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OZET

Yiksek Lisans Tezi

BAKIR (II) 'YONU KARISIK LIGAND KOMPLEKSLERININ SITOTOKSIiK VE
GENOTOKSIK ETKILERININ SAGLIKLI VE KANSER HUCRE HATLARINDA
BELIRLENMESI

Muhammed Fawaz ABDULLAH
Uludag Universitesi
Fen Bilimleri Enstitusi
Biyoloji Anabilim Dal1
Damisman: Prof. Dr. Niliifer CINKILIC

Bakir, hem saglikta hem de patolojide temel rol oynayan 6nemli bir eser element olup
giderek ¢ok sayida kanser tipinin molekiiler patogenezinde rol oynamaktadir.
Gunumuzde genel kemoterapotik uygulamalarda koordinasyon komplekslerinde
sisplatin'in yerini alma konusunda uygunlugu gosterilmistir. Bu calismada iki yeni suda
¢ozlnebilen bakir (IT) karigik ligant kompleksi ile adenokarsinomik insan alveoler bazal
epitel, A549 ve kanserli olmayan insan bronsiyal epitel, BEAS-2B hiicre hatlarinda
antikanser etkilerinin arastirilmast amacglanmistir. Bunun i¢in XTT testi (sitotoksisite),
Komet testi (genotoksisite) ve DCFH-DA (ROS) testleri kullanilmigtir. A549'da
kompleks 1'in istatistiksel olarak dnemli antiproliferatif aktiviteleri gézlenmistir. Comet
ve DCFH-DA analizlerinde, kompleks 2 kompleks 1'e gore kanser hiicresinde daha
genotoksik etki gosterdigi ve ayrica kanser hiicresinde de yiliksek ROS olusumu
indiklerken normal hiicrelerde anlamsiz derecede diisiik bir ROS artig1 saptanmistir. Bu
sonuclar ancak 6n hazirlik niteligindedir ve daha iyi tedavi uygulamasi i¢in, bu ajanlarin
hiicresel etkisi ve islevsel etkilesimlerini daha iyi bir sekilde anlamamiz i¢in ileri
caligmalar gereklidir.

Anahtar Kelimeler: Bakir (II), Kemoterapi, Karigik ligant kompleksleri, Antikanser
etkileri, Sitotoksisite, Genotoksisite, XTT test, KOMET test, ROS, DCFH-DA test
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ABSTRACT
MSc Thesis

THE CYTOTOXIC, GENOTOXIC AND APOPTOTIC EFFECTS OF MIXED
LIGAND COMPLEXES OF COPPER (I1) ION IN HEALTHY AND CANCER CELL
LINES IN VITRO

Muhammed Fawaz ABDULLAH
Uludag Univessity
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology
Supervisor: Prof. Dr. Niliifer CINKILIC

Copper is an essential metalloelement that plays key fundamental roles in both health and
pathology, and is increasingly been implicated in molecular pathogenesis of a lot of
cancer types and has shown promise as a replacement to cisplatin in coordination
complexes presently in mainstream chemotherapeutic practices. In this study two novel
water-soluble ternary copper (Il) mixed ligand complexes; complex 1: (Cu(4-
mphen)(tyr)(H20)]NO3-2H20) and complex 2: (Cu(5-mphen)(tyr)(H20)]NO3-2H20
where (4-m = 4-methyl; 5-m =5 - methyl; phen - 1, 10 = phenanthroline; tyr = tyrosine)),
were investigated on adenocarcinomic human alveolar basal epithelial cell, A549 and
non-cancerous human bronchial epithelial cell, BEAS-2B for their anticancer effects
using the XTT assay (cytotoxicity), Comet assay (genotoxicity) and DCFH-DA assay
(ROS) tests. A more statistically significant antiproliferative activities of complex 1 was
observed in A549. In Comet and DCFH-DA assays, complex 2 showed more genotoxic
potency than complex 1 and further indicated a significantly higher ability to induce ROS
formation in the cancer cell, but a minimal insignificant ROS rise in normal cells. These
results can only be preliminary and further studies are necessary to better understand the
cellular effects and functional interactions of these agents, for better therapeutic
application.

Keywords: Copper, Chemotherapy, Mixed ligand complexes, Anticancer Effects,
Cytotoxicity, Genotoxicity, XTT Test, Comet test, DCFH-DA assay, ROS
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1.GIRIS

Biyomedikal Inorganik Kimya (Elemental Tip) kimyanin yeni ve hizli gelisen alanidir ve
antikanser tedavisinde de dnemli firsat ve potansiyellere sahiptir. Terapotik ve teshis tibbi
alanlarda yasanan bu gelismeler hastaliklar1 daha iyi anlayabilmek ve tedavi yaklasimlari
icin Onemli ipuglart sunmaktadir. Bu alanin metalloproteinler veya metal iyonu
dengelesimine bagli hastaliklarinbiyolojik mekanizmasinin agiklanmasinda tibba 6nemli
katkis1 bulunmaktadir. Metal iyonlariyla veya metalloproteinler ile ilgili hastaliklar
amitrofik lateral skleroz (Lou Gehrig hastaligi: Cu/Zn siiperoksit dismutaz), Wilson ve
Menkes hastalig1 (Bakir proteinleri), Alzheimer hastaligi (B-amiloid: Aliiminyum, Bakair,
Cinko, Demir) ve Creutzfeldt-Jakob hastalig1 (diger adiyla ‘Deli inek’ hastaligi: Prion

Proteini, Bakir) olarak siralanabilir (Tisato ve ark. 2010).

Sagligimiz i¢in Onemli metal kompleksleri endojen (i¢sel) (Metaloproteinlerde
bulunanlar gibi) ve ekzojen olarak ikiye ayrilir. Ekzojen metal kompleksleri kontrollu bir
sekilde bilingli olarak ila¢ veya teshis ajani seklinde veya kontrolsiiz olarak istemeden
hava veya diyetteki kirleticiler yoluyla viicuda alinabilir. Baz1 organik ila¢ ajanlar1 veya
kirleticiler viicuttaki metal hedeflere yonelir ya da islevsel olmalari i¢in metal ile
baglanmasi gerekli olabilir. Ornegin antikanser ajan bleomisin, demir ve dioksijen ile
baglanmalidir. Metal komplekslerin farmakolojik aktivitesi metale, ligandlarina ya da her
ikisine baglidir. Tibbi uygulama i¢in metal komplekslerinin ya da ligandlarin tasariminda
termodinamik stabilite ve selektivite ¢cok 6nemli iki faktordur (Ruiza-Azuara ve ark.
2010).

Periyodik tablodaki metal iyonlar1 sadece ilging reaktivite ve spektroskopik ozelliklere
sahip degildir ayn1 zamanda ¢ok ¢esitli baglama modu ve geometri gosterirler. Baglama
modu inert veya labile baglari olusturabilen, birden onikiye kadar koordinasyon sayilari
arasinda kalan ve ¢ok sayida geometrisi; dogrusal, trigonal diizlemsel, tetrahedral,
oktahedral ve digerleri de olan metallerdir. Bdylece karbon bazli bilesikler ile olmayan
terapotik molekdlleri, gok farkl sekil ve yapida metal iyonlari ile tasarlayarak tedavi edici
molekiiller olusturulabilmektedir (Ruiza-Azuara ve ark. 2010).

Tarihsel olarak, metal icerikli maddeler anti-tiimor potansiyeli agisindan test edilmistir.
Metal igerikli ilagta en 6nemli kesif Cisplatin (Cis-diamminedichloroplatinum (I1), Cis-

DDP, CDDP) 'dir. Biyo-Inorganik Tibbi Kimya agisindan sisplatin basaris1 6zellikle



onemlidir; ¢tnku (i) ilag gercekten inorganiktir ve (ii) bu bilesik en az bir tiir kanseri
(testis kanseri) tedavi edebilmistir. Bu sebeple arastirmacilar zamanla kullanilan platin
bilesiklerinin farmakolojik 6zellikleri daha tistiin yeni analoglarimi (karboplatin ve

oksaliplatin) tasarlamiglardir, (Navarro ve ark. 1999, Kelland 2000).

Antitiimdr ajanlarin segici toksisiteye sahip olmalari beklenir ki klinikte kullanima uygun
olsun. Cogu yiiksek aktiviteye ve bircok ilging 6zellige sahip antitiimér bilesiklerin ilag
haline donlisememis olmasinin nedeni de eksik fizikokimyasal 6zelliklerinden, 6rnegin
diisiik suda ¢oziiniirliik, suda instabilite, ¢oziicli, nem, 151k veya havaya maruz kalma
sonunda ayrismalarindan kaynaklanmaktadir. Segici toksisite ve farmakolojik 6zellikleri
kontrol etme karmasikligi yliziinden arastirmacilar metal bazli ilaglar1 gelistirmede
tereddiut etmektedirler. Sonuc olarak metal icerikli ilaglar organik ilaclara gére 6nemli
oranda in vitro olarak diisiik dozda sitotoksik olmasina ragmen, in vivo timor
modellerinde ayrintili arastirilmamstir (Huang ve ark. 2005). Ornegin klinikte kullanilan
48 antineoplastik ajandan sadece (¢ metal bazli ilag; Cisplatin, karboplatin ve
Oksaliplatin diinya ¢apinda kullanimdadir (Kelland 2007).

Huang R. ve arkadaslan tarafindan 2005 yilinda yayinlanan son ¢alismalarinda, Ulusal
Kanser Enstitiisii (National Cancer Institute) veri tabanina ait 1100'den fazla metaloid
veya metal bazli bilesigin sitotoksisite profilleri ve antitimor potansiyeli analiz edilerek
smiflandirilmistir.  Bilesikler molekuler 6zellikleri ve reaktivitesi, metalin 0zelligi,
ligandlar1 ve tiimor hiicre bliylimesini inhibe etmesine gore analiz edilmistir. Metal bazli
bilesikler etki mekanizmalarina gore (i) siilfidril grubu (SH) baglanma tercihi; (i1) selator
ve metal kompleksleri; (iii) reaktif oksijen tiirlerini (ROS) ve oksidatif stresi olugturmasi

ve (1v) lipofilik iyon tiretimi olarak dort grupta siniflandirilabilir (Huang ve ark. 2005).

Metal-bazli anti-kanser ila¢ tasarimida (DNA'y1 hedef alan klasik ilaglardan tiol igerikli
proteinler ve redoks sureci de dahil olmak tzere alternatif yeni molekiler hedefleri olan
ilaclar gibi) cesitli yaklasimlar bulunmaktadir (Fricker 2007). Ayrica ilaglarin
tasarlanmasi ve gelismesinde tiimorlerin hiicresel siirecleri ve kontrollii digsal aktivasyon
(151k ile aktivasyon gibi) ilacin segici olarak aktive edilmesi i¢in kullanilmaktadir, yani

pro-ilag olarak tasarlanmaktadir (Van ve ark. 2009, Ronconi ve ark. 2007).

Biyolojik sistemlerdeki bakir iyonunun gerekliligi eskiden beri bilinmektedir (Uauy ve

ark. 1998). Bircok kritik proteinin yapisinin igerigi olan bakir iyonu, katalitik



faaliyetlerde yer almaktadir ve diizenleyici islevler i¢in cok dnemlidir. Insan viicudunda
ortalama bakir icerigi yaklasik 100 mg olarak bilinmektedir. Fakat hilicrelerde neredeyse
hig serbest bakir iyonu bulunmamaktadir (Rae ve ark. 1999). Ayrica bakir iyonu biyolojik
sistemlerde genellikle 2 oksidasyon durumunda mevcuttur; Kupros (Cu'*, indirgenmis)
ve kuprik (Cu?*, oksitlenmis) halinde (Uauy ve ark. 1998). Bircok protein, bakirin redoks
aktivitesinden faydalanip azot, oksijen ve kiikiirt gibi ¢esitli ligantlar1 baglayarak
biyomolekiilleri etkileyebilecek ¢ok ¢esitli kompleksleri olusturmaktadir. Bakir ya temel
bir eser element olarak ya da insanlarda gesitli eksojen bilesiklerin i¢inde yer alarak

onemli 6lctde biyokimyasal etki gostermektedir.

Birgok galisma bakir homeostazinin demir metabolizmasi (Arredondo ve ark. 2005) ile
iliskisinin yani sira insan fizyolojisi ve patolojisi ile ilgili biyolojik siireglerde bakirin
rolinii gostermektedir (Uriu-Adams ve ark. 2005, Crisponi ve ark. 2010). Bakir
homeostazinin bozulmasi patolojik olup, norolojik dejeneratif (Waggoner ve ark. 1999,
Cerpa ve ark. 2005), kardiyovaskiiler yapisal ve islevsel kusurlar1 (Nath 1997, Klevay
2000), kemik metabolizma bozuklugu (Strause ve ark. 1986, Eaton-Evans ve ark. 1996),
kas sistem hastaliklart (Vonk ve ark. 2008, Rayman ve ark. 2008) ve inflamatuar
cevaplarin deregiilasyonu (Rayman ve ark. 2008, Brewer 2005) gibi ciddi saglik

sorunlarinin nedenidir.

Son zamanlarda, bakir (IT) karigik ligant kompleksleri CASIOPEINAS® adlinda patentli
bir terapotik ilag gelistirilmistir.



2. Literatur Ozeti
2.1. Kanserin kiresel istatistikleri ve Turkiye'nin durumu

Tiirkiye’de erkeklerde en sik goriilen kanser tiirii akciger kanseri olup, tiim kanserlerin
%26’s1n1 olusturmaktadir. Akciger kanserinden sonra ikinci sirada prostat kanseri (%10)
bulunmakta, bunu mesane (%8,5), kolorektal (%6,9) ve mide kanserleri (%6,8)
izlemektedir. Kadinlarda ise meme kanseri ilk sirada yer alir iken (%23,3), kolorektal
(%38,1), tiroid (%6,2), mide (%5,9) ve akciger (%5,2) kanserleri yaygin goriilen diger
kanser tiirleridir. 2010 yilinda aktif metotla veri toplayan ve elverigli biitlinliikk ve
gecerlilige ulastig1 belirlenen Izmir, Antalya, Bursa, Eskisehir, Samsun, Trabzon, Edirne
ve Erzurum niifus tabanli kanser kayit merkezinin 2006 yili verilerine dayanarak
Tiirkiye’de her sene erkeklerde 91000, kadinlarda 61000 olmak tizere toplam 152000 yeni
kanser vakasi ortaya konmaktadir. Erkek ve kadinlarda en sik goriilen kanserler Sekil

2.1’de sunulmustur (Eser ve ark, 2010).

m Trakea, Brons,

Kadm Akciger
HMeme
M Prostat
H Kolorektal
o Mide H Mesane
B Tiroid = Mide
[ ]
39,7 Tralf:ea, Brong, ¥ Kolorektal
Akciger
m Uterus korpusu
o Larenks

mOver 2,3

m Beyin, sinir 2,7 u Non-Hodgkin
sistemi Lenfoma

29358 49 526259 Diger

M Beyin, sinir sistemi

Diger

8,1

Sekil 2.1. Tiirkiye’de 2006 yilinda sik goriilen kanser tiirlerinin cinsiyete gére dagilimi
(Anonim 2012a)

Tiirkiye’de 2014 yilinda yasa standardize kanser hizi erkeklerde yiliz binde 246,8
kadinlarda ise yiiz binde 173,6’dir. Toplamda kanser insidans1 ise yiiz binde 210,2’dir.
Tiirkiye’de toplam 163417 kisiye yeni kanser teshisi konulmustur. Son 5 yil verileri
degerlendirildiginde; hem kadinlarda hem de erkeklerde istatistiksel agidan kanser

sikliginda herhangi bir artis ya da azalis olmadig1 sdylenebilir (Anonim 2016).



Tiirkiye’de ise kadinlardaki kanser oOliimlerinin en sik goriilen ilk iki nedeni
akciger/larinks kanserleriyle meme kanseridir. Erkelerde kansere bagli oliimlerin en
biiylik kismin1 (%42) akciger ve larinks kanserleri olusturmaktadir. (Anonim 2012b;
Anonim 2012a).

Diinyada nadir goriilmesine karsin Tiirkiye agisindan 6nem tasiyan bir kanser tiirii de
malign mezotelyomdur. Genellikle mesleki asbest maruziyetine bagli olarak gelisen
malign mezotelyom, Tiirkiye’de bazi1 bolgelerde, Ozellikle kirsal alanlarda, jeolojik
yapidaki ak toprak” veya “corak toprak™ olarak adlandirilan erionit igeren topragin, 1s1 ve
su yalittimi1 amaciyla evlerin catisinda ortii, duvarlarinda siva-badana amaciyla yaygin
olarak kullanilmasina bagli olarak ¢evresel maruziyet nedeniyle endemik olarak ortaya
ctkmaktadir. Bu durum ilk olarak otuz yil &énce Izzettin Baris ve arkadaslarini,
Kapodokya’dan gelen malign mezotelyom hastalariin dikkatlerini ¢ekmesi ile
basladiklar1 epidemiyolojik ¢alismalarla ortaya konmustur (Baris ve ark. 1978; Baris ve
ark. 1988).

