C75, 1Cqo
degerleri sirasiyla 22,70 + 3,21; 88,87 + 1,66; 126,6 + 5,69 seklindedir. Komplekslerin
ICs0 degerlerinin Cisplatine kiyasla daha diisiik oldugu gozlenmistir. Caco-2 hiicre
hattinda H,0, nin ICso Ve 1Cqo dozu sirasi ile 116,18 + 15,59; 602,62 + 1,89 uM olarak

belirlenmistir.
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Sekil 4.1. Caco-2 hiicre hattinda kompleks 1, 2, 3,4’{in ICsy degerleri verilmistir (uM).

4.1.2. MCF7 Hiicre hattinda elde edilen XTT Bulgulari

MCF?7 hiicre hattinin kompleks 1, 2, 3 ve 4 ile 24 saat muamele edilmesi sonucu XTT
testinden elde edilen 1Csy, IC75 ve ICqy bulgular Cizelge 4.1’de ve sekil 4.2°de

gosterilmistir.

Kompleks 1’in MCF-7 hiicre hattindaki ICsg 1C7s5, 1Cgg degerleri sirastyla 2,67 + 0,72;
8,65 £ 0,46; 12,2 £ 0,43 seklindedir. Kompleks 2’nin MCF-7 hiicre hattindaki 1Csg
IC7s5, ICqo degerleri sirasiyla 3,90 = 0,34; 10,54 + 0,50; 16,71 + 0,37 seklindedir.
Kompleks 3’iin MCF-7 hiicre hattindaki ICsg 1C75, 1Coo degerleri sirasiyla 0,95 + 0,19;
2,01 £ 0,08; 2,78 £ 0,07 seklindedir. Kompleks 4’tin MCF-7 hiicre hattindaki ICsg, 1C7s,
ICqo degerleri sirasiyla 2,21 £ 0,65; 8,78 £ 0,66; 13,09 + 0,32 seklindedir. MCF-7 hiicre
hattinda en etkili kompleksler sirasiyla 3>4>1>2 seklindedir. Cisplatin’in MCF-7 hiicre
hattindaki ICsp, 1C7s5, ICgo degerleri sirastyla 31,10 + 1,09; 53,51 + 2,06; 67,48 + 6,57
seklindedir. Komplekslerin 1Csy degerlerinin Cisplatine kiyasla daha diisiik oldugu
gbzlenmistir. MCF7 hiicre hattinda H,O,’nin ICso dozu ve ICyy dozu sirast ile 107,27 +
13,52; 626,41 + 9,81 uM olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.2. MCF-7 hiicre hattinda kompleks 1, 2, 3,4’iin ICsq degerleri verilmistir (uM).

4.1.3. Hep-3B Hiicre hattinda elde edilen XTT Bulgular:

Hep-3B hiicre hattinin kompleks 1, 2, 3 ve 4 ile 24 saat muamele edilmesi sonucu XTT
testinden elde edilen 1Csy, IC75 ve ICqy bulgular1 Cizelge 4.1’de ve sekil 4.3°de

gosterilmistir.

Kompleks 1’in Hep-3B hiicre hattindaki ICsp 1C7s, 1Cgg degerleri sirasiyla 1,10 = 0,11;
1,9 £0,58; 5,92 + 0,22 seklindedir. Kompleks 2 nin Hep-3B hiicre hattindaki ICsp 1C7s,
ICqo degerleri sirastyla 1,49 + 0,08; 2,81 + 0,50; 5,65 + 0,17 seklindedir. Kompleks 3’iin
Hep-3B hiicre hattindaki ICsp, IC75, 1Cgg degerleri sirasiyla 0,55 + 0,03; 1,16 £ 0,12;
2,39 £ 0,26 seklindedir. Kompleks 4’tin Hep-3B hiicre hattindaki ICsg, 1C75, 1Cqo
degerleri sirasiyla 1,63 + 0,09; 4,43 + 0,78; 6,99 + 0,46 seklindedir. Hep-3B hiicre
hattinda en etkili kompleksler sirasiyla 3>1>2>4 geklindedir. Cisplatin’in Hep-3B hiicre
hattindaki ICsg, 1C75, 1Cqo degerleri sirasiyla 5,80 + 1,86; 11,66 + 0,27; 16,52 + 2,58
seklindedir. Komplekslerin I1Csy degerlerinin Cisplatine kiyasla daha diisiik oldugu
gozlenmistir. Hep-3B hiicre hattinda H,O,’nin ICsy dozu ve ICgyy dozu sirasi ile 52,81 +
2,62; 128,12 + 6,23 uM olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.3. Hep-3B hiicre hattinda kompleks 1, 2, 3,4’lin ICso degerleri verilmistir (uM).

4.1.4. BEAS-2B Hiicre hattinda elde edilen XTT Bulgulari

BEAS-2B hiicre hattinin kompleks 1, 2, 3 ve 4 ile 24 saat muamele edilmesi sonucu
XTT testinden elde edilen ICsp, IC75 ve ICqg bulgulari Cizelge 4.1°de ve sekil 4.4°de

gosterilmigtir.

Kompleks 1’in Beas-2B hiicre hattindaki ICsg 1C7s, 1Cgy degerleri sirasiyla 4,98 + 0,05;
9,38 £0,02; 11,97 = 0,31 seklindedir. Kompleks 2’nin BEAS-2B hiicre hattindaki ICsg
IC7s5, 1Cyy degerleri sirasiyla9,40 + 0,30; 12,38 £ 0; 13,99 + 0,21 seklindedir. Kompleks
3’lin BEAS-2B hiicre hattindaki ICso ICys, 1Cqg degerleri 2,14 + 0,08; 3,37 = 0,19; 4,28
+ 0,13 seklindedir. Kompleks 3’iin BEAS-2B hiicre hattindaki ICsg, 1C7s, 1Cgp degerleri
strastyla 3,77 £ 0,25; 5,44 + 0,17; 6,33 + 0,31 seklindedir. BEAS-2B hiicre hattinda en
etkili kompleksler sirasiyla 3>4>1>2 seklindedir. Komplekslerin ICsy degerlerinin
Cisplatine kiyasla daha diisiik oldugu gozlenmistir. BEAS-2B hiicre hattinda H,O;’nin
ICs0 dozu ve ICqg dozu sirasi ile 44,95 + 4,73; 89,23 + 3,21 uM olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.4. BEAS-2B hiicre hattinda kompleks 1, 2, 3,4’lin 1Cso degerleri verilmistir
(uM).
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Cizelge 4.1. Kompleks 1, 2, 3 ve 4’iin Caco-2, MCF7, Hep-3B ve BEAS-2B hiicre hatlarinda ICsg, 1C5 Ve ICqq dozlar1 , +; standart

sapmay1 ifade etmektedir?

Hiicre hatti

CaCo-2 MCF-7 Hep-3B BEAS-2B
1Cs0 ICrs 1Co0 1Cs ICrs 1Coo 1Cso ICrs 1Coo 1Cs0 ICrs 1Co0
Kompleksler (M) (M) (M) (M) (M) (M) (M) (M) (M) (M) (M) (1M)
1,10+ 11,97 + 0,31
Kompleks 1 2,43£0,13 | 4,73£0,36 | 6,68 0,43 | 2,67+0,72 | 8,65+0,46 | 12,2+£043 511 1,90+058 | 5924022 | 498+005 | 9,38+0,02
4,30+ 0,10 10,54 + 149+ 13,99 0,21
Kompleks 2 2,45+0,16 6,61 0,04 | 3,90+0,34 050 16,71 + 0,37 bos | 2814050 | 5654017 | 940+030 | 12380
1,42+0,39 0,55 + 428+0,13
Kompleks 3 0,70 0,02 2,81+£0,52 | 0,95+0,19 | 2,01+0,08 | 2,78 +0,07 Go3 | L16+0.12 | 2394026 | 214+008 | 3374019
9,76+0,74 | 20,16+ 1,63 + 6,33 0,31
Kompleks 4 2,78 40,30 0.34 221+0,65 | 878=0,66 | 13,09 +0,32 boo | A43+078 | 6994046 | 377025 | 5442017
53,51 + 5,80 + 16,52 + 57,63 +
223'720 £ 888TE | 1266 o) 160000 | 206 | 6748+657 | 1,86 |1166+027| 258 | 1894123 | 655 71,26+4,05
Cisplatin 21 1,66 5,69
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4.2. ROS Bulgulari

Kompleks 1, 2, 3 ve 4’iin 1Csq ve 1Css dozlan ile Caco-2, MCF7, Hep-3B ve BEAS-2B
hiicre hatlarina 2 saat muamele edilmesi sonucu elde edilen ROS degerleri (relatif
floresan degeri; RFU, nM) Cizelge 4.2°de verilmistir. Pozitif kontrol olarak H,O;’nin
Caco-2, MCF7, Hep-3B ve BEAS-2B hiicre hatlarindaki 1Csy dozlart sirasi ile 116,18;
107,27; 52,81; 44,95 uM kullanilmistir. ROS degerlerinin istatistiksel analizi Mann-
Whitney U testi kullanilarak gerceklestirilmistir.

4.2.1. Caco-2 hiicre hattinda elde edilen ROS Bulgulari

Caco-2 hiicrelerine ortalama ROS kontrol grubunda 5,33 + 2,40 ve negatif kontrol
grubunda 5,06 + 1,69 olarak belirlenmistir. Caco-2 hiicrelerine Kompleks 1’in ICsg
(2,43 uM) ve ICss5 (4,73 uM) dozlart ile muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama
ROS degerleri sirasiyla 18,66 + 2,73; 29,64 + 2,15 seklindedir ve ¢izelge Cizelge 4.2°de
ve sekil 4.5°de gosterilmistir. Kompleks 1’in 1Cso (2,43 uM) ve ICss (4,73 uM)
gruplarinin ortalama ROS degerleri negatif kontrol ile kiyaslandiginda her iki dozunun
neden oldugu artis istatistiki olarak anlamlidir (p<0,05). Ayni1 zamanda ICsg (2,43 uM)
ve 1C75 (4,73 uM) gruplari kendi aralarinda karsilastirildiginda I1Cs (4,73 uM) dozunun
ICs0 (2,43 pM) dozuna kiyasla ROS degerini istatistiki olarak anlamli diizeyde arttirdig:
tespit edilmistir (p<0,05).
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Sekil 4.5. Kompleks 1’in 1Csp (2,43 uM) ve IC75 (4,73 uM) dozlart ile Caco-2 hiicre
hattina 2 saat muamele edilmesi sonucu elde edilen ROS degerleri (RFU, nM), ilgili
negatif kontrol ile karsilastirilmistir ; p< 0,05

Caco-2 hiicrelerine Kompleks 2’in ICso (2,45 uM) ve ICss (4,30 uM) dozlar ile
muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama ROS degerleri sirasiyla 7,30 + 0,63;
19,16 £ 3,21 seklindedir ve gizelge 4.2°de ve sekil 4.6’da Kompleks 2’nin 1Cs (2,45
uM) ve ICss (4,30 uM) gruplarinin ortalama ROS degerleri negatif kontrol ile
kiyaslandiginda ICsq (2,45 uM) dozunun neden oldugu artis istatistiki olarak anlamli
degilken (p>0,05) ve 1C75 (4,30 uM) dozunun ROS degerini istatistiki olarak anlamli
diizeyde yiikselttigi belirlenmistir (p<0,05).
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Sekil 4.6. Kompleks 2’nin 1Cs (2,45 uM) ve ICss (4,30 uM) dozlar ile Caco-2 hiicre
hattina 2 saat muamele edilmesi sonucu elde edilen ROS degerleri (RFU, nM), ilgili
solvent kontrol ile karsilastirtlmistir ; p< 0,05

Caco-2 hiicrelerine Kompleks 3’tin ICsp (0,70 uM) ve ICss (1,4 2 uM) dozlan ile

muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama ROS degerleri sirasiyla 56,07 + 4,08;

81,61 + 4,65 seklindedir ve cizelge 4.2°de sekil 4.7°de verilmistir. Kompleks 3’iin 1Cs

(0,70 uM) ve ICss (1,4 2 uM) gruplarmin ortalama ROS degerleri negatif kontrol ile

kiyaslandiginda her iki dozunun neden oldugu artis istatistiki olarak anlamlidir
(p<0,05). Ayn1 zamanda ICsy (0,70 uM) ve IC75 (1,4 2 uM) gruplart kendi aralarinda
karsilastirildiginda IC7s (1,4 2 uM) dozunun ICsy (0,70 uM) dozuna kiyasla ROS

degerini istatistiki olarak anlamli diizeyde arttirdig1 tespit edilmistir (p<0,05).

65



Caco-2 ROS
%
120 - ,—l
£
100 - " -
L
—~ 80 - T
% *
— 60 - T
2 T
('
-4 40 -
20 -
0 i S| ===
Blylme Negatif Kompleks 3 Kompleks 3 Pozitif Kontrol
Kontrol Kontrol IC50 IC75
Dozlar

Sekil 4.7. Kompleks 3’tin 1Cso (0,70 uM) ve ICss (1,4 2 uM) dozlar ile Caco-2 hiicre
hattina 2 saat muamele edilmesi sonucu elde edilen ROS degerleri (RFU, nM), ilgili
negatif kontrol ile karsilastirilmistir ; p< 0,05

Caco-2 hiicrelerine Kompleks 4’tin ICso (2,78 uM) ve ICys (9,76 uM) dozlar ile
muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama ROS degerleri sirasiyla 37,70 + 2,99;
70,89 + 3,36 seklindedir ve cizelge 4.2°’de ve sekil 4.8’de verilmistir. Kompleks 4’iin
ICs0 (2,78 uM) ve IC75 (9,76 uM) gruplarinin ortalama ROS degerleri negatif kontrol ile
kiyaslandiginda her iki dozunun neden oldugu artis istatistiki olarak anlamlidir
(p<0,05). Ayn1 zamanda ICsq (2,78 uM) ve IC7 (9,76 uM) gruplar kendi aralarinda
karsilastirildiginda IC7s (9,76 uM) dozunun 1Csy (2,78 uM) dozuna kiyasla ROS
degerini istatistiki olarak anlamli diizeyde arttirdig1 tespit edilmistir (p<0,05).
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Sekil 4.8. Kompleks 4°iin 1Cso (2,78 uM) ve 1C75 (9,76 uM) dozlar ile Caco-2 hiicre
hattina 2 saat muamele edilmesi sonucu elde edilen ROS degerleri (RFU, nM), ilgili
negatif kontrol ile karsilagtirllmistir ; p< 0,05

Pozitif kontrol olarak H,O,’nin Caco-2 hiicre hattindaki ICsp (116,18 puM) dozu
kullanilmistir. Caco-2 hiicre hattinda H,O, muamelesi sonucu ROS degeri 93.36 + 3.30
olarak tespit edilmistir ve negatif kontrol ile kiyaslandiginda pozitif kontroliin neden

oldugu artis istatistiki olarak anlamlidir (p<0,05).
4.2.2. MCFT7 hiicre hattinda elde edilen ROS Bulgular

MCF7 hiicrelerine ortalama ROS kontrol grubunda 37,04 + 2,90 ve negatif kontrol
grubunda 24,25 + 1,88 olarak belirlenmistir. MCF7 hiicrelerine Kompleks 1’in ICsg
(2,67 uM) ve IC75 (8,65 uM) dozlari ile muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama
ROS degerleri sirastyla 57,05 + 3,08; 72,62 + 3,60 seklindedir ¢izelge 4.2°de ve sekil
4.9°da verilmistir. Kompleks 1’in 1Cs (2,67 uM) ve ICss (8,65 uM) gruplarinin
ortalama ROS degerleri solvent kontrol ile kiyaslandiginda her iki dozunun neden
oldugu artis istatistiki olarak anlamlidir (p<0,05). Ayn1 zamanda ICs (2,67 uM) ve 1Cys
(8,65 uM) gruplar1 kendi aralarinda karsilastirildiginda IC7s (8,65 uM) dozunun ICs
(2,67 uM) dozuna kiyasla ROS degerini istatistiki olarak anlamli diizeyde arttirdigi
tespit edilmistir (p<0,05).
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Sekil 4.9. Kompleks 1’in 1Csp (2,67 uM) ve IC7s (8,65 uM) dozlari ile MCF7 hiicre
hattina 2 saat muamele edilmesi sonucu elde edilen ROS degerleri (RFU, nM), ilgili
solvent kontrol ile karsilagtirilmistir ; p< 0,05

MCF7 hiicrelerine Kompleks 2’nin ICsp (3,90 uM) ve I1Css (10,54 uM) dozlan ile
muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama ROS degerleri sirasiyla 58,79 + 3,45;
59,33 + 3,69 seklindedir ¢izelge 4.2°de ve sekil 4.10’da verilmistir. Kompleks 2’nin
ICsp (3,90 uM) ve ICy5 (10,54 uM) gruplariin ortalama ROS degerleri negatif kontrol
ile kiyaslandiginda her iki dozunun neden oldugu artis istatistiki olarak anlamlidir
(p<0,05). Ayni zamanda ICsy (3,90 uM) ve ICss (10,54 uM) gruplari kendi aralarinda
karsilastirildiginda IC7s5 (10,54 uM) dozunun ICsp (3,90 uM) dozuna kiyasla ROS
degerini istatistiki olarak anlamli diizeyde arttirdig1 tespit edilmistir (p<0,05).
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Sekil 4.10. Kompleks 2’nin ICsg (3,90 uM) ve 1C75 (10,54 uM) dozlar1 ile MCF7 hiicre
hattina 2 saat muamele edilmesi sonucu elde edilen ROS degerleri (RFU, nM), ilgili
solvent kontrol ile karsilagtirilmistir ; p< 0,05

MCF7 hiicrelerine Kompleks 3°tin 1Cso (0,95 uM) ve ICss (2,01 uM) dozlar ile
muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama ROS degerleri sirasiyla 50,90 + 3,18;
65,24 + 3,63 seklindedir ¢izelge 4.2°de ve sekil 4.11°de verilmistir. Kompleks 3’{in 1Cs
(0,95 uM) ve ICss (2,01 uM) gruplarmin ortalama ROS degerleri negatif kontrol ile
kiyaslandiginda her iki dozunun neden oldugu artis istatistiki olarak anlamlidir
(p<0,05). Ayn1 zamanda ICsq (0,95 uM) ve ICss (2,01 uM) gruplar1 kendi aralarinda
karsilastirildiginda 1C7zs (2,01 puM) dozunun ICsy (0,95 uM) dozuna kiyasla ROS
degerini istatistiki olarak anlamli diizeyde arttirdig1 tespit edilmistir (p<0,05).
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Sekil 4.11. Kompleks 3’in 1Cs (0,95 uM) ve IC7s (2,01 uM) dozlari ile MCF7 hiicre
hattina 2 saat muamele edilmesi sonucu elde edilen ROS degerleri (RFU, nM), ilgili
negatif kontrol ile karsilastirilmistir ; p< 0,05

MCF7 hiicrelerine Kompleks 4’tin 1Cs (2,21 uM) ve ICss (8,78 uM) dozlan ile
muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama ROS degerleri sirasiyla 54,53 + 3,84;
61,11 £ 2,87 seklindedir ve gizelge 4.2°de ve sekil 4.12°de verilmistir. Kompleks 4°iin
ICs0 (2,21 uM) ve IC75 (8,78 uM) gruplarinin ortalama ROS degerleri negatif kontrol ile
kiyaslandiginda her iki dozunun neden oldugu artis istatistiki olarak anlamlidir
(p<0,05). Ayni zamanda ICsy (2,21 uM) ve ICs (8,78 uM) gruplar1 kendi aralarinda
karsilagtirildiginda 1C7s (8,78 uM) dozunun ICsy (2,21 uM) dozuna kiyasla ROS
degerini istatistiki olarak anlamli diizeyde arttirdig1 tespit edilmistir (p<0,05).
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Sekil 4.12. Kompleks 4’iin ICs (2,21 uM) ve IC7s5 (8,78 uM) dozlari ile MCF7 hiicre
hattina 2 saat muamele edilmesi sonucu elde edilen ROS degerleri (RFU, nM), ilgili
negatif kontrol ile karsilastirilmistir ; p< 0,05

Pozitif kontrol olarak H,O;’nin MCF7 hiicre hattindaki ICso (107,27 uM) dozu
kullanilmistir. MCF7 hiicre hattinda H,O, muamelesi sonucu ROS degeri 52,15 + 0.45
olarak tespit edilmistir ve negatif kontrol ile kiyaslandiginda pozitif kontroliin neden

oldugu artis istatistiki olarak anlamlidir (p<0,05).

4.2.3. Hep-3B hiicre hattinda elde edilen ROS Bulgulari

Hep-3B hiicrelerine ortalama ROS kontrol grubunda 37,04 + 2,90 ve negatif kontrol
grubunda 46,05 + 0,52 ve negatif kontrol grubunda 45,51 + 0,64 olarak belirlenmistir.
Hep-3B hiicrelerine Kompleks 1’in ICsq (1,10 uM) ve IC7s (1,90 uM) dozlan ile
muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama ROS degerleri sirasiyla 51,47 + 0,94;
56,96 + 0,98 seklindedir ve cizelge 4.2°de ve sekil 4.13’de verilmistir. Kompleks 1’in
ICs0 (1,10 uM) ve ICys5 (1,90 uM) gruplarinin ortalama ROS degerleri solvent kontrol
ile kiyaslandiginda her iki dozunun neden oldugu artis istatistiki olarak anlamlidir
(p<0,05). Ayn1 zamanda ICs (1,10 uM) ve ICss (1,90 uM) gruplart kendi aralarinda
karsilagtirildiginda 1C7s (1,90 uM) dozunun ICsy (1,10 uM) dozuna kiyasla ROS
degerini istatistiki olarak anlaml diizeyde arttirdig tespit edilmistir (p<0,05).
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Sekil 4.13. Kompleks 1’in I1Cso (1,10 uM) ve I1C75 (1,90 uM) dozlari ile Hep-3B hiicre
hattina 2 saat muamele edilmesi sonucu elde edilen ROS degerleri (RFU, nM), ilgili
negatif kontrol ile karsilastirilmistir ; p< 0,05

Hep-3B hiicrelerine Kompleks 2’nin ICsp (1,49 uM) ve I1Css (2,81 uM) dozlar ile
muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama ROS degerleri sirasiyla 57,75 + 1,24,
67,15 £ 1,22 seklindedir ve gizelge 4.2°de ve sekil 4.14°de verilmistir. Kompleks 2°nin
ICsp (1,49 uM) ve ICys (2,81 uM) gruplarinin ortalama ROS degerleri negatif kontrol ile
kiyaslandiginda her iki dozunun neden oldugu artis istatistiki olarak anlamlidir
(p<0,05). Ayni zamanda ICsy (1,49 uM) ve ICss (2,81 uM) gruplari kendi aralarinda
karsilastirildiginda I1C7s (2,81 uM) dozunun 1Csy (1,49 uM) dozuna kiyasla ROS
degerini istatistiki olarak anlamli diizeyde arttirdig1 tespit edilmistir (p<0,05).
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Sekil 4.14. Kompleks 2’nin ICsp (1,49 uM) ve IC5 (2,81 uM) dozlari ile Hep-3B hiicre
hattina 2 saat muamele edilmesi sonucu elde edilen ROS degerleri (RFU, nM), ilgili
negatif kontrol ile karsilastirilmistir ; p< 0,05

Hep-3B hiicrelerine Kompleks 3°in 1Cso (0,55 uM) ve 1Css (1,16 uM) dozlan ile
muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama ROS degerleri sirasiyla 65,77 + 1,28;
67,13 + 1,95 seklindedir ve ¢izelge 4.2°de ve sekil 4.15°de verilmistir. Kompleks 3’iin
ICsp (0,55 uM) ve ICys (1,16 uM) gruplarinin ortalama ROS degerlerinegatif kontrol ile
kiyaslandiginda her iki dozunun neden oldugu artis istatistiki olarak anlamlidir
(p<0,05). Ayn1 zamanda ICsy (0,55 uM) ve IC7s (1,16 uM) gruplar kendi aralarinda
karsilagtirildiginda ROS degerini arasinda istatistiki olarak anlamli bir farklilik olmadig:
tespit edilmistir (P>0,05).
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Sekil 4.15. Kompleks 3’iin 1Cso (0,55 uM) ve IC75 (1,16 uM) dozlar ile Hep-3B hiicre
hattina 2 saat muamele edilmesi sonucu elde edilen ROS degerleri (RFU, nM), ilgili
negatif kontrol ile karsilastirilmistir ; p< 0,05

Hep-3B hiicrelerine Kompleks 4’in 1Cso (1,63 uM) ve 1Css (4,43 uM) dozlan ile
muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama ROS degerleri sirasiyla 51,47 + 0,67;
56,96 + 1,05 seklindedir ve ¢izelge 4.2°de ve sekil 4.16°da verilmistir. Kompleks 4’iin
ICsp (1,63 uM) ve ICys (4,43 uM) gruplarinin ortalama ROS degerleri negatif kontrol ile
kiyaslandiginda her iki dozunun neden oldugu artis istatistiki olarak anlamlidir
(p<0,05). Ayn1 zamanda ICsq (1,63 uM) ve ICss (4,43 uM) gruplar1 kendi aralarinda
karsilastirildiginda 1C75 (4,43 uM) dozunun 1Csy (1,63 uM) dozuna kiyasla ROS
degerini istatistiki olarak anlamli diizeyde arttirdig1 tespit edilmistir (p<0,05).
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Sekil 4.16. Kompleks 4’iin 1Csq (1,63 uM) ve ICss5 (4,43 uM) dozlari ile Hep-3B hiicre
hattina 2 saat muamele edilmesi sonucu elde edilen ROS degerleri (RFU, nM), ilgili
negatif kontrol ile karsilastirilmistir ; p< 0,05

Pozitif kontrol olarak H,O;’nin Hep-3B hiicre hattindaki ICsp (52,81 puM) dozu
kullanilmistir. Hep-3B hiicre hattinda H,O, muamelesi sonucu ROS degeri 64,13 + 1,20
olarak tespit edilmistir ve negatif kontrol ile kiyaslandiginda pozitif kontroliin neden

oldugu artig istatistiki olarak anlamlidir (p<0,05).

4.2.4. BEAS-2B hiicre hattinda elde edilen ROS Bulgulari

BEAS-2B hiicrelerine ortalama ROS kontrol grubunda 27,41 + 0,07 ve negatif kontrol
grubunda 28,49 + 0,87 seklindedir. BEAS-2B hiicrelerine Kompleks 1’in ICsq (4,98
uM) ve ICys (9,38 uM) dozlari ile muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama ROS
degerleri sirasiyla 29,66 + 0,37; 35,41 £ 1,26 seklindedir ve ¢izelge 4.2°de ve sekil
4.17°de verilmistir. Kompleks 1’in 1Csp (4,98 uM) ve ICss (9,38 uM) gruplarinin
ortalama ROS degerleri negatif kontrol ile kiyaslandiginda her iki dozunun neden
oldugu artig istatistiki olarak anlamlidir (p<0,05). Ayn1 zamanda ICsy (4,98 uM) ve ICys
(9,38 uM) gruplart kendi aralarinda karsilastirildiginda IC7s (9,38 uM) dozunun ICsg
(4,98 uM) dozuna kiyasla ROS degerini istatistiki olarak anlamli diizeyde arttirdig:
tespit edilmistir (p<0,05).
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Sekil 4.17. Kompleks 1’in 1Csq (4,98 uM) ve IC7s (9,38 uM) dozlan ile BEAS-2B
hiicre hattina 2 saat muamele edilmesi sonucu elde edilen ROS degerleri (RFU, nM),
ilgili negatif kontrol ile karsilastirilmistir ; p< 0,05

Beas-2B hiicrelerine Kompleks 2’nin 1Csq (9,40 uM) ve 1Cs5 (12,38 uM) dozlan ile
muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama ROS degerleri sirasiyla 36,46 + 1,13;
39,14 £ 1,26 seklindedir ve gizelge 4.2°de ve sekil 4.18°de verilmistir. Kompleks 2’nin
ICsp (9,40 uM) ve ICy5 (12,38 uM) gruplarimin ortalama ROS degerleri negatif kontrol
ile kiyaslandiginda her iki dozunun neden oldugu artis istatistiki olarak anlamlidir
(p<0,05). Ayni1 zamanda ICsy (9,40 uM) ve ICys (12,38 uM) gruplari kendi aralarinda
karsilastirildiginda IC7s5 (12,38 uM) dozunun ICsp (9,40 uM) dozuna kiyasla ROS
degerini istatistiki olarak anlamli diizeyde arttirdig1 tespit edilmistir (p<0,05).
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Sekil 4.18. Kompleks 2’in 1Csp (9,40 uM) ve ICss (12,38 uM) dozlar ile BEAS-2B
hiicre hattina 2 saat muamele edilmesi sonucu elde edilen ROS degerleri (RFU, nM),
ilgili negatif kontrol ile karsilastirilmistir ; p< 0,05

Beas-2B hiicrelerine Kompleks 3’tin 1Cso (2,14 uM) ve ICss (3,37uM) dozlan ile
muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama ROS degerleri sirasiyla 28,15 + 0,63;
34,15 + 0,98 seklindedir ve ¢izelge 4.2°de ve sekil 4.19°de verilmistir. Kompleks 3’iin
ICs0 (2,14 uM) ve ICys (3,37uM) gruplarinin ortalama ROS degerleri negatif kontrol ile
kiyaslandiginda 1Csp dozunun neden oldugu artigin istatistiki olarak anlamli degilken
(p>0,05) IC75 dozunun istatistiki olarak anlamli bir artisa neden oldugu tespit edilmistir
(p<0,05). Aynm1 zamanda ICsy (2,14 uM) ve ICss (3,37uM) gruplar1 kendi aralarinda
karsilastirildiginda ICvs (3,37uM) dozunun ICs (2,14 uM) dozuna kiyasla ROS degerini
istatistiki olarak anlamli diizeyde arttirdig1 tespit edilmistir (p<0,05).
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Sekil 4.19. Kompleks 3’iin 1Csq (2,14 uM) ve I1C7s (3,37uM) dozlari ile BEAS-2B hiicre
hattina 2 saat muamele edilmesi sonucu elde edilen ROS degerleri (RFU, nM), ilgili
negatif kontrol ile karsilastirilmistir ; p< 0,05

Beas-2B hiicrelerine Kompleks 4’tin 1Cso (3,77 uM) ve ICss (5,44 uM) dozlar ile
muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama ROS degerleri sirasiyla 28,31 + 0,61;
39,36 £+ 1,50 seklindedir ve gizelge 4.2°de ve sekil 4.20°de verilmistir. Kompleks 4’iin
ICs0 (3,77 uM) ve ICy5 (5,44 uM) gruplarinin ortalama ROS degerleri negatif kontrol ile
kiyaslandiginda 1Csg (3,77 uM) dozunun neden oldugu artigin istatistiki olarak anlamli
degilken (p>0,05) ICss (5,44 uM) dozunun istatistiki olarak anlamli bir artisa neden
oldugu tespit edilmistir (p<0,05). Ayn1 zamanda ICsp (3,77 uM) ve ICss (5,44 uM)
gruplar1 kendi aralarinda karsilastirildiginda 1Cs (5,44 uM) dozunun ICsq (3,77 uM)
dozuna kiyasla ROS degerini istatistiki olarak anlamli diizeyde arttirdigi tespit

edilmistir (p<0,05).
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Sekil 4.20. Kompleks 4’in 1Csp (3,77 uM) ve ICss (5,44 uM) dozlan ile BEAS-2B
hiicre hattina 2 saat muamele edilmesi sonucu elde edilen ROS degerleri (RFU, nM),
ilgili solvent kontrol ile karsilastirilmistir ; p< 0,05

Pozitif kontrol olarak H,O,’nin BEAS-2B hiicre hattindaki ICsp (89,23 uM) dozu
kullanilmistir. BEAS-2B hiicre hattinda H,O, muamelesi sonucu ROS degeri 84,21 +
8,18 olarak tespit edilmistir ve negatif kontrol ile kiyaslandiginda pozitif kontroliin

neden oldugu artis istatistiki olarak anlamlidir (p<0,05).
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Cizelge 4.2. Kompleks 1, 2, 3 ve 4’lin ICso Ve 1Cys5 dozlar ile Caco-2, MCF7, Hep-3B ve BEAS-2B hiicre hatlarina 2 saat muamele
edilmesi sonucu elde edilen ROS degerleri (nM), +; standart sapmay1 ifade etmektedir, ilgili negatif kontrol ile karsilastirilmistir ; p< 0,05,
ilgili 1Csq dozu ile karsilagtirilmistir °; p< 0,05

Hiicre Hatt Caco-2 MCF7 Hep-3B BEAS-2B

Biiyiime Kontrol 5.33 + 2,40 37,04 + 2,90 46,05+ 0,52 2741 +0,07
Negatif Kontrol 5,06 £ 1,69 2425+ 1,88 45,51 £ 0,64 28,49 £ 0,87
Kompleks 1 1Cso 18.66 + 2.73a 57,05 = 3,08a 5147+ 0,942 29,66+ 0.37a

(strast ile 2,43; 2,67; 1,105 4,98 pM)

Kompleks 1 1Cys
(swrasi ile 4,73; 8,65; 1,90; 9,38 pM)

29,64 £ 2,154

72,62 + 3,60

56,96 + 0,98%

35,41 + 1,26%

Kompleks 2 1Cs

(sirast ile 2,45; 3,90; 1,49; 9,40 pM) 7,30 + 0,63 58,79 + 3,45a 57,75+ 1,24a 36,46 £ 1,13a

Kompleks 2 1C75

(strast ile 4,30; 10,54; 2,81; 12,38 pM) 19,16 +3,21% 59,33 + 3,69° 67,15 + 1,224 39,14 + 1,26

Kompleks 3 1Csg

(strast ile 0,70; 0,95; 0,55; 2,14 pM) 56,07 + 4,08a 50,90 +3,18a 65,77 + 1,28a 28,15+ 0,63

Kompleks 3 1C7s

sirasiile 1,4 2; 2,01; 1,16; 3, ,01 £4, 24 £ 3, A3 £1, , 15+ 0,
ile 1,4 2; 2,01; 1,16; 3,37 uM 81,61 + 4,654 65,24 + 3,63% 67,13 + 1,95° 34,15 + 0,98%

Kompleks 4 1Csq

(swrast ile 2,78; 2,21; 1,63; 3,77uM) 37,70 +2,99a 54,53 + 3,84a 51,47 +0,67a 28,31+ 0,61

Kompleks 4 1C7s
(siras1ile 9,76; 8,78; 4,43; 5,44 uM)

70,89 + 3,36ad

61,11 +2,87ad

56,96 £+ 1,05ad

39,36 = 1,50ad

H,0;
(sirasiile 116,18; 107,27; 52,81,
44,95 uM)

93.36 = 3.30a

52.15+0.45a

64.13 £1.20a

84.21 + 8.18a
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4. 3. 8-0x0 Guanin Bulgular

Kompleks 1, 2, 3 ve 4’iin ICsg dozlar ile Caco-2, MCF7, Hep-3B ve Beas-2B hiicre
hatlarina 4 saat muamele edilmesi sonucu elde edilen 8-oxo Guanin degerleri (ng/ml)
Cizelge 4.3’de verilmistir. ROS degerlerinin istatistiksel analizi Mann-Whitney U testi

kullanilarak ger¢eklestirilmistir.

