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OZET
Yiksek Lisans Tezi

YENI SENTEZLENEN BAKIR (II) KARISIK LIGAND KOMPLEKSININ [CU(5-
NITRO-1-10-FENANTROLIN) (L-GLUTAMIN)(H,0)]CLO4.H>0 SITOTOKSIK
ANTIKANSER VE GENOTOKSIK ETKILERININ SAGLIKLI VE KANSER
HUCRE HATLARINDA BELIRLENMESI

Merve GULFIDANLI

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

Bu tez caligmasinda bakir (II) karisik ligand kompleksi [Cu(5-Nitro-1-10-Fenantrolin)
(L-glutamin)(H20)]Cl04.H:O ile MCF-7 insan meme kanseri hiicre hatti, Caco-2 insan
kolon kanseri hiicre hatti, A549 insan akciger kanseri hiicre hatti ve Beas-2B insan
brons epitel hiicre hatlarinda ¢alisilmistir. XTT testi uygulanarak bakir (II) kompleksin
ozelikle MCF-7 hiicrelerinde anti-kanser aktivitesi gosterilmistir. Bakir(II)
kompleksinin genotoksik etkisini gdstermek amaciyla komet testi uygulanmistir. Hiicre
ic1 serbest radikal seviyesi DCF-DA testi ile belirlenmistir. Komet testi sonuglarma gore
bakir (II) kompleksi ile muamele edilen hiicrelerde DNA zincir kirilmalar1 meydana
geldigi goriilmistir. Meydana gelen DNA kiriklarmin oksidatif hasar nedeniyle
olustugu DCF-DA testi ile kanitlanmaktadir. Yapilan XTT sonuglar1 ise bakir (II)
kompleksinin MCF-7 hiicre hatinda umut verici bir anti-kanser ajani1 oldugunu
gostermistir.

Anahtar Kelimeler: bakir, anti-kanser etkisi, L-glutamin, fenantrolin

2016, x + 82 sayfa



ABSTRACT
MSc Thesis

DETERMINATION OF THE CYTOTOXIC ANTI-CANCER AND GENOTOXIC
EFFECTS OF COPPER (II) MIXED LIGAND COMPLEX [CU(5-NITRO-1-10-
PHENANTHROLINE)(L-GLUTAMINE)(H20)]ClO4.H,0 IN HEALTHY AND

CANCER CELL LINES

Merve GULFIDANLI

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

In this Thesis copper (II) mixed ligand complex [Cu(5-Nitro-1-10-phenanthroline)(L-
glutamine) (H>O)] ClO4.H>,O was studied in MCF-7 human breast cancer cell line,
Caco-2 human colon cancer cell line, A549 human lung cancer cell line and Beas-2B
human bronchial epithelial healthy cell line. Copper (II) complexes was demonstrated
anti-cancer activity especially in MCF-7 cells by XTT assay. The genotoxic effects of
the copper complexes were evaluated by comet assay. Intracellular Reactive Oxygen
species levels were determined by DCF-DA assay. The results of comet assay showed
that exposure to copper complexes induced DNA fragmentation. DCF-DA assays
confirmed that DNA fragmentation was due to oxidative damage. The results of XTT,
cytotoxicity test, showed that copper (II) complex were found to be promising as anti-
cancer agents.

Key Words: copper, anti-cancer effect, L-glutamine, phenanthroline

2016, x + 82 pages
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A549, Caco-2 ve MCF-7 hiicre hatlarina 24 saat muamele edilmesi
sonucu elde edilen OTM degerleri........cccevvvieeriieiniiieenieeeieeee, 55
[Cu(5-Nitro-1-10-Fenantrolin) (L-glutamin)(H20)]C104.H20
Kompleksinin IC12,5, IC25, IC50 ve IC75 dozlar1 ile Beas-2B,
A549, Caco-2 ve MCF-7 hiicre hatlarina 1 saat muamele edilmesi

sonucu elde edilen ROS degerleri.......cceevvieienieeeniiieieeeeeeeeeeee, 64



1.GiRiS

Kanser, bakteriler, viriisler, radyasyon, kalitim, ¢evresel faktorler, beslenme aligkanligi
ve kimyasallar gibi bir¢ok etken nedeniyle degisiklige ugramis hiicrelerin, kontrolsiiz

biiyliyiip cogalmasi sonucu olusan multifaktoriyel bir hastaliktir (Williams 1987).

Kanser tiim diinya da goriilen en yaygin saglik problemlerinin basinda yer almaktadir.
Son 5 yilda kalp hastaliklarindan sonra kanserin 6liim nedenleri arasinda en {ist sirada
yer aldig1 belirtilmistir (Rebecca 2005). Kanser tedavisinde mortaliteyi azaltmak igin
son yillarda ¢ok sayida ila¢ ve yeni tedavi yontemleri kullanilmaktadir. Bunlar cerrahi,
radyoterapi, kemoterapi-hormon tedavisi, immunoterapi, sinyal ileti sistemi
inhibitorleri, gen tedavisi ve anjiyogenez inhibitdrleri olarak sayilabilir (Dellabona ve

ark. 1999).

Kemoterapi, hiicre boliinmesini engellemek, tiimor gelisimini baskilamak veya anormal
hiicreleri yok etmek amaciyla neoplastik hastaliklarin tedavisinde cerrahi ve radyo
terapi gibi ek tedavilerle birlikte veya tek basina kullanilabilen bir tedavi yontemidir.
20.ytizyilin ortalarinda hardal gazmnin rastlantisal kesfi ile kanser tedavisinde
kemoterapi uygulamalar1 yayginlasmis, hardal gazi ve benzeri ajanlarla yapilan
calismalar artmistir. Yapilan c¢alismalar sonucunda giinlimiizde kemoterapide

yararlanilan yiiksek anti-tiimor etkinligine sahip antineoplastik ila¢ gelistirilmistir.

Antineoplastik ilaglar etki mekanizmalar1 nedeniyle akilleyici ajanlar, antimetabolitler,
antimikrotiibiiller, topoizomeraz I ve topoizomeraz II inhibitorleri ve digerleri seklinde
siniflandirilmaktadir. Kanser tedavisinde kullanilan kemoterapotik ozelligi yiiksek bu
ajanlarin ozellikle viicutta hizla ¢ogalmakta olan kan, sa¢ ve mukoza hiicrelerini yok
ettigi bilinmektedir. Bunun yan1 swa kardiyovaskiiler hasarlara yol agmalari,
norotoksisite, ototoksisite ve nefrotoksisite gibi bir¢ok komplikasyonlara neden olmalar1
antineoplastiklerin kullanimini smnirlandirmaktadir. Bu da hastaligin tedavisini veya
hastanin kaliteli yasam siirdiirmesini engellemektedir. Kanser tedavisinde kullanilan
ilaglarin gelistirilmesinde en ©Onemli nokta ilacin etkinligini arttirirken, meydana

gelebilecek yan etkileri azaltmaktir.



Son zamanlarda yapilan calismalarda metal komplekslerinin DNA ile selektif bir
etkilesim gostererek potansiyel antikanser ilaclarinda etkin olarak kullanilabilecegini
gostermektedir (Kaushik ve ark. 2011). Metal komplekslerinin kolayca redoks
reaksiyonlarma katilmalar1 ve biyolojik molekiillerle reaksiyona girmeleri bu alandaki

arastiricilar tarafindan oldukga ilgi ¢ekmektedir (Petering 1980).

Sisplatinin klinik uygulamalarindan daha basarili, toksisitesi daha diisiik platin temelli
ya da platin temelli olmayan metal komplekslerinin antitimor 0Ozellikleri
calisilmaktadir. Platin temelli olmayan metal kompleksleri icerisinde, redoks
reaksiyonlarindaki 6nemi, bagisiklik sistemindeki rolii ve bir¢ok biyolojik olayda gorev
alan, yasayan tiim canlilar i¢in esansiyel olan bakir ile ¢caligmalar yapilmakta, yiiksek

antitimor etkisine sahip olusu potansiyel ilag olarak kullanimini géstermektedir.

Bu tez calismasinda Uludag Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Kimya Boliimii
Anorganik Kimya Anabilim dali tarafindan sentezlenmis [Cu(5-nitro-1-10-
fenantrolin)(L-glutamin)(H20)]ClO4.H2O karisik ligand kompleksinin MCF-7 insan
meme kanseri hiicre hatti, Caco-2 insan kolon kanseri hiicre hatti, A549 insan akciger
kanseri hiicre hatt1 ve BEAS-2B insan brons epitel hiicre hattinda sitotoksik etkilerini
Olemek i¢cin XTT testi ile ICso degerleri belirlenmistir. Hiicre ici ROS seviyesi ROS testi
ile degerlendirilmistir. Bu bilesiklerin genotoksik etkilerini belirlemek i¢in Komet testi
yapilmistir. Bakir komplekslerinin kanser hiicrelerine kiyasla saglikli hiicre hatti
iizerinde daha az toksik olmas1 bu komplekslerin umut verici metal igerikli kemoterapi

ilaclar1 olabilecegini diislindiirmektedir.



2. KURAMSAL TEMELLER
2.1. Kanser

Kanser farkli bircok etken nedeniyle degisiklige ugramis hiicrelerin, kontrolsiiz
biiyliylip ¢ogalmasi sonucu olusan hastaliklar grubudur. Normal hiicreler biiyliime
faktorlerinin etkisiyle kontrol altinda ve ihtiyaca gore ¢ogalirken, programli hiicre

olimii (apoptoz) ile yok olurlar.

Kanser (cancer) tammu, ilk kez Yunan fizik¢i Hippocrates (MO 460-370) tarafindan
olusturulmustur. Hippocrates “’carcinos’’ ve “’carcinoma’’ terimlerini organizmanin sifa
bulmayan yeni yapilanmalar1 i¢in kullanmistir. Galen (M.S. 2. Yiizyil) ise kanser
agrisinin, yenge¢ 1sirmasi ile olusan, ortadan gevreye dogru yayilan kemirici tarzdaki

agriya benzerlik gdstermesi nedeniyle “kanser” adini1 vermistir (Sigerist 1960).

Biiyiimenin diizenlenmesini saglayan proteinler olan protoonkogenlerin onkogenlere
doniismesi kontrol mekanizmasinin bozulmasina neden olmakta ve sonucunda da
kontrolsiiz hiicre ¢ogalmalar1 ve biliyiimeleri meydana gelmektedir (Yokus ve Cakir,
2012). Otonomi (bagimsiz ¢ogalabilme), kontrolsiiz ¢cogalma (kontak inhibisyon kaybi1),
apoptozisin baskilanmasi, anjiyogenez, Oliimsiizliik, invazyon ve metastaz yetenegi
ozelliklerine sahip hiicrelerin ¢ogalmasi ile kanser hastaligi ortaya ¢ikmaktadir (Akbulut

2005).

