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OZET
Yiksek Lisans Tezi

BAKIR (I1) METAL-KARISIK LIGAND KOMPLEKSININ [Cu (5-nitro-1-10-
fenantrolin) (L-asparajin)] CIO4)n SITOTOKSIK VE DNA HASAR ETKILERININ
CESITLI HUCRE HATLARINDA IN VITRO BELIRLENMESI

Neylan ORAL
Uludag Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisti
Biyoloji Anabilim Dal1
Damsman: Prof. Dr. Niliifer CINKILIC

Bu calismada hazir besiyerinde (RPMI medium + Fetal Bovine Serum + L-glutamin +
Sodyum piriivat + Penisilin-Streptomisin) ¢dziinen yeni sentezlenmis polimerik yapili
bir bakir kompleksinin[Cu (5-nitro-1-10-fenantrolin) (L-asparajin)] CIO4)n, A549 insan
akciger kanseri hiicre hatti, Beas-2B insan saglikl1 brons epitel hiicre hatti, MCF7 insan
meme kanseri hiicre hatt1 ve Caco-2 insan kolon kanseri hiicre hattinda sitotoksik etkisi
XTT testi ile incelenmistir. Bu testte hiicre hatlar1 0,1’den 25.6 uM arasinda degisen
konsantrasyonlarda bakir kompleksi ile 24 saat muamele edilip sonucunda yiizde
canlilik egrisi elde edilerek ICiz 5, ICos, ICso ve IC75 degerleri bulunmustur. Hiicrelerin
canliligm1 sonlandiran mekanizmay1 aydinlatmak i¢in ise bir genotoksisite testi olan
komet testinden yararlanilmistir. Hiicre hatlarinin ortalama kuyruk uzunlugu, kuyruk
%DNA ve Olive kuyruk momenti Olgiimleri degerlendirilmistir. Hiicre i¢gi ROS
diizeyleri DCF-DA maddesi ile yapilan ROS testi ile dl¢tilmiistiir. XTT testi sonuglari,
diisiik dozlarla muamele gormiis hiicrelere oranla yiiksek dozlarla muamele gormiis
hiicrelerin ylizde canlilik degerinin diistiiglinii gostermistir. Komet testi sonuglari, bu
bakir kompleksine maruz kalan hiicrelerde DNA fragmentasyonu gerceklestigini
gostermistir, ROS testi ise bu fragmentasyonlarin oksidatif hasar sebebiyle olustuguna
isaret etmistir. Sonuclar bu bakir kompleksinin Caco-2 insan kolon kanseri hiicre hatti
ve MCF7 insan meme kanseri hiicre hatti izerinde daha etkili oldugunu gostermistir.

Tim metaller arasinda bakirm her canli organizmanin fizyolojisi ve biyokimyasinda
merkezi rol oynamasi, kanser tedavisinde siklikla kullanilan cisplatinin yapisindaki
platin metalinin aksine endojen bir metal olmasi, bu sebeple daha az toksik yan etki
gostermesi ve niikleik asit kirabilme yetenegiyle DNA’da hasar yaratmasi kanser
tedavisinde onu bagarili bir alternatif haline getirmistir.

Anahtar Kelimeler: Bakir (II) karisik ligand kompleksleri, antikanser etki, XTT testi,
ROS testi, komet testi.

2016, x + 74 sayfa



ABSTRACT
MSc Thesis

IN VITRO DETERMINATION OF THE CYTOTOXIC AND DNA DAMAGE
EFFECTS OF COPPER MIXED METAL-LIGAND COMPLEX [CU (5-NITRO-1-10-
PHENANTROLINE)(L-ASPARAGINE)] C1IO4)n IN VARIOUS CELL LINES

Neylan ORAL
Uludag University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology
Supervisor : Prof. Dr. Niliifer CINKILIC

In this study cytotoxic effect of the newly synthesized copper complex [Cu (5-nitro -1-
10 - phenanthroline)(L- asparagine)] ClOs)n which dissolves in the stock medium
(RPMI medium + fetal bovine serum + L- glutamine + sodium pyruvate + Penicillin-
Streptomycin) is analyzed in A549 human lung cancer cell line, Beas-2B human healthy
bronchial epithelial cell line, MCF7 human breast cancer cell line and Caco-2 human
colon cancer cell line by XTT assay. The cell lines in this test are treated with the
copper complex at concentrations of from 0.1 to 25.6 uM for 24 hours obtaining from
the results a percentage vitality curve and so ICi2s5, ICzs, ICso and IC7s values are found.
To elucidate the mechanisms that ends the vitality of the cells, comet which is a
genotoxicity assay is utilized. Average tail length, tail % DNA and olive tail moment of
cell lines measurements are evaluated. Intracellular Reactive Oxygen Species levels is
measured by the assay which is made with DCF-DA. XTT assay results are revealed
that percentage vitality curve decreases in high doses by comparison low doses. Comet
assay results are revealed that DNA fragmentations are formed in the cells treated with
this copper complex and according to ROS assay results these fragmentations are
occured by oxidative damage. Results of the assays are presented that this copper
complex is more effective in Caco-2 human colon cancer cell line and MCF7 human
breast cancer cell line than the other cell lines.

Among all metals, copper plays a central role in every living organism’s biochemistry
and physiology, it is an endogenous metal in comparison with cisplatin which is
frequently used in cancer treatments and for this reason it causes less toxic side effects,
it causes DNA damage with nucleic acid break ability and so copper is a successful
alternative in cancer treatment because of these properties.

Anahtar Kelimeler: Copper (II) mixed ligand complexes, anticancer effects, XTT
assay, ROS assay, comet assay.

2016, x + 74 pages
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1. GIRIS VE AMAC

Goriilme siklig1 her gegen giin artan kansere karsi bilim diinyas1 amansiz bir miicadele
vermektedir. Insanlarin nasil daha fazla risk altinda oldugunu ve korunma yontemlerini
arastiran bilim adamlari, calismalar1 15181nda yeni yontemleri tip diinyasina sunmayi
hedeflemektedir. T1ibbi bilesiklerin cogu organik ya da dogal iirlinlerden elde edilmesine
ragmen sisplatinin antitimor aktivitesinin kesfi ile metal komplekslerin kanserle
miicadeledeki potansiyeli iizerinde bircok arastirma yapilmaya baslanmistir. Bu
calismada da, tiim metaller arasinda, her canli organizmanin fizyolojisi ve
biyokimyasinda merkezi rol oynayan esansiyel iz element bakirin sentezlenen
kompleksinin ¢esitli kanserli hiicre hatlar1 i{izerindeki etkisinin incelenmesi

amaclanmastir.

Kanser biiylik bir saglik sorunu olarak artig gostermektedir ve kanserde yeni tedavilerin
gelisimi tibbi kimyanin birincil amaci haline gelmektedir. Antikanser ilag¢ tasarimi
farmasotik arastirmalarda giiniimiizde en yogun gelisim gosteren alandwr (Wang ve
Lippard 2005, Vyas ve ark. 2014). Sisplatinin antitiimor etki potansiyelinin farkina
varilmasi diger metal bilesiklerinin antikanser potansiyeli lizerinde bir¢ok arastirma
yapilmasma yol agmistir (Kuckova ve ark. 2015). Bununla birlikte 6nemli yan etkiler ve
ilag direncinin artmasi metal bilesiklerinin klinik uygulamalarmi sinirlamistir (Iglesias
ve ark. 2014). Biyoinorganik ve tibbi kimyagerler daha iyi biyolojik aktiviteye ve
secicilige sahip, daha az toksik ve sisplatin analogu ilaglarin ¢éziimlenmemis klinik
problemlerinin iistesinden gelebilen, farkli mekanizmali, metal bazli, yeni antikanser
ajanlarin sentez ve karakterize edilmesine odaklanmiglardir (Hanif ve ark. 2014,
Muhammad ve Guo 2014). Simdilerde ¢alismalar cogu metal kompleksinin insan kanser
hiicrelerinin biiylimesini inhibe edici 6zellikte oldugunu ortaya koymaktadir ve
kapsamli olarak in vivo ve in vitro degerlendirmeler ve arastirilmalar yapilmaktadir
(Bruijninex ve Sadler 2008, Rijt ve Sadler 2009, Hanif ve ark. 2014, Muhammad ve
Guo 2014). Bakir II, hem insan metabolizmasinda hem de farmasotik ajan olarak
biyolojik sistemlerde onemli roller oynayan esansiyel bir elementtir (Kovala-Demertzi
ve Inorg 2000, Kannan ve ark.2013). Metal icerikli antikanser ajan olarak uygun bir
alternatif olabilecegi yoniinde cesitli 6zelliklere sahiptir. Cok sayida bakir kompleksi
apoptozu diizenledigi ve DNA’ya kuvvetlice baglanip kirinim gosterebildigi icin

potansiyel kanser inhibe edici ajan olarak bilim diinyasina 6nerilmektedir.



2. KURAMSAL TEMELLER
2.1. Kanser

Kanser hastalig1 giiniimiizde her iilkede, her yasta goriilebilen, cografi smir tanimayan,
sosyal statii ve gelir durumu ayrimi yapmadan her insani bulabilen evrensel bir
sorundur. Kanser, en basit haliyle; kontrolden c¢ikan anormal hiicrelerin diizensiz
cogaldig1 hastaliklar grubudur ve somatik genetik hastaliklarin en komplike olanidir.
Kanser hiicresi normal hiicrelerden farkli olarak, kontrolsiiz ve sinirsiz ¢ogalma, kan ve
lenf yolu ile uzak organlara giderek ve orada yerleserek koloni yapma yetenegine
sahiptir. Canlinin dogal bagisiklik sisteminden kagabilmekte ve Oliime sebep
olabilmektedir. Dolayisiyla bu sekildeki 6liimciil bir hastaligin tedavi edilebilmesi

biiyiik 6nem tasimaktadir ve giiniimiizde bu amagla ¢esitli yontemler kullanilmaktadir.

Tim kanserler, DNA dizisindeki birtakim anormalliklerle meydana gelmektedir.
Kanserlerin %10- 15 inin, kalitimsal oldugu; geriye kalan %85-90’lik kisminin ise
DNA’nm, mutajenlere maruziyeti, hiicre DNA’sindaki hafif progresif degisiklikler ve
replikasyonda hatalar ile olustugu diisiiniilmektedir. Bazen bu mutasyonlardan biri,
icinde bulundugu hiicrenin biiyiimesini ve tireyen bir kanser klonunun olusmasina sebep

olur.

Kansere, bakterilerden viriislere, radyasyondan kalitima, ¢evresel faktorlerden beslenme
aliskanligina ve kimyasallara kadar bir¢ok faktoriin sebep oldugu diisiiniilmektedir.
Kalitim yoluyla kanser meydana gelme olasilig1 cevresel faktorlere oranla ¢cok daha

azdir.

Genlerin, bazi hastaliklara kars1 yatkinliga neden olup olmadiklar1 konusundaki
arastrmalar siirmektedir. Normalde timor gelisimini Onleyen tiimdr baskilayict
genlerdeki bir bozuklugun, kalitimsal olarak aktarilmasi ve bir karsinojenin de
eklenmesi ile bireyler kansere daha egilimli hale gelebilmektedirler. Meme ve
yumurtalik kanseri gibi bazi kanser tiirlerinde, kanserin kalitimsal gecisine ait bazi
genler bulunmustur. Lésemiler ve Wilms tiimorii gibi bazi ¢ocukluk cagi tiimorleri

kalitimsal 6zelik gosterir.



Kalin barsakta polip gelisimindeki genetik yatkinlik da, kalin barsak kanseri riskini
yiikseltmektedir. Kalin barsak (kolon) kanserlerinin yaklasik %85-90’1 dogumdan sonra

meydana gelen mutasyonlarin sonucu olsa da, geriye kalan kismi1 kalitsaldir.

Yine bircok kimyasal madde de kanser sebepleri arasindadir. ilaglar ve yagh yiyecekler,
bazi kiifler (alfatoksinler), iyotca fakir ve kirmizi etten zengin diyetler, yanmis yaglari
iceren besinler de kansere sebep olan 6nemli c¢evresel faktorlerdendir. Sigara, alkol,
hardal gazi, benzen, komiir tozu ve zifti, madeni yaglar ve naftalin de kanser yapici

maddelerdir.

Helicobacter pylori, T hiicreli 16semi viriisii, gibi virlis ve bakteriler de biyolojik olarak
normal niteliklere sahip bir hiicre kiltiiriinii  transforme edip kanser

olusturabilmektedirler.

Kansere sebep olan fiziksel etkenler arasinda ise, radyasyon, 1s1, giines 15181 ve mekanik
darbeler bulunmaktadir. Iyonize radyasyon gibi isinimlar (x, gama isinlari, niikleer
emisyonlar, Ultra viole 1smlar1) biyolojik makromolekiillere direkt olarak etki
edebilecek yeterli enerjiye sahiptirler. Makromolekiillerden elektron kopartabilir ya da
bunlar1 pozitif yiikle yiikleyebilirler (Sahu 1990, Yokus ve Cakir 2002, Heynick ve ark.
2003). Bu ise DNA’da tek ve cift zincir kiriklar: ile baz yada sekerde modifikasyonlara
sebep olur. Bu duruma 6rnek olarak, ev aletleri verilebilmektedir. Ev aletlerinden
yayilan diisiik ve yiiksek frekansli manyetik alanlarin da (noniyonize ismimlar) DNA
iizerinde hasar olusturduguna dair calismalar mevcuttur. (Jajte ve ark. 2001, Yokus ve

Mete 2003).

Cevresel faktorlerin ve beslenme aliskanliklarinin olumlu yonde olmasi ise kanserden
korunmada 6nemli bir etkendir. Meyve ve sebze tiiketiminin akciger, mide, meme,
pankreas, kalin bagirsak, girtlak ve yemek borusu kanserlerini onledigine dair bilimsel
bulgular mevcuttur. Bu koruyucu etkinin de meyve ve sebzelerin iceriklerindeki

antioksidanlardan kaynaklandig1 diistiniilmektedir.

Genetik degisiklik replikasyonla yayildigi icin karsinogenez olay icin hedef hiicreler,
dokularda siirekli yenilenen kok hiicreleridir (Devereux ve ark. 1999). Tiimor olusumu,
neoplastik transformasyon (genetik hasarlarin gelisimiyle normal hiicrenin neoplastik

hiicreye doniisiimii) ve neoplastik gelisim olarak iki asamalidir.



Onkogenez ve karsinogenezde olaylarin ilk basamagi neoplastik transformasyondur
(Berenblum 1974, Elenbaas 2001). Neoplastik transformasyon kendiliginden olabilecegi
gibi c¢esitli sekillerde uyarimlarla da (baz ¢ifti degisiklikleri, yanlis eslesme, delesyon,
translokasyonlar ve amplifikasyonlar) olusabilir (Devereux ve ark. 1999). Yani
neoplastik transformasyon, DNA replikasyonunda ve tamir mekanizmalarinda hatalar
meydana gelmesiyle hiicrelerde olusan mutasyonlarin bir sonucudur. Mutasyonlar,
proto-onkogenler, tiimdr baskilayict genler, tiimor baskilayici genleri diizenleyici genler
ve bliylimeyi kontrol edici genlerde meydana gelir (Bos ve van Kreijl 1992, Vogelstein

ve Kinzler 1993, Hussein ve Harris 1998).

Onkogenezin ikinci asamasindaki neoplastik gelisme, kanser hiicresinin klonal
proliferasyonuna yol agcarak (Nowell 1976, Devereux ve ark. 1999), dnce ¢evre dokulara
sonra da uzak dokulara yayilarak biiylimesine sebep olur (Butterworth 1992). Siirekli
proliferasyon sonucu tiimor karakteri malignansiye dogru gider ve progressif

degisiklikler ortaya ¢ikar (Foulds 1969).

Sonu¢ olarak, kansere sebep olan etmen her ne olursa olsun, hiicrenin genetik
malzemesinde bozulma meydana gelir. Tek bir gendeki mutasyondan ziyade, birkag

gende birden olusan hasar, kanser olusumunda rol oynamaktadir.

Kanserde degisime ugramis genler, normalde doku homeostasisi ve hiicre
biiylimesinden sorumlu ii¢ ana biyolojik yolu (hiicre siklusu, apoptosis ve farklilasma)
etkiler. Bir yolda olusan aksama, bir digerinde siddetli sonuglara neden olabilir (Corn ve

El-Deiry 2002).