4.3.1. Caco-2 hiicre hattinda elde edilen 8-oxo Guanin Bulgulari

Caco-2 hiicrelerinde ortalama 8-oxo Guanin degeri negatif kontrol grubunda 1.39 =+
0.005 olarak belirlenmistir. Caco-2 hiicrelerine Kompleks 1, 2, 3,4 ve pozitif kontroliin
(H207) ICs (2,43, 2,45, 0,70, 2,78; 116,18 uM) dozu ile muamele edilmesi sonucu elde
edilen ortalama 8-oxo Guanin degerleri siras1 ile 1,44 + 0,002; 1,36 + 0,053; 1,73 +
0,00; 1,63 £ 0,005; 1,41 + 0,008 seklindedir ve cizelge 4.3’de ve sekil 4.21°de
verilmistir. Kompleks 1, 3, 4 ve pozitif kontroliin I1Cs (2,43, 0,70, 2,78; 116,8 uM)
dozlarinin ortalama 8-0xo Guanin degerlerinde neden oldugu artis negatif kontrol ile
kiyaslandiginda istatistiki olarak anlamhidir (p<0,05). Kompleks 2’nin 1Csq (2,45uM)
dozu negatif kontrol ile kiyaslandiginda 8-oxo Guanin degerlerinde anlamli bir artisa

neden olmamustir (p>0,05).
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Sekil 4.21. Caco-2 hiicre hattinda kompleks 1, 2, 3,4 ve pozitif kontroliin (H,0;) ICs
(2,43; 2,45; 0,70; 2,78; 116,8) dozu ile muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama
8-0x0 Guanin degerleri. Muameleler negatif kontrol ile karsilastirilmistir ; p<0,05

4.3.2. MCFT7 hiicre hattinda elde edilen 8-oxo Guanin Bulgulari

MCF7 hiicrelerinde ortalama 8-oxo Guanin degeri negatif kontrol grubunda 1,38 +
0,008 olarak belirlenmistir. MCF7 hiicrelerine Kompleks 1, 2, 3,4 ve pozitif kontroliin
(H20,) ICs (2,67; 3,90; 0,95; 2,21; 107,27 uM) dozu ile muamele edilmesi sonucu elde
edilen ortalama 8-oxo Guanin degerleri siras1 ile 1,66 = 0,005; 1,57 £ 0,005; 1,79 +
0,008; 1,47 + 0,005; 1,65+ 0,002 seklindedir ve g¢izelge 4.3’de ve sekil 4.22°de
verilmistir. Komplekslerin ve pozitif kontroliin ICsg (2,67; 3,90; 0,95; 2,21; 107,27 uM)
dozlarinin ortalama 8-0xo Guanin degerlerinde neden oldugu artis negatif kontrol ile

kiyaslandiginda istatistiki olarak anlamlidir (p<0,05).
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Sekil 4.22. MCF7 hiicre hattinda kompleks 1, 2, 3,4 ve pozitif kontroliin ICsy (H205)
(2,67; 3,90; 0,95; 2,21; 107,27 uM) dozu ile muamele edilmesi sonucu elde edilen
ortalama 8-oxo Guanin degerleri. Muameleler negatif kontrol ile karsilastirilmistir ;
p=<0,05

4.3.3. Hep-3B hiicre hattinda elde edilen 8-oxo Guanin Bulgulari

Hep-3B hiicrelerinde ortalama 8-oxo Guanin degeri negatif kontrol grubunda 1,29 +
0,008 olarak belirlenmistir. Hep-3B hiicrelerinde Kompleks 1, 2, 3,4 ve pozitif
kontroliin 1Csq (1,10; 1,49; 0,55; 1,63; 52,81 uM) dozu ile muamele edilmesi sonucu
elde edilen ortalama 8-oxo Guanin degerleri sirasi ile 1,89 + 0,005; 1,76 + 0,008; 1,47 +
0,005; 1,71 £ 0,005; 1,83 &+ 0,005 seklindedir ve ¢izelge 4.3’de sekil 4.23°de verilmistir.
Komplekslerin ve pozitif kontroliin 1Cso (H20,) (1,10; 1,49; 0,55; 1,63; 52,81 uM)
dozlarmin ortalama 8-0x0 Guanin degerlerinde neden oldugu artis negatif kontrol ile

kiyaslandiginda istatistiki olarak anlamlidir (p<0,05).
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Sekil 4.23. Hep-3B hiicre hattinda kompleks 1, 2, 3,4 ve pozitif kontroliin ICsy (H202)
(1,10; 1,49; 0,55; 1,63; 52,81 uM) dozu ile muamele edilmesi sonucu elde edilen
ortalama 8-oxo Guanin degerleri. Muameleler negatif kontrol ile karsilagtirilmistir ;
p=<0,05

4.3.4. BEAS-2B hiicre hattinda elde edilen 8-oxo Guanin Bulgular:

BEAS-2B hiicrelerinde ortalama 8-0xX0 Guanin degeri negatif kontrol grubunda 0,95 +
0,005 olarak belirlenmistir. BEAS-2B hiicrelerinde Kompleks 1, 2, 3,4 ve pozitif
kontroliin ICsg (H20,) (4,98; 9,40; 2,14; 3,77; 44,95 uM) dozu ile muamele edilmesi
sonucu elde edilen ortalama 8-oxo Guanin degerleri sirast ile 0,95 + 0,005; 1,34 +0,005;
1,59 +0,002; 1,55 £0,002; 1,26 = 0,011; 1,38 + 0,005 seklindedir ve ¢izelge 4.3 de sekil
4.24°de verilmistir. Komplekslerin ve pozitif kontroliin ICsy (H20,) (4,98; 9,40; 2,14;
3,77; 44,95 uM) dozlarinin ortalama 8-0xo Guanin degerlerinde neden oldugu artig
negatif kontrol ile kiyaslandiginda istatistiki olarak anlamlidir (p<0,05).
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Sekil 4.24. BEAS-2B hiicre hattinda kompleks 1, 2, 3,4 ve pozitif kontroliin 1Csy (H205)
(4,98; 9,40; 2,14; 3,77; 44,95 uM) dozu ile muamele edilmesi sonucu elde edilen
ortalama 8-oxo Guanin degerleri. Muameleler negatif kontrol ile karsilastirilmistir ; p<
0,05
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Cizelge 4.3. Kompleks 1, 2, 3 ve 4’tin Caco-2, MCF7, Hep-3B ve BEAS-2B hiicre hatlarinda ICsy dozlari ile 4 saat muamele edilmesi
sonucu elde edilen ortalama 8-oxo Guanin degerleri, +; standart sapmayi ifade etmektedir, ilgili negatif kontrol ile karsilastirilmistir % p<

0,05

Hiicre hatt1 Caco-2 MCF7 Hep-3B BEAS-2B
Negatif Kontrol 1,39 £ 0,005 1,38 + 0,008 1,29 £ 0,008 0,95 + 0,005
Kompleks 1 1C50 1,44 + 0,002° 1,66 + 0,005° 1,89 + 0,005% 1,34 +0,005%
(swrast ile 2,43; 2,67; 1,105 4,98 pM)

Kompleks 2 1Csg 1,36 + 0,053 1,57 + 0,005% 1,76 + 0,008° 1,59 +0,002°
(swrasi ile 2,45; 3,90; 1,49; 9,40 pM)

Kompleks 3 1Csg 1,73 + 0,00° 1,79 + 0,008° 1,47 + 0,005° 1,55+ 0,0022
(strast ile 0,70; 0,95; 0,55; 2,14 pM)

Kompleks 4 1Csg 1,63 + 0,005 1,47 + 0,005% 1,71 + 0,005° 1,26 +0,011%
(sirasiile 2,78; 2,215 1,63; 3,77uM)

H,0, 1,41 + 0,008° 1,65+ 0,002° 1,83 + 0,005° 1,38 £ 0,005%

(swrast ile 116,18; 107,27; 52,81;
44,95 pM)
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4.4. Comet Testi Bulgular:

4.4.1. Kuyruk Uzunlugu Bulgular:

Kompleks 1, 2, 3 ve 4’iin 1Cs /2 ve ICs dozlar ile Caco-2, MCF7, Hep-3B ve BEAS-
2B hiicre hatlarina 24 saat muamele edilmesi sonucu elde edilen kuyruk uzunlugu
degerleri (um) Cizelge 4.4’de verilmistir. K.U. degerlerinin istatistiksel analizi veriler
normal dagilim gostermedigi i¢in  Mann-Whitney U  testi  kullanilarak

gerceklestirilmistir.

4.4.1.1. Caco-2 hiicre hattinda elde edilen komet kuyruk uzunlugu bulgular

Caco-2 hiicrelerine ortalama K.U. kontrol grubunda 7,73 + 1,08 ve negatif kontrol
grubunda 7,57 + 0,67 olarak belirlenmistir. Caco-2 hiicrelerine Kompleks 1’in ICs0/2
(1,21 uM) ve ICs (2,43 uM) dozlar1 ile muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama
kuyruk uzunlugu degerleri sirastyla 19,97 + 1,77; 26,26 + 1,78 seklindedir ve ¢izelge
4.4°de sekil 4.25’de verilmistir. Kompleks 1’in 1Cs0/2 (1,21 pM) ve ICsp (2,43 uM)
gruplarinin ortalama K.U. degerleri negatif kontrol ile kiyaslandiginda 1Cs0/2 dozunun
neden oldugu artis istatistiki olarak anlamli degilken (p>0,05) ve ICso dozunun K.U.
degerini istatistiki olarak anlamli diizeyde yiikselttigi belirlenmistir (p<0,001). Ayni1
zamanda 1Cs/2 (1,21 puM) ve ICsyp (2,43 uM) gruplart kendi aralarinda
karsilagtirildiginda 1Cso (2,43 puM) dozunun 1Cse/2 (1,21 uM) dozuna kiyasla K.U.
degerini istatistiki olarak anlamli diizeyde arttirdig tespit edilmistir (P<0,001).
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Sekil 4.25. Kompleks 1’in 1Cs50/2 (1,21 uM) ve ICsp (2,43 uM) dozlari ile Caco-2 hiicre
hattina 24 saat muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama K.U degerleri (um), ilgili
negatif kontrol ile karsilastirilmistir ; p<0,05, ; p<0,01, ;p<0,001

Caco-2 hiicrelerine Kompleks 2’nin 1Cs0/2 (1,22 pM) ve ICsy (2,45 pM) dozlar ile
muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama kuyruk uzunlugu degerleri sirasiyla
22,32 + 2,11; 27,02 £ 1,98 seklindedir ve ¢izelge 4.4’de sekil 4.26’da verilmistir.
Kompleks 2’nin ICs0/2 (1,22 uM) ve ICs (2,45 uM) gruplarinin ortalama K.U.
degerleri negtaif kontrol ile kiyaslandiginda her iki dozunda K.U. degerini istatistiki
olarak anlamli diizeyde yiikselttigi belirlenmistir (p<0,001). Ayni1 zamanda ICs,/2 (1,22
uM) ve ICsq (2,45 uM) gruplar kendi aralarinda karsilastirildiginda ICsg (2,45 uM)
dozunun 1Csp/2 (1,22 pM) dozuna kiyasla K.U. degerini istatistiki olarak anlamli
diizeyde arttirdig tespit edilmistir (P<0,001).
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Sekil 4.26. Kompleks 2’nin 1Cs50/2 (1,22 uM) ve ICsp dozlan ile Caco-2 (2,45 uM)
hiicre hattina 24 saat muamele edilmesi sonucu elde ed}len oﬂalargi K.U degerleri
(uwm), ilgili negatif kontrol ile karsilastirtlmistir ; p< 0,05, ; p<0,01, ;p<0,001
Caco-2 hiicrelerine Kompleks 3’iin ICs0/2 (0,35 uM) ve ICso (0,70 uM) dozlar ile
muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama kuyruk uzunlugu degerleri
sirastylal7,58 + 1,39; 32,44 + 1,74 seklindedir ve cizelge 4.4’de sekil 4.27°de
verilmistir. Kompleks 3’tin ICs0/2 (0,35 uM) ve 1Csp (0,70 uM) gruplarinin ortalama
K.U. degerleri negatif kontrol ile kiyaslandiginda her iki dozunda K.U. degerini
istatistiki olarak anlamli diizeyde ytkselttigi belirlenmistir (p<0,001). Ayn1 zamanda
ICs0/2 (0,35 uM) ve ICsp (0,70 uM) gruplart kendi aralarinda karsilastirildiginda 1Csg
(0,70 uM) dozunun ICsp/2 (0,35 uM) dozuna kiyasla K.U. degerini istatistiki olarak
anlaml diizeyde arttirdig: tespit edilmistir (P<0,001).
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Sekil 4.27. Kompleks 3’tin 1Cs0/2 (0,35 uM) ve 1Csp (0,70 uM) dozlar1 ile Caco-2 hiicre
hattina 24 saat muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama K.U degerleri (um), ilgili
negatif kontrol ile karsilastirilmistir ; p<0,05, ; p<0,01, ;p<0,001

Caco-2 hiicrelerine Kompleks 4’tin 1Cs0/2 (1,39 uM) ve ICsp (2,78 uM) dozlar ile
muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama kuyruk uzunlugu degerleri sirasiyla
16,72 + 1,89; 20,71 £ 1,77 seklindedir ve ¢izelge 4.4’de sekil 4.28’de verilmistir.
Kompleks 4’tin ICs0/2 (1,39 uM) ve I1Csp (2,78 uM) gruplarinin ortalama K.U. degerleri
negatif kontrol ile kiyaslandiginda her iki dozunda K.U. degerini istatistiki olarak
anlamli diizeyde yiikselttigi belirlenmistir (p<0,001). Ayn1 zamanda ICs¢/2 (1,39 uM)
ve ICsp (2,78 uM) gruplari kendi aralarinda karsilastirildiginda ICsp dozunun 1Cs0/2
(1,39 uM) dozuna kiyasla K.U. degerini istatistiki olarak anlamli diizeyde arttirdigi
tespit edilmistir (P<0,01).
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Sekil 4.28. Kompleks 4’tin 1C50/2 (1,39 uM) ve ICs (2,78 uM) dozlar1 ile Caco-2 hiicre
hattina 24 saat muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama K.U degerleri (um), ilgili
negatif kontrol ile karsilastirilmistir ; p<0,05, ; p<0,01, ;p<0,001

4.4.1.2. MCFT7 hiicre hattinda elde edilen komet kuyruk uzunlugu bulgulari

MCF7 hiicrelerine ortalama K.U. kontrol grubunda 8,17 + 1,03 ve negatif kontrol
grubunda 6,50 + 0,60 seklindedir. Kompleks 1’in ICs0/2 (1,33 uM) ve ICsq (2,67 pM)
dozlar1 ile muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama kuyruk uzunlugu degerleri
sirastyla 8,96 = 1,06; 21,94 + 1,85 seklindedir ve g¢izelge 4.4’de sekil 4.29°da
verilmistir. Kompleks 1°nin 1Cs¢/2 (1,33 uM) ve ICsq (2,67 uM) gruplarinin ortalama
K.U. degerleri negatif kontrol ile kiyaslandiginda her iki dozunda K.U. degerini
istatistiki olarak anlamli diizeyde yiikselttigi belirlenmistir (p<0,01; p<0,001). Ayni
zamanda 1Cs/2 (1,33 uM) ve ICsp (2,67 uM) gruplart kendi aralarinda
karsilagtirildiginda 1Cso (2,67 uM) dozunun 1Cse/2 (1,33 uM) dozuna kiyasla K.U.
degerini istatistiki olarak anlaml diizeyde arttirdig: tespit edilmistir (P<0,01).
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Sekil 4.29. Kompleks 1’in 1C50/2 (1,33 uM) ve ICs (2,67 uM) dozlart ile MCF7 hiicre
hattina 24 saat muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama K.U degerleri (um), ilgili
negatif kontrol ile karsilastirilmistir ; p<0,05, ; p<0,01, ;p<0,001

MCEF7 hiicrelerine Kompleks 2’nin ICs0/2 (1,95 uM) ve ICsp (3,90 uM) dozlar ile
muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama kuyruk uzunlugu degerleri sirasiyla
10,90 + 1,25; 25,50 £ 1,98 seklindedir ve ¢izelge 4.4’de sekil 4.30°da verilmistir.
Kompleks 2’nin ICs0/2 (1,95 uM) ve ICso (3,90 uM) gruplarmin ortalama K.U.
degerleri negatif kontrol ile kiyaslandiginda ICs0/2 (1,95 uM) dozunun neden oldugu
artig istatistiki olarak anlamli degilken (p>0,05) ve ICso (3,90 uM) dozunun K.U.
degerini istatistiki olarak anlamli diizeyde yiikselttigi belirlenmistir (p<0,001). Aym
zamanda 1Cs/2 (1,95 uM) ve ICsp (3,90 uM) gruplari kendi aralarinda
karsilastirildiginda ICsp (3,90 uM) dozunun 1Cs0/2 (1,95 uM) dozuna kiyasla K.U.
degerini istatistiki olarak anlaml diizeyde arttirdig: tespit edilmistir (P<0,001).
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Sekil 4.30. Kompleks 2’nin 1Cs0/2 (1,95 uM) ve 1Cs (3,90 uM) dozlar1 ile MCF7 hiicre
hattina 24 saat muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama K.U degerleri (um), ilgili
negatif kontrol ile karsilastirilmistir ; p<0,05, ; p<0,01, ;p<0,001

MCF7 hiicrelerine Kompleks 3’tin 1Cs0/2 (0,47 uM) ve ICso (0,95 uM) dozlar ile
muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama kuyruk uzunlugu degerleri sirasiyla
18,89 + 1,96; 27,52 + 2,06 seklindedir ve ¢izelge 4.4’de sekil 4.31°de verilmistir.
Kompleks 3’tin ICs0/2 (0,47 uM) ve ICsq (0,95 uM) gruplarinin ortalama K.U. degerleri
negatif kontrol ile kiyaslandiginda her iki dozunda K.U. degerini istatistiki olarak
anlamli diizeyde yiikselttigi belirlenmistir (p<0,001). Ayn1 zamanda ICs¢/2 (0,47 uM)
ve 1Cso (0,95 uM) gruplari kendi aralarinda karsilastirildiginda 1Csg (0,95 uM) dozunun
ICs0/2 (0,47 uM) dozuna kiyasla K.U. degerini istatistiki olarak anlamli diizeyde
arttirdig1 tespit edilmistir (P<0,001).
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Sekil 4.31. Kompleks 3’tin 1C50/2 (0,47 uM) ve 1Cs (0,95 uM) dozlar1 ile MCF7 hiicre
hattina 24 saat muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama K.U degerleri (um), ilgili
negatif kontrol ile karsilastirilmistir ; p<0,05, ; p<0,01, ;p<0,001

MCF7 hiicrelerine Kompleks 4’tin 1Cs0/2 (1,10 uM) ve ICsp (2,21 uM) dozlar ile
muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama kuyruk uzunlugu degerleri sirasiyla
11,93 + 1,43; 21,22 + 1,83 seklindedir ve ¢izelge 4.4’de sekil 4.32°de verilmistir.
Kompleks 4’tin ICs50/2 (1,10 uM) ve ICsq (2,21 uM) gruplarinin ortalama K.U. degerleri
negatif kontrol ile kiyaslandiginda her iki dozunda K.U. degerini istatistiki olarak
anlamli diizeyde yiikselttigi belirlenmistir (p<0,05; p<0,001). Ayn1 zamanda ICso/2
(1,10 uM) ve ICsp (2,21 puM) gruplart kendi aralarinda karsilastirildiginda ICsp (2,21
uM) dozunun ICse/2 (1,10 uM) dozuna kiyasla K.U. degerini istatistiki olarak anlamli
diizeyde arttirdig: tespit edilmistir (P<0,001).
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Sekil 4.32. Kompleks 4’iin 1C50/2 (1,10 uM) ve ICs (2,21 uM) dozlari ile MCF7 hiicre
hattina 24 saat muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama K.U degerleri (um), ilgili
negatif kontrol ile karsilastirilmistir ; p<0,05, ; p<0,01, ;p<0,001

4.4.1.3. Hep-3B hiicre hattinda elde edilen komet kuyruk uzunlugu bulgulari

Hep-3B hiicrelerine ortalama K.U. kontrol grubunda 5,12 + 0,49 ve negatif kontrol
grubunda 4,07 + 0,23 seklindedir. Hep-3B hiicrelerine Kompleks 1’in ICs0/2 (0,55 uM)
ve ICs (1,10 uM) dozlar ile muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama kuyruk
uzunlugu degerleri sirasiyla 8,63 £ 0,97; 18,00 = 1,49 seklindedir ve cizelge 4.4’de sekil
4.33°de verilmistir. Kompleks 1’in ICs0/2 (0,55 uM) ve 1Csp (1,10 uM) gruplarinin
ortalama K.U. degerleri negatif kontrol ile kiyaslandiginda her iki dozunda K.U.
degerini istatistiki olarak anlamli diizeyde yiikselttigi belirlenmistir (p<0,001). Ayni1
zamanda 1Cs/2 (0,55 uM) ve I1Csop (1,10 uM) gruplart kendi aralarinda
karsilagtirildiginda ICsp (1,10 uM) dozunun ICse/2 (0,55 uM) dozuna kiyasla K.U.
degerini istatistiki olarak anlamli diizeyde arttirdig1 tespit edilmistir (p<0,001).
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Sekil 4.33. Kompleks 1’in 1Cs0/2 (0,55 uM) ve ICsp (1,10 uM) dozlart ile Hep-3B hiicre
hattina 24 saat muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama K.U degerleri (um), ilgili
negatif kontrol ile karsilastirilmistir ; p<0,05, ; p<0,01, ;p<0,001

Hep-3B hiicrelerine Kompleks 2’nin 1Cs0/2 (0,74 uM) ve ICsp (1,49 uM) dozlar ile
muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama kuyruk uzunlugu degerleri sirasiyla 6,55
+ 0,76; 22,66 + 1,78 seklindedir. Hep-3B hiicrelerine Kompleks 2 nin 1Cs0/2 (0,74 uM)
ve ICsy (1,49 uM) dozlar ile muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama kuyruk
uzunlugu degerleri sirasiyla 6,55 £ 0,76; 22,66 =+ 1,78 seklindedir ve cizelge 4.4’de sekil
4.34’de verilmistir. Kompleks 2’nin ICs0/2 (0,74 uM) ve ICsp (1,49 uM) gruplarinin
ortalama K.U. degerleri negatif kontrol ile kiyaslandiginda her iki dozunda K.U.
degerini istatistiki olarak anlamli diizeyde yiikselttigi belirlenmistir (p<0,001). Ayni
zamanda 1Cs/2 (0,74 pM) ve ICsy (1,49 uM) gruplart kendi aralarinda
karsilastirildiginda ICso (1,49 uM) dozunun 1Cs0/2 (0,74 uM) dozuna kiyasla K.U.
degerini istatistiki olarak anlamli diizeyde arttirdig tespit edilmistir (P<0,001).
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Sekil 4.34. Kompleks 2’nin 1Cs0/2 (0,74 uM) ve ICs (1,49 uM) dozlar ile Hep-3B
hiicre hattina 24 saat muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama K.U degerleri
(um), ilgili negatif kontrol ile karsilagtirilmistir ; p< 0,05, ; p<0,01, ;p<0,001

Hep-3B hiicrelerine Kompleks 3’tin ICs0/2 (0,27 uM) ve ICso (0,55 uM) dozlar ile
muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama kuyruk uzunlugu degerleri sirasiyla 9,20
+ 0,88; 27,17 £ 1,62 seklindedir ve gizelge 4.4’de sekil 4.35’de verilmistir. Kompleks
1’in ICs0/2 (0,27 uM) ve ICso (0,55 uM) gruplarinin ortalama K.U. degerleri negatif
kontrol ile kiyaslandiginda her iki dozunda K.U. degerini istatistiki olarak anlaml
diizeyde yiikselttigi belirlenmistir (p<0,001). Ayn1 zamanda ICs¢/2 (0,27 uM) ve ICso
(0,55 uM) gruplar1 kendi aralarinda karsilastirildiginda 1Cso (0,55 uM) dozunun 1Cs0/2
(0,27 uM) dozuna kiyasla K.U. degerini istatistiki olarak anlamli diizeyde arttirdigi
tespit edilmistir (P<0,001).
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Sekil 4.35. Kompleks 3’tin 1Cs50/2 (0,27 uM) ve 1Cso (0,55 uM) dozlar ile Hep-3B
hiicre hattina 24 saat muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama K.U degerleri
(um), ilgili negatif kontrol ile karsilagtirilmistir ; p< 0,05, ; p<0,01, ;p<0,001

Hep-3B hiicrelerine Kompleks 4’tin ICs0/2 (0,81 uM) ve ICso (1,63 uM) dozlan ile
muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama kuyruk uzunlugu degerleri sirasiyla
16,64 + 1,38; 26,01 £ 1,90 seklindedir ve ¢izelge 4.4’de sekil 4.36’da verilmistir.
Kompleks 4’tin 1Cs0/2 (0,81 uM) ve ICs (1,63 uM) gruplarinin ortalama K.U. degerleri
negatif kontrol ile kiyaslandiginda her iki dozunda K.U. degerini istatistiki olarak
anlamli diizeyde yiikselttigi belirlenmistir (p<0,001). Ayn1 zamanda ICs¢/2 (0,81 puM)
ve 1Cso (1,63 uM) gruplari kendi aralarinda karsilastirildiginda 1Cso (1,63 uM) dozunun
ICs0/2 (0,81 uM) dozuna kiyasla K.U. degerini istatistiki olarak anlamli diizeyde
arttirdigt tespit edilmistir (P<0,01).
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Sekil 4.36. Kompleks 4’tin 1Cs50/2 (0,81 uM) ve 1Csg (1,63 uM) dozlan ile Hep-3B
hiicre hattina 24 saat muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama K.U degerleri
(um), ilgili negatif kontrol ile karsilagtirilmistir ; p< 0,05, ; p<0,01, ;p<0,001

4.4.1.4. Beas-2B hiicre hattinda elde edilen komet kuyruk uzunlugu bulgular:

Beas-2B hiicrelerine ortalama K.U. kontrol grubunda 3,88 + 0,08 ve negatif kontrol
grubunda 4,32 + 0,45 seklindedir. Beas-2B hiicrelerine Kompleks 1’in ICs0/2 (2,49 uM)
ve ICso (4,98 uM) dozlari ile muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama kuyruk
uzunlugu degerleri sirastyla 10,11 + 0,93; 37,47 + 1,84 seklindedir ve cizelge 4.4’de
sekil 4.37°de verilmistir. Kompleks 1’in ICs0/2 (2,49 uM) ve ICs (4,98 uM) gruplarinin
ortalama K.U. degerleri negatif kontrol ile kiyaslandiginda her iki dozunda K.U.
degerini istatistiki olarak anlamli diizeyde yiikselttigi belirlenmistir (p<0,001). Ayni1
zamanda 1Cs/2 (2,49 uM) ve ICsy (4,98 uM) gruplart kendi aralarinda
karsilagtirildiginda ICsp (4,98 uM) dozunun ICso/2 (2,49 uM) dozuna kiyasla K.U.
degerini istatistiki olarak anlamli diizeyde arttirdig tespit edilmistir (P<0,001).
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Sekil 4.37. Kompleks 1’in 1Cs0/2 (2,49 uM) ve 1Cso (4,98 uM) dozlart ile BEAS-2B
hiicre hattina 24 saat muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama K.U degerleri
(um), ilgili negatif kontrol ile karsilagtirilmistir ; p< 0,05, ; p<0,01, ;p<0,001

Beas-2B hiicrelerine Kompleks 2’nin 1Cs0/2 (4,7 uM) ve 1Cso (9,40 uM) dozlan ile
muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama kuyruk uzunlugu degerleri sirasiyla
16,05 + 1,69; 41,72 + 2,17 seklindedir ve ¢izelge 4.4’de sekil 4.38’de verilmistir.
Kompleks 2 nin ICs0/2 (4,7 uM) ve ICsp (9,40 uM) gruplarinin ortalama K.U. degerleri
negatif kontrol ile kiyaslandiginda her iki dozunda K.U. degerini istatistiki olarak
anlamli diizeyde yiikselttigi belirlenmistir (p<0,001). Ayn1 zamanda ICs/2 (4,7 uM) ve
ICs0 (9,40 uM) gruplart kendi aralarinda karsilagtirildiginda 1Cso (9,40 uM) dozunun
ICs0/2 (4,7 uM) dozuna kiyasla K.U. degerini istatistiki olarak anlamli diizeyde
arttirdig1 tespit edilmistir (P<0,001).
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Sekil 4.38. Kompleks 2’nin 1Cs0/2 (4,7 uM) ve 1Csp (9,40 uM) dozlart ile BEAS-2B
hiicre hattina 24 saat muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama K.U degerleri
(um), ilgili negatif kontrol ile karsilagtirilmistir ; p< 0,05, ; p<0,01, ;p<0,001

Beas-2B hiicrelerine Kompleks 3’iin 1Cs0/2 (1,07 uM) ve ICs (2,14 uM) dozlar ile
muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama kuyruk uzunlugu degerleri sirasiyla
20,47 + 1,18; 46,31 £ 1,58 seklindedir ve ¢izelge 4.4’de sekil 4.39°da verilmistir.
Kompleks 3’tin ICs/2 (1,07 uM) ve ICsq (2,14 uM) gruplarinin ortalama K.U. degerleri
negatif kontrol ile kiyaslandiginda her iki dozunda K.U. degerini istatistiki olarak
anlamli diizeyde yiikselttigi belirlenmistir (p<0,001). Ayn1 zamanda ICs¢/2 (1,07 uM)
ve 1Cso (2,14 uM) gruplari kendi aralarinda karsilastirildiginda 1Csg (2,14 uM) dozunun
ICs0/2 (1,07 uM) dozuna kiyasla K.U. degerini istatistiki olarak anlamli diizeyde
arttirdig1 tespit edilmistir (P<0,001).
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Sekil 4.39. Kompleks 3’iin 1Cs0/2 (1,07 uM) ve I1Csp (2,14 uM) dozlan ile BEAS-2B
hiicre hattina 24 saat muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama K.U degerleri
(um), ilgili negatif kontrol ile karsilagtirilmistir ; p< 0,05, ; p<0,01, ;p<0,001

Beas-2B hiicrelerine Kompleks 4’iin 1Cs0/2 (1,88 uM) ve ICs (3,77 uM) dozlar ile
muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama kuyruk uzunlugu degerleri sirasiyla
2443 £+ 1,40; 46,79 + 1,36 seklinedir ve ¢izelge 4.4’de sekil 4.40’da verilmistir.
Kompleks 4’tin ICs0/2 (1,88 uM) ve ICsq (3,77 uM) gruplarinin ortalama K.U. degerleri
negatif kontrol ile kiyaslandiginda her iki dozunda K.U. degerini istatistiki olarak
anlamli diizeyde yiikselttigi belirlenmistir (p<0,001). Ayn1 zamanda ICs¢/2 (1,88 puM)
ve 1Cso (3,77 uM) gruplari kendi aralarinda karsilastirildiginda 1Csq (3,77 uM) dozunun
ICs0/2 (1,88 uM) dozuna kiyasla K.U. degerini istatistiki olarak anlamli diizeyde
arttirdig1 tespit edilmistir (P<0,001).
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Sekil 4.40. Kompleks 4’iin 1Cs50/2 (1,88 uM) ve 1Csq (3,77 uM) dozlar1 ile BEAS-2B
hiicre hattina 24 saat muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama K.U degerleri
(wm), ilgili negatif kontrol ile karsilagtirllmistir ; p< 0,05, ; p<0,01, ;p<0,001
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Cizelge 4.4. Kompleks 1, 2, 3 ve 4’iin 1Cs0/2 ve 1Csy dozlari ile Caco-2, MCF7, Hep-3B ve BEAS-2B hiicre hatlarina 24 saat muamele
edilmesi sonucu elde edilen ortalama kuyruk uzunlugu degerleri (um), +; standart hatay: ifade etmektedir, ilgili negatif kontrol ile
karsilagtirilmstir & p< 0,05, ®; p<0,01 % p< 0,001, ilgili ICs0/2 dozu ile karsilagtirilmustir %; p< 0,05, & p<0,01 ©; p< 0,001

Kuyruk Uzunlugu + SH
Hiicre Hatti Caco-2 MCF7 Hep-3B BEAS-2B
Biiyiime Kontrol 7,73 £ 1,08 8,17 1,03 5,12+0,49 3,88 0,08
Negatif Kontrol 7,57 0,67 6,50 + 0,60 4,07+ 0,23 4,32 + 0,45

Kompleks 1 1Cs0/2

(strasiile 2,21; 1,33; 0,55; 2,49 nM)

19,97 £ 1,77

8,96 + 1,06”

8,63 +£0,97°

10,11 +0,93°

Kompleks 1 1Cs

(swrast ile 2,43; 2,67; 1,10; 4,98 M) 26,26 + 1,78 21,94 + 1,85 18,00 + 1,49 37,47 + 1,84
Kompleks 2 1Cs0/2

(strast ile 1,22; 1,95; 0,74; 4,7uM) 22,32 £2,11° 10,90 + 1,25 6,55 £ 0,76° 16,05 + 1,69°
Kompleks 2 1Cx

(strast ile 2,45; 3,90; 1,49; 9,40 M) 27,02 + 1,98 25,50 + 1,98 22,66 + 1,78 41,72 2,174
Kompleks 3 1Cs0/2

(strast ile 0,35; 0,47; 0,27; 1,07 pM) 17,58 + 1,39° 18,89 + 1,96° 9,20 + 0,88° 20,47 £ 1,18°

Kompleks 3 1Cx

(sirast ile 0,70; 0,95; 0,55; 2,14 pM)

32,44 + 1,74

27,52 +2,06%

27,17 + 1,627

46,31 + 1,58

Kompleks 4 1Csy/2

(strastile 1,39; 1,10; 0,81; 1,88 uM)

16,72 + 1,89°

11,93 + 1,43°

16,64 + 1,38°

24,43 = 1,40°

Kompleks 4 1Csg

(sirast ile 2,78; 2,215 1,63; 3,77uM)

20,71 £ 1,77°

21,22 +1,83%

26,01 +1,90%

46,79 + 1,36
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4.4.2. Kuyruk %0DNA Bulgular:

Kompleks 1, 2, 3 ve 4’lin ICsq /2 ve 1Csq dozlar ile Caco-2, MCF7, Hep-3B ve BEAS-
2B hiicre hatlarina 24 saat muamele edilmesi sonucu elde edilen kuyruk %DNA
degerleri Cizelge 4.5°de verilmistir. Kuyruk %DNA degerlerinin istatistiksel analizi
veriler normal dagilim gostermedigi i¢in Mann-Whitney U testi kullanilarak

gergeklestirilmistir.