Multifaktoriyel bir hastalik olan kanserin olusumunda, bakteriler, viriisler, radyasyon,
kalitim, g¢evresel faktorler, beslenme aligkanligi ve kimyasallar rol oynamaktadir
(Williams 1987). Kanser tiirlerinin %10-15’inin kalitimsal oldugu yani ebeveynlerden
gelen genlerle aktarildigi, %85-90°1ik kisminin ise hiicrelerdeki DNA’nin, mutajenlere
maruz kalmasi, hiicre DNA’sindaki degisiklikler ve replikasyonda hatalar olusmasi ile

sekillendigi bilinmektedir (Futreal ve ark. 2001).

Kanser tedavisinde mortaliteyi azaltmak icin son yillarda ¢ok sayida ilag ve yeni tedavi
yontemleri kullanilmaktadir. Bunlar cerrahi, radyoterapi, kemoterapi-hormon tedavisi,
immunoterapi, sinyal ileti sistemi inhibitdrleri, gen tedavisi ve anjiyogenez inhibitorleri

olarak sayilabilir (Dellabona ve ark. 1999).



Kanser tiim diinyada goriilen en yaygin saglik problemlerinin basinda yer almaktadir.
Son 5 yilda kalp hastaliklarindan sonra 6liim nedenleri arasinda en iist sirada yer
almaktadir (Rebecca 2005). Kanserin kontrol altina alinmasi konusunda 6nceliklerin
belirlenebilmesi i¢in kanser yiikiiniin insidans (ortaya ¢ikan yeni vakalar) ve 6liim sayis1

cinsinden tahmin edilmesi gerekmektedir.

Diinyada kanser 6liim orani verilerine gore, Liikksemburg en iist sirada yer alirken en
diisiik kanser 6lim oranmimn 100 000°de 38’le El Salvador oldugu rapor edilmistir.
ABD'de ise bu oran 100 000’de 217 olarak belirlenmistir (National Center For Health
Statistics 2004). Diinya Saglik Orgiitii'niin verilerine gdre kanser goriilme siklig:
Danimarka'da binde 3’iin {izerinde, Cekoslovakya, Almanya, Italya ve Ingiltere'de binde
2,5-3 arasi, Fransa, Polonya ve Macaristan’da 2-2,5 arasi, Romanya'da da 1,5-2
arasindadir. Tiirkiye'de kanser goriilme siklig1 ise, en az 100 000’de 120 olarak tahmin

edilmektedir (Cancer Statistics 2015).

Ulkemizde kanser 1981 yilinda bildirimi zorunlu hastaliklar listesine almmus, 1982'de
ise Saghk Bakanligi Kanser Savas Daire Baskanligi kurulmustur (Tirk Kanser
Arastirma ve Savas Kurumu Yayimni 1983). Tirkiye’de 2013 yilinda yasa gore kanser
hiz1 erkeklerde yiizbinde 267,9 kadinlarda ise yiizbinde 186,5’dir. Toplamda kanser
insidansi ise ylizbinde 227,2°dir. Tirkiye’de toplam 174 000 kisiye yeni kanser teshisi
konulmustur. Tiirkiye kanser insidansi, diinya insidansinin lizerinde seyrederken,
Avrupa Birligi tlkeleri ve Amerika gibi gelismislik diizeyi yiiksek olan iilkelere gore
kanser acisindan hem kadinlarda hem de erkeklerde daha diisiik bir hizda oldugu
goriilmektedir. Ulkemizde goriilen ilk 5 kanser tiiriiniin diinyadaki ve diger gelismis

iilkelerdeki oriintii ile benzerlikler gosterdigi belirtilmektedir.

Erkeklerde trake, brons ve akciger kanseri (59,3/100000 kiside YSH), kadinlarda ise
meme kanseri (45,9/100000 kiside YSH) en sik goriilen kanser tiirleridir. Cocukluk ¢ag1
kanserlerinde ise ¢ocukluk ¢agi 16semileri en sik goriilen kanser tiiriidiir. Cocukluk
caginda her iki cinsiyette de lenfomalar ve merkezi sinir sistemi tiimorleri 16semileri
takip etmektedir. Genglerde ise (15-24 yas grubu) erkeklerde testis kanseri ve beyin
sinir sistemi kanserlerinin, kadmlarda ise tiroid ve Hodgkin Hastaliginin 6n planda

oldugu goriilmektedir (Tiirkiye Kanser Istatistikleri 2016).



2.2. Kemoterapi

Kemoterapi, hiicre boliinmesini engellemek, tiimor gelisimini baskilamak veya anormal
hiicreleri yok etmek amaciyla neoplastik hastaliklarin tedavisinde cerrahi ve radyo

terapi gibi ek tedavilerle birlikte veya tek basina kullanilabilen bir tedavi yontemidir.

Kemoterapi terimi 1900’lerde Paul Ehrlich’ in enfeksiyon hastaliklarini tedavi eden ilag
gelistirmesi ile ilk kez kullanilmistir. Paul Ehrlich, kanser tedavisi i¢in de 6zellikle
alkilleyici ajanlarla ¢aligmalar yapmus, fakat olumlu sonuglar elde edememistir. 1935
yilinda Murray Shear tarafindan 3 000 den fazla bilesik test edilmis, bunlardan sadece
iki tanesinin tedavi edici Ozellige sahip oldugu belirlenmis fakat kabul edilemez

derecede toksik olmalar1 nedeniyle bu ¢alisma basarisizlikla sonuglanmistir.

Kanserde kemoterapi kullanimi ise 20. yilizyilin ortalarinda baslamistir. Birinci diinya
savagl sonrasinda yapilan arastirmalarda savas boyunca kullanilan hardal gazina maruz
kalan kisiler tespit edilmis, buradan yola ¢ikilarak hardal gazinin kan hiicreleri gibi hizli
cogalan hiicreleri dldiiriicii etkisi olabilecegi diistiniilmiistiir. Savas sonrasinda Alfred
Gilman ve Louis Goodman tarafindan gergeklestirilen ¢aligmalarda hardal gazinin
ozellikle Non-Hodgkin Lenfoma iizerinde terapotik etkisi ortaya konulmustur (DeVita
1978). Bu kesfin ardindan hardal gazi1 ve benzeri ajanlarla yapilan ¢aligmalar artmis ve

gilinlimiizde kemoterapide kullanilan bir¢ok antineoplastik ajan bulunmustur.

2.2.1. Kemoterapide Kullanilan Antineoplastik ilaclarin Simflandirilmas: ve Etki

Mekanizmalari

Alkilleyici ajanlar, kemoterapdtiklerin igindeki en eski gruptur. Ilk alkilleyci ajan
[.Diinya Savasi sonrasinda bulunmus ve kemoterapotik etkisi tespit edilmistir.
Glinlimiizde ise bir¢ok alkilleyici ajan yer almaktadir (Corrie, Pippa 2008). Alkil
gruplar1 nedeniyle alkilleyici ajanlar olarak adlandirilmaktadirlar. Sahip olduklar1 akil
grubu DNA’ya kovalent baglanarak antikanser etkisini meydana getirmektedir (Lind
2008). Alkilleyici ajanlarin, nitrojen mustardlar, nitrozoiireler, tetraziler aziridinler ve
sisplatinler gibi, baz1 alt gruplar1 bulunmaktadir (Giorgi-Renault 1988). Nitrojen
mustrad alt grubu, mekloretamin, siklofosfamid, melfatan, klorambusil, isofosfamid ve

busulfan icerirken; Nitrozoiireazlar, karmustin, lomustin, semustin, streptozosin



icermektedir. Sisplatin ve tiirevleri ise sisplatin,karboplatin ve oksaliplatin icermektedir

(Damia 1998, Lind 2008).

Antimetabolitler, DNA ve RNA sentezini engelleyen molekiillerdir. DNA ve RNA’ nin
sentezlenmesini saglayan substrat ve koenzim gibi rol oynayan dogal metabolitlerin
benzerleridirler. Bu 6zellikleri nedeniyle enzim {izerinde kendilerine 6zgli noktalara
kars1 plirin ve pirimidinlerle yarisirlar ve baglanmalarmni inhibe ederek DNA ve RNA
sentezini durdururlar. Dongiiye 0zgii ilaglardir. Antimetabolitler, anti-folatlar,
fluoropirimidinler, deoksiniikleosid analoglar1 ve tiyopurin alt gruplarina ayrilmaktadir
(Lind 2008). Fluoropirimidinler, flurourasil ve kapesitabin icerir. Deoksiniikleosid
analoglar1 sitarabin, klofarabin, pentostatin ve desitabin igermektedir. Tiyopurin alt

gruplar1 ise tiyoguanin ve merkaptopurin icermektedir.

Anti-mikrotiibiiller, bitkisel kaynakli, mikrotiibiil fonksiyonunu bozarak hiicre
bolinmesini engelleyen ajanlardir (Rowinsky, Donehower 1991). Mikrotiibiil
disfonksiyonuna neden olan vinka alkaloidleri ve taksanlar gibi iki ana grup anti-
mikrotiibiiler ajan bulunmaktadir. Hiicre boliinmesi sirasinda metafazdaki hiicreler
iizerine spesifik etkileri vardir. Vinca rosea’dan elde edilen vinka alkaloidleri kanser
hiicrelerinin bdliinmesinin tamamlanmasii engelleyerek, hiicrenin apoptoza gitmesini
saglar (Lind 2008, Yue ve ark. 2010). Taksanlar grubundan kullanilan paclitaxel, Taxus
brevifolia’ dan, sinifin en ¢ok kullanilan ilact docetaxel ise Taxus baccata’ dan alan
ekstrelerden iiretilmektedir. Bu ilaglar mikrotiibiiliin stabilitesini saglayarak, hiicre
boliinmesi sirasinda kisalip, uzamasina engel olmaktadir. Ayrica doctaxel S fazinda,

paclitaxel ise G2 - M fazinda etki gostermektedir (Yue ve ark. 2010).