2.2. Reaktif Oksijen Tiirleri

Oksijen insan yasamu i¢in ¢ok gerekli olmasina karsin, normal metabolizma esnasinda
iiretilen bazi reaktif oksijen tiirleri viicuda yogun bir zarar verme potansiyeline sahiptir
(Diplock 1998). Cogunu serbest radikallerin olusturdugu reaktif oksijen tiirleri normal
oksijen molekiiliiyle kiyaslandiginda, kimyasal reaktivitesi daha yiiksek olan oksijen
formlaridir (Nawar 1996). Serbest radikaller, atomik orbitali {izerinde eslenmemis
elektron (") tastyan, yiiksek kimyasal reaktiviteye sahip ve bu yiizden stabil olmayan

molekiillerdir. Serbest radikal olusumunun artmasi, oksidatif stresi tetiklemektedir.



Biyolojik sistemde prooksidanlarla antioksidanlar arasinda bulunan dengenin,
prooksidanlar yoniinde bozulmasi oksidatif stres olarak tanimlanir. Hiicreler siddetli
olmayan oksidatif stresi tek baslarina tolere edebilseler de genellikle antioksidan enzim
sistemlerini aktive ederler. Ancak, hiicre i¢i savunma sistemlerinin yeterli olamadigi
durumlarda, reaktif oksijen tiirleri (ROS) ile antioksidanlar arasindaki denge bozulur,
bunun sonucunda DNA, protein, karbonhidratlar ve lipitler gibi hiicresel
makromolekiiller hasar goriir (Halliwell ve Gutteridge 1989, Gutteridge 1994, Halliwell
ve Whiteman 2004, Berger 2005, Zadak ve ark. 2009, Wildburger ve ark. 2009). Bu
hasarm yaslanmaya yol actigma ve ayrica kalp-damar hastaliklari, ¢esitli kanser tiirleri,
katarakt, bagisiklik sisteminde zayiflama, sinir sistemi dejeneratif hastaliklar1 gibi

bircok hastaliga sebep olduguna dair bilgiler bulunmaktadir (Diplock 1998).

Canli hiicrelerdeki oksijen metabolizmasi, c¢evre kirleticileri, radyasyon, pestisitler,
cesitli tibbi tedavi yollar1 gibi bir¢ok etmen kaginilmaz bir sekilde oksijen tiirevi serbest
radikallerin olusumuna yol agmaktadir. Bu radikallerin baslicalari; tekli oksijen (*O»),
stiperoksit anyonu (-O3), hidroksi (-:OH), peroksi (ROO-) ve alkoksi (RO-) radikalleridir
(Kaur ve Kapoor 2001).

Reaktif oksijen tiirlerinin zararlarmna karsilik viicutta, farkl hiicrelerde ve farkl serbest
radikaller iizerinde rol oynayan birbirlerini tamamlayic1 6zellikte sistemler vardir

(Diplock 1998).

Cizelge 2.1. Oksidan kaynaklar1 ve antioksidan savunma sistemleri (Diplock 1998)

Oksidan Antioksidan Savunma
Sigara dumani Stiperoksit dismutaz
Egzersiz Katalaz
Cevre kirleticiler Glutatiyon peroksidaz
Atesli hastaliklar Glutatiyon
Radyasyon Ubikinon
Coklu doymamis yag asitleri Selenyum
ile zengin bir diyet Urik asit
Iskemi E vitamini
Karsinojenler C vitamini
B- karoten ve diger
karotenoidler




Serbest radikallerin neden oldugu oksidasyonlar1 dnleyen, serbest radikalleri siipiirme
ve stabilize etme yetenegine sahip maddelere “antioksidan” adi verilir (Elliot 1999).
Antioksidanlar mekanizmalarina gore, birincil ve ikincil antioksidanlar olmak {izere
ikiye ayrilmaktadir. Birincil antioksidanlar; mevcut durumdaki radikallerle reaksiyona
girer ve bunlarin daha zararli formlara doniiserek yeni serbest radikal olusturmalarini
onler. Birincil antioksidan kategorisinde yer alan antioksidanlara Ornek olarak,
siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GSHPx) ve katalaz gibi enzim
sistemleri verilebilir. Bu enzimler serbest radikalleri yok etme yetenegindedir. Ayrica
serbest radikallerin DNA, proteinler ve lipidler gibi hiicresel bilesenlere zarar vermesini
sinirlandirmak  maksadiyla  bir  hiicresel bdlgeden  digerine  gecisini  de
onleyebilmektedirler (Diplock 1998). lkincil antioksidanlar ise; oksijen radikalini
yakalayan ve radikal zincir reaksiyonlarmi kiran C vitamini, E vitamini, iirik asit,

bilurubin ve polifenoller gibi bilesiklerdir (Ou ve ark. 2002).

2.2.1 ROS olusumuna metal gecis iyonlarinin etkisi

Demir ve bakir gibi gecis metal iyonlar1 da canli organizmada serbest radikal olusturan
gliclii oksidatif katalizorler olarak gorev yapmaktadirlar. Demir (Fe); oksidatif
reaksiyonlar {lizerinde daha etkin bir metaldir, Bakir (Cu) ise katalizli reaksiyonlar

iizerindeki etkisi heniiz tam olarak anlasilamamistir (Halliwell and Gutteridge 1990).

Biyolojik sistemlerde oksijen tasinmasinda, ATP {iretiminde, DNA ve klorofil
sentezinde demir énemli bir role sahiptir ve demirin serbest formlar1 canli hiicrelerde
toksik etki yapabilmektedir. Bu toksisite neticesinde olusan aktif oksijen tiirleri lipid
peroksidasyonuna veya DNA molekiillerinde zarara sebep olabilmektedir. Normalde
tim canli hiicreler serbest demirin toksik etkisini yok eden ve de demirin fazlasini
toksik olmayan formlarda hiicre i¢inde depolayan sistemlere sahiptir (Miller 1996).
Bir¢ok metal viicutta selat olusturmus formda bulunur. Ornegin; Cu ¢esitli enzimlerde,
Fe ise ferritin gibi proteinlerde veya miyoglobin ve hemoglobinin porfirin halkasinda
selat olusturmus halde bulunmaktadir (Lindsay 1996). Selat olusumu antioksidan
savunma sistemine 6nemli katkida bulunmaktadir. Katarakt, aterosklerosiz, diyabet gibi
patolojik kosullar altinda metal iyonlarmnin serbest ve zararli formlarda bulunduguna

dair gliclii kanitlar bulunmaktadir (Lavelli ve ark. 2000).



Siiperoksit anyonu (-O,7), Fe™ katalizorliigiinde H,O, ile reaksiyona girdigi zaman
zararli hidroksi (-OH) radikallerini olusturur. Boylelikle “Haber-Weiss reaksiyonu”
meydana gelmis olur (Duthie ve ark. 1989).

Fe*?
0"%+4+ H,0, — 0, + OH™ +-0H (Haber-Weiss reaksiyonu)

‘OH + RH — R- + H,O (Zarar)

Fe iyonlari, Haber-Weiss reaksiyonunun yanmda hidroperoksitlerin zararli hidroksi
radikaline doniistiigii “Fenton-tipi reaksiyonlar1” da katalizlemektedir. Hidroksi radikali
de oldukca reaktif bir tiir olup, hizli bir sekilde lipid peroksidasyonu zincir
reaksiyonlarini baglatmaktadir (Miller 1996).

Fe' + H,0, — Fe™3 + OH™+ -OH (Fenton Reaksiyonu)

Ozellikle yiiksek miktarda oksijen kullanimindan dolay1 oksidatif strese kars1 zayif olan
beyin, ayni1 zamanda yiiksek diizeylerde Fe ve diger divalent katyonlar1 bulundurmakta
ve Fenton-tipi reaksiyonlar sonucunda meydana gelen reaktif oksijen tiirleri ndronlara
zarar vermektedir. Diigiik antioksidan savunmasima sahip olan beyin dokusu ayni
zamanda oksidatif hasara karsi dokuyu zayiflatan ¢oklu doymamis yag asitlerini de
yiiksek diizeyde icermektedir. Oksidatif strese maruz kalan beyin dokusundaki
hasarlarin beyin iskemisi, hafiza bulanikligi, alzheimer, parkinson gibi bir¢ok ndrolojik

bozuklukta 6nemli bir rol oynadigina inanilmaktadir (Meydani 2001).

2.3. ROS Kaynakh DNA Hasan

ROS’tan kaynaklanan DNA hasarimin meydana gelmesinde Halliwell’e gore iki
mekanizma vardir: Birincisi direkt olarak hidroksil radikalince olusturulan DNA zincir
kirtlimi, baz modifikasyonu ve deoksiriboz fragmentasyonudur. Ikincisi, oksidatif stres
sonucu olusan endoniikleaz inaktivasyonu ile DNA fragmentasyonlarmin olusmasidir
(Halliwell ve Aruoma 1991). Ayrica ROS ve ROS olusumuna yol acan karsinogenler,
biiylime destegine, biiyiime inhibisyonuna ve apoptotik sinyal yollarma etki edip, timor
olusumunu ve gelisimini etkileyebilir (Williams ve Jeffrey 2000, Deshpande ve Irani
2002). Oksidatif strese bagl olarak olusan, DNA hasar1 giderilmezse, premutajenik
karakter gosterir (Yokus ve Cakir 2002). Mitozun hasarli kopyalanan DNA ile siirmesi,
tiimOr hiicresi ile son bulabilir. Ayrica ROS, protein ve lipid peroksidasyonu ile plazma

membraninda hiicresel aktiviteleri etkileyip yapisal degisiklikler de meydana getirebilir.



Reaktif oksijen tiirleri membrana bagli protein kinazlari, biiylime faktorleri ve
reseptorlerini bu sayede de sinyal iletimini, onkogen aktivasyonunu ve baskilayici
genlerin inaktivasyonunu etkileme yetenegine sahiptir. Bu da gdstermektedir ki ROS,

onkogenler ve kanser olusumu tlizerinde 6nemli bir etkendir (Yokus ve ark. 2008).

ROS ROS kaynakli DNA Hasar1
O,
5
HO, . L | i !
Dj'
Saglikh baslangig Mitozla Preneoplastik malignan !
10 hiicre & hiicresi béliinmesi lezyon tlimor
? 1 1 | |

Metabolizma, Reaktif oksijen tirlerine maruz kalmis hiicrelerin mitoz

inflamasyon, boliinmesi

radyasyon, kirlilik vb.

kaynakli e Tlimor supressor genler ve
onkogenlerdeki mutasyonlar

Sekil 2.1. ROS kaynakli DNA hasar1 ( Anonim)

2.4. DNA Hasari ve Kanser

Tim organizmalar (bakteri, maya, drosophila, baliklar ve de insanlar) hiicrelerini
cevresel hasarlara karst koruyan DNA onarim mekanizmasi igerirler. DNA onarimi,
hiicre 6liimiinii, mutasyonu, replikasyon hatalarini, DNA hasarinin devamliligini ve
genomik kararsizlig1 azaltan biitlin stire¢lerde kullanilir. Bu siireglerdeki bir anormallik
kansere ve yaslanmaya neden olur. Genom, DNA’da hasara sebep olan ¢ok sayida farkl
etkene maruz kalwr. Hasar kaynaklar1i ekzojen ya da endojendir. Giinesten gelen
ultraviole radyasyon, radon bozunumundan kaynaklanan iyonize radyasyon, mantar
kaynakli aflatoksin, yanmg tiitiin ve bir¢ok kemoterapotik ajan ekzojen kaynaklardir.
Endojen kaynaklara 6rnek olarak, oksidatif metabolizma, DNA’daki kendiliginden
degisimler, immiinolojik ¢esitliligi olusturan V(D)J rekombinasyon mekanizmasi

verilebilir (Chu 2000).



Mutasyon, genetik materyalde meydana gelen kalitsal degisiklik ve DNA hasari
olusturma mekanizmasidir. Mutasyonun ¢esitli tipleri bulunmaktadir. Bu degisiklik
gamet hiicrelerinde ya da somatik hiicrelerde olusabilir. Gamet hiicrelerindeki mutasyon
sonraki nesillere aktarildig1 i¢cin, somatik hiicrelerdeki de, kansere neden olabildigi i¢in

Onem tasimaktadir.

Genetik degisiklikler ve kanser arasindaki nedensel iligki bircok deneysel ve
epidemiyolojik veri ile onaylanmaktadwr. Timor baskilayict genlerin mutasyonel
inaktivasyonu ve onkogenlerin aktivasyonu, bir¢cok kanser tiirliniin gelisimi ile
ilintilidir. Mutajenite ve karsinojenite arasindaki iligki, karakteristik mutasyonlara
sebep olan kimyasal maddelere maruz kalma sonucunda gelisen kanserlerle ve DNA
onarimindaki hatalar sonucu artan kanser riski ile agiklanabilir. Mutajenite kanserin
hem baslangic, hem de gelisme evresinde rol oynar (Lehman 1997, Beth ve Montelone

http:// www-personal.ksu.edu/~bethmont/mutdes.html, 1998, Chu 2000, Huberman

2005). Genetik kararsizlik kanserin karakteristik bir 6zelligidir ve tiim kanserler, genetik
kararsizliga neden olan bir mutasyon olustuktan sonra, bu mutasyonlarin ¢ogalmasiyla
olusmaya baslar. Normal hiicreden kanserli bir hiicreye doniistim siirecinde, hiicre
siklusunun diizenlenmesi, apoptoz, hiicre farklilasmasi ve diger bircok hiicre

fonksiyonunu etkileyen spesifik mutasyonlar gereklidir.

Kanser, yalnizca bir hiicrede bircok farkli gende mutasyon olursa ortaya ¢ikar (kolon
kanserinde 6 ya da 7 mutasyon). Bu mutasyonlar genom biitiinliigiinii saglayan genlerde
veya timor gelisimi esnasinda somatik hiicrelerde ortaya ¢ikabilir. Bu degisiklikler, tek
bir niikleotitte, kiicik DNA boliimlerinde (mikrosatelitler), genin tiimiinde,
kromozomun yapisal bilesenlerinde ya da kromozomun tiimiinde gerceklesebilir
(Lehman 1997, Beth ve Montelone http://www-
personel.ksu.edu/~bethmont/mutdes.html, 1998, Chu 2000, Huberman 2005, Dianzani
ve ark. 2006). DNA onarimmi sirasinda olusan hatalar da genetik kararsizliga neden
olurlar. Kanserlerin ¢ogu tamir edilmemis DNA hasarindan kaynaklanir, onarim
sistemindeki bozukluklar da kanserin kalitsal tiirleriyle iliskilidir. Ornek olarak, kaltsal
non-polipozal kolerektal kanser, hatali eslesmenin onariminda olusan bozukluktan,

kolerektal kanser ise baz ¢ikarma onarimindaki bir bozukluktan ortaya ¢ikar.



Niikleotid ekzisyon onarimi (NER) mekanizmasindaki bozukluklar da, giinese
duyarliliga ve UV isinlarindan kaynakl cilt kanseri riskinde artisa sebep olur. Meme
kanserinin ise, iyonize radyasyona maruziyet ile iligkisi vardir. Malign prostat kanserli
hiicrelerde, DNA onarim genlerinin ekspresyonuyla fonksiyonu arasimndaki farkliligin
prostat timori gelisiminde etkili oldugu ve bu durumda hatali DNA onarmmimin roli

oldugu diistiniilmektedir.