4.4.2.1. Caco-2 hiicre hattinda elde edilen kuyruk %DNA bulgulari

Caco-2 hiicrelerine ortalama kuyruk %DNA degerleri kontrol grubunda 7,06 + 1,08 ve
negatif kontrol grubunda 8,96 + 0,67 seklindedir. Caco-2 hiicrelerine Kompleks 1’in
ICs0/2 (1,21 uM) ve ICsp (2,43 uM) dozlar ile muamele edilmesi sonucu elde edilen
ortalama kuyruk %DNA degerleri sirasiyla 20,44 + 2,04; 28,14 + 2,15 seklindedi ve
cizelge 4.5’de sekil 4.41°de verilmistir. Kompleks 1’in ICs0/2 (1,21 uM) ve ICsq (2,43
uM) gruplarinin ortalama kuyruk %DNA degerleri negatif kontrol ile kiyasandiginda
ICs0/2 (1,21 uM) dozunun neden oldugu artis istatistiki olarak anlamli degilken
(p>0,05) ve ICsp (2,43 uM) dozunun kuyruk %DNA degerini istatistiki olarak anlamli
diizeyde yiikselttigi belirlenmistir (p<0,001). Ayn1 zamanda ICsp/2 (1,21 uM) ve ICs
(2,43 uM) gruplari kendi aralarinda karsilastirildiginda ICsq (2,43 uM) dozunun 1Csy/2
(1,21 uM) dozuna kiyasla kuyruk %DNA degerini istatistiki olarak anlaml diizeyde
arttirdig tespit edilmistir (P<0,001).
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Sekil 4.41. Kompleks 1’in 1Cs0/2 (1,21 uM) ve ICs (2,43 uM) dozlar1 ile Caco-2 hiicre
hattina 24 saat muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama Kuyruk %DNA degerleri,
ilgili negatif kontrol ile karsilastirilmistir ; p< 0,05, ; p<0,01, ;p<0,001

Caco-2 hiicrelerine Kompleks 2’nin ICs0/2 (1,22 uM) ve ICsq (2,45 uM) dozlar ile
muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama kuyruk %DNA degerleri sirasiyla 24,10
+ 2,24; 29,38 + 2,25 seklindedir ve gizelge 4.5’de sekil 4.42°de verilmistir. Kompleks
2’nin ICs0/2 (1,22 uM) ve 1Csp (2,45 uM) gruplarinin ortalama kuyruk %DNA degerleri
negatif kontrol ile kiyaslandiginda her iki dozunda kuyruk %DNA degerini istatistiki
olarak anlamli diizeyde yiikselttigi belirlenmistir (p<0,001). Ayni1 zamanda ICs,/2 (1,22
uM) ve ICs (2,45 uM) gruplart kendi aralarinda karsilastirildiginda 1Csp (2,45 puM)
dozunun I1Csp/2 (1,22 uM) dozuna kiyasla kuyruk %DNA degerini istatistiki olarak
anlaml diizeyde arttirdig: tespit edilmistir (P<0,01).
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Sekil 4.42. Kompleks 2’nin 1Cs50/2 (1,22 uM) ve I1Csy (2,45 uM) dozlan ile Caco-2
hiicre hattina 24 saat muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama Kuyruk %DNA
degerleri, ilgili negatif kontrol ile karsilagtirilmistir ; p<0,05, ; p<0,01, ;p<0,001

Caco-2 hiicrelerine Kompleks 3’iin ICs0/2 (0,35 uM) ve ICso (0,70 uM) dozlar ile
muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama kuyruk %DNA degerleri sirasiyla 17,08
+ 1,43; 33,58 = 1,92 seklindedir ve gizelge 4.5°de sekil 4.43°de verilmistir. Kompleks
3’tin ICs0/2 (0,35 uM) ve ICs (0,70 uM) gruplarinin ortalama kuyruk %DNA degerleri
negatif kontrol ile kiyaslandiginda ICsp/2 (0,35 puM) dozunun neden oldugu artis
istatistiki olarak anlamli degilken (p>0,05) ve ICs (0,70 uM) dozunun kuyruk %DNA
degerini istatistiki olarak anlamli diizeyde yiikselttigi belirlenmistir (p<0,001). Aym
zamanda 1Cs/2 (0,35 uM) ve ICsp (0,70 uM) gruplari kendi aralarinda
karsilastirildiginda ICsp (0,70 uM) dozunun ICs/2 dozuna kiyasla kuyruk %DNA
degerini istatistiki olarak anlaml diizeyde arttirdig: tespit edilmistir (P<0,001).
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Sekil 4.43. Kompleks 3’tin 1Cs0/2 (0,35 uM) ve 1Csp (0,70 uM) dozlar1 ile Caco-2 hiicre
hattina 24 saat muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama Kuyruk %DNA degerleri,
ilgili negatif kontrol ile karsilastirilmistir ; p< 0,05, ; p<0,01, ;p<0,001

Caco-2 hiicrelerine Kompleks 4’tin 1Cs0/2 (1,39 uM) ve ICsp (2,78 uM) dozlar ile
muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama kuyruk %DNA degerleri sirasiyla 15,45
+ 1,65; 18,67 £ 1,77 seklindedir ve gizelge 4.5°de sekil 4.44’de verilmistir. Kompleks
4’tin 1Cs50/2 (1,39 uM) ve 1Cs (2,78 uM) gruplarinin ortalama kuyruk %DNA degerleri
negatif kontrol ile kiyaslandiginda ICs0/2 (1,39 puM) dozunun neden oldugu artis
istatistiki olarak anlamli degilken (p>0,05) ve ICso (2,78 uM) dozunun kuyruk %DNA
degerini istatistiki olarak anlamli diizeyde yiikselttigi belirlenmistir (p<0,05). Aym
zamanda 1Cs0/2 (1,39 uM) ve ICsy (2,78 uM) gruplart kendi aralarinda
karsilastinlldiginda dozlar arasinda istatistiki olarak anlamli bir farklilik tespit

edilmemistir (p>0,05).
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Sekil 4.44. Kompleks 4’tin 1C50/2 (1,39 uM) ve ICsp (2,78 uM) dozlar1 ile Caco-2 hiicre
hattina 24 saat muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama Kuyruk %DNA degerleri,
ilgili negatif kontrol ile karsilastirilmistir ; p< 0,05, ; p<0,01, ;p<0,001

4.4.2.2. MCFT7 hiicre hattinda elde edilen kuyruk %DNA bulgulari

MCEF7 hiicrelerine ortalama kuyruk %DNA degerleri kontrol grubunda 9,58 +1,25 ve
negatif kontrol grubunda 8,23 + 0,88 seklindedir. MCF7 hiicrelerine Kompleks 1’in
ICs0/2 (1,33 uM) ve ICsq (2,67 uM) dozlart ile muamele edilmesi sonucu elde edilen
ortalama kuyruk %DNA degerleri sirasiyla 10,56 £ 1,43; 23,15 + 1,94 seklindedir ve
cizelge 4.5°de sekil 4.45°de verilmistir. Kompleks 1’in ICs/2 (1,33 uM) ve ICs (2,67
uM) gruplarinin ortalama kuyruk %DNA degerleri negatif kontrol ile kiyaslandiginda
her iki dozunda kuyruk %DNA degerini istatistiki olarak anlamli diizeyde yiikselttigi
belirlenmistir (p<0,001). Ayn1 zamanda ICs/2 (1,33 uM) ve ICsy (2,67 uM) gruplart
kendi aralarinda karsilagtirildiginda ICsg (2,67 uM) dozunun ICs/2 (1,33 uM) dozuna
kiyasla kuyruk %DNA degerini istatistiki olarak anlamli diizeyde arttirdig1 tespit
edilmistir (P<0,001).
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Sekil 4.45. Kompleks 1’in 1Cs/2 (1,33 uM) ve ICs (2,67 uM) dozlar1 ile MCF7 hiicre
hattina 24 saat muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama Kuyruk %DNA degerleri,
ilgili negatif kontrol ile karsilastirilmistir ; p< 0,05, ; p<0,01, ;p<0,001

MCF7 hiicrelerine Kompleks 2’nin ICs¢/2 (1,95 uM) ve ICsq (3,90 uM) dozlan ile
muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama kuyruk %DNA degerleri sirasiylall,37
+ 1,32; 28,59 + 2,32 seklindedir ve gizelge 4.5°de sekil 4.46°da verilmistir. Kompleks
2’nin ICs/2 (1,95 uM) ve 1Csp (3,90 uM) gruplarinin ortalama kuyruk %DNA degerleri
negatif kontrol ile kiyaslandiginda ICsp/2 (1,95 puM) dozunun neden oldugu artis
istatistiki olarak anlamli degilken (p>0,05) ve ICsp (3,90 uM) dozunun kuyruk %DNA
degerini istatistiki olarak anlamli diizeyde yiikselttigi belirlenmistir (p<0,001). Aym
zamanda 1Cs/2 (1,95 puM) ve ICsy (3,90 uM) gruplart kendi aralarinda
karsilastirildiginda 1Cso (3,90 uM) dozunun 1Cso/2 (1,95 uM) dozuna kiyasla kuyruk
%DNA degerini istatistiki olarak anlamli diizeyde arttirdig1 tespit edilmistir (P<0,01).
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Sekil 4.46. Kompleks 2 nin 1Cs0/2 (1,95 uM) ve I1Csq (3,90 uM) dozlari ile MCF7 hiicre
hattina 24 saat muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama Kuyruk %DNA degerleri,
ilgili negatif kontrol ile karsilastirilmistir ; p< 0,05, ; p<0,01, ;p<0,001

MCF7 hiicrelerine Kompleks 3’iin 1Cs0/2 (0,47 uM) ve ICsp (0,95 uM) dozlan ile
muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama kuyruk %DNA degerleri sirasiyla 19,41
+ 1,91; 30,19 £ 2,16 seklindedir ve gizelge 4.5°de sekil 4.47°de verilmistir. Kompleks
3’lin ICs0/2 (0,47 uM) ve ICsp (0,95 uM) gruplarinin ortalama kuyruk %DNA degerleri
negaitf kontrol ile kiyaslandiginda her iki dozunda kuyruk %DNA degerini istatistiki
olarak anlamli diizeyde yiikselttigi belirlenmistir (p<0,001). Ayn1 zamanda ICs0/2 (0,47
uM) ve ICsp (0,95 uM) gruplari kendi aralarinda karsilastirildiginda ICsg (0,95 uM)
dozunun 1Csp/2 (0,47 uM) dozuna kiyasla kuyruk %DNA degerini istatistiki olarak
anlaml diizeyde arttirdig1 tespit edilmistir (P<0,01).
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Sekil 4.47. Kompleks 3’tin 1Cs50/2 (0,47 uM) ve 1Cs (0,95 uM) dozlar1 ile MCF7 hiicre
hattina 24 saat muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama Kuyruk %DNA degerleri,
ilgili negatif kontrol ile karsilastirilmistir ; p< 0,05, ; p<0,01, ;p<0,001

MCF?7 hiicrelerine Kompleks 4’iin 1Cs50/2 (1,10 uM) ve ICsp (2,21 uM) dozlan ile
muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama kuyruk %DNA degerleri sirasiyla 13,77
+ 1,70; 21,91 £ 1,86 seklindedir ve gizelge 4.5°de sekil 4.48’de verilmistir. Kompleks
4{in ICs0/2 (1,10 uM) ve ICsp (2,21 uM) gruplarinin ortalama kuyruk %DNA degerleri
negatif kontrol ile kiyaslandiginda ICsp/2 (1,10 uM) dozunun neden oldugu artis
istatistiki olarak anlamli degilken (p>0,05) ve ICsp (2,21 uM) dozunun kuyruk %DNA
degerini istatistiki olarak anlamli diizeyde yiikselttigi belirlenmistir (p<0,001). Ay
zamanda 1Cs0/2 (1,10 uM) ve ICsp (2,21 uM) gruplari kendi aralarinda
karsilastirildiginda 1Cso (2,21 uM) dozunun 1Cso/2 (1,10 uM) dozuna kiyasla kuyruk
%DNA degerini istatistiki olarak anlamli diizeyde arttirdig: tespit edilmistir (P<0,01).
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Sekil 4.48. Kompleks 4’tin 1C50/2 (1,10 uM) ve ICs (2,21 uM) dozlari ile MCF7 hiicre
hattina 24 saat muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama Kuyruk %DNA degerleri,
ilgili negatif kontrol ile karsilastirilmistir ; p< 0,05, ; p<0,01, ;p<0,001

4.4.2.3. Hep-3B hiicre hattinda elde edilen kuyruk %DNA bulgulari

Hep-3B hiicrelerine ortalama kuyruk %DNA degerleri kontrol grubunda 4,95 + 0,58 ve
negatif kontrol grubunda 4,24 + 0,47 seklindedir. Hep-3B hiicrelerine Kompleks 1’in
ICs0/2 (0,55 uM) ve ICsq (1,10 uM) dozlari ile muamele edilmesi sonucu elde edilen
ortalama kuyruk %DNA degerleri sirasiyla 8,31 + 1,15; 19,30 + 1,86 seklindedir ve
cizelge 4.5°de sekil 4.49°da verilmistir. Kompleks 1’in 1Cs0/2 (0,55 uM) ve 1Cs (1,10
uM) gruplarinin ortalama kuyruk %DNA degerleri negatif kontrol ile kiyaslandiginda
her iki dozunda kuyruk %DNA degerini istatistiki olarak anlamli diizeyde yiikselttigi
belirlenmistir (p<0,001). Ayni zamanda ICs¢/2 (0,55 pM) ve ICso (1,10 uM) gruplari
kendi aralarinda karsilastirildiginda I1Cso (1,10 uM) dozunun 1Cse/2 (0,55 uM) dozuna
kiyasla kuyruk %DNA degerini istatistiki olarak anlamli diizeyde arttirdig1 tespit
edilmistir (P<0,001).
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Sekil 4.49. Kompleks 1’in 1Cs0/2 (0,55 uM) ve ICsp (1,10 uM) dozlart ile Hep-3B hiicre
hattina 24 saat muamele edilmesi sonucu S:lde edilen*grtalama Kg}:ruk %DNA degerleri,
ilgili negatif kontrol ile karsilastirilmistir ; p< 0,05, ; p<0,01, ;p<0,001

Hep-3B hiicrelerine Kompleks 2’nin 1Cs0/2 (0,74 uM) ve ICsp (1,49 uM) dozlarn ile
muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama kuyruk %DNA degerleri sirasiyla 6,79 +
0,97; 23,75 £ 1,94 seklindedir ve gizelge 4.5’de sekil 4.50°de verilmistir. Kompleks
2’nin 1Cs0/2 (0,74 uM) ve 1Csp (1,49 uM) gruplarinin ortalama kuyruk %DNA degerleri
negatif kontrol ile kiyaslandiginda her iki dozunda kuyruk %DNA degerini istatistiki
olarak anlamli diizeyde yiikselttigi belirlenmistir (p<0,01; p<0,001). Ayn1 zamanda
ICs0/2 (0,74 uM) ve 1Cso (1,49 uM) gruplar kendi aralarinda karsilastirildiginda 1Csg
(1,49 uM) dozunun ICso/2 (0,74 uM) dozuna kiyasla kuyruk %DNA degerini istatistiki
olarak anlamli diizeyde arttirdig: tespit edilmistir (P<0,001).
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Sekil 4.50. Kompleks 2’nin 1Cs0/2 (0,74 uM) ve ICs (1,49 uM) dozlar1 ile Hep-3B
hiicre hattina 24 saat muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama Kuyruk %DNA
degerleri, ilgili negatif kontrol ile karsilagtirilmistir ; p<0,05, ; p<0,01, ;p<0,001

Hep-3B hiicrelerine Kompleks 3’iin ICs0/2 (0,27 uM) ve 1Cso (0,55 uM) dozlan ile
muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama kuyruk %DNA degerleri sirasiyla 9,71 +
1,07; 28,04 + 1,80 seklindedir ve gizelge 4.5’de sekil 4.51°de verilmistir. Kompleks
3’tin ICs0/2 (0,27 uM) ve ICs (0,55 uM) gruplariin ortalama kuyruk %DNA degerleri
negatif kontrol ile kiyaslandiginda her iki dozunda kuyruk %DNA degerini istatistiki
olarak anlamli diizeyde yiikselttigi belirlenmistir (p<0,001). Ayn1 zamanda ICs0/2 (0,27
uM) ve ICs (0,55 uM) gruplart kendi aralarinda karsilagtirildiginda ICsp (0,55 uM)
dozunun 1Csp/2 (0,27 uM) dozuna kiyasla kuyruk %DNA degerini istatistiki olarak
anlaml diizeyde arttirdig1 tespit edilmistir (P<0,001).
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Sekil 4.51. Kompleks 3’tin 1Cs50/2 (0,27 uM) ve 1Cso (0,55 uM) dozlar ile Hep-3B
hiicre hattina 24 saat muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama Kuyruk %DNA
degerleri, ilgili negatif kontrol ile karsilagtirilmistir ; p<0,05, ; p<0,01, ;p<0,001

Hep-3B hiicrelerine Kompleks 4’tin ICs0/2 (0,81 uM) ve ICso (1,63 uM) dozlan ile
muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama kuyruk %DNA degerleri sirasiyla 16,21
+ 1,50; 27,35 £+ 2,20 seklindedir ve gizelge 4.5’de sekil 4.52°de verilmistir. Kompleks
4’{in 1Cs0/2 (0,81 pM) ve ICsp (1,63 uM) gruplarinin ortalama kuyruk %DNA degerleri
negatif kontrol ile kiyaslandiginda her iki dozunda kuyruk %DNA degerini istatistiki
olarak anlamli diizeyde yiikselttigi belirlenmistir (p<0,001). Ayni1 zamanda ICs,/2 (0,81
uM) ve ICs (1,63 uM) gruplart kendi aralarinda karsilastirildiginda ICso (1,63 uM)
dozunun I1Csp/2 (0,81 uM) dozuna kiyasla kuyruk %DNA degerini istatistiki olarak
anlaml diizeyde arttirdig: tespit edilmistir (P<0,001).
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Sekil 4.52. Kompleks 4’tin 1Cs50/2 (0,81 uM) ve I1Csq (1,63 uM) dozlar ile Hep-3B
hiicre hattina 24 saat muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama Kuyruk %DNA
degerleri, ilgili negatif kontrol ile karsilagtirilmistir ; p< 0,05, ; p<0,01, ;p<0,001

4.4.2.4. BEAS-2B hiicre hattinda elde edilen kuyruk % DNA bulgular

BEAS-2B hiicrelerine ortalama kuyruk %DNA degerleri kontrol grubunda 4,48 + 0,20
58 ve negatif kontrol grubunda 4,26 + 0,53 seklindedir. BEAS-2B hiicrelerine
Kompleks 1’in ICsp/2 (2,49 uM) ve ICso (4,98 uM) dozlart ile muamele edilmesi
sonucu elde edilen ortalama kuyruk %DNA degerleri sirasiyla 12,59 + 1,06; 41,27 +
1,98 seklindedir ve ¢izelge 4.5°de sekil 4.53°de verilmistir. Kompleks 1’in ICs0/2 (2,49
uM) ve 1Csp (4,98 uM) gruplarinin ortalama kuyruk %DNA degerleri negatif kontrol ile
kiyaslandiginda her iki dozunda kuyruk %DNA degerini istatistiki olarak anlamli
diizeyde yiikselttigi belirlenmistir (p<0,001). Ayn1 zamanda ICs0/2 (2,49 uM) ve ICs
(4,98 uM) gruplar1 kendi aralarinda karsilastirildiginda 1Cso (4,98 uM) dozunun 1Cs0/2
(2,49 uM) dozuna kiyasla kuyruk %DNA degerini istatistiki olarak anlamli diizeyde
arttirdig1 tespit edilmistir (P<0,001).
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Sekil 4.53. Kompleks 1’in 1C50/2 (2,49 uM) ve 1Cso (4,98 uM) dozlar1 ile BEAS-2B
hiicre hattina 24 saat muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama Kuyruk %DNA
degerleri, ilgili negatif kontrol ile karsilagtirilmistir ; p<0,05, ; p<0,01, ;p<0,001

BEAS-2B hiicrelerine Kompleks 2’nin 1Cs0/2 (4,7 uM) ve I1Csq (9,40 uM) dozlar ile
muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama kuyruk %DNA degerleri sirasiyla 17,32
+ 1,59; 43,41 £ 2,16 seklindedir ve gizelge 4.5°de sekil 4.54’de verilmistir. Kompleks
2’in 1Cs0/2 (4,7 uM) ve ICso (9,40 uM) gruplarinin ortalama kuyruk %DNA degerleri
negatif kontrol ile kiyaslandiginda her iki dozunda kuyruk %DNA degerini istatistiki
olarak anlamli diizeyde yiikselttigi belirlenmistir (p<0,001). Ayn1 zamanda ICso/2 (4,7
uM) ve ICsp (9,40 uM) gruplar kendi aralarinda karsilastirildiginda ICsg (9,40 uM)
dozunun ICso/2 (4,7 uM) dozuna kiyasla kuyruk %DNA degerini istatistiki olarak
anlaml diizeyde arttirdig1 tespit edilmistir (P<0,001).
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Sekil 4.54. Kompleks 2’nin ICs/2 (4,7 uM) ve ICs (9,40 uM) dozlar ile BEAS-2B
hiicre hattina 24 saat muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama Kuyruk %DNA
degerleri, ilgili negatif kontrol ile karsilagtirilmistir ; p<0,05, ; p<0,01, ;p<0,001

BEAS-2B hiicrelerine Kompleks 3’iin 1Cs0/2 (1,07 uM) ve 1Cso (2,14 uM) dozlart ile
muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama kuyruk %DNA degerleri sirasiyla 23,11
+ 1,27; 56,38 £+ 1,98 seklindedir ve gizelge 4.5°de sekil 4.55’de verilmistir. Kompleks
3’tin ICs0/2 (1,07 uM) ve ICsp (2,14 uM) gruplarinin ortalama kuyruk %DNA degerleri
negatif kontrol ile kiyaslandiginda her iki dozunda kuyruk %DNA degerini istatistiki
olarak anlamli diizeyde yiikselttigi belirlenmistir (p<0,001). Ayn1 zamanda ICs0/2 (1,07
uM) ve ICsq (2,14 uM) gruplar kendi aralarinda karsilastirildiginda ICsg (2,14 uM)
dozunun 1Csp/2 (1,07 uM) dozuna kiyasla kuyruk %DNA degerini istatistiki olarak
anlaml diizeyde arttirdig1 tespit edilmistir (P<0,001).
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Sekil 4.55. Kompleks 3’iin 1Cs50/2 (1,07 uM) ve I1Csq (2,14 uM) dozlar1 ile BEAS-2B
hiicre hattina 24 saat muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama Kuyruk %DNA
degerleri, ilgili negatif kontrol ile karsilagtirllmistir ; p< 0,05, ; p<0,01, ;p<0,001

BEAS-2B hiicrelerine Kompleks 4’iin 1Cs0/2 (1,88 uM) ve 1Cso (3,77 uM) dozlart ile
muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama kuyruk %DNA degerleri sirasiyla 28,68
+ 1,44; 59,03 £ 1,90 seklindedir ve gizelge 4.5°de sekil 4.56’da verilmistir. Kompleks
4’tin 1Cs0/2 (1,88 uM) ve ICsp (3,77 uM) gruplarinin ortalama kuyruk %DNA degerleri
negatif kontrol ile kiyaslandiginda her iki dozunda kuyruk %DNA degerini istatistiki
olarak anlamli diizeyde yiikselttigi belirlenmistir (p<0,001). Ayn1 zamanda ICs0/2 (1,88
uM) ve ICso (3,77 uM) gruplart kendi aralarinda karsilastirildiginda ICsq (3,77 uM)
dozunun 1Csp/2 (1,88 uM) dozuna kiyasla kuyruk %DNA degerini istatistiki olarak
anlaml diizeyde arttirdig1 tespit edilmistir (P<0,001).
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Sekil 4.56. Kompleks 4’iin 1Cs0/2 (1,88 uM) ve ICsq (3,77 uM) dozlar1 ile BEAS-2B

hiicre hattina 24 saat muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama Ku

k %DNA

degerleri, ilgili negatif kontrol ile karsilastirilmistir *; p< 0,05, **; p< 0,01, ’ *; p< 0,001
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Cizelge 4.5. Kompleks 1, 2, 3 ve 4’iin 1Cs0/2 ve 1Csy dozlari ile Caco-2, MCF7, Hep-3B ve BEAS-2B hiicre hatlarina 24 saat muamele
edilmesi sonucu elde edilen ortalama Kuyruk %DNA degerleri, +; standart hatayr ifade etmektedir, ilgili negatif kontrol ile
karsilagtirilmstir & p< 0,05, ®; p<0,01 % p< 0,001, ilgili ICs0/2 dozu ile karsilagtirilmustir % p< 0,05, & p<0,01 ©; p< 0,001

Kuyruk % DNA + SH
Hiicre Hatt1 Caco-2 MCF7 Hep-3B BEAS-2B
Biiyiime Kontrol 7,06 = 1,08 9,58 1,25 4,95 + 0,58 4,48 £ 0,20
Negatif Kontrol 8,96 + 0,67 8,23 + 0,88 4,24 £ 0,47 4,26 £0,53
Kompleks 1 1Cs0/2
(strastile 2,21; 1,33; 0,55; 2,49 pM) 20,44 + 2,04 10,56 + 1,43° 8,31+ 1,15° 12,59 + 1,06°
Kompleks 1 1Csg
(strast ile 2,43; 2,67; 1,10; 4,98 M) 28,14 + 2,15 23,15 + 1,94 19,30 + 1,86 41,27 + 1,98
Kompleks 2 1Csy/2
(strast ile 1,22; 1,95; 0,74; 4,7uM) 24,10 + 2,24° 11,37 + 1,32 6,79 +0,97° 17,32 + 1,59
Kompleks 2 1Csg
(strast ile 2,45; 3,90; 1,49; 9,40 pM) 29,38 + 2,25 28,59 + 2,32 23,75 + 1,94 43,41 +2,16%
Kompleks 3 1Cs0/2
(sirast ile 0,35; 0,47; 0,27; 1,07 uM) 17,08 + 1,43 19,41 +1,91° 9,71 + 1,07° 23,11+ 1,27°
Kompleks 3 1Csg
(strast ile 0,70; 0,95; 0,55; 2,14 M) 33,58 + 1,92 30,19 + 2,16 28,04 + 1,80 56,38 + 1,98
Kompleks 4 1Csy/2
(strast ile 1,39; 1,10; 0,81; 1,88 pM) 15,45 + 1,65 13,77 + 1,70 16,21 £ 1,50° 28.68 + 1,44°
Kompleks 4 1Csg
(strast ile 2,78; 2,21; 1,63; 3,77uM) 18,67 + 1,77 21,91 + 1,86 27,35+ 2,20 59,03 + 1,90
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4.4.3. OTM bulgular:

Kompleks 1, 2, 3 ve 4’lin ICsq /2 ve 1Csq dozlar ile Caco-2, MCF7, Hep-3B ve BEAS-
2B hiicre hatlarina 24 saat muamele edilmesi sonucu elde edilen OTM degerleri Cizelge
4.6’da verilmistir. OTM degerlerinin istatistiksel analizi veriler normal dagilim

gostermedigi icin Mann-Whitney U testi kullanilarak gerceklestirilmistir.

4.4.3.1. Caco-2 hiicre hattinda elde edilen OTM bulgulari

Caco-2 hiicrelerine ortalama OTM degerleri kontrol grubunda 2,09 + 0,46 ve negatif
kontrol grubunda 1,63 + 0,25 seklindedir. Kompleks 1’in ICs/2 (1,21 uM) ve ICs (2,43
uM) dozlart ile muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama OTM degerleri sirasiyla
7,45 £ 0,89; 9,96 = 0,92 seklindedir ve ¢izelge 4.6’da sekil 4.57°de verilmistir.
Kompleks 1’in ICs/2 (1,21 pM) ve 1Csp (2,43 uM) gruplarinin ortalama OTM degerleri
negatif kontrol ile kiyaslandiginda ICso/2 (1,21 pM) dozunun neden oldugu artis
istatistiki olarak anlamli degilken (p>0,05) ve ICsp (2,43 uM) dozunun OTM degerini
istatistiki olarak anlamli diizeyde yiikselttigi belirlenmistir (p<0,001). Ayn1 zamanda
ICs0/2 (1,21 uM) ve ICsp (2,43 uM) gruplart kendi aralarinda karsilastirildiginda ICsg
(2,43 uM) dozunun 1Cs0/2 (1,21 uM) dozuna kiyasla OTM degerini istatistiki olarak
anlaml diizeyde arttirdig1 tespit edilmistir (P<0,001).
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Sekil 4.57. Kompleks 1’in 1Cs50/2 (1,21 uM) ve ICsp (2,43 uM) dozlari ile Caco-2 hiicre
hattina 24 saat muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama OTM degerleri, ilgili
negatif kontrol ile karsilastirilmistir ; p<0,05, ; p<0,01, ;p<0,001

Caco-2 hiicrelerine Kompleks 2’nin 1Cs¢/2 (1,22 uM) ve ICsp (2,45 pM) dozlar ile
muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama OTM degerleri sirasiyla 9,10 = 1,11;
10,63 £ 1,06 seklindedir ve cizelge 4.6’da sekil 4.58’de verilmistir. Kompleks 2’in
ICs0/2 (1,22 uM) ve ICsp (2,45 uM) gruplarinin ortalama OTM degerleri negatif kontrol
ile kiyaslandiginda her iki dozunda OTM degerini istatistiki olarak anlamli diizeyde
yiikselttigi belirlenmistir (p<0,001). Ayn1 zamanda ICs¢/2 (1,22 uM) ve 1Csp (2,45 uM)
gruplar1 kendi aralarinda karsilastirildiginda ICsp (2,45 uM) dozunun 1Cse/2 (1,22 pM)
dozuna kiyasla OTM degerini istatistiki olarak anlamli diizeyde arttirdig1 tespit

edilmistir (p<0,01).
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Sekil 4.58. Kompleks 2’nin 1Cs0/2 (1,22 uM) ve ICsp (2,45 uM) dozlan ile Caco-2
hiicre hattina 24 saat muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama OTM degerleri,
ilgili negatif kontrol ile karsilastirilmistir ; p< 0,05, ; p<0,01, ;p<0,001

Caco-2 hiicrelerine Kompleks 3’iin ICs0/2 (0,35 uM) ve ICso (0,70 uM) dozlar ile
muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama OTM degerleri sirasiyla 5,34 + 0,59;
11,88 £ 0,91 seklindedir ve cizelge 4.6’da sekil 4.59°da verilmistir. Kompleks 3’iin
1Cs0/2 (0,35 uM) ve ICsp (0,70 uM) gruplariin ortalama OTM degerleri negatif kontrol
ile kiyaslandiginda her iki dozunda OTM degerini istatistiki olarak anlamli diizeyde
yiikselttigi belirlenmistir (p<0,001; p<0,01 ). Aym1 zamanda ICs¢/2 (0,35 pM) ve ICs
(0,70 uM) gruplari kendi aralarinda karsilastirildiginda I1Csq (0,70 uM) dozunun ICs/2
(0,35 uM) dozuna kiyasla OTM degerini istatistiki olarak anlamli diizeyde arttirdig:
tespit edilmistir (P<0,001).
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Sekil 4.59. Kompleks 3’iin 1Cs/2 (0,35 uM) ve 1Csp (0,70 uM) dozlar1 ile Caco-2 hiicre
hattina 24 saat muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama OTM degerleri, ilgili
negatif kontrol ile karsilastirilmistir ; p<0,05, ; p<0,01, ;p<0,001

Caco-2 hiicrelerine Kompleks 4’tin 1Cs0/2 (1,39 uM) ve ICsp (2,78 uM) dozlar ile
muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama OTM degerleri sirasiyla 5,39 + 0,94;
6,71 £ 0,87 seklindedir ve cizelge 4.6’da sekil 4.60°da verilmistir. Kompleks 4’iin
1Cs0/2 (1,39 uM) ve ICsp (2,78 uM) gruplarinin ortalama OTM degerleri negatif kontrol
ile kiyaslandiginda 1Csp/2 (1,39 uM) dozunun neden oldugu artis istatistiki olarak
anlamli degilken (p>0,05) ve ICsp (2,78 uM) dozunun OTM degerini istatistiki olarak
anlamli diizeyde yiikselttigi belirlenmistir (p<0,001). Ayn1 zamanda ICs¢/2 (1,39 pM)
ve I1Csp (2,78 uM) gruplari kendi aralarinda karsilastirildiginda ICsp (2,78 uM) dozunun
neden oldugu artisin istatistiki olarak anlamli olmadigi tespit edilmistir (p>0,05).
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Sekil 4.60. Kompleks 4’tin 1C50/2 (1,39 uM) ve ICs (2,78 uM) dozlar1 ile Caco-2 hiicre
hattina 24 saat muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama OTM degerleri, ilgili
negatif kontrol ile karsilastirilmistir ; p<0,05, ; p<0,01, ;p<0,001

4.4.3.2. MCFT7 hiicre hattinda elde edilen OTM bulgulari

MCF7 hiicrelerine ortalama OTM degerleri kontrol grubunda 2,46 + 0,54 ve negatif
kontrol grubunda 1,44 + 0,28 seklindedir. MCF7 hiicrelerine Kompleks 1’in 1Cs0/2
(1,33 uM) ve ICs (2,67 uM) dozlari ile muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama
OTM degerleri sirasiyla 2,88 = 0,54; 7,95 £ 0,88 seklindedir ve ¢izelge 4.6’da sekil
4.61°de verilmistir. Kompleks 1’in ICs0/2 (1,33 pM) ve ICsp (2,67 uM) gruplarinin
ortalama OTM degerleri negatif kontrol ile kiyaslandiginda her iki dozunda OTM
degerini istatistiki olarak anlaml diizeyde yiikselttigi belirlenmistir (p<0,01; p<0,001).
Ayni zamanda ICso/2 (1,33 puM) ve I1Cso (2,67 uM) gruplart kendi aralarinda
karsilastirildiginda 1Csp (2,67 uM) dozunun 1Csp/2 (1,33 uM) dozuna kiyasla OTM
degerini istatistiki olarak anlamli diizeyde arttirdig tespit edilmistir (P<0,001).
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Sekil 4.61. Kompleks 1’in 1C50/2 (1,33 uM) ve I1Csp (2,67 uM) dozlari ile MCF7 hiicre
hattina 24 saat muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama OTM degerleri, ilgili
negatif kontrol ile karsilastirilmistir ; p<0,05, ; p<0,01, ;p<0,001

MCF7 hiicrelerine Kompleks 2’nin ICs0/2 (1,95 uM) ve 1Csp (3,90 uM) dozlan ile
muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama OTM degerleri sirasiyla 3,29 + 0,56;
10,45 + 1,02 seklindedir ve ¢izelge 4.6’da sekil 4.62°de verilmistir. Kompleks 2’nin
1Cs0/2 (1,95 uM) ve ICsp (3,90 uM) gruplarinin ortalama OTM degerleri negatif kontrol
ile kiyaslandiginda ICs¢/2 (1,95 uM) dozunun neden oldugu artig istatistiki olarak
anlamli degilken (p>0,05) ve ICsg (3,90 uM) dozunun OTM degerini istatistiki olarak
anlamli diizeyde yiikselttigi belirlenmistir (p<0,001). Ayn1 zamanda ICs¢/2 (1,95 uM)
ve 1Csp (3,90 uM) gruplari kendi aralarinda karsilastirildiginda 1Cs (3,90 uM) dozunun
ICs0/2 (1,95 uM) dozuna kiyasla OTM degerini istatistiki olarak anlamli diizeyde
arttirdig: tespit edilmistir (P<0,001).
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Sekil 4.62. Kompleks 2’in 1C50/2 (1,95 uM) ve I1Csp (3,90 uM) dozlari ile MCF7 hiicre
hattina 24 saat muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama OTM degerleri, ilgili
negatif kontrol ile karsilastirilmistir ; p<0,05, ; p<0,01, ;p<0,001

MCF7 hiicrelerine Kompleks 3’iin 1Cs0/2 (0,47 uM) ve ICsp (0,95 uM) dozlan ile
muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama OTM degerleri sirasiyla 7,13 £+ 0,98;
10,78 £ 1,02 seklindedir ve cizelge 4.6’da sekil 4.63’de verilmistir. Kompleks 3’iin
I1Cs0/2 (0,47 uM) ve ICsp (0,95 uM) gruplarinin ortalama OTM degerleri negatif kontrol
ile kiyaslandiginda her iki dozunda OTM degerini istatistiki olarak anlamli diizeyde
yiikselttigi belirlenmistir (p<0,001). Ayn1 zamanda ICs¢/2 (0,47 uM) ve 1Cs (0,95 uM)
gruplar1 kendi aralarinda karsilastirildiginda 1Csp (0,95 uM) dozunun 1Cso/2 (0,47 uM)
dozuna kiyasla OTM degerini istatistiki olarak anlamli diizeyde arttirdig1 tespit

edilmistir (P<0,001).

129



25 -
20 - * % %
s 15 1 * %k
[
o 10 - * k% I
T
T
5 .
0
Blylime Kontrol Negatif Kontrol Kompleks 3 Kompleks 3 IC50
IC50/2
Dozlar

Sekil 4.63. Kompleks 3’tin 1C50/2 (0,47 uM) ve 1Cs (0,95 uM) dozlari ile MCF7 hiicre
hattina 24 saat muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama OTM degerleri, ilgili
negatif kontrol ile karsilastirilmistir ; p<0,05, ; p<0,01, ;p<0,001

MCF7 hiicrelerine Kompleks 4’iin 1Cs0/2 (1,10 uM) ve ICsp (2,21 uM) dozlan ile
muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama OTM degerleri sirasiyla 4,27 + 0,70;
7,59 £ 0,83 seklindedir ve cizelge 4.6’da sekil 4.64’de verilmistir. Kompleks 4’iin
1Cs0/2 (1,10 uM) ve ICsp (2,21 uM) gruplariin ortalama OTM degerleri negatif kontrol
ile kiyaslandiginda 1Csp/2 (1,10 uM) dozunun neden oldugu artis istatistiki olarak
anlamli degilken (p>0,05) ve ICsq (2,21 uM) dozunun OTM degerini istatistiki olarak
anlamli diizeyde yiikselttigi belirlenmistir (p<0,001). Ayn1 zamanda ICs¢/2 (1,10 pM)
ve 1Cso (2,21 uM) gruplari kendi aralarinda karsilastirildiginda 1Csg (2,21 uM) dozunun
ICs0/2 (1,10 uM) dozuna kiyasla OTM degerini istatistiki olarak anlamli diizeyde
arttirdig: tespit edilmistir (P<0,001).