Cesitli mekanizmalar1 olan, bakterilerden elde edilen, sitotoksik etkiye sahip, bir¢ok
antibiyotik bulunmaktadir. Kemoterapide yaygin olan endikasyonlar1 hiicre bdliinmesini
engellemektir (Anonim 2008). Antrasiklin mekanizmasi, DNA interkalasyonu, serbest
reaktif radikal iiretimini ve topoizomeraz inhibisyonunu igermektedir (Minotti 2004).
Aktinomisin RNA sentezinin engellenmesine ve DNA interkalasyonuna neden olan,
kompleks bir molekiildiir (Sobell 1985). Bleomisin, Streptomyces verticillus’dan isole
edilen, serbest radikal iireterek DNA hasarma yol acan bir glikopeptiddir. Mitomisin ise
DNA’y1 alkilleyebilme yetenegine sahip sitotoksik bir antibiyotiktir (Verweij, Pinedo
1990).



2.2.2. Kemoterapide Kullanilan Antineoplastik ilaclarin Yan Etkileri

Kanser kemoterapisinin esasi; hastanin normal hiicrelerine zarar vermeden tiimor
hiicresinin biiyiimesini ve ¢ogalmasini durdurmak, onlar1 yok etmektir. Kanser tanisi
konulan hastalarda, hastaligin seyrine gore bireysel tedavi sekilleri uygulanir. Hastalara
ilaglar intraarteriyel, intratekal, intraventikiiler, intraplevral, intravesikiiler, intravendz
ve oral yollar ile verilmektedir. Kemoterapide kullanilan ilaglar farkli etki
mekanizmasina sahip olduklarindan bir ila¢ yerine farkli ilag kombinasyonlari
uygulanarak hem daha etkili bir tedavi ger¢eklestirilmesi hem de olusabilecek muhtemel

yan etkilerin minimuma indirilmesi saglanmaktadir (Dow ve Bamicle 1996).

Malign hiicre ile normal insan hiicresi arasinda kalitatif bakimdan degil daha ¢ok
kantitatif yonden fark vardir. Bu nedenle antineoplastik ilaglar kanser hiicresine karsi
olan secicilikleri, antibiyotiklerin bakteri hiicresine karsi olan seciciliklerinden daha
azdir. Antineoplastik ilaclar viicutta patolojik bicimde ¢ogalmakta olan kanser
hiicrelerini yok ettikleri gibi, hizli bicimde ¢ogalan kan, sa¢, mukoza hiicrelerini de yok
ederler. Bu ozelliklerinden dolayr kanser ilaclarmin normal hiicre ve kan dokusu

iizerinde bir¢ok yan etkisi vardir.

Bobrek hiicreleri, kan hiicreleri gibi yiiksek boliinme hizina sahip olmamasina ragmen,
yiiksek kan akimi ile karsilagsmasi, mediiller interstisyumda toksinleri konsantre etme
yetenegi nedeniyle toksik zedelenmeye olduk¢a duyarlidir (Boogaard 1990). Sisplatin,
siklofosfamid gibi kemoterapétik ajanlarin yiiksek nefrotoksik etkileri bilinmektedir.
Yaygm olarak kullanilan kanser ilaclarinin nefrotoksik etkisi; serum elektrolit
diizensizligi, serum kreatinin artis1, glomeriil filtrasyon hizinin (GFH) azalmasi ve kalict
bobrek yetmezligine kadar ciddi boyutta olabilir (Fillastre 1998). Ozellikle sisplatinin
klinik kullanimini kisitlayan en 6nemli yan etkisi nefrotoksisitesidir (Anand 1993). Bir
calismada uygulanan sisplatinin ilk tedavi kiirtinden sonra %25-35 akut tiibiiler nekroz
gelistigi ve kiimiilatif renal yetmezlik oraninin %20-25 oldugu bildirilmistir. 12 aydan
uzun siireli sisplatin tedavisinin sonucunda ise kalici1 bobrek hasarina yol agabilecegini
bildirilmistir (Dentino 1978). Bir diger nefrotoksisiteye sahip olan ilag, nitrojen mustard
(azotlu hardal) tipi alkilleyici ilaglardan Siklofosfamid’tir. DNA’ya baglanip

alkilleserek DNA’nin replikasyon ve transkripsiyonunu bozar.



Hemorajik sistit, siklofosfamidin en 6nemli yan etkisidir. Uzun siireli veya yiiksek doz
siklofosfamid kullanim1 sonrasinda hastalarin  %40’1inda hemorajik sistit gelistigi rapor

edilmistir (McEvoy 20014).

Kemoterapi nedeniyle hastalarin %5-10’unda tedaviye bagli akciger hastalig
olugsmaktadir (Kalemci, Can, S6zen 2014). Bleomisin, en ¢ok lenfomalar ve bas-boyun
kanserlerinde kullanilan sitostatik bir antibiyotiktir. Deri ve akcigerde birikmesi
nedeniyle genellikle tedaviden 1-6 ay sonra %3-40 oraninda akciger hasar1 gelisimine
neden olmaktadir (Lazo 1984). Mitomisin, pulmoner toksik reaksiyona sebep olma
oran1 % 3-12 arasinda degisen alkilleyici sitotoksik bir antibiyotiktir. Vinka alkoidler ile
birlikte kullannminda akut bronkospazm gelisimi kaydedilmistir (Castro ve ark. 1996).
Siklofosfamid hematolojik malignitelerin, malign lenfomalarm ve bazi solid tiimorlerin
tedavisinde kullanilan alkilleyici sitotoksik bir ajandir. Pulmoner toksisite oram1 %1’
den az olmasina ragmen, radyasyon veya diger kemoterapotikler ile birlikte kullanimi

toksisiteyi arttirtmaktadir (Hamada ve ark. 2003).

Deri hiicreleri hizli boliinme yetenegine sahip hiicreler oldugundan kemoterapotiklere
kars1 olduk¢a duyarhdirlar. Kematerapotikler, deride %40-78 orani ile en ¢ok sitomatit
ve alopesiye neden olmaktadir. Doksorubisin, mitomisin ve vinka alkoloidlerinin ciltte

yiiksek toksisiteye neden oldugu bilinmektedir (Alexandrescu ve ark. 2006).

Anti-kanser tedavisi siirecinde ortaya cikan en ciddi komplikasyonlardan biri de
kardiyovaskiiler toksisitedir. Antrasiklinler, mitksantron, siklofosfamid, ifosfamid,
trozin kinaz inhibitorleri ve yeni monoklonal antikorlar kardiyovaskiiler sistem tlizerine
etkili en 6nemli kemoterapdtiklerdendir. Bu ajanlar ciddi kardiyovaskiiler toksisiteye
neden olmaktadirlar. Antrasiklin EKG degisiklikleri, ritim bozukluklar1 ve ventrikiil
disfonksiyonuna neden olabilmektedir (Alexandrescu ve ark. 2006, Kurkjian ve Ozer

2008).

Kemoterapi uygulanan hastalarda periferal néropatiye cok sik rastlanir. Vinkristinle
yapilan kemoterapi hastalarinda motor nordpati gdézlenmistir. Derin tendon refleksi
kaybi, duyu hissinin azalmasi1 ve yanma distezisi de kemoterapdtiklerin norotoksik

etkileri olarak ifade edilmektedir (Hildebrand 2006).



Siklofosfamidin bulanik gormeye neden oldugu bilinmektedir. Busulfanin uzun siireli
kullannminda katarakt olusabilmektedir. Losemi tedavisinde kullanilan vinkristinin de
korneal hipotezi ve optik noropati gelisimine neden oldugu belirtilmistir (Alexandrescu

ve ark. 2006).

Bleomisin yiiksek doz sisplatin ve karboplatin alan hastalarda trombotik
mikroanjiyopati gozlenmistir. Miyeloma ve lenfoma tedavisinde kullanilan
siklofosfamid, doksorubin gibi kemoterapdtiklerin de trombotik ve embolik durumlara

neden oldugu bilinmektedir (Alexandrescu ve ark. 2006).
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Sekil 2.2.2. Kemoterapotik Ajanlarin Sistemik Yan Etkileri (Hemsirelik Egitim ve
Arastirma Dergisi, 2005)

2.2.3. Metal iceren ilaclarin DNA ile Etkilesimleri ve Redoks Yetenekleri

Metal iyonlar1 ve kompleks bilesikleri hiicre boliinmesi, gen baskilamasi, toksisite,
kanserojenite gibi bir¢ok biyokimyasal gelismelerde anahtar rol oynamakta ve bu
siregleri etkilemektedir (Reedijk 2003). Metal komplekslerinin kimya ana bilim
dallarindaki genis kullanim alanlarinin yani sira kompleks bilesiklerin tekstil sanayinde,
endiistrideki kullanimy, tipta, hastaliklarin teshisi ve tedavisinde kullanimi giiniimiizde

oldukca yayginlagsmistir.



Bir¢ok metal kompleksinin anti-viral, anti-bakteriyel ve anti-tiimor etkisi oldugu
bilinmektedir. Bu nedenle basta kanser tedavisinde olmak iizere cesitli hastaliklarin
tedavisinde metal kompleksleri kullanilmaktadir. Farmakolojik ¢alismalarda metal
iyonlarmm bazi maddeler ile olusturduklar1 komplekslerin hem ilacin aktivitesini

arttirdig1 hem de ilacin olas1 yan etkisini azalttig1 saptanmigtir.

Viicutta toksik diizeyde bulunan metallerin viicuttan atilmasi i¢in de uygun ligandlar ile
olusturduklar1 komplekslerden yararlanilmaktadir (Arslan 2005). Metal bilesiklerinin tip
alaninda kullanimi Misirlilarin 5000 yi1l 6ncesinde suyun sterilizasyonunda bakirdan
yararlanmalarina kadar gitmektedir (Sun ve ark. 2009). Ayrica Cin’de de arsenik
trioksit gibi arsenik iceren ilaclarin romatoid hastaliklarda, frengi ve sedef
hastaliklarinin tedavisinde kullanildig1 bilinmektedir (Tapio ve Grosche 2006, Dilda ve
Hogg 2007). 18. ve 19. yiizyillarda arsenik trioksidin anti-kanser etkisi kesfedilip,

ozellikle 16semi tedavisinde ana etken olarak kullanilmaistir.

Modern anti-kanser ilag potansiyeli bulunduran metal komplekslerinin kesfi 1960°larda
Barnett Rosenberg’in platinum komplekslerinin hiicre bdliinmesini engelledigini
bildirmesi ve potansiyel anti-kanser etkisinin ortaya konulmasiyla hiz kazanmistir
(Rosenberg 1969). Platinum kompleksleri igerisinde 6zellikle sisplatin, karboplatin ve
oksaplatinin Ozellikle testis, rahim, bas ve boyun, mesane ve akciger kanserleri

iizerindeki kemoterapotik yetenegi dikkat cekmektedir (Kelland 2007).