DNA metilasyonu, prostat kanseri baslangicinda genetik bir faktor olarak kritik roldedir
(Chung ve Rustgi 1995, Digweed 2003, Baglioni ve Genuardi 2004, Chow ve ark. 2004,
Dixon ve Kopras 2004, Fan ve ark. 2004, Li ve ark. 2004, Stojic ve ark. 2004, Sieber ve
ark. 2005, Neri ve ark. 2006). Belzile ve arkadaslarmin (2006) ¢alismasinda belirtildigi
iizere, cok sayida kanser hiicresinde, arttirilmis DNA onarimi, kanser tedavisine karsi
olusan direngle iligkilendirilebilir ve bu da hastaligin tedavisinde zayif bir dngoriiye
sebep olur. Iyonize radyasyon ve bir¢ok anti-kanser ilag, DNA hasarmin en siddetli
sekli olarak diisiiniilen DNA ¢ift zincir kiriklarinin olusmasina neden olur. Bu kiriklarin
onarimi hiicrenin genomik kararliligin1 devam ettirmesinde ve hayatta kalmasinda
anahtar rol oynar. Bir¢ok arastirmaci, kanser hiicrelerinin canlilik oranini diistirmek igin
cift zincir kiriklarmin onariminda gorev edinen proteinlerin inaktivasyonu veya bu
proteinlerin ekspresyonlarinin azaltilmasi yOniindeki tedavi sekline basvurmaktadir

(Jean Philippe Belzile, 2006).
2.5. Sitostatik flaclar

Sitostatik ilaclar, tiimdre kars: etkilerini kanser hiicrelerinin 6zellesmis hiicre yapilarini
veya metabolik sistemlerini bozarak gdosterirler. Sitotoksik ilaglar, genelde, alkilleyici
ajanlar, antimetabolitler, tubulin aktif ajanlar ve antibiyotikler seklinde
smiflandirilmaktadirlar (Weijl ve ark. 1997, Block ve ark. 2007, Crohns ve ark. 2009).
Yapilan caligmalar, cesitli siniftaki sitostatik ajanlarn hem in vivo hem de in vitro
olarak serbest radikal iiretimine neden olduklarin1 géstermistir (Sangeetha ve ark. 1990,
Weijl ve ark. 1997, Facorro ve ark. 2004, Brea-Calvo ve ark. 2006, White ve ark. 2006,
Chen ve ark. 2007, Simone ve ark. 2007, Sar1 ve ark. 2008, Crohns 2009).
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Sitostatik ilaclarla tedavi edilen hematolojik ve/veya solid tiimorlii hastalarin,
polimorfoniikleer 16kositlerinde in vitro ortamda H,O, ve O,e- lretiminin, tedavi
oncesine gore net bir sekilde arttigr goriilmiistiir (Weijl ve ark. 1997, White ve ark.
2006). Bircok arastirma, kanser hastalarinda kemoterapiye bagli olarak lipit
peroksidasyonu (LPO) iiriinlerinin miktarinin yilikseldigini, tedavi sonrasinda da plazma

E vitamini diizeyinin azaldigmi gostermistir (Weijl ve ark. 1997).

Radyoterapi ve baz1 kemoterapdtikler serbest radikal iiretimi ile hiicresel 6liime neden
olmakta, antioksidanlar ise serbest radikalleri siiplirmekte ve serbest radikallerin sebep
oldugu oksidatif reaksiyonlar1 notralize etmektedir (Prasad ve ark. 2002, Simone ve ark.
2007). Kemoterapi alan hastalarda, plazma lipit hidroperoksitleri ve tiyobarbitiirik asit
(TBA)-reaktif bilesiklerin artmasi, kemoterapinin oksidatif strese yol acgtigina sinyal
vermektedir (Sangeetha ve ark. 1990, Diirken ve ark. 1995, Hunnisett ve ark. 1995,
Clemens ve ark. 1997, Lin 2002). Kemoterapi sebebiyle olusan reaktif oksijen
tiirlerinin; DNA, RNA, protein ve lipid gibi makromolekiillerde hiicre 6liimiine kadar
giden zarara neden olabildigi belirtilmektedir (Brea-Calvo ve ark. 2006, Crohns ve ark.
2009).

2.6. Metal Icerikli ilaclar ve Sisplatin

Mevcut halde kullanilan ilaglarin ¢ogu c¢ok 6nemli yan etkiler olusturdugundan yeni
terapotik ajanlarin senteziyle ilgili yeni stratejiler gelistirilmistir (Mothilal ve ark. 2004,
Agh-Atabay ve ark. 2005). Bir kemoterapotik ilag olarak cisplatinin onay goérmesi
kimyasal ve medikal arastirmacilarin metal- ligand birlesimi tiirevlerle ilag dizayn
edebilmesi i¢in biiyiik bir 6nem tegskil etmistir (Rosenberg ve ark. 1969, Pasetto ve ark.
2006, Pectasides ve ark. 2008). Cok disli Schiff bazlari, oksim ligandlar1 vb. bilesikler,
farkli dondr atomlar ile metal iyonlarma degisik sekillerde baglanabildiklerinden, farkli
stokiyometri (element Olgiisii), yap1 ve manyetik Ozelliklerde mononiikleer ya da
poliniikleer kompleksler meydana getirebilmektedirler (Chaudhuri 2003). Onemli
biyolojik mekanizmalar i¢in model olan bu tiir kompleksler, fotokromik ozellik
gostermekte (Margerum ve Miller 1971), alkenlerin hidrojenasyonunda katalitik
aktiviteye sahip olmakta (Henrici-Olive ve Olive 1984) ve bunun yanisira antibakteriyel

(Singh ve ark. 2006) ve antifungal 6zellik (Chonan ve ark. 2007) gostermektedir.
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Metal komplekslerin tibbi ozelliklerini etkileyen faktorler, ligandlarin biytikligi,
hidrofobikligi ve metal iyonlarin karakteridir (Selvi ve Palaniandavar 2002). Farkl
ligand ve metallerin kullanimiyla yeni komplekslerin arastirilmasi tibbi ozellikleri
iizerinde etkili faktorlerin rolii ve Onemini anlamak agisindan gereklidir. Polipridil
komplekslerin biyolojik ve antikanser aktivitesi iizerindeki yardimci ligandlarin etkisi
de incelenmistir (Chen ve ark. 2010, Jaividhya ve ark. 2012). Bunun sonucunda daha
diizlemsel ve hidrofobik yardimci ligandlar bulunmustur ve bu komplekslerin biyolojik

ve antikanser aktiviteleri fayda saglamaktadir (Anjomshoa ve ark. 2014).

Metal bazli ilaclarin detayli arastirilmasiyla, metal komplekslerin lipofilitesinin
incelenmesi 0nem kazanmustir. Ciinkii distiin lipofilite komplekslere membrandan
hizlica gegebilme imkani verir ( Puckett ve Barton 2007). S. Tardito ve calisma
arkadaslar1 cesitli lipofilik ligandli bakirlara baglanan ajanlarin aksiyon mekanizmasini
ortaya cikarmistir (Tardito ve ark. 2011). Son zamanlarda metal komplekslerin
siklometallemesinin bu komplekslerin lipofilitesi tizerinde yogun sekilde etkili oldugu
ve hiicresel alimlarmi belirgin bir bigimde gelistirdigi ve sonucta da komplekslerin
antikanser 6zelligini hizlandirdig: belirtilmistir (Klajner ve ark. 2014). Arastirmacilar,
hiicre membranimin ¢ok yliksek tercih L-ayna goriiniimii gosteren dogal bir fosfolipid
kiral molekiil oldugunu bulmustur (Finefield ve ark. 2012, Zhang ve ark. 2012).
Boylelikle kiralitenin komplekslerin farmakolojik 6zelliklerine 6nemli derecede etki
gosterdigi anlagilabilir. Bu nedenle metal komplekslerin kiralitesi ve lipofilitesi goz
oniine alinarak sentezlenmesi, metal kaynakli antikanser ilaglar i¢in dikkate alinmas1

gereken yeni bir durumdur (Helal ve ark. 2013, Ting ve ark. 2014).
2.6.1. Sisplatin

Sisplatin ¢ok sayida solid tiimoriin tedavisinde siklikla kullanilan platin bazli bir
kemoterapotik ajandir. ilk once Escherichia coli'nin bilyiime inhibitdrii olarak
kesfedilmis, daha sonraki yillarda ise antikanser etkisi tespit edilerek testis, over,
serviks, bas ve boyun, kiiciik hiicreli dis1 akciger kanseri ve lenfoma tedavisinde
kullanilmaya baslanmistir. Klinik olarak 30 yildan fazla bir zamanda ya sadece terapotik
ajan seklinde ya diger sitotoksik ajanlarla kombinasyonu yapilarak ya da radyoterapide

kullanilmaktadir (Abu-Surrah ve Kettunen 2006, Wang ve Guo 2008).
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Diamindikloroplatin(II) kompleksi olarak da bilinen sisplatin, kemoterapide en yaygin
kullanilan metal gec¢is kompleksidir. Antikanser ajan olarak kullanilmasmin nedeni;
molekiilin DNA’ya baglanmasi sonucunda DNA replikasyonunun engellenmesi

yoniindedir.

Ilag konsantrasyonunun hiicre icine akisi smirlandirilmasiyla birlikte doygunluk hali
goriilmemesi nedeniyle cisplatinin biiyiik oranda pasif diflizyon ile hiicre i¢ine alindigi
bildirilmektedir (Wang ve Lippard 2005). Buna ilaveten bakir tasiniminda gorev alan
membran proteinlerinin de hiicre i¢indeki sisplatin konsantrasyonunda etkili oldugu

gozlenmektedir (Kuo 2007).

Hiicreye giren biitiin platinleyici ajanlar, klor veya oksalat iyonlarmni kaybedip iki su
molekiilii kazanmakta ve hiicre i¢cindeki diger niikleofilik molekiiller (DNA, RNA,
proteinler) ile etkilesebilecek hale gelmektedirler. DNA’nm biiyiik olugundaki adenin
ve guanin bazlarmin imidazol halkalarindaki N7 atomlari, platinleyici ajanlar i¢in en
ulagilabilir ve reaktif niikleofilik DNA bdlgesini teskil etmektedir (Zorbas ve Keppler
2005). Sisplatin DNA’ ya ti¢ farkli sekilde baglanabilir.

1) Iplikler arasinda: Platin kdpriileri DNA’ nin iki kars: zinciri arasinda olusabilir.
2) Iplik i¢inde: Tek bir zincirde iki bitisik bazla (guanozin) kdprii olusabilir.
3) Guaninin O-6 ve N-7 atomlar1 sisplatin ile selat yapabilir.

Hidroliz olan cisplatin DNA’daki guanin bazina baglanir ve sonra komsu guanin ile de

baglanarak halka kapanir ve bir GG makro selat1 olusur.

GG makro selatinda iki guanozin ligandi dihedral konformasyonda ve aralarinda 26° ac1

ile koordine olurlar. Bu durum DNA’ nin 35-40° biikiilmesine neden olur.

Biikiilen DNA’ya yiiksek hareketli grup proteinleri siki bir sekilde baglanip
transkripsiyonu engellerler. Daha sonra DNA, endoniikleaz enzimleriyle kesilir ve
apoptoz denilen programlanmis hiicre Olimii gerceklesir (Ruiz 2006). Sisplatinin
normal hiicrelere zarar vermemesinin sebebi muhtemelen normal hiicrelerdeki onarim

enzimlerinin hiicreyi zarardan korumasidir.
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Sekil 2.2. Sisplatin interkalasyonu (http://www.conconilab.ca/projects)

Sisplatin klinik basarisina karsin viicutta bir takim olumsuzluklarin da olusmasina sebep
olmaktadir. Norotoksisite, ototoksisite, nefrotoksisite ve kusma gibi yan etkiler (Lippard
1995) olusturmasinin yani sira bu ilagla tedavi edilebilen kanser tipi ¢ok azdir. Ayrica
zamanla kazanilan ve intrinsik direngten yana da sikintilidir (Rosenberg ve ark. 1969,
Jamieson ve Lippard 1999). Bu problemler kimyagerleri, farkli metaller ve
ligandlardan, ¢ok sayida koordinasyon numarasi ve geometrilerden, mevcut redoks
hallerinden, termodinamik ve kinetik karakterlerinden ve metal iyonlarinin esas

ozelliklerinden kaynaklanan daha optimal stratejiler arastirmaya tesvik etmistir.

Simdilerde ¢ogu bakir kompleksi apoptozu diizenledikleri ve DNA’ya kuvvetlice
baglanip kirmim gdsterebildikleri i¢in potansiyel antikanser maddeleri ve kanser inhibe

edici ajanlar olarak cisplatine alternatif olarak onerilmektedir (Garcia-Giméneza 2009).

2.7. Antikanser Ajan Olarak Bakir II Kompleksleri

Biyolojik olarak onemli ligandlarin gecis metal kompleksleri biyolojik kimyada anahtar
roldedir (Ahuja ve Prasad 1976). Komplekslerin spesifik yapilar1 aktif maddenin
gecisini ve birikmesini igermektedir. Ayrica, redoks ve ligand degistirme tepkimelerini
kolayca gegirebilirler, bunlarin biyolojik redoks kimyasinda yer almasina izin verirler
ve biyolojik molekiillerle iliskilidirler (Kostova ve Balkansky 2013). Benzimidazol
halkas1 (parcasi) igeren metal kompleksleri antifungal (Horton ve ark. 2003, Kiiciikbay
ve ark. 2003), antimikrobiyal (Ayhan ve Altanlar 2003, Pawar 2004), antiamobeik
(Bharti ve ark. 2002, Ozden ve ark. 2005), antiparazitik (Navarrete-Vazquez 2001) ve
antitimor aktivitesi (Kabanos ve ark. 1992, Spasov ve ark. 1999) gibi biyolojik

aktivitelerde genis bir spektrum gostermektedir.
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Ozellikle, farkli kanser hiicrelerine kars1 komplekslerin sitotoksik aktivitelerinin altinda
yatan kimyasal prensipleri anlamak i¢in ¢aba gosterilmistir. Bu nedenle DNA gibi
biyomolekiillerle (¢ok sayida benzimidazol iceren bakir II komplekslerinin) iliskisi

arastirilmistir (Marzanol ve ark. 2009).

Tiim metaller arasinda bakir, tiim canli organizmalarin fizyolojisi ve biyokimyasinda
merkezi rol oynayan esansiyel iz elementtir. (Harris ve Gitlin 1996). Bakira ¢ogu

enzimin kofaktorii olarak ve normal hiicresel aktiviteler i¢in ihtiyag duyulur.

Bakir hiicre igerisine baslica copper transport protein 1 ile tasinir (Prohaska 2008).
Eksikligi Alzheimer gibi norolojik bozukluklara, bazi1 hastaliklara sebep olmaktadir
(Macreadie 2008). Bununla birlikte bakirin rolii niikleik asit kirilimini sagladigi icin ¢cok
daha komplekstir. Bu nedenle DNA hasarina sebep olan metalloilag olarak kullanilabilir
(Hammud ve ark. 2008, Katsarou ve ark., 2008, Marzano ve ark. 2008, Urquiola ve ark.
2008).

Cogu aerobik organizmalar i¢in bakir temel bir element oldugundan bu endojen metalin
kanser hiicrelerine oranla normal hiicreler i¢in daha az toksik olabilecegi varsayimi
bulunmaktadir. Bakir komplekslerinin DNA’nm oksidatif yikimina ya da hidrolizine
neden oldugu 1yi bilinmektedir, bunlar arasinda en genis kapsamli ¢alisilan kimyasal
niikleazlar bakir II kompleksleridir. Genellikle, bakir II komplekslerinin DNA yikim
aktivitesi oksitlenmenin varliginda gozlenmistir. Yaymlanan verilere gore bakir II
komplekslerinin gosterdigi toksisitenin sebebi, hiicre dongiisiinii durduran ve apoptotik
hiicre 6liimiine sebep olan DNA’ya baglanma ve kirma yetenegidir ve bu sisplatinle
aynt mekanizmadir (Jamieson and Lippard,1999). Ayrica son c¢aligmalarda kare
diizlemli bakir IT kompleksi fenolik ve pridil halkalar (DNA’y1 kirmada dikkate deger
ozellige sahip koordine edici gruplardir) iceren {i¢lii bir schiff baz1 (N,N,O) tarafindan,
indirgeyici bir kofaktoriin varhigina ihtiyagc duymadan, bir katalitik yolakla
selatlanmistir (Pachon ve ark. 2004, Maheswari ve ark. 2006, 2007). DNA’nin bu
sekilde katalitik yikimini iceren mekanizma tamamiyla anlasilmis degildir ancak yiiksek
derecede diizlemsel bakir II kompleksinin interkalasyonuyla baglamis olabilecegi

diistiniilmektedir.
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Bakrr II kanisik ligand kompleksleri, apoptozu uyaran bir antikanser aktivitesi
gosterdigi, dikkat cekici bicimde DNA’ya kuvvetlice baglandig1 ve kirilim olusturdugu
icin onde gelen kompleksler durumuna gelmistir (Zhang ve ark. 2004, Ng ve ark. 2008,
Barve ve ark. 2009). Genelde, in vitro DNA hasar1 olusturan redoksca aktif ajanlarin,
canli hiicrelerde oksidatif stres ve DNA hasariyla uyarilan apoptotik aktiviteler
gosterdigi diistiniilmektedir (Cardaci 1979). Sigman ve arkadaslar1 1,10 fenantrolin
bakir komplekslerinin molekiiler oksijen ve bir indirgen varliginda ¢ift zincirli DNA
icin yiiksek bir secilimle etkili kimyasal niikleazlar olarak rol oynadigini géstermislerdir

(Sigman ve ark. 1979, Spassky ve Sigman 1985).