Sonug olarak iilkemizde en sik goriillen kanser tiirlerinin Onlenebilir nitelikte oldugu
sOylenebilir. Bu durum, Turkiye’de kanser kontrol faaliyetlerinin basarisi i¢in koruyucu
ve Onleyici halk sagligi miidahalelerine oncelik verilmesi, saglik hizmetlerine erisimin
oniindeki engellerin ortadan kaldirilarak erken tani ve tedavi olanaklarinin artirilmasi

gerekliligini ortaya koymaktadir (Anonim 2016).
2.2. Kanserde Kemoterapi: Ge¢cmisten anlayislar ve Gelecek Yonleri

Paul Ehrlich tarafindan 1900'lerin basinda enfeksiyon hastaliklari i¢in kimyasal bir ilacin
gelistirilerek hastalik tedavisinde kullanimine 'kemoterapi' terimini ortaya c¢ikmustir.
Ehrlich daha sonra 1908 yilinda, tavsan modelinde sifiliz tedavisi igin arsenik igeren
kimyasal maddeler gelistirmistir. Kanser tedavisinde kullanilabilecek kimyasallarin
potansiyel farmakolojik aktivelerinin belirlenmesi igin hayvan (tavsan) test modeli
kullanarak etkinligini ilk belgeleyen kisi olmustur ve bu kanser ilac1 gelistirmede 6nemli
bir basaridir. Kanser tedavisinde anilin boyalarini (ilk ilkel alkilleyici ajan) ilk kez test
etmistir (DeVita ve ark. 2008). Sonraki yillar Roswell Park Memorial Enstitiistinde
George Clowes tarafindan kemirgenlerde ilk transplante tiimor sisteminin gelistirilmesi
ve test modeli sisteminin standardizasyonundan sonra, sarkom 37 (S37), Sarkom 180

(5180), Walker 256 ve Ehrlich's asites tumor (farelerde tim kanserojen-kaynakli



tiimdrler) gibi ideal kanser ilaci test modelleri belirlenmistir. Bunlar sayesinde ¢cok sayida
anti-kanser kimyasalin taranmas1 miimkiin olmustur (Goldin ve ark. 1979; Hirschberg E.
1963; Shear ve ark. 1947; Zubrod ve ark. 1966; Boyland E. 1938; Yoshida T. 1949).
Ardindan 1939 yilinda, Charles Huggins meme kanseri iizerindeki 0strojenin etkilerinin
erken gozlenmesine dayanarak hormon ile prostat kanseri olan erkekleri tedavi ederek
asit fosfataz seviyelerinde azalma yaniti belirlemistir. Bu ise hormon terapisi i¢in degerli

bir baglangigtir (Huggins ve Hodges 1941).

On yillik bir dizi model gelistirme ¢alismasi siiresince kanser kemoterapiside kullanilan
bircok antikanser ajani; Gustaf Lindskog’s Non—Hodgkin lenfoma’da azot gazi, Farber’s
cocukluk Losemisi ve Pediyatrik timorlerde Aktinomisin D (antitimdér antibiyotik),
Heidelberger tarafindan kolorektal kanserlerde (ve diger kat1 tiimorler) floropirimidin 5-
florourasil (5-FU), Hitchings ve Elion akut 16semide 6-thioquanine ve 6-merkaptopurin
olarak ortaya konmustur (DeVita ve ark. 2008). 20. yilizyilin ikinci yarisinda kanserin
tedavisinin arastirilmasi c¢abalar1 yukaridaki ve daha fazla sayida sitotoksik ajanin
kesfedilmesini saglamistir. Bu kesifler, {ic (3) temel prensibi sorgulamak {izere
kurgulanmaktaydi: i. bu ajanlar tarafindan kanser hiicreleri ve tiimorlii doku nasil
oldurulmektedir, ii. ajan normal hiicre yerine kanserli hiicreyi niye tercih eder, iii. son
olarak ileride kanser hiicrelerinin diren¢ gelisme mekanizmasi nasil 6nlenir? C.
Heidelberg ve arkadaslar tarafindan sigan hepatokarsinoma kanser hiicrelerinde normal
dokulara gore urasil daha yiiksek bir alim ve kullanim 6nceligi gosterdiginin belirlenmesi
uzerine bir florun urasil 5-C konumuna eklenip floropirimidin 5-fluorourasil (5-FU)
sentezlenmesi hedefli tedavide bir ilk olmustur. Halen bu maddenin kati tiimor
kanserlerinde, 0Ozellikle kolorektal kanserde genis spektrumlu etkileri vardir

(Heidelberger ve ark. 1957).

Yukaridaki sorular kanser biyolojisinde daha kapsamli bir calisma déneminin baglangici
olarak daha yeni molekiillerin tasarlanmasina yol agmistir. Kanser hiicrelerinde olusan
molekiiler bozukluklar hakkinda bilgi elde edilmeye baslaninca genel bir tarama yerine
belirli kritik molekiiler hedeflere karsi tarama yapilmasi tercih edilmistir. Monoklonal
antikorlarin ortaya ¢ikmasi kemoterapinin etkinligini arttirmistir. Her nekadar kendi
basina kemoterapi ajan1 olmasalar da, meme kanserinde trastuzumab, kolorektal kanserde

setuksimab ve bevacizumab ve non-Hodgkin lenfomada rituksimab gibi monoclonal



antikorlarin kemoterapi ile birlikte kullanildiginda iyi sonu¢ verdigi goriilmektedir

(DeVita ve ark. 2008).
2.3. Bakar ve Bakir Kompleksleri — Molekiiler Biyolojik Yaklasim

Bakir (Cu), temel bir eser elementtir, bakterilerden memeli organizmalara degin hayatta
kalmak icin gereklidir. Bakir iyonu belirgin redoks durumu gosterir (oksitlenmis Cu [II]
veya indirgenmis Cu [I]) ¢linkii biyolojik aktivitesini ger¢eklestiren enzimin bir katalitik
kofaktorudir, bdylece huicre fizyolojisinde gok 6nemli bir rol oynar. Bakir mitokondriyal
solunum (sitokrom-c oksidaz), demir emilimi, pigmentasyon, néropeptit islemesi, kolajen
ve elastin capraz baglanma (lisil oksidaz) ve serbest radikal siipiiriicii (siiperoksit
dismutaz) olarak 6nemli bir kofaktordiir. Yani bakir sitokrom c oksidaz (CcO), bakir-
cinko dismutaz (Cu, Zn-SOD), dopamine B-hydrolaz (DBH), prion protein (PrP), tironaz,
X-bagli apoptoz proteinin inhibitor (XIAP), lisil oksidaz, metallotiyonin (MT),
seruplazmin gibi cesitli kritik bakir-bagl proteinlerin aktivitesini regiile ederek canli

organizmalarda genis rol iistlenmektedir (Kim ve ark. 2008).

Eriskin insanlar viicudun her kilogram basina 1,4 — 2,1 mg arasi1 bakir icermektedir.
Cocuklarda bu miktar 3 kat daha fazladir. Ayni sekilde dokularin bakir igerik miktari
bakiri gerektiren metabolik siirecin sayisi ve ¢esidiyle iliskilidir. Bu baglamda, karaciger
disinda beyin ve kalp en ¢ok bakir depolayan dokulardir. Atilim siirecinde oynadigi
roliinden anlasildig1 gibi, safra kesesi ve safra biiyiik miktarda bakir igermektedir. Bobrek
bakir icerigi oldukca fazladir; idrardaki ise ¢ok azdir, yani bobrek depolayict rolii

ustlenmektedir. Kalan diger dokular ise daha diisiik bakir igermektedir.

Insan normal metabolizmasinda (hematopoez’de demir disinda) bakirin da gerekli oldugu
1928 yilinda Hart ve ark. tarafindan tespit edilmistir, sonra bakir ile tedavi edilmis "Tuz
hastalig1" (Neal ve ark. 1931) ve bakir yetmezligi bulunan toprakta yetistirilen sigir ve
kuzunun Neonatal ataksia hastalig1 (Bennetts ve Chapman, 1937) kesfedilmistir. Deney
hayvanlarinda ataksia ile ilgili c¢aligmalar sitokrom c oksidaz yoluyla enerji
metabolizmasinda bakirin temel gereksinimi ve bag dokusunda bakirin islevleri, 6zellikle
de hiicre dis1 lisil oksidaz tarafindan elastin ve kollajenin (O'Dell ve ark. 1961) ¢apraz
baglanmasiyla ilgili bir islevi oldugu ortaya konmustur. Melanin pigmenti olusumu i¢in
gerekli olan tirozinaz (koyun yinunde, hayvanlarda ve insanlarda) dahil olmak Uzere

bir¢ok bagka bakir iceren enzimler kesfedilmistir; katekolamin iiretimi ve dolayisiyla sinir



ve metabolik fonksiyon igin gerekli olan dopamin P-hidroksilaz; normal metabolik
reaksiyonlarda iiretilen potansiyel olarak zararl radikallerin yok edilmesine yardimci
Superoksit dismutaz; fotosentez icin elektron nakline dahil bitki kloroplastlarinda
plastosiyanin; potansiyel bir hiicre dis1 serbest radikal siipiiriicii olan seruloplazmin ve
yani sira kan plazmasi ve diger hiicre dist sivilarda bir ferroksidaz; bitkilerde ve
hayvanlarda triptofan oksijenaz, askorbat oksidaz ve lakkaz gibi diger daha 6zel enzimler
gibi. Bakir iceren, enzimatik olmayan proteinler de tanimlanmistir ve bakirin amino
asitlerle, kiiciik peptitlerle ve muhtemelen diger metabolitlerle iliskili oldugu rapor

edilmistir (Linder 1998).

Redoks halindeki degisikliklere kolayca erisilebilen bakir karboksilat oksijen, imidazol
azot, sistein tiyolat ve metiyonin tiyoeter sulfirii ve daha az miktarda fosfin dahil olmak
lizere cesitli ligandlar1 koordine edebilir. Iyonik bakirla baglanabilen diger ligandlar
oOzellikle ylksek bir afiniteye sahip olmalidir. Bakir bilesiklerinin ana islevi oksidasyon-
indirgeme reaksiyonu icermekte, bdylece bakir igeren biyolojik molekiilleri dioksijenle
dogrudan reaksiyona girerek serbest radikaller iiretilmesini saglamaktadir (Halliwell ve
Gutteridge 1990; Aust ve ark. 1985; Rae ve ark. 1999). Bunun bir sonucu olarak, biyolojik
sistemlerde Olgiilebilecek bakirin timii ya kompleks halinde ya da sistemin organik
bilesenine bagli bakir igerikli selatlar halinde bulunmaktadir. Biyokimyasal olarak bakir
elementi hem kinetik hem redoks etkilere sahip olarak elektron transfer reaksiyonunda
onemli bir rol oynamaktadir. In vivo oksijen kimyas1 bakir iceren proteinlere bagli olup
dioksijen tiim indirgenme siirecinde bakir proteinleri ve ilgili bakir bilesiklerine
baglanmaktadir (L-O Klotz ve ark. 1998, Sekil 2.3). Bu sebeple, serbest hiicresel bakir
konsantrasyonlar1 son derece diisiik seviyelerde kalmaktadir (Turnlund ve ark. 1989,
Wang ve Gou. 2006). Canli organizmalarda bakir homeostazi hem transkripsiyonel
kontrol ile, hem de benzersiz sistein, metionin ve histidin igeren bir korunmus protein

grubu vasitasiyla regiile edilmektedir (Linder 2002).
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Sekil 2.2. Oksijen biyokimyasinda bakirin rolii. Biyolojik sistemlerde, herhangi bir
molekiiler oksijenin indirgenmesi diisiik molekiil kiitleli bakir bilesikleri veya bakir
proteinlere baghdir. (L-O Klotz ve ark. 1998)

Hemostaz, i¢ ve dis ortamin degisikliklerine yanit olarak sabit bir i¢ ortam saglamaktadir.
Homeostatik bakim hem hiicrelerde hem de organizmada bakir alimi, dagitim1 ve geri
emiliminden olusmaktadir. Bozulmus bakir diizeyi ¢esitli hastaliklar ile
iliskilendirilmistir ve sirasiyla Menkes hastaligi ve Wilson's hastaliginda oldugu gibi
organizmada bakirin eksikligi veya fazla yiiklenmesi ile karakterize edilmektedir (Bull
ve Cox 1999). Menkes ve Wilson bozukluklarina odaklanan ¢alismalar bakir homeostazi
alaninda yeni anlayiglara yol agmistir ve 6zellikle hiicre i¢i bakir islenmesi ve dagilima,
hiicresel sinyal yollari, gen ifadesi ve kanser hiicrelerinin proliferasyonunda bakir ve
bakir metabolizma proteinlerinin potansiyel yeni fonksiyonlarinin belirlenmesi iizerine

yogunlagsmistir (Turski ve Thiele. 2009). Kanser hiicreleri tarafindan bakirin anormal



oranda biriktirilmesi transforme ve saglikli hiicrelerde ayirt edici bir 6zellik olarak
belirlenmistir ve yeni olusturulacak kemoterapétik ajanlar i¢in hedef olabileceklerini

gostermektedir (Daniel ve ark. 2004).

Bakir selatorler biyolojik sistemlerde bakir ve bakir-bagli proteinlerin molekdler
temelinin anlagilmasi, bakir metabolizmasindaki degisiklikten kaynaklanan hastaliklarin
tedavisi ve bakir metabolizmasi bozukluklar1 i¢in teshis ve uygulama gibi ii¢ farkl

durumda kullanilmaktadir (Ding ve ark. 2011).

Bakir komplekslerinde giincel ilgi antimikrobiyal, antiviral, anti-enflamatuar, anti-timaor
ajanlar, enzim inhibitorleri ya da kimyasal niikleaz olarak potansiyel kullanimina
dayanmaktadir. Kanser hiicrelerinde membraninin segici gegirgenligi nedeniyle bakir
biriktigi gosterilmistir. Cok sayida bakir kompleksi anti-kanser aktivite yoninden
incelenerek bazilart hem in vivo (fare tiimor modellerinde) hem de in vitro (kiiltiirdeki
kanser hiicre hatlar1 tizerinde) olarak etkili bulunmustur. Ayrica, bakir (II) kompleksi
antikanser tedavisi i¢in umut verici bir aday olarak goériinmektedir ki bu noktada bakir
(IT) komplekslerinin sentezi ve sitotoksik aktivitesini tanimlayan ¢ok sayida arastirma

vardir (Ding ve ark. 2011, Iakovidis ve ark. 2011).
2.4. 1,10 — Fenantrolin iceren Bakir (IT) Kompleksleri

Metal iyonlarin1 baglayabilen ve ayni zamanda hedefleme, teshis ve genel etkinligin
arttirilmast gibi belirli 6zelliklere sahip ligandlar hastalik teshis ve tedavisi alaninda
gelismelere agiktir. Terapotik bilesiklerin giiciinii artirarak yan etkilerinin siirlanmasi
tibbi kimya alaninda yaygin bir hedeftir. Bu amacla hastalik bolgesini hedefleyen ya da
hastaliga 0zgii bir biyolojik islem ile aktive edilen bilesikler gelistirilmektedir.
Fonksiyonel hedefleme ve/veya biyo-aktif ligant igeren metal kompleksler, ayn1 zamanda
spesifik enzimler tarafindan aktive edilen ajanlar ila¢ gelistirme ig¢in yeni ligandlar

arastirilmasina yol agmaktadir.

Cok sayida biyolojik ¢alismada DNA antikanser ve antiviral tedavi i¢in ana hedef olarak
belirtilmistir. Ozellikle bipyridine ve 1,10-fenantrolin gesitli islevleri nedeniyle en ilgi
cekenleridir.  1,10-fenantrolin  (phen) ve tlrevleri, anti-viral, antifungal ve

antimikoplasmal aktiviteler sergilemektedir (Ding ve ark. 2011).
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Metal kompleksleri-DNA etkilesiminde ti¢ kovalent olmayan iligski vardir; interkalatif
etkilesim, DNA oluk baglayici ve elektrostatik ¢ekim. Dayanikli bis-fenil
komplekslerinin, DNA ya da RNA polimeraz aktivitesini inhibe ederek indirgeyici
ajanlar varhiginda (tiyol ya da H2O2) DNA’nin serit seklinde kesilmesine neden oldugu
rapor edilmistir (Santini ve ark. 2014).