1940 ile 1953 yillar1 arasinda Erwin Chargraff, Maurice Wilkins, Rosalind Franklin,
Linus Pauling gibi bircok arastirmaci tarafindan DNA’nm yapisint ¢ézmek igin
arastirmalar yapilmistir. 1953 yilinda Watson ve Crick DNA’nin yapisma ait
calismalarin1  yaymlamislardir. Calismalarmin = sonucunda DNA’nin  iki  uzun
poliniikleotid zinciri, merkez eksen etrafinda kivrilarak sag el ikili sarmal yapisini
olusturduklarini, antiparalel olan iki zincirin lizerinde hidrojen baglar1 ile baglh azotlu
bazlar yer aldigini, molekiiliin herhangi bir boliimiinde eksen iizerinde sira ile daha
genis olan biiyiikk (major) oluklar ve dar olan kii¢iik (mindr) oyuklar bulundugunu
belirtmiglerdir. DNA, tiim canli organizmalarda ve bazi viriislerde biyolojik olaylarin

gergeklesmesini saglayan bilgileri tagiyan bir makromolekiildiir.
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DNA, biiylik ve karmasik yapis1i nedeniyle bir¢ok potansiyel baglanma bolgesine
sahiptir. Kiiciik molekiillerin DNA’ya baglanmalarinin arastirilmasi son yillarda ilgi
cekmektedir (Maheswari 2004). Spesifik DNA hedefli ilaglarin tiretilmesi amaciyla
sentezlenen molekiillerin DNA’ya baglanma tiiriinii belirlenmesi onem tasimaktadir.
Molekiiller DNA’ya interkalasyon, kovalent bag, bosluk baglayici ve elektrostatik
olarak baglanabilmektedir (Miao ve ark. 2009).

Platin-DNA etkilesiminin sekli ilk kez Roberts ve Pascoe tarafindan ifade edilmistir.
Sisplatinin DNA etkinliginin kesfedilmesinden sonra bir¢ok platin kompleksi
sentezlenmis ve DNA etkilesimleri arastirilmistir. Platin ve DNA arasindaki bu
etkilesim sadece sisplatin kompleksleri i¢in degil, tiim metal kompleksleri i¢in de

gecerli gortiilmektedir.

Anti-tiimor etkinligi nedeniyle siklikla kullanilan sisplatin enjeksiyon ile hastanin
kanina verilmektedir. Pasif diflizyon ile hiicre igerisine tasinabilen sisplatin hiicre ici
klor derisimi sayesinde kolaylikla hidroliz olabilmektedir (Gately ve Howell 1993).
Hidroliz sonucu meydana gelen [Pt(NH3)2:(OH)(OH2)]" iyonlar1 DNA, RNA, protein
gibi bir¢ok hiicresel bilesen ile etkilesime girmektedir. Yapilan cesitli arastirmalar
DNA’nm sisplatinin en onemli hedefi oldugunu gostermektedir (Jamieson ve ark.

1999).

Platin tiirleri DNA ile koordinasyona girmekte ve 6zellikle guanin bdlgesi ile etkilesime
olusan etkilesim sonucu DNA’nin yapisinda 35-40°’lik bir biikiilme olmaktadir
(Takahara ve ark. 1996). Bunun sonucunda da DNA polimeraz ilerlemesi engellenmekte
ve kanserli hiicre ya da doku oliimii ger¢eklesmektedir (Gelasco ve ark. 1998, Esteban-

Fernandez ve ark. 2008).

Platin igeren ilaglarin, aktif bir hidrolizasyon {iriinii olusturabilmeleri ve serum
proteinlerine ya da kiikiirt igeren aminoasit/peptidlerle etkilesime girerek inaktif hale
gelmemeleri DNA ile koordinasyon yapabilmeleri agisindan ¢ok dnemlidir (Michalke
2010). Sisplatin basarili sonug¢larinin ardindan inorganik kimyadan medikal alana
oldukca sik yararlanilmaktadir. Cis-dikloroiddiamin platinum(Il) kompleksinin uzun
yillardir en 1yi kanser ilaci olarak kullanildig1 bilinmektedir. Platin igerikli ilaglarin
kanser tedavisinde kullanilmasi bu tiir komplekslerin anti-tiimér ajan olarak

kullanilmasina onciiliik etmistir.
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Kanser terapisinde kullanilan platinin yani sira, galyum ve arsenik kompleksleri, altin
kompleksleri, bizmut kompleksleri ile yapilan calismalar da géze ¢arpmaktadir (Orvig
1999, Lippard 2006). Ozellikle bakir iceren 1,10-fenantrolin metal komplekslerinin
DNA ve RNA polimeraz aktivtitesini inhibe ederek antitimor etki gosterdigi
bilinmektedir.(Walaa ve ark. 2014).

Son yillarda yapilan calismalarda ruthenium, altin, titanyum, bakir, paladyum,
vanadium ve kobalt gibi metallerinde anti-kanser etkileri test edilmis ve iy1 sonuglar
elde edilmistir (Eastman 1987, Clarke ve ark. 1999, Hartinger ve ark. 2006, Kostova
2006).

Kiikiirt iceren metal komplekslerinin fareler {izerinde yapilan in vivo arastirmalarda
ascites carcinoma viriisiine karsi anti-kanser aktivitesinin oldukca yiliksek oldugunu

gostermistir (Patel ve ark. 1989).

Titantum IV ve vanadium V kompleksleri yiiksek aktiviteleri ve toksisiteyi azaltma
yetenekleri nedeniyle anti-kanser ajani olarak umut vaat etmektedir. Titanyum IV
komplekslerinin hidrolitik kararsizligi istenilen sonucun elde edilememesine neden
olmaktadir. Bunu ortadan kaldirmak icin su dayanikliligi olan yiiksek anti-kanser

aktivitesine sahip ajanlar ile desteklenmesi gerekmektedir.

Son yillardaki ¢aligmalar da palladium (II) tlirevlerinin anti-tlimdr, DNA parcalama,
DNA baglama, anti-diyabetik, antioksidan Ozellikleri sayesinde anti-kanser aktivitesi

gosterdigini ortaya koymustur (Caires 2007).

Caki-2, MCF-7, CaSki, NCI-H322M ve Co-115 insan kanser hiicre hatlarinda ¢inko (II)
komplekslerinin DNA ya baglandigini ve hidrojen peroksit varliginda DNA parcalanma
aktivitesini etkiledigi goriilmektedir. Ayrica anti-proliferasyon etkisi oldugu ve

potansiyel antikanser ilaci olabilecegi 6n goriilmektedir.

Diisiik toksisiteye sahip olan bizmutun tibbi alanda kullanimi dikkat ¢ekmektedir. 17.
yiizyilda frengi, 19. yiizyilda ise sindirim kanali hastaliklarinin tedavisinde kullanilmaya
baslanmistir. Yapilan son c¢alismalarda sentezlenen bizmut bilesikleri, in vitro
kosullarda toksisiteye diren¢li olan insan kanser hiicreleri Hela ve MCF-7 {izerinde

uygulanmis ve etkili sonuclar elde edilmistir.
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Yapilan bir baska ¢alismada ise Giimiis (Ag) ve Altin(Au) bilesiklerinin anti-proliferatif
etkisinin antineoplastik bir ajan olarak siklikla kullanilan 5-Fluorourasil (SFU)’in anti-
proliferatif etkisinden daha yiiksek oldugunu ve sitotoksik olarak daha etkili oldugu

gosterilmistir.

K562 16semi hiicreleri, ECV 304 endothelial hiicreleri ve MNC normal mononiikleer
hiicrelerine ayni dozlarda demir (III) ve nikel (II) kompleksleri uygulanarak yapilan
calisma sonucunda uygulanan demir (III) ve nikel (II)’nin K562 hiicreleri icin sitotoksik
oldugu, diger hiicre hatlar1 i¢in sitotoksik olmadigi belirlenmistir. Bu sonug¢lar demir ve
nikelin DNA’ya baglanma yetenekleri nedeniyle secici anti-l1semi etkileri oldugunu ve

ila¢ potansiyeli olabilecegini gostermektedir (Demirci ve ark.2015).

Caligilan fosfin metal komplekslerinin [(PdCL(CH20H),PCH2),NCH3],
[RuCL((CH20H)2PCH>):NCH3)):], [PtCl2(PhoPCH2):NCH3) (timin)2] K562 ve A549
hiicre hatlarindaki sitotoksik etkileri MTT testi ile arastirilmig, ¢alisma sonunda siireye
ve doza bagli sitotoksik etki gozlenmis, apoptotik yola etki ettigi ortaya konmus ve yeni

fosfin komplekslerinin antitiimor ajani olma potansiyeli belirlenmistir (Saygideger ve

ark. 2014).

Yeni sentezlenen bu potansiyel ilaglarin sisplatine kiyasla daha yiiksek verimli olmasi,
timOr dokusuna karsi segiciliginin daha yiliksek olmasi, genis spektrumlu olmasi,
toksisitesinin diisiik olmasi, tiimodr hiicresinin ilaca direncinin olmamasi ve agiz yolu ile

alimi1 gibi farmakolojik 6zelliklerinin iyilestirilmis olmas1 beklenmektedir.

Metal iyonlarinin koordinasyon olusturma ve redoks yeteneklerinin belirlenmesi metal
icerikli ilaclarin gelismesini saglamistir (Rosenberg 1969). Metallerin en Onemli
karakteristik 6zelliklerinin baginda redoks siirecinde yer almalar1 gelmektedir. Ozellikle
gecis metal iyonlar1r oksidasyon durumunu degistirebilmektedir. Bu nedenle metal ve

redoks dengesi saglik ve yasam i¢in olduk¢a 6nemlidir.

Kanser hiicreleri ile saglikli hiicrelerin redoks metabolizmalar1 arasinda belirgin fark
bulunmaktadir. Tiimor hiicrelerinde yiliksek miktarda ROS olusumu, hipoksi ve ytiksek
metabolik aktivite gozlenmektedir (Trachootham 2009). Bu nedenle kanser
hiicrelerindeki redoks homeostasinin diizenlenmesi kanser tedavisinde Onemli bir

yaklagim olarak yer almaktadir (Gupte ve Mumper 2009).
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Kullanilan ve ¢alisilan kemoterapoétik ilaglarm ¢ogunda da hiicresel redoks dengesi ile
dogrudan etkilesim halinde olabilme potansiyeline sahip metal icerikli kompleksler

tercih edilmektedir (Choi ve ark.1998, Alvarez ve ark. 2010).