Burstyn ve arkadaslar1 makrosiklik triaminlerin bakir II komplekslerinin plasmid
DNA’nmn hidrolitik yikimini destekledigini bildirmistir (Hegg ve Burstyn 1998).
Biyolojik olarak aktif ligandlara sahip olan ¢ogu bakir 11 kompleksi, yiiksek niikleobaz
affinitesi ve niikleaz aktivitesi gostermistir ve antikanser ajanlar olarak hizmet etme

potansiyelleri bulunmustur (Cardaci ve ark. 2004).

Bakir II kompleksleri merkezli sitotoksisite i¢in baska bir mekanizma hiicre 6liimiine
yol acan ROS iiretimi kanaliyladir (Tardito ve ark. 2007). Bakir ROS olusumunu
kolaylastiran, (katalizleyen) membran lipidlerinin peroksidasyonuna sebep olan

ROS’lar1 olusturan Haber-Weiss reaksiyonuna katilir (Britton 1996).

Bununla birlikte ¢ok sayida caligma gostermistir ki apoptotik ilaglar, (Chibber ve ark.
2011, 2012) bitki kdkenli molekiiller (Hadi ve ark. 2000, 2007) ve vitamin C (Ullah ve
ark. 2011) bakir II kaynakli interniikleozomal DNA fragmentasyonuna yol agan Fenton

benzeri reaksiyonlarla ROS tiretmektedir.

Ayrica bakir, kromatin DNA ile, 6zellikle guaninle iliskili 6nemli bir metal iyonudur.
Boylelikle kanser hiicrelerindeki hedef bakir, etkili antikanser stratejisi olarak hizmet
verebilir. Insan periferal lenfositleri kullanilarak malignan duruma benzer hiicrelerde
bakir II’nin digsal olarak coumestrole (bir ¢esit fitokimyasal) eklenmesinin varliginda
lipid peroksidasyonu, protein karbonilasyonu, ROS iiretimi, DNA hasar1 ve apoptoz
hesaplanmistir. Sonuglar gostermistir ki bakir II ve coumestrol iliskisi, islem gormiis
lenfositlerde lipid peroksidasyonuna ve protein karbonilasyonuna (oksidatif stresin

markirlar1), DNA fragmentasyonuna ve apoptoza yol agmistir.
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Dahasi, lenfositlerin ROS temizleyiciler ve membran gecirgen bakir selatori
neocuproine ile inkiibasyonu DNA hasar1 ve apoptozun inhibisyonu ile sonuglanmistir.
Bu da coumestroliin, bakir I[I’'nin DNA fragmentasyonu ve apoptoza yol acan ROS

iiretimi i¢in var olan redoks dongiistiyle iliskili oldugunu gostermektedir.

Literatiirdeki kanitlar, malignant hiicrelerin normal hiicrelere kiyasla yiliksek seviyede
bakir icerdigini gostermektedir (Ebadi ve Swanson 1988, Yoshida ve ark. 1993,
Nasulewicz ve ark. 2004). Bakir Ozellikle guaninle olmak tlizere DNA bazlariyla
yakindan iligkili, kromatin DNA’da bulunan 6nemli bir redoks metal iyonudur.(14)
Serum ve dokulardaki bakir seviyeleri, normal dokulardan 6rneklere kiyasla iki ve ya ii¢

kat ytiksektir (Zowczak ve ark. 2001).

Ustelik, malignan hiicrelerdeki bakir seviyelerinin anjiyogenez ve metastaz igin dnemli

oldugu kabul edilir (Lowndes ve Harris 2005).

Antitiimor aktivitesi gosteren birtakim bakir II kompleksleri de farkli bir eylem
mekanizmas1 gostermistir ki bunun insan topoizomeraz Ila nin inhibisyonuna
dayandigina inanilmaktadir (Zeglis ve ark. 2002, Galal ve ark. 2010). Topoizomerazlar
hiicre canlilig1 icin gereklidir ve kanser hiicrelerinde yiiksek seviyede ifade
edildiklerinden (Jarvinen ve Liu 2006) antikanser ilaclar icin cazip hedeflerdir.
DNA’nmm ac¢ilmasi ve transkripsiyon, replikasyon ve diger DNA topolojisini bozan
islemlerden sonra asli DNA topolojosini restore etmek i¢in ihtiya¢ duyulan yaygin
enzimlerdir (Wang 2002). Bu enzimler zincir kirilmasina sebep olarak DNA’nin
fosfodiester omurgasina saldirmak igin aktif nokta tirozin kalintilarin1 kullanirlar.
Enzim daha sonra kirilma vasitasiyla diger zincire gecer, agilmig DNA’y1 serbest birakir

(Wang 2002, Vos ve ark. 2011).

Bu mekanizmanm o6nemli 6zelligi, ayrik olan DNA’ya kovalent olarak baglanmis
enzimin kovalent ara iiriin ile birbirini takip etmesidir. Ara {iriin siiriip giderken, hiicre
tehlikededir, DNA kiriklarmin birikmesi hiicrelerde DNA hasarma hatta apoptoza sebep
olabilir (Vos ve ark. 2011). Bu kovalent ara {iriinii stabilize edebilen topoizomeraz zehri
inhibitdrleri yogun 6lgiide etkili antikanser ilaci ve antibakteriyel ilag olabilir (Pommier
2013). Metal kaynakli komplekslerin insan topoizomeraz Ila inhibe edici olduguna dair

cok sayida rapor bulunmaktadir.
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Platin ve bakir kompleksleri de yukarida bahsedildigi tizere bu inhibisyonu
gergeklestiren komplekslere dahildir (Galal ve ark. 2010, Zeglis ve ark. 2011, Arjmand
ve ark. 2011, Das ve ark. 2014). Sonu¢ olarak yapilan c¢alismalarda bakir selath
ligandlar insan kanser hiicre tiplerinde tiimdér hacminde, mitotik ve proliferasyon

indekslerinde 6nemli bir diisiis gdstermistir (Trejo-Solis ve ark. 2005).

2.8. Fenantrolin

Organik yapiya ve metal atomlarma sahip olan organik-inorganik hibrid molekiiller
cesitli biyolojik aktiviteler gosterirler. Boylelikle biyolojik sistemlerin analizi i¢in etkili
bir ara¢ olarak kullanilirlar. Nitrojen iceren ligandlar kemoterapide ve asimetrik

katalizlerde genis uygulamalara sahiptir (Adelaide ve James 2013).

Iyi bilinen bir divalent metal selatlayici ajan olan 1,10 fenantrolin gok molekiillii kimya
ve molekiiler taninma alanlarinda zaman i¢inde basrol konumuna gelmistir. DNA’nin
kiral taninmasi, redoks reaksiyonlarinda destekleyici gorev almasi ve ticari heterojen
immiin-DNA  testlerinde  duyarlilastirict  olmast bu alanlarda  kullanimini

yayginlastirmistir.

1,10- Fenantrolin ve tiirevleri hem metalsiz durumlarda hem de gecis metaline koordine
edilmis ligandlar olarak ¢ogu biyolojik sistemin fonksiyonunu bozar (Silva ve ark.
2014). Son g¢alismalar 1,10 fenantrolin bakir II komplekslerinin antikanser ajani olarak
DNA’ya baglanma 6zelliklerini, niikleaz aktivitesini ve antikanser aktivitesini arastirip
incelemistir (Ruiz-Azuara ve Bravo-Gomez 2010, Buchtik ve ark. 2012, Yin ve ark.
2013, Zhou ve ark. 2013). Diger ¢esitli bakir komplekslerinin oksijenin varligina ihtiyag
duyan bir oksidatif mekanizmayla DNA’y1 kirdigin1 gostermistir (Hernandez-Gil ve ark.
2012, Gokge ve Gup 2013).

Bu ajanlar tiimor hiicreleri i¢in sitotoksiktir (Da Silveira ve ark. 2008, Katsarou ve ark.

2008) ve hiicresel apoptozisi tetikler (Filomeni ve ark. 2007, Jia ve ark. 2013).

Ayrica kararli bis-phen kompleksleri DNA ya da RNA polimeraz aktivitesini inhibe
eder. Bu indirgeyici ajanlarin karsisinda DNA’nin zincir ayrilimi goriiliir (Chikira ve

ark. 2002, Jungwirth ve ark. 2011).

18



Bakir-fenantrolin varligindaki DNA hasari, bolgeye 06zel fenton reaksiyonlariyla
iiretilen reaktif hidroksil radikallerine dayanmaktadir (Tardito ve Marchio 2009, Jia ve
ark. 2010). Fenantrolinli bakir II komplekslerinin farmakolojik 6zellikleri, Shiff bazi ve
1,10 fenantrolinle ya da onun tiirevleri ile azaltilmis t¢lii bakir I1I komplekslerinin

antitimor potansiyelinin ¢alisilmasina izin verir.
2.9. Protein Metabolizmasi ve Kanser

Yapilarinda azot bulundurmalar1 proteinleri diger biyoorganik molekiillerden ayirir.
Kanser hiicresi, saglikli hiicrenin azotuyla beslenir ve bu durum sebebiyle hastalarda kas
ve total viicut proteinlerinde azalmalar goriiliir. Iskelet kasinda meydana gelen proteoliz
sonucunda aminoasitlerin ¢ogu, karacigerde akut faz proteinleri sentez edilmesinde
kullanilir. Bu yiizden iskelet kasinda protein sentezi i¢in gereken bazi aminoasitlerde
rolatif eksiklik goriiliir. Aminoasitlerin bir diger kismi da deaminasyona ugrayip
katabolize edilir ve iki farkli {iriin meydana gelir. Uriinlerden biri olan karbon iskeletleri
(ketoasit) glikoneogenezde kullanilmak iizere karacigere yollanir. Glikoneogenez, kisa
donemde faydali iken, uzun donemde (kanser gibi), hiicrede asir1 enerji kaybma yol
agmasindan dolay1 zararh olabilmektedir. ikinci {iriin olan azot (amino grubu) ise; atilir
ve bu ylizden negatif azot dengesi meydana gelir. Negatif dengenin diger bir sebebi ise,
timor hiicrelerinin, serbestlesen azotlar1 yakalamasi, kendi ihtiyaci olan aminoasit ve
protein sentezi i¢in kullanmasidir. Ure dongiisii de kanserde ¢esitli degisikliklere ugrar.
Normal sartlarda iire dongiisiinde amag, viicudun zararli azot olan amonyagi atmasidir.
Kanserli bir organizmada negatif azot dengesi var oldugundan iire dongiisii yavaslar

(Erdamar ve ark. 2015).

Malign tiimor varliginda genelde negatif azot dengesi (Brennan ve Burt 1981), artan
glukoneogenez (Gold 1974, Waterhouse ve ark. 1979), azalan kas protein sentezi
(Lundholm ve ark. 1978, Norton ve ark. 1981), artan kas protein yikimi (Norton ve ark.
1981) goriliir. Timor gelisimi swrasinda sonug¢ olarak protein turnover: artar
(Carmichael ve ark. 1980, Eden ve ark. 1984, Jeevanandam ve ark. 1984). Plazma
aminoasitlerinin seviyeleri viicuttaki aminoasit akismi etkileyen faktorleri net olarak
gosterir (Abumrad ve Miller 1983). Bu amagla hastalardaki aminoasit profili, kanser ve

protein metabolizmasi arasindaki iligki i¢in bir marker roli iistlenebilir.
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2.10. Asparajin Aminoasidinin Biyolojideki Yeri ve Kanserle Iliskisi

Kuskonmaz bitkisinin yemeklerde kullanilan tiirli olan Asparagus officinalis bitkisinden
adim alan asparajin aminoasidi (Asn,N), proteinleri olusturan 20 aminoasitten biridir.
Yan zincirinde karboksamit grubu vardir, polar 6zellik gosterir fakat fizyolojik pH’da
yiiksiizdiir. Diger aminoasitlerde oldugu gibi asparajin aminoasidinin de hem L- hem de

D- izomeri vardir. Dogada bulunani L-asparajindir.

L-asparajin baklagillerin fidanlarinda, kuskonmaz bitkisinde, patateste, sigir etinde ve
yumurtada bulunur. Ozellikle merkezi sinir sisteminin dengesinin korunmasinda

Onemlidir.

Timor hiicreleri canliliklarini devam ettirebilmek, enerji saglayabilmek i¢cin saglikli
hiicrelerden kendi azot ihtiyacin1 karsilamaktadir. Bu sebeple viicutta bazi aminoasitler
kanser hiicresinin tipine gore azalma gostermektedir. Proenza ve arkadaslar1 yaptiklari
calismada, meme kanseri olan hastalar saglikli bireylerle karsilastirildiginda hastalarin
plazmalarinda valin ve glutamat miktarinin diisiik, asparagin miktarinin ise ytiksek
olmas1 disinda bir fark gostermedigini saptamislardir. Akciger kanserli hastalarin
plazmalarinda ise glutamin, asparagin ve hidroksiprolin yiiksek; aspartat diisiik

bulunmustur ( Proenza ve ark. 2003).

O

H.N
2 OH

O NH;

Sekil 2.3. (L-asparajin)
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3. MATERYAL-YONTEM

Bu calismada besiyerinde ¢oziinebilen, polimerik yapili bir yeni bakir kompleksinin,
[Cu (5-nitro-1-10-fenantrolin) (L-asparajin)] CIO4)n A549 insan akciger kanseri hiicre
hatt1, Beas-2B insan saglikli brons epitel hiicre hatti, MCF7 insan meme kanseri hiicre
hatti1 ve Caco-2 insan kolon kanseri hiicre hattinda XTT testi ile sitotoksik etkileri
belirlenmistir. Bakir kompleksinin genotoksik etkileri ise komet testi ile

degerlendirilmistir. Hiicre i¢i ROS seviyesi ROS testi ile degerlendirilmistir.

3.1. Kullanilan Ekipmanlar, Sarf Malzemeler
Calismada kullanilan cihazlar Cizelge 3.1°de, sarf malzemelerine iliskin bilgiler ise

Cizelge 3.2°de gosterilmistir.

Cizelge 3.1. Calismalarda kullanilan ekipman

Ekipman

Marka/Model

Etiv

BINDER - CB 150

Sogutmali santrifiij

SIGMA-2-16PK

Laminar akim kabini

BERNER

Hassas terazi

SHIMADZU-AUW220D

Kaba terazi

RADWAG-WTB2000

Pastor firini

Elektro.mag-M3025P

Invert mikroskop

SOIF

Floresan mikroskop

NIKON-ECLIPSE 801

Isik mikroskobu

NIKON-ECLIPSE E100

Komet yazilimi

Kameram 21

Elektroforez gii¢c kaynag1

PeqLab-Regpower 300

Elektroforez tanki Cleaver Scientific

Mikroplaka okuyucu Bio Tek, ELx800 U.S.A

Azot tank1 INT. CRYOGENICS - 1C 20R
Ph metre HANNA — HI 221

+4 buzdolabi REGAL

-20 derin dondurucu ALASKA - ADF 06 V

-80 derin dondurucu ELCOLD
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Karistirici-1sitict

M TOPS MS300HS

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

Cizelge 3.2. Calismada kullanilan sartf malzemeler

Sarf Malzeme Firma/Katalog No

Serolojik pipet COSTAR

Serolojik pipet tabancasi BIOHIT-MIDI PLUS/ Dragon MED
Levo plus

Steril 15 ml’lik tiipler ISOLAB

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

RPMI-1640 (500 ml)

PAN BIOTECH/ P04-22100

Penisilin-Streptomisin

SIGMA/ P0781

L-Glutamin (100 ml)

SIGMA/ RNBB4386

Fetal-Bovine serum

PANBIOTECH/ P30-1985

Sodyum piriivat (100 ml) PANBIOTECH/ P04-43100
EDTA disodium salt CARLO ERBA/ 303201
DPBS PANBIOTECH/ P04-36500
Etanol MERCK

NaCl MERCK/ 7647-14-5

NaOH SIGMA/ S8045-1 KG

Triton X-100

GERBU/ 34021300

Lowmelting Agaroz

SIGMA/ A9414-25G

Normal Agaroz

SIGMA/ A9539-100G

DMSO

MERCK/ K39661843

Tripsin-EDTA

GIBCO/ 1304898

DCFH-DA ( ROS Kit)

Cell Biolabs’OxiSelect™ / 59342021

Hiicre proliferasyon kiti

BIOLOGICAL
INDUSTRIES/1548576
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3.2. Kullanilacak Hiicre Hatlan

Tez calismasinda A549 insan akciger kanseri hiicre hatti, Beas-2B insan saglikli
bronsiyal epitel hiicre hatti, MCF7 insan meme kanseri hiicre hatti ve Caco-2 insan

kolon kanseri hiicre hatt1 kullanilmistir.