1,10-fenantrolin (phen) Sekil 2.3’te verildigi gibi klasik iki disli selat olusturucu liganttir
ve gecis metal iyonlar1 i¢in ve koordinasyon kimyasmin gelisiminde 6nemli bir rol
oynamistir ve organik, anorganik ve supramolekiiler kimyasi i¢in baslangi¢c malzemesi
olarak hala 6zel ilgi olmaya devam etmektedir. Fenantrolin diizlemsel, hidrofobik,
elektron-fakir heteroaromatik sistemdir. Bu yapisal ozellikleri metal iyonuyla kars
koordinasyonun egilimini belirler. Ana 2,2-bipiridin (bpy) ve 2,2; 6,6-terpiridin (tpy)
sistemine gore, fenantrolin icerikli metal kompleksleri tipik olarak [Cu(phen)2]*",
DNA’nin omurgasini yarabilmektedir ve giinimiizde molekiiler biyoloji’de
[Cu(phen)2]** DNA kesme reaktifi olarak yaygin kullamlir. DNA/RNA nin omurgasini
keserek etkilesim gerceklestiren metal-fenil komplekslerinden en ¢ok incelenmis olani
bakir/fenantrolin sistemidir. 1979 yilinda Sigman tarafindan 3-merkaptotiyol asit
kullanilarak Cu?* kompleksinin indirgenmesiyle DNA'nin omurgasini kesen [Cu(phen)2]*
kompleksi kesfedilmistir (Sigman ve ark. 1979). Bu reaksiyon, sadece H202 varliginda
ilerlemektedir ve bir deoksiriboz birimini okside ederek bir sabitlestirilmis furan tiirevi

olusumuyla gergeklesir (Sigman ve ark. 1979).

tpy

Sekil 2.3. Fenantrolin(phen), bipiridin (bpy) ve terpiridin (tpy)
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Fenantrolin gecis metal katyonlari igin gozle goriiliir bir koordinasyon yetenegi gosterir.
Fenantrolin sulu ¢6zeltide birinci sira gegis metal katyonlariyla oktahedral kompleks turd;
[M(phen)(H20)4]%*, [M(phen)2(H20).] #* ve [M(phen)s]?* olusturmaktadir. [M(phen)]?*

komplekslerin kararliligi Irving-Williams sirasini izlemektedir.

1,10-fenantrolin ve tilirevlerini igeren bakir kompleksleri anti-tumér, anti-Candida, anti-
bakteriyel ve anti-mikrobiyal aktivite gibi ¢ok sayida biyolojik aktivite sergilediginden
bliyiik ilgi uyandirmaktadir. Fenantrolin komplekslerinin DNA'y1 interkale edici madde
ve yapay niikleazlar olarak kullanilmasi iizerine yogun ilgi goérmdistiir. Bis (1,10-
fenantrolin) - copper (II) 'nin tiyol ve hidrojen varliginda etkin bir DNA b6llinme (gentik)
aktivitesi gosterdigi iyi bilinmektedir (Iakovidis ve ark. 2011).

Baslangic kompleksi ([Cu(phen)2]*? ) kompleksinin bir elektronluk indirgenmesini
askorbat (Gandin ve ark. 2012), tiyol, 3-merkaptopropionik asit (Santini ve ark. 2011;
Gandin ve ark. 2012; Zanella ve ark. 2011; Lazarou ve ark. 2010), 2-merkaptoetanol
(Gandin ve ark. 2012) gibi farkl rediiktorlerle veya siiperoksit {iretici ksantin / ksantin
oksidaz kullanilarak gergeklestirebilmektedir. H202 ise ya digsal olarak eklenebilir veya
molekiler oksijenle Cu® kompleksinin oksidasyonu sirasinda firetilen siiperoksit
anyonlar1 asil yerinde (in situ) olusturulabilmektedir (Marshall ve ark.1981). Bazi
aragtirmacilar oksidan tiirevleri olarak Fenton reaksiyonu araciligiyla Cu® tarafindan
olusturulan hidroksil radikallerini Onermesine ragmen, [CuO]* veya [CuOH]?'
tirevlerinin oldugu en yaygmn kabul edilen mekanizmadir (Hahn ve ark. 2008;

Balakrishna ve ark. 2010; Starosta ve ark. 2011).

Centiklenme mekanizmasinin ilk asamasinda DNA minér olugu icinde [Cu(phen)2]”
kompleksinin tersini baglanmasi ile esansiyel kovalent olmayan bir ara madde meydana
gelmektedir. UV-vis dlglimleri, vizkometrik denemeler ve DFT hesaplamalar sayesinde
kiiciik oluktaki baglanmanin baz giftlerinin arasinda bir fenantrolin pargasinin kismen
interkalasyonu ile oldugu sanilmaktadir. Daha sonra H>O- ile Cu™ reaksiyonu bir okso-
bakir tiirevi, muhtemelen [CuO]* veya [CUOH]?" olusturup centiklenme siirecini baslatan
dogrudan sorumlu olan reaktif tiirevlerdir (Johnson ve ark. 1987, Yamamoto ve ark.
1989).
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Sekil 2.4. [Cu(phen).2]* in DNA’y1 kesme mekanizmasi (Bencini ve ark. 2010)

H,0 kullanilarak gerceklestirilen oksijen etiketleme ¢aligmalar1 5-metilen-2-furanon
karbonil oksijenin ¢ozgenden geldigin1 gostermistir (Hahn ve ark. 2008: Starosta ve ark.
2011). H-lin soyutlanmasmin asil molekiilin yarilma mekanizmast oldugu kabul
edilmesine ragmen, bakir kompleksi H-4 soyutlanmasiyla da mindr olukta DNA
kirilabilir. [Cu(phen)2]* kompleksi ve DNA onerilen etkilesim modunda kiigiik oluktan
H-4 hidrojene kolayca ulasabilir. Hatta H-5 soyutlanmasiyla boliinme baslayabilecegini

bazi arastirmacilar son zamanlarda belirtmistir (Mercs ve Albrecht, 2010).

DNA yarilma ajan olarak [Cu (phen)2]*” in etkilerinin olugsmasinda DNA'nin farkl: ikincil
yapilart ve B-DNA formundaki primer DNA dizi belirleyicidir. B-DNA [Cu (phen
)2]"’nin yikict etkisine en hassas ikincil yapisidir. Kompleks A-DNA formunu B-
DNA'dan daha az etkili bir sekilde keser (Ehrenfeld ve ark. 1987; Santini ve ark. 2011;
Zanella ve digerleri. 2011). Z-DNA konformasyonu ¢ok daha kii¢iik ya da hi¢ bir olugu
olmadigindan neredeyse yarilmaz bir yapidir. Ayrica, kompleks cift iplikli DNA’y1 tek
iplikliden daha etkili bir sekilde kesmektedir. RNA’da ise tam tersi bulunmustur. Aslinda,
[Cu (phen).]* tek sarmalli RNA’y1 ¢ift RNA'ya gore daha etkili bir bigimde keser
(Ehrenfeld ve ark. 1987).
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[Cu(phen)2]" DNA’daki tiim sekans pozisyonunu ayni oranda kesmemesine ragmen,
primer sekans i¢in belirgin bir 6zgiilliigii gériinmemektedir. Ozellikle zincirin kesimine
en hassas sekans TAT tripleti olurken ilgili sekanslar TGT, TAAT, TAG ve CGAT’1 orta
derecede tercih etmektedir (Veal ve ark. 1988, Veal ve ark. 1989).

2.5. DNA hedefleyen Bakir Kompleksler

Kovalent olmayan DNA etkilesimleri, metal komplekslerinin majér veya mindér DNA
olugu boyunca baglanmasi, interkalatif ve elektrostatik baglari icermektedir. Cogu
durumda metal, biyoaktif molekiiliin organik omurgasinin inorganik modifikatorii gibi
davranmaktadir ve ligand ise DNA afinitesi ve 6zglinliigii kazandirir. Bu gergevede,
yiksek DNA etkilesim kabiliyeti ve in vitro antitiimor etkinligi nedeniyle N-verici
ligandlarin olusturdugu bakir (II) kompleksleri o6zellikle dikkat g¢ekmistir. 1,10-
fenantrolin ve ilgili diimin selatlar1 igeren bakir tiirevleri, submikromolar araliginda 1Cso
degeri ortaya c¢ikaran giiclii sitotoksik maddeler olarak tarif edilmistir. Bu baglamda,
bidentat diimin ligandi (NN = phen, bipy veya tirevleri) ve ikincil ligandlar (6rn.,
Salisilik asit, tetrasiklin, terpiridin, imidazolidin-2-tione, oksamidobenzoat, kinolin,
oksamit, stilfonamid, antracene, amin, cumarin, ve fitalat) kombinasyonuna dayanan tglu
bakir (II) kompleksleri hakkinda birgok yeni ¢alisma bulunmaktadir (Santini ve ark.
2014). Genel olarak, dizlemsellik, hidrofobiklik ve diiminin boyutu, ikincil ligandin
dogas1 ve metal kompleksin koordinasyon geometrisi gibi fizikokimyasal 6zelliklerin
hepsinin DNA'ya bakir komplekslerinin  baglanma/interkalasyon =~ modunun
belirlenmesinde ©nemli roller oynadigini gosterilmistir. Metil halkanin kismen
interkalasyonu engellemenin yani sira phen halkasinda metil gruplarinin varliginin DNA
yiizeyiyle daha giiclii hidrojen baglama etkilesimlerine izin verdigi ve DNA zincirinin
biikiilmesine (kinklanmasi-¢entiklenmesi) yol agtig1 vurgulanmistir (Selvakumar ve ark.

2006).

DNA interkalasyonu, DNA yapisinin bozulmasina ve DNA boliinme islemlerine katkida
bulunmaktadir. Aslinda, bu yeni antineoplastik bakir metalo-ilaglar nikleobaz
oksidasyonu, fosfat ester hidrolizi ve deoksiriboz seker oksidasyonu gibi ¢esitli yollarla
"kimyasal niikleazlar" olarak davranmaktadir. Birgok ¢alisma, bakir komplekslerinin
fizyolojik kosullarda bir oksidatif yolak yoluyla plazmid DNA béliinmesini arttirdigin
ortaya koymustur (Arjmand ve ark. 2011). Bakir kompleksleri tarafindan tesvik edilen
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DNA bozunumunun bir Fenton tipi reaksiyon yoluyla gergeklestigi diisiiniilmektedir. Bu
reaksiyon, hidroksil radikali veya farkli metal bazli ara madde (CuOH?* veya CuO*
tiirleri) gibi bir ROS kaynagidir, bu da, DNA poliniikleotit zincirlerinin hem direkt
oksidasyonuna hem de bélinmesine neden olur (Koppenol. 2001; Kremer. 1999; Fleming
ve ark. 2011). Yazarlar tarafindan "molekiiler makas" (klasik kimyasal niikleazlar) olarak
tekli ya da ¢ift sarmal kopmalarla DNA'y1 parcalayabilen diger bakir kompleksleri
tanimlanmistir. DNA hasarim1 takiben hiicresel tepki (bozulmalar) cesitli tamir
mekanizmalarinin aktivasyonunu kapsar ve eger onarim basarisiz olursa hiicreler hiicre
Olimiine ugramaktadir. DNA tamir mekanizmalar1 tarafindan daha az kolaylikla
onarildigindan, DNA'daki ¢ift iplik kiriklari, tek iplikli kirllmalardan daha 6nemli hiicre
6lim kaynaklaridir (Povirk ve Austin, 1991).

DNA iizerinde bakir kompleksleri tarafindan indiiklenen hasar tiirline bagli olarak,
hiicresel islem, hiicreyi apoptoz sinyal iletim yollarinin aktivasyonuna itebilir. Pek ¢ok
bakir kompleksinin, DNA hasarinin bir sonucu olarak apoptotik hiicre oOliimiini
tetikledigi bulunsa da, ¢ok az makale, bakir kompleksleri ile muamele edilen hiicrelerde
aktive edilen sinyal iletim molekiiler determinantlari {izerine sonuglar icermektedir. Bazi
durumlarda, bakir kompleksleri, apoptozun indiiksiyonu ile tutarli olan, proapoptotik
proteinlerin upregilasyonunu veya antiapoptotik proteinlerin asagi reguilasyonunu
saglamaktadir. Caco-2 hiicrelerinde (Cu (N9-ABS) (phen)2] (H2N9-ABS = N- (9H-plirin-
6-il benzensulfonamid) ile indiiklenen apoptozun, p53 protein seviyesinde bir artig ve bir
Bcl-2 ifadesinin azalmasi ile sonuglandigi belirlenmistir (Garcia-Gimenez ve ark. 2009).
Ayrica, bakir kompleksi araciligiyla hiicre 6liimiinde kaspaz aktivasyonunun tutulumu
tam olarak aydinlatilamamistir. Cok az bakir tiirevinin, kanser hiicrelerinde caspase-3
ve/veya kaspaz-9 aktivasyonunun tutulumu yoluyla apoptozu indiikledigi bildirilmistir
(Tan ve ark. 2009; Chakraborty ve ark. 2010).

2.5.1. Proteazomu inhibe eden Bakir Kompleksleri

Proteazom hem cekirdekte hem de sitoplazmada bulunan hicre igi proteinleri segici
olarak modiile eden ve parcalayan bilyiik bir coklu protein kompleksidir. Okaryotik 26S
proteazomu bir 20S proteolitik ¢ekirdek pargacik yapisi ve iki adet 19S dlzenleyici kap
icermektedir. Cekirdek bostur ve proteinlerin bozundugu kapali bir bosluk saglar.
Cekirdek parcacigin her ucu, birden fazla ATPaz aktif bolgesi ve ubikuitin baglama
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bolgesi iceren bir 19S duzenleyici alt-birimiyle iliskilidir. Proteazom tarafindan taninmasi
ve iglenmesi i¢in bir protein substrati ubikuitine baglanmalidir (Peters ve ark. 1994).
Poliubiquitinated (ubikutin ekleyerek proteinin yapisim1 degistirme) proteinin
taninmasindan sonra, birden fazla peptidaz aktivitesi iceren 20S ¢ekirdegine transfer
edilir; bunlar arasinda kimotripsin benzeri (hidrofobik (CT-L) olarak bélinme), Triptin
benzeri (bazik (TL) kalintidan sonra boliinme) ve kaspaz benzeri (asidik kalintidan
bélunme, C-L) aktivitesi bulunmaktadir (Goldberg, 1995). Proteazom, hiicrenin belirli bir
diizeyde protein konsantrasyonu ve stabilitesini diizenleyen bir ana mekanizmanin
pargasidir (Orn., Siklinler, Bcl-2 ailesi ve p53) ve katlanmayan proteinleri ayristirir.
Ubiquitin proteazomuna bagl par¢alanma sistemi, proliferasyon, apoptoz, anjiyojenez ve
metastaz olusumu gibi karsinogenezde en 6nemli siire¢ler de dahil olmak iizere bir¢ok
hiicresel fonksiyon i¢in esastir (Dou ve ark. 2003). Normal ve malign hiicrelerde hiicre
blylmesi, hiicre donguisu ilerlemesi ve apoptozis gibi bircok énemli hiicre prosesi icin
6nemli olan protein seviyelerini kontrol eder (Adams 2004, Tisato ve ark. 2010).

Proteazom inhibisyonu, antikanser tedavisi i¢in potansiyel olarak yararli bir stratejidir.
Proteazom, Okaryotik htcrelerde bol bulunan katalitik bir protein kompleksidir ve artik
gerekli olmayan, yanliglikla katlanmis veya hasar gormiis hiicre i¢i proteinleri
parcalamaktadir. Her ne kadar proteazom inhibisyon mekanizmasi iyi anlasilmamis olsa
da, ampirik kanitlar gesitli kanser hiicrelerinin normal hiicrelere gore daha fazla
proteazom inhibisyonuna duyarl oldugunu gdstermesi nedeniyle, ubikuitin-proteazom
yolu hedeflemesine uygun olduklar1 goriilmektedir (Adams 2004). Bircok dogal ve
sentetik organik bilesik, proteazomu inhibe edebilir ve su anda yeni anti kanser ajan
olarak proteazom inhibitorlerinin gelistirilmesi yogun bir sekilde incelenmektedir. Buna
ragmen, sadece bortezomid ve daha 1yi ikinci kusak carfilzomid, klinik tedavi ve daha
cok multipl miyelom i¢in onaylanmistir (Pevzner ve ark, 2013). Ne yazik ki, her iki
tedavide de direng, hematolojik ve norolojik komplikasyonlar gibi ¢ok sayida yan etki
gorulmektedir (Pevzner ve ark, 2013), Bortezomid ile tedavi edilen hastalardaki
toksisitesi normal ve kanser hucrelerindeki aktivitesinin segicilik yetersizligine
baglanabilir (Kazi ve ark. 2009).