2.3. Bakir
2.3.1. Bakinn Kimyasal ve Fiziksel Ozellikleri

Bakir, periyodik cetvelin 1B grubunda yer alan 29 atom numarasina sahip gecis
elementlerinden biridir. Diinyanin her yerinde yaygin olarak bulunan bakirin 6zellikle
Kibris’ta yogun olarak elde edilmesi nedeniyle admin ‘cyprium’ kelimesinden

tiiretildigi bilinmektedir.

Aragtirmacilar tarafindan yapilan ¢alismalar bakirm M.O. 8000 yilindan beri varligmnin
bilindigini gdstermektedir. M.O. 3700 yillarindan sonra bakirdan tung yapilmaya

baslanmustir.

Aktif bir metal olmadigindan dogada serbest halde bulunabilen bakir, kirmizi renkte ve
kolayca islenebilir 6zelliktedir. Normal sartlar altinda bakir kuru havadan etkilenmez
fakat 1sitildiginda nem ve karbondioksitin katalitik etkisi sonucu oksitlenir, yiizeyinin
zehirli ve yesil renkli bakir karbon tabakasi kaplayarak dis etkenlerden kendini
koruyabilmektedir. Bakirm; alasim olusturabilmesi, elektrigi iyi iletmesi ve diinyanin

her yerinde bulunmasi en dikkat ¢ekici 6zellikleri arasinda gosterilmektedir.

2.3.2. insan Saghginda Bakirin Biyolojik Onemi

Bakir tiim canlilar i¢in esansiyeldir. Yapilan calismalar sonucunda bakirin insan ve
hayvanlar i¢in 6nemi anlasilmistir. Dogada oldukca fazla bulunan bu elementin alimi

icin insanlar mekanizmalar gelistirmislerdir.

Bakir viicutta tiretilip, depolanamadigindan viicudun giinliik bakir gereksinimi besin ve
sudan saglanmaktadir. Baz1 besinler 6zellikle findik, kaju fistig1, hashas ve aycgicegi
tohumlar1 ve nohut bakir bakimindan oldukg¢a zengindir. Bu tiir tahil, et ve balik iceren

dengeli beslenme ile viicudun bakir dengesi korunabilmektedir.
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Viicuttaki biitiin hiicreler bakira ihtiya¢ duymaktadir. Bakir, demir ve ¢inkodan sonra
viicutta bulunan ti¢lincii en 6nemli esansiyel elementtir (Cavdar 2000). Demir ve ¢inko
ile birlikte bakir da viicudumuzun homeostasizini saglayan en dnemli elementlerden
biridir. Cuprous (Cu*'") ve cupric form (Cu*?) olmak iizere insan viicudunda iki farkli

formda bulunmaktadir (Aksoy 2008, Gropper ve ark. 2009).

Fetal gelisimden yashiliga kadar bakir viicut saghigi icin hayati onem tasir. Bakir
olmadan beyin, sinir sistemi ve kardiyovaskiiler sistemin fonksiyonlarini yerine

getiremeyecegi bilinmektedir (Rajeswari ve Swaminathan 2014).

Bakir 6zellikle hamile kadmlar, fetiis gelisimi ve yeni dogan bebekler i¢inde 6nemli bir
besindir. Saglikli yetiskin bir insanda (yaklasik 70 kg) ortalama 100 mg bakir bulunur
(Bonham 2002). Bakir, protein veya organik bilesiklere bagl olarak bulunup insan
viicudundaki tiim organ ve dokularda gorev almaktadir. Viicutta en fazla bobrek,
karaciger, beyin ve kalpte bakir bulunmaktadir. Bunun yani sira ¢inko gibi sacta da yer
aldig1 bilinmektedir (Aksoy 2008, Baysal 2007, King 2000, Luza ve Speisky 1996).
Terleme ile kaybedilen giinliik bakir miktar1 0,3 mg dir (Jacob 1981).

Tavsiye edilen giinliik bakir ihtiyaci yetiskinler i¢in 1-2 mg, ¢ocuklar i¢inse 0,5-1 mg
arasindadir. Bu degerler kisilerin yasma, yaptiklar1 egzersizlere ve beslenme
aliskanliklarina gore degisebilmektedir (Underwood 1971). Yemeklerden elde edilen
organik bakir karaciger tarafindan islenir ve taginir (Sekil 2.3.2). I¢ilen sudan veya bakir
takviyelerinden alman inorganik serbest bakir karacigere ugramadan dogrudan kana
ulasir (Brewer ve ark. 2009). Ortalama 1,5 mg civarinda olan giinliik bakir aliminin
%50’s1 mide ve ince bagirsak tarafindan absorbe edilir. Absorbe edilen bakir portal
kanda bagli olan alblimine tasinir ve seruloplazmine bagli olarak periferal dokulara

iletilir (Gaw ve ark. 2008).

Insan ve hayvanlar igin esansiyel bir element olan bakir bir¢ok redoks enzimi i¢in
kofaktor gorevi yaparken, seruloplazmin yapisma da katilir (Cizelge 2.3.2.). Ayrica
antioksidan mekanizmasi, ndropeptid sentezi ve immiin sistemindeki fonksiyonlar1 gibi
bircok biyolojik siirecte yer alir (Uriu-Adams 2005). 1928 yilinda saghkli farelerin
hemoglobin sentezi i¢in bakir ve demir gerekli oldugu kesfedilmistir (Hart 1928). 1936
da Tompsett tarafindan bildirilen ilk bakir denge calismasinda insanlardan digki, idrar

deri ve tiikriik olarak giinde yaklasik 2- 2,5 mg bakir atildig1 belirlemistir.
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Addison hastaligi, aplastik anemi, baz1 karsinomalar, merkezi sinir sistemi bozukluklari,
kollajen hasarlari, diyabet, hodgkin hastaligi, hipertiroidizm, sizofreni ve talasemi gibi
bircok hastaligin bakir seviyeleri, insan sagliginda bakirmm onemini gostermektedir

(Haris 1983).

Bakir bagisiklik sisteminin gelisimi ve etkinligi agisindan olduk¢a Onemlidir.
Eksikliginde basta insan olmak {iizere fare, sigir ve koyunlarda bagisiklik sistemi
sorunlarma neden oldugu belirtilmistir (Hagenfeldt 1972). Bakir, hemoglobin
degisimleri, ilag metabolizmasi, karbonhidrat metabolizmasi, kollajen, elastin ve keratin
capraz baglanmasi1 ve antioksidan savunma mekanizmasinda yer alan birgok

metalloenzim yapisinda yer alir (Brewer 2009).

Bakir igeren enzimlerin biyolojik fonksiyonlari bakirin canllar i¢in 6nemini ortaya
koymaktadir. Bakir icren enzimler, oksijen ve elektron tasimasi kataliz tepkimeleri ve
oksijen radikallerinin olustugu hasara karsi hiicrenin korunmasi gibi bir¢ok metabolik
olayda yer almaktadir (Harris 1983). Ayrica sitokrom ¢ oksidaz, siiper oksitdismutaz,
monoamin oksidaz ve dopamin beta monoksidaz gibi bakir bagimli enzimler reaktif
oksijen tiirevlerinin azaltilmasma olanak verir. Sitokrom c¢ oksidaz biyokimyasal
reaksiyonlar i¢in gerekli olan enerjinin iiretiminde gorev almaktadir. Dopamin beta
hidroksilaz, dopaminin sinir uyarilarmin iletiminde hayati énemi olan noradrenaline
doniismesini saglamaktadir. Lizil oksidaz enzimi, bag dokusunun yapi, bakim veya
onarimmda rol oynayan kollagen ve elastin polipepitdlerinin ¢apraz baglanmasini
saglamaktadir (Harris 1980). Siiperoksit dizmutaz enziminin insanda Cu-Zn ve Mn
iceren iki izomer tipi yer almaktadir. Siiperoksit serbest radikalinin hidrojen peroksit ve
oksijene doniismesini saglayarak lipid peroksidasyonu gibi reaksiyonlara karsi hiicreyi
korumaktadir (Hosni 1980). Insanlarda bakir eksikligi semptomlarm arasinda

hipokromik anemi, lokopeni ve osteoporosis yer alir (Tapiero ve ark. 2003).

Bakir ayrica DNA hasar onarimini inhibe edeci rol oynayabilmektedir (Rouzer 2010).
Cu ayn1 zamanda ROS u arttirarak, lipid, DNA ve proteinlerde oksidatif hasar olusturur
(Hedera 2009). Bir¢ok etki membran veya makromolekiillerdeki oksidatif hasar ile
iligkilidir. Esansiyel bir metal olmasina ragmen yiiksek miktarda bakir kolaylikla fenton
redoks reaksiyonuna girip hiicrelerde oksidatif hasar meydana getirebilir (Turnlund

2005).
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Bakirin biiyilk miktarda reaktif oksijen tiirevleri iiretme kapasitesi goéz Oniine
alindiginda, oksidatif stres kaynakli saglik bozukluklarma bakirin neden oldugu

sonucuna ulagmak miimkiindiir (Gaetke ve Chow 2003).

Bakirin  homeostatik mekanizmalarda rolii olmasma ragmen karaciger bdbrek
hasarlarma ve anemiye neden oldugu ve immiinotoksik etkileri oldugu bilinmektedir
(Bonham ve ark. 2002). Ozellikle bakir ve ¢inko gibi elementlerin testesteron sentezini
etkiledigi bilinmektedir (Chang ve ark. 2011). Hipgonadizm testesteron eksiligi sonucu

meydana gelmektedir.

Orta ve ileriki yaslarda ortaya ¢ikan alzheimer hastaliginin nedeni tam olarak bilinmese
de kalitsal faktorler, diisiik sosyal yasam, kafa travmasi sebepleri iizerinde
durulmaktadir. Metallerin de hastaligin olusumunda etkisi oldugu bilinmektedir (Choo
ve ark. 2013). Ozellikle serbest radikal olusumunda etkili olan bakirin alzheimer
hastaliginin patogenezinde 6nemli rolii oldugu kanitlanmistir. Serbest bakirin ortamin
asit-baz dengesiyle baglantili olarak beta-amiloid agregasyonunu indiikledigi ve
alzheimer hastaliinda patolojik yapilarin yogun oldugu bélgelerde 6zellikle amiloid

plaklarin ¢evresinde bakir diizeylerinin arttigi saptanmaistir.

Bakir eksikligine bagli olusan en bilinen durumlardan biri de Wilson hastaligidir.
Karacigerden safra kanalma bakir transferinde rol oynayan ATP7B gende olusan
mutasyon nedeniyle karacigerdeki bakir seviyesinin artmasina ve serumdaki bakir
seviyesinin diismesine neden olarak karaciger ve beyinde bakir birikimine sebebiyet
veren kalitimsal bir hastaliktir. Genetik testlerle tanis1 oldukga zor olmaktadir. Fakat son
yillarda Relative Exchangeable Cooper (REC) Wilson hastalig1 i¢in oldukg¢a giivenilir

bir marker olarak tanimlanmaktadir (Schmitt ve ark. 2013).