3.2.1. Bu hiicre hatlarinda kullanilacak hiicre Kkiiltiirii sartlar

Hiicre kiiltiirii havalandurmali T75 flasklar i¢inde 37 °C ve %5 CO, ortama sahip
inkiibatorde yapilmistir. Flasklara konulacak besiyeri: 500 ml RPMI Medium + 60 ml
FBS (fetal bovine serum) + 3 ml L- glutamine, 6 ml penisilin-streptomisin, 6 ml

sodyum pirlivattan olusmaktadir.
3.3. Kullanilan Kompleks

Bu calismada hazir besiyerinde ¢oziinebilen, polimerik yapili bir yeni bakir kompleksi
[Cu (5-nitro-1-10-fenantrolin) (L-asparajin)] CIO4)n kullanilmistir. Kompleks, Uludag
Universitesi Anorganik Kimya Anabilim Dali tarafinca sentezlenmistir. Bu bakir
kompleksinin yapisina katilan ligant ve bakir kompleksinin kristal ve polimer yapis1

asagida gosterilmistir ( sekil 3.1; 3.2). Kompleks hazir besiyerinde ¢6ziilmiistiir.

7 \_ N\
— N=

Sekil 3.1. 1,10 fenantrolin
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Sekil 3.2. (a) ([Cu(5-nitro-1,10-fenantrolin)(L-asparagin)]ClO4)n kristal yapisi b)
([Cu(5-nitro-1,10-fenantrolin)(L-asparagin)]ClO4)n kompleksinin 1D polimer yapisi

3.4. XTT Testi

XTT bir sitotoksisite testidir. Sitotoksisite; molekiiler olaylar sonucu ¢esitli
makromolekiillerin sentezlenmesinin engellenmesi ve buna bagli olarak hiicrenin
fonksiyonlarinda ve yapisinda belirgin hasarlar meydana gelmesidir. Sitotoksisite

testleri ise, hiicrelerde meydana gelen bu olaylarin varligmin tespit edilmesi ve

hiicrelerde ne 6l¢iide hasar meydana getirdiginin saptanmasi esasina dayanir.
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Sitotoksisite testleri sayesinde toksik konsantrasyon araligimin tanimlanabilmesi, maruz
kalma-konsantrasyon iligkisinin belirlenmesi ve antikanser aktivitenin tahmin
edilebilmesi gibi durumlar miimkiindiir. XTT testinin esasi, XTT ayracinda bulunan
tetrazolium halkasinin canli hiicre mitokondrilerinde bulunan dehidrogenaz
enzimlerince parcalanarak kirmizi renkli formazan kristalleri olusturmasina

dayanmaktadir.
XTT Testi Protokolii

Hiicrelerin 75 cm?’lik flasklarda 1 hafta boyunca biiylimesi beklenmistir. Biiyliyen
hiicreler 96 kuyucuklu platelere ekilmistir. A549 ve Beas-2B hiicre hatlar1 i¢in her bir
kuyucuga 5x10? hiicre, MCF-7 ve CaCo-2 hiicre hatlar1 i¢in her bir kuyucuga 8x10?
hiicre ve yine her bir kuyucuga 200’er pl besi yeri konulmustur. 37 °C ve %5 CO,
ortamli inkiibatorde 24 saat inkiibe edildikten sonra besi yeri degistirilmistir ve bakir
kompleksinin 0,1 ile 25,6 uM arasinda degisen farkli konsantrasyonlari ile muamele
edilmistir. 24 saatlik muameleden sonra kuyucuklar PBS ile yikanmis ve 100 pL yeni
besiyeri eklenmistir. Her bir kuyucuga aktive olmus XTT soliisyonu eklenmis ve 3 saat
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda mikroplaka okuyucu ile 450nm’de absorbans
Olciilmiistiir ve poliferasyon egrisi ¢izilmistir. Blankler ¢ikarildiktan sonra ICizs, ICos,
ICso ve 1C75 dozlar1 (1- A muamele grubu / A kontrol) x100 formiilii kullanilarak
hesaplanmistir. Y eksenine doz, X eksenine canlilik olan dagilim egrisi ¢izilmistir. Daha
sonra grafik iizerinde dogrusal 3 nokta segilerek egilim ¢izgisi eklenmistir. Egilim
¢izgisinin formiiliinde y yerine 12,5, 25, 50 ve 75 yazilarak sirasi ile IC125, ICas, ICso ve

1C75 dozlar1 hesaplanmustir.

Kimyasallarin Hazirlanmasi:
1. Kimyasallar deneyden hemen 6nce 37 °C’de 1sitilarak eritilmistir.

2. XTT olgtim soliisyonunu hazirlamak i¢in XTT kimyasalina 1:50 hacim oraninda
elektron baglama soliisyonu eklenmistir. Ornegin 96 kuyucuklu platete 5000 ul XTT
soliisyonu i¢in 100 pl aktive edici ajana ihtiya¢ duyulmaktadir.
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3.5. Komet Testi

Komet bir genotoksisite testidir. Genotoksisite, ¢cekirdek, kromozom ve DNA yapisinda
meydana gelen DNA eklentileri, DNA kiriklari, gen mutasyonlari, kromozom

anomalileri gibi hasarlar1 kapsayan genel bir terimdir.

Genotoksisite testleri, kimyasal ve fiziksel ajanlarin mutajenitelerinin belirlenmesi ve
bu ajanlarin karsinojenik potansiyellerinin belirlenmesi i¢in  kullanilmaktadir.
Kanserden korunmada, kansere duyarliligin tayininde ve takibinin yapilmasinda
biyoizlem testleri olarak kullanilmaktadir. Komet, DNA pargalarinin elektrik akimi

dogrultusunda hiicreden ¢ikarak ilerlemesi (kuyruk olusturmasi) ilkesine dayanir.
Komet Testi Protokolii

Hiicreler 25 cm?’lik flasklara boliinmiis ve cogalmasi i¢in inkiibatorde bekletilmistir.
Cogalan hiicreler ICizs, 1Cys, ICso ve IC7s dozlarinda bakir kompleksi ile 24 saat
muamele edilmistir. Dozlanan hiicreler 24 saat sonra tripsinlenerek kaldirilmistir ve

santrifiij edilmistir.

1) Bu asamada kullanilan biitiin soliisyonlar soguktur. Bu prosediir karanlikta
gerceklestirilmelidir. Stipernatant kismi atildiktan sonra kalan hiicreler 1 ml PBS ile

seyreltilmis ve iyice karistirilmistir.

2) Hicreleri jel icine gdmmek icin, diisilk erime noktali agaroz (LMA) kullanilmistir.

0,065 gr LMA tartilmis ve 10 ml PBS i¢inde 1sitilarak jel haline getirilmistir.

3) Eppendorf tiiplere 250°ser uL. LMA aktarilmistir. Bu eppendorf tiipler 37 °C de

bekleyen sicak su banyosuna yerlestirilmistir.

4) Hiicre pelletlerinden 100 pl ¢ekilmis, su banyosunda bekleyen ve icinde 250ul LMA
jeli bulunan eppendorf tiiplerine aktarilmistir. Jel ve hiicre siispansiyonu pipetaj yoluyla

karstirilmistir.

5) Bu karisimdan 80 pl ¢ekilmis ve lam lizerine yayilmistir. Her calisma grubu kendi

laminin iizerine yayilmistur.

6) Uzerine karisim koyulan lamlar hemen lamelle kapatilmis ve buz iizerine

kaldirilmastir.
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7) Yayma islemi bittikten sonra lamlar 15 dakika +4 °C de bekletilmistir.
8) 2 dakika sonra lamlar iizerindeki lameller ¢ikarilmistir.

9) Lamelleri ¢ikmis olan lamlar salelere dizilmis ve saleler lizis soliisyonu ile
doldurulmustur. Lamlar saleler i¢inde 1 gece boyunca karanlikta ve +4 °C de

bekletilmistir.
10) Ertesi giin lamlar lizis soliisyonundan ¢ikarilmis ve elektroforez tankma dizilmistir.

11) Tanklar elektroforez tamponu ile doldurulmus ve 30 dk elektroforez tamponu iginde

akim verilmeden bekletilmistir.
12) Yiiriitme islemi 500 mA, 25V da, yarim saatte gerceklestirilmistir.

13) Yiriitme islemi tamamlandiktan sonra lamlar tanktan ¢ikarilip notralizasyon

tamponuna daldirilmistir ve 5 dakika lamlar tampon icerisinde karanlikta bekletilmistir.

14) Notralizasyon islemi sonrasinda lamlar tampondan c¢ikarilip soguk distile suya

daldirilip yikanmis ve kurumasi beklenmistir.
15) Kuruduktan sonra lamlar absolii etanol icinde 5 dakika fikse edilmistir.
Boyama Islemi

20 pg/ml konsantrasyonlu EtBr boya soliisyonundan enjektor ile 0,2 ml cekilir ve
lamlara damlatilir. Boya damlatildiktan sonra lamlar lamellerle kapatilip, mikroskobik

inceleme i¢in hazirlanir.
Lamlarm mikroskopta incelenmesi

Sayim ve degerlendirme asamalarinda floresan mikroskop kullanilmistir. Boyanilan
lamlara mikroskopta bakilmis ve her lamdan 100 tane hiicre sayilmistir. Degerlendirme
kameram 21 komet sayim programu ile yapilmistir. DNA hasari; kuyruk uzunlugu,
kuyruk % DNA ve Olive kuyruk momenti parametreleri ile degerlendirilmistir. Test iki

bagimsiz tekrar halinde yapilmustir.
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3.6. ROS Ol¢iimii

Bakir kompleksinin  hiicre i¢i ROS olusumuna etkisi DCF-DA (2°,7-
dichlorofluorescein  diacetate) maddesinin RPMI mediumda ¢oziilmesi ile
degerlendirilmistir. DCF-DA boyas1 kendisi floresan 6zellik gostermemektedir. Hiicre
icine difiizyonla girmektedir. Hiicresel esterazlar tarafindan DCFH sekline hidrolize
olmaktadir. DCFH ise ROS varhiginda hizli sekilde oksidize olmakta ve yiiksek
seviyede floresan etkisi olan 2°,7°- dichlorodihydrofluorescein (DCF) haline

gelmektedir.
ROS Testi Protokoli

ROS testi icin hiicreler 75 cm?’lik flasklarda {retilmistir. Biiyliyen hiicreler 96
kuyucuklu siyah platelere iki tekrarl sekilde ekilmistir ve 24 saat inkiibe edilmistir.
Kiiltiir sonunda besi yeri degistirildikten sonra hiicreler 2 kez PBS ile yikanmistir.
Hiicrelere 1X DCFH-DA/besiyeri ¢cozeltisinden 100’er pl eklenmis ve 37 °C’de 120 dk
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda hiicreler 2 kez PBS ile tekrar yikanmustir.
DCFH-DA yiiklenmis hiicrelere 2 saat bakir kompleksinin 1Ciz5, 1Cas, ICso ve 1Cys
dozlar1 ile muamele edilmistir. H,O,'nin ICso konsantrasyonu pozitif kontrol olarak
kullanilmistir. Konsantrasyonu 0 uM — 10 uM arasinda degisen DCF standartlarinin
1:10 seyreltme serisi DCF stok soliisyounun besi yeri ile seyreltilmesi ile hazirlanir (tiip
dilisyon yontemi). DCF stogundan 10 pl alinip 990 pul RPMI medium bulunan 1
numarali standarta eklenir ve daha sonra standart 1’den diger standartlara zincirleme
sekilde 100’er pl alnip seyreltme islemi yapilir. Absorbanst 480 nm/530 nm’de
florometrik plaka okuyucuda plateler 24 saat belirli araliklarla okunmustur. ROS
degerleri ¢izilen dagilim grafiginin egim formiilii ile hesaplanmistir. Deney iki tekrarli
sekilde gerceklestirilmistir. Istatistiksel analizler SPSS 23 paket program kullanilarak
Mann-Withney U testi ile yapilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. XTT Bulgulan

XTT testinden elde edilen bulgular Cizelge 4.1.°de gosterilmistir. Bakwr (II)
kompleksinin ([Cu(5-nitro-1,10-fenantrolin)(L-asparagin)]Cl104)n 0,1 ve 25,6 uM
arasinda degisen konsantrasyonlar1 A549, Beas-2B, MCF7 ve Caco-2 hiicre hatlarma 24
saat muamele edilmistir. Kompleksin bu hiicre hatlarina ICiz 5, ICzs, ICso ve 1C75 dozlar1

verilmistir.
4.1.1. A549 hiicre hattinda elde edilen XTT bulgulan

A549 hiicre hattmin bakir (IT) kompleksiyle 24 saat muamelesi sonucu elde edilen ICi25
I1Cys, ICso ve 1C7s degerleri sirastyla; 1,063 + 0,044 uM, 2,127 + 0,179 uM, 4,254 +
0,359 uM ve 6,381 + 0,538 uM’dir. A549 hiicre hattinin XTT testinden elde edilen
bulgular cizelge 4.1 ve sekil 4.1.’de gosterilmistir.

4.1.2. Beas-2B hiicre hattinda elde edilen XTT bulgularn

Beas-2B hiicre hattmin bakir (II) kompleksiyle 24 saat muamelesi sonucu elde edilen
ICi25, ICys, ICso ve 1C75 degerleri sirasiyla; 1,789 + 0,278 uM, 3,578 + 0,620 uM, 7,157
+ 0,220 uM ve 10,735 £ 0,544 uM’drr. Beas-2B hiicre hattinin XTT testinden elde
edilen bulgular cizelge 4.1 ve sekil 4.1.’de gosterilmistir.

4.1.3. MCFT7 hiicre hattinda elde edilen XTT bulgulan

MCF7 hiicre hattinin bakir (II) kompleksiyle 24 saat muamelesi sonucu elde edilen
ICi25, 1Cas, ICso ve IC7s degerleri sirasiyla; 0,525 + 0,135 uM, 1,05 £ 0,127 uM, 2,1 +
0,014 uM ve 3,15 £ 0,035 uM’dir. MCF7 hiicre hattinin XTT testinden elde edilen
bulgular cizelge 4.1 ve sekil 4.1.’de gosterilmistir.