Bununla birlikte, bakir igeren bilesikler, antikanser ajanlar olarak gelistirilmesinin sadece
erken klinik faz basamaginda bulunmaktadir. Dou ve Goldfarb tarafindan proteasom

fonksiyonunu inhibe eden bakir kompleks bildirilmistir (Dou ve Goldfarb 2002). 2004
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yilinda, bakir (II) tuzu (CuCl2 veya CuBr») ve iki disli (ClioQuinol (CQ), phen, ve DTC
ailesi dahil 8-OHQ ailesi) ligandi karisimindan tiiretilmis CT-L proteazom aktivitesini
giiclii inhibe eden "bakir karisim1" tanimlanmistir. Proteazomu inhibe etmesinden dolay1
bu bakir karisimlar1 segici olarak normal hiicrelerde degil sadece kanserli olanlarda
apoptotik hucre 6lumunt indukleyebilmektedir ve in vivo timor modelinde ¢ok etkilidir
(Daniel ve ark. 2005). Ornegin 6zellikle [Cu(L32c),] insan kanserli meme (MDA-MB-
231) hucresi ile kanser olmayan (MCF-10A) arasinda potansiyel bir selektif anti-kanser
etkisi gostererek iki hiicre arasinda ayrim yapmaktadir (Daniel ve ark. 2005). Tiim bu
caligmalar, karigimda bakirin proteazom Onleyici aktiviteyi saglamakta ¢ok temel bir rol
oynadigini 6nermektedir ancak koordinat tiirii bilesimi hakkinda ¢ok az bilgi vardir. Bakir
aracili proteazomu engelleyici faaliyet uygun iki disli ligand1 seg¢ilmesiyle arttirilabilir.
Xiao ve arkadaslar1 yakin zamanda Bakir Cu (I) ve Cu (II) 'nin oksidasyon durumunun
proteazom aktivitesini inhibe etme tizerine etkisini aragtirmistir. Cu (I) veya Cu (II) bir
bakir baglayici bilesik olan Neocuproine (NC) ile proteazom CT-L aktivitesini inhibe

edebilmekte ve timaor hiicrelerinde apoptozu indiikleyebilmektedir (Xiao ve ark. 2010).

Dou ve ark. Bis (8-hidroksikuinolin) bakir (II), [Cu (80HQ)2] ve diger bakir (II)
bilesiklerinin proteazomu inhibe edebildigi ve apoptozu indiikleyebildigini bulmustur.
Ligandin se¢iminin proteazomu inhibe edici aktivite icin ¢ok 6nemli oldugu
gorulmektedir (Dou ve ark. 2003).
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Sekil 2.5. Bakir bilesiklerinden kaynaklanan proteazom inhibisyonunda rol oynayan
hiicresel yol semalari. (A) DTC bakir (IT) kompleksleri tarafindan tetiklenen apoptoz. (B)

Fosfin bakir (I) ve tioksotriazol bakir (II) komplekslerinin neden oldugu paraptoz (Santini
ve ark. 2014).

Daha yakin zamanlarda yapilan bir ¢alismada, iki molekilli indol 3-asetik veya 3-
propiyonik asit koordine edilmis bakir (IT) kompleksi U¢unci ligand olarak -phen olunca
insan kanser hiicrelerine karsi orijinal proteazom inhibitér ve apoptoz induktori etkisi
gosterdigi bildirilmistir. -Phen kanser hiicre igine bakir tasimada 6nemli rol oynayan ve
dogrudan proteazom etkilesim/ inhibisyonuna ve/veya proteazom tarafindan bakir
oksidasyonuna yol acarak sonucta ¢oklu protein kompleksinin deaktivasyonuna neden

olan bir ligand olarak onerilmistir (Zhang ve ark. 2012).
2.5.2. Bakir komplekslerinin DNA iizerindeki dolayh etkileri

Bakir iyonunun, askorbat veya glutatyon gibi indirgeyici ajanlar varliginda DNA'da
cesitli hasarlara neden oldugu ve ayrica bakir iyonunun ROS iiretim yoluyla, DNA ve
kromatin'e zarar verdigi kanitlanmistir (Buchtik ve ark. 2011; Ruiz ve ark. 2010; Cao ve
Wang 2007). Bakir komplekslerinin olusturabilecegi hasarlar 6zellikle guanin bazinin

oksidasyonu ve 8-oksoguanini olusturmasi, bitisik bazlar, 6zellikle G ve metillenmis-C
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arasinda ¢apraz baglarin olusturulmasi, Cu (II) ve yalnizca indirgeyici ajanlarla meydana

gelen DNA'daki ¢ift ve tek sarmal kiriklari olarak siralanabilir. (Bar-Or ve ark. 2006).

DNA'ya zarar veren ¢esitli ROS tiirleri ve OHe radikalleri, Sekil 2.6'da goriildiigli gibi
bakir seri reaksiyonunun {riinleridir. Siiperoksit, mitokondriler tarafindan iiretilir ve
hicreler tarafindan solunan oksijenin % 3-4 kadarinin elektronlarla asirt yiiklendigi
tahmin edilmektedir. Ayrica, Stiperoksit Cu (I) ile O2'nin reaksiyonu ile de Uretilebilir ve
Cu/Zn ve Mn-SOD'ler bunu peroksit haline getirir. Birlikte, peroksit ve siiperoksit ROS
formlarinin en reaktif tiiriinii, yani OHe radikalini olusturmaktadir. Bu radikaller ya
bazlar1 oksitlemekte, capraz baglarla sonuglanan diger radikalleri {iretmekte ya da
DNA'daki spesifik niikleotidler arasindaki fosfodiester baglarini pargalamaktadir.
Yarilma, sadece bir tek veya ¢ift ipligin lizerinden gerceklesebilmektedir (Tawa ve ark.
1997). CpG dizilerinde C'nin metilasyonu, daha fazla ¢apraz bag ve baz oksitlenmesi ile
sonuglanmasina ragmen plazmid DNA da gosterildigi gibi bu tiir metilasyonlar DNAnin

hassasiyetini azaltabilir.

Glutatyon sistemi, glutatyon (GSH), glutatyon rediktaz, glutatyon peroksidaz (GPX) ve
glutatyon S-transferaz (GST) icerir. Glutatyon, sistein sitoplazmik proteinin distlfur
baglarin1 indirgeyerek hiicreleri oksidatif stresden korur. Glutatyon S-transferaz
detoksifikasyon enzimidir ve GSHin cesitli digsal ve endojen elektrofilik bilesiklere
baglanmasini katalizler (Townsend ve ark. 2003). Cesitli timorlerde GST asir1 eksprese
edilmekte ve MAPK yolak diizenlenmesi icin ve kemoterapétiklere karsi direng

gelismesinde rol oynamaktadir (Townsend ve ark. 2003).
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Sekil 2.6. Bakir ile reaksiyon sonucunda reaktif oksijen tiirlerinin olugumu. I ve II'de,
Haber-Weiss (I) ve Fenton (II) kimyasina gore, OH radikal de dahil olmak tizere ¢esitli
ROS ara iiriinlerinin olusumuyla sonuglanan redoks-aktif bakir iyonu igeren reaksiyon
serisi gosterilmektedir. Stperoksit iyon (O27) muhtemelen oksidatif fosforilasyondan
mitokondri tarafindan kolaylikla iiretilir. Glutatyon (GSH), 5-20 mM araliginda ¢ogu
hiicre bolimiinde bol miktarda bulunmaktadir ve ayrica radikal olusumu i¢in ekstra
elektron verebilmektedir. Enzimatik olarak (SOD vasitasiyla) olusan peroksit (H202),
stiperoksitle reaksiyona girebilerek OH radikal ve OH- 'yi olusturmaktadir. (Linder M.
(2012); Kachadourian ve ark. (2010))

Hiicrelerde oksidatif hasar (DNA'y1 ve kromatin/kromozomlar1 hedef alan) ve kanser
arasinda kuvvetli bir baglant1 vardir (Zeich ve ark. 2011, Fragou ve ark. 2011, Tudek ve
ark. 2010). Guanin ve diger bazlarin oksidatif modifikasyonu DNA'da baz dizilimi

degisikligi (yani mutasyonlar) ile sonuglanarak ROS'a yanit olarak programlanmis hiicre
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6liumiinii (apoptoz) tesvik eden veya normal hiicrelerdeki DNA hasarini azaltabilen p53
gibi timor siipresdr genin ekspresyonunda veya islevinde kalic1 degisiklie neden

olabilmektedir (Zeich ve ark. 2011, Fragou ve ark. 2011).

Genellikle bu oksidatif DNA hasariin ¢ogu veya tamamu, agir1 ifade edilmedigi siirece,
dogal mekanizmalar tarafindan onarilmaktadir. ROS sadece mutasyona degil, ¢ift ve tek
iplik kirilmalar1 nedeniyle ayn1 zamanda genomik dengesizlik ve kromozom kaybina yol
acmaktadir. Aslinda, kromozomlarin kaybi1 ve yeniden diizenlenmesi (andploidi)
malignite Ozelligi tasir (Duesberg ve ark. 2006, 2011). DNA metilasyonu ve histon
asetilasyonunda ROS ile indiiklenen degisiklik epigenetik mekanizmalar kanser
gelisimine katkida bulunabilir ve yeni anti-kanser ilaglarinin hedefi olarak lanse
edilmektedir. Cogu normal DNA'nin kodlanmayan bolgeleri hipometillenmistir (Fragou
ve ark. 2011). Kanserde ise bu bdlgeler hipermetillenmis olup genomik instabilite ile
birlikte kromozomal yeniden diizenlenmelere neden olmaktadir (Zeich ve ark. 2011,

Fragou ve ark. 2011).

Kanserli hiicre artmig ROS diizeyine karsi daha savunmasizdir (Kachadourian ve ark.
2010). Ornegin sisplatinin pro-oksidan etkisi; tioredoksin rediiktazin inhibisyonunu ve
mitokondride yiiksek ROS iiretimini kapsamaktadir (Pelicano ve ark. 2003). Sisplatin ile
indiiklenen ROS'un asir1 iiretilmesinin muhtemel bir nedeni, mitokondriyal solunum
zincirindeki apoproteinin ekspresyonu dengesizligine neden olan mitokondriyal DNA'nin
(mtDNA) bozulmasidir ve bu da siiperoksidin (O2") "s1zintisina" yol agar (Kachadourian

ve ark. 2010).

MtDNA hasarinin bir sonucu solunum zinciri komplekslerinin dengesizligidir ve artan

"O." sizintis1" ile iligkilidir (Wallace, 1999).

21



Mitochondrial Matrix Extracellular Space

MnSOD
02.' —_— H202

— o |D Il 9 —_— |
0. memégézg / Cytosol

|
Cytosol l
A

Cytokine-R GF-R
(i.e. TNFR1) (i.e. PDGFR)

TNFa

-

( u//nb()[) Cu/ZnSOD
2 l 02.. — HzOz
Fonton Roactlon \ / Detoxification
Cellular \
Catalase
Signaling 2 H,0, s O, + H,0
1 GPX
H;O; + GSH  we—ty GSSG + H)O
Oxidative damage Prx
« DNA H0, 4 TrxS, we—Trx(SH), + H,0
* Proteins
« Lipids

Sekil 2.7. Bakir-Mitokondriyel DNA iligkisi. Stperoksit (O2™) kokleri elektron tasima
zincirinin bir yan Uriinii olarak mitokondri i¢ zarinda iiretilir ve daha sonra mitokondriyal
gecirgenlik gecis deligi (MPTP) yoluyla mitokondriyal matriste veya sitoplazmada
serbest birakilir. Siiperoksit, drnegin biiyiime faktorii reseptoriine (GF-R) veya sitokin
reseptor aktivasyonuna yanit olarak NADPH oksidaz'in (NOX) aktivasyonu yoluyla
uretilir. Mitokondriyal matristeki MnSOD veya sitozolde Cu/ZnSOD gibi SOD
enzimleri, stiperoksiti H>O2'ye indirgemektedir. Katalaz, glutatyon peroksidaz (GPX) ve
peroksiredoksin (Prx) igeren gesitli sitosolik antioksidan sistemleri, hidrojen peroksitten
suya indirgeyerek hiicreyi detoksifiye eder. Hem hidrojen peroksit hem de slperoksit
hiicresel sinyal'da katkida bulunur, ancak ayni zamanda hidroksil radikalleri ("OH)
olusturabilir. Hidroksil kokleri, Fenton reaksiyonunda O™ ve H2O>'den dretilir ve protein,

DNA ve lipid'i bozmaktadir.
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2.6. Hucre-Temelli Canlilik Testleri

Hiicre temelli testler molekiillerin hiicre ¢ogalmasi iizerine etkileri olup olmadigin
belirlemek veya sonunda hiicre 6liimiine yol acgan sitotoksik etkileri gosterecek sekilde
bilesikleri taramak icin kullanilir. Hiicre temelli test ayrica, reseptdr baglanmasinin
Olciilmesi ve genetik ekspresyonu iceren ¢esitli sinyal iletim olaylarini 6lgmek, hiicresel
bilesenlerin tagiimin1 veya organel fonksiyonunu izlemek ig¢in yaygin olarak
kullanilmaktadir. Kullanilan hiicre-temelli test tipine bakilmaksizin, deneyin sonunda kag
canlt hiicrenin kaldigini bilmek 6nemlidir. Canli 6karyotik hiicrelerin sayisin1 tahmin
etmek icin kullanilabilecek cesitli test yontemleri vardir. Verilerin bir plaka okuyucu
kullanilarak kaydedildigi ¢cok kanali plaka kullanilan tetrazolyum indirgeme, resazurin

rediiksiyonu, proteaz isaretleyici ve ATP algilama bazi temel yontemlerdir (Anonim

1983).

Tetrazolyum indirgeme, resazurin indirgeme ve proteaz aktivite testleri, genel
metabolizmanin bazi yonlerini veya canli hiicrenin bir isareti olarak enzimatik aktiviteyi
6lgmektedir. Deneylerin tiimii, bir substratin bir plaka okuyucu ile tespit edilebilen renkli
veya fliioresan bir iiriine doniistliriilmesi i¢in canli bir hiicre popiilasyonu ile bir reaktifin
inkiibe edilmesini gerektirir. Cogu standart kiiltiir kosulunda, substratin canli hiicrelerle
inkiibe edilmesi mevcut hiicrelerin sayistyla orantili bir sinyal {iretmeye neden olacaktir.
Hiicreler oliince, substrati iiriine doniistiirme yetenegini hizla kaybederler. Bu fark,
yaygin olarak kullanilan hiicre yasayabilirlik testlerinin ¢ogunun temelini

olusturmaktadir (Berridge ve ark. 2005).
2.6.1. Tetrazolyum Indirgenme Testleri

Tetrazolyum tuzlari, histokimyasal lokalizasyon ¢aligmalar1 ve hiicre biyolojisi
deneylerinde uzun yillardir saptama reaktifleri olarak yaygin sekilde kullanilmaktadir
(Altman. 1976, Berridge. 2005). Birg¢ok tetrazolyum bilesigi hiicrelerin canliliginin
belirlenmesi i¢in kullanilmistir. En ¢ok kullanilan bilesikler MTT, MTS, XTT ve WST-

1'dir. Bu bilesikleri iki temel sinifa ayirabiliriz:
(1) pozitif yiiklii ve kolaylikla canli 6karyotik hiicrelerinin i¢ine giren MTT ve

(2) kolaylikla hiicre igine girmeyen ve negatif yiikli MTS, XTT ve WST-1.
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Ikinci siif (MTS, XTT, WST-1) tipik olarak, tetrazolyumun renkli formazan Griniine
indirgenmesini kolaylastirmak igin sitoplazma veya plazma membranindan elektronlari

aktarabilen bir ara elektron alicisi ile kullanilir (Anonim 1983).