130



MCF7 OTM

* %%

15 -

OTM

10 - * % %

HH

HH

, | —

Blylime Kontrol Negatif Kontrol Kompleks 4 Kompleks 4 IC50
IC50/2

Dozlar

Sekil 4.64. Kompleks 4’tin 1Cs50/2 (1,10 pM) ve 1Csp (2,21 uM) dozlart ile MCF7 hiicre
hattina 24 saat muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama OTM degerleri, ilgili
negatif kontrol ile karsilastirilmistir ; p<0,05, ; p<0,01, ;p<0,001

4.4.3.3. Hep-3B hiicre hattinda elde edilen OTM bulgulari

Hep-3B hiicrelerine ortalama OTM degerleri kontrol grubunda 0,87 + 0,22 ve negatif
kontrol grubunda 0,59 + 0,07 seklindedir. Hep-3B hiicrelerine Kompleks 1’in 1Csq/2
(0,55 uM) ve ICsp (1,10 uM) dozlar1 ile muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama
OTM degerleri sirasiyla 2,24 = 0,48; 6,01 £ 0,73 seklindedir ve ¢izelge 4.6’da sekil
4.64’de verilmistir. Kompleks 1’in ICs0/2 (0,55 pM) ve ICsp (1,10 uM) gruplarinin
ortalama OTM degerleri negatif kontrol ile kiyaslandiginda her iki dozunda OTM
degerini istatistiki olarak anlamli diizeyde yiikselttigi belirlenmistir (p<0,001). Ayni
zamanda 1Cs/2 (0,55 puM) ve ICsy (1,10 uM) gruplart kendi aralarinda
karsilastirildiginda ICso (1,10 pM) dozunun 1Cs¢/2 (0,55 uM) dozuna kiyasla OTM
degerini istatistiki olarak anlamli diizeyde arttirdig: tespit edilmistir (p<0,01).
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Sekil 4.65. Kompleks 1’in 1Cs0/2 (0,55 uM) ve ICsp (1,10 uM) dozlart ile Hep-3B hiicre
hattina 24 saat muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama OTM degerleri, ilgili
negatif kontrol ile karsilastirilmistir ; p<0,05, ; p<0,01, ;p<0,001

Hep-3B hiicrelerine Kompleks 2’nin 1Cs/2 (0,74 uM) ve ICsp (1,49 uM) dozlar ile
muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama OTM degerleri sirasiyla 1,55 + 0,40;
7,94 + 0,82 seklindedir ve ¢izelge 4.6’da sekil 4.66’da verilmistir. Kompleks 2’in 1Cs0/2
(0,74 uM) ve ICs (1,49 uM) gruplarinin ortalama OTM degerleri negatif kontrol ile
kiyaslandiginda her iki dozunda OTM degerini istatistiki olarak anlamli diizeyde
yikselttigi belirlenmistir (p<0,001). Ayn1 zamanda ICs0/2 (0,74 uM) ve ICsq (1,49 uM)
gruplar1 kendi aralarinda karsilastirildiginda ICsg (1,49 uM) dozunun 1Cso/2 (0,74 pM)
dozuna kiyasla OTM degerini istatistiki olarak anlamli diizeyde arttirdig1 tespit

edilmistir (p<0,001).
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Sekil 4.66. Kompleks 2’nin 1Cs0/2 (0,74 uM) ve ICs (1,49 uM) dozlar ile Hep-3B
hiicre hattina 24 saat muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama OTM degerleri,
ilgili negatif kontrol ile karsilastirilmistir ; p< 0,05, ; p<0,01, ;p<0,001

Hep-3B hiicrelerine Kompleks 3’tin 1Cs0/2 (0,27 uM) ve ICso (0,55 uM) dozlan ile
muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama OTM degerleri sirasiyla 2,27 + 0,43;
9,22 £ 0,76 seklindedir ve cizelge 4.6’da sekil 4.67°de verilmistir. Kompleks 3’iin
1Cs0/2 (0,27 uM) ve ICsp (0,55 uM) gruplarinin ortalama OTM degerleri negatif kontrol
ile kiyaslandiginda her iki dozunda OTM degerini istatistiki olarak anlamli diizeyde
yiikselttigi belirlenmistir (p<0,001). Ayn1 zamanda ICs¢/2 (0,27 uM) ve 1Cs (0,55 pM)
gruplar1 kendi aralarinda karsilastirildiginda ICsq (0,55 uM) dozunun 1Cse/2 (0,27 pM)
dozuna kiyasla OTM degerini istatistiki olarak anlamli diizeyde arttirdig1 tespit

edilmistir (p<0,001).
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Sekil 4.67. Kompleks 3’tin 1Cs50/2 (0,27 uM) ve 1Csg (0,55 uM) dozlar ile Hep-3B
hiicre hattina 24 saat muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama OTM degerleri,
ilgili negatif kontrol ile karsilastirilmistir ; p< 0,05, ; p<0,01, ;p<0,001

Hep-3B hiicrelerine Kompleks 4’iin ICs0/2 (0,81 uM) ve 1Csp (1,63 uM) dozlan ile
muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama OTM degerleri sirasiyla 4,78 + 0,59;
9,75 £ 0,96 seklindedir ve cizelge 4.6’da sekil 4.68’de verilmistir. Kompleks 4’iin
1Cs0/2 (0,81 uM) ve ICsp (1,63 uM) gruplariin ortalama OTM degerleri negatif kontrol
ile kiyaslandiginda her iki dozunda OTM degerini istatistiki olarak anlamli diizeyde
yikselttigi belirlenmistir (p<0,001). Ayn1 zamanda ICs0/2 (0,81 uM) ve ICsq (1,63 uM)
gruplar1 kendi aralarinda karsilastirildiginda ICsp (1,63 uM) dozunun 1Cse/2 (0,81 pM)
dozuna kiyasla OTM degerini istatistiki olarak anlamli diizeyde arttirdig1 tespit

edilmistir (p<0,001).
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Sekil 4.68. Kompleks 4’tin 1Cs/2 (0,81 uM)ve 1Cs (1,63 uM) dozlar1 ile Hep-3B hiicre
hattina 24 saat muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama OTM degerleri, ilgili
negatif kontrol ile karsilastirilmistir ; p<0,05, ; p<0,01, ;p<0,001

4.4.3.4. BEAS-2B hiicre hattinda elde edilen OTM bulgular:

BEAS-2B hiicrelerine ortalama OTM degerleri kontrol grubunda 0,54 + 0,02 ve negatif
kontrol grubunda 0,72 + 0,22 seklindedir. BEAS-2B hiicrelerine Kompleks 1’in 1Cs0/2
(2,49 uM) ve ICs (4,98 uM) dozlari ile muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama
OTM degerleri sirasiyla 2,63 + 0,39; 14,45 + 0,96 seklindedir ve cizelge 4.6’da sekil
4.69’da verilmistir. Kompleks 1’in ICs0/2 (2,49 uM) ve ICsp (4,98 uM) gruplarinin
ortalama OTM degerleri negatif kontrol ile kiyaslandiginda her iki dozunda OTM
degerini istatistiki olarak anlamli diizeyde yiikselttigi belirlenmistir (p<0,001). Ayni
zamanda 1Cs/2 (2,49 puM) ve ICsy (4,98 uM) gruplart kendi aralarinda
karsilastirildiginda ICsp (4,98 uM) dozunun ICsp/2 (2,49 uM) dozuna kiyasla OTM
degerini istatistiki olarak anlamli diizeyde arttirdig tespit edilmistir (p<0,001).
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Sekil 4.69. Kompleks 1’in 1Cs0/2 (2,49 uM) ve 1Csg (4,98 uM) dozlar ile BEAS-2B
hiicre hattina 24 saat muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama OTM degerleri,
ilgili negatif kontrol ile karsilastirilmistir ; p< 0,05, ; p<0,01, ;p<0,001

BEAS-2B hiicrelerine Kompleks 2’nin 1Cs0/2 (4,7 uM) ve I1Csq (9,40 uM) dozlar ile
muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama OTM degerleri sirasiyla 5,34 + 0,78;
16,84 + 1,16 seklindedir ve ¢izelge 4.6’da sekil 4.70’de verilmistir. Kompleks 2’nin
ICs0/2 (4,7 uM) ve 1Csg (9,40 uM) gruplarinin ortalama OTM degerleri negatif kontrol
ile kiyaslandiginda her iki dozunda OTM degerini istatistiki olarak anlamli diizeyde
yiikselttigi belirlenmistir (p<0,001). Ayn1 zamanda ICs0/2 (4,7 uM) ve 1Cs (9,40 uM)
gruplari kendi aralarinda karsilagtirildiginda 1Csg (9,40 uM) dozunun 1Cs0/2 (4,7 uM)
dozuna kiyasla OTM degerini istatistiki olarak anlamli diizeyde arttirdig1 tespit

edilmistir (p<0,001).
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Sekil 4.70. Kompleks 2’nin 1Cs50/2 (4,7 uM) ve 1C509(9,40 uM) dozlar ile BEAS-2B
hiicre hattina 24 saat muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama OTM degerleri,
ilgili negatif kontrol ile karsilastirilmistir ; p< 0,05, ; p<0,01, ;p<0,001

BEAS-2B hiicrelerine Kompleks 3’iin 1Cs0/2 (1,07 uM) ve 1Cso (2,14 uM) dozlart ile
muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama OTM degerleri sirasiyla 5,82 + 0,50;
20,06 £ 0,93 seklindedir ve cizelge 4.6’da sekil 4.71°de verilmistir. Kompleks 3’iin
ICs0/2 (1,07 uM) Ve ICsp (2,14 pM) gruplarinin ortalama OTM degerleri negatif kontrol
ile kiyaslandiginda her iki dozunda OTM degerini istatistiki olarak anlamli diizeyde
yiikselttigi belirlenmistir (p<0,001). Ayn1 zamanda ICs¢/2 (1,07 uM) ve 1Csp (2,14 uM)
gruplar1 kendi aralarinda karsilastirildiginda ICsp (2,14 uM) dozunun 1Cse/2 (1,07 pM)
dozuna kiyasla OTM degerini istatistiki olarak anlamli diizeyde arttirdig1 tespit

edilmistir (p<0,001).
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Sekil 4.71. Kompleks 3’iin 1Cs50/2 (1,07 uM) ve 1Csq (2,14 uM) dozlar1 ile BEAS-2B
hiicre hattina 24 saat muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama OTM degerleri,
ilgili negatif kontrol ile karsilastirilmistir ; p< 0,05, ; p<0,01, ;p<0,001

BEAS-2B hiicrelerine Kompleks 4’iin 1Cs0/2 (1,88 uM) ve 1Cso (3,77 uM) dozlart ile
muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama OTM degerleri sirasiyla 7,92 + 0,64;
20,98 £ 0,82 seklindedir ve cizelge 4.6’da sekil 4.71°de verilmistir. Kompleks 4’iin
1Cs0/2 (1,88 uM) ve ICsg (3,77 uM) gruplariin ortalama OTM degerleri negatif kontrol
ile kiyaslandiginda her iki dozunda OTM degerini istatistiki olarak anlamli diizeyde
yikselttigi belirlenmistir (p<0,001). Ayn1 zamanda ICs0/2 (1,88 uM) ve ICsq (3,77 uM)
gruplar1 kendi aralarinda karsilastirildiginda ICsg (3,77 uM) dozunun 1Cse/2 (1,88 pM)
dozuna kiyasla OTM degerini istatistiki olarak anlamli diizeyde arttirdig1 tespit

edilmistir (p<0,001).
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Sekil 4.72. Kompleks 4’iin 1Csp/2 (1,88 uM) ve I1Cso (3,77 uM) dozlan ile BEAS-2B
hiicre hattina 24 saat muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama OTM degerleri,
ilgili negatif kontrol ile karsilastirilmistir ; p<0,05, ; p<0,01, ;p<0,001
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Cizelge 4.6. Kompleks 1, 2, 3 ve 4’iin 1Cs0/2 ve 1Csy dozlari ile Caco-2, MCF7, Hep-3B ve BEAS-2B hiicre hatlarina 24 saat muamele
edilmesi sonucu elde edilen ortalama OTM degerleri, +; standart hatay1 ifade etmektedir, ilgili negatif kontrol ile karsilastirilmistir %; p<

0,05, °; p<0,01 ; p< 0,001, ilgili ICs0/2 dozu ile karsilastirnlmustir ¢; p< 0,05, & p<0,01 ; p< 0,001

OTM + SH
Hiicre Hatt1 Caco-2 MCF7 Hep-3B BEAS-2B
Biiyiime Kontrol 2,09 + 0,46 2,46 + 0,54 0,87 +0,22 0,54 + 0,02
Negatif Kontrol 1,63 £0,25 1,44 £0,28 0,59 + 0,07 0,72 +0,22
Kompleks 1 1Cs0/2

(strast ile 2,21; 1,33; 0,55; 2,49 uM) 7,45 + 0,89 2,88 +0,54° 2,24 +0,48° 2,63 +0,39°
Kompleks 1 1Csg

(strast ile 2,43; 2,67; 1,10; 4,98 M) 9,96 + 0,92 7,95 + 0,88 6,01 + 0,73 14,45 + 0,96
Kompleks 2 1Cs0/2

(strast ile 1,22; 1,95; 0,74; 4,7uM) 9,10+ 1,11° 3,29+ 0,56 1,55 + 0,40° 5,34 +0,78°

Kompleks 2 1Csg

(strast ile 2,45; 3,90; 1,49; 9,40 M) 10,63 + 1,06% 10,45 + 1,02 7,94 + 0,82 16,84 + 1,16
Kompleks 3 1Cs0/2

(strast ile 0,35; 0,47; 0,27; 1,07 uM) 5,34 + 0,59 7,13 +0,98° 2,27 +0,43° 5,82 +0,50°
Kompleks 3 1Csg

(strast ile 0,70; 0,95; 0,55; 2,14 M) 11,88 £ 0,91 10,78 + 1,02¢ 9,22 + 0,76 20,06 + 0,93
Kompleks 4 1Cs0/2

(strast ile 1,39; 1,10; 0,81; 1,88 uM) 5,39 + 0,94 4,27+ 0,70 4,78 +0,59° 7,92 + 0,64°
Kompleks 4 1Csg

(strast ile 2,78; 2,21; 1,63; 3,77 pM) 6,71 +0,87° 7,59 + 0,83 9,75 + 0,96 20,98 + 0,82
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Sekil 4.73. Komet testi preparatlarindan elde edilen mikroskobik goriintii 6rnekleri. A;
Hasarsiz niikleus. B; Az hasarli niikleus. C; Orta hasarli niikleus. D; Cok hasarli
niikleus. E; Tam hasarl1 niikleus.
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4.5. Mikroniikleus Testi Bulgular:

Kompleks 1, 2, 3 ve 4’iin 1Cs /2 ve ICs dozlar ile Caco-2, MCF7, Hep-3B ve BEAS-
2B hiicre hatlarina 24 saat muamele edilmesi sonucu elde edilen MN degerleri Cizelge
4.7.’de verilmistir. Pozitif kontrol olarak H,O,’nin Caco-2, MCF7, Hep-3B ve BEAS-
2B hiicre hatlarindaki 1Csp dozlar1 kullanilmastir (siras1 ile 116,18; 107,27; 52,81; 44,95
uM) MN degerlerinin istatistiksel analizi Mann-Whitney U testi kullanilarak

gerceklestirilmistir.

4.5.1. Caco-2 hiicre hattinda elde edilen mikroniikleus testi bulgular:

Caco-2 hiicrelerine ortalama MN degerleri kontrol grubunda 20 + 1.15 ve negatif
kontrol grubunda 23 + 0 seklindedir. Kompleks 1’in ICs0/2 (1,21 pM) ve ICs (2,43 uM)
dozlar1 ile muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama MN degerleri sirasiyla 58 +
0,57; 80 + 9,81 seklindedir ve ¢izelge 4.7.’de ve sekil 4.74’de verilmistir. Kompleks
1’in 1Cs50/2 (1,21 uM) ve 1Cso (2,43 uM) gruplarimin ortalama MN degerleri negatif
kontrol ile kiyaslandiginda her iki dozunda MN degerini istatistiki olarak anlamli
diizeyde yiikselttigi belirlenmistir (P<0,05). Aym1 zamanda ICs0/2 (1,21 uM) ve ICs
(2,43 uM) gruplart kendi aralarinda karsilastirildiginda 1Csg (2,43 pM) dozunun 1Cso/2
(1,21 uM) dozuna kiyasla MN degerini istatistiki olarak anlamli diizeyde arttirdig: tespit
edilmistir (P<0,05).
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Sekil 4.74. Kompleks 1’in 1Cs/2 (1,21 uM) ve ICs (2,43 uM) dozlart ile Caco-2 hiicre
hattina 24 saat muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama MN degerleri, ilgili
negatif kontrol ile karsilagtirllmistir ; p< 0,05

Caco-2 hiicrelerine Kompleks 2’nin 1Cs¢/2 (1,22 uM) ve ICsp (2,45 pM) dozlar ile
muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama MN degerleri sirasiyla 42 + 1,15; 81 +
0,57 seklindedir ve gizelge 4.7.’de ve sekil 4.75’de verilmistir. Kompleks 2 nin 1Cs0/2
(1,22 uM) ve 1Csp (2,45 uM) gruplarinin ortalama MN degerleri negatif kontrol ile
kiyaslandiginda her iki dozunda MN degerini istatistiki olarak anlamli diizeyde
yikselttigi belirlenmistir (P<0,05). Ayn1 zamanda ICs¢/2 (1,22 uM) ve ICs (2,45 uM)
gruplar1 kendi aralarinda karsilastirildiginda ICsg (2,45 uM) dozunun 1Cso/2 (1,22 pM)
dozuna kiyasla MN degerini istatistiki olarak anlamli diizeyde arttirdig1 tespit edilmistir
(P<0,05).

143



Caco-2 Kompleks 2

120 + "
]
100 - !
2 *
E 80 -
(]
o *
I -
Z 60 .
S 40 -
S
-
20 -
0
Blyume Negatif ~ Kompleks 2 Kompleks 2 Pozitif Kontrol
Kontrol IC50/2 IC50
Kontrol
Dozlar

Sekil 4.75. Kompleks 2’nin 1Cs0/2 (1,22 uM) ve 1Csp (2,45 uM) dozlan ile Caco-2
hiicre hattina 24 saat muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama MN degerleri, ilgili
negatif kontrol ile karsilagtirllmistir ; p< 0,05

Caco-2 hiicrelerine Kompleks 3°in 1Cs0/2 (0,35 uM) ve ICso (0,70 uM) dozlar ile
muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama MN degerleri sirasiyla 74 + 0; 83 + 5,77
seklindedir ve ¢izelge 4.7.’de ve sekil 4.76’da verilmistir. Kompleks 3’iin 1Cs0/2 (0,35
uM) ve ICsp (0,70 uM) gruplarmin ortalama MN degerleri negatif kontrol ile
kiyaslandiginda her iki dozunda MN degerini istatistiki olarak anlamli diizeyde
yikselttigi belirlenmistir (P<0,05). Ayn1 zamanda ICs/2 (0,35 uM) ve I1Cs (0,70 uM)
gruplar1 kendi aralarinda karsilastirildiginda ICsp (0,70 pM) dozunun neden oldugu
artisin istatistiki olarak anlamli olmadigi tespit edilmistir (p>0,05).
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Sekil 4.76. Kompleks 3’iin 1Cs/2 (0,35 uM) ve 1Csp (0,70 uM) dozlar1 ile Caco-2 hiicre
hattina 24 saat muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama MN degerleri, ilgili
negatif kontrol ile karsilagtirllmistir ; p< 0,05

Caco-2 hiicrelerine Kompleks 4’tin 1Cs50/2 (1,39 uM) ve ICsp (2,78 uM) dozlar ile
muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama MN degerleri sirasiyla 52,5 + 1,44; 99 +
5,77 seklindedir ve gizelge 4.7.’de ve sekil 4.77°de verilmistir. Kompleks 4’tin 1Cs0/2
(1,39 uM) ve ICsp (2,78 uM) gruplarinin ortalama MN degerleri negatif kontrol ile
kiyaslandiginda her iki dozunda MN degerini istatistiki olarak anlamli diizeyde
yikselttigi belirlenmistir (P<0,05). Ayn1 zamanda ICs¢/2 (1,39 uM) ve ICs (2,78 uM)
gruplar1 kendi aralarinda karsilastirildiginda ICsg (2,78 uM) dozunun 1Cs/2 (1,39 uM)
dozuna kiyasla MN degerini istatistiki olarak anlamli diizeyde arttirdig: tespit edilmistir

(P<0,05).

145



Caco-2 Kompleks 4
120 - l—*|
100 "
= I
E 80 .
[
T
T i *
Z 60 _
S 40 -
=]
-
20 ~
0
Bliyiime Negatif Kompleks 4 Kompleks 4 Pozitif Kontrol
Kontrol Kontrol |C50/2 IC50
Dozlar

Sekil 4.77. Kompleks 4’tin 1Cs0/2 (1,39 uM) ve ICs (2,78 uM) dozlar1 ile Caco-2 hiicre
hattina 24 saat muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama MN degerleri, ilgili
negatif kontrol ile karsilagtirllmistir ; p< 0,05

4.5.2. MCFT7 hiicre hattinda elde edilen MN bulgular

MCF7 hiicrelerine ortalama MN degerleri kontrol grubunda 2,5 + 0 ve negatif kontrol
grubunda 8 + 1,15 seklindedir. Kompleks 1’in ICs0/2 (1,33 uM) ve ICso (2,67 uM)
dozlar ile muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama MN degerleri sirasiyla 11 +
1,73; 19 + 3,46 seklindedir ve ¢izelge 4.7.°de ve sekil 4.78’de verilmistir. Kompleks 1°in
ICs0/2 (1,33 uM) ve ICsp (2,67 uM) gruplarinin ortalama MN degerleri negatif kontrol
ile kiyaslandiginda 1Cs¢/2 (1,33 pM) dozunun neden oldugu artis anlamli degilken
(P>0,05), ICs (2,67 uM) dozunun MN degerini istatistiki olarak anlamli diizeyde
yikselttigi belirlenmistir (P<0,05). Ayn1 zamanda ICs¢/2 (1,33 uM) ve ICsp (2,67 uM)
gruplar1 kendi aralarinda karsilastirildiginda ICsp (2,67 uM) dozunun neden oldugu
artisin istatistiki olarak anlamli olmadigi tespit edilmistir (p>0,05).
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Sekil 4.78. Kompleks 1°in 1Cs0/2 (1,33 uM) ve I1Csp (2,67 uM) dozlari ile MCF7 hiicre
hattina 24 saat muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama MN degerleri, ilgili
negatif kontrol ile karsilagtirllmistir ; p< 0,05

MCF7 hiicrelerine Kompleks 2’nin ICs¢/2 (1,95 uM) ve ICsy (3,90 uM) dozlar ile
muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama MN degerleri sirasiyla 9,5 + 0,28; 24 +
1,73 seklindedir ve gizelge 4.7.’de ve sekil 4.79’da verilmistir. Kompleks 2’nin 1Cs0/2
(1,95 uM) ve 1Csp (3,90 uM) gruplarinin ortalama MN degerleri negatif kontrol ile
kiyaslandiginda 1Csp/2 (1,95 uM) dozunun neden oldugu artis anlamli degilken
(P>0,05), ICso (3,90 uM) dozunun MN degerini istatistiki olarak anlamli diizeyde
yikselttigi belirlenmistir (P<0,05). Ayn1 zamanda ICso/2 (1,95 uM) ve ICs (3,90 uM)
gruplari kendi aralarinda karsilastirildiginda ICsg (3,90 uM) dozunun 1Cso/2 (1,95 uM)
dozuna kiyasla MN degerini istatistiki olarak anlamli diizeyde arttirdig tespit edilmistir

(P<0,05).
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Sekil 4.79. Kompleks 2’nin 1Cs0/2 (1,95 uM) ve I1Csq (3,90 uM) dozlari ile MCF7 hiicre
hattina 24 saat muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama MN degerleri, ilgili
negatif kontrol ile karsilagtirllmistir ; p< 0,05

MCF7 hiicrelerine Kompleks 3’iin 1Cs0/2 (0,47 uM) ve ICsp (0,95 uM) dozlan ile
muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama MN degerleri sirasiyla 20,5 + 0,86; 23,5
+ 0,28 seklindedir ve ¢izelge 4.7.’de ve sekil 4.80°de verilmistir. Kompleks 3’tin 1Cs0/2
(0,47 uM) ve ICsp (0,95 uM) gruplarinin ortalama MN degerleri negatif kontrol ile
kiyaslandiginda her iki dozunda MN degerini istatistiki olarak anlamli diizeyde
yikselttigi belirlenmistir (P<0,05). Ayn1 zamanda ICs/2 (0,47 uM) ve 1Cs (0,95 uM)
gruplar1 kendi aralarinda karsilastirildiginda ICsq (0,95 uM) dozunun 1Cse/2 (0,47 pM)
dozuna kiyasla MN degerini istatistiki olarak anlamli diizeyde arttirdig: tespit edilmistir

(P<0,05).
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Sekil 4.80. Kompleks 3’iin 1Cs0/2 (0,47 uM) ve 1Csp (0,95 uM) dozlar1 ile MCF7 hiicre
hattina 24 saat muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama MN degerleri, ilgili
negatif kontrol ile karsilagtirllmistir ; p< 0,05

MCF7 hiicrelerine Kompleks 4’iin 1Cs0/2 (1,10 uM) ve ICsp (2,21 uM) dozlan ile
muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama MN degerleri sirasiyla 19,5 +2,59; 30 +
0 seklindedir ve gizelge 4.7.’de ve sekil 4.81°de verilmistir. Kompleks 4’tin 1Cs0/2
(1,10 uM) ve 1Csp (2,21 pM) gruplarinin ortalama MN degerleri negatif kontrol ile
kiyaslandiginda her iki dozunda MN degerini istatistiki olarak anlamli diizeyde
yikselttigi belirlenmistir (P<0,05). Ayn1 zamanda ICs¢/2 (1,10 uM) ve ICsp (2,21 uM)
gruplar1 kendi aralarinda karsilastirildiginda ICsp (2,21 uM) dozunun 1Cse/2 (1,10 pM)
dozuna kiyasla MN degerini istatistiki olarak anlamli diizeyde arttirdig: tespit edilmistir

(P<0,05).
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Sekil 4.81. Kompleks 4’tin 1Cs50/2 (1,10 pM) ve 1Csp (2,21 uM) dozlart ile MCF7 hiicre
hattina 24 saat muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama MN degerleri, ilgili
negatif kontrol ile karsilagtirllmistir ; p< 0,05

4.5.3. Hep-3B hiicre hattinda elde edilen MN bulgulari

Hep-3B hiicrelerine ortalama MN degerleri kontrol grubunda 16,5 + 2,02 ve negatif
kontrol grubunda 11,5 + 0,28 seklindedir. Kompleks 1’in ICs0/2 (0,55 uM) ve 1Cs (1,10
uM) dozlari ile muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama MN degerleri sirasiyla
59 + 4,04; 84,5 + 4,33 seklindedir ve cizelge 4.7.°de ve sekil 4.82°de verilmistir.
Kompleks 1’in ICs0/2 (0,55 pM) ve ICsq (1,10 uM) gruplarinin ortalama MN degerleri
negatif kontrol ile kiyaslandiginda her iki dozunda MN degerini istatistiki olarak
anlaml diizeyde yiikselttigi belirlenmistir (P<0,05). Ayn1 zamanda ICs¢/2 (0,55 uM) ve
ICs0 (1,10 uM) gruplan kendi aralarinda karsilagtirildiginda ICsp (1,10 uM) dozunun
ICs0/2 (0,55 uM) dozuna kiyasla MN degerini istatistiki olarak anlamli diizeyde
arttirdigi tespit edilmistir (P<0,05).
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Sekil 4.82. Kompleks 1’in 1Cs0/2 (0,55 uM) ve ICsp (1,10 uM) dozlart ile Hep-3B hiicre
hattina 24 saat muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama MN degerleri, ilgili
negatif kontrol ile karsilagtirllmistir ; p< 0,05

Hep-3B hiicrelerine Kompleks 2’nin 1Cs0/2 (0,74 uM) ve ICsp (1,49 uM) dozlarn ile
muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama MN degerleri sirasiyla 53 + 6,92; 92,5 +
0,86 seklindedir ve gizelge 4.7.’de ve sekil 4.83’de verilmistir. Kompleks 2 nin I1Cs0/2
(0,74 uM) ve ICsp (1,49 uM) gruplarinin ortalama MN degerleri negatif kontrol ile
kiyaslandiginda her iki dozunda MN degerini istatistiki olarak anlamli diizeyde
yikselttigi belirlenmistir (P<0,05). Ayni zamanda ICs0/2 (0,74 puM)ve ICso (1,49 uM)
gruplar1 kendi aralarinda karsilastirildiginda ICsg (1,49 uM) dozunun 1Cso/2 (0,74 pM)
dozuna kiyasla MN degerini istatistiki olarak anlamli diizeyde arttirdig: tespit edilmistir

(P<0,05).
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Sekil 4.83. Kompleks 2’nin 1Cs0/2 (0,74 uM) ve ICs (1,49 uM) dozlar ile Hep-3B
hiicre hattina 24 saat muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama MN degerleri, ilgili
negatif kontrol ile karsilagtirllmistir ; p< 0,05

Hep-3B hiicrelerine Kompleks 3’tin 1Cs0/2 (0,27 uM) ve ICso (0,55 uM) dozlan ile
muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama MN degerleri sirasiyla 67,5 + 6,06;
100,5 £ 13,56 seklindedir ve gizelge 4.7.’de ve sekil 4.74’de verilmistir. Kompleks
2’nin 1Cs0/2 (0,27 uM) ve 1Cso (0,55 uM) gruplarimin ortalama MN degerleri negatif
kontrol ile kiyaslandiginda her iki dozunda MN degerini istatistiki olarak anlamli
diizeyde yiikselttigi belirlenmistir (P<0,05). Aym1 zamanda ICs0/2 (0,27 uM) ve 1Cxs
(0,55 uM) gruplari kendi aralarinda karsilagtirildiginda ICs (0,55 pM) dozunun neden
oldugu artigin istatistiki olarak anlamli olmadigi tespit edilmistir (p>0,05).