4.1.4. Caco-2 hiicre hattinda elde edilen XTT bulgular

Caco-2 hiicre hattinin bakir (II) kompleksiyle 24 saat muamelesi sonucu elde edilen
ICi25, ICas, ICso ve 1Cy5s degerleri sirasiyla; 0,512 + 0,080 uM, 1,025+ 0,063 uM, 2,05 +
0,026 uM ve 3,075 = 0,210 uM’dir. Caco-2 hiicre hattinin XTT testinden elde edilen
bulgular cizelge 4.1 ve sekil 4.1.’de gosterilmistir.
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Sekil 4.1. A549, Beas-2B, MCF7 ve Caco-2 hiicre hattinda kullanilan bakir (II)

kompleksinin uM cinsinden ICso degerleri

Cizelge 4.1. Bakir (IT) kompleksinin A549, Beas-2B, MCF7 ve Caco-2 hiicre hatlarinda

IC7s, 1Cs0,1Ca5 ve 1Ci25 degerleri, +; standart sapmayi ifade etmektedir

Dozlar

Hiicre Hatlar1

A549 Beas-2B MCEF7 Caco-2
ICi25 1,063 + 0,044 | 1,789 £ 0,278 | 0,525 +0,135 | 0,512 + 0,080
ICas 2,127+ 0,179 | 3,578 £ 0,620 | 1,05+ 0,127 | 1,025 + 0,063
ICso 4,254+ 0,359 | 7,157 +£0,220 | 2,1+0,014 2,05 +0,026
IC7s 6,381 + 0,538 | 10,735 £ 0,544 | 3,15+ 0,035 | 3,075+ 0,210
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4.2. Komet Testi Bulgulan
4.2.1. Kuyruk uzunlugu bulgulan
Bakir (IT) kompleksinin 1Ci25, ICss, ICso ve IC7s dozlar ile A549, Beas-2B, MCF7 ve

Caco-2 hiicre hatlarinin 24 saat muamele edilmesi sonucunda elde edilen kuyruk
uzunlugu degerleri ¢izelge 4.2.°de gosterilmistir. Veriler normal dagilim
gostermediginden kuyruk uzunlugu degerlerinin istatistiksel analizi Mann-Whitney U

testi kullanilarak yapilmistir.
4.2.1.1. A549 hiicre hattinda elde edilen kuyruk uzunlugu bulgulan

A549 hiicre hattinda ortalama kuyruk uzunlugu kontrol grubunda 7,108 + 2,739 olarak
belirlenmistir. A549 hiicre hattina bakir (II) kompleksinin ICiz5, ICas, ICso ve 1C7s
dozlarinin muamelesi sonucu elde edilen ortalama kuyruk uzunlugu degerleri sirasiyla;
10,046 + 3,226, 14,256 + 6,550, 19,578 + 8,809 ve 24,104 + 11,279 seklindedir. A549
hiicre hattma ait kuyruk uzunlugu bulgular1 sekil 4.2.°de ve c¢izelge 4.2.°de
gosterilmistir. Kompleksin IC7s (6,381 uM), 1Cs0(4,254 uM), 1C25(2,127 uM) ve
1C12,5(1,063 uM) dozlar1 kontrol grubu ile karsilastirildiginda her doért dozun da doz
artigina gore ortalama kuyruk uzunlugu degerini istatistiki olarak anlamli diizeyde

yiikselttigi belirlenmistir (p<0,001).
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Sekil 4.2. A549 hiicre hattiin bakir kompleksinin ICi25, 1Cas, ICso ve 1C7s dozlari ile
24 saat muamelesi sonucunda elde edilen ortalama kuyruk uzunlugu degerlerinin
kontrol grubunun ortalama kuyruk uzunlugu degeri ile karsilastirilmasi; **p<0,001
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4.2.1.2. Beas-2B hiicre hattinda elde edilen kuyruk uzunlugu bulgulan

Beas-2B hiicre hattinda ortalama kuyruk uzunlugu kontrol grubunda 10,591 + 2,014
olarak belirlenmistir. Beas-2B hiicre hattina bakir (II) kompleksinin ICi25 1Cas, ICso ve
IC75 dozlarinin muamelesi sonucu elde edilen ortalama kuyruk uzunlugu degerleri
srrasiyla; 10,746 + 2,979, 14,214 + 4,312, 19,667 = 7,605 ve 29,015 + 12,698
seklindedir. Beas-2B hiicre hattina ait kuyruk uzunlugu bulgular1 sekil 4.3.’te ve ¢izelge
4.2.°de gosterilmistir. Kompleksin IC75(10,735 uM), ICso(7,157 uM) ve 1C25(3,578 uM)
dozlar1 kontrol grubu ile karsilastirildiginda her ii¢ dozun da ortalama kuyruk uzunlugu
degerini doz artigina gore istatistiki olarak anlaml diizeyde yiikselttigi belirlenmistir
(p<0,001). ICi25(1,789 uM) dozunun ortalama kuyruk uzunlugu degeri, kontrol
grubunun (10,591 + 2,014) ortalama kuyruk uzunlugu degerine gore istatistiki olarak

anlamli diizeyde artis géstermemistir (p>0,05).
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Sekil 4.3. Beas-2B hiicre hattinin bakir kompleksinin ICi2 5, ICas, ICso ve IC75 dozlari ile
24 saat muamelesi sonucunda elde edilen ortalama kuyruk uzunlugu degerlerinin
kontrol grubunun ortalama kuyruk uzunlugu degeri ile karsilastirilmasi; **p<0,001
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4.2.1.3. MCF7 hiicre hattinda elde edilen kuyruk uzunlugu bulgularn

MCF7 hiicre hattinda ortalama kuyruk uzunlugu kontrol grubunda 12,037 + 2,609
olarak belirlenmistir. MCF7 hiicre hattina bakir (II) kompleksinin ICiz5, ICas, ICso ve
IC75 dozlarinin muamelesi sonucu elde edilen ortalama kuyruk uzunlugu degerleri
sirastyla; 11,614 + 3,852, 14,449 + 1,740, 25,287 + 3,417 ve 30,282 + 13,172
seklindedir. MCF7 hiicre hattina ait kuyruk uzunlugu bulgular1 sekil 4.4.’te ve ¢izelge
4.2.°de gosterilmistir. Kompleksin IC75(3,15 pM) ve 1Cas5(1,05 uM) dozlar1 kontrol
grubu ile karsilastirildiginda her iki dozun da ortalama kuyruk uzunlugu degeri doz
artigina gore istatistiki olarak anlamli diizeyde yiikselmistir (p<0,001). 1Cso(2,1 pM)
dozunun ortalama kuyruk uzunlugu degeri kontrol grubunun ortalama kuyruk uzunlugu
degeri (12,037 + 2,609) ile karsilastirildiginda istatistiki olarak anlamli diizeyde
yiikselmistir (p<0,05). Biiylime kontrol grubunun ortalama kuyruk uzunlugu degeri
(12,037 £ 2,609) ile 1Ci25(0,525 uM) dozuna ait ortalama kuyruk uzunlugu degeri

arasinda anlamli fark bulunmamaistir (p>0,05).
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Sekil 4.4. MCF7 hiicre hattinin bakir kompleksinin ICi2 5, ICas, ICso ve 1C75 dozlart ile
24 saat muamelesi sonucunda elde edilen ortalama kuyruk uzunlugu degerlerinin

kontrol grubunun ortalama kuyruk uzunlugu degeri ile karsilastirilmasi; **p<0,001;
*
p=<0,05
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4.2.1.4. Caco-2 hiicre hattinda elde edilen kuyruk uzunlugu bulgulan

Caco-2 hiicre hattinda ortalama kuyruk uzunlugu kontrol grubunda 10,014 + 2,424
olarak belirlenmistir. Caco-2 hiicre hattina bakir (II) kompleksinin ICiz5, 1Cas, ICso ve
IC75 dozlarinin muamelesi sonucu elde edilen ortalama kuyruk uzunlugu degerleri
srrasiyla; 10,818 + 3,307, 17,987 + 10,133, 41,191 + 34,932 ve 75,217 + 49,888
seklindedir. Caco-2 hiicre hattina ait kuyruk uzunlugu bulgular1 sekil 4.5.’te ve cizelge
4.2.°de gosterilmistir. Kompleksin 1C75(3,075 uM), 1Cs0(2,05 uM) ve 1C25(1,025 uM)
dozlar1 kontrol grubu ile karsilastirildiginda her ii¢ dozun da ortalama kuyruk uzunlugu
degeri doz artisina gore istatistiki olarak anlamli diizeyde yiikselmistir (p<0,001).
1C12,5(0,512 uM) dozunun ortalama kuyruk uzunlugu degeri, kontrol grubu ortalama
kuyruk uzunlugu degerine (10,014 + 2,424) gore istatistiki olarak anlamli diizeyde
yiikselmistir. (p<0,05).
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Sekil 4.5. Caco-2 hiicre hattinin bakir kompleksinin 1C75,ICso, IC25 ve ICi25 dozlart ile
24 saat muamelesi sonucunda elde edilen ortalama kuyruk uzunlugu degerlerinin

kontrol grubunun ortalama kuyruk uzunlugu degeri ile karsilastirilmasi; **p<0,001;
3k
p=<0,05
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Cizelge 4.2. Kompleksin ICi25, ICas, ICs0 ve IC7s dozlart ile A549, Beas-2B, MCF7 ve
Caco-2 hiicre hatlarina 24 saat muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama kuyruk
uzunlugu degerlerinin (um), £; standart hatay1 ifade etmektedir, biiytime kontrol ile
karsilastirilmasi; **p< 0,001; *p< 0,05, (BK: biiylime kontrol, PK: pozitif kontrol)

Hiicre Hatlar1

Dozlar | A549 Beas-B MCF7 Caco-2

BK 7,108 £2,739 10,591 £2,014 12,037 + 2,609 10,014 + 2,424
ICi25 | 10,046 £3,226 ** | 10,746 +2,979 11,614 £ 3,852 10,818+3,307 *
1Cos 14,256 + 6,550** | 14,214 £4,312** | 14,449 + 1,740** | 17,987 £10,13**
ICso 19,578 £ 8,809** | 19,667 £ 7,605** | 25,287 + 3,417* | 41,191 £34,93**
1C7s 24,104 £11,27** | 29,015 £12,69** | 30,282 £13,17** | 75,217 +49,88**
PK 18,051 £13,951 | 29,082 £28,629 | 79,778 + 4,162 71,597 £49,467
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4.2.2. Kuyruk %DNA bulgulan

Bakir (II) kompleksinin 1Ciz 5, ICas, ICso ve 1C7s dozlart ile A549, Beas-2B, MCF7 ve
Caco-2 hiicre hatlarinin 24 saat muamele edilmesi sonucunda elde edilen kuyruk
%DNA degerleri ¢izelge 4.3.’te gosterilmistir. Veriler normal dagilim gdéstermediginden
kuyruk uzunlugu degerlerinin istatistiksel analizi Mann-Whitney U testi kullanilarak

yapilmistir.
4.2.2.1. A549 hiicre hattinda elde edilen kuyruk %DNA bulgular

A549 hiicre hattinda kuyruk %DNA ortalama degeri kontrol grubunda 16,176 + 14,849
olarak belirlenmistir. A549 hiicre hattina bakir (I) kompleksinin ICi2;5, ICas, ICso ve 1C7s
dozlarinin muamelesi sonucu elde edilen ortalama kuyruk %DNA degerleri sirasiyla;
27,085 + 13,033, 34,818 + 18,453, 40,896 + 19,143 ve 44,318 + 19,155 seklindedir.
A549 hiicre hattma ait kuyruk %DNA bulgular1 sekil 4.6.’da ve c¢izelge 4.3.’te
gosterilmistir. Kompleksin 1C7s5 (6,381 puM), 1Cs0(4,254 uM), 1C»5(2,127 puM) ve
1C12,5(1,063 uM) dozlar1 kontrol grubu(16,176 + 14,849) ile karsilastirildiginda her dort
dozun da ortalama kuyruk %DNA degerini doz artisma gore istatistiki olarak anlamli
diizeyde ytikselttigi belirlenmistir (p<0,001).

A549 Kuyruk %DNA
%k

50 -

45 -

40 -

35 -

<zt 30 -
g 25 -
X 5o A

15 -

10 -

5 -

0 - T T T T T
Buyume 1C12,5 1C25 IC50 IC75 Pozitif
kontrol kontrol

Dozlar (uM)

Sekil 4.6. A549 hiicre hattinin bakir kompleksinin ICi2 5, ICas, ICso ve 1C75 dozlari ile 24
saat muamelesi sonucunda elde edilen ortalama kuyruk %DNA degerlerinin kontrol
grubunun ortalama kuyruk %DNA degeri ile karsilastirilmasi; **p<0,001
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4.2.2.2. Beas-2B hiicre hattinda elde edilen kuyruk %DNA bulgulan

Beas-2B hiicre hattinda ortalama kuyruk %DNA kontrol grubunda 30,039 + 12,082
olarak belirlenmistir. Beas-2B hiicre hattina bakir (II) kompleksinin ICi2 5, 1Cas, ICso ve
IC75 dozlarinin muamelesi sonucu elde edilen ortalama kuyruk %DNA degerleri
sirastyla; 35,766 + 21,189, 45,373 + 18,154, 45,212 + 15,988 ve 58,593 + 16,302
seklindedir. Beas-2B hiicre hattma ait kuyruk %DNA bulgular1 sekil 4.7.’de ve cizelge
4.3.’te gosterilmistir. Kompleksin 1C75(10,735 uM), ICso(7,157 uM) ve 1C25(3,578 uM)
dozlar1 kontrol grubu ile karsilastirildiginda her iic dozun da ortalama kuyruk %DNA
degerini doz artigina gore istatistiki olarak anlamli diizeyde yiikselttigi belirlenmistir
(p<0,001). ICi25(1,789 uM) dozunun ortalama kuyruk %DNA degeri, kontrol
grubunun(30,039 £+ 12,082) ortalama kuyruk %DNA degerine gore istatistiki olarak

anlaml1 diizeyde artis géstermemistir (p>0,05).
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Sekil 4.7. Beas-2B hiicre hattinin bakir kompleksinin ICi2 5, 1Cas, ICso ve 1C75 dozlar1
ile 24 saat muamelesi sonucunda elde edilen ortalama kuyruk %DNA degerlerinin
kontrol grubunun ortalama kuyruk %DNA degeri ile karsilastiriimasi; **p<0,001
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4.2.2.3. MCF7 hiicre hattinda elde edilen kuyruk %DNA bulgular

MCF7 hiicre hattinda ortalama kuyruk %DNA kontrol grubunda 32,905 + 6,713 olarak
belirlenmistir. MCF7 hiicre hattina bakir (II) kompleksinin ICiz5, 1Cos, ICso ve 1Cys
dozlarimm muamelesi sonucu elde edilen ortalama kuyruk %DNA degerleri sirasiyla;
32,983 + 13,635, 39,471 + 8,097, 45,992 + 3,102 ve 50,597 + 1,992 seklindedir. MCF7
hiicre hattina ait kuyruk %DNA bulgular1 sekil 4.8.’de ve cizelge 4.3.’te gosterilmistir.
Kompleksin IC75(3,15 puM), ICso(2,1 puM), ICp5(1,05 uM) dozlar1 kontrol grubu ile
karsilastirildiginda her ii¢ dozun da ortalama kuyruk %DNA degeri doz artisina gore
istatistiki olarak anlamli diizeyde yiikselmistir (p<0,001). Kontrol grubunun ortalama
kuyruk %DNA degeri (32,905 £+ 6,713) ile 1Ci2,5(0,525 pM) dozuna ait ortalama kuyruk
%DNA degeri arasinda anlamli fark bulunmamistir (p>0,05).
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Sekil 4.8. MCF7 hiicre hattmin bakir kompleksinin ICi25, ICzs, ICso ve 1C7s dozlari ile
24 saat muamelesi sonucunda elde edilen ortalama kuyruk %DNA degerlerinin kontrol
grubunun ortalama kuyruk %DNA degeri ile karsilastirilmasi; **p<0,001
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4.2.2.4. Caco-2 hiicre hattinda elde edilen kuyruk %DNA bulgularn

Caco-2 hiicre hattinda ortalama kuyruk %DNA kontrol grubunda 30,284 £12,379 olarak
belirlenmistir. Caco-2 hiicre hattma bakir (II) kompleksinin 1Ciz5, ICos, ICso ve 1Cys
dozlarimm muamelesi sonucu elde edilen ortalama kuyruk %DNA degerleri sirasiyla;
26,416 + 10,604, 35,213 + 20,342, 53,732 + 19,488 ve 58,436 + 23,077 seklindedir.
Caco-2 hiicre hattina ait kuyruk %DNA bulgular1 sekil 4.9.°da ve c¢izelge 4.3.’te
gosterilmistir. Kompleksin 1C75(3,075 uM), 1Cs0(2,05 uM) ve 1Ci2,5(0,512 uM) dozlar1
kontrol grubu (30,284 +£12,379) ile karsilastirildiginda her {i¢ dozun da ortalama kuyruk
%DNA degeri doz artisma gore istatistiki olarak anlamli diizeyde yiikselmistir
(p<0,001). IC»5(1,025 uM) dozuna ait ortalama kuyruk %DNA degeri kontrol grubuna
gore istatistiki olarak anlaml diizeyde yiikselmemistir (p>0,05).
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Sekil 4.9. Caco-2 hiicre hattmin bakir kompleksinin ICi2 5, ICas, ICso ve I1C7s dozlar ile
24 saat muamelesi sonucunda elde edilen ortalama kuyruk %DNA degerlerinin kontrol
grubunun ortalama kuyruk %DNA degeri ile karsilastirilmasi; **p<0,001
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Cizelge 4.3. Kompleksin ICiz5, ICas, ICso ve 1C75 dozlar1 ile A549, Beas-2B, MCF7 ve
Caco-2 hiicre hatlarina 24 saat muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama kuyruk
%DNA degerlerinin, +; standart hatayr ifade etmektedir, biliylime kontrol ile
karsilastirilmasi; **p< 0,001, ( BK: biiyiime kontrol, PK: pozitif kontrol)

Hiicre Hatlar1

Dozlar | A549 Beas-2B MCF7 Caco-2

BK 16,176 £14,849 30,039 £12,082 | 32,905 £6,713 | 30,284 £12,379
ICi25 | 27,085 £13,033** | 35,766 £21,189 | 32,983 £13,635 | 26,416 £10,604**
1Cys 34,818£18,453** | 45,373+18,154%* | 39,471+£8,097** | 35,213 £20,342
ICso 40,896 £19,143** | 45,212415,988%* | 45,992+3,102** | 53,732 £19,488**
1G5 44,318 £19,155%* | 58,593+16,302** | 50,597+1,992** | 58,436 £23,077**
PK 35,373 £22,309 52,830 £14,761 | 56,505 £9,403 | 52,166 +22,945
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4.2.3. Olive kuyruk momenti bulgulan

4.2.3.1. A549 hiicre hattinda elde edilen olive kuyruk momenti bulgulan

A549 hiicre hattinda olive kuyruk momenti ortalama degeri kontrol grubunda 2,156 +
1,562 olarak belirlenmistir. A549 hiicre hattina bakir (II) kompleksinin ICi2 5, IC2s, ICso
ve 1C7s dozlarinin muamelesi ile elde edilen ortalama olive kuyruk momenti degerleri
srrasiyla; 4,125 + 1,982, 6,024 + 3,501, 8,542 + 5,307 ve 10,385 + 6,940 seklindedir.
A549 hiicre hattina ait olive kuyruk momenti bulgular1 sekil 4.10.’da ve c¢izelge 4.4.’te
gosterilmistir. Kompleksin 1C7s (6,381 puM), 1Cs0(4,254 puM), 1C5(2,127 pM) ve
IC12,5(1,063 uM) dozlar1 kontrol grubu (2,156 + 1,562) ile karsilastirildiginda her dort

dozun da ortalama olive kuyruk momenti degerini doz artisina gore istatistiki olarak

anlamli diizeyde yiikselttigi belirlenmistir (p<0,001).
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Sekil 4.10. A549 hiicre hattinin bakir kompleksinin ICi2 5, ICas, 1Cso velC7s dozlari ile 24
saat muamelesi sonucunda elde edilen ortalama olive kuyruk momenti degerlerinin
kontrol grubunun ortalama olive kuyruk momenti degeri ile karsilastirilmasi; **p<0,001

41




4.2.3.2. Beas-2B hiicre hattinda elde edilen olive kuyruk momenti bulgular

Beas-2B hiicre hattinda ortalama olive kuyruk momenti kontrol grubunda 4,717 + 1,718

olarak belirlenmistir. Beas-2B hiicre hattina bakir (II) kompleksinin ICi2 5, 1Cas, ICso ve

IC75 dozlarimin muamelesi sonucu elde edilen ortalama olive kuyruk momenti degerleri

sirastyla; 4,688 + 2,104, 7,110 + 2,730, 9,266 + 4,392 ve 15,203 + 7,406 seklindedir.