Ikinci generasyon tetrazolium boya (2,3-Bis-(2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-2H-
tetrazolium-5-carboxanilide salt (XTT)) htcre proliferasyon, sitotoksisite ve apoptoz
testlerinde etkili olarak kullanabilmektedir (Berridge. 2005, Scudiero 1988, Marshall ve
ark. 1999). XTT hiicre proliferasyon testi ilk kez 1988'de Scudiero ve arkadaslar
tarafindan timor hiicre hatlarindaki hiicre bylmesini ve ila¢ hassasiyetini 6lgmek igin
etkili bir yontem olarak tarif edilmistir (Scudiero ve ark. 1988). Karisik hiicresel etkiler
renksiz veya hafif sar1 olan XTT indirgenirken parlak turuncu rengi degismektedir. Bu
renk degisikligi, pozitif yiiklii kuaterner tetrazol tuzunu parcalayarak gerceklestirilir.

XTT indirgeme sonucunda ¢6ziinebilen Formazan gercek zamanli testlerde kullanilabilir.

MeO
U H
NO,
N 2
’l
N=N
Q =, O
7 mitochondrial NO,
" dehydrogenase

XTT tetrazolium XTT formazan

Sekil 2.8. Hiicre’deki XTT tuzu degisimin reaksiyonu

XTT'nin, net negatif yiikli oldugundan dolayr hiicrenin disinda birakildig
distintilmektedir (Berridge 2005). XTT boya rediksiyonunun trans-plazma membran
elektron tasima tarafindan kolaylastirip hiicre ylizeyi iizerinde gerceklestigini gdsteren
onemli kanitlar bulunmaktadir. Mitokondriyal oksidorediiktazlarin indirgeyicileri plazma
zarma transfer ederek XTT tepkimesine biiyiikk oOl¢iide katkida bulundugu
diistintilmektedir (Sekil 2.8’de). XTT testinin aslinda, hiicrelerin piridin niikleotid redoks

durumunu olctigii ileri siiriilmiistiir (Berridge 2005, Marshall ve ark. 1999).

XTT, bir tespit reaksiyonu olarak tek basina kullanilabilir, ancak sonuglar optimal

degildir. XTT ile bir ara elektron alicisi, ornegin PMS (N-metil dibenzopirazin
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metilsiilfat) birlikte kullanildiginda XTT analiz sonuglar1 biiylik dl¢iide gelismistir. PMS,
XTT Hiicre Proliferasyon test setinde bulunan etkinlestirme reaktifidir. PMSnin hiicre
ylizeyinde veya plazma membranindaki kolaylikla erisilebilen bdlgeden elektronlari
toplayarak XTT indirgemesi araciligiyla bir reaktif ara madde olusturdugu ve daha sonra

XTT'yi yiiksek pigmentli formazan iiriiniine indirgedigi ortaya konmustur.

25



3. MATERYAL ve YONTEM

Bu tez ¢alismasinda iki yeni bakir (II) karisik ligant kompleksinin, Kompleks 1: [Cu(4-
metil-1,10-fenantrolin) (tirozin) (H20)]CIOs ve Kompleks 2: [Cuz (5-metil-1,10-
fenantrolin): (tirozin), (H20)2] - (C104)2-3H20 insan akciger kanseri hiicre hatt1 (A549) ve
insan brongiyal epitel hiicre hattinda (BEAS-2B) sitotoksik etkileri XTT testi ile,
intraselular hiicre ici ROS dizeyi ise DFCD-DA testi ile ve genotoksik etkileri Komet
testi ile degerlendirilmistir. Bakir (II) karisik ligant kompleksleri (Kompleks 1 ve
Kompleks 2) Uludag Universitesi Kimya Boliimii, Anorganik Kimya Arastirma
Laboratuvarinda doktora égrencisi Duygu Inci ve gretim iiyesi Prof. Dr. Rahmiye Aydin

tarafindan sentezlenmis ve yapilar1 aydinlatilmistir (Inci ve ark. 2017)
3.1. Kullanilan Ekipmanlar, Sarf Malzemeler

Calismada kullanilan cihazlar Cizelge 3.1°de, sarf malzemelerine iliskin bilgiler ise 3.2

de gosterilmistir.

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan cihazlar

Ekipman Marka/Model

Etlv BINDER - CB 150
Sogutmal1 Santrifii SIGMA-2-16PK
Laminar akim kabini BERNER

Hassas terazi SHIMADZU-AUW220D
Kaba terazi RADWAG-WTB2000
Pastor firmi Elektromag-M3025P
Invert mikroskop SOIF

Floresan mikroskop NIKON-ECLIPSE 80i
Isik mikroskobu NIKON-ECLIPSE E100
Komet yazilimi Kameram 21
Elektroforez gii¢ kaynagi PegLab-Regpower 300
Elektroforez tanki Cleaver Scientific
Mikroplaka okuyucu Bio Tek, ELx800 U.S.A
Azot tanki INT. CRYOGENICS - IC 20R
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Ph metre

HANNA — HI 221

+4 buzdolab1 REGAL

-20 derin dondurucu ALASKA - ADF 06 V
-80 derin dondurucu ELCOLD
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 sarf malzemeler

Sarf Malzeme

Firma/Katalog No

Serolojik pipet

COSTAR

Steril 15 mI’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 pirlvat (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
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DCFH-DA ( ROS Kiti) Cell Biolabs’OxiSelect™ / 59342021

XTT Hucre proliferasyon Kkiti BIOLOGICAL INDUSTRIES/1548576

3.2. Kullanilan Hiicre Hatlar1

Tez ¢alismasinda BEAS-2B (saglikli insan bronsiyal epitel) hiicre hatti ve A549 (insan

akciger kanseri) hiicre hatt1 kullanilmistir.
3.2.1. Hiicre Kiiltiirii Sartlar:

Hicre kiiltiirii havalandirmali T75 flasklar icinde 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 olugsmaktadir.
3.3. Kullanilan Kompleksler

Bu calismada suda ¢6ziinebilen, yeni bakir (IT) karisik ligant kompleksleri kullanilmastir.
Kompleksler; 4 - metil-1, 10, - fenantrolin ve 5 — metil — 1, 10 — fenantrolin, tirozin
lidandlarindan Uludag Universitesi Kimya Anorganik Kimya Arastirma Laboratuvarinda
sentezlenmis olup Kompleks 1 ve Kompleks 2 seklinde adlandirilmistir. Komplekslerin

yapilar1 hazirlanan bir makalede ayrintili bir sekilde verilmistir (Inci ve ark. 2017).
3.4. XTT Testi

XTT bir sitotoksisite testidir. Sitotoksisite testleri sayesinde toksik konsantrasyon
araliginin tanimlanabilmesi, maruz kalma-konsantrasyon iliskisinin belirlenmesi ve
antikanser aktivitenin tahmin edilebilmesi gibi durumlar mimkindir. XTT testinin
mantigi, XTT ayracinda bulunan tetrazolium halkasinin canli hiicre mitokondrilerinde
bulunan dehidrogenaz enzimlerince parcalanarak kirmizi renkli formazan kristalleri

olusturmasina dayanmaktadir.
XTT Testi Protokoli

Hicrelerin 75-cm?’lik flasklarda 1 hafta boyunca biiyiimesi beklenmistir. Biiyiiyen
hicreler 96 kuyucuklu platelere ekilmistir. A549 ve Beas-2B hiicre hatlari i¢in her bir
kuyucuga 5x10? hiicre ve yine her bir kuyucuga 200’er uL besi yeri konulmustur. 37 °C
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ve %5 CO; ortamli inkiibatorde 24 saat inkiibe edildikten sonra besi yeri degistirilmistir
ve 0,’den 20,0 pM arasinda degisen konsantrasyonlarda bakir kompleksi ile
dozlanmistir. 24 saat muameleden sonra kuyucuklar PBS ile yikanmis ve 100 pL yeni
besiyeri eklenmistir. Her bir kuyucuga aktive olmus XTT soliisyonu eklenmis ve 3-4 saat
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda mikroplaka okuyucu ile 450nm’de absorbans
Olciilmiistlir ve proliferasyon egrisi ¢izilmistir. Blankler ¢ikarildiktan sonra IC7s, 1Csp,
IC2s ve IC125 konsantrasyonlart (1- A muamele grubu / A kontrol) x100 formili
kullanilarak hesaplanmistir. Y eksenine doz, X eksenine canlilik olan dagilim egrisi
cizilmistir.

Daha sonra grafik lizerinde dogrusal 3 nokta secilerek egilim ¢izgisi eklenmistir. Egilim
cizgisinin formiiliinde y yerine 75, 50, 25 ve 12,5 yazilarak sirasi ile ICvs, 1Csp, 1C2s5 ve

IC125 konsantrasyonlari hesaplanmistir.
Kimyasallarin Hazirlanmasi:
1. Kimyasallar deneyden hemen 6nce 37 °C’de 1sitilarak eritilmistir.

2. XTT ol¢iim soliisyonunu hazirlamak i¢in XTT kimyasalina 1:50 hacim oraninda
elektron baglama soliisyonu eklenmistir. Ornegin 96 kuyucuklu platete 5000 L XTT
soliisyonu i¢in 100 pL aktive edici ajana ihtiyag duyulmaktadir.

3.5. Komet Testi

Komet testi ya da tek hiicre jel (SCG) elektroforez testi, DNA hasar1 ve onarim ¢aligmalari
icin yararli bir tekniktir. Komet deneyi daha once in vitro ve in vivo olarak ¢esitli
hiicrelerde farkli ajanlar tarafindan olusturan DNA hasarini ve onarim degerlendirmesi
nedeniyle pek cok calismada kullanilmistir. Test genotoksisite testi, DNA hasar1 ve

onarimi, ¢evre biyoizleme ve insan niifusu izlemesinde yaygin olarak uygulanmaktadir.

Bu testin alkali versiyonunda DNA'nin iplik kiriklart ve alkali - duyarl siteleri goriintir
ve DNA gocli miktarini hiicredeki DNA hasarinin miktar1 belirtmektedir. Komet testi
sitogenetik testlerin tipik tek hiicreli yaklasimi ve DNA tek sarmal kirik ve / veya alkali -
duyarli bolgeleri tespit eden biyokimyasal tekniklerin basitligini birlestirmektedir. SCG
testin avantajlari; basit ve hizli performans, DNA hasarini tespit duyarliligi, bireysel
hicre diizeyinde verilerin analizi, son derece kigiik numune kullanilmasi, ve hemen

hemen tiim okaryot hiicre populasyonuna uygulanabilmesidir. Gorlntileme analizi
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biiyiik ol¢iide kolaylastirip komet oOlgiimleri olanaklarini artirmasi yaninda, testin

gerceklestirme maliyeti son derece diigiiktiir.

Komet testi alkali olarak 1988'de Singh ve arkadaslari tarafindan tanitildi. Elektroforez
pH> 13.0' de siirdiigiinde, DNA tek iplikli kirilmalar ve alkali- dayaniksiz bolgelerin
tespitini saglamaktadir. Olive tarafindan daha sonra gelistirmis testin diger versiyonunda
alkali iginde erimesi, sonrasinda izleyen elektroforez ile ya notr ya da hafif alkali (pH
12.1) kosullarinda DNA ¢ift iplikli veya tek iplikli kiriklar1 sirasiyla bulmasi ile
gelistirilmistir. Genotoksik ajanlarin cogunlugu ¢ift iplik kirllmasindan daha ¢ok tek iplik
kiriklar1 ve alkali-dayaniksiz bolgeleri uyarir alkalin versiyonu da (pH> 13.0) DNA hasar
saptamada yiiksek hassasiyete sahiptir. 1996 yilinda Klaude ve arkadaslar tarafindan
tanitilan yeni test prosediiriiniin 6nemli yonleri agaroz-6n kaplamali slayt ve kurutma jeli

ile birlikte kullanimi1 ve kometin fiksasyonu ile test kullanimi ¢ok daha basitlesmistir.
Komet Testi Protokol

Hicreler 25-cm?’lik flasklara boliinmiis ve gogalmasi igin inkiibatorde bekletilmistir.
Cogalan hiicreler IC7s, I1Cso, 1C25 Ve IC125 konsantrasyonlarinda bakir kompleksi ile 24
saat muamele edilmistir. Dozlanan hiicreler 24 saat sonra tripsinlenerek kaldirilmistir ve

santrifiij edilmistir.

1) Bu asamada kullanilan tiim sollisyonlart soguktur. Bu prosediir karanlikta
gerceklestirilmelidir. Stipernatant kismi atildiktan sonra kalan hiicreler 1 mL PBS ile

seyreltilmis ve iyice karigtirilmistir.

2) Hiicreleri jel i¢ine gdmmek icin, diisiik erime noktali agaroz (LMA) kullanilmistir.

0,065 g LMA tartilmig 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 i¢inde 250 uL LMA
jeli bulunan eppendorf tliplerine aktarilmistir. Jel ve hiicre siispansiyonu pipetaj yoluyla

karistirilmastir.

5) Bu karisimdan 80 pL ¢ekilmis ve lam {izerine yayilmistir. Her ¢alisma grubu kendi

laminin {izerine yayilmstir.

30



6) Uzerine karisim koyulan lamlar hemen lamelle kapatilmis ve buz iizerine kaldirilmistir.
7) Yayma islemi bittikten sonra lamlar 15 dakika +4 °C de bekletilmistir.
8) 2 dakika sonra lamlar iizerindeki lameller ¢ikarilmistir.

9) 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 tankina dizilmistir.

11) Tanklar yiiriitme tamponu ile doldurulmus ve 30 dakika yiiriitme tamponu iginde

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

13) Yiriitme islemi tamamlandiktan sonra lamlar tanktan c¢ikarilip nétralizasyon

tamponuna daldirilmistir ve 5 dakika lamlar tampon igerisinde karanlikta bekletilmistir.

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

daldirilip yikanmig ve kurumasi beklenmistir.
15) Kuruduktan sonra lamlar absolii etanol i¢inde 5 dakika fikse edilmistir.
Boyama Islemi

20 pg/mL konsantrasyonlu EtBr boya sollisyonundan enjektor ile 0,2 mL gekilir ve
lamlara damlatilir. Boya damlatildiktan sonra lamlar lamellerle kapatilip, mikroskobik

inceleme i¢in hazirlanir.
Lamlarin 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. Komet uzunlugu, kuyruk uzunlugu,
kuyruk moment uzunlugu verileri degerlendirilmistir. Test iki bagimsiz tekrar halinde

yapilmistir.
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3.6. ROS Olgumii

Bakir kompleksinin hiicre i¢i ROS olusumuna etkisi DCF-DA maddesinin RPMI
mediumda ¢oziilmesi ile degerlendirilmistir. 2°,7° -dichlorofluorescein diacetate (DCF-

DA) boyasi kendisi floresan 6zellik gostermez. Hiicre i¢ine diflizyonla girer.

DCFH hiicresel esterazlarma hidrolize olmaktadir. DCFH ise ROS varliginda hizli
sekilde oksidize olarak yiiksek seviyede floresan etkisi olan 2’7’

dichlorodihydrofluorescein (DCF) olusturmaktadir.
ROS Testi ProtokolU

ROS testi icin hiicreler 75-cm?’lik flasklarda iiretilmistir. Biiyiiyen hiicreler 96 kuyucuklu
siyah platelere iki tekrarli sekilde ekilmistir ve 24 saat inkiibe edilmistir. Kiiltiir sonunda
besiyeri degistirildikten sonra hiicreler 2 kez PBS ile yikanmistir. Hiicrelere 1X DCFH-
DA/besiyeri ¢ozeltisinden 100’er pL eklenmis ve 37 °C’de 120 dk inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonunda hiicreler 2 kez PBS ile tekrar yikanmistir. DCFH-DA yiiklenmis
hiicrelere 2 saat bakir kompleksinin IC7s, ICso, 1Co5 ve 1Ci25 dozlar ile muamele
edilmistir. H2O2’nin I1Cso dozu pozitif kontrol olarak kullanilmistir. Konsantrasyonu 0 uM
— 10 uM arasinda degisen DCF standartlarinin 1:10 seyreltme serisi 1mM DCF stok
soliisyounun besi yeri ile seyreltilmesi ile hazirlanir (tiip diliisyon yontemi). DCF
stogundan 10 pL alinip 990 pL RPMI medium bulunan 1 numarali standarta eklenir ve
daha sonra standart 1’den diger standartlara zincirleme sekilde 100’er pL alinip seyreltme
islemi yapilir. Absorbanst 480 nm/530 nm’de florometrik plaka okuyucuda plateler 24
saat belirli araliklarla okunmustur. ROS degerleri ¢izilen dagilim grafiginin egim formiili
ile hesaplanmistir. Deney iki tekrarli sekilde gergeklestirilmistir. Istatistiksel analizler

SPSS 24 paket program kullanilarak Mann-Withney U testi ile yapilmistir.