152



Hep-3B Kompleks 3
120 l—*l *
100 - T
z I
2 80 - *
k-] T
1
I -
Z 60
S 40 - *
=]
-
20 - £
0
Blyume Negatif Kompleks 3 Kompleks 3 Pozitif Kontrol
Kontrol Kontrol IC50/2 IC50
Dozlar

Sekil 4.84. Kompleks 3’tin 1Cs50/2 (0,27 uM) ve 1Cso (0,55 uM) dozlar ile Hep-3B
hiicre hattina 24 saat muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama MN degerleri, ilgili
negatif kontrol ile karsilagtirllmistir ; p< 0,05

Hep-3B hiicrelerine Kompleks 4’iin 1Cs0/2 (0,81 uM) ve 1Csp (1,63 uM) dozlan ile
muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama MN degerleri sirasiyla 42 = 0; 86 + 8,08
seklindedir ve ¢izelge 4.7.de ve sekil 4.85’de verilmistir. Kompleks 4’{in 1Cs0/2 (0,81
uM) ve ICsy (1,63 puM) gruplarmin ortalama MN degerleri negatif kontrol ile
kiyaslandiginda her iki dozunda MN degerini istatistiki olarak anlamli diizeyde
yikselttigi belirlenmistir (P<0,05). Ayn1 zamanda ICs¢/2 (0,81 uM) ve I1Csp (1,63 uM)
gruplar1 kendi aralarinda karsilastirildiginda ICsp (1,63 uM) dozunun 1Cse/2 (0,81 pM)
dozuna kiyasla MN degerini istatistiki olarak anlamli diizeyde arttirdig: tespit edilmistir

(P<0,05).
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Sekil 4.85. Kompleks 4’tin 1Cs50/2 (0,81 uM) ve 1Csg (1,63 uM) dozlan ile Hep-3B
hiicre hattina 24 saat muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama MN degerleri, ilgili
negatif kontrol ile karsilagtirllmistir ; p< 0,05

4.5.4. BEAS-2B hiicre hattinda elde edilen MN bulgulari

BEAS-2B hiicrelerine ortalama MN degerleri kontrol grubunda 13 + 1,15 ve negatif
kontrol grubunda 9 + 1,15 seklindedir. Kompleks 1’in 1Cs50/2 (2,49 uM) ve ICsq (4,98
uM) dozlari ile muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama MN degerleri sirasiyla
54 + 8,08; 71 = 2,30 seklindedir ve cizelge 4.7.’de ve sekil 4.86’da verilmistir.
Kompleks1’in 1Cs0/2 (2,49 uM) ve ICsy (4,98 uM) gruplarinin ortalama MN degerleri
negatif kontrol ile kiyaslandiginda her iki dozunda MN degerini istatistiki olarak
anlamli diizeyde yiikselttigi belirlenmistir (P<0,05). Ayn1 zamanda ICs/2 (2,49 uM) ve
ICs0 (4,98 uM) gruplan kendi aralarinda karsilagtirildiginda ICsp (4,98 uM) dozunun

neden oldugu artisin istatistiki olarak anlamli olmadigi tespit edilmistir (p>0,05).
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Sekil 4.86. Kompleks 1’in 1Cs0/2 (2,49 uM) ve 1Csg (4,98 uM) dozlar ile BEAS-2B
hiicre hattina 24 saat muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama MN degerleri, ilgili
negatif kontrol ile karsilagtirllmistir ; p< 0,05

BEAS-2B hiicrelerine Kompleks 2’nin 1Cs50/2 (4,7 uM) ve 1Cso (9,40 uM) dozlar ile
muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama MN degerleri sirasiyla 31,5 + 0,86; 63,5
+ 7,79 seklindedir ve gizelge 4.7.’de ve sekil 4.87°de verilmistir. Kompleks 2’nin 1Cs0/2
4,7 uM) ve ICso (9,40 uM) gruplarinin ortalama MN degerleri negatif kontrol ile
kiyaslandiginda her iki dozunda MN degerini istatistiki olarak anlamli diizeyde
yikselttigi belirlenmistir (P<0,05). Ayn1 zamanda ICs¢/2 (4,7 uM) ve ICsp (9,40 uM)
gruplari kendi aralarinda karsilagtirildiginda 1Csg (9,40 uM) dozunun 1Cs0/2 (4,7 uM)
dozuna kiyasla MN degerini istatistiki olarak anlamli diizeyde arttirdig1 tespit edilmistir
(P<0,05).
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Sekil 4.87. Kompleks 2’nin 1Cs0/2 (4,7 uM) ve 1Csp (9,40 uM) dozlart ile BEAS-2B
hiicre hattina 24 saat muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama MN degerleri, ilgili
negatif kontrol ile karsilagtirllmistir ; p< 0,05

BEAS-2B hiicrelerine Kompleks 3’iin 1Cs0/2 (1,07 uM) ve 1Cso (2,14 uM) dozlart ile
muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama MN degerleri sirasiyla 42 + 4,61; 70 £
2,88 seklindedir ve gizelge 4.7.’de ve sekil 4.88°de verilmistir. Kompleks 3’tin 1Cs0/2
(1,07 uM) ve 1Csp (2,14 uM) gruplarinin ortalama MN degerleri negatif kontrol ile
kiyaslandiginda her iki dozunda MN degerini istatistiki olarak anlamli diizeyde
yikselttigi belirlenmistir (P<0,05). Ayn1 zamanda ICs¢/2 (1,07 uM) ve ICsp (2,14 uM)
gruplar1 kendi aralarinda karsilastirildiginda ICsp (2,14 uM) dozunun 1Cse/2 (1,07 pM)
dozuna kiyasla MN degerini istatistiki olarak anlamli diizeyde arttirdig: tespit edilmistir

(P<0,05).
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Sekil 4.88. Kompleks 3’iin 1Csp/2 (1,07 uM) ve ICsp (2,14 uM) dozlar ile BEAS-2B
hiicre hattina 24 saat muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama MN degerleri, ilgili
negatif kontrol ile karsilagtirllmistir ; p< 0,05

BEAS-2B hiicrelerine Kompleks 4’iin 1Cs0/2 (1,88 uM) ve 1Cso (3,77 uM) dozlart ile
muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama MN degerleri sirastyla 24,5 + 0,86; 62,5
+ 2,59 seklindedir ve ¢izelge 4.7.’de ve sekil 4.89°da verilmistir. Kompleks 4’tin 1Cs0/2
(1,88 uM) ve ICsp (3,77 uM) gruplarmin ortalama MN degerleri negatif kontrol ile
kiyaslandiginda her iki dozunda MN degerini istatistiki olarak anlamli diizeyde
yikselttigi belirlenmistir (P<0,05). Ayn1 zamanda ICs/2 (1,88 uM) ve I1Csg (3,77 uM)
gruplar1 kendi aralarinda karsilastirildiginda ICsg (3,77 uM) dozunun 1Cse/2 (1,88 pM)
dozuna kiyasla MN degerini istatistiki olarak anlamli diizeyde arttirdig: tespit edilmistir

(P<0,05).
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Sekil 4.89. Kompleks 4’iin 1Cs0/2 (1,88 uM) ve 1Csq (3,77 uM) dozlar1 ile BEAS-2B
hiicre hattina 24 saat muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama MN degerleri, ilgili
negatif kontrol ile karsilagtirllmistir ; p< 0,05
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Cizelge 4.7. Kompleks 1, 2, 3 ve 4’iin ICs0/2 ve ICsy dozlar ile Caco-2, MCF7, Hep-3B ve BEAS-2B hiicre hattina 24 saat muamele
edilmesi sonucu elde edilen ortalama MN degerleri, ilgili

karsllastlrllmlstlrd; p< 0,05

negatif kontrol ile karsilastirilmigtir

& p< 0,05, ilgili ICso dozu ile

MN
Hiicre Hatt1 Caco-2 MCF7 Hep-3B BEAS-2B
Biiyiime Kontrol 20+ 1,15 2,5+0,28 16,5 + 2,02 13+1,15
Negatif Kontrol 23+0 8+ 1,15 11,5+0,28 9+1,15
Kompleks 1 1Cs0/2
(swrast ile 2,21; 1,33; 0,55; 2,49 pM) 58+0,57° 11+1,73 59 +4,04° 54 + 8,08°
Kompleks 1 1Csg
(sirast ile 2,43; 2,67; 1,10; 4,98 pM) 80 +9,81% 19 + 3,46° 84,5 + 4,33% 71 +£2,30°
Kompleks 2 1Cs0/2
(swrast ile 1,22; 1,95; 0,74; 4,7uM) 42 +£1,15° 9,5+0,28 53+ 6,92° 31,5 +0,86°
Kompleks 2 1Csg
(strast ile 2,45; 3,90; 1,49; 9,40 M) 81+ 0,57 ™ 24 +1,73% 92,5 + 0,86 63,5 + 7,79%
Kompleks 3 1Cs0/2
(sirastile 0,35; 0,47; 0,27; 1,07 uM) 74 £ 0° 20,5 + 0,86% 67,5 + 6,06% 42 +4,61°
Kompleks 3 1Csg
(strast ile 0,70; 0,95; 0,55; 2,14 M) 83 +5,77° 23,5 +0,28% 100,5 + 13,56° 70 + 2,88
Kompleks 4 1Csy/2
(swrast ile 1,39; 1,10; 0,81; 1,88 pM) 52,5+ 1,44° 19,5 +2,59° 42 +0° 24,5 +0,86°
Kompleks 4 1Csg
(strast ile 2,78; 2,21; 1,63; 3,77uM) 99 + 5,77% 30 + 0% 86 + 8,08% 62,5 + 2,59
H,0,
(sirast ile 116,18; 107,27; 52,81; 44,95
nM) 50,5 + 0,28% 28,5+3,75° 33,5+ 0,86° 94 + 8,66
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Sekil 4.90. MN testi preparatindan elde edilen mikroskobik goriintii 6rnekleri (20X). A;
bir niikleuslu hiicre. B; iki niikleuslu hiicre C; {i¢ niikleuslu hiicre. D; dort niikleuslu
hiicre. E; bes niikleuslu hiicre. F; MN iceren iki niikleuslu hiicre.
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4.6. NDI Bulgular:

Kompleks 1, 2, 3 ve 4’lin ICsq /2 ve 1Csq dozlar ile Caco-2, MCF7, Hep-3B ve BEAS-
2B hiicre hatlarina 24 saat muamele edilmesi sonucu elde edilen NDI degerleri Cizelge
4.8.’de verilmistir. NDI degerlerinin istatistiksel analizi Mann-Whitney U testi

kullanilarak gergeklestirilmistir.

4.6.1. Caco-2 hiicre hattinda elde edilen NDI bulgulari

Caco-2 hiicrelerine ortalama NDI degerleri kontrol grubunda 1,69 + 0,05 ve negatif
kontrol grubunda 1,73 + 0,04 seklindedir. Kompleks 1’in ICs0/2 (1,21 uM) ve 1Cs (2,43
uM) dozlari ile muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama NDI degerleri sirasiyla
1,15+ 0,01; 1,08 £ 0,01 seklindedir. Kompleks 1’in ICs0/2 (1,21 pM) ve ICsq (2,43 uM)
gruplarinin ortalama NDI degerleri negatif kontrol ile kiyaslandiginda her iki dozunda
NDI degerini istatistiki olarak anlamli diizeyde diisiirdiigii belirlenmistir (P<0,05). Ayn1
zamanda 1Cs/2 (1,21 uM) ve ICso (2,43 uM) gruplart kendi aralarinda
karsilastirildiginda 1Csp dozunun 1Cs0/2 (1,21 uM) dozuna kiyasla NDI degerini
istatistiki olarak anlamli diizeyde diisiirdiigi tespit edilmistir (P<0,05).

Caco-2 hiicrelerine Kompleks 2’nin ICs0/2 (1,22 uM) ve ICsq (2,45 uM) dozlar ile
muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama NDI degerleri sirasiyla 1,39 + 0,04; 1,16
+ 0 seklindedir. Kompleks 2’nin ICso/2 (1,22 uM) ve ICsp (2,45 uM) gruplarinin
ortalama NDI degerleri negtaif kontrol ile kiyaslandiginda her iki dozunda NDI degerini
istatistiki olarak anlamli diizeyde disiirdiigii belirlenmistir (P<0,05). Ayni zamanda
ICs50/2 (1,22 uM) ve ICsq (2,45 uM) gruplar kendi aralarinda karsilagtirildiginda 1Csg
(2,45 uM) dozunun ICsp/2 (1,22 uM) dozuna kiyasla NDI degerini istatistiki olarak
anlaml diizeyde diistirdiigii tespit edilmistir (P<0,05).

Caco-2 hiicrelerine Kompleks 3’iin 1Cs0/2 (0,35 uM) ve I1Cs (0,70 uM) dozlan ile
muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama NDI degerleri sirasiyla 1,27 + 0,04; 1,19
+ 0,02 seklindedir. Kompleks 3’tin 1Cs0/2 (0,35 uM) ve ICso (0,70 uM) gruplarinin
ortalama NDI degerleri negatif kontrol ile kiyaslandiginda her iki dozunda NDI degerini
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istatistiki olarak anlamli diizeyde diisiirdiigii belirlenmistir (P<0,05). Ayni1 zamanda
ICs0/2 (0,35 uM) ve I1Cso (0,70 uM) gruplari kendi aralarinda karsilastirildiginda 1Csg
(0,70 uM) dozunun NDI degerinde neden oldugu diisiisiin istatistiki olarak anlamli
olmadig tespit edilmistir (p>0,05).

Caco-2 hiicrelerine Kompleks 4’tin 1Cs0/2 (1,39 uM) ve ICsp (2,78 uM) dozlar ile
muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama NDI degerleri sirasiyla 1,14 + 0,02; 1,21
+ 0 seklindedir. Kompleks 4’tin 1Cs0/2 (1,39 uM) ve ICso (2,78 uM) gruplarinin
ortalama NDI degerleri negatif kontrol ile kiyaslandiginda her iki dozunda NDI degerini
istatistiki olarak anlamli diizeyde diisiirdiigii belirlenmistir (P<0,05). Ayn1 zamanda
ICs0/2 (1,39 uM) ve ICsp (2,78 uM) gruplart kendi aralarinda karsilastirildiginda ICsg
(2,78 uM) dozunun ICs0/2 (1,39 uM) dozuna kiyasla NDI degerini istatistiki olarak
anlamli diizeyde arttirdig tespit edilmistir (P<0,05).

4.6.2. MCFT7 hiicre hattinda elde edilen NDI bulgulari

MCF7 hiicrelerine ortalama NDI degerleri kontrol grubunda 1,31 + 0,07 ve negatif
kontrol grubunda 1,27 + 0,04 seklindedir. Kompleks 1’in ICs0/2 (1,33 uM) ve ICs (2,67
uM) dozlart ile muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama NDI degerleri sirasiyla
1,49 + 0; 1,18 + 0 seklindedir. Kompleks 1’in ICs0/2 (1,33 uM) ve ICs (2,67 uM)
gruplarinin ortalama NDI degerleri negatif kontrol ile kiyaslandiginda ICs¢/2 dozunun
NDI degerini istatistiki olarak anlamli diizeyde arttirdigi (P<0,05), ICsp (2,67 uM) NDI
degerini istatistiki olarak anlaml diizeyde diistirdiigli tespit edilmistir (P<0,05). Ayni
zamanda 1Cs/2 (1,33 puM) ve ICsy (2,67 uM) gruplart kendi aralarinda
karsilagtirildiginda doz gruplar1 arasinda anlamli bir farklilhik olmadigi gozlenmistir

(P>0,05).

MCF7 hiicrelerine Kompleks 2’nin ICs0/2 (1,95 uM) ve ICso (3,90 uM) dozlan ile
muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama NDI degerleri sirasiyla 1,33 = 0,03; 1,26
+ 0 seklindedir. Kompleks 2’nin ICsp/2 (1,95 uM) ve 1Cso (3,90 uM) gruplarinin
ortalama NDI degerleri negatif kontrol ile kiyaslandiginda her iki dozunda NDI degerini
istatistiki olarak anlamli diizeyde degistirmedigi belirlenmistir (P>0,05). Ayn1 zamanda
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1Cs0/2 (1,95 uM) ve ICs (3,90 uM) gruplart kendi aralarinda karsilastirildiginda NDI
degerinin ICsp (3,90 uM) doz grubunda istatistiki olarak anlamli diizeyde diisiik oldugu
tespit edilmistir (P<0,05).

MCF7 hiicrelerine Kompleks 3’iin 1Cs0/2 (0,47 uM) ve ICsp (0,95 uM) dozlan ile
muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama NDI degerleri sirasiyla 1,21 + 0,02; 1,19
+0 seklindedir. Kompleks 3’tin ICs0/2 (0,47 uM) ve 1Cso (0,95 uM) gruplarinin
ortalama NDI degerleri negatif kontrol ile kiyaslandiginda ICs0/2 (0,47 uM) dozunun
NDI degerinde anlamli bir diisiise neden olmadigi (P>0,05), 1Cso (0,95 uM) dozunun ise
NDI degerleri anlamli seviyede diistirdiigii tespit edilmistir (P<0,05). Ayn1 zamanda
ICs0/2 (0,47 uM) ve ICso (0,95 uM) gruplari kendi aralarinda karsilastirildiginda doz

gruplart arasinda anlamli bir farklilik olmadig1 gézlenmistir (P>0,05).

MCF7 hiicrelerine Kompleks 4’iin 1Cs0/2 (1,10 uM) ve ICsp (2,21 uM) dozlan ile
muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama NDI degerleri sirasiyla 1,16 £ 0; 1,11 £
0 seklindedir. Kompleks 4’{in ICs0/2 (1,10 uM) ve ICsp (2,21 uM) gruplarinin ortalama
NDI degerleri negatif kontrol ile kiyaslandiginda her iki dozunda NDI degerini
istatistiki olarak anlamli diizeyde diisiirdiigii belirlenmistir (P<0,05). Ayn1 zamanda
I1Cs0/2 (1,10 uM) ve ICsp (2,21 uM) gruplart kendi aralarinda karsilastirildiginda 1Csg
(2,21 uM) dozunun 1Cs¢/2 (1,10 uM) dozuna kiyasla NDI degerini istatistiki olarak
anlaml diizeyde diisiirdiigii tespit edilmistir (P<0,05).

4.6.3. Hep-3B hiicre hattinda elde edilen NDI bulgular:

Hep-3B hiicrelerine ortalama NDI degerleri kontrol grubunda 1,57 + 0,02 ve negatif
kontrol grubunda 1,5 + 0,05 seklindedir. Kompleks 1’in ICs¢/2 (0,55 uM) ve ICs (1,10
uM) dozlart ile muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama NDI degerleri sirasiyla
1,59 £ 0,04; 1,32 + 0,06 seklindedir. Kompleks 1’in ICs0/2 (0,55 uM) ve 1Csp (1,10 pM)
gruplarinin ortalama NDI degerleri negatif kontrol ile kiyaslandiginda her iki dozunda
NDI degerini istatistiki olarak anlamli diizeyde degistirmedigi belirlenmistir (P>0,05).
Aynm zamanda ICso/2 (0,55 puM) ve ICso (1,10 uM) gruplari kendi aralarinda
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karsilagtirildiginda NDI degerinin ICso (1,10 uM) doz grubunda istatistiki olarak
anlamli diizeyde diisiik oldugu tespit edilmistir (P<0,05).

Hep-3B hiicrelerine Kompleks 2’nin 1Cs0/2 (0,74 uM) ve ICsy (1,49 uM) dozlan ile
muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama NDI degerleri sirasiyla 1,21 + 0,04; 1,26
+ 0 seklindedir. Kompleks 2’nin ICso/2 (0,74 uM) ve ICso (1,49 puM) gruplarinin
ortalama NDI degerleri negatif kontrol ile kiyaslandiginda her iki dozunda NDI degerini
istatistiki olarak anlamli diizeyde diisiirdiigii belirlenmistir (P<0,05). Ayn1 zamanda
ICs0/2 (0,74 uM) ve ICso (1,49 uM) gruplan kendi aralarinda karsilastirildiginda doz

gruplar1 arasinda anlamli bir farklilik olmadig1 gézlenmistir (P>0,05).

Hep-3B hiicrelerine Kompleks 3’tin ICs0/2 (0,27 uM) ve ICso (0,55 uM) dozlan ile
muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama NDI degerleri sirasiyla 1,26 + 0,02; 1,2
+ 0 seklindedir. Kompleks 2’nin ICs¢/2 (0,27 uM) ve 1Cso (0,55 puM) gruplarinin
ortalama NDI degerleri negatif kontrol ile kiyaslandiginda her iki dozunda NDI degerini
istatistiki olarak anlamli diizeyde diisiirdiigii belirlenmistir (P<0,05). Ayn1 zamanda
ICs0/2 (0,27 uM) ve ICsp (0,55 uM) gruplart kendi aralarinda karsilastirildiginda 1Csg
(0,55 uM) dozunun 1Cs/2 (0,27 uM) dozuna kiyasla NDI degerini istatistiki olarak
anlamli diizeyde diistirdiigii tespit edilmistir (P<0,05).

Hep-3B hiicrelerine Kompleks 4’iin ICs0/2 (0,81 uM) ve I1Cso (1,63 uM) dozlan ile
muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama NDI degerleri sirasiyla 1,52 + 0,09; 1,38
+ 0,02 seklindedir. Kompleks 4’tin 1Cs0/2 (0,81 uM) ve ICso (1,63 uM) gruplarinin
ortalama NDI degerleri negatif kontrol ile kiyaslandiginda her iki dozunda NDI degerini
istatistiki olarak anlaml diizeyde degistirmedigi belirlenmistir (P>0,05). Ayn1 zamanda
ICs0/2 (0,81 uM) ve ICso (1,63 uM) gruplart kendi aralarinda karsilastirildiginda doz

gruplari arasinda anlamli bir farklilik olmadigi gézlenmistir (P>0,05).

4.6.4. BEAS-2B hiicre hattinda elde edilen NDI bulgular:

BEAS-2B hiicrelerine ortalama NDI degerleri kontrol grubunda 2,1 + 0,05 ve negatif
kontrol grubunda 2,05 £+ 0,02 seklindedir. Kompleks 1’in ICs0/2 (2,49 uM) ve ICs
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dozlar ile muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama NDI degerleri sirasiyla 1,405
+ 0; 1,03 £ 0,19 seklindedir. Kompleks 1’in ICs0/2 (2,49 uM) ve ICsy (4,98 uM)
gruplarinin ortalama NDI degerleri negatif kontrol ile kiyaslandiginda her iki dozunda
NDI degerini istatistiki olarak anlamli diizeyde diisiirdiigli belirlenmistir (P<0,05). Ayn1
zamanda 1Cs/2 (2,49 uM) ve ICsp (4,98 uM) gruplari kendi aralarinda
karsilagtirildiginda 1Csg (4,98 uM) dozunun I1Cso/2 (2,49 uM) dozuna kiyasla NDI
degerini istatistiki olarak anlamli diizeyde diisiirdiigii tespit edilmistir (P<0,05).

BEAS-2B hiicrelerine Kompleks 2’nin 1Cs0/2 (4,7 uM) ve I1Csg (9,40 uM) dozlar ile
muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama NDI degerleri sirasiyla 1,56 + 0; 1,28 +
0,01 seklindedir. Kompleks 2’nin ICso/2 (4,7 uM) ve ICsy (9,40 uM) gruplarinin
ortalama NDI degerleri negatif kontrol ile kiyaslandiginda her iki dozunda NDI degerini
istatistiki olarak anlamli diizeyde diisiirdiigii belirlenmistir (P<0,05). Ayn1 zamanda
ICs0/2 (4,7 uM) ve ICsp (9,40 uM) gruplar1 kendi aralarinda karsilastirildiginda 1Csg
(9,40 uM) dozunun ICsp/2 (4,7 uM) dozuna kiyasla NDI degerini istatistiki olarak
anlamli diizeyde diisiirdiigii tespit edilmistir (P<0,05).

BEAS-2B hiicrelerine Kompleks 3’iin 1Cs0/2 (1,07 uM) ve 1Cso (2,14 uM) dozlart ile
muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama NDI degerleri sirasiyla 1,31 + 0,01; 1,22
+ 0 seklindedir. Kompleks 3’tin 1Cs0/2 (1,07 uM) ve ICso (2,14 puM) gruplarinin
ortalama NDI degerleri negatif kontrol ile kiyaslandiginda her iki dozunda NDI degerini
istatistiki olarak anlamli diizeyde diisiirdiigii belirlenmistir (P<0,05). Ayni1 zamanda
ICs0/2 (1,07 uM) ve ICsp (2,14 uM) gruplart kendi aralarinda karsilastirildiginda 1Csg
(2,14 uM) dozunun 1Cs¢/2 (1,07 uM) dozuna kiyasla NDI degerini istatistiki olarak
anlaml diizeyde diisiirdiigii tespit edilmistir (P<0,05).

BEAS-2B hiicrelerine Kompleks 4’iin 1Cs0/2 (1,88 uM) ve 1Cso (3,77 uM) dozlart ile
muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama NDI degerleri sirasiyla 1,03 + 0,12; 1,39
+ 0 seklindedir. Kompleks 4’tin 1Cs0/2 (1,88 uM) ve ICso (3,77 pM) gruplarinin
ortalama NDI degerleri negatif kontrol ile kiyaslandiginda her iki dozunda NDI degerini
istatistiki olarak anlamli diizeyde diisiirdiigii belirlenmistir (P<0,05). Aym1 zamanda

1Cs0/2 (1,88 uM) ve ICso (3,77 uM) gruplari kendi aralarinda karsilastirildiginda 1Csg
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(3,77 uM) dozu grubunda NDI degerinin ICs¢/2 (1,88 uM) doz grubuna kiyasla
istatistiki olarak anlaml1 diizeyde yiiksek oldugu tespit edilmistir (P<0,05).
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Cizelge 4.8. Kompleks 1, 2, 3 ve 4’iin ICs0/2 ve ICsy dozlar ile Caco-2, MCF7, Hep-3B ve BEAS-2B hiicre hattina 24 saat muamele
edilmesi sonucu elde edilen ortalama NDI degerleri, ilgili negatif kontrol ile karsilastinlmistir % p< 0,05, ilgili 1Cso dozu ile
karsllastlrllmlstlrd; p< 0,05

NDI
Hiicre Hatt1 Caco-2 MCF7 Hep-3B BEAS-2B
1,69 + 0,05 1,31 0,07 1,57 £ 0,02 2,1£0,05
Biiyiime Kontrol
f | 1,73 + 0,04 1,27 + 0,04 1,5+ 0,05 2,05 0,02
Negatif Kontro
Kompleks 1 1Csy/2 1,40 = 0°
(strast ile 2,21; 1,33; 0,55; 2,49 pM) 1,15+ 0,012 1,49 +° 1,59 + 0,04
Kompleks 1 1Cs
(swrast ile 2,43; 2,67; 1,10; 4,98 pM) 1,08 + 0,01 1,18 + 0° 1,32+ 0,06 1,03 +0,19%
Kompleks 2 1Csy/2
(strastile 1,22; 1,95; 0,74; 4,7uM) 1,39 0,04 ° 1,33+0,03 1,21 +0,04° 1,56 + 0
Kompleks 2 I1Csg
(strast ile 2,45;p3,90; 1,49; 9,40 M) 1,16 + 0™ 1,26 + ¢ 1,26 + 0 1,28 £0,01%
Kompleks 3 1Cso/2 1,27 + 0,04 1,21 +0,02 1,26 +0,02° 1,31 £0,01°
(siras1ile 0,35; 0,47; 0,27; 1,07 pM)
Kompleks 3 1Cso 1,19 + 0,02 1,19 +0? 1,2 + 0™ 1,22 + 0™
(strast ile 0,70; 0,95; 0,55; 2,14 pM)
Kompleks 4 1Cso/2 1,14 + 0,022 1,16 = 02 1,52 + 0,09 1,03 +£0,12°
(sirasiile 1,39; 1,10; 0,81; 1,88 uM)
Kompleks 4 1Cso 1,21 & 0™ 1,11 + 0% 1,38 +£ 0,02 1,39 + 0%
(swrast ile 2,78; 2,215 1,63; 3,77uM)
H>0;
(swrasiile 116,18; 107,27; 52,81; 1,27 + 0,09 1,11 + 0 1,410 1,64 +0,03*
44,95 pM)
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4.7. M30 ve M65 Bulgular:

Kompleks 1, 2, 3 ve 4’ilin 1Csq ve 1Cq dozlar ile Caco-2, MCF7, Hep-3B ve BEAS-2B
hiicre hatlarina 24 saat muamele edilmesi sonucu elde edilen M30 degerleri (U/L)
Cizelge 4.9’da ve M65 degerleri Cizelge 4.10°da verilmistir. Pozitif kontrol olarak
H,O2’nin Caco-2, MCF7, Hep-3B ve BEAS-2B hiicre hatlarindaki 1Cqy dozlari
kullanilmistir (602,62; 626,41; 128,12; 89,23) M30 ve M65 degerlerinin istatistiksel
analizi Mann-Whitney U testi kullanilarak gergeklestirilmistir.

4.7.1. Caco-2 hiicre hattinda elde edilen M30 ve M65 bulgulari

4.7.1.1. Caco-2 hiicre hattinda Kompleks 1 icin elde edilen M30 ve M65 bulgulari

Caco-2 hiicrelerine ortalama M30 kontrol grubunda 192,40 £+ 1,15 ve negatif kontrol
grubunda 176,40 £ 1,15 olarak belirlenmistir. Cac0-2 hiicrelerine Kompleks 1’in ICsg
(2,43 uM) ve ICqy (6,68 uM) dozlari ile muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama
M30 degerleri sirasiyla 644 + 7,69; 315,60 + 7,69 seklindedir ve ¢izelge 4.9.’da
verilmistir. Kompleks 1’in ICsp (2,43 uM) ve 1Cqy (6,68 uM) gruplarinin M30 degerleri
negatif kontrol ile kiyaslandiginda her iki dozunda M30 degerini istatistiki olarak
anlamli diizeyde yiikselttigi belirlenmistir (p<0,05). Ayn1 zamanda ICsp (2,43 uM) ve
ICq (6,68 uM) gruplart kendi aralarinda karsilagtirildiginda ICqo (6,68 pM) dozunun
ICs0 (2,43 uM) dozuna kiyasla M30 degerini istatistiki olarak anlamli diizeyde azalttig1
tespit edilmistir (P<0,05).

Caco-2 hiicrelerine ortalama M65 kontrol grubunda 914,07 + 5,36 ve negatif kontrol
grubunda 865,85 + 10,72 olarak belirlenmistir. Caco-2 hiicrelerine Kompleks 1’in ICsg
(2,43 uM) ve ICq (6,68 uM) dozlar1 ile muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama
M65 degerleri sirasiyla 998 + 6,59; 1454,42 + 17,32 seklindedir ve ¢izelge 4.10.’da ve
sekil 4.91°de verilmistir. Kompleks 1’in ICs (2,43 uM) ve I1Cq (6,68 uM) gruplarinin
M65 degerleri negatif kontrol ile kiyaslandiginda her iki dozunda M65 degerini
istatistiki olarak anlamli diizeyde yiikselttigi belirlenmistir (p<0,05). Ayn1 zamanda ICsg
(2,43 uM) ve ICq (6,68 uM) gruplari kendi aralarinda karsilastirildiginda 1Cq (6,68
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uM) dozunun ICsp (2,43 uM) dozuna kiyasla M65 degerini istatistiki olarak anlamli
diizeyde arttirdig1 tespit edilmistir (P<0,05).

Caco-2 Kompleks 1

4000 -

3500 -

3000 -

2500 - *
< | *
S 2000 -

* O M30

1500 - . 1
*
1000 - " * E M65
e r——III _-_III -
0
Negatif Kontrol Kompleks 1 ~ Kompleks 1 Pozitif Kontrol

IC50 IC90

Dozlar

Sekil 4.91. Kompleks 1’in ICsp (2,43 uM) ve ICqyg (6,68 uM) dozlari ile Caco-2 hiicre
hattina 24 saat muamele edilmesi sonucu elde edilen M30-M65 degerleri (U/L), ilgili
negatif kontrol ile karsilastirilmistir ; p< 0,05

4.7.1.2. Caco-2 hiicre hattinda Kompleks 2 icin elde edilen M30 ve M65 bulgulari

Caco-2 hiicrelerine Kompleks 2’nin ICsp (2,45 uM) ve ICq (6,61 uM) dozlan ile
muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama M30 degerleri sirasiyla 690,60 + 4,61;
339,8 + 1,15 seklindedir ve gizelge 4.9.’da verilmistir. Kompleks 2’nin ICsg (2,45 uM)
ve ICqp (6,61 uM) gruplarmin M30 degerleri negatif kontrol ile kiyaslandiginda her iki
dozunda M30 degerini istatistiki olarak anlamli diizeyde yiikselttigi belirlenmistir
(p<0,05). Ayn1 zamanda ve ICqy (6,61 uM) gruplar1 kendi aralarinda karsilastirildiginda
ICqo (6,61 uM) dozunun ICsg (2,45 uM) dozuna kiyasla M30 degerini istatistiki olarak
anlamli diizeyde azalttig1 tespit edilmistir (P<0,05).

Caco-2 hiicrelerine Kompleks 2’nin ICsp (2,45 uM) ve I1Cq (6,61 uM) dozlan ile
muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama M65 degerleri sirasiyla 575,14 + 9,89;
956,57 + 13,19 seklindedir ve ¢izelge 4.10.’da ve sekil 4.92°de verilmistir. Kompleks
2’nin 1Cs (2,45 uM) ve I1Cqy (6,61 uM) gruplarinin M65 degerleri negatif kontrol ile
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kiyaslandiginda ICso (2,45 uM) dozunun M65 degerini istatistiki olarak anlamli
diizeyde azalttig1 ICgp (6,61 uM) dozunun ise anlamli diizeyde arttirdig1 tespit edilmistir
(p<0,05). Aym zamanda ICsp (2,45 uM) ve I1Cqo (6,61 uM) gruplar1 kendi aralarinda
karsilastirildiginda ICyp (6,61 pM) dozunun dozuna kiyasla M65 degerini istatistiki
olarak anlamli diizeyde arttirdig1 tespit edilmistir (P<0,05).

Caco-2 Kompleks 2
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IC50 IC90

Dozlar

Sekil 4.92. Kompleks 2°nin 1Csg (2,45 uM) ve I1Cq (6,61 uM) dozlar ile Caco-2 hiicre
hattina 24 saat muamele edilmesi sonucu elde edilen M30-M65 degerleri (U/L), ilgili
negatif kontrol ile karsilagtirilmistir ; p< 0,05

4.7.1.3. Caco-2 hiicre hattinda Kompleks 3 icin elde edilen M30 ve M65 bulgulari

Caco-2 hiicrelerine Kompleks 3’tin ICsp (0,70 uM) ve ICq (2,81 uM) dozlar ile
muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama M30 degerleri sirastyla 610,66 + 23,09;
390,60 + 0 seklindedir. Kompleks 3’iin ICsq (0,70 uM) ve 1Cqy (2,81 uM) gruplarinin
M30 degerleri negatif kontrol ile kiyaslandiginda her iki dozunda M30 degerini
istatistiki olarak anlaml diizeyde ytikselttigi belirlenmistir (p<0,05). Ayn1 zamanda ICsg
(0,70 uM) ve ICqy (2,81 uM) gruplar kendi aralarinda karsilastirildiginda 1Cqg (2,81
uM) dozunun ICsp (0,70 uM) dozuna kiyasla M30 degerini istatistiki olarak anlamli
diizeyde azalttig1 tespit edilmistir (P<0,05).
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Caco-2 hiicrelerine Kompleks 3’iin ICsp (0,70 uM) ve 1Cq (2,81 uM) dozlan ile
muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama M65 degerleri sirastyla 811,57 + 10,72;
1334,42 + 0,82 seklindedir ve gizelge 4.10.’da ve sekil 4.93’de verilmistir. Kompleks
3’tin ICs (0,70 uM) ve ICqo (2,81 uM) gruplarinin ortalama M65 degerleri negatif
kontrol ile kiyaslandiginda 1Csp (0,70 uM) dozunun M65 degerini istatistiki olarak
anlamli diizeyde azalttig1 ICqo (2,81 uM) dozunun ise anlamli diizeyde arttirdig1 tespit
edilmistir (p<0,05). Ayni zamanda ICsy (0,70 uM) ve ICq (2,81 uM) gruplar1 kendi
aralarinda karsilastirildiginda ICyy (2,81 uM) dozunun ICsp (0,70 pM) dozuna kiyasla
M65 degerini istatistiki olarak anlamli diizeyde arttirdig tespit edilmistir (P<0,05).

Caco-2 Kompleks 3
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Sekil 4.93. Kompleks 3’iin ICsq (0,70 uM) ve 1Cqy (2,81 uM) dozlar1 ile Caco-2 hiicre
hattina 24 saat muamele edilmesi sonucu elde edilen M30-M65 degerleri (U/L), ilgili
negatif kontrol ile karsilagtirilmistir ; p< 0,05

4.7.1.4. Caco-2 hiicre hattinda Kompleks 4 icin elde edilen M30 ve M65 bulgular

Caco-2 hiicrelerine Kompleks 4’tiin ICso (2,78 uM) ve ICqy (20,16 uM) dozlar ile
muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama M30 degerleri sirasiyla 559 + 1,92;
260,6 £+ 1,92 seklindedir. Kompleks 4’tin ICsq (2,78 uM) ve ICqg (20,16 pM) gruplarinin
M30 degerleri negatif kontrol ile kiyaslandiginda her iki dozunda M30 degerini
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istatistiki olarak anlamli diizeyde yiikselttigi belirlenmistir (p<0,05). Ayn1 zamanda ICs
(2,78 uM) ve I1Cq (20,16 uM) gruplari kendi aralarinda karsilastirildiginda 1Cgg (20,16
uM) dozunun ICsp (2,78 uM) dozuna kiyasla M30 degerini istatistiki olarak anlamli
diizeyde azalttig1 tespit edilmistir (P<0,05).

Caco-2 hiicrelerine Kompleks 4’tin 1Csp (2,78 uM) ve 1Cq (20,16 uM) dozlar ile
muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama M65 degerleri sirastyla 1083,71 +13,19;
1839,42 + 26,39 seklindedir ve ¢izelge 4.10.’da ve sekil 4.94’de verilmistir. Kompleks
4’tin 1Cs (2,78 uM) ve ICqyg (20,16 uM) guruplarinin ortalama M65 degerleri negatif
kontrol ile kiyaslandiginda her iki dozunun neden oldugu artig istatistiki olarak
anlamlidir (p<0,05). Ayn1 zamanda ICsp (2,78 uM) ve 1Cq (20,16 uM) gruplart kendi
aralarinda karsilastirildiginda 1Cgqp (20,16 uM) dozunun ICsg (2,78 pM) dozuna kiyasla
MG65 degerini istatistiki olarak anlamli diizeyde arttirdigi tespit edilmistir (p<0,05).

M30 testinde pozitif kontrol olarak Cisplatin’nin Caco-2 hiicre hattindaki ICgyy (126,6
uM) dozu kullanilmistir. Caco-2 hiicre hattinda Cisplatin muamelesi sonucu M30 degeri
679,83 + 2,4 olarak tespit edilmistir ve negatif kontrol ile kiyaslandiginda pozitif

kontroliin neden oldugu artis istatistiki olarak anlamlidir (p<0,05).

M®65 testinde pozitif kontrol olarak H,O,’nin Caco-2 hiicre hattindaki ICqo (602,62 uM)
dozu kullanilmigtir. Caco-2 hiicre hattinda H,O, muamelesi sonucu M65 degeri 1909,58
+ 17,8 olarak tespit edilmistir ve negatif kontrol ile kiyaslandiginda pozitif kontroliin

neden oldugu artis istatistiki olarak anlamlidir (p<0,05).
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Sekil 4.94. Kompleks 4’tin ICsq (2,78 uM) ve 1Cgqg (20,16 uM) dozlar ile Caco-2 hiicre
hattina 24 saat muamele edilmesi sonucu elde edilen M30-M65 degerleri (U/L), ilgili
negatif kontrol ile karsilagtirllmistir ; p< 0,05

4.7.2. MCFT7 hiicre hattinda elde edilen M30 ve M65 bulgular:

4.7.2.1. MCFT7 hiicre hattinda Kompleks 1 icin elde edilen M30 ve M65 bulgular:

MCF7 hiicrelerine ortalama M30 kontrol grubunda 171,40 + 4,61 ve negatif kontrol
grubunda 169,80 + 4,61 olarak belirlenmistir. MCF7 hiicrelerine Kompleks 1’in ICsg
(2,67 uM) ve 1Cqy (12,2 uM) dozlar ile muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama
M30 degerleri sirasiyla 227,30 £ 1,92; 195,60 = 7,69 seklindedir ve cizelge 4.9.°da
verilmistir. Kompleks 1’in ICsg (2,67 M) ve ICq (12,2 uM) gruplarinin M30 degerleri
negatif kontrol ile kiyaslandiginda her iki dozunda M30 degerini istatistiki olarak
anlamli diizeyde yiikselttigi belirlenmistir (p<0,05). Ayn1 zamanda ICsq (2,67 pM) ve
ICo (12,2 uM) gruplart kendi aralarinda karsilagtirildiginda ICqo (12,2 uM) dozunun
ICs0 (2,67 uM) dozuna kiyasla M30 degerini istatistiki olarak anlamli diizeyde azalttig
tespit edilmistir (P<0,05).