Anemi, ndtropeni ve kemik 1ligi displazi etiyolojisinde bakir eksikliginin etkili oldugu
bilinmektedir. Bakir eksikligi hematopoetik progenitor hiicrelerin kendini yenilemesi ve
farklilasmasimin engellemesine neden olur. Bir¢cok 16kopeni ve anemi teshisi sirasinda
bakir seviyesi Olgiilmektedir (Lazarchick 2012). Gastrointestinal hastaliklar1 olan
hastalarda bakir seviyesi Ol¢lilmiis ve bakir takviyesinden Once progenitor hiicre
miktarinin oldukca korundugu gézlenmistir (Hirase ve ark. 1992, Thomas ve ark. 2007).
Yine de notropeni ve anemi lizerindeki bakir eksikliginin mekanizmas: yeterli kadar

rapor edilmediginden tam olarak bilinmemektedir.
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Karaciger sirozu ve komplikasyonlarinin patogenezinde eser elementlerin rolii tam
olarak anlagilamamistir. Buna ragmen ¢inko, manganez, magnezyum ve bakir gibi eser
elementlerin karaciger sirozu ve komplikasyonlar: ile ilgisinin arastirilmasmma devam
edilmektedir. Bir¢ok bilim adami tarafindan bakirin oksidatif hasara neden oldugu kabul
edilmektedir. Manganez iire metabolizmasinda 6nemli rol oynayan bir enzim olan
arginazin yapisal bir pargasidir. Ozellikle krebs dongiisiinde yer alan ¢ok sayida enzimin

aktivatorii olarak gorev yapmaktadir.

Karacigerdeki bakir ve idrar yolu ile demir, ¢inko ve bakir atilimi kronik alkolik
karaciger hastaligimin siddeti ile iliskilendirilmektedir. Diisiik manganez atiliminin
karacigerde manganez birikimine neden oldugu bilinmektedir. Kronik alkoliklerde
yetersiz beslenme goriilmektedir. Hem yetersiz beslenme hem de etanol alim1 ¢inko ve
bakir metabolizmasinda degisikliklere neden olmaktadir (Rodriguez-Moreno ve ark.

1997).

Bakir iceren besinler

_’ Diski

—’ idrar

BOBREK

'_ Kan damari

Cu-plazma

BEYiN proteinleri
Diger doku ve organlar
KARACIGER
Safra Safra kesesi

Sekil 2.3.2. Bakirin viiciit i¢ine alimi-atim1 (anonim).
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ENZIM / PROTEIN FONKSIYON
Sitokrom ¢ oksidaz Enerji tiretimi
Siiperoksid dismutaz (Cu- Zn SOD) Serbest radikal hasarina karsi koruma
Lizil oksidaz Kollajen ve elastinin ¢apraz baglanmasi
Dopamin beta mono- oksijenaz Norotrasmisyon
Amin oksidaz Hormon removal
Mono- oksijenaz Melanin olusumu
Askorbat oksidaz Askorbatin oksidasyonu
Seriiloplazmin Bakir ve demir transportu
Galaktoz oksidaz Primer alkollerin aldehite oksidayonu
Tirosinaz Pigmentasyon

Cizelge 2.3.2. Bazi bakir iceren enzimler ve fonksiyonlar1 (Balamurugan ve Schaffner
2006, Zatta ve Frank 2007).

2.3. Bakirin Antikanser flac Potansiyeli

Spesifik hedeflere karsi yiiksek aktiviteye sahip oldugu bilinen ¢esitli metal
komplekslerinin ilag olarak kullanimi ¢alisilmaktadir (Moriuchi ve ark. 1999). Yaygin
olarak calisilan metal komplekslerinden olan bakir biyoesansiyel ve biyo-uygun bir
metaldir (Fei ve ark. 2014). Cesitli metaloenzimlerin kofaktorii olmasi nedeniyle bakir
(IT) insan metabolizmasi i¢in olduk¢a 6nemlidir. Biitiin biyolojik sistemde yaygin olarak
bulunan bakirin, sentezlenen bakir komplekslerinin de biyolojik etkinligi bakimindan

genis spektruma sahip oldugu bilinmektedir.

Kanser hiicre membranlarinin segici gecirgen 6zelligi nedeniyle tiimor hiicrelerinde
bakir birikir. Bu nedenle bir¢ok bakir kompleksinin antikanser aktivitesi ¢alisilmaktadir
(Marzano ve ark. 2009). Bircok arastirma bakir komplekslerinin hiicresel aktiviteyi
inhibe etme potansiyelini ve apoptozu tesvik ettigini gostermektedir (Marzano 2006,

2008, 2009).

Bazi arastirmacilar bakir komplekslerinin sadece solid tiimorlerin biiyliimesini ve
metastazini inhibe ederek tedavi etmesinin yaninda ayni zamanda hayatta kalma
olasiligin1 da arttirdigimi ortaya koymuslardir (Cerchiaro 2005). Yapilan bircok
arastirmaya gore bakir (II) komplekslerinin antikanser ve sitotoksik etkileri, bakir (II)

komplekslerinin kanser tedavisinde umut vaat edici bir aday olduklarini ortaya
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koymaktadir. Insan gogiis kanser hiicreleri MCF-7 (Puszynska-Tuszkanow 2011), insan
karaciger kanser hiicreleri Hep-G2 (Thati 2007), insan bobrek kanser hiicreleri A-498
(Ma 2010), insan rahim agz1 kanser hiicreleri Hela (Kumbhar 2012) gibi insan kanser

hiicreleri ile gerceklestirilen arastirmalar bakirin antitiimor aktivitesini gdstermektedir.

Gokhale ve ark. (2001) vyaptiklar1 calismada, sentezlenen cis-[dikloro(N1-(2-
benzyloxybenzylidene)pyridine-2-carboxamidrazone) bakir (II)] kompleksinin dogal
kristal yapisini incelemistir. Bakir kompleksinin antitimor aktivitesi insan gogis
kanser hiicre hattinda (MCF-7) MTT testi ile belirlenmistir. Diisiik konsantrasyonlarda
kompleks hiicre 6liimiine neden olmaktadir. Bu c¢aligmada bakir kompleksinin 1Csgo
degeri ligandin degerinden dort kat daha az olarak 3 uM bulunmustur. Bu sonug, bakir

bagl ligand kompleksinin potansiyel antiproliferatif aktivitesini gdstermektedir.

Zhao ve ark., CONHCH2CH,;N=CHPy (L) (Py = pyridine) schiff bazli liganda Pt(II),
Pd(II), HgI) ve Cu(Il) baglanmis komplekslerin iki insan kanser hatti T-lenfositik
l6semi hiicreleri MOLT-4 ve insan gogiis kanseri hiicreleri MCF-7 {izerindeki
antikanser potansiyelini arastirmuslardir.  Calisilan  bilesikler icerisinde  bakir
kompleksinin antikanser aktivitesine sahip oldugu ve sudaki yiliksek ¢oziiniirligi
gosterilmistir. Yapilan deney sonucuna géore MCF-7 hiicre hattindaki ICso degeri 73,1
uM olarak bulunmus ve bu degerin sisplatinin 1Cso degerinden (125uM) daha diisiik
oldugu belirlenmistir. Calismaya gore bakir kompleksinin antikanser potansiyeli
oldugu ve sitotoksik aktivitesinin sisplatin ile kiyaslanabilir diizeyde oldugu

gosterilmistir.

Puszko ve arkadaglar1 2-Methyl-4-nitropyridine N-oxide (L1); 2,6-dimethyl-4-
nitropyridine N-oxide (L2); 2,3,6-trimethyl-4-nitropyridine N-oxide (L3) olmak {izere
iic farklh ligand bagli mononiikleer bakir(I) kompleksi sentezlemis ve c¢alismistir.
Sentezlenen serbest ligand ve bakir komplekslerinin antiproliferatif aktiviteleri MCF-7
ve SW-707 hiicre hatlarinda in vitro olarak test edilmistir. Elde edilen ICso sonuglarina
gore metil gruplarinin sayisindaki artis komplekslerin ve serbest ligandlarin
aktivitelerinde diisiise neden olmaktadwr. Bu sonuclar metil grubu icersin ya da

icermesin komplekslerin dikkat ¢ekici sitotoksik etkileri oldugunu gostermektedir.

Ghosh ve ark., [Cu(Pyimpy)(H20)](ClO4)>, [Cu(Pyimpy)2](ClO4)>,
[Cu(Pyimpy)(Cl)2]-2H20, [Cu(Pyimpy)(N3)(ClO4)]2 ve [Cu(Pyimpy)(SCN)(ClO4)]2
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olmak {izere bes farkli bakir kompleksi sentezlemis ve MCF-7, PC-3, HEK-293 hiicre
hatlar1 tizerinde arastirmalar yapmistir. Suda ¢oziinebilen kompleks 1 ve 3’iin siliperoksit
engelleme 06zelligi incelenmistir. Caligilan bes kompleksin de sitotoksik etkisinin
sisplatine gore daha yiiksek oldugu, kompleksler i¢inde ise kompleks 3’iin MCF-7, PC-
3 ve HEK-293 iizerinde en yiiksek etkiye sahip oldugu gosterilmistir.

Zhong-Ying ve ark. [Cull(5-Cl-pap)(OAc)(H20)]-2H>0 genel formiiliine sahip bir bakir
kompleksi sentezlemis ve hiicre canliligini insan goégilis kanseri hiicre hatti (MCF-7)
iizerinde MTT testi uygulayarak arastirmislardir. 24 ve 48 saat sonunda elde edilen 1Cso
degerleri swrasiyla 20.7 uM ve 9.8 uM olarak bulunmustur. Ayni hiicre hattinda
sisplatinin 24 ve 48 saat sonundaki ICso degerleri ise sirasiyla 25.0 uM ve 10.8 uM
olarak bulunmustur. Bu sonuglar bakir kompleksinin MCF-7 hiicrelerini inhibe ettigini
ifade etmektedir. Sentezlenen bakir kompleksinin MCF-7 hiicreleri lizerindeki anti-
proliferatif etkisi klonojenik test ile degerlendirilmis ve MCF-7 hiicrelerinin biliyiimesini
inhibe ettigi belirlenmistir. Yapilan deneyler sonucunda bu ¢alisma bakir kompleksinin

MCF-7 gogiis kanseri hiicreleri lizerinde anti-tiimor etkisi olabilecegini gostermektedir.