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

serisi ImM DCEF stok soliisyounun besi yeri ile seyreltilmesi ile hazirlanir.
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4. BULGULAR
4.1. XTT Bulgularn

XTT testinden elde edilen bulgular Cizelge 4.1'de gosterilmistir. Kompleks 1 ve 2'nin
0,1'den 20 uM arasinda degisen konsantrasyonlari ile A549 ve BEAS-2B hiicre hatlarina
24 saat muamele edilmistir. Kompleks 1 ve 2'nin A549 ve BEAS-2B hiicre hatlarinda

ICso konsantrasyonu verilmistir.

Cizelge 4.1: A549 ve BEAS-2B hiicre hatlarinda ICso konsantrasyonu verilmistir

Kompleks 1 Kompleks 2

Hiicre Hatt A549 BEAS-2B A549 BEAS-2B

ICso (M) £SH | 1,727 £ 0,190* | 2,880 + 0,299 | 2,812 + 0,24 2,828 + 0,253
*

R? + SH 0,975+ 0,003 |0,993+0,004 | 0,997 +0,001 | 0,984 + 0,007

33



4.1.1. Kompleks 1 ve 2°nin A549 BEAS-2B 1Cso Kiyaslama

A549 ve BEAS-2B hiicre hatlarinin Kompleks 1’in 0,1’den 20 uM arasinda degisen
konsantrasyonlari ile 24 saat muamele edilmesi sonucu XTT testinden elde edilen ICso
bulgu Cizelge 4.1 ve sekil 4.1°da gosterilmistir. Kompleks 1’in A549 ve BEAS-2B hiicre
hatlarindaki 1Csg degerleri sirasiyla 1,727 + 0,190* puM; 2,880 + 0,299* uM olarak
belirlenmistir. Kompleks 1’in A549 ve BEAS-2B hiicre hattindaki ICso degerleri
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli diizeyde bulunmustur (p< 0,05). BEAS-
2B’e gore Kompleks 1’in A549 hiicre hattinin Uzerinde daha etkili olup yiksek

sitotoksisitesi gostermistir.

Kompleksinin A549 BEAS-2B ICy, Kiyaslama

3,500

3.000 2,880 2,828 2,812
2,500

Z, 2,000 1,727
c_5° 1,500
1,000
500
0
Kompleks 1 Kompleks 2
Kompleksleri

mBEAS mA549

Sekil 4.1. Kompleks 1 ve 2°’nin A549 BEAS-2B ICs degerleri verilmistir (uM).

A549 ve BEAS-2B hiicre hatlarinin Kompleks 2’nin 0,1°den 20 uM arasinda degisen
konsantrasyonlar1 ile 24 saat muamele edilmesi sonucu XTT testinden elde edilen ICso
bulgu Cizelge 4.1 ve sekil 4.1°da gosterilmistir. Kompleks 2°’nin A549 ve BEAS-2B
hiicre hatlarindaki 1Cso degerleri sirasiyla 2,812 + 0,24 uM; 2,828 + 0,253 uM olarak
belirlenmistir. Kompleks 2’nin A549 ve BEAS-2B hiicre hattindaki 1Cso degerleri
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli diizeyde olmadigi bulunmustur (p > 0,05).
Kompleks 2°nin A549 ve BEAS-2B hiicre hatlarinin iizerinde etkisi hemen hemen ayn1
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(2,812 £ 0,24 uM ~ 2,828 £ 0,253 uM) olup, BEAS-2B hiicre hattina beklenmediginden

cok yiiksek sitotoksisitesi gostermistir.
4.2. Komet Testi Bulgular

Komet testinde Kuyruk uzunlugu (K.U.) (um), Kuyruk %DNA (K.%DNA) ve Olive
Kuyruk Momenti (OTM; Olive Tail Moment) parametreleri degerlendirilmistir. 1C125,
IC25, ICs0 ve IC7s konsantrasyonlari ile A549 ve BEAS-2B hiicre hatlarina 24 saat
muamele edilmesi sonucu elde edilen yukaridaki parametrelerin degerleri sirayla Cizelge
4.2; 4.3; ve 4.4’te verilmistir. Istatistiksel analiz degerlendirilmesi i¢in veriler normal

dagilim gostermedigi i¢in Mann-Whitney U testi kullanilarak gergeklestirilmistir.
4.2.1. Kuyruk Uzunlugu (KU) Bulgulan

Kompleks 1 ve Kompleks 2'nin 1Ci25, ICz2s, ICso Ve IC7s konsantrasyonlar: ile A549 ve
BEAS-2B hiicre hatlarina 24 saat muamele edilmesi sonucu elde edilen kuyruk uzunlugu
degerleri (um) Cizelge 4.2“de verilmistir. KU degerlerinin istatistiksel analizi veriler
normal dagilim gostermedigi i¢in Mann-Whitney U testi kullanilarak gergeklestirilmistir.
Cizelge 4.2. Kompleks 1 ve 2“in I1C125, IC2s, ICs0 ve IC7s konsantrasyonlar: ile A549 ve
BEAS-2B hiicre hatlarina 24 saat muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama KU
degerleri (um), +; standart hatayr ifade etmektedir, ilgili biiyiime kontrol ile

karsilastirilmistir *; p< 0,05, **; p<0,01 a; Kompleks 1 ile kompleks 2 nin kendi
aralarinda Kuyruk uzunlugu agisindan karsilastirma sonuglari, p< 0,001.

Konsantrasyonlar Kompleks 1 Kompleks 2
A549 BEAS-2B A549 BEAS-2B
BK 10,591 £ 0,02 |7,039+0,028 | 10,591 + 7,039 + 0,028
0,02
PK 25,879+£0,235 | 17,894 +0,14 | 25879+ 17,894 £ 0,14
0,235
IC7s5 32,578 + 19,779 £ 70,313 £ 22,04 +
0,313** 0,103* 0,46**a 0,118*
ICso 20,034 £ 19,454 + 54,459 + 20,544 +
0,178** 0,081* 0,321**a 0,122*
IC2s 18,922 + 17,228 + 37,758 + 18,782 +
0,098* 0,051* 0,326**a 0,099*
IC125 12,795+ 0,043 | 14,408 £0,09 |21,491+ 14,706 +
0,193*a 0,051*
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4.2.1.1. Kompleks 1 A549 BEAS-2B KU kiyaslama

Kompleks 1 ile A549 hiicrelerinde ortalama K.U. buytiime kontrol grubunda 10,59 + 0,02
ve pozitif kontrol (H202) grubunda 25,879 + 0,235 olarak belirlenmistir (gizelge 4.2 ve
Sekil 4.2). A549 hucrelerine Kompleks 1'in 1C125, IC2s, ICsg Ve 1C7s konsantrasyonlart
ile muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama kuyruk uzunlugu degerleri sirasiyla
12,795 + 0,043; 18,922 + 0,098; 20,034 + 0,178; 32,578 + 0,313 um olarak bigimindedir.
K.U. degerleri normal dagilim ¢ikmadigindan istatistiksel analizi Mann-Whitney U testi
kullanilarak degerlendirilmistir. Kuyruk uzunlugu bakimindan tiim konsantrasyon
gruplar1 kendi aralarinda karsilastirilmig ve konsantrasyon artisinin kuyruk uzunlugu
degerini istatistiki olarak anlamli diizeyde yiikselttigi belirlenmistir (p<0,01). Biylme
kontrol ve pozitif control da kendi aralarinda karsilastirildiginda istatistiksel olarak

anlamli oldugu saptanmistir (p<0,01).

Kompleks 1 A549-Beas KU kiyaslama
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Sekil 4.2. Kompleks 1’in IC125, IC2s, ICso Ve 1C7s5 konsantrasyonlart ile A549 ve BEAS-
2B hicre hatlarinda 24 saat muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama KU degerleri
(um), ilgili biiytime kontrol ile karsilagtirlmistir *; p< 0,05, **; p< 0,01.
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Kompleks 1 ile Beas-2B hucrelerinde ortalama KU biiylime kontrol grubunda 7,039 *
0,028 ve pozitif kontrol grubunda 17,894 + 0,14 olarak elde edilmistir (Cizelge 4.2 ve
Sekil 4.2). BEAS-2B hiicrelerine Kompleks 1’in 1Ci25, 1C2, ICsop ve ICys
konsantrasyonlari ile muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama kuyruk uzunlugu
degerleri sirastyla 14,408 + 0,09; 17,228 + 0,051; 19,454 + 0,081; 19,779 + 0,103
bicimindedir. KU degerleri normal dagilim ¢ikmadigindan istatistiksel analizi Mann-
Whitney U testi kullanilarak degerlendirilmistir. Kompleks 1’in BEAS-2B ICzs, ICso ve
IC7s konsantrasyonlar gruplarmin ortalama KU degerleri biiyiime kontrol ile
kiyaslandiginda KU degerini istatistiki olarak anlamli seviyede arttirdig1 belirlenmistir
(p<0,05). Blylme kontrol ve pozitif control da kendi aralarinda karsilastirildiginda

istatistiksel olarak anlamli oldugu saptanmustir (p<0,05).
4.2.1.2. Kompleks 2 A549 BEAS-2B KU kiyaslama

Kompleks 2 ile A549 hiicrelerinde ortalama K.U biytime kontrol grubunda 10,591 + 0,02
ve pozitif control (H202) grubunda 25,879 * 0,235 olarak belirlenmistir (gizelge 4.2 ve
Sekil 4.3). A549 hiicrelerine Kompleks 2’nin I1Cy25, ICzs, 1Cs0 Ve IC7s konsantrasyonlari
ile muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama kuyruk uzunlugu degerleri sirasiyla
21,491 +0,193; 37,758 + 0,326; 54,459 + 0,321; 70,313 + 0,46 olarak belirlenmistir. KU
degerleri normal dagilim gostermediginden istatistiksel analizi Mann-Whitney U testi
kullanilarak degerlendirilmistir. Kuyruk uzunlugu bakimindan tiim doz gruplar1 kendi
aralarinda karsilastirilmis ve doz artisinin kuyruk uzunlugu degerini istatistiki olarak
anlaml diizeyde yiikselttigi belirlenmistir (p<0,01). Blytime kontrol ve pozitif kontrol da
kendi aralarinda karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli oldugu saptanmistir
(p<0,01). Kompleks 1 ve 2’nin ortalama KU degerlerini kiyaslandiginda istatistiksel
olarak kompleks 2’nin daha anlamli seviyede artisa yol actig1 gézlenmistir (p<0,001).
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Sekil 4.3. Kompleks 2°nin 1C125, IC2s, 1Cs0 Ve I1C75 konsantrasyonlari ile A549 ve BEAS-
2B huicre hatlarinda 24 saat muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama KU degerleri
(um), ilgili biiytime kontrol ile karsilastirilmistir *; p< 0,05, **; p< 0,01.

Kompleks 2 ile Beas-2B hiicre hatina I1C125, 1C2s, 1Cso ve 1C7s konsantrasyonlari ile 24
saat muamele edilmesi sonucu elde edilen kuyruk uzunlugu degerleri (um) cizelge 4.2 ve
Sekil 4.3’te verilmistir. Beas-2B hicrelerinde ortalama KU buyiime kontrol grubunda
7,039 * 0,028 ve pozitif kontrol grubunda 17,894 + 0,14 olarak elde edilmistir. Beas-2B
hiicrelerine Kompleks 2’nin 1C125, 1C2s5, ICs0 Ve IC7s konsantrasyonlar: ile muamele
edilmesi sonucu elde edilen ortalama kuyruk uzunlugu degerleri sirasiyla 14,706 + 0,051;
18,782 £ 0,099; 20,544 + 0,122; 22,04 £+ 0,118 bicimindedir. Kompleks 2 nin IC125, 1Czs,
ICs0 ve IC7s konsantrasyonlar1 gruplarinin ortalama KU degerleri biiyliime kontrol ile
kiyaslandiginda her dort konsantrasyonun da KU degerini istatistiki olarak anlamli
diizeyde arttirdig1 belirlenmistir (p<0,05). Bliylime kontrol ve pozitif kontrol da kendi

aralarinda karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli oldugu saptanmistir (p<0,05).
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4.2.2. Kuyruk %DNA Bulgular

Kompleks 1 ve 2’nin IC125, IC2s, 1Cs0 Ve 1C7s konsantrasyonlari ile A549 ve BEAS-2B
hiicre hatlarina 24 saat muamele edilmesi sonucu elde edilen kuyruk %DNA degerleri
Cizelge 3.3’te verilmistir. Kuyruk %DNA degerlerinin istatistiksel analiz verileri normal
dagilim gostermedigi i¢in Mann-Whitney U testi kullanilarak gerceklestirilmistir.

Cizelge 4.3. Kompleks 1 ve 2°nin IC125, IC2s, ICso Ve IC7s konsantrasyonlari ile A549 ve
BEAS-2B hiicre hatlarina 24 saat muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama Kuyruk
%DNA degerleri, +; standart hatayr ifade etmektedir, ilgili blylme kontrol ile

karsilastirilmistir *; p< 0,05, **; p<0,01 a; Kompleks 1 ile kompleks 2 nin kendi
aralarinda Kuyruk %DNA agisindan karsilastirma sonuglari, p< 0,001.

Kompleks 1 Kompleks 2
Konsantras- A549 BEAS-2B A549 BEAS-2B
yonlar
BK 30,039+0,12 16,018 £ 0,149 | 30,039+0,12 16,018 + 0,149
PK 51,927+0,148 35,045 £ 0,224 | 51,927+0,148 35,045 £ 0,224
IC7s 37,023+0,141** | 32,375+0,131* | 62,633+ 38,673+0,175**

0,283**a

ICso 35,197 + 0,223* | 31,153+0,165* | 59,719+0,25**a | 34,309+0,203*
IC2s 33,845+0,221* | 18,434+0,151* | 43,632 + 0,2*a | 32,203 £ 0,237*
IC125 28,434+0,157* | 12,168 + 0,073 | 26,808 £ 0,145* | 27,707 + 0,160*
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4.2.2.1. Kompleks 1 A549 BEAS-2B Kuyruk % DNA kiyaslama

Kompleks 1 ile A549 hiicre hattinda 1C12;5, IC25, ICsg Ve 1C7s konsantrasyonlari ile 24 saat
muamele edilmesi sonucu elde edilen kuyruk % DNA degerleri gizelge 4.3. ve Sekil
4.4’te verilmistir. A549 hiicrelerine ortalama kuyruk % DNA degerleri biiylime kontrol
grubunda 30,039 + 0,12 ve positif kontrol grubunda 51,927 + 0,148 olarak elde edilmistir.
AS549 hiicrelerine Kompleks 1’in ICy125, 1C25, 1Cso Ve 1C75 konsantrasyonlar ile muamele
edilmesi sonucu elde edilen ortalama kuyruk %DNA degerleri sirasiyla 28,434 + 0,157,
33,845 + 0,221; 35,197 £ 0,223; ve 37,023 + 0,141 bigimindedir. kuyruk % DNA
degerleri normal dagilim gostermediginden istatistiksel analizi Mann-Whitney U testi
kullanilarak  degerlendirilmistir. Kuyruk %DNA acisindan bakildiginda tim
konsantrasyonlar biiyiime control ile karsilastirilinca, konsantrasyonlar artisinin kuyruk
%DNA degerini istatistiki olarak anlamli diizeyde yiikselttigi belirlenmistir (p<0,01).
Buylme kontrol ve pozitif kontrol da kendi aralarinda karsilastirildiginda istatistiksel

olarak anlamli oldugu saptanmistir (p<0,01).
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Sekil 4.4. Kompleks 1’in IC125, IC2s5, ICs0 Ve I1C7s konsantrasyonlari ile A549 ve BEAS-
2B hicre hatlarinda 24 saat muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama Kuyruk %
DNA degerleri, ilgili biiyiime kontrol ile karsilastirilmistir *; p< 0,05, **; p< 0,01.
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Kompleks 1’in BEAS-2B hiicre hattina IC125, ICzs, ICso ve 1C75 konsantrasyonlari ile 24
saat muamele edilmesi sonucu elde edilen kuyruk %DNA degerleri ¢izelge 4.3. ve Sekil
4.4’te verilmistir. BEAS-2B hicrelerinde ortalama kuyruk %DNA degerleri kontrol
grubunda 16,018 £ 0,149 ve pozitif kontrol grubunda 35,045 + 0,224 bicimindedir.
BEAS-2B hiicrelerinde Kompleks 1’in IC125, 1C25, ICs0 Ve 1C7s konsantrasyonlari ile
muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama kuyruk %DNA degerleri sirastyla 12,168
+ 0,073; 18,434 + 0,151; 31,153 + 0,165; ve 32,375 £ 0,131 seklindedir. Kompleks 1
BEAS-2B’in konsantrasyonlar1 gruplarinin ortalama kuyruk %DNA degerleri biiylime
kontrol ile kiyaslandiginda 1Czs, ICso ve 1C75 Konsantrasyonlarda kuyruk %DNA degerini
istatistiki olarak anlamli bir sekilde arttirdig1 belirlenmistir (p<0,01). Blylime kontrol ve
pozitif kontrol da kendi aralarinda karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli oldugu