MCF7 hiicrelerine ortalama M65 kontrol grubunda 430,41 + 5,29 ve negatif kontrol
grubunda 755,41 + 8,17 olarak belirlenmistir. MCF7 hiicrelerine kompleks 1’in ICs
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(2,67 uM) ve ICq (12,2 uM) dozlar1 ile muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama
M65 degerleri sirasiyla 421,57 + 30,51; 2081,57 + 157,53 seklindedir. Kompleks 1’in
ICs0 (2,67 uM) ve ICqy (12,2 uM) gruplarinin M65 degerleri negatif kontrol ile
kiyaslandiginda ICsp (2,67 puM) dozunun M65 degerini istatistiki olarak anlamli
diizeyde azalttig1 ICgp (12,2 uM) dozunun ise anlaml diizeyde arttirdig1 tespit edilmistir
(p<0,05). Ayni1 zamanda ICsq (2,67 uM) ve ICqy (12,2 uM) gruplar1 kendi aralarinda
karsilastirildiginda 1Cqo (12,2 uM) dozunun ICsy (2,67 uM) dozuna kiyasla M65
degerini istatistiki olarak anlamli diizeyde arttirdig1 tespit edilmistir (P<0,05).
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Sekil 4.95. Kompleks 1’in 1Csq (2,67 uM) ve ICqg (12,2 uM) dozlar1 ile MCF7 hiicre
hattina 24 saat muamele edilmesi sonucu elde edilen M30-M65 degerleri (U/L), ilgili
negatif kontrol ile karsilagtirilmistir ; p< 0,05

4.7.2.2. MCFT7 hiicre hattinda Kompleks 2 i¢in elde edilen M30 ve M65 bulgular:

MCF7 hiicrelerine Kompleks 2’nin ICso (3,90 uM) ve ICq (16,71 uM) dozlar ile
muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama M30 degerleri sirasiyla 236,50 + 0,96;
211,50 + 0,96 seklindedir. Kompleks 2’nin ICsp (3,90 uM) ve ICq (16,71 uM)
gruplarinin M30 degerleri negatif kontrol ile kiyaslandiginda her iki dozunda M30
degerini istatistiki olarak anlamli diizeyde yiikselttigi belirlenmistir (p<0,05). Aym
zamanda ICsp (3,90 uM) ve ICq (16,71 uM) gruplart kendi aralarinda
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karsilagtirildiginda 1Cqp (16,71 uM) dozunun 1Csy (3,90 uM) dozuna kiyasla M30
degerini istatistiki olarak anlaml diizeyde azalttig1 tespit edilmistir (P<0,05).

MCF7 hiicrelerine Kompleks 2’in ICsp (3,90 uM) ve ICq (16,71 uM) dozlari ile
muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama M65 degerleri sirasiyla 830,14 + 12,37,
2035,14 £ 29,69 seklindedir. Kompleks 2’nin ICsp (3,90 uM) ve 1Cq (16,71 uM)
gruplarinin M65 degerleri negatif kontrol ile kiyaslandiginda her iki dozunda M65
degerini istatistiki olarak anlamli diizeyde yiikselttigi belirlenmistir (p<0,05). Ayni
zamanda 1Cgq (16,71 uM) ve 1Csp (3,90 uM) gruplart kendi aralarinda
karsilagtirildiginda ICqp (16,71 uM) dozunun 1Csy (3,90 uM) dozuna kiyasla M65
degerini istatistiki olarak anlamli diizeyde arttirdig1 tespit edilmistir (P<0,05).
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Sekil 4.96. Kompleks 2’nin 1Csp (3,90 uM) ve ICqy (16,71 uM) dozlar ile MCF7 hiicre
hattina 24 saat muamele edilmesi sonucu elde edilen M30-M65 degerleri (U/L), ilgili
negatif kontrol ile karsilagtirllmistir ; p< 0,05

4.7.2.3. MCFT7 hiicre hattinda Kompleks 3 icin elde edilen M30 ve M65 bulgular:

MCF7 hiicrelerine Kompleks 3’tin ICso (0,95 uM) ve 1Cq (2,78 uM) dozlar ile
muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama M30 degerleri sirasiyla 228,10 + 2,88;
198,10 + 0,96 seklindedir. Kompleks 3’iin ICsq (0,95 uM) ve 1Cq (2,78 uM) gruplarinin
M30 degerleri negatif kontrol ile kiyaslandiginda her iki dozunda M30 degerini
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istatistiki olarak anlamli diizeyde yiikselttigi belirlenmistir (p<0,05). Ayn1 zamanda ICsg
(0,95 uM) ve ICyy (2,78 uM) gruplari kendi aralarinda karsilastirildiginda ICgq (2,78
uM) dozunun ICsp (0,95 uM) dozuna kiyasla M30 degerini istatistiki olarak anlamli
diizeyde azalttig1 tespit edilmistir (P<0,05).

MCF7 hiicrelerine Kompleks 3’tin ICsp (0,95 uM) ve ICq (2,78 uM) dozlar ile
muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama M65 degerleri sirasiyla 884,42 + 94,85;
414585 + 38,76 secklindedir. Kompleks 3’tin ICsy (0,95 uM) ve ICy (2,78 uM)
gruplarinin ortalama M65 degerleri negatif kontrol ile kiyaslandiginda her iki dozunun
neden oldugu artis istatistiki olarak anlamlidir (p<0,05). Ayn1 zamanda ICsy (0,95 uM)
ve ICqy (2,78 uM) gruplari kendi aralarinda karsilastirildiginda ICq (2,78 uM) dozunun
ICsp (0,95 uM) dozuna kiyasla M65 degerini istatistiki olarak anlamli diizeyde arttirdigi
tespit edilmistir (p<0,05).
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Sekil 4.97. Kompleks 3’tin 1Csq (0,95 uM) ve ICqo (2,78 uM) dozlart ile MCF7 hiicre
hattina 24 saat muamele edilmesi sonucu elde edilen M30-M65 degerleri (U/L), ilgili
negatif kontrol ile karsilagtirilmistir ; p< 0,05
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4.7.2.4. MCFT7 hiicre hattinda Kompleks 4 icin elde edilen M30 ve M65 bulgular:

MCF7 hiicrelerine Kompleks 4’iin 1Csp (2,21 uM) ve ICq (13,09 uM) dozlan ile
muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama M30 degerleri sirasiyla 207,30 = 1,92;
199 + 0 96 seklindedir. Kompleks 4’tin ICsp (2,21 uM) ve 1Cqy (13,09 uM) gruplarinin
M30 degerleri negatif kontrol ile kiyaslandiginda her iki dozunda M30 degerini
istatistiki olarak anlamli diizeyde yiikselttigi belirlenmistir (p<0,05). Ayn1 zamanda ICsg
(2,21 uM) ve ICqyy (13,09 uM) gruplar1 kendi aralarinda karsilastirildiginda ICgyo (13,09
uM) dozunun ICsp (2,21 uM) dozuna kiyasla M30 degerini istatistiki olarak anlamli
diizeyde azalttig1 tespit edilmistir (P<0,05).

MCF7 hiicrelerine Kompleks 4’tiin 1Csp (2,21 uM) ve 1Cq (13,09 uM) dozlari ile
muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama M65 degerleri sirasiyla 825,85 + 0,82;
3123 + 81,65 seklindedir. Kompleks 4’tin ICsp (2,21 uM) ve 1Cq (13,09 uM)
gruplarinin ortalama M65 degerleri negatif kontrol ile kiyaslandiginda her iki dozunun
neden oldugu artig istatistiki olarak anlamhidir (p<0,05). Ayni zamanda ICs (2,21 uM)
ve ICq (13,09 uM) gruplart kendi aralarinda karsilagtirildiginda ICq (13,09 uM)
dozunun ICsp (2,21 uM) dozuna kiyasla M65 degerini istatistiki olarak anlamli diizeyde
arttirdigi tespit edilmistir (p<0,05).

M30 testinde pozitif kontrol olarak Cisplatin’nin MCF7 hiicre hattindaki ICyy dozu
kullanilmistir. MCF-7 hiicre hattinda Cisplatin muamelesi sonucu M30 degeri 538,4 +
10,96 olarak tespit edilmistir ve negatif kontrol ile kiyaslandiginda pozitif kontroliin

neden oldugu artis istatistiki olarak anlamlidir (p<0,05).

MG65 testinde pozitif kontrol olarak H,O,’nin MCF-7 hiicre hattindaki I1Cgg (626,41 uM)
dozu kullanilmigtir. MCF-7 hiicre hattinda H,O, muamelesi sonucu M65 degeri 1958,71
+ 17,32 olarak tespit edilmistir ve negatif kontrol ile kiyaslandiginda pozitif kontroliin

neden oldugu artis istatistiki olarak anlamlidir (p<0,05).
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Sekil 4.98. Kompleks 4’iin 1Cso (2,21 uM) ve 1Cqg (13,09 uM) dozlari ile MCF7 hiicre
hattina 24 saat muamele edilmesi sonucu elde edilen M30-M65 degerleri (U/L), ilgili
negatif kontrol ile karsilagtirllmistir ; p< 0,05

4.7.3. Hep-3B hiicre hattinda elde edilen M30 ve M65 bulgular
4.7.3.1. Hep-3B hiicre hattinda Kompleks 1 icin elde edilen M30 ve M65 bulgulari

Hep-3B hiicrelerine ortalama M30 kontrol grubunda 118,8 + 3,64 ve negatif kontrol
grubunda 116,8 £ 1,15 olarak belirlenmistir. Hep-3B hiicrelerine Kompleks 1’in 1Csg
(1,10 uM) ve I1Cqy (5,92 uM) dozlar1 ile muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama
M30 degerleri sirasiyla 277,80 + 4,61; 186,80 + 3,46 seklindedir. Kompleks 1’in 1Csg
(1,10 uM) ve ICq (5,92 uM) gruplarinin M30 degerleri negatif kontrol ile
kiyaslandiginda her iki dozunda M30 degerini istatistiki olarak anlamli diizeyde
yikselttigi belirlenmistir (p<0,05). Ayn1 zamanda ICsp (1,10 uM) ve ICqg (5,92 uM)
gruplart kendi aralarinda karsilastirildiginda ICgg (5,92 uM) dozunun ICso (1,10 pM)
dozuna kiyasla M30 degerini istatistiki olarak anlamli diizeyde azalttig1 tespit edilmistir

(P<0,05).
Hep-3B hiicrelerine ortalama M65 kontrol grubunda 121,42 + 0 ve negatif kontrol
grubunda 76,42 + 2,47 olarak belirlenmistir. Hep-3B hiicrelerine Kompleks 1’in 1Csg

(1,10 uM) ve I1Cqy (5,92 uM) dozlar ile muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama
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M65 degerleri sirasiyla 52,91 + 0; 302,08 + 2,47 seklindedir. Kompleks 1’in ICsq (1,10
uM) ve ICq (5,92 uM) gruplarmin M65 degerleri negatif kontrol ile kiyaslandiginda
ICs0 dozunun M65 degerini istatistiki olarak anlamli diizeyde azalttigi ICqo (5,92 uM)
dozunun ise anlaml diizeyde arttirdig1 tespit edilmistir (p<0,05). Ayn1 zamanda ICs
(1,10 uM) ve ICq (5,92 uM) gruplan kendi aralarinda karsilastirildiginda 1Cqo (5,92
uM) dozunun ICsp (1,10 uM) dozuna kiyasla M65 degerini istatistiki olarak anlamli
diizeyde arttirdig1 tespit edilmistir (P<0,05).
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Sekil 4.99. Kompleks 1’in ICsq (1,10 uM) ve ICgy (5,92 uM) dozlar ile Hep-3B hiicre
hattina 24 saat muamele edilmesi sonucu elde edilen M30-M65 degerleri (U/L), ilgili
negatif kontrol ile karsilagtirilmistir ; p< 0,05

4.7.3.2. Hep-3B hiicre hattinda Kompleks 2 icin elde edilen M30 ve M65 bulgulari

Hep-3B hiicrelerine Kompleks 2’nin ICso (1,49 uM) ve I1Cqy (5,65 pM) dozlar ile
muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama M30 degerleri sirasiyla 463,55 + 3,46;
187,80 + 2,30 seklindedir. Kompleks 2’nin ICsp (1,49 uM) ve ICq (5,65 uM)
gruplarinin M30 degerleri negatif kontrol ile kiyaslandiginda her iki dozunda M30
degerini istatistiki olarak anlamli diizeyde yiikselttigi belirlenmistir (p<0,05). Ayn1
zamanda ICsq (1,49 uM) ve ICqy (5,65 uM) gruplart kendi aralarinda karsilastirildiginda
ICqo (5,65 uM) dozunun ICsp (1,49 uM) dozuna kiyasla M30 degerini istatistiki olarak
anlaml diizeyde azalttig1 tespit edilmistir (P<0,05).
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Hep-3B hiicrelerine Kompleks 2’in ICsp (1,49 uM) ve ICq (5,65 uM) dozlan ile
muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama M65 degerleri sirastyla 155,83 + 2,88;
200 + 4,81 seklindedir. Kompleks 2’nin ICsp (1,49 pM) ve ICq (5,65 uM) gruplarinin
M65 degerleri negatif kontrol ile kiyaslandiginda her iki dozunda M65 degerini
istatistiki olarak anlaml diizeyde yiikselttigi belirlenmistir (p<0,05). Ayn1 zamanda ICq
(5,65 uM) ve ICsy (1,49 uM) gruplar kendi aralarinda karsilastirildiginda ICgq (5,65
uM) dozunun ICsp (1,49 uM) dozuna kiyasla M65 degerini istatistiki olarak anlamli
diizeyde arttirdig: tespit edilmistir (P<0,05).
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Sekil 4.100. Kompleks 2’nin 1Csp (1,49 uM) ve ICyy (5,65 uM) dozlar ile Hep-3B
hiicre hattina 24 saat muamele edilmesi sonucu elde edilen M30-M65 degerleri (U/L),
ilgili negatif kontrol ile karsilastirilmistir ; p< 0,05

4.7.3.3. Hep-3B hiicre hattinda Kompleks 3 icin elde edilen M30 ve M65 bulgular:

Hep-3B hiicrelerine Kompleks 3’iin ICsp (0,55 uM) ve 1Cqy (2,39 uM) dozlan ile
muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama M30 degerleri sirasiyla 268,8 + 5,77;
199,80 + 1,15 seklindedir. Kompleks 3’tin ICsg (0,55 uM) ve 1Cq (2,39 uM) gruplarinin
M30 degerleri negatif kontrol ile kiyaslandiginda her iki dozunda M30 degerini
istatistiki olarak anlamli diizeyde ytikselttigi belirlenmistir (p<0,05). Ayn1 zamanda ICsg
(0,55 uM) ve ICyy (2,39 uM) gruplan kendi aralarinda karsilastirildiginda ICgg (2,39
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uM) dozunun ICsp (0,55 uM) dozuna kiyasla M30 degerini istatistiki olarak anlamli
diizeyde azalttig1 tespit edilmistir (P<0,05).

Hep-3B hiicrelerine Kompleks 3’iin ICsp (0,55 uM) ve ICy (2,39 uM) dozlan ile
muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama M65 degerleri sirasiyla 104,58 + 6,25;
213,33 + 2,88 seklindedir. Kompleks 3’iin ICsp (0,55 uM) ve 1Cq (2,39 uM) gruplarinin
ortalama M65 degerleri negatif kontrol ile kiyaslandiginda her iki dozunun neden
oldugu artig istatistiki olarak anlamlidir (p<0,05). Ayn1 zamanda ICsp (0,55 uM) ve 1Cq
(2,39 uM) gruplart kendi aralarinda karsilastirildiginda 1Cgqg (2,39 uM) dozunun ICsg
(0,55 uM) dozuna kiyasla M65 degerini istatistiki olarak anlamli diizeyde arttirdigi
tespit edilmistir (p<0,05).
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Sekil 4.101. Kompleks 3’iin 1Cso (0,55 uM) ve 1Cq (2,39 uM) dozlar1 ile Hep-3B hiicre
hattina 24 saat muamele edilmesi sonucu elde edilen M30-M65 degerleri (U/L), ilgili
negatif kontrol ile karsilagtirilmistir ; p< 0,05

4.7.3.4. Hep-3B hiicre hattinda Kompleks 4 icin elde edilen M30 ve M65 bulgulari

Hep-3B hiicrelerine Kompleks 4’tin ICsp (1,63 uM) ve ICq (6,99 uM) dozlan ile
muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama M30 degerleri sirasiyla 262,80 + 5,77;
204,80 £ 1,15 seklindedir. Kompleks 4’iin ICsp (1,63 uM) ve 1Cqy (6,99 uM) gruplarinin
M30 degerleri negatif kontrol ile kiyaslandiginda her iki dozunda M30 degerini

181



istatistiki olarak anlamli diizeyde yiikselttigi belirlenmistir (p<0,05). Ayn1 zamanda ICs
(1,63 uM) ve ICq (6,99 uM) gruplan kendi aralarinda karsilastirildiginda 1Cqo (6,99
uM) dozunun ICsp (1,63 uM) dozuna kiyasla M30 degerini istatistiki olarak anlamli
diizeyde azalttig1 tespit edilmistir (P<0,05).

Hep-3B hiicrelerine Kompleks 4’iin ICsp (1,63 uM) ve ICq (6,99 uM) dozlan ile
muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama M65 degerleri sirasiyla 375 £ 9,07;
477,85 + 15,67 seklindedir. Kompleks 4’tin ICso (1,63 uM) ve ICq (6,99 uM)
gruplarinin ortalama M65 degerleri negatif kontrol ile kiyaslandiginda her iki dozunun
neden oldugu artis istatistiki olarak anlamlidir (p<0,05). Ayn1 zamanda ICsy (1,63 pM)
ve 1Cqy (6,99 uM) gruplar1 kendi aralarinda karsilagtirildiginda ICgg (6,99 uM) dozunun
ICsp (1,63 uM) dozuna kiyasla M65 degerini istatistiki olarak anlamli diizeyde arttirdigi
tespit edilmistir (p<0,05).

M30 testinde pozitif kontrol olarak Cisplatin’nin Hep-3B hiicre hattindaki ICgq (6,99
uM) dozu kullanilmistir. Hep-3B hiicre hattinda Cisplatin muamelesi sonucu M30
degeri 285,8 £+ 0,57 olarak tespit edilmistir ve negatif kontrol ile kiyaslandiginda pozitif

kontroliin neden oldugu artis istatistiki olarak anlamlidir (p<0,05).

MG65 testinde pozitif kontrol olarak H,O,’nin Hep-3B hiicre hattindaki ICgy (128,12 uM)
dozu kullanilmigtir. Hep-3B hiicre hattinda H»,O, muamelesi sonucu M65 degeri
1909,58 + 17,8 olarak tespit edilmistir ve negatif kontrol ile kiyaslandiginda pozitif

kontroliin neden oldugu artis istatistiki olarak anlamlidir (p<0,05).
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Sekil 4.102. Kompleks 4°iin 1Cso (1,63 uM) ve 1Cq (6,99 uM) dozlar1 ile Hep-3B hiicre
hattina 24 saat muamele edilmesi sonucu elde edilen M30-M65 degerleri (U/L), ilgili
negatif kontrol ile karsilagtirllmistir ; p< 0,05

4.7.4. BEAS-2B hiicre hattinda elde edilen M30 ve M65 Bulgulari

4.7.4.1. BEAS-2B hiicre hattinda Kompleks 1 icin elde edilen M30 ve M65

bulgulari

BEAS-2B hiicrelerine ortalama M30 kontrol grubunda 119,80 + 0 ve negatif kontrol
grubunda 117,80 £ 0 olarak belirlenmistir. BEAS-2B hiicrelerine Kompleks 1’in ICsg
(4,98 uM) ve 1Cqo (11,97 uM) dozlar1 ile muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama
M30 degerleri sirasiyla 146,80 + 5,77; 122,80 + 1,15 seklindedir. Kompleks 1’in 1Csg
(498 uM) ve ICy (11,97 uM) gruplarmin M30 degerleri negatif kontrol ile
kiyaslandiginda her iki dozunda M30 degerini istatistiki olarak anlamli diizeyde
yiikselttigi belirlenmistir (p<0,05). Ayn1 zamanda ICsp (4,98 uM) ve ICqy (11,97 uM)
gruplar1 kendi aralarinda karsilagtirildiginda 1Cgg (11,97 uM) dozunun ICsy (4,98 uM)
dozuna kiyasla M30 degerini istatistiki olarak anlaml1 diizeyde azalttig1 tespit edilmistir

(P<0,05).

BEAS-2B hiicrelerine ortalama M65 kontrol grubunda 98,57 + 3,29 ve negatif kontrol
grubunda 70,71 + 2,47 olarak belirlenmistir. BEAS-2B hiicrelerine Kompleks 1’in 1Csg
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(4,98 uM) ve 1Cqo (11,97 uM) dozlar1 ile muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama
M65 degerleri sirasiyla 61,42 + 0; 237,14 £ 0 seklindedir. Kompleks 1’in ICsq (4,98
uM) ve ICq (11,97 uM) gruplarinin M65 degerleri negatif kontrol ile kiyaslandiginda
ICs0 (4,98 uM) dozunun M65 degerini istatistiki olarak anlamli diizeyde azalttigi 1Cgqo
(11,97 uM) dozunun ise anlamli diizeyde arttirdigi tespit edilmistir (p<0,05). Ayni
zamanda 1Csp (4,98 uM) ve ICq (11,97 uM) gruplart kendi aralarinda
karsilastirildiginda ICgp (11,97 uM) dozunun ICsy (4,98 uM) dozuna kiyasla M65
degerini istatistiki olarak anlamli diizeyde arttirdig1 tespit edilmistir (P<0,05).
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Sekil 4.103. Kompleks 1°in 1Csp (4,98 uM) ve 1Cq (11,97 uM) dozlar ile BEAS-2B
hiicre hattina 24 saat muamele edilmesi sonucu elde edilen M30-M65 degerleri (U/L),
ilgili negatif kontrol ile karsilagtirilmistir ; p< 0,05,  p< 0,01

4.74.2. BEAS-2B hiicre hattinda Kompleks 2 icin elde edilen M30 ve M65

bulgular1

BEAS-2B hiicrelerine Kompleks 2’nin ICsp (9,40 uM) ve ICqp (13,99 uM) dozlari ile
muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama M30 degerleri sirasiyla 234,80 + 4,61;
191,80 = 1,15 seklindedir. Kompleks 2’nin ICsp (9,40 uM) ve ICq (13,99 uM)
gruplarinin M30 degerleri negatif kontrol ile kiyaslandiginda ICsq (9,40 uM) dozunun
M30 degerini istatistiki olarak anlamli diizeyde yiikseltirken (p<0,01), ICg (13,99 uM)

dozunun neden oldugu artisin istatistiki olarak anlamli olmadig1 (p>0,05) belirlenmistir.
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Ayn1 zamanda ICsy (9,40 uM) ve ICq (13,99 uM) gruplart kendi aralarinda
karsilagtirildiginda 1Cq (13,99 uM) dozunun 1Csy (9,40 uM) dozuna kiyasla M30

degerini istatistiki olarak anlamli diizeyde azalttig1 tespit edilmistir (P<0,05).

BEAS-2B hiicrelerine Kompleks 2’in ICsg (9,40 uM) ve ICqp (13,99 uM) dozlar ile
muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama M65 degerleri sirasiyla 27,08 + 0,48;
38,75 £+ 2,40 scklindedir. Kompleks 2’nin ICsp (9,40 uM) ve ICq (13,99 uM)
gruplarinin M65 degerleri negatif kontrol ile kiyaslandiginda her iki dozunda M65
degerini istatistiki olarak anlamli diizeyde azalttig1 belirlenmistir (p<0,05). Ay
zamanda 1Cgq (13,99 uM) ve 1Cso (9,40 uM) gruplart kendi aralarinda
karsilastirildiginda ICgp (13,99 uM) dozunun 1Csy (9,40 uM) dozuna kiyasla M65
degerini istatistiki olarak anlamli diizeyde arttirdig1 tespit edilmistir (P<0,05).
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Sekil 4.104. Kompleks 2’nin 1Csg (9,40 uM) ve 1Cqy (13,99 uM) dozlari ile BEAS-2B
hiicre hattina 24 saat muamele edilmesi sonucu elde edilen M30-M65 degerleri (U/L),
ilgili negatif kontrol ile karsilagtirilmistir ; p<0,05;  p< 0,01

4.74.3. BEAS-2B hiicre hattinda Kompleks 3 icin elde edilen M30 ve M65

bulgular1

BEAS-2B hiicrelerine Kompleks 3’tin ICsq (2,14 uM) ve ICq (4,28 uM) dozlan ile

muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama M30 degerleri sirasiyla 131,80 £ 0;
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118,80 + 1,15 seklindedir. Kompleks 3’tin ICsg (2,14 uM) ve 1Cqy (4,28 uM) gruplarinin
M30 degerleri solvent kontrol ile kiyaslandiginda ICsy (2,14 uM) dozunun M30
degerini istatistiki olarak anlamli diizeyde yiikseltirken (p<0,05), ICgqy (4,28 uM)
dozunun neden oldugu artisin istatistiki olarak anlamli olmadigi (p=>0,05) belirlenmistir.
Aynit zamanda ICso (2,14 uM) ve ICq (4,28 uM) gruplart kendi aralarinda
karsilagtirildiginda 1Cqp (4,28 uM) dozunun 1Csy (2,14 uM) dozuna kiyasla M30
degerini istatistiki olarak anlamli diizeyde azalttig1 tespit edilmistir (P<0,05).

Beas-2B hiicrelerine Kompleks 3’tin ICsp (2,14 uM) ve ICq (4,28 uM) dozlarn ile
muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama M65 degerleri sirasiyla 80,71 + 0,82,
291,42 + 4,94 seklindedir. Kompleks 3’{in ICsp (2,14 uM) ve ICqy (4,28 uM) gruplarinin
ortalama M65 degerleri negatif kontrol ile kiyaslandiginda her iki dozunun neden
oldugu artig istatistiki olarak anlamlidir (p<0,05). Ayn1 zamanda ICsp (2,14 uM) ve 1Cqy
(4,28 uM) gruplart kendi aralarinda karsilastirildiginda 1Cgqg (4,28 uM) dozunun ICsy
(2,14 uM) dozuna kiyasla M65 degerini istatistiki olarak anlamli diizeyde arttirdigi
tespit edilmistir (p<0,05).
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Sekil 4.105. Kompleks 3’iin ICsq (2,14 uM) ve ICq (4,28 uM) dozlari ile BEAS-2B
hiicre hattina 24 saat muamele edilmesi sonucu elde edilen M30-M65 degerleri (U/L),
ilgili negatif kontrol ile karsilastirilmistir ; p< 0,05
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4.74.4. BEAS-2B hiicre hattinda Kompleks 4 icin elde edilen M30 ve M65

bulgulari

BEAS-2B hiicrelerine Kompleks 4’iin ICsy (3,77 uM) ve ICq (6,33 uM) dozlan ile
muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama M30 degerleri sirastyla 197,80 + 1,15;
186,80 + 0 seklindedir. Kompleks 4’iin ICs (3,77 uM) ve 1Cqyy (6,33 uM) gruplarinin
M30 degerleri negatif kontrol ile kiyaslandiginda her iki dozunda M30 degerini
istatistiki olarak anlaml diizeyde ytikselttigi belirlenmistir (p<0,05). Ayn1 zamanda ICsg
(3,77 uM) ve ICq (6,33 uM) gruplart kendi aralarinda karsilastirildiginda 1Cgo(6,33
uM) dozunun ICsy (3,77 uM) dozuna kiyasla M30 degerini istatistiki olarak anlamli
diizeyde azalttig1 tespit edilmistir (P<0,05).

BEAS-2B hiicrelerine Kompleks 4’tin I1Cso (3,77 uM) ve ICq (6,33 uM) dozlar ile
muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama M65 degerleri sirasiyla 199,16 + 13,47,
310, 83 + 2,88 seklindedir. Kompleks 4’tin ICso (3,77 uM) ve ICq (6,33 uM)
gruplariin ortalama M65 degerleri negatif kontrol ile kiyaslandiginda her iki dozunun
neden oldugu artis istatistiki olarak anlamlidir (p<0,05). Ayn1 zamanda ICsq (3,77 uM)
ve 1Cq (6,33 uM) gruplar1 kendi aralarinda karsilastirildiginda ICgy (6,33 uM) dozunun
ICs0 (3,77 uM) dozuna kiyasla M65 degerini istatistiki olarak anlamli diizeyde arttirdigi
tespit edilmistir (p<0,05).

M30 testinde pozitif kontrol olarak Cisplatin’nin BEAS-2B hiicre hattindaki ICg dozu
kullanilmigtir. BEAS-2B hiicre hattinda Cisplatin muamelesi sonucu M30 degeri 211,8
+ 0,57 olarak tespit edilmistir ve negatif kontrol ile kiyaslandiginda pozitif kontroliin

neden oldugu artis istatistiki olarak anlamlidir (p<0,05).

M®65 testinde pozitif kontrol olarak H,O,’nin BEAS-2B hiicre hattindaki ICgg (89,23
uM) dozu kullanilmistir. BEAS-2B hiicre hattinda H,O, muamelesi sonucu M65 degeri
322,5 + 2,88 olarak tespit edilmistir ve negatif kontrol ile kiyaslandiginda pozitif

kontroliin neden oldugu artis istatistiki olarak anlamlidir (p<0,05).
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Sekil 4.106. Kompleks 4’in 1Csp (3,77 uM) ve 1Cq (6,33 uM) dozlar1 ile BEAS-2B
hiicre hattina 24 saat muamele edilmesi sonucu elde edilen M30-M65 degerleri (U/L),
ilgili negatif kontrol ile karsilastirilmistir ; p< 0,05
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Cizelge 4.9. Kompleks 1, 2, 3 ve 4’lin ICsy ve ICqy dozlan ile Caco-2, MCF7, Hep-3B ve BEAS-2B hiicre hatlarina 24 saat muamele
edilmesi sonucu elde edilen M30 degerleri (U/L), +; standart sapmay1 ifade etmektedir, ilgili negatif kontrol ile karsilastiriimustir ; p< 0,05,

b; p<0,01, ilgili 1Cs50/2 dozu ile karsilagtirilmistir OI; p< 0,05

M30 =SS
Hiicre Hatt1 Caco-2 MCF7 Hep-3B BEAS-2B
Biiyiime Kontrol 192,40 + 1,15 171,40 + 4,61 118,8 + 3,64 119,80+ 0
Negatif Kontrol 176,40 + 1,15 169,80 £ 4,61 116,8 £ 1,15 117,80+ 0
Kompleks 1 1Cx
(stras ile 2,43; 2,67; 1,10; 4,98 uM) 644 + 7,69 227,30+ 1,922 277,80 + 4,612 146,80 + 5,77°

Kompleks 1 1Cq
(sirasiile 6,68; 12,2; 5,92; 11,97 uM)

315,60 + 7,69

195,60 + 7,69

186,80 + 3,46

122,80 + 1,15%

Kompleks 2 1Cx
(sirasi ile 2,45; 3,90; 1,49; 9,40 nM)

690,60 + 4,61°

236,50 + 0,96°

463,55 + 3,46°

234,80 + 4,61°

Kompleks 2 1Cq
(sirasi ile 6,61; 16,71; 5,65; 13,99 uM)

339,8 + 1,15%

211,50 + 0,96™

187,80 + 2,30

191,80 + 1,15°

Kompleks 3 I1Cx

(swrast ile 0,70; 0,95; 0,55; 2,14 pM) 610,66 + 23,09° 228,10 + 2,88° 268,8+ 5,772 131,80 + 0°
Kompleks 3 1Cq

(sirasi ile 2,81; 2,78; 2,39; 4,28 uM) 390,60 £ 0™ 198,10 + 0,96™ 199,80 + 1,15% 118,80 + 1,15°
Kompleks 4 1Cx,

(sirast ile 2,78; 2,21; 1,63; 3,77uM) 559 + 1,92° 207,30 + 1,92° 262,80 + 5,77° 197,80 + 1,15°%

Kompleks 4 1Cgy

(strasi ile 20,16; 13,09; 6,99; 6,33 uM) 260,6 + 1,92 199 + 0™ 204,80 + 1,15% 186,80 + 0™
Cisplatin 1Cg

(swrasi ile 126,6; 67,48; 16,52; 71,26 M) 679,83 + 2,4° 538,4 + 10,96 2858 + 0,57 211,8+ 0,572
H202

(swrast ile 602,62; 626,41; 128,12; 89,23

uM) 170,80 + 2,3 172,4 + 4,04 166,8 + 1,15° 160,8 + 0°
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Cizelge 4.10. Kompleks 1, 2, 3 ve 4’tin ICsg Ve ICq dozlar1 ile Caco-2, MCF7, Hep-3B ve BEAS-2B hiicre hatlarina 24 saat muamele
edilmesi sonucu elde edilen M65 degerleri (U/L), =; standart sapmay1 ifade etmektedir, ilgili negatif kontrol ile karsilastirilmistir %; p<

0,05, ilgili ICs0/2 dozu ile karsilastirilmigtir d; p<0,05

M65 + SS

Hiicre Hatti Caco-2 MCF7 Hep-3B BEAS-2B
Biiyiime Kontrol 914,07 + 5,36 430,41 + 5,29 121,42+ 0 98,57 + 3,29
Negatif Kontrol 865,85+ 10,72 755,41 £ 8,17 76,42 +2.47 70,71 + 2,47
Kompleks 1 1Cs

(sirast ile 2,43; 2,67; 1,10; 4,98 pM) 998 + 6,59 421,57 + 30,51 52,91+ 0° 61,42 + 0°
Kompleks 1 ICgy

(sirast ile 6,68; 12,2; 5,92; 11,97 uM) 1454,42 + 17,32% 2081,57 + 157,53 302,08 + 2,47% 237,14 + 0%
Kompleks 2 1Cs

(sirast ile 2,45; 3,90; 1,49; 9,40 pM) 575,14 + 9,89 830,14 + 12,37 155,83 +2,88° 27,08 + 0,48

Kompleks 2 1Cgy
(sirasiile 6,61; 16,71; 5,65; 13,99 uM)

956,57 + 13,19%

2035,14 + 29,69%

200 + 4,81™

38,75 + 2,40™

Kompleks 3 1Cs
(sirasi ile 0,70; 0,95; 0,55; 2,14 pM)

811,57 + 10,72°

884,42 + 94,85°

104,58 + 6,25°

80,71 £ 0,82°

Kompleks 3 ICgy
(sirasiile 2,81; 2,78; 2,39; 4,28 M)

1334,42 + 0,82

414585 + 38,76

213,33+ 2,88

291,42 + 4,94

Kompleks 4 1Cx
(sirasi ile 2,78; 2,21; 1,63; 3,77uM)

1083,71 £13,19°

825,85 £ 0,82°

375 +£9,07°

199,16 + 13,47

Kompleks 4 1Cgy

(sirast ile 20,16; 13,09; 6,99; 6,33 pM) 1839,42 + 26,39™ 3123 + 81,65 477,85 + 15,67 310, 83 + 2,88
Cisplatin 1Cqy
(sirasi ile 126,6; 67,48; 16,52; 71,26 pM) 398 + 8,24° 218,75 + 3,36 77,91 + 10,10 122,91 + 5,29°

H,0,
(swrast ile 602,62; 626,41; 128,12; 89,23
pM)

1909,58 + 17,8

1958,71 + 17,32°

301,25 + 5,29

322,5+2,88°
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4.8. BEAS-2B Hiicre Hattina Dort Kompleksin Kanser Hiicre Hatlarindaki ICsp

Dozlar1 ile Muamele Edilmesi Sonucu Elde Edilen Komet Testi Bulgular:

Komplekslerin  kanser hiicre hatlarindaki ve saghkli hiicrelerdeki etkilerini
kiyaslayabilmek i¢in kompleksler ile kanser hiicre hatlarina muamele edildiginde elde
edilen 1Csp degerleri ile saglikli hiicre hattina (BEAS-2B) muamele edilmistir ve

genotoksik hasarin tespiti i¢in komet testi kullanilmastir.