Beas-2B hiicre hattma ait olive kuyruk momenti bulgular1 sekil 4.11.’de ve ¢izelge

4.4.’te gosterilmistir. Kompleksin 1C75(10,735 uM), ICso(7,157 uM) ve 1Ca5(3,578 uM)

dozlar1 kontrol grubu (4,717 + 1,718) ile karsilastirildiginda her {i¢ dozun da ortalama

olive kuyruk momenti degerini doz artigina gore istatistiki olarak anlamli diizeyde

yiikselttigi belirlenmistir (p<0,001). 1Ci2,5(1,789 uM) dozunun ortalama olive kuyruk

momenti degeri, kontrol grubunun(4,717 + 1,718) ortalama olive kuyruk momenti

degerine gore istatistiki olarak anlamli diizeyde artis gostermemistir (p>0,05).
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Sekil 4.11. Beas-2B hiicre hattiin bakir kompleksinin 1Ci2 5, ICzs, ICso ve 1C75 dozlart
ile 24 saat muamelesi sonucunda elde edilen ortalama olive kuyruk momenti
grubunun ortalama olive
karsilastirilmasi; **p<0,001

degerlerinin  kontrol
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4.2.3.3. MCF7 hiicre hattinda elde edilen olive kuyruk momenti bulgularn

MCEF7 hiicre hattinda ortalama olive kuyruk momenti kontrol grubunda 5,677 + 0,506
olarak belirlenmistir. MCF7 hiicre hattina bakir (II) kompleksinin 1Ciz5, 1Cas, ICso ve
1C75 dozlarimin muamelesi sonucu elde edilen ortalama olive kuyruk momenti degerleri
sirastyla; 5,491 + 2,466, 7,199 + 1,657, 12,088 + 1,216 ve 14,573 + 5,202 seklindedir.
MCF7 hiicre hattina ait olive kuyruk momenti bulgular1 sekil 4.12.’de ve ¢izelge 4.4.te
gosterilmistir. Kompleksin 1C75(3,15 uM) ve 1Cas5(1,05 uM) dozlar1 kontrol grubu ile
karsilastirildiginda iki dozun da ortalama olive kuyruk momenti degeri doz artigina gore

istatistiki olarak anlamli diizeyde yiikselmistir (p<0,001).

Kontrol grubunun ortalama olive kuyruk momenti degeri (5,677 + 0,506), ICso(2,1 uM)
ve ICi2,5(0,525 uM) dozuna ait ortalama olive kuyruk momenti degeri arasinda anlamli

fark bulunmamistir (p>0,05).
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Sekil 4.12. MCF7 hiicre hattinin bakir kompleksinin ICi2 5, ICas, ICso ve 1C75 dozlar ile
24 saat muamelesi sonucunda elde edilen ortalama olive kuyruk momenti degerlerinin
kontrol grubunun ortalama olive kuyruk momenti degeri ile karsilastirilmasi; **p<0,001
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4.2.3.4. Caco-2 hiicre hattinda elde edilen olive kuyruk momenti bulgularn

Caco-2 hiicre hattinda ortalama olive kuyruk momenti kontrol grubunda 4,547 + 1,773
olarak belirlenmistir. Caco-2 hiicre hattina bakir (II) kompleksinin 1Ci25, ICas, ICso ve
IC75 dozlarimin muamelesi sonucu elde edilen ortalama olive kuyruk momenti degerleri
sirasiyla; 4,423 +1,750, 7,483 £+ 5,454, 19,845 + 18,090 ve 34,554 + 26,594 seklindedir.
Caco-2 hiicre hattina ait olive kuyruk momenti bulgular1 sekil 4.13.’te ve ¢izelge 4.4.te
gosterilmistir. Kompleksin 1C75(3,075 uM), 1Cs0(2,05 uM) ve ICp5(1,025 uM) dozlari
kontrol grubu (4,547 + 1,773) ile karsilastirildiginda her ti¢ dozun da ortalama olive
kuyruk momenti degerini doz artigina gore istatistiki olarak anlaml diizeyde yiikselttigi
belirlenmistir (p<0,001). IC12,5(0,512 uM) dozuna ait ortalama olive kuyruk momenti
degeri kontrol grubuna(4,547 + 1,773) gore istatistiki olarak anlamli diizeyde

yiikselmemistir (p>0,05).
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Sekil 4.13. Caco-2 hiicre hattinin bakir kompleksinin ICi2 5, ICas, ICso ve 1C75 dozlari ile
24 saat muamelesi sonucunda elde edilen ortalama olive kuyruk momenti degerlerinin
kontrol grubunun ortalama olive kuyruk momenti degeri ile karsilastirilmasi; **p<0,001
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Cizelge 4.4. Kompleksin ICiz 5, ICas, ICso ve IC75 dozlar ile A549, Beas-2B, MCF7 ve
Caco-2 hiicre hatlarina 24 saat muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama olive
kuyruk momenti degerlerinin, +; standart hatay1 ifade etmektedir, biiylime kontrol ile
karsilastirilmasi; **p< 0,001, (BK: biiyiime kontrol, PK: pozitif kontrol)

Dozlar Hiicre Hatlar1

A549 Beas-2B MCF7 Caco-2
BK 2,156 = 1,562 4,717 £ 1,718 5,677 £ 0,506 4,547 £ 1,773
ICi25 4,125 +1,982** | 4,688 + 2,104 5,491 + 2,466 4,423 + 1,750
ICys 6,024 £ 3,501** | 7,110 + 2,730** | 7,199 + 1,657** | 7,483 £ 5,454%**
ICso 8,542 £5,307** | 9,266 +4,392** | 12,088 + 1,216 | 19,845+18,090**
1Crs 10,385 £ 6,940%* | 15,2034£7,406** | 14,573£5,202** | 34,554+26,594**
PK 7,263 £ 7,325 13,306 £13,159 | 33,391 £0,466 | 30,181 £25,310

45




A (Biiyiime kontrol) B (IC125)

C (IC2s) D (ICso)

s
" :

E (IC75) F (Pozitif kontrol)

Sekil 4.14. Komet testi preparatlarindan mikroskobik goriintii 6rnekleri

46



4.3. ROS Testi Bulgulan
4.3.1. A549 Hiicre hattinda elde edilen ROS testi bulgularn

A549 hiicre hattina bakir kompleksinin 1 saat muamele edilmesi sonucunda biiyiime
kontrolde elde edilen ortalama ROS degeri 0,041 + 0,015 seklindedir. 1Ci25, ICzs, ICso
ve IC7s konsantrasyonlarmin bu hiicre hattmma 1 saat muamele edilmesi sonucundaki
ortalama ROS degerleri sirasiyla 0,065 + 0,037, 0,109 + 0,025, 0,180 £+ 0,027 ve 0,305
+ 0,047 seklindedir. A549 hiicre hattma ait ROS testi bulgular1 sekil 4.15.°te ve ¢izelge
4.5.°te gosterilmistir. A549 hiicre hattinda bakir kompleksinin 1C7s (6,381 uM) | ICso
(4,254 uM) ve 1C»5(2,127 uM) doz gruplart kontrol grubu (0,041 £+ 0,015) ile
karsilastirildiginda doz artisina gore ortalama hiicre i¢i ROS seviyesini istatistiki olarak
anlaml1 sekilde yiikselttigi goriilmistiir (p<0,001). ICi2;5 (1,063 uM) dozu ise kontrol
grubu ile karsilastirildiginda ortalama hiicre i¢i ROS seviyesi istatistiki olarak anlamli

artis gostermemistir (p>0,05).
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Sekil 4.15. Bakir kompleksinin A549 hiicre hattina 1 saat muamele edilmesi sonucu
elde edilen ROS degerlerinin (RFU, nM) biiyiime kontrol ile karsilastirilmasi;
*#p<0,001
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4.3.2. Beas-2B Hiicre hattinda elde edilen ROS testi bulgularn

Beas-2B hiicre hattina bakir kompleksinin 1 saat muamele edilmesi sonucunda biiytime
kontrolde elde edilen ortalama ROS degeri 2,199 + 0,127 seklindedir. ICi25, ICas, ICso
ve 1C7s dozlarmin bu hiicre hattina 1 saat muamele edilmesi sonucundaki ortalama ROS
degerleri srrasiyla 3,712 £+ 0,261, 4,184 + 0,397, 5,015 + 0,395 ve 6,179 + 0,223
seklindedir. Beas-2B hiicre hattina ait ROS testi bulgular1 sekil 4.16.’da ve c¢izelge
4.5.°te gosterilmistir. Beas-2B hiicre hattinda bakir kompleksinin 1C75(10,735 puM),
[Cs0(7,157 uM), 1C25(3,578 uM) ve ICi2,5(1,789 uM) doz gruplar1 kontrol grubu (0,041
+ 0,015) ile karsilastirildiginda tiim doz gruplarinin doz artisina gore ortalama hiicre i¢i

ROS seviyesini istatistiki olarak anlamli sekilde yiikselttigi goriilmiistiir (p<0,001).
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Sekil 4.16. Bakir kompleksinin Beas-2B hiicre hattina 1 saat muamele edilmesi sonucu
elde edilen ROS degerlerinin (RFU, nM) biiyiime kontrol ile karsilastirilmasi;
*#p<0,001
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4.3.3. MCF7 Hiicre hattinda elde edilen ROS testi bulgularn

MCF7 hiicre hattina bakir kompleksinin 1 saat muamele edilmesi sonucunda biiyiime
kontrolde elde edilen ortalama ROS degeri 2,723 + 0,279 seklindedir. ICi25, ICas, ICso
ve 1C7s dozlarmin bu hiicre hattina 1 saat muamele edilmesi sonucundaki ortalama ROS
degerleri srrastyla 4,131 £ 0,105, 4,711 £ 0,062, 6,358 + 0,286 ve 9,718 £ 0,205
seklindedir. MCF7 hiicre hattmna ait ROS testi bulgular1 sekil 4.17.’de ve ¢izelge 4.5.te
gosterilmistir. MCF7 hiicre hattinda bakir kompleksinin 1Cs (3,15 puM), I1Cso (2,1 OuM)
ve [Cas (1,05 uM) doz gruplar1 kontrol grubu (2,723 £ 0,279) ile karsilastirildiginda doz
artisgina gore ortalama hiicre i¢ci ROS seviyesini istatistiki olarak anlamli sekilde
yiikselttigi goriilmiistiir (p<0,001). ICi2s (0,525 pM) dozu ise kontrol grubu ile
karsilastirildiginda ortalama hiicre i¢i ROS seviyesi istatistiki olarak anlamli artis

gostermemistir (p>0,05).

MCF7 ROS
%k

18 ‘ |

16 -

- I

12 -

210 - .
2 8-

€ ¢ | -

4 ] = - .

1 B -

ol B B = | |
Buyume 1C12,5 IC25 IC50 IC75 Pozitif
kontrol kontrol

Dozlar (uM)

Sekil 4.17. Bakir kompleksinin MCF7 hiicre hattina 1 saat muamele edilmesi sonucu
elde edilen ROS degerlerinin (RFU, nM) biiyiime kontrol ile karsilastirilmasi;
*#p<0,001
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4.3.4. Caco-2 Hiicre hattinda elde edilen ROS testi bulgularn

Caco-2 hiicre hattina bakir kompleksinin 1 saat muamele edilmesi sonucunda biiyiime
kontrolde elde edilen ortalama ROS degeri 4,941 + 0,0002 seklindedir. ICi2;5, 1Cas, ICso
ve IC75 dozlarini bu hiicre hattina 1 saat muamele edilmesi sonucundaki ortalama ROS
degerleri srrasiyla 5,623 + 0,049, 5,541 + 0,021, 6,023 + 0,096 ve 8,063 + 0,014
seklindedir. Caco-2 hiicre hattina ait ROS testi bulgular1 sekil 4.18.’de ve ¢izelge 4.5.’te
gosterilmistir. Caco-2 hiicre hattinda bakir kompleksinin 1C75(3,075 uM), 1Cso(2,05
uM), 1C25(1,025 uM) ve ICi2;5 (0,512 uM) doz gruplar1 kontrol grubu (4,941 + 0,0002)
ile karsilastirildiginda tiim doz gruplarinin doz artisina gore ortalama hiicre i¢ci ROS

seviyesini istatistiki olarak anlamli sekilde yiikselttigi goriilmiistiir (p<0,001).
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Sekil 4.18. Bakir kompleksinin Caco-2 hiicre hattina 1 saat muamele edilmesi sonucu
elde edilen ROS degerlerinin (RFU, nM) biiyiime kontrol ile karsilastirilmasi;
*#p<0,001
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Cizelge 4.5. Bakir kompleksinin A549, Beas-2B, MCF7 ve Caco-2 hiicre hatlarma 1
saat muamele edilmesi sonucu elde edilen ROS degerlerinin (nM), +; standart sapmay1
ifade etmektedir, biiytime kontrol ile karsilastirilmasi; **p<0,001

Hiicre Hatlar1

Dozlar A549 Beas-2B MCF7 Caco-2

BK 0,041 £ 0,015 2,199 + 0,127 2,723 £ 0,279 4,941 £+ 0,0002
ICi25 0,065 + 0,037 3,712 £0,261** | 4,131 £0,105 5,623 + 0,049**
1Cys 0,109 + 0,025** | 4,184 +£0,397** | 4,711 £ 0,062** | 5,541 £0,021**
ICso 0,180 £0,027** | 5,015+ 0,395** | 6,358 +£0,286** | 6,023 + 0,096**
IC7s 0,305 £0,047** | 6,179 £ 0,223** | 9,718 £0,205** | 8,063 + 0,014**
PK 0,261 £ 0,007 11,999 + 0,360 15,305+ 1,512 23,370 £ 0,144
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5. TARTISMA VE SONUC

Bu tez calismasinda yeni sentezlenmis polimerik yapili bir bakir karisik ligant
kompleksi [Cu (5-nitro-1-10-fenantrolin) (L-asparajin)] CIO4)n ile ¢alisilmistir. A549
insan akciger kanseri, Beas-2B insan saglikli bronsiyal epitel, MCF7 insan meme
kanseri ve Caco-2 insan kolon kanseri hiicre hatlarinda bu bakir kompleksinin sitotoksik
etkileri XTT testi ile, genotoksik etkileri komet testi ile hiicre ici ROS diizeyleri ise
ROS testi ile belirlenmistir.