saptanmustir (p<0,01).
4.2.2.2 Kompleks 2 A549 BEAS-2B Kuyruk % DNA kiyaslama

Kompleks 2 ile A549 hiicre hattinda 1C125, IC2s, 1Cs0 ve IC7s konsantrasyonlart ile 24 saat
muamele edilmesi sonucu elde edilen kuyruk %DNA degerleri ¢izelge 4.3. ve Sekil 4.5°te
verilmistir. A549 hiicrelerinde ortalama kuyruk % DNA degerleri biyime kontrol
grubunda 30,039 + 0,12 ve pozitif kontrol grubunda 51,927 + 0,148 olarak elde edilmistir.
A549 hiicrelerine Kompleks 1’in IC125, IC2s, 1Csp Ve 1C7s konsantrasyonlari ile muamele
edilmesi sonucu elde edilen ortalama kuyruk %DNA degerleri sirasiyla 26,808 + 0,145;
43,632 £ 0,2; 59,719 % 0,25; ve 62,633 £ 0,283 bigimindedir. Kuyruk %DNA degerleri
normal dagilim gostermedigi icin istatistiksel analizi Mann-Whitney U testi kullanilarak
degerlendirilmistir. Kuyruk %DNA agisindan bakildiginda konsantrasyonlar gruplari
bliyime control ile karsilastirilinca, konsantrasyonlar: artiginin kuyruk %DNA degerini
istatistiki olarak anlaml diizeyde yiikselttigi belirlenmistir (p<0,01). Buytime kontrol ve
pozitif kontrol da kendi aralarinda karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli oldugu

bulunmustur (p<0,01).
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Kompleks 2 A549 - BEAS-2B kuyruk % DNA kiyaslama
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Sekil 4.5. Kompleks 1’in IC125, ICas, ICso Ve 1C75 konsantrasyonlari ile BEAS-2B hiicre
hattina 24 saat muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama Kuyruk % DNA degerleri,
ilgili biiyiime kontrol ile karsilastirilmistir *; p< 0,01.

Kompleks 2 ile BEAS-2B hiicre hattina IC125, 1C2s, ICso Ve 1C7s konsantrasyonlari ile 24
saat muamele edilmesi sonucu elde edilen kuyruk %DNA degerleri ¢izelge 4.3. ve Sekil
4.5te verilmistir. BEAS-2B hicrelerine ortalama Kuyruk %DNA buyime kontrol
grubunda 16,018 + 0,149 ve pozitif kontrol grubunda 35,045 + 0,224 olarak elde
edilmistir. BEAS-2B hiicrelerine Kompleks 2’nin 1Ci25, 1C25, 1Cso ve 1Czs
konsantrasyonlari ile muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama Kuyruk % DNA
degerleri sirasiyla 27,707 + 0,160; 32,203 + 0,237; 34,309 + 0,203; ve 38,673 = 0,175
bi¢imindedir. Kompleks ortalama Kuyruk % DNA degerleri biiyiime kontrol ile
kiyaslandiginda her dort konsantrasyonun da Kuyruk % DNA degerini istatistiki olarak
anlaml diizeyde yiikselttigi belirlenmistir (p<0,05 ve p<0,01). Buylme kontrol ve pozitif
kontrol da kendi aralarinda karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli oldugu

saptanmistir (p<0,01).
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4.2.3. Olive Kuyruk Momenti (OTM) bulgular

Kompleks 1 ve 2’nin IC125, IC2s5, ICs0 ve IC7s konsantrasyonlari ile A549 ve BEAS-2B

hiicre hatlarina 24 saat muamele edilmesi sonucu elde edilen OTM degerleri Cizelge

3.4te verilmistir. OTM degerlerinin istatistiksel analizi veriler normal dagilim

gostermedigi icin Mann-Whitney U testi kullanilarak degerlendirilmistir.

Cizelge 4.4. Kompleksi 1 ve 2“in 1C125, 1C25, ICs0 Ve IC75 konsantrasyonlari ile A549 ve
BEAS-2B hiicre hatlarina 24 saat muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama OTM
degerleri (um), +; standart hatayr ifade etmektedir, ilgili biiylime kontrol ile
karsilagtirilmistir a; p< 0,05, b; p<0,01 ¢; p< 0,001

Kompleks 1 Kompleks 2
Konsantrasyon A549 BEAS-2B A549 BEAS-2B
-lar
BK 4,718 +0,017 |2,138+0,016 |4,718+0,017 2,138 + 0,016
PK 11,838 £ 0,107 | 7,214 +0,073 | 11,838 £0,107 | 7,214 +0,073
IC7s 11,901+0,14** | 7,03 £ 0,055* | 34,057+0,249** | 8,871 + 0,070*
ICso 6,839 + 0,053* | 7,01 £ 0,038* | 25,108+0,175** | 8,602 + 0,083*
ICz2s 6,54 +0,073* | 4,135+ 0,031* | 14,966 + 0,147* | 7,647 + 0,061*
IC125 5,575 £ 0,02 2,764 £ 0,025 | 6,5785+0,078* | 4,812 + 0,023

43




4.2.3.1. Kompleks 1 A549 BEAS-2B OTM kiyaslama

Kompleks 1’in A549 hiicre hattina 1C125, 1C2s, ICs0 Ve 1C75 konsantrasyonlari ile 24 saat
muamele edilmesi sonucu elde edilen OTM verileri gizelge 4.4 ve Sekil 4.6’da verilmistir.
A549 hiicrelerinde ortalama OTM degerleri biyume kontrol grubunda 4,718 + 0,017 ve
pozitif kontrol grubunda 11,838 + 0,107 olarak elde edilmistir. A549 hiicrelerine
Kompleks 1’in I1C125, IC2s, ICs0 Ve 1C7s konsantrasyonlari ile muamele edilmesi sonucu
elde edilen ortalama OTM degerleri sirasiyla 5,575 + 0,02; 6,54 + 0,073; 6,839 = 0,053;
ve 11,901 £ 0,14 seklindedir. Kompleks ICi25, 1C2s, ICso ve IC7s konsantrasyon
gruplarinin ortalama OTM degerleri biiylime kontrol ile mukayese edildiginde 1Cas, 1Cso
ve IC7s konsantrasyonlarda istatistiksel olarak anlamli seviyede arttifi gozlenmistir
(p<0,01). Buyume kontrol ve pozitif kontrol da kendi aralarinda karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlenmistir (p<0,01).
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Sekil 4.6. Kompleks 1’in 1C125, 1C25, ICso ve IC7s konsantrasyonlar: ile A549 hiicre
hattina 24 saat muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama OTM degerleri, ilgili
bliylime kontrol ile karsilagtirilmistir *; p< 0,05, **; p<0,01.

Kompleks 1 ile BEAS-2B hiicre hatina I1C125, ICz2s, ICso ve 1C75 konsantrasyonlari ile 24
saat muamele edilmesi sonucu elde edilen OTM degerleri ¢izelge 4.4 ve Sekil 4.6’da
verilmistir. BEAS-2B hiicrelerinde ortalama OTM degerleri buyime kontrol grubunda
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2,138 = 0,016 ve pozitif kontrol grubunda 7,214 + 0,073 olarak elde edilmistir. Kompleks
I’in IC1255, 1C25, 1Csp Ve 1C7s5 konsantrasyonlari ile muamele edilmesi sonucu elde edilen
ortalama OTM degerleri sirasiyla 2,764 + 0,025; 4,135 + 0,031; 7,01 + 0,038; ve 7,03 £
0,055 seklinde saptanmistir. BEAS-2B hiicrelerine Kompleks 1’in 1C125, 1C25, 1Cs0 Ve
IC75 konsantrasyon gruplarinin ortalama OTM degerleri biiyiime kontrol ile mukayese
edildiginde I1C125, IC2s, 1Cs0 Ve 1C75 konsantrasyonunda OTM degerini istatistiksel olarak
anlamli seviyede arttirdigi gézlenmistir (p<0,05). Blytme kontrol ve pozitif kontrol da
kendi aralarinda karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlenmistir
(p<0,01).

4.2.3.2. Kompleks 2 A549 BEAS-2B OTM kiyaslama

Kompleks 2 ile BEAS-2B hiicre hatina IC125, IC2s, ICsp Ve I1C75 konsantrasyonlari ile 24
saat muamele edilmesi sonucu elde edilen OTM degerleri gizelge 4.4 ve Sekil 4.7°de
verilmistir. BEAS-2B hiicrelerinde ortalama OTM buyime kontrol grubunda 2.138 +
0.016 ve pozitif kontrol grubunda 7.214 + 0.073 olarak elde edilmistir. BEAS-2B
hiicrelerine Kompleks 2’nin 1C125, 1C2s5, 1Cso Ve IC7s konsantrasyonlari ile muamele
edilmesi sonucu elde edilen OTM degerleri sirastyla 4.812 = 0.023; 7.647 + 0.061; 8.602
+ 0.083; ve 8.871 £ 0.070 bicimindedir. Kompleks 2’nin 1C125, 1C2s, 1Cs0 Ve I1C7s
konsantrasyon gruplarinin ortalama OTM degerleri biyime kontrol ile mukayese
edildiginde I1Ci25 hari¢ diger konsantrasyonlarda OTM degerini istatistiksel olarak
anlamli seviyede arttirdigi belirlenmistir (p<0,01). Bliyiime kontrol ve pozitif kontrol da
kendi aralarinda karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli oldugu saptanmigtir

(p<0,01).
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Sekil 4.7. Kompleks 1’in IC125, IC2s5, ICsp Ve IC75 konsantrasyonlari ile BEAS-2B hiicre
hattina 24 saat muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama OTM degerleri, ilgili
biylme kontrol ile karsilagtirilmistir *; p< 0,05.

Kompleks 2 ile A549 hiicre hattina 1C125, ICzs, ICso Ve 1C7s konsantrasyonlari ile 24 saat
muamele edilmesi sonucu elde edilen OTM degerleri cizelge 4.4 ve Sekil 4.7°de
verilmistir. A549 hiicrelerinde ortalama OTM degerleri biiylime kontrol grubunda 4.718
+ 0.017 ve pozitif kontrol grubunda 11.838 + 0.107 olarak elde edilmistir. BEAS-2B
hiicrelerine Kompleks 2’nin 1C125, 1C25, ICso Ve IC7s konsantrasyonlar: ile muamele
edilmesi sonucu elde edilen ortalama OTM degerleri sirastyla 6.5785 + 0.078; 14.966 +
0.147; 25.108 £ 0.175; ve 34.057 £ 0.249 seklindedir. Kompleks 2’nin IC125, 1C2s, 1Cs0
ve ICss konsantrasyonlart gruplarinin ortalama OTM degerleri biiyiime kontrol ile
mukayese edildiginde OTM degerini istatistiksel olarak anlamli seviyede arttirdigi
belirlenmistir (p<0,05’ten p<0,01’e). Buyume kontrol ve pozitif kontrol da kendi

aralarinda karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli oldugu saptanmistir (p<0,01).
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4.3. ROS Bulgulan

Kompleks 1 ve 2’nin I1C125, IC2s5, ICs0 ve IC7s5 konsantrasyonlari ile A549 ve BEAS-2B

hiicre hatlarina 2 saat muamele edilmesi sonucu elde edilen ROS degerleri (relatif

floresan degeri;

RFU, nM) g¢izelge 4.5 ve ilgili komplekslerin degerlerinin

karsilagtirilmast sekil 4.8 ve 4.9°da sirasiyla verilmistir. Pozitif kontrol olarak H>O>

kullanilmistir. ROS degerlerinin istatistiksel analizi Mann-Whitney U testi kullanilarak

gergeklestirilmistir.

Cizelge 4.5. Kompleks 1 ve Kompleks 2’nin IC125, IC2s5 1Cs0 Ve 1C75 konsantrasyonlari
ile A549 ve BEAS-2B hiicre hatlarina 2 saat muamele edilmesi sonucu elde edilen ROS
degerleri (nM), +; standart hatayr ifade etmektedir, ilgili biiylime kontrol ile
karsilastirilmistir a; p< 0,05, b; p<0,01 c; p< 0,001

KOMPLEKS 1 KOMPLEKS 2
HUCRE A549 BEAS-2B A549 BEAS-2B
HATTI

BUYUME | 0,085104102 + | 0,056705235 + | 0,056705235 + | 0,085104102 %

KONTROL | 1,07346E-04 | 1,27564E-04 | 0,010734596 | 0,012756383

PK (H202) | 0,215911896 + | 0,223149545 + | 0,223149545 + | 0,215911896 +

7,66814E-05 | 1,17206E-05 | 0,007668145 | 0,00117206
IC7s 0,3673 & 0,3516 + 0,7076 + 0,6636 +
(20 uM) 2,661* 1,258* 0,0628** 0,045
ICs0 0,2535 + 0,1982 + 0,3522 + 0,3318 +
(13.3 uM) 9,213** 1,0155* 0,0153* 0,015**
IC2s 0,1789 + 0,1346 + 0,2137 + 0,2143 +

(6.6 uM) 7,417* 1,804* 0,0065* 0,007*

IC125 0,1276 +3,300 | 0,999+ |0,1618+0,0039 | 0,1391 +

(3.3 tM) 1,0129 0,05239E-03
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Kompleks 1 ile A549 hiicre hattina 1C125, ICzs, ICs Ve 1C7s konsantrasyonlari ile 24 saat
muamele edilmesi sonucu elde edilen ROS degerleri (RFU — Relative Floresans degeri)
cizelge 4.5 ve Sekil 4.8°de verilmistir. A549 hiicrelerine ortalama ROS kontrol grubunda
0,0851 + 1,0734 ve pozitif kontrol grubunda 0,2159 + 7,668 olarak elde edilmistir. A549
hiicrelerine Kompleks 1’in 1C125, 1C25, ICso Ve 1C75 konsantrasyonlart ile muamele
edilmesi sonucu elde edilen ortalama ROS degerleri sirasiyla 0,1276 + 3,300; 0,1789 +
7,417; 0,253 %= 9,213; ve 0,3673 £ 2,661 seklindedir. Kompleks 1’in A549 hiicre
hatlarinda 1C125, 1C25, ICs0 Ve IC7s konsantrasyon gruplarinin ortalama ROS degerleri
pozitif kontrol ile mukayese edildiginde 1Ci25, I1C2s, ICs0 Ve 1C75 konsantrasyonlarinda

ROS degerini istatistiksel olarak anlamli seviyede arttirdig1 gozlenmistir (p<0,01).