4.8.1. Kompleks 1’in Caco-2, MCF7 ve Hep-3B hiicre hatlarindaki I1Cso degerleri
ile BEAS-2B hiicre hatlarna muamelesinden elde edilen Kuyruk uzunlugu,
Kuyruk %DNA ve OTM verileri

Kompleks 1’in Caco-2, MCF7 ve Hep-3B hiicre hatlarindaki 1Csy dozu (sirasi ile 2,43
uM, 2,67 uM, 1,10 uM) ile Beas-2B hiicre hattina muamele edilmesi sonucu elde edilen
Kuyruk uzunlugu, Kuyruk %DNA ve OTM degerleri ¢izelge 4.11., 4.12., 4.13.’de
verilmistir. Elde edilen veriler BEAS-2B hiicre hattinin muamele edilen komplekse ait

ICsp dozundaki komet degerleri ve negatif kontrol ile karsilastirilmistir.

BEAS-2B hiicre hattinin biiyiime kontrol, negatif kontrol ve BEAS-2B hiicre hattinin
kendi kompleks 1 ICsq (4,98 uM) dozunun neden oldugu kuyruk uzunlugu degerleri
strastyla 3,88 = 0,20; 4,32 + 0,53; 37,47 + 1,83um seklindedir. Kompleks 1’in Caco-2,
MCF7 ve Hep-3B hiicre hatlarindaki ICsy dozlari (sirast ile 2,43 uM, 2,67 uM, 1,10
uM) ile Beas-2B hiicre hattina muamele edilmesi sonucu olusan kuyruk uzunlugu
degerleri sirasiyla 15,43 £ 0,77; 16,90 + 0,86; 7,04 = 0,31 um dir. Kompleks 1’in Caco-
2, MCF7 ve Hep-3B hiicre hatlarindaki 1Csg dozlar1 (sirasi ile 2,43 uM, 2,67 uM, 1,10
uM) ortalama K.U. degerlerini negatif kontrole kiyasla istatistiki olarak anlamli
seviyede arttirirken, BEAS-2B hiicre hattinin kendi kompleks 1 ICsg (4,98 uM) dozu ile
kiyaslandiginda kuyruk uzunlugu degerlerinin istatistiki olarak anlamli seviyede diisiik

oldugu gozlenmistir (p<0,001).

Beas-2B hiicre hattinin biiyiime kontrol, negatif kontrol ve BEAS-2B hiicre hattinin
kendi kompleks 1 I1Csy (4,98 uM) dozunun neden oldugu kuyruk %DNA degerleri
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strastyla 4,48 + 0,20; 4,26 £ 0,53; 41,27 + 1,98 um seklindedir. Kompleks 1’in Caco-2,
MCF7 ve Hep-3B hiicre hatlarindaki ICsy dozlari (sirast ile 2,43 uM, 2,67 uM, 1,10
uM) ile Beas-2B hiicre hattina muamele edilmesi sonucu olusan kuyruk %DNA
degerleri sirasiyla 26,62 + 1,12; 28,70 + 1,24; 15,56 + 0,96 dir. Kompleks 1’in Caco-2,
MCF7 ve Hep-3B hiicre hatlarindaki ICsy dozlari (sirast ile 2,43 uM, 2,67 uM, 1,10
uM) ortalama kuyruk %DNA degerlerini negatif kontrole kiyasla istatistiki olarak
anlamli seviyede arttirirken, BEAS-2B hiicre hattinin kendi kompleks 1 ICso dozu (4,98
uM) ile kiyaslandigin da kuyruk %DNA degerlerinin istatistiki olarak anlamli seviyede
diisiik oldugu gézlenmistir (p<0,001).

BEAS-2B hiicre hattinin biiyiime kontrol, negatif kontrol ve BEAS-2B hiicre hattinin
kendi kompleks 1 ICso dozunun (4,98 uM) neden oldugu OTM degerleri sirastyla 0,54 +
0,02; 0,72 + 0,22; 14,45 £+ 0,96 seklindedir. Kompleks 1’in Caco-2, MCF7 ve Hep-3B
hiicre hatlarindaki 1Csg dozlar1 ile BEAS-2B hiicre hattina muamele edilmesi sonucu
olusan OTM degerleri sirasiyla 4,62 + 0,30; 5,30 = 0,34; 1,59 + 0,10 dur. Kompleks
I’in Caco-2, MCF7 ve Hep-3B hiicre hatlarindaki 1Csq dozlar (siras1 ile 2,43 uM, 2,67
uM, 1,10 uM) ortalama OTM degerlerini negatif kontrole kiyasla istatistiki olarak
anlamli seviyede arttirirken, BEAS-2B hiicre hattinin kendi kompleks 1 ICso dozu (4,98
uM) ile kiyaslandigin da OTM degerlerinin istatistiki olarak anlamli seviyede diisiik
oldugu gozlenmistir (p<0,001).
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Cizelge 4.11. Kompleks 1’in Caco-2, MCF7, Hep-3B ve BEAS-2B hiicre hatlarindaki
ICso dozu (sirast ile 2,43; 2,67; 1,10; 4,98 uM) ile Beas-2B hiicre hattina muamele
edilmesi sonucu elde edilen Kuyruk uzunlugu, Kuyruk %DNA ve OTM degerleri. +;
standart hatay: ifade etmektedir, ilgili negatif kontrol ile karsilastirilmistir %; p< 0,05, b.
p<0,01 ¢ p< 0,001, BEAS-2B ICs; dozu ile karsilastirilmistir &; p< 0,05, & p< 0,01, %; p<
0,001

BEAS-2B

Kuyruk
Dozlar Uzunlugu Kuyruk % DNA OTM
Biiyiime Kontrol 3,88 + 0,20 4,48 0,20 0,54 + 0,02
Negatif Kontrol 4,32 +0,53 4,26 + 0,53 0,72+0,22
Caco-2 Kompleks 1 1Cs
(2,43 uM) 15,43 + 0,77 26,62 + 1,12 4,62 + 0,30
MCF7 Kompleks 1 I1Csq
(2,67 pM) 16,90 + 0,86 28,70 + 1,24 5,30 + 0,34
Hep-3B Kompleks 1 ICx,
(1,10 pM) 7,04 + 0,31 15,56 + 0,96°" 1,59 + 0,10
BEAS-2B Kompleks 1 1Cx,
(4,98 M) 37,47+ 1,83 4127 +1,98 14,45 £ 0,96

Kompleks 1’in 1,10; 2,43; 2,67; 1,10; 4,98 uM dozlan (siras1 ile Hep-3B 1Csp, Caco-2
ICs0, MCF7 1Cs9, BEAS-2B ICs) ile BEAS-2B hiicre hatlarina muamele edilmesi
sonucu BEAS-2B hiicre hattinda Kuyruk uzunlugu, Kuyruk %DNA ve OTM
degerlerinde ki artis regresyon analizi ile incelenmistir. Bu dozlarin se¢ilmesinde ki
ama¢ kanser hiicrelerinin %50 sini Oldiiren kompleks 1 dozlarinin saglikli hiicre
hatlarina ne 6lgiide zarar verdigini gézlemlemektir. KU i¢in Kompleks 1’in 1,10; 2,43;
2,67; 1,10; 498 uM dozlarn i¢in elde edilen regresyon egrisi Sekil 4.107°de
gosterilmistir, bu egrinin denklemi ise y=2,14+6,88* Doz seklinde belirlenmistir (R2
=0,815; p>0,05). Kuyruk %DNA i¢in Kompleks 1’in 1,10; 2,43; 2,67; 1,10; 4,98 uM
dozlar1 icin elde edilen regresyon egrisi Sekil 4.108’de gdosterilmistir, bu egrinin
denklemi ise y= 9,43+5,97* Doz seklinde belirlenmistir (R2 =0,921; P<0,05). OTM igin
Kompleks 1’in 1,10; 2,43; 2,67; 1,10; 4,98 uM dozlar1 i¢in elde edilen regresyon egrisi
Sekil 4.109’da gosterilmistir, bu egrinin denklemi ise y=2,53+2,91* Doz seklinde
belirlenmistir (R2 = 0,790; p>0,05). Sonug olarak BEAS-2B hiicre hattinda kompleks
I’in kullanilan bu dozlara bagli olarak doz artis1 ile %Kuyruk DNA degerlerinde
anlamli artis oldugu tespit edilmistir.
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Kompleks 1 Dozlar: 1,105 2,43; 2,67; 1,10; 4,98 uM
Sekil 4.107. Komepleks 1’in 1,10; 2,43; 2,67; 1,10; 4,98 uM dozlar1 ile BEAS-2B hiicre

hatlarina muamele edilmesi sonucu BEAS-2B hiicre hattinda elde edilen Kuyruk
uzunlugu degerleri (uM).
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RZ Linear = 0,921
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Kompleks 1 Dozlar: 1,105 2,43; 2,67; 1,10; 4,98 uM

Sekil 4.108. Kompleks 1’in 1,10; 2,43; 2,67; 1,10; 4,98 uM dozlar1 ile BEAS-2B hiicre
hatlarina muamele edilmesi sonucu BEAS-2B hiicre hattinda elde edilen kuyruk %DNA
degerleri.
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RZ Linear = 0,790
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Kompleks 1 Dozlar: 1,105 2,43; 2,67; 1,10; 4,98 uM

Sekil 4.109. Kompelsk 1’in 1,10; 2,43; 2,67; 1,10; 4,98 uM dozlar1 ile BEAS-2B hiicre
hatlarma muamele edilmesi sonucu BEAS-2B hiicre hattinda elde edilen OTM
degerleri.

4.8.2. Kompleks 2’nin Caco-2, MCF7 ve Hep-3B hiicre hatlarindaki ICs, degerleri
ile BEAS-2B hiicre hatlarina muamelesinden elde edilen Kuyruk uzunlugu,

Kuyruk %DNA ve OTM verileri

Kompleks 2’nin Caco-2, MCF7 ve Hep-3B hiicre hatlarindaki ICsy dozu (sirasi ile 2,45
uM, 3,90 uM, 1,49 uM) ile BEAS-2B hiicre hattina muamele edilmesi sonucu elde
edilen Kuyruk uzunlugu, Kuyruk %DNA ve OTM degerleri degerleri ¢izelge 4.11.,
4.12., 4.13.”de verilmistir. Elde edilen veriler BEAS-2B hiicre hattinin muamele edilen
komplekse ait ICsy dozundaki (9,40 uM) komet degerleri ve negatif kontrol ile

karsilastirilmistir.
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Beas-2B hiicre hattinin biiylime kontrol, negatif kontrol ve BEAS-2B hiicre hattinin
kendi kompleks 2 1Csp (9,40 uM) dozunun neden oldugu kuyruk uzunlugu degerleri
sirastyla 3,88 £ 0,20; 4,32 + 0,53; 3,93 + 0,18 um seklindedir. Kompleks 2’nin Caco-2,
MCF7 ve Hep-3B hiicre hatlarindaki 1Csy dozlar (sirasi ile 2,45 uM, 3,90 uM, 1,49
uM) ile Beas-2B hiicre hattina muamele edilmesi sonucu olusan kuyruk uzunlugu
degerleri sirasiyla 4,71 £ 0,15; 6,15 = 0,25; 3,93 £ 0,18 um dir. Kompleks 2’nin Caco-2
ve MCF7 hiicre hatlarindaki 1Csg dozlar1 (sirasi ile 2,45 uM, 3,90 uM) ortalama K.U.
degerlerini negatif kontrole kiyasla istatistiki olarak anlamli seviyede arttirirken
(p<0,001) Hep-3B kompleks 2 ICsy dozu (1,49 uM) anlamli bir artisa nedene
olmamistir (p<0,05). BEAS-2B hiicre hattinin kendi kompleks 2 ICsp dozu (9,40 uM)
ile kiyaslandiginda kuyruk uzunlugu degerlerinin istatistiki olarak anlamli seviyede

diisiik oldugu gbzlenmistir (p<0,001).

BEAS-2B hiicre hattinin biiyiime kontrol, negatif kontrol ve BEAS-2B hiicre hattinin
kendi kompleks 2 1Cso (9,40 uM) dozunun neden oldugu kuyruk %DNA degerleri
strastyla 4,48 + 0,20; 4,26 = 0,53; 43,41 + 2,16 pm seklindedir. Kompleks 2 nin Caco-
2, MCF7 ve Hep-3B hiicre hatlarindaki 1Csg dozlart (sirasi ile 2,45 uM, 3,90 uM, 1,49
uM) ile BEAS-2B hiicre hattina muamele edilmesi sonucu olusan kuyruk %DNA
degerleri sirasiyla 10,31 = 0,69; 12,36 + 0,80; 10,23 + 0,61 dir. Kompleks 2’nin Caco-2,
MCF7 ve Hep-3B hiicre hatlarindaki ICsp dozlar1 (sirast ile 2,45 uM, 3,90 uM, 1,49
uM) ortalama kuyruk %DNA degerlerini negatif kontrole kiyasla istatistiki olarak
anlamli seviyede arttirirken, BEAS-2B hiicre hattinin kendi kompleks 2 1Cso dozu (9,40
uM) ile kiyaslandigin da kuyruk %DNA degerlerinin istatistiki olarak anlamli seviyede
diisiik oldugu gbzlenmistir (p<0,001).

BEAS-2B hiicre hattinin biiyiime kontrol, negatif kontrol ve BEAS-2B hiicre hattinin
kendi kompleks 2 1Cso dozunun (9,40 uM) neden oldugu OTM degerleri sirasiyla 0,54 +
0,02; 0,72 = 0,22; 16,84 + 1,16 seklindedir. Kompleks 2 nin Caco-2, MCF7 ve Hep-3B
hiicre hatlarindaki 1Csp dozlart (sirast ile 2,45 uM, 3,90 uM, 1,49 uM) ile BEAS-2B
hiicre hattina muamele edilmesi sonucu olusan OTM degerleri sirasiyla 0,98 + 0,06;
1,41 £ 0,11; 0,89 + 0,80 dir. Kompleks 2’nin Caco-2, MCF7 ve Hep-3B hiicre
hatlarindaki 1Csp dozlari (sirasi ile 2,45 puM, 3,90 uM, 1,49 uM) ortalama OTM
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degerlerini negatif kontrole kiyasla istatistiki olarak anlamli seviyede arttirirken, BEAS-
2B hiicre hattinin kendi kompleks 2 ICsp dozu (9,40 uM) ile kiyaslandigin da OTM

degerlerinin istatistiki olarak anlamli seviyede diisiik oldugu gozlenmistir (p<0,001).

Cizelge 4.12. Kompleks 2’nin Caco-2, MCF7 ve Hep-3B hiicre hatlarindaki 1Cso dozu
Kompleks 1’in Caco-2, MCF7 ve Hep-3B hiicre hatlarindaki I1Csy dozu (sirast ile 2,45;
3,90; 1,49) ile Beas-2B hiicre hattina muamele edilmesi sonucu elde edilen Kuyruk
uzunlugu, Kuyruk %DNA ve OTM degerleri. +; standart hatay1 ifade etmektedir, ilgili
solvent kontrol ile karsilastirilmistir % p< 0,05, ®; p<0,01 ¢ p< 0,001, BEAS-2B ICs
dozu ile karsilastirilmistir OI; p< 0,05, % p< 0,01, f; p< 0,001

BEAS-2B
Kuyruk %

Dozlar Kuyruk Uzunlugu DNA OTM
Biiyiime Kontrol 3,88+ 0,08 4,48 + 0,20 0,54 £ 0,02
Negatif Kontrol 4,32+ 0,45 4,26 + 0,53 0,72 +0,22
Caco Kompleks 2 1Cs
(2,45 pM) 4,71 + 0,15 10,31+ 0,69 | 0,98 + 0,06
MCF7 Kompleks 2 ICs
(3,90 M) 6,15+ 0,25 12,36 + 0,80 | 1,41 +0,11°
Hep-3B Kompleks 2 1Cs
(1,49 pM) 3,93 +0,18" 10,23 + 0,61 | 0,89 + 0,80
BEAS-2B Kompleks 2 1Cs
(9,40 pM) 41,72 2,17 4341+2,16 | 16,84+1,16

Kompleks 2’nin 1,49; 2,45; 3,90; 9,40 uM dozlar (sirasi ile Hep-3B ICsp, Caco-2 1Cs,
MCF7 1Cso, BEAS-2B ICsg) ile BEAS-2B hiicre hatlarina muamele edilmesi sonucu
BEAS-2B hiicre hattinda Kuyruk uzunlugu, Kuyruk %DNA ve OTM degerlerinde ki
artis regresyon analizi ile incelenmistir. Bu dozlarin se¢ilmesinde ki amag¢ kanser
hiicrelerinin %350 sini 6ldiiren kompleks 2 dozlarinin saglikli hiicre hatlarina ne dlciide
zarar verdigini gozlemlemektir. KU i¢in Kompleks 2°nin 1,49; 2,45; 3,90; 9,40 uM
dozlart i¢in elde edilen regresyon egrisi Sekil 4.110°da gosterilmistir, bu egrinin
denklemi ise y=7,72+5,07* Doz seklinde belirlenmistir (R? =0,946; p<0,05). Kuyruk
%DNA i¢in Kompleks 2’nin 1,49; 2,45; 3,90; 9,40 uM dozlar i¢in elde edilen
regresyon egrisi Sekil 4.111°de gosterilmistir, bu egrinin denklemi ise y=0,22+4,48*
Doz seklinde belirlenmistir (R2 =0,949; P<0,05). OTM igin Kompleks 2’nin 1,49; 2,45;
3,90; 9,40 uM dozlar igin elde edilen regresyon egrisi Sekil 4.112°de gosterilmistir, bu
egrinin denklemi ise y=4,26+2,16* Doz seklinde belirlenmistir (R? = 0,936; p>0,05).
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Sonu¢ olarak BEAS-2B hiicre hattinda kompleks 2’nin kullanilan bu dozlara bagh
olarak doz artis1 ile Kuyruk uzunlugu ve %Kuyruk DNA degerlerinde anlamli artig
oldugu tespit edilmistir.

RZ Linear = 0,945
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! I | T T T
00 2,00 4,00 5,00 8,00 10,00

Kompleks 2 Dozlar: 1,49; 2,45; 3,90; 9,40 uM

Sekil 4.110. Kompleks 2’nin 1,49; 2,45; 3,90; 9,40 uM dozlar1 ile BEAS-2B hiicre
hatlarina muamele edilmesi sonucu BEAS-2B hiicre hattinda elde edilen Kuyruk
uzunlugu degerleri (uM).
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RZ Linear = 0,949
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Kompleks 2 Dozlar: 1,49; 2,45; 3,90; 9,40 uM

Sekil 4.111. Kompleks 2’nin 1,49; 2,45; 3,90; 9,40 uM dozlar ile BEAS-2B hiicre
hatlarina muamele edilmesi sonucu BEAS-2B hiicre hattinda elde edilen kuyruk %DNA
degerleri.

200



RZ Linear = 0,936
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Kompleks 2 Dozlar: 1,49; 2,45; 3,90; 9,40 uM

Sekil 4.112. Kompelsk 2’nin 1,49; 2,45; 3,90; 9,40 uM dozlan ile BEAS-2B hiicre
hatlarina muamele edilmesi sonucu BEAS-2B hiicre hattinda elde edilen OTM
degerleri.

4.8.3. Kompleks 3’iin Caco-2, MCF7 ve Hep-3B hiicre hatlarindaki ICs, degerleri
ile BEAS-2B hiicre hatlarina muamelesinden elde edilen Kuyruk uzunlugu,
Kuyruk %DNA ve OTM verileri

Kompleks 3’iin Caco-2, MCF7 ve Hep-3B hiicre hatlarindaki 1Csy dozu (sirasi ile 0,70;
0,95; 0,55 uM) ile BEAS-2B hiicre hattina muamele edilmesi sonucu elde edilen
Kuyruk uzunlugu, Kuyruk %DNA ve OTM degerleri 4.11., 4.12., 4.13.’de verilmistir.
Elde edilen veriler BEAS-2B hiicre hattinin muamele edilen komplekse ait ICs (2,14

uM) dozundaki komet degerleri ve negatif kontrol ile karsilastirilmistir.
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Beas-2B hiicre hattinin biiylime kontrol, negatif kontrol ve BEAS-2B hiicre hattinin
kendi kompleks 3 1Cso dozunun (sirast ile 0,70; 0,95; 0,55; 2,14 uM) neden oldugu
kuyruk uzunlugu degerleri sirasiyla 3,88 + 0,08; 4,32 = 0,45; 46,31 £ 1,58 um
seklindedir. Kompleks 3’iin Caco-2, MCF7 ve Hep-3B hiicre hatlarindaki 1Csy dozlari
(swrast ile 0,70; 0,95; 0,55 uM) ile Beas-2B hiicre hattina muamele edilmesi sonucu
olusan kuyruk uzunlugu degerleri sirasiyla 18,66 + 0,93; 11,71 £ 0,51; 14,53 + 0,6631
um dir. Kompleks 3’iin Caco-2, MCF7 ve Hep-3B hiicre hatlarindaki 1Csy dozlar1 (sirasi
ile 0,70; 0,95; 0,55 uM) ortalama K.U. degerlerini negatif kontrole kiyasla istatistiki
olarak anlamli seviyede arttirirken, BEAS-2B hiicre hattinin kendi kompleks 3 ICsg
(2,14 puM) dozu ile kiyaslandiginda kuyruk uzunlugu degerlerinin istatistiki olarak
anlamli seviyede diisiik oldugu gézlenmistir (p<0,001).

Beas-2B hiicre hattinin biiylime kontrol, negatif kontrol ve BEAS-2B hiicre hattinin
kendi kompleks 3 ICso (sirast ile 0,70; 0,95; 0,55; 2,14 uM) dozunun neden oldugu
kuyruk %DNA degerleri sirastyla 4,48 + 0,20; 4,26 = 0,53; 56,38 £+ 1,98 seklindedir.
Kompleks 3’iin Caco-2, MCF7 ve Hep-3B hiicre hatlarindaki ICsy dozlar1 (sirast ile
0,70; 0,95; 0,55 uM) ile BEAS-2B hiicre hattina muamele edilmesi sonucu olusan
kuyruk %DNA degerleri sirasiyla 33,33 £ 1,26; 26,50 = 1,28; 26,66 + 1,09 dur.
Kompleks 3’tin Caco-2, MCF7 ve Hep-3B hiicre hatlarindaki ICsy dozlar1 (sirast ile
0,70; 0,95; 0,55 uM) ortalama kuyruk %DNA degerlerini negatif kontrole kiyasla
istatistiki olarak anlamli seviyede arttirirken, BEAS-2B hiicre hattinin kendi kompleks 3
ICs0 dozu ile kiyaslandigin da kuyruk %DNA degerlerinin istatistiki olarak anlaml

seviyede diislik oldugu gozlenmistir (p<0,001).

BEAS-2B hiicre hattinin biiyiime kontrol, negatif kontrol ve BEAS-2B hiicre hattinin
kendi kompleks 3 1Cso dozunun (sirast ile 0,70; 0,95; 0,55; 2,14 uM) neden oldugu
OTM degerleri sirasiyla 0,54 = 0,02; 0,72 + 0,22; 20,06 = 0,93 seklindedir. Kompleks
3’tin Caco-2, MCF7 ve Hep-3B hiicre hatlarindaki 1Csy dozlar1 (siras1 ile 0,70; 0,95;
0,55; 2,14 uM) ile BEAS-2B hiicre hattina muamele edilmesi sonucu olusan OTM
degerleri sirastyla 6,23 + 0,40; 3,67 + 0,22; 4,24 + 0,25 dir. Kompleks 3’iin Caco-2,
MCF7 ve Hep-3B hiicre hatlarindaki 1Csp dozlar1 (sirasi ile 0,70; 0,95; 0,55 uM)

ortalama OTM degerlerini negatif kontrole kiyasla istatistiki olarak anlamli seviyede
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arttirirken, BEAS-2B hiicre hattinin kendi kompleks 3 ICso dozu (2,14 uM) ile
kiyaslandigin da OTM degerlerinin istatistiki olarak anlamli seviyede diisiik oldugu
gozlenmistir (p<0,001).

Cizelge 4.13. Kompleks 3’tin Caco-2, MCF7 ve Hep-3B hiicre hatlarindaki 1Csg dozu
ile BEAS-2B hiicre hattina muamele edilmesi sonucu elde edilen Kuyruk uzunlugu,
Kuyruk %DNA ve OTM degerleri. +; standart hatay1 ifade etmektedir, ilgili solvent
kontrol ile karsilastirilmustir %; p< 0,05, b, p<0,01 % p< 0,001, BEAS-2B ICs; dozu ile
karsilagtirilmustir & p< 0,05, & p< 0,01, %; p< 0,001

BEAS-2B

Dozlar Kuyruk Uzunlugu | Kuyruk % DNA OTM
Biiyiime Kontrol 3,88 £0,08 4,48+ 0,20 0,54 +£0,02
Negatif Kontrol 4,32 +£ 0,45 4,26 + 0,53 0,72 +£0,22
Caco Kompleks 3 ICs
(0,70 pM) 18,66 + 0,93 33,33+ 1,26 | 6,23 + 0,40

n
MCF7 Kompleks 3 ICs
(0,95 pM) 11,71 £ 0,51 26,50 + 1,28 | 3,67 + 0,22
Hep-3B Kompleks 3 ICs
(0,55 pM) 14,53 + 0,66 26,66+ 1,099 | 424+ 0,25
BEAS-2B Kompleks 3 1Cs
(2,14 pM) 46,31 + 1,58 56,38+ 1,98 | 20,06 + 0,93

Kompleks 3’iin 0,55; 0,70; 0,95; 2,14 uM dozlar (sirasi ile Hep-3B 1Cs, Caco-2 1Cs,
MCF7 1Cso, BEAS-2B ICs) ile BEAS-2B hiicre hatlarina muamele edilmesi sonucu
BEAS-2B hiicre hattinda Kuyruk uzunlugu, Kuyruk %DNA ve OTM degerlerinde ki
artis regresyon analizi ile incelenmistir. Bu dozlarin secilmesinde ki amac¢ kanser
hiicrelerinin %350 sini 6ldiiren kompleks 3 dozlarmin saglikli hiicre hatlarina ne 6lgiide
zarar verdigini gozlemlemektir. KU i¢in Kompleks 3’iin 0,55; 0,70; 0,95; 2,14 uM
dozlart i¢in elde edilen regresyon egrisi Sekil 4.113’de gosterilmistir, bu egrinin
denklemi ise y=0,41+20,64* Doz seklinde belirlenmistir (R2 =0,876; p>0,05). Kuyruk
%DNA i¢in Kompleks 3’iin 0,55; 0,70; 0,95; 2,14 uM dozlari igin elde edilen regresyon
egrisi Sekil 4.114’de gosterilmistir, bu egrinin denklemi ise y=15,75+18,4* Doz
seklinde belirlenmistir (R? =0,884; P>0,05). OTM i¢in Kompleks 3’iin 0,55; 0,70; 0,95;
2,14 uM dozlan icin elde edilen regresyon egrisi Sekil 4.115’de gosterilmistir, bu
egrinin denklemi ise y=2,54+10,22* Doz seklinde belirlenmistir (R2 =0,907; p<0,05).
Sonug olarak BEAS-2B hiicre hattinda kompleks 3’iin kullanilan bu dozlara bagl olarak
doz artis1 ile OTM degerlerinde anlamli artis oldugu tespit edilmistir.
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RZ Linear = 0,876
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Kompleks 3 Dozlar: 0,55; 0,70; 0,95; 2,14 uM

Sekil 4.113. Kompleks 3’tin 0,55; 0,70; 0,95; 2,14 uM dozlar1 ile BEAS-2B hiicre
hatlarina muamele edilmesi sonucu BEAS-2B hiicre hattinda elde edilen Kuyruk
uzunlugu degerleri (uM).
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RZ Linear = 0,354
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Kompleks 3 Dozlar: 0,55; 0,70; 0,95; 2,14 uM

Sekil 4.114. Kompleks 3’tin 0,55; 0,70; 0,95; 2,14 uM dozlan ile BEAS-2B hiicre
hatlarina muamele edilmesi sonucu BEAS-2B hiicre hattinda elde edilen kuyruk %DNA
degerleri.
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RZ Linear = 0,907
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Kompleks 3 Dozlar: 0,55; 0,70; 0,95; 2,14 uM

Sekil 4.115. Kompelsk 3’tin 0,55; 0,70; 0,95; 2,14 uM dozlan1 ile BEAS-2B hiicre
hatlarina muamele edilmesi sonucu BEAS-2B hiicre hattinda elde edilen OTM
degerleri.

4.8.4. Kompleks 4’iin Caco-2, MCF7 ve Hep-3B hiicre hatlarindaki ICsy degerleri
ile BEAS-2B hiicre hatlarina muamelesinden elde edilen Kuyruk uzunlugu,
Kuyruk %DNA ve OTM verileri

Kompleks 4’tin Caco-2, MCF7 ve Hep-3B hiicre hatlarindaki 1Cso dozu (2,78; 2,21;
1,63 uM) ile BEAS-2B hiicre hattina muamele edilmesi sonucu elde edilen Kuyruk
uzunlugu, Kuyruk %DNA ve OTM degerleri 4.11., 4.12., 4.13.’de verilmistir. Elde
edilen veriler BEAS-2B hiicre hattinin muamele edilen komplekse ait ICsp dozundaki

(3,77 uM) komet degerleri ve negatif kontrol ile karsilastirilmistir.
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BEAS-2B hiicre hattinin biiyiime kontrol, negatif kontrol ve BEAS-2B hiicre hattinin
kendi kompleks 4 1Csy dozunun (3,77 uM) neden oldugu kuyruk uzunlugu degerleri
sirastyla 3,88 + 0,08; 4,32 + 0,45; 46,79 = 1,36 um seklindedir. Kompleks 4’{in Caco-2,
MCF7 ve Hep-3B hiicre hatlarindaki 1Csy dozlart (2,78; 2,21; 1,63 uM) ile BEAS-2B
hiicre hattina muamele edilmesi sonucu olusan kuyruk uzunlugu degerleri sirasiyla
21,95 + 1,31; 23,50 + 1,33; 21,34 £ 1,16 pm dir. Kompleks 4’iin Caco-2, MCF7 ve
Hep-3B hiicre hatlarindaki 1Cso dozlar (2,78; 2,21; 1,63 uM) ortalama K.U. degerlerini
negatif kontrole kiyasla istatistiki olarak anlamli seviyede arttirirken, BEAS-2B hiicre
hattinin kendi kompleks 4 ICsp dozu (3,77 uM) ile kiyaslandiginda kuyruk uzunlugu
degerlerinin istatistiki olarak anlamli seviyede diisiik oldugu gézlenmistir (p<0,001).

BEAS-2B hiicre hattinin biiyiime kontrol, negatif kontrol ve BEAS-2B hiicre hattinin
kendi kompleks 4 ICso dozunun (3,77 uM) neden oldugu kuyruk %DNA degerleri
sirastyla 4,48 £ 0,20; 4,26 = 0,53; 59,03 £ 1,90 seklindedir. Kompleks 4’iin Caco-2,
MCF7 ve Hep-3B hiicre hatlarindaki 1Csy dozlar1 (2,78; 2,21; 1,63 uM) ile BEAS-2B
hiicre hattina muamele edilmesi sonucu olusan kuyruk %DNA degerleri sirasiyla 34,72
+1,79; 35,28 + 1,82; 34,52 + 1,77 dir. Kompleks 4’lin Caco-2, MCF7 ve Hep-3B hiicre
hatlarindaki 1Csy dozlart (2,78; 2,21; 1,63 uM) ortalama kuyruk %DNA degerlerini
negatif kontrole kiyasla istatistiki olarak anlamli seviyede arttirirken, BEAS-2B hiicre
hattinin kendi kompleks 4 ICso dozu (3,77 uM) ile kiyaslandigin da kuyruk %DNA

degerlerinin istatistiki olarak anlamli seviyede diisiik oldugu gézlenmistir (p<0,001).

BEAS-2B hiicre hattinin biiyiime kontrol, negatif kontrol ve BEAS-2B hiicre hattinin
kendi kompleks 4 1Cso dozunun (3,77 uM) neden oldugu OTM degerleri sirasiyla 0,54 +
0,02; 0,72 = 0,22; 20,98 + 0,82 seklindedir. Kompleks 4’tin CaCo-2, MCF-7 ve Hep-3B
hiicre hatlarindaki 1Csq dozlar1 (2,78; 2,21; 1,63 uM) ile BEAS-2B hiicre hattina
muamele edilmesi sonucu olusan OTM degerleri sirastyla 8,25 +0,63; 8,76 £ 0,67; 7,99
+ 0,58 dir. Kompleks 4’iin Caco-2, MCF7 ve Hep-3B hiicre hatlarindaki 1Csy dozlari
(2,78; 2,21; 1,63 pM) ortalama OTM degerlerini negatif kontrole kiyasla istatistiki
olarak anlamli seviyede arttirirken, BEAS-2B hiicre hattinin kendi kompleks 4 ICsg
(3,77 uM) dozu ile kiyaslandigin da OTM degerlerinin istatistiki olarak anlamli
seviyede diislik oldugu gozlenmistir (p<0,001).
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Cizelge 4.14. Kompleks 4’tin Caco-2, MCF7 ve Hep-3B hiicre hatlarindaki 1Csg dozu
(2,78; 2,21; 1,63) ile BEAS-2B hiicre hattina muamele edilmesi sonucu elde edilen
Kuyruk uzunlugu, Kuyruk %DNA ve OTM degerleri. +; standart hatayr ifade
etmektedir, ilgili negatif kontrol ile karsilastirilmustir % p< 0,05, °; p<0,01 & p< 0,001,
BEAS-2B ICsq dozu ile karsllas‘urllmlstlrd; p< 0,05, % p< 0,01, f. p< 0,001

BEAS-2B
Kuyruk %

Dozlar Kuyruk Uzunlugu DNA OTM
Biiyiime Kontrol 3,88 £ 0,08 4,48 + 0,20 0,54 + 0,02
Negatif Kontrol 432 +045 426 +0,53 0,72 £ 0,22
Caco-2 Kompleks 4 1Cs
(2,78 pM) 21,95+ 1,31 34,72+ 1,79 | 8,25+ 0,63
MCF7 Kompleks 4 1Cs
(2,21 pM) 23,50 + 1,33 3528+ 1,82 | 8,76+ 0,67
Hep-3B Kompleks 4 I1Cs,
(1,63 pM) 21,34+ 1,16 34,52+ 1,77 | 7,99 + 0,58
BEAS-2B Kompleks 4 1Cs
(3,77 pM) 46,79 + 1,36 59,03+ 1,90 | 20,98+ 0,82

Kompleks 4°in 1,63; 2,78; 2,21; 3,77 uM dozlar (siras1 ile Hep-3B 1Csg, Caco-2 ICsy,
MCF7 1Csp, BEAS-2B ICs) ile BEAS-2B hiicre hatlarina muamele edilmesi sonucu
BEAS-2B hiicre hattinda Kuyruk uzunlugu, Kuyruk %DNA ve OTM degerlerinde ki
artis regresyon analizi ile incelenmistir. Bu dozlarin se¢ilmesinde ki amag¢ kanser
hiicrelerinin %350 sini 6ldiiren kompleks 4 dozlarinin saglikli hiicre hatlarina ne 6l¢iide
zarar verdigini gozlemlemektir. KU igin Kompleks 4’iin 1,63; 2,78; 2,21; 3,77 uM
dozlar1 icin elde edilen regresyon egrisi Sekil 4.116°de gosterilmistir, bu egrinin
denklemi ise y=1,92+11,67* Doz seklinde belirlenmistir (R*> =0,749; p>0,05). Kuyruk
%DNA i¢in Kompleks 4’iin 1,63; 2,78; 2,21; 3,77 uM dozlar1 igin elde edilen regresyon
egrisi Sekil 4.117°de gosterilmistir, bu egrinin denklemi ise y=11,23+11,42* Doz
seklinde belirlenmistir (R2 =0,740; P>0,05). OTM i¢in Kompleks 4’tin 1,63; 2,78; 2,21;
3,77 uM dozlar1 igin elde edilen regresyon egrisi Sekil 4.118’de gosterilmistir, bu
egrinin denklemi ise y=4,1+6,01* Doz seklinde belirlenmistir (R2 =0,748 p>0,05).
Sonug olarak BEAS-2B hiicre hattinda kompleks 4’iin kullanilan bu dozlara bagl olarak
doz artis1 ile Kuyruk uzunlugu, Kuyruk %DNA ve OTM degerlerinde anlaml artis
oldugu tespit edilmemistir.
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RZ Linear = 0,749
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Kompleks 4 Dozlar: 1,63; 2,78; 2,21; 3,77 uM

Sekil 4.116. Kompleks 4’tin 1,63; 2,78; 2,21; 3,77 uM dozlar1 ile BEAS-2B hiicre
hatlarina muamele edilmesi sonucu BEAS-2B hiicre hattinda elde edilen Kuyruk
uzunlugu degerleri (uM).
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RZ Linear = 0,740
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Kompleks 4 Dozlar: 1,63; 2,78; 2,21; 3,77 uM

Sekil 4.117. Kompleks 4’tn 1,63; 2,78; 2,21; 3,77 uM dozlan1 ile BEAS-2B hiicre
hatlarina muamele edilmesi sonucu BEAS-2B hiicre hattinda elde edilen kuyruk %DNA
degerleri.
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RZ Linear = 0,748
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Kompleks 4 Dozlar: 1,63; 2,78; 2,21; 3,77 tM

Sekil 4.118. Kompelsk 4’tin 1,63; 2,78; 2,21; 3,77 uM dozlarn1 ile BEAS-2B hiicre
hatlarina muamele edilmesi sonucu BEAS-2B hiicre hattinda elde edilen OTM
degerleri.
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5. TARTISMA VE SONUC

Bu tez ¢alismasinda yeni sentezlenen 4 farkli bakir(Il) karisik ligant kompleksi ile
calistlmistir. Bu kompleksler “Kompleks 1: [Cu(phen),(H,O)](NOs),; kompleks 2:
[Cu(phen)(tyr)(H20)]NO3-2H,0; kompleks 3: [Cu(dmphen),(NO3)]NO3; ve kompleks
4: [Cu(dmphen)(tyr)(H20)]NO3-H,O” seklindedir. Caco-2, MCF7, Hep-3B ve BEAS-
2B hiicre hatlarinda bakir komplekslerinin antipoliferatif etkileri XTT testi ile,
genotoksik etkileri komet ve mikroniikleus testi ile, apoptotik-nekrotik etkileri M30-
MG65 testi ile, oksidatif hasar ROS ve 8-oxoguanidin (8-OHdG) testleri ile aragtirilmistir.