Kompleksler merkez metal katyonu ve ona bagh olan ligand adi verilen ¢esitli anyon
ve/veya molekiillerden olusurlar. Ligandlar en az bir tane bag yapmamis elektron ¢ifti
icerirler ve bu elektronlarla metal katyonuna baglanirlar. Biyo-inorganik kimya, tibbi
kimya gibi uygulama alanlarinda ligand se¢imi onem taswr. Yikleri, biyiikliikleri,
koordinasyon yapan atom kimlikleri ve merkez metale verdikleri elektron sayisina gore
siniflandirilirlar. Bakir metali ile ila¢ sentezi i¢cin de ¢esitli ligandlar kullanilmistir ve
kullanilanlarin ¢ogu bakir (II) kompleksleridir. Kanser tedavisinde metal igerikli
yaklagimin Onciisii olan sisplatinin bakwra gore organlara 6zgii toksisitesinin fazla
olmas1 gibi olumsuz 6zellikleri bulunmaktadir. Meydana gelen toksik etkiler endojen
metallerin kullanimina yol agmistir. Cogu bakir kompleksi dikkat g¢ekici antikanser
aktiviteleri gdstermeleri ve platin bilesiklerine oranla daha diisiik toksisite olusturmalari
sebebiyle potansiyel antikanser madde olarak dnerilmistir ( Saryan ve ark. 1979, Bales

ve ark. 2005, Fernandes ve ark. 2006, Ng ve ark. 2008).

Calismada kullanilan bakir kompleksinin A549, Beas-2B, MCF7 ve Caco-2 hiicre
hatlarinda sitotoksisitesi XTT testi ile incelenmistir ve pozitif kontrol grubu hidrojen

peroksit (H202) ile kiyaslanmistir.

Kanserli hiicre hatlar1 arasinda kullandigimiz bakir kompleksine en duyarli olan hiicre
hatt1 Caco-2 hiicre hatt1 ve bunu takiben MCF7 hiicre hattidir. Kompleksin sitotoksik
etkisi Beas-2B saglikli hiicre hattinda kanserli hiicre hatlarina kiyasla daha az
goriilmiistiir. Jia ve ark. (2016)’ nin yaptig1 bir ¢calismada HelLa, PC3 ve HepG2 hiicre
hatlarinda 3 farkli bakir kompleksinin sitotoksisitest MTT testi ile incelenmistir.
Sonuglar cisplatine oranla bu bakir komplekslerinin tiim hiicre hatlarinda meydana

getirdigi sitotoksisitenin daha yiiksek oldugunu gostermistir.
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Kompleksler arasinda en fazla sitotoksik etki gosterenin, DNA’ya daha kuvvetli
baglandigi ve bu sayede hiicre proliferasyonunu Onemli Olciide inhibe ettigi
goriilmiistiir. Abdolmaleki ve ark. (2016) yaptig1 diger bir calismada MCF7, BTC ve
HT29 hiicre hatlarinda bakir (II) komplekslerinin sitotoksik etkisi oksaliplatin ile
kiyaslanmistir. Tiim hiicre hatlarinda komplekslerin oksaliplatine gore sitotoksik etkisi

daha fazla bulunmustur.

Kullanilan 4 farkli kompleks icerisinde 2 tane komplekse en fazla duyarliligi gosteren
hiicre hattt MCF olup, 1Cso degeri bu kompleksler i¢in (0,1 = 2,4 uM) ve (1 + 5,1 uM)
seklinde belirlenmistir. Bizim ¢alismamizda da MCF7 hiicre hattinin ICso degeri (2,1
uM) seklindedir. Bu deger A549 (4,254 uM) ve Beas-2B (7,157 uM) hiicre hattinin
ICso degerinden daha diisiik olup bu hiicre hatlarina oranla, MCF7 kullandigimiz
komplekse daha fazla duyarhilik gdsteren hiicre hattidir. Guo ve ark. (2009) tarafindan
yapilan calismada ise A549, Hela, Eca-109 ve HepG2 hiicre hatlarinda bakir (II)
komplekslerinin sitotoksisitesi 48 saatlik inkiibasyon sonrasmda MTT testiyle
belirlenmistir. A549 hiicre hattinin, Hela, Eca-109 ve HepG2 hiicrelerine gore ICso
degeri (19,3 = 12 uM) daha yiiksek bulunmustur. Bizim ¢alismamizda da A549 hiicre
hattinin 1Cso degeri (4,254 uM), Caco-2 ve MCF7 hiicre hattinin ICso degerlerine oranla
yiiksek bulunmustur. Rajarajeswari ve ark. (2014) yaptiklar1 caligmanin sonucuna gore
bakir (II) komplekslerinin sitotoksik etkisinin doza ve zamana bagli olarak artis
gosterdigini bildirmistir. Yaptigimiz XTT testi sonucunda doz artisina bagl olarak
kullandigimiz kompleksin hiicre hatlarina gosterdigi sitotoksik etkinin de arttigi rapor

edilmistir.

Hiicrelerin canliligini sonlandiran mekanizmay1 c¢oziimleyebilmek icin yaygin bir
genotoksisite testi olan komet testi yapilmistir. Komet testi sonuglar1 kuyruk uzunlugu,
kuyruk % DNA ve olive kuyruk momenti Ol¢limleri olmak iizere ii¢ parametreyle
incelenmistir. Kuyruk uzunlugu sonuglarina gore, Caco-2 hiicre hattinda 1Cso doz
grubunda, diger hiicre hatlarma kiyasla en yiiksek ortalama kuyruk uzunlugu degeri
(41,191 + 34,932) goriilmiistiir. Her hiicre hattinda diisiik dozlardan yiiksek dozlara
gidildik¢e ortalama kuyruk uzunlugu degeri artmistir. A549 hiicre hattinda kontrol
grubu ve tim muamele edilen doz gruplar1 arasinda ortalama kuyruk uzunlugu

degerinde anlamli fark bulunmustur.
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Beas-2B, MCF7 ve Caco-2 hiicre hatlarinda ise kontrol grubu ve ICi2s doz grubu
arasinda ortalama kuyruk uzunlugu degerinde anlamli fark bulunmamistir. Kuyruk %
DNA parametresi incelendiginde, Caco-2 hiicre hattinda ICso doz grubunda diger hiicre
hatlarma kiyasla en yliksek kuyruk %DNA degeri (53,732 + 19,488) goriilmiistiir. Beas-
2B hari¢ tiim hiicre hatlarinda diisiik dozlardan yiiksek dozlara gidildik¢e ortalama
kuyruk %DNA degeri artig gostermistir. Caco-2 ve MCF7 hiicre hattinda kontrol grubu
ve en diisiik doz olan ICi2 5 arasinda ortalama kuyruk %DNA degerinde anlamli bir fark
bulunmamistir. Komet testinin incelenen son parametresi olive kuyruk momentine
bakildiginda, Caco-2 hiicre hattinda ICso dozunda diger hiicre hatlarna kiyasla en
yiiksek olive kuyruk momenti degeri (19,845 £ 18,090) goriilmiistiir. Ortalama olive
kuyruk momenti degeri diisiik dozlardan yiiksek dozlara dogru gidildik¢e tiim hiicre
hatlarinda artig gostermistir. Beas-2B, MCF7 ve Caco-2 hiicre hattinda kontrol grubu ve
en diisiik doz olan IC2 5 doz grubu arasinda ortalama olive kuyruk momenti degerinde
anlaml fark bulunmamistir. Ayrica Caco-2 hiicre hattinda 1Cso dozu ve kontrol grubu

arasinda ortalama olive kuyruk momenti degerinde anlaml fark bulunmamaistir.

Bakir kompleksleri ile yapilmis calismalarda bu komplekslerin DNA ile iyi1 bir etkilesim
gostermelerine uygun olarak, DNA hasar1 olusturduklarina dair veriler elde edilmistir
(Ganeshpandian ve ark. 2013). Kompleksin Fenton tipi reaksiyonlarla iirettigi hidroksil
radikalleri, DNA ile etkilesime girerek zincir kiriklari, baz ve seker hasarlari
olusturmaktadir. Elde edilen komet bulgular1 hiicre hatlarinda DNA fragmentasyonu
meydana geldigini géstermistir. Jia ve ark. (2016) bakir (II) kompleksleriyle yaptiklar
calismada genotoksik etki komet testi ile belirlenmis olup en fazla sitotoksik etki
gosteren bakir (II) kompleksinin komet testinde kontrol grubuna oranla en fazla kuyruk
uzunlugu degerine sahip oldugu ve DNA’da hasar meydana getirdigi saptanmistir.
Kompleks, bizim ¢alismamizda kullanilan bakir (IT) kompleksi gibi 1,10 phen grubu
icermektedir. Bu dogrultuda en diisiik 1Cso degerine sahip olan Caco-2 ve MCF7 hiicre
hattinda en fazla kuyruk wuzunlugunun bulunmasi ¢alismalar arasi tutarlilik
gostermektedir. Ganeshpandian ve ark. (2012)'nin c¢alismasinda ise MCF hiicre hatti
kullanilmis ve komet testi uygulanmistir. Farkli bakir (II) kompleksleriyle yapilan bu
calismada en fazla sitotoksik etki gosteren kompleksin olusturdugu kuyruk uzunlugu

degeri en fazladur.
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Calisgmamizdaki bakir kompleksinin en sitotoksik oldugu dozlarda DNA tek ve ¢ift iplik
kiriklar1 olusturmasi, sitotoksik etkinin DNA ile baglanma ve hasar olusturma iizerinden

gerceklesen bir mekanizmayla ¢alistigini diisiindiirmektedir.

Hiicre 6liimiine yol acan bir baska mekanizma, hiicre i¢i serbet oksijen radikallerinin
oraninin yiikselmesidir. Hiicre i¢cinde bakir kompleksi tarafindan olusturulan serbest
radikallerin diizeyleri ise DCF-DA maddesi ile yapilan ROS testi ile belirlenmistir.
Bakir komplekslerinin redoks 6zellikleri, onlart DNA’da hasar olusturabilen ajanlarin
yapiminda ve gelistirilmesinde bir arag haline getirmistir. Yapilan caligmalar
komplekslerin DNA’ya yiiksek bir affinite gostererek baglandigini ortaya koymustur.
Calismamizdaki kompleks [Cu (5-nitro-1-10-fenantrolin)(L-asparajin)] CIO4)n ile daha
onceden yapilmis bir arastrma, bu bakir (II) kompleksinin DNA'ya baglanma
afinitesinin yiiksek oldugunu gostermistir (Inci ve ark.2016). DNA’ya baglanabilen
bakir kompleksleri Fenton tipi reaksiyonlarla bu molekiilde hasar olusturmaktadir.
Ciinkii bu reaksiyonlar sonucunda hidroksi gibi gii¢lii serbest radikaller meydana
gelmektedir. Bu ROS’lar da DNA fragmentasyonuna ve zincir kiriklarma sebebiyet

vermektedir.

Calismamizda hiicre hatlarmin bakir kompleksiyle muamelesinden 1 saat sonraki ROS
diizeyleri incelenmistir. Sonuglar, 1 saatlik muamele sonunda hiicre hatlar1 arasinda 1Csg
degerinin Caco-2 ve MCF7 hiicre hattinda birbirine olduk¢a yakin ve en yiiksek
oldugunu gostermistir. Sirasiyla Caco-2 ve MCF7 hiicre hattinda ICso dozunda hiicre i¢i
ROS degeri (6,023 £ 0,096) ve (6,358 + 0,286) seklindedir. Hiicre i¢ci ROS diizeyi en
diisiik degerde (0,180 £ 0,027) olan hiicre hatt1 ise A549 hiicre hattidir. Caco-2 ve
MCF7 hiicre hatlarina kiyasla Beas-2B hiicre hattinda daha diisiik degerde (5,015 =+
0,395) hiicre i¢ci ROS diizeyi goriilmiistiir. Bu degerlere gore calismada kullandigimiz
bakir kompleksi A549 akciger karsinom hiicre hatlarinda beklendigi kadar etkin
degildir. Guo ve ark. (2009) bakir (II) kompleksleriyle calismasinda Hela, Eca-109,
HepG2 ve AS549 hiicre hatlarma hiicre i¢i ROS seviyelerini 6lgebilmek icin DCF
maddesi kullanilarak ROS testi uygulamistir. Kompleksler ile 6 saat muamele goren
hiicre hatlarindaki hiicre i¢i ROS artisinin kontrol grubuna oranla doza ve zamana bagli

olarak anlamli artig gosterdigi bildirilmistir.
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DNA’ya baglanarak ve DNA’da kiriklara neden olarak hiicre siklusunu durduran ve
hiicreleri apoptoza gotiiren bakir (II) kompleksleri Hela, Eca-109, HepG2 ve A549
hiicre hatlarinda dozun ve zamanin artisina bagl olarak hiicre proliferasyonunu inhibe
etmistir (Guo ve ark. 2009). ROS’lar DNA hasari, mitokondriyal disfonksiyon, sinyal
yolaklarmin aktivasyonu gibi hiicresel proseslerde 6nemli rol oynamaktadirlar. Varna ve
ark. (2014) Escherichia coli ile yaptig1 ¢alismada bakir komplekslerinin dozuna bagli
olan ROS yanitin1 nitroblue tetrazolium testi ile belirlemis ve hiicre i¢indeki serbest
radikal tiirlerinin {iretimine baglh olarak oksidatif stres meydana geldigini
bildirmislerdir. Bizim ¢alismamizda en fazla sayida Olglimiin gergeklestigi bakir
kompleksiyle muamelenin ilk saati sonundaki ROS degerleri doz artisma bagli olarak
artis gostermistir. Bakir kompleksimize gosterdikleri duyarliliga gore hiicre hatlarinda
goriilen sitotoksisite ve genotoksisite derecesi ile hiicre ici ROS diizeyi birbiriyle
iligkilidir. Sonuglar incelendiginde, bu bakir kompleksinin kanserli hiicre hatlarinda
daha yiliksek sitotoksik etki gosterdigi ve  hiicrelerin  Olimiine DNA
fragmentasyonlarmnin sebep oldugu gozlenmistir. Bu fragmentasyonlarin da ROS testi
sonuglarindan yola ¢ikilarak hidroksil radikallerince olustugu diisiiniilmektedir.
Sitotoksisite derecesi, meydana gelen DNA kiriklar1 ve hiicre ici ROS diizeyi kanserli
hiicre hatlarma oranla Beas-2B insan saglikli bronsiyal epitel hattinda daha diisiik
degerlerde bulunmustur. Kullanilan bakir kompleksinin A549 insan akciger kanser
hiicre hatt1 tlizerinde, Caco-2 insan kolon kanseri hiicre hatti ve MCF7 insan gogiis

kanseri hiicre hatt1 iizerindeki kadar etkili olmadigi tespit edilmistir.

Bu ¢alisma, tiim canli organizmalar i¢in gerekli ve endojen bir metal olan bakirm, bir
karisik ligant kompleksi ile kanser tedavisinde ne sekilde etkili olacagina dair bir fikir
olusturmas1 amaciyla Uludag Universitesi Biyoloji Boliimii Hiicre Kiiltiirii ve Genetik
Toksikoloji Laboratuvari’nda gerceklestirilmistir. Kullanilan bakir kompleksinin [Cu
(5-nitro-1-10-fenantrolin) (L-asparajin)] C1O4)n Beas-2B insan saglikli bronsiyal epitel
hiicre hattinda gdsterdigi sitotoksik ve genotoksik etkinin, A549 insan akciger kanseri
hiicre hatti, MCF7 insan gogiis kanseri hiicre hatt1 ve Caco-2 insan kolon kanseri hiicre
hattinda gosterdigi etkiden daha az olmasi bu bakir kompleksinin kanserli hiicreye karsi
secici oldugunu diisiindiirmektedir. Ozellikle Caco-2 insan kolon kanseri hiicre hatti

iizerinde daha etkin bir sitotoksik ve genotoksik 6zellik gdstermektedir.
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Bu 6zelliklerinin 151¢imda bu kompleksin kolon kanserine yonelik bir ilacin
tasarlanmasinda etken madde olma potansiyelinin olabilecegini diisiinmekteyiz. Ancak
bu kompleks ile hem bagka hiicre hatlarinda hem de in vivo fare ve diger deney
hayvanlar1 modellerinde ileri caligmalarin yapilmasi ilag molekiilii olma kapasitesini

aydimlatacaktir.
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