Lin ve ark.(2015) Hela ve Hep-G2 hiicrelerinde sentezledikleri 1,2-Bisbenzimidazole-
phenyl Cu(Il) kompleksinin anti-kanser aktivitesini in vitro olarak ¢aligsmislardir. Elde
ettikleri sonucglara gore bakir (II) kompleksinin gii¢lii derecede hiicre proliferasyonunu

inhibe ettigini ve yliksek sitotoksik aktiviteye sahip oldugunu belirlemislerdir.

2.3.3. Bakir ve Fenantrolin

Fenantrolin organik ¢6ziiclilerde ¢oziilebilen heterosiklik organik bir bilesiktir (Luman
ve Castellano 2003). Yillardir fenantrolinden, yapisal ve kimyasal 6zelliklerin en 1yi
kombinasyonunu olusturmak i¢in kimyasal ¢ok amaghh bir esas kisim olarak
yararlanilmaktadir (Sammes ve Yahioglu, 1994). 1,10-fenantrolin selat yapici olarak
gorev yapan bir N-heterosikliktir. 1,10-fenantrolinin metal selat ozellikleri diginda,
metaloenzimlerin uygulamalarinda, supramolekiiler ve anti-kanser 6zellikler gdsteren

metal kompleksler hazirlamak i¢in yapilan yeni ¢aligmalara da olanak saglamaktadir.

1,10-fenantrolin ¢ok disli ligand Ozelligi gosterdiginden, gecis metalleri ve alkali
metallerin pek ¢ogu ile kararli koordinasyon bilesikleri olusturdugundan literatiirde ¢ok

sik calisgilmaktadir. 1,10-fenantrolin ve tiirevleri ligand olarak biyokimya
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calismalarinda, metaloenzimlerin inhibisyonlarinda, yiliksek oksidasyon-rediiksiyon
potansiyeline sahip olmalar1 nedeniyle analitik kimyada yaygin olarak kullanilmakta ve
ozellikle demir iyonlarini tanimada reaktif olarak ve biyo-organik arastirmalarin
gelisimi i¢in yararlanilmaktadir (Chao, H. 1999). Fenantrolin igeren bilesiklerin crown
eter gibi makrosiklik 6zellikteki yapilarla birlestirilmeleri sonucunda degisik metallerle
bu ligandlarin olusturduklar1 kompleksler redoks, fotoredoks ve katalizor olarak

baslatic1 6zellik tagimaktadir (Angeloff, A. 2000).

Son yillarda yapilan calismalar igcerisinde en ¢ok dikkati kimyasal niikleaz fonksiyonu
nedeniyle 1,10-fenantrolin ile bakir (II) metal kompleksleri c¢ekmektedir. 1.10-
fenantrolinin sahip oldugu diizeysel yapi ona DNA ve RNA’ya baglanmay1
kolaylastrmaktadir. Sigman ve ark. gore, [Cu (1,10-phen).]*", tiyol veya H,O»
varhginda Cu” ya indirgenerek, ROS olusumunu katalize eder ve DNA’nin tesadiifi

kesilmesine sebep olur.

Cu™® 1,10-fenantrolin igeren komplekslerin tedavi edici potansiyeli siirekli
gelistirilmektedir (Tardito ve Marchio, 2009). Spesifik bir bakir selatorii olan 2,9-
Dimetil-1,10-fenantrolin (2,9-DMP), ile yapilan in vitro ¢alismada L1210 hiicrelerine
kars1 sitotoksik potansiyeli oldugu belirlenmistir. Bu ¢alisma sonucunda ise bakir-2,9-
DMP’nin P388 murin lenfoma’ya karsi etkileyici bir kemoterapotik aktivitesi oldugu
gosterilmistir (Mohindru 1983).

Ayrica bakir ve fenantrolin kompleksleri ve benzer tiirevleri anti-tiimor, anti-viral ve
kanser hiicrelerine kars1 sitotoksik etkisi gibi 6nemli 6zellikleri nedeniyle calisilmaya

devam edilmektedir (Roy, S. 2010).

Sekil 2.3.3. 1,10-fenantrolinin kimyasal yapisi.
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2.4. Glutamin
2.4.1. Glutaminin Biyolojik Onemi

Viicutta en bol bulunan aminoasit glutamindir. Glutamin, bir amino ve bir amid
grubundan olusur (Souba 1987). Glutamin sentetaz (GS) enzim aktivitesi sayesinde
glutamat ve amonyak birlesimiyle meydana gelmektedir (Austgen ve ark. 1992).
Memelilerin kaninda 0,6-09 mmol/l, iskelet kasinda ise en fazla 20 mmol/L glutamin
bulunabilmektedir. Glutamin serbest olarak kanda, iskelet sisteminde depo edilmis
formda ve kiiciik miktarlarda da akciger ve beyin gibi organlarda bulunmaktadir
(Newsholme ve ark. 2003). Iskelet kasi icerisindeki serbest aminoasit havuzun %60°’1n1
glutamin olusturmaktadir (Bergstrom ve ark. 1974). Geleneksel bat1 diyetinde giinliik
alinmas1 gereken glutamin miktar1 10g’dan az olmamalidir. Cesitli hastaliklar, stres,
kanser gibi glutamin iiretimini etkileyecek bir etken olmadigi durumlarda viicuttaki
glutamin konsantrasyonu belirli bir seviyede tutulmaktadir. Boyle durumlarda almacak
glutamin miktar1 20-40 g arasinda degisebilmektedir (Ziegler ve ark. 1990). Bu
seviyenin korunmasinda glutamin alimi ve atilimi viicuttaki g¢esitli organlar tarafindan
saglanmaktadir. ince bagirsak, post-absorbsiyonda glutamin alimindan birincil sorumlu
organdir. Karaciger, glutamin {iiretici veya tiiketici olarak goérev yapabilmektedir.
Bobreklerde ise glutamin tiiketimi sadece asidoz swrasinda kayda deger seviyeye

gelmektedir.

Glutamin, protein sentezi, hiicresel enerji homeostazisi, purin sentezi, sitrik ve
trikarboksilik ait (TCA) dongiisii gibi ¢esitli biyokimyasal fonksiyonlarin merkezinde
yer almaktadir. Glutamin, transaminasyon boyunca diger amino asitlerden alfa amino
nitrojenin ayrilmasi i¢in gereklidir. Glikojen sentezinin sitiimulasyonunda rol
almaktadir (Berman ve ark. 1998, Hubbard ve Cohen 1993). Ayrica glutamin, hiicre ve
dokularin biiylimesini saglayan oksidatif bir yakittir (newsholme ve ark. 2003).
Amonyagin periferal dokulardan organlara tasmnmasinda bir ara¢ gibi gorev
yapmaktadir. Fizyolojik olarak glutamin ince bagirsakta ve bobrek epitelyum
hiicrelerinde asit-baz dengesini diizenlemek i¢in kullanilir (Brosnan 2003). Fakat
bagisiklik sisteminde yer alan hiicrelerin ve kanser hiicrelerinin ¢esitli metabolik
aktiviteleri i¢in biiylik miktarda glutamin kullanicilar1 oldugu bilinmektedir (Yuneva ve

ark. 2007).
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Hepatositler, viicudun metabolik olaylarinda kullanilmasi i¢in glutamin iiretmektedirler
(Brosnan 2003). Glutamin, glutatyon seviyesini ylikselterek antioksidan savunma
mekanizmasinda ve reaktif oksijen tiirevlerini (ROS) azaltarak hiicrelerin oksidatif

stresten korunmasinda kullanilmaktadir (Hu ve ark. 2010, Le ve ark. 2012).

Son yillarda yogun fiziksel aktivetelerde, viicut gelistirmede kas kiitlesinin artmasini
saglamak i¢cin takviye besin olarak alinmaktadir. Ayrica bagisiklik sisteminin
korunmasi, sindirim sisteminin diizgiin ¢alismasi, piirin pirimidin sentezine Oncii
olmalar1 kas tiretiminin saglanmas1 ve diger viicut fonksiyonlarinda gorev almaktadir.
Glutamin eksikliginin  Ozellikle bagisiklik —sistemini olumsuz etkiledigi ve
enfeksiyonlara karsi viicut direncini azalttigi bilinmektedir. Crohn hastaligy, iilser gibi

bagirsak i¢ ¢eperi zarar goren hastalarda tedavi amaciyla kullanilmaktadir.

2.4.2. Glutamin ve kanser

Kanser hiicre metabolizmasi, biliylime ve proliferasyon olarak ifade edilmektedir.
1920’11 yillarda Otto Warburg tarafindan kanser hiicre metabolizmasi ile normal hiicre
metabolizmasi arasindaki fark belirlenmistir (Kroemer ve Pouyssegur 2008). Sonraki
yillarda bu iki hiicre metabolizmas:1 arasindaki fark ‘Warburg Fenomeni’ olarak
adlandirilmistir. Warburg fenomenine gore, normal hiicreler sadece anaerobik sartlarda
glikolizis yolagmi kullanarak laktat tretmektedir. Timor hiicreleri ise temel besin
olarak glukozu kullanip, aerobik sartlar altinda glikolizis yaparak laktat tiretmektedir.
Bir¢ok tiimor hiicresi aerobik glikolizi kullanmasina ragmen, bazi tiimor hiicreleri de
besinleri oksidatif fosforilasyonla metabolize eder (VanderHeiden 2011). Bu yolaklarla
kullanilan glukozun kanser hiicreleri i¢in tek besin kaynagi olmadigi, yapilan

calismalarla kanserli hiicrelerin glutamini kullandiklar1 belirlenmistir.

Sanford Burnham Tip Arastirmalar1 Enstitiisii'nde yapilan bir ¢alismada arastirmacilar
yeterli glutamin bulunmadiginda melanom hiicrelerinin ¢ogalmasinin durdugunu ve
oldiiklerini kesfetmislerdir. Bu ¢alisma ile arastirmacilar ilk kez glutaminin, melanom
hiicreleri tarafindan nasil metabolize edildigini ve glutamine kars:i isteklerinin TCA
dongiisiiyle nasil ilerledigini gostermislerdir. Glutamin, TCA dongiisiiniin bir bileseni

olan a-ketoglutarat’a metabolize olmaktadir. Enerji elde edebilmek i¢in sitoplazmadaki
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glikolizis diizenlenmesi ve mitokondrideki oksidatif metabolizmasmin timor

hiicrelerinde nasil dengelendigi tam olarak bilinmemektedir (Wang 2010).