Bakar (I,II) koordinasyon bilesiklerinin antipoliferatif etkileri ile ilgili son yillarda ¢ok
sayida calisma yapilmistir. Aktif bakir ilaci sentezi i¢in ¢ok sayida cesitli ligant
kullanilmistir. Rapor edilen bakir kompleksleri ¢ogunlukla bakir(II) kompleksleridir ve
ligantin merkez atom etrafinda koordine olan atom sayisi 1’den (monodentate) 6’ya
(hexadentate) kadar degismektedir (Mukherjee 2004). Ligantlarin se¢imi genellikle
farkli yaklasimlarla belirlenmektedir. Bircok calismada anti-inflamatuar ilaglar, dogal
ilaglar ve anti timor ajanlar gibi 6zellikle DNA’y1 hedef alan tiirler sinerjitik metal-
ligant etkisine isaret etmektedir. Ligantlarin se¢iminde ligantin DNA disinda diger
spesifik hedeflerinin olmasi, biyolojik bolgeleri taklit edebilmesi, bakiri oksidasyon
seviyesinde karali tutabilmesi ve 6zel lipofiliklik saglayabilmesi gibi ozellikler goz

oniinde bulundurulmaktadir (Marzano ve ark. 2009).

Calismada pozitif kontrol ajam1 olarak interkalasyon ile DNA'ya baglanarak etkili
oldugu bilinen bir metal kompleksi olan cisplatin kullanilmistir. Cisplatinin klinikte
kullanim1 onaylandiktan sonra cisplatinin sistemik ve organlara spesifik toksisitesini
azaltarak klinik etkisini arttirmak ic¢in yeni platin igerikli ve platin icerikli olmayan
ilaglarin  gelistirilmesi asamasinda biiyilk c¢aba harcanmistir. Platin igermeyen
bilesiklerin gelistirilmesi i¢in bakir igerikli kompleksler endojen metallerin daha az

toksik olabilecegini gostermistir (Santini ve ark. 2014).

Calismada 4 farkli bakir kompleksinin Caco-2, MCF7, Hep-3B kanser hiicre hatlarinda
ve BEAS-2B saglikli hiicre hattindaki sitotoksisitesi XTT testi ile gosterilmistir ve
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klinikte yaygin kullanilan cisplatin ile kiyaslanmistir. Bakir komplekslerinin tiim hiicre
hatlarinda cisplatine kiyasla daha yiiksek sitotoksisite gosterdigi bulunmustur. Kanser
hiicre hatlar1 arasinda bakir komplekslerine en duyarhi hiicre hattinin Hep-3B oldugu
tespit edilmistir. Komplekslerin ve cisplatinin BEAS-2B saglikli hiicre hattina diger
hiicre hatlarina kiyasla daha az zarar verdigi tespit edilmistir. Kompleksler kendi
aralarinda kiyaslandiginda kompleks 3’iin tim hiicre hatlarinda en diisiik ICso degerine
sahip oldugu gozlenmistir. Kompleks 1 ve 2 benzer kimyasal yapida olup kompleks
2’de kompleks 1’den farkli olarak L-tyrosin bulunmaktadir. Ayni sekilde kompleks 3 ve
4 benzer kimyasal yapida olup kompleks 3’de kompleks 4’den farkli olarak L-tyrosin
bulunmaktadir. Yapisinda aminoasit bulundurmayan komplekslerin aminoasit
bulunduranlara kiyasla sitotoksisitesinin daha yiiksek oldugu gézlenmistir. Kompleks 1
ve kompleks 2’nin DNA kesme aktiviteleri pBR322 plasmid DNA ile yapilan ¢aligmada
incelenmis ve kompleks 1’in kompleks 2’ye kiyasla plasmid DNA’y1 kesmede daha
etkili oldugu gozlenmistir (Inci ve ark. 2015). Kompleks 3 ve kompleks 4’iin DNA
kesme aktiviteleri pBR322 plasmid DNA ile yapilan ¢alismada incelenmis ve kompleks
3’lin kompleks 4’e kiyasla plasmid DNA’y1 kesmede daha etkili oldugu gézlenmistir
(Inci ve ark. 2014). Komplekslerin DNA’ya baglanma sekli ise absorbsiyon
spektroskopisi, florosan specktroskopisi ve termal denatiirasyon testleri ile incelenmis

komplekslerin DNA’ya interkalasyon yaptig1 tespit edilmistir (Inci ve ark 2014, 2015).

Yapilan caligmalar in-vitro sitotoksisite ile bakir(Il) karigik ligant komplekslerinin
DNA’ya baglanmast ve DNA etkilesimi arasinda iligki oldugunu gostermektedir. DNA
interkalasyonu DNA yapisinin bozulmasina neden olmakta ve DNA’nin pargalanmasini
kolaylagtirmaktadir. Bu yeni antineoblastik bakir icerikli metal ilaglar1 kimyasal
niikleazlar gibi davranmaktadirlar, 6zellikle niikleobaz oksidasyonuna, fosfat ester
hidrolizine ve deoksiriboz seker oksidasyonuna neden olmaktadirlar (Pratviel ve ark.

1995).

Bakir komplekslerinin sitotoksisitesine neden olan mekanizmalar1 aydinlatmak igin

ROS, 8-OHdG, komet, mikroniikleus, M30-M65 testleri yapilmistir.
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Bakir(Il) komplekslerinin redoks o6zelliklerinden dolayt DNA’y1 oksidatif olarak
pargalayan ajanlarin gelistirilmesinde kullanilmistir. 1986’da Zue bakir komplekslerinin
DNA’ya yiiksek affinite ile baglandigini1 ve redoks katalizorii olarak islev gordiigiinii
gostermistir. Daha sonra pek ¢ok ¢alismada bakir komplekslerinin plasmid DNA’sini1
oksidatif yolak ile pargaladigi ortaya koyulmustur. Bakir kompleksleri tarafindan
gerceklestirilen DNA  degredasyonunun Fenton tipi reaksiyonlar aracilign ile
gerceklestigi diisiintilmektedir. Bu reaksiyonlar hidroksi radikalleri veya metal igerikli
ara trlinler (CuOH+2 veya CuO tierleri gibi) gibi ROS’un kaynagidir. Bu firiinler
DNA’nin dogrudan oksidasyonu veya DNA poliniikleotid zincirinin par¢alanmasina

neden olmaktadir.

Komplekslerin hiicre kiiltiiriinde neden oldugu hiicre i¢i ROS miktar1 Caco-2, MCF7,
Hep-3B ve BEAS-2B hiicre hatlarinda elisa testi ile Olgiilmistiir. Hiicre hatlarina
komplekslerin 1Csq ve 1C75 dozlart ile 2 saat siiresince muamele edilmistir. Caco-2 hiicre
hattinda kompleks 2’nin ve BEAS-2B hiicre hattinda kompleks 3 ve 4’iin ICso dozu
muameleri hiicre i¢i ROS seviyesinde anlamli bir artisa neden olmazken bu guruplar
disindaki tiim muameleler hiicre i¢i ROS seviyesini anlamli sekilde arttirmistir. MCF7
hiicre hattinda kompleks 2 ve Hep-3B’de kompleks 3’iin ICsq ve ICs dozlart arasindaki
ROS artis1 istatistiki olarak anlamli degilken diger tiim muamele gruplarinda IC;5s dozu

ICs0 dozuna kiyasla anlamli bir artisa neden olmustur.

Bakir komplekslerinin redoks 6zellikleri ve ROS iirettikleri bilinmektedir. Fakat cogu
calisma hiicre olmayan sistemlerde yapilmustir. Ng ve ark.
[Cu(phen)(aa)(H20)]NO3<xH20 1-4 (phen = 1,10-phenanthroline; aa = gly (1), DL-ala
(2), sar (3), C-dmg (4)) komplekslerinin MDA-MB-231 kanser ve MCF10A saglikli
meme hiicrelerinde SuM ve 10uM dozlarinda 6 ve 24 saat muamele edildiginde olusan
ROS miktarimi 6lgmiislerdir. SuM dozunun 6 saatlik muamelesinde higbir kompleks
ROS artigin1 anlamli sekilde yiikseltmemistir. 10uM dozlarinin 6 saatlik muamelesinde
ise MDA-MB-231 kanser hiicre hatlarinda ROS seviyesinde kontrole kiyasla anlaml1 bir
art1s olurken MCF10A saglikli meme hiicre hatlarinda ROS seviyesinde anlamli bir artis
olmamistir. Bu durum bakir komplekslerinin minimum dozda kanser hiicre hatlarinda

ROS seviyesini arttirirken saglikli hiicre hattinda ROS seviyesini anlamli sekilde
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degistirmedigini gostermistir. Kompleksler ile 24 saat muamele edildiginde ise ROS
seviyesi her iki hiicre hattinda da anlamli sekilde artmis fakat saglikli hiicre hattinda ki
artisin daha diisiik oldugu tespit edilmistir. Kanser hiicre hatlarinda komplekslerin
neden oldugu ROS artisinin konsantrasyona ve zamana bagli oldugu gosterilmistir (Ng

ve ark. 2014).

Yapilan ¢alismalar bakir komplekslerinin siiperoksit radikalleri (O,")ve hidroksil
radikalleri (*OH) gibi ROS iiriinleri olusturdugunu gostermistir. Bakir komplekslerinin
Fenton reaksiyonlar1 ile ROS olusumuna neden oldugu gosterilmistir (Macias ve ark.
2003). Bir ¢ok ¢aligmada komplekslerin DNA kesme aktivitesinin oksidatif bir siireg ile
gerceklestigi ileri siirlilmiistiir. Kompleksler tarafindan iiretilen *OH radikalleri DNA ile
etkilesime girmekte ve deoksiribozdan hidrojen atomlar1 kopararak DNA zincir

kiriklarina neden olmaktadirlar.

*OH radikalleri ayn1 zamanda proteinler, membran lipidleri ile de -etkilesime
girmektedirler. *OH radikallerinin DNA ile etkilesime girmesi DNA-protein capraz
baglarina, DNA zincir kiriklarina, DNA baz ve seker hasarlarina neden olmaktadir.
Oksidatif baz lezyonlar1 arasinda 8-hidroksiguanin (8- OHdG) en yaygin olanidir
Adenine ile esleserek GC’nin TA transversiyonuna neden olmaktadir. 8-hidroksiguanin
oksidatif stress, yaslanma ve kanser riskinin biomarkiri olarak kabul edilmektedir
(Cooke ve ark. 2003). Tez ¢alismasinda 8- OHAG oksidatif DNA hasarinin gostergesi
olarak analiz edilmistir. Caco-2, MCF7, Hep-3B ve BEAS-2B hiicre hatlarina 4 saat
stire ile komplekslerin 1Csy dozlari ile muamele edildikten sonra 8- OHdAG seviyeleri
belirlenmistir. 8- OHdG seviyesinin kontrol gruplarma kiyasla tiim hiicre hatlarinda
anlaml sekilde arttig1 tespit edilmistir. Hiicre hatlarindaki ROS seviyesi artisi ve
DNA’da oksidatif hasara neden olmustur.

Molphy ve ark. [Cu(DPQ)(phen)]2+ (Cu-DPQ-Phen), (phen = 1,10-phenanthrolin; DPQ

= dipyridoquinoxaline) kompleksinin pUC19 DNA’da 8- OHdG seviyesini control

grubuna kiyasla anlamli sekilde arttirdigini elisa testi ile tespit etmislerdir.
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Bakir komplekslerinin neden oldugu DNA hasar1 komet ve MN testlerinin bulgulari ile
de desteklenmistir. Caco-2, MCF7, Hep-3B ve BEAS-2B hiicre hatlar1 24 saat bakir
komplekslerinin 1Cs0/2 ve 1Csy dozlari ile muamele edildikten sonra komet testi
gerceklestirilmistir. Komet testi sonuglart Kuyruk uzunlugu, kuyruk %DNA ve Olive
kuyruk momenti parametreleri ile degerlendirilmistir. Caco-2 hiicre hattinda kompleks
1’in 1Cs0/2 dozu ile muamelesi ve MCF7 hiicre hattinda kompleks 2 nin 1Csp/2 dozu ile
muamelesi disinda tim muamele gruplarinda negatif kontrole kiyasla kuyruk
uzunlugunda anlamli bir artis gézlenmistir. Tiim muamele gruplarinda ICso dozu 1Cs/2

dozuna kiyasla kuyruk uzunlugunda anlamli artiga neden olmustur.

Kuyruk %DNA verileri degerlendirildiginde Caco-2 hiicre hattinda 1, 3 ve 4’{in ICs0/2
dozu ile muamelesi ve MCF7 hiicre hattinda kompleks 2 ve 4’iin ICs0/2 dozu ile
muamelesinin kuyruk %DNA miktarinda neden oldugu artis negatif kontrole kiyasla
anlamli degildir. Bunlar disindaki tim muamele gruplarinda negatif kontrole kiyasla
kuyruk %DNA miktarin1 anlamli sekilde artmistir. Caco-2 hiicre hattinin kompleks 4’{in
ICsp dozunun ICsp/2 dozuna kiyasla kuyruk %DNA miktarinda neden oldugu artis
anlamli degildir. Bunun disindaki tiim muamele gruplarinda ICsp dozu ICs0/2 dozuna

kiyasla kuyruk %DNA miktarinda anlamli artisa neden olmustur.

Olive kuyruk momenti verileri degerlendirildiginde Caco-2 hiicre hattinda 1 ve 4’{in
ICs0/2 dozu ile muamelesi ve MCF7 hiicre hattinda kompleks 2 ve 4’tin ICs0/2 dozu ile
muamelelerinin Olive kuyruk momentinde neden oldugu artis solvent kontrole kiyasla
anlaml degildir. Bunlar disindaki tiim muamele gruplarinda solvent kontrole kiyasla
Olive kuyruk momenti degerleri ICs0/2 dozunda anlamli bir artig gostermistir. Tiim
muamele gruplarinda ICsy dozu ICsy/2 dozuna kiyasla olive kuyruk momenti miktarinda
anlaml artisa neden olmustur. Sonuglar komplekslerin DNA fregmantasyonuna neden
oldugunu gostermektedir. ROS ve 8- OHdG testi sonuglart goz Oniinde
bulunduruldugunda DNA parcalanmasinin oksidatif hasar veya komplekslerin kesme
ozelliginden kaynaklandigi disiiniilmektedir. Ramakrishnan ve ark. Kiigiik hiicreli
olmayan akciger kanseri hiicreleri [Cu(L-tyr)(diimine)](ClO,4) (5,6-dmp) kompleksi ile

muamele edildiginde komet kuyruk uzunlugunun arttig1 tespit edilmistir. Ayni
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calismada komplekslerin DNA’nin major oyuguna baglandigi ve DNA’y1 kesme

aktivitesi gosterdigi tespit edilmistir.

Kompleks 1, 2, 3 ve 4 ile yaptigimiz bir calismada komplekslerin DNA’ya
interkalasyon yolu ile baglandigin1 rapor ettik. Yine aymi c¢aligmada komplekslerin

super-coiled pBR322 plasmid DNA’sin1 kestigini gosterdik.

Gandin ve ark. bakir(I) karisik ligant kompleksi [CuCl(dpq)(PCN)] 5,6-dimethyl-1,10-
phenanthroline (dmp), PCN = tris-(2-cyanoethyl)phosphine, ile yaptiklart bir ¢alismada
periferal kan lenfositlerine kompleksin ICsy dozu ile cisplatine duyarli insan ovaryum
kanseri hiicrelerine 6 ve 12 saat muamele ettikten sonra komet testi uygulamislardir.
Komet kuyruk uzunlugunun zaman baglh olarak arttifi tespit edilmistir. “Dpq”nun
DNA’y1 tanima ve kesme fonksiyonu gosterdigi tespit edilmistir. Komet kuyruk
uzunlugundaki artis kompleksin O6nemli miktarda DNA fregmantasyonuna neden

oldugunu gostermistir.

Alemon-Medina ve ark. HeLa hiicrelerinde ve insan lenfositlerinde Casiopeinas’in
niiklear DNA’ya verdigi oksidatif hasar komet testi ile arastirilmistir. HeLa hiicreleri
tizerindeki genotoksik hasarin daha fazla oldugu gosterilmistir. Bunun nedeninin HeLa
hiicrelerinin daha hizli boliinmesi ve HeLa hiicrelerinde ki MnSOD enzim eksikligi
oldugu ileri stirtilmiistiir. Casiopeinas’in ROS olusturarak etki ettigi diisiiniildiigiinde bu
enzimin eksikligi Casiopeinas’in etkisini arttirmaktadir. DNA fragmentleri uzunlugunun
ilag konsantrasyonu ile dogru orantili olarak arttigi ve hiicre 6liimiiniin genotoksik

hasarin sonucu olarak gerceklestigi rapor edilmistir.

Cai ve ark. Bel-7402 karaciger kanser hiicrelerinde bakir-1,10-phenanthroline, Cu(OP),,
kompleksinin ~sitotoksisite mekanizmasit c¢alisilmistir.  OP  ligantinin = Cu(OP);
kompleksinin sitotoksisitesinde 6nemli rol oynadigr diisiiniilmektedir. Kompleksin
neden oldugu ROS artisinin apoptoz selalesini harekete gecirdigi ileri siiriilmiistiir. OP
ligant1 ile hiicre i¢ine asir1 miktarda bakir girisi saglamistir. Kompleks niikleus
membranini gecerek niikleus DNA’sim1 hedef almis, tek ve c¢ift zincir kiriklarina,

modifiye bazlara, DNA-protein ¢apraz baglarina neden olmustur. DNA hasarmin hiicre
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siklusunda tutulmayr ve DNA tamirini uyardigr diistiniilmektedir. DNA hasarinin
apoptozu tetikleyen p53°t aktive ettigi ileri siriilmiistir. Kompleksin Bel-7402
hiicrelerinde neden oldugu DNA hasar1 komet kuyrugundaki %DNA’nin artis1 ile

gosterilmistir.

Arjmand ve arkadaglar1 yaptigi calismada R- enantiyomer bakir(Il) komplekslerin
(C24H34N2010Cuy) genotoksik etkisi vivo si¢an c¢alismasinda kemik iligi mikroniikleus
testi ile ve periferal kan lenfositlerinden komet testi ile tespit edilmistir. Kemik iligi
hiicrelerinde mikroniikleuslu polychromatic eritrositlerin frekans1 kontrol grubuna
kiyasla bakir kompleksleri ile muamele edilen grupda artmustir. Izole edilen sigan
lenfositleri bakir kompleksi ile muamele edildiginde ise komet kuyruk uzunlugu ve

olive kuyruk momenti kontrol grubuna kiyasla anlaml1 diizeyde artmistir.

Serbest radikallerin DNA hasarina neden olarak zincir kiriklar1 ve oksitlenmis bazlar
ozellikle 8-OHdG olusturdugu gosterilmistir. Komet testi oksidatif DNA hasarindan
kaynaklanan DNA tek zincir kiriklarinin tespiti i¢in uygun bir testtir. Tez ¢alismasinin
8-OHdG, ROS ve komet testi sonuglart birbiri ile uyumludur. Test sonuglart bakir
komplekslerinin ROS iireterek veya DNA zincirlerini kirarak DNA hasarina neden

olduguna isaret etmektedir.

Caco-2, MCF7, Hep-3B ve BEAS-2B hiicre hatlarina 24 saat bakir komplekslerinin
ICs0/2 ve ICsy dozlari ile muamele edildikten sonra MN testi ger¢eklestirilmigtir. MN
testi sonuglart MN degerleri ve NDI parametreleri ile degerlendirilmistir. Caco-2 hiicre
hattinda tiim komplekslerin her iki doz ile muamelesi de solvent kontrole kiyasla MN
degerini anlamli diizeyde arttirmistir. Caco0-2 hiicre hattinda kompleks 3’tin 1Csg
dozunun ICs¢/2 dozuna kiyasla MN degerinde neden oldugu artig istatistiki olarak
anlamli degilken, bunun disindaki tiim muamele gruplarinda ICsy dozu ICso/2 dozuna
kiyasla MN degerini anlamli seviyede arttirmigtir. MCF7 hiicre hattinda kompleks 1 ve
2’nin ICsp/2 dozu ile muamelesi neticesinde MN degerinde meydana gelen artig solvent
kontrole kiyasla anlamli degilken, kompleks 3 ve 4 1Cs0/2 dozunda MN degerini anlamli
diizeyde arttirmistir. MCF7 hiicre hattinda tiim komplekslerin ICso dozu ile muamelesi

ise MN degerini anlamli sekilde arttirmistir. Komplekslerin ICsg ve 1Cs/2 doz gruplari
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arasindaki MN degerleri kiyaslandiginda kompleks 1 disindaki diger komplekslerin
doza bagli olarak MN degerini anlamli sekilde arttirdig: tespit edilmistir. Hep-3B hiicre
hattinda tiim kompleksler ICsg Ve 1Cs¢/2 doz gruplarinda MN degerinde solvent kontrole
kiyasla anlamli artisa neden olmus ayni zamanda kompleks 3 disinda diger
komplekslerin ICsy ve 1Cs0/2 doz gruplart kiyaslandiginda doza bagli olarak MN
degerleri anlamli derecede artig gostermistir.  BEAS-2B  hiicre hattinda tiim
komplekslerin 1Csp ve [Cs0/2 dozu ile muamelesi MN degerlerini negatif kontrole
kiyasla anlamli seklide arttirmistir. BEAS-2B hiicre hattinda 1Csg ve 1Cs/2 doz gruplari
arasindaki MN degerleri kiyaslandiginda kompleks 1 disinda diger komplekslerin doza
bagli olarak neden oldugu MN degerlerindeki artis istatistiki olarak anlamlidir.

MN testi kromozom kayiplarindan veya kromozom kiriklarindan kaynaklanan
kromozom hasarmi Ol¢mektedir. Mikroniikleuslarin anafazda geride kalan yeni
hiicrelerin niikleuslarina dahil olamayan kromozomlar veya kromozom pargalarindan
meydana geldigi diisiiniildiigiinde komplekslerin klastojenik veya aneugenic etki
gosterdigi ileri siiriilebilir. Komet testi sonuglarinin da ortaya koydugu gibi kompleksler
DNA kiriklarina neden olmaktadir. DNA’daki tamir edilmeyen ¢ift zincir kiriklari
kromozom kiriklarina neden olmaktadir. Ayni zamanda ROS ve 8-oxoguanin
testlerinden elde edilen sonuglar oksidatif hasar neticesinde DNA kiriklarinin
olusabilecegini ve bunlarin kromozom kiriklarina yol agabileceigini ortaya koymustur.

Beynek ve ark. insan peripheral kan lenfositlerinde yaptiklari ¢alismada makrosiklik
ligand 1,1'-bis(bis-(6,6-oxymethylenyl-2,2'-bipyridine) binaphthyl, (L), CuL(ClOy),,
CuL(NOs3)2-3H,0 komplekslerinin 150 pg/ml dozu ile 24 saat muamele edildiginde

mikronukleus sayisini arttirdigin tespit etmislerdir.

Komplekslerin hiicreler iizerinde neden oldugu sitotoksisite Caco-2, MCF7, Hep-3B ve
BEAS-2B hiicre hatlarinda 1Csy ve ICs¢/2 doz gruplarinda NDI ile dl¢iilmiistiir. CaCo-2
hiicre hattinda tiim komplekslerin her iki doz ile muamelesi de negatif kontrole kiyasla
NDI degerini anlamh diizeyde azaltmistir. 1Csq Ve 1Cs0/2 doz gruplar kendi aralarinda
karsilastirildiginda kompleks 1, 2 ve 3 de doza bagli olarak anlamli seviyede azaltirken
kompleks 4 anlamli seviyede arttirmistir. MCF7 hiicre hattinda kompleks 1’in 1Cs0/2

dozu NDI degerini negatif kontrole kiyasla anlamli derecede arttirirken ICsyp dozu
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anlamli derecede disiirmiistiir. Kompleks 2 MCF7 hiicre hattinda ICsy ve 1Cs0/2 doz
gruplarinda negatif kontrole kiyasla anlamli bir artis gézlenmezken doz grupalri kendi
aralarinda kiyaslandiginda ICsy dozunda NDI degerinin anlamli seviyede daha diisiik
oldugu tespit edilmistir. MCF7 hiicre hattinda kompleks 3’iin ICs0/2 dozu NDI
degerinde anlamli bir farklilik yaratmazken ICsp dozu NDI degerini anlamli seviyede
diistirmustiir fakat dozlar arasinda NDI degerleri agisindan anlamli bir farklilik yoktur.
MCF7 hiicre hattinda kompleks 4 her iki doz grubunda da NDI degerini anlamh
seviyede diisirmiis ve doz artisina bagli olarak NDI degerinde anlamli bir azalma
olmustur. Hep-3B hiicre hattinda kompleks 1 ve 4 her iki doz grubunda da solvent
kontrole kiyasla NDI degerinde anlamli degisiklie neden olmamistir. Hep-3B hiicre
hattinda kompleks 2 ve 3 HEP-3B hiicre hattinda her iki doz grubunda da solvent
kontrole kiyasla NDI degerlerini anlamli diizeyde arttirmistir. Hep-3B hiicre hattinda
ayni zamanda kompleks 3 ICsy dozunda 1Cso/2 dozuna kiyasla NDI degeri anlamli
derecde azaltmistir. BEAS-2B hiicre hattinda tiim muamele gruplarinda solvent kontrole
kiyasla NDI degerleri anlamli seviyede diisiis gostermistir. Ayn1 zamanda BEAS-2B
hiicre hattinda tiim kompleksler ICsy dozunda ICso/2 dozuna kiyasla NDI degerini

anlamli seviyede diistirmiistiir.

Hiicre oliim yollarini tespit etmek i¢in M30 ve M65 testleri yapilmistir. M30 testi
apoptotik hiicre Oliimiiniin bir biyomarkir1 iken M65 testi nekrotik 6liim seklinin
gostergesidir. M30 sonuglar1 degerlendirildiginde tiim kanser hiicre hatlarinda ICsq ve
ICgp dozlarinda M30 seviyesinin negatif kontrol grubuna kiyasla anlamli diizeyde arttig1
fakat 1Csyp ve ICyy dozlar1 kendi aralarinda kiyaslandiginda ICsy dozunda M30
seviyesinin 1Cyy dozuna kiyasla anlamli seviyede yiiksek oldugu tespit edilmistir. Bu
durum komplekslerin diisiik dozda daha yiliksek oranda apoptoza neden oldugunu
gostermektedir. M30 seviyesinin ICgqp dozunda ICsp dozuna kiyasla azalmasi yliksek
dozda hiicrelerin nekroz ile 6ldiigline isaret etmektedir. Bu varsayim M65 sonuglar ile
desteklenmistir.

Caco-2 hiicre hattinda kompleks 2 ve kompleks 3’tin, MCF7 hiicre hattinda
kompleks1’in ve Hep-3B hiire hattinda kompleks 1’in ICsp dozlari ile muamele
edildiginde M65 seviyeleri negatif kontroliin altina diismiistiir. Bu dozlarda M65

seviyesi diiserken M30 seviyesinin artis1 diisitk dozda hiicrelerin apoptoz ile dldiigiinii
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gostermektedir. Bu komplekslerin ICgy dozlar1 ise M65 seviyesinde anlamli artisa neden
olmustur. Caco-2, MCF7 ve Hep-3B hiicre hatlarinda komplekslerin ICsy dozlar ile
muamele sonucunda M65 seviyesi negatif kontrole kiyasla artmis fakat ICsy ve 1Cqg
dozlar kiyaslandiginda ICqg dozunun neden oldugu artisin ICsp dozuna kiyasla daha
yiikksek oldugu tespit edilmistir. Hiicreler ICsy dozunda apoptoz ile oOliirken ICgqg

dozunda nekroz ile 6lmektedir.

ROS testinden elde ettigimiz sonuglar hiicrelerin yiliksek dozda nekroza gittigini
aciklamaktadir. Komplekslerin IC7s dozlari tiim hiicre hatlarinda ROS olusumunu
anlamli diizeyde arttirmigtir ve hiicrelerin nekroza gidis nedenin artan ROS miktar1 ve
buna bagli olarak neden oldugu DNA hasar1 oldugu diisliniilmektedir. Bu gdzlem
Fenech ve arkadasalrinin bulgulari ile uyumludur. Fenech ve arkadasalrinin yaptigi
calismada 25-50 ve 100 uM dozlarinda H,O, muamelesinden sonra nekroz ve apoptoz

arasinda negatif bir korelasyon oldugunu gostermislerdir.

Hampton ve arkadaslar1 tarafindan yapilan baska bir calismada yiiksek seviyede
oksidatif stresin caspazlari inhibe ettigi ve apoptozu geciktirerek apoptozdan nekrotik
olime gecisi sagladigini  gosterilmistir. Calismada Jurkat T-lenfositlerine 50uM
hidrojen peroksit ile muamele edildiginde kaspaz aktivasyonunun gergeklestigi
gozlemlenmistir. Kaspaz aktivitesi ilk olarak 3 saat sonra belirlenmis ve 6 saat sonunda
apoptozun morfolojik belirtileri ortaya ¢ikmistir. Hidrojen peroksitin yliksek
konsantrasyonlarinda kaspaz aktivitesi tespit edilmemis ve hiicrelerin nekroz ile 61diigi
gozlemlenmistir. Hidrojen peroksitin ayni1 zamanda sisteine bagli bu proteazlar lizerinde

inhide edici etkisi oldugu distiniilmektedir (Hampton ve Orrenius 1997).
ROS ve redoks-aktif bilesiklerin apoptozu indiikledigine ve yiiksek dozlarinin nekroza
neden oldugu farkli ¢aligmalar tarafindan da desteklenmistir (Lennon ve ark. 1991,

Dypbukt ve ark. 1994).

Komplekslerin  kanser hiicre hatlarindaki ve saglikli hiicrelerdeki etkilerini

kiyaslayabilmek i¢in kanser hiicre hatlarindan elde edilen ICsq degerleri ile saglikli
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hiicre hatlarina muamele edilmistir ve genotoksik hasarin tespiti i¢cin komet testi

kullanilmistir.

Kompleks I, II, III ve IV’iin Caco-2, MCF7, Hep-3B hiicre hatlarindaki IC 50 dozlar ile
Beas-2B hiicre hattina muamelesinden komet testi sonucu elde edilen Kuyruk uzunlugu,

Kuyruk %DNA ve OTM degerleri gentoksik hasarin parametreleri olarak kullanilmistir.

Elde edilen veriler BEAS-2B hiicre hattinin muamele edilen komplekse ait 1Csg
dozundaki komet degerleri ve negatif kontrol ile karsilastirilmistir. Her {i¢ kanser hiicre
hattinin kompleks 1 ICsy degerleri ile BEAS-2B hiicre hattina muamele edildiginde tiim
muamele gruplarinda kuyruk uzunlugu, kuyruk %DNA ve OTM degerlerinin solvent
kontrole kiyasla anlamli seviyede arttigi, BEAS-2B’nin kendi ICso dozuna kiyasla

anlamli seviyede diisiik oldugu tespit edilmistir.

Kompleks 2’nin Hep-3B hiicre hattindaki ICso dozu ile BEAS-2B hiicre hattina
muamele edildiginde negatif kontrole kiyasla kuyruk uzunlugu degerinde anlamli bir
artis olmamistir, bunun digindaki tiim muamele gruplarinda negatif kontrole kiyasla ve
BEAS-2B hiicre hattinin kendi ICsp dozu grubuna kiyasla kuyruk uzunlugu, kuyruk
%DNA ve OTM degerleri anlamli seviyede artmistir. Kompleks 3 ve 4’iin her ii¢ kanser
hiicre hattindaki ICsg dozlar1 ile muamele edildiginde tiim muamele gruplarinda negatif
kontrole kiyasla ve ilgili kompleksin BEAS-2B hiicre hattindaki ICso dozuna kiyasla
tim komet parametrelerinde anlamli bir artis olmustur. Sonucglar genel anlamda
komplekslerin kanser hiicrelerini 6ldiirtirken saglikli hiicrelere de zarar verdigini fakat

bu zararin saglikli hiicrelerde daha diisiik oranda oldugunu ortaya koymustur.

ROS ve 8-oxoguanin testlerinden elde edilen sonuglar bakir komplekslerinin oksidatif
DNA hasarina neden oldugunu gostermektedir. ROS ve 8-oxoguanin testlerinden elde
edilen sonuglar mikronukleus ve komet testlerinin sonuglari ile de desteklenmistir. DNA
hasarinin neden oldugu hiicre 6liimii M30 ve M65 testleri ile 6l¢iilmiistiir ve sonuglar
hiicrelerin bakir komplekslerinin diisiik dozlarinda apoptoza yiiksek dozlarinda nekroza

gittigini géstermistir.
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Elde edilen bulgular 1s181nda tez ¢alismasinda kullanilan bakir komplekslerinin Caco-2,
MCF7 ve Hep-3B kanser hiicre hatlarina kars1 gii¢lii antipoliferatif etki gosterdigi ve
saglikli BEAS-2B hiicre hatlarina kars1 daha az toksik oldugu tespit edilmistir. Bakir
komplekslerinin oksidatif DNA hasar1 ve DNA fregmantasyonu ile apoptoz veya
nekrozu tetikledigi goriilmiistiir. Bakir komplekslerinin klinikte kullanilmasi i¢in vivo
calismalara ihtiya¢ vardir. Vivo calismalarda olumlu sonuglar alindig: takdirde kilinik

uygulamalar i¢in umut verici olacaktir.
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