Kompleks 1 ile BEAS-2B hiicre hattina 1C125, IC25, ICs0 Ve 1C75 konsantrasyonlart ile 2
saat muamele edilmesi sonucu elde edilen ROS degerleri (nM) ¢izelge 4.5 ve Sekil 4.8’de
verilmistir. BEAS-2B hicrelerinde ortalama ROS kontrol grubunda 0,0567 + 1,275 ve
pozitif kontrol grubunda 0,2231 + 1,172 olarak elde edilmistir. BEAS-2B hiicrelerine
Kompleks 1’in IC125, ICos, 1Cs0 Ve 1C7s konsantrasyonlarda verilmesi sonucunda elde
edilen ortalama ROS degerleri sirasiyla 0,0999 + 1,012; 0,1346 + 1,804; 0,1982 + 1,015;
ve 0,3516 = 1,258 olarak belirlenmistir. Kompleks 1’in 1C125, 1C25, 1Cso ve IC7s
konsantrasyonlarinin ortalama ROS degerleri pozitif kontrol ile kiyaslandiginda her dort
konsantrasyon i¢in istatistiksel olarak anlamli artmistir (p<0,01). Ayn1 anda 1Ci25, 1Czs,
ICs0 ve IC7s konsantrasyon gruplart kendi aralarinda mukayese edildiginde 1C125, 1Cos,
ICs0 ve 1C75 konsantrasyonlar artisinin ROS degerini istatistiki olarak anlamli seviyede
arttirdig1 tespit edilmistir (p<0,01).
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Sekil 4.8. Kompleksi 1°’nin BEAS-2B ve A549 hiicre hattinda elde edilen ROS Bulgularin
kiyaslama

Kompleks 2 ile BEAS-2B hiicre hattina 1C125, IC25, ICsp Ve 1C75 konsantrasyonlari ile 24
saat muamele edilmesi sonucu elde edilen ROS degerleri ¢izelge 4.5 ve Sekil 4.9’da
verilmistir. BEAS-2B hicrelerinde ortalama ROS diizeyi kontrol grubunda 0,0851 +
0,0127 ve pozitif kontrol grubunda 0,2159 + 0,0011 olarak elde edilmistir. BEAS-2B
hiicrelerine Kompleks 2’nin 1C125, 1C2s5, 1Cso Ve IC7s konsantrasyonlari ile muamele
edilmesi sonucu elde edilen ortalama ROS degerleri sirasiyla 0,1391 + 0,05239; 0,2143
+0,007; 0,3318 + 0,0159; ve 0,6636 + 0,0459 bigimindedir. Kompleks 2’nin 1C125, ICos,
ICso Ve I1C75 konsantrasyon gruplarinin ortalama ROS degerleri pozitif (H202) kontrol ile
kiyaslandiginda 1C12 5 harig istatistiksel olarak anlamlidir (p<0,01). Ayn1 anda IC125, 1Cos,
ICs0 ve IC7s konsantrasyon gruplart kendi aralarinda mukayese edildiginde 1C125, 1Cos,
ICs0 ve 1C7s konsantrasyonlarinda ROS degerininin artiginin istatistiki olarak anlaml

seviyede oldugu tespit edilmistir (p<0,01).
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Kompleks 2 ile A549 hiicre hattina 1Cy125, 1C2s, 1Csp Ve 1C75 konsantrasyonlarinda 24 saat
muamele edilmesi sonucu elde edilen ROS degerleri (nM) ¢izelge 4.5 ve Sekil 4.9°da
verilmistir. A549 hiicrelerine ortalama ROS degerleri biiylime kontrol grubunda 0.0567+
0.0107 ve pozitif kontrol grubunda 0.2231 + 0.0076 olarak elde edilmistir. A549
hiicrelerine Kompleks 2’nin 1C125, 1C25, 1Cso Ve IC7s konsantrasyonlar: ile muamele
edilmesi sonucu elde edilen ortalama ROS degerleri sirasiyla 0.1618 &+ 0.0039; 0.2137 +
0.0065; 0.3522 + 0.0153; ve 0.7076 + 0.0628 bicimindedir. Kompleks 2 ile A549
hlcrelerinde IC125, IC2s, ICso Ve IC75 konsantrasyon gruplarinin ortalama ROS degerleri
pozitif kontrol ile mukayese edildiginde 1Ci25 haric ROS degerleri istatistiksel olarak
anlamlidir ve konsantrasyon arttikga ROS degerini istatistiki olarak anlamli seviyede

arttirdig tespit edilmistir (p<0,01).

Kompleks 2 A549 Beas-2B ROS Kiyaslama
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Sekil 4.9. kompleksi 2’nin BEAS-2B ve A549 hiicre hattinda elde edilen ROS Bulgularin
kiyaslama
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5. TARTISMA VE SONUC

Bu tez c¢alismasinda yeni sentezlenen iki yeni bakir (II) karigsik ligant kompleksi
kullanilmistir. Kompleksler; 4 - metil-1, 10, - fenantrolin ve 5 —metil — 1, 10 — fenantrolin,
tirozin lidandlarmdan Uludag Universitesi Kimya Boliimii, Anorganik Kimya Arastirma
Laboratuvarinda doktora 6grencisi Duygu inci ve 6gretim iiyesi Prof. Dr. Rahmiye Aydin
tarafindan sentezlenmis ve yapilar1 aydinlatilmistir. A549 ve BEAS-2B hiicre hatlarinda
bakir (IT) karisik ligant komplekslerinin antiproliferatif etkileri XTT testi ile genotoksik

etkileri komet testi ile ve oksidatif hasar ROS testi ile incelenmistir.

Potansiyel bir ilacin etkinliginin artirilmasi ve zararli yan etkilerinin azaltilmasi,
antikanser ilag gelistirmesinde 6nemli bir konudur. Antikanser ila¢larin normal hiicreleri
de 6ldiirmesi, yan etkilerinin 6nemli bir nedenidir. Sisplatin basarili bir anti-kanser ilag
olmasia ragmen hiicre diren¢ gelisimi ve toksik yan etkileri nedeniyle yaygin olarak
kullanilmamaktadir. Dolayisiyla, kanser hiicrelerine kars1 secici 6zellige sahip yeni metal

iceren anti-kanser ajanlara ihtiyag vardir.

Kompleksler 1 ve 2, XTT testi kullanilarak A549 ve Beas-2B hiicre hatlarina karsi
sitotoksisite aktivitesi i¢in degerlendirilmistir. Hiicreler 24 saat boyunca cesitli
konsantrasyonlarda (1,25 - 6,25 uM) komplekslere maruz birakilmistir. Kompleksler 1
ve 2, sirastyla (1,727 + 0,190) ve (2,812 + 0,24) 1Cso degerleri ile A549 hiicre hatlarinda
sitotoksik etkiyi gostermistir. En diisiik ICso degerleri kompleks 1 i¢in 6l¢lilmiistiir ve bu
kompleksin daha yliksek bir sitotoksisite gosterdigi anlasilmaktadir. Bilesiklerin
antiproliferatif aktivitesi karsilastirildiginda kompleks 1'in kompleks 2'ye gére daha
kuvvetli oldugunu ortaya koymaktadir (sirasiyla ICsp = (1,727 + 0,190) > (2,812 + 0,24).
BEAS-2B saglikl1 akciger epitel hiicrelerinde ise kompleks 1 ve 2 i¢in sirayla (2,880 +
0,299) ve (2,828 £ 0,253) ICsp degerleri saptanmistir ve kompleks 2 ¢ok kii¢iik bir farkla
daha yiiksek sitotoksisite gostermistir. Bu sebeple komplekslerin A549 ve Beas-2B hiicre
hatlarinin proliferasyonu tizerindeki etkileri incelendiginde kompleks 1'in kompleks 2'ye
gore daha kuvvetli oldugu ve iki kompleksin de A549 hiicrelerine daha sitotoksik oldugu
anlasilmaktadir. Cisplatinin, yakin donemde yapilmis bir ¢alismada A549 ve BEAS-2B
hiicre dizilerinde (sirayla 22.2 £ 0.4 ve 18.9 £ 0.9) ICso degerine sahip oldugu
gosterilmistir (Inci ve ark. 2015). Ilging bir sekilde, tez ¢alismasindaki komplekslerimiz

1 ve 2, ayn hiicre dizisi i¢in Cisplatin'e gére daha diisiik 1Cso degerlerine sahiptir ve bu
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da bu komplekslerin etkili metal bazli antikanser ilaglar1 gibi davranma potansiyeline
sahip olduklarmi gosterir. Yakin donemde Fei ve arkadaslari tarafindan yapilmis bir
calismada (2016), N-(pyridin-2-ylmethylene) dehydroabietylamin ligand: ile bakir (IT)
komplekslerinin anti-kanser etkileri incelenmistir. HeLa, SiHa, HepG-2 ve A431 kanser
hlcre hatlarinda gergeklestirilen bu ¢alismada kompleksin sisplatine gore ¢ok yiiksek
sitotoksik etkiye sahip oldugu belirlenmistir (Fei ve ark. 2016). Ozellikle Hela hiicrelerini
apoptotik yol ile oOldirdigli de ortaya konmustur. Bakir (II)’nin  [Cu(L-tyr)
(diimine)]CIOs4, 1,10-fenantrolin, dimethyl-1,10-fenantrolin ve dipyridoquinoxaline
ligandlar ile karisik komplekslerinin anti-kanser etkilerinin incelendigi bir ¢alismada
NCI-H460 akciger kanser hiicre hatlar1 kullanilmistir (Ramakrishnan ve ark. 2009). Ug
kompleksin de ICso degerleri 900-4900 nM diizeylerinde tespit edilmistir. Bu degerler

bizim 1Cso bulgularimizla uyumludur.

Komet testi bulgular i¢in genel olarak arastirmacilarin arasinda kabullenilmis 3 6nemli
olan parametre: Kuyruk uzunlugu, Kuyruk %DNA ve Olive Kuyruk Momenti
degerlendirilmistir. Komet testi i¢in Kompleks 1 ve 2 ile BEAS-2B hiicre hatlarina

konsantrasyonlari ile 24 saat muamele edilmistir.

Hiicreler kompleks 1 ve 2'ye maruz birakildiktan sonra doza bagimli DNA hasari
gbzlenmistir. Kompleksler 1 ve 2 tarafindan indiiklenen DNA kuyruk uzunlugu (DNA
kafasindan DNA kuyruguna olan uzakligi), OTM ve kuyruk % DNA’da elde edilen
verilerden anlasildig: gibi en diisiik dozda bile istatistiksel anlamli bir sekilde DNA hasar1
gozlenmistir. Bu DNA hasar oran1 doza bagimli olarak da artis gostermistir. Bu hasar her
iki hiicre hattinda da gézlemlenmistir ancak istatistiksel olarak BEAS-2B hiicrelerinde
diisiiktiir ve anlaml1 olmadig1 tespit edilmistir. Tez calismasinda komet sonuglarina gore
kompleks 2 yiiksek ICsp ye sahip olmasina ragmen, A549 akciger kanser hiicre hattinda
kompleks 1’den daha genotoksik etkiye sahiptir ve istatistiksel olarak daha yiiksek DNA
hasar1 olusturdugu anlasilmaktadir. Ancak BEAS-2B saglikli akciger epitel hiicrelerinde
beklenildigi gibi her iki kompleks de daha diisiik genotoksik hasar meydana getirmistir.
Kullandigimiz bakir (II) karisik ligand kompleksleri DNA’da interkalasyon yaparak
etkilesime girebilen kuaterner yapida diizlemsel bilesiklerdir (Inci ve ark. 2015). Bu
yapida bilesiklerin DNA ile etkilesime girerek DNA tek ve ¢ift iplik kiriklart olusturdugu
bilinmektedir (Inci ve ark. 2015). Boylece tez ¢alismasinda komet testi sonucu belirlenen

DNA hasar orami bilesiklerin DNA ile interkalasyon yoluyla etkilesime girerek hasar
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olusturdugunu desteklemektedir. Ayrica bu bilesikler hiicreler aras1 ROS diizeyini de
yiikseltebilmektedir (Inoue ve Hirobe 1986). Oksidatif hasarin karsinogenezde rol
oynadig1 genel olarak kabul edilmektedir. Ote yandan artan bilgiler, oksidatif stresin bir
takim anti-kanser ilaglar, 6zellikle alkilleyici ajanlar i¢in 6nemli bir etki mekanizmasi
oldugunu diislindiirmektedir. Kanserli hiicrelerin artmis bir oksidatif durumda
bulunduguna dair ¢alismalar mevcuttur ve bu nedenle artmis diizeyde ROS olusumuna
kars1 daha savunmasizdirlar (Kachadourian 2010). Ornegin sisplatinin pro-oksidan etkisi
tioredoksin rediiktazin inhibisyonu ve mitokondrideki artmig ROS {iretimini icermektedir
(Pelicano ve ark. 2003). Sisplatin tarafindan indiiklenen asir1 ROS'un iiretilmesinin
muhtemel nedeni mitokondriyal DNA' nin (mtDNA) bozulmasidir. Bdylece
mitokondriyal solunum zincirindeki apolipoprotein ekspresyonunda dengesizlige neden

olup stiperoksidin (O2™) sizmasina yol agar.

Kanser hiicrelerinde yiiksek bakir seviyesi ve yiiksek oksidatif stres nedeniyle, redoks
stirecini hedefleyen ve dolayisiyla hiicre i¢ci ROS diizeyini modiile eden bilesiklerin
faydal1 olabilecegi bildirilmistir. Aslinda, bakir kompleksleri, redoks 6zelligi ve ROS
tiretimi agisindan iyi bilinmektedir. Bununla birlikte, ¢ogu calisma sadece hiicresiz
sistemleri icermektedir. Akciger (Beas-2B ve A549) saglikli ve kanser hiicre hatlarinda 1
ve 2 kompleksleri tarafindan muhtemel ROS' un iiretilmesini inceleme amaciyla her iki
hiicre hatt1 da ¢esitli konsantrasyonlarda muamele edilmistir. Genel olarak kompleks
2'nin kompleks 1'e gore daha yiiksek bir anlamli ROS iiretimine neden oldugu tespit
edilmistir. Ayrica A549'daki ROS deger artis1 Beas-2B'dan daha ylksek bir seviyede
gozlemlenmistir. Bu durum yine bir anti-kanser ajandan beklenecek bir ¢zelliktir. Burada
en dikkat ceken Beas-2B'de her iki kompleksin neredeyse hemen hemen esit diizeylerde
ROS iiretimidir. Bu bulgular komplekslerin hiicre i¢i ve hiicreler aras1 oksidatif hasari
yiikseltme 6zelliklerine sahip olduklarini ve saglikli hiicrelerde daha az oksidatif hasara

yol actiklarin1 gostermektedir.

Kanserde ROS diizeylerinin artisinda {iretilmis radikalin tiirii, radikalin bulundugu bolge
ve yerel konsantrasyon onemlidir. A549'daki gozlenmis yiiksek ROS seviyesi, cesitli
kanser hiicrelerinde genelde gozlenmis anormal olarak yiikseltmis ROS seviyesine dair
kanitlart desteklemektedir. Kanserin bir¢ok tiiriinde hiicre biiylime/proliferasyonu,
farklilasma, protein sentezi, glikoz metabolizmasi, hiicre sag kalimi ve inflamasyona

katilan ROS duyarli sinyal yolaklar1 da siirekli yikselmektedir. Reaktif oksijen turleri,
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Ozellikle hidrojen peroksit, hicresel sinyalizasyonda ikinci ulak olarak gorev
yapabilmektedir. H202, protein tirozin fosfatazlari, protein tirozin kinazlari, reseptor
tirosin kinazlari ve transkripsiyon faktorleri gibi hedefin reversibl oksidasyonuyla protein

aktivitesini diizenlemektedir.

Kanserli hiicrelerde yiiksek ROS seviyesinin artmis metabolik aktivitesi, mitokondriyal
disfonksiyon, peroksizom aktivitesi, artmis hiicresel reseptor sinyali, onkogen aktivite,
artmis Oksidaz, siklooksijenaz, lipoksigenaz ve timidin fosforilaz aktivitesi ya da ¢apraz-
karisma yoluyla infiltre olan bagisiklik hiicreleri ile iletisime neden olmaktadir. Tiimor
hiicresi antioksidan protein ifade seviyesini arttirarak kendisini ROS'dan detoksifiye
etmis olup kendisinin emniyetini saglamaktadir. Boylece kanser hiicresinin fonksiyonu
i¢in hiicre i¢i ROS diizeylerinin hassas bir dengesinin gerekli oldugu diisiiniilmektedir.
Ornegin: kanser hiicresi, glutatyon (GSH) ve heme oksijenaz-1 (HO-1) gibi hiicre ici
antioksidanlar1  arttirarak  yiikseltmis ROS seviyesine adapte olabilmektedir

(Kachadourian 2010).

Bu tez caligmasinda sonug¢ olarak yeni sentezlenmis iki bakir (II) karisik ligand
kompleksinin akciger kanser (A549) ve saglikli akciger hiicre hatlarinda (BEAS-2B)
sitotoksik, genotoksik ve oksidatif hasar olusturma etkileri belirlenmeye ¢alisilmistir. Bu
iki kompleksten kompleks 1’in akciger kanser hiicrelerinde se¢ici olarak daha sitotoksik
etkiye sahip oldugu ancak kompleks 2 ye gore daha diisiik genotoksik etkiye sahip oldugu
ortaya konmustur. Beklenildigi gibi her iki kompleksi ile de kanser hiicre hatlarinda daha
yiiksek genotoksik etki ve ROS diizeyleri gozlenirken saglikli hiicrelerde genotoksik
etkileri ve ROS diizeyleri daha diisiik goriilmiistiir. Bu sonuglar, ilag adaylarinin
geleceginin her ne kadar umut verici olsa da ila¢ adayinin segiciliginin, ana hedefinin ve
etki tarzinin ve genis hiicre hatlarinda uygulanabilirliginin aydinlatilmas1 ve canh
vicudunda in vivo etkilerinin belirlenebilmesi icin halen ¢ok ileri ¢alismalara gereksinim

olacag diisiiniilmektedir.
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