Normal hiicrelerdeki glutaminin sahip oldugu fizyolojik ve metabolik rolleri, neoplastik
transformasyon ve kanser siireci i¢in yol gosterici olmaktadir. Kanser hiicrelerindeki
glutamin metabolizmasinin ¢alisilmasi ve aydinlatilmasi, kanser arastirmalari i¢erisinde
en aktif alanlardan biri olarak yer almaktadir. Son zamanlarda yapilan arastirmalara
gore kanser hiicrelerinin enerji metabolizmalar1 ve hiicre i¢i glutamin kullanimidaki
degisiklikler malignant bir fenotipi isaret etmektedir. Melanom hiicrelerinin glutamine
duyduklar1 ihtiya¢ normal melanositlerin besin gereksinimlerinden farklidir ve saglikl
melanositleri tlimorijenik hale gelecek sekilde doniistiiren BRAF, NRAS ve p53 gibi
DNA mutasyonlarindan tamamen bagimsizdir. Yapilan caligma ile melanom hiicre
dizileri ile metabolomik teknolojisinin kombinasyonunu kullanarak glutamin ve
glutamin tiirevlerinin TCA dongiisiine hem giris hem de ¢ikisini yoneten ana enzim
yollar1 ortaya konmustur. Bu bulgular, potansiyel olarak besinsel miidahaleler veya
glutamin alim inhibitorleri yoluyla tiimorlere glutamin rezervini smnirlayan bir tedavi

stratejisi i¢in rasyonel gerekceyi ortaya koymaktadir.

Cogalmakta olan kanser hiicreleri normal hiicreler ile glutamin i¢in rekabet etmektedir
(Medina ve ark. 1992). Bu da glutamin metabolizmasidaki belirgin degisikliklerin
timor gelisimine isaret olabilecegini gostermektedir. Hastaligin erken teshisi ve hastaya
dogru tedavi uygulanmasina olanak vermektedir. Normal hiicre ve kanser hiicresi
arasindaki glutamin i¢in yapilan rekabet ve in vitro kiiltlirde bliyiliyen kanser
hiicrelerinin glutamin gereksinimi, kanser hiicre prolifreasyonunda glutaminin ana
enerji kaynagi rolii olduguna dair ampirik kanit niteligi tasimaktadir. Fibrosarkomalarla
yapilan in vivo ¢alismalarda normal hiicrelere kiyasla kanser hiicrelerinin 5-10 kat
yiiksek glutamin tiiketimi oldugu gosterilmistir (Bode ve ark. 1995). Kanser
hiicrelerinde metabolizmanin yeniden programlanmasi glutamin alimimni ve kullanimini
kolaylastirmaktadir. Hiicre replikasyonu ve biiylimesi icin gerekli metabolik ara
maddelerin iiretilmesinin ilk adimlarindan biri glutamini, glutamat ve amonyaga
doniistiiren fosfot bagl glutaminaz’dir. Glutaminolizisin meydana gelmesini saglayan
cogalan kancer hiicreleri i¢in gerekli metabolik ara maddelerin {iretimini tesvik
etmektedir. Hiicresel uyarilarin A dizisi, kanser hiicrelerine glutamin bulunmasmni

saglamaktadir. Bu sistemler membran tasiyici sistemleri, sistem A, sistem alanin serin
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ve sistein (ASC) normal hiicreleri rekabetinde kanser hiicrelerin glutamin transferinde
onciil rol oynamaktadir (Christensen 1990, Souba ve Pacitti 1992). Normal hiicrelerde
sistem a glutamin tasiyicisinin normal represyonu neoplastik trasformasyondan sonra

baskilanmasi durmaktadir (Boerner ve Saier 1985).

Hayvan deneylerinde hizla biliyliyen kanser hiicreleri ile kandaki glutamin
konsantrasyonu diisiisii arasinda ters bir iligki vardir (Rivera ve ark.1988, Pacitti ve
ark.1992). Cogalmakta olan kanser hiicrelerinin glutamini orantisiz kullanmas1 6zellikle
glutamin dengesinin saglandig1 iskelet kaslari, bagirsak, karaciger ve akciger gibi
organlarda adaptif degisikliklere neden olur (Sekil 2.4.2). Ornegin artan tiimér yiikiiniin
neden oldugu kandaki diisiik glutamin seviyesi GS enziminin aktivitesinin artmasina
neden olur. Mekanizmanin dengesindeki bdyle bir degisim iskelet kasinda onemli

miktarda glutamin eksikligine neden olur.

Son yillarda kanser hiicresinin metabolik yolaklarinda bulunan molekiiller ile yapilan
calismalarin kanser tani ve tedavisi bakimindan olduk¢a 6nemi oldugu bilinmektedir.
Ozellikle aerobik glikolizisin anahtar metabolik kontrol noktalarinin hedef almmasi,
efektif kanser tedavisine yardimci olabilecegi diisiiniilmektedir. Niikleer magnetik
resonans (NMR) spektroskopik analiz ile yapilan bir ¢calismada glioblastoma hiicre
kiiltiiriine izotop isaretli glukoz ve glutamin eklenmis ve kanser hiicrelerinde TCA i¢in
anaplerotik karbon kaynagmin glutamin oldugu tespit edilmistir (Deberardinis ve ark.
2007). Bir kemoterapi ajani olan paclitaxel periferal noropatiye halsizlige yol
acabilmektedir. Vahdat ve ark. (2001), yaptilar1 calismada, 4 giin siiresice 45 kanser
hastasina giinde 3 kez 10 gr glutamin takviyesi yapmislardir. Glutamin takviyesi alan
hastalar ile almayan hastalar karsilastirildiginda, alan hastalarda periferal néropatide
onemli bir azalma goriilmiistiir. Uyusma ve motor becerilerindeki zayiflamalarda
gerileme, giinliik aktivitelerde ise basar1 kaydedilmistir. Bu c¢alisma ile glutaminin
kemoterapotiklerin meydana getirdigi komplikasyonlara karst da etkili oldugu
gosterilmektedir. Neoplastik transformasyonun desteklenmesindeki ve kanser
siirecindeki glutamin metabolizmasmin kritik rolii arastirmacilar tarafindan ilgi
cekmektedir. Glutamin ve glutamin metabolize edici enzimleri kanser hiicrelerinin
kontrolsiiz boliinmesini desteklemesi ve enerji lretiminin merkezinde yer almasi

nedeniyle antikanser terapisinde umut vaat edici olarak gosterilmektedir.
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Sekil 2.4.2. Saglikli ve kanser hastasi bireylerin organlarinda glutamin metabolizmasi
(Hensley ve ark.2013)

2.5. Anti-kanser Cahsmalarinda Sitotoksisite, Genotoksisite ve Oksidatif Hasar

Belirleme Metodlari
2.5.1. Hiicre Canhilik Testleri

Hiicre canlhilik ve sitotoksisite testleri, ilaglarla yapilan c¢alismalarda sikca
kullanilmaktadir. Son yillarda hiicre kiiltiirlerinde hiicre canliligi ve proliferasyonu
calismalarinda kullanilmak amaciyla bircok metot gelistirilmistir (Cook ve Mitchell
1989). Biiyilk miktardaki orneklerin dogru, hassas ve kaliteli Olgiilebilmesi i¢in
gelistirilen bu metodlarda radyoaktif materyallerin kullanim1 biiyiik dezavantaj olarak

goriilmektedir.

1950’lerde tetrazolium kesfedilmistir (Goodwin ve ark. 1995). 3-(4,5-dimetiltiazol-2-
yl)-5-(3-Karboksimethoksiphenil)-2-(4-sulfophenil)-2h-tetrazolium (MTS), sodyum 4-
(3-(4-Iodophenil)-2-(4-nitrophenil)-2h-5-tetrazolium)-1,3-benzen  disulfonat (WST-1)
ve Sodyum 2,3-bis-(2-methoksi-4-nitro-5-sulfophenil)- 2h-tetrazolium-5-carboxanilide
(XTT), 3-(4,5-dimetiltiyazol-2-yl)-2,5-diphenil-2h-tetrazolium bromid (MTT) gibi
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cesitli tetrazolium tuzlar1 tanimlanmistir (Goodwin ve ark. 1995, Hamasaki ve ark.
1996).  Tetrazolium tuzlari, uzun yillardir histokimyasal ¢alismalarda ve hiicre
biyolojisi testlerinde kullanilmaktadir (Atman 1976, Berridge ve ark. 2005). XTT hiicre
proliferasyon testi ilk olarak 1988 yilinsa Scudiero ve ark. tarafindan kanser hiicre
hatlarinda kesfedilmistir (Scudiero ve ark. 1988). XTT, hiicre proliferasyonunda,
sitotoksisite ve apoptosis testlerinde etkili olarak kullanilmaktadir. Parlak turuncu rengi
almadan 6nce XTT, renksiz ya da hafif sar1 renkte bir bilesiktir. Bu renk degisimi
pozitif yiiklii dordiinciil tetrazol halkasinin pargalanmasi ile gergeklesmektedir

(Berridge ve ark. 2005).

Canlilik ve proliferasyon, canli hiicrelerdeki mitokondriyal dehidrojenaz enzim
varligima dayanmaktadir (Sekil 2.5.1.) Bu enzim varliginda, MTT testinde olusan
formazan mor (Abe ve Matsuki 2000), XTT testinde iiretilen formazan turuncu renk
vermektedir (Roehm ve ark. 1991). Formazan olusumu i¢in ihtiya¢ duyulan elektron
eslesmesi icin genelde fenazin methosulfate (PMS) kullanilmaktadir (Roehm ve ark.
1991). Uretilen formazan miktar1 spektrofotometre ile olciilerek hiicre canlhilig

belirlenmektedir (Zhu ve ark. 2004).

NO2 mitokondriyal
XTT tetrazolium dehidrojenaz XTT formazan

Sekil 2.5.1. XTT testi (anonim 2010).

2.5.2. Komet Testi

Kromozom ve DNA yapisinda, genotoksinlerin meydana getirdigi hasarlar genetik
toksisite olarak ifade edilmektedir. Gen mutasyonlari, kromozom anormallikleri veya

DNA kiriklar1 seklinde hasarlar olusabilmektedir. Meydana gelen bu hasarlarin
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infertilite, dogum defektleri, kanser gibi bircok genetik ve multifaktdriyel hastaligin

olugsmasima neden oldugu bilinmektedir.

Genotoksisite testleri, kimyasal ve fiziksel ajanlarin mutajenitelerinin belirlenmesi ve
bu ajanlarin karsinojenik potansiyellerinin tahmin edilebilmesi i¢in kullanilmaktadir.
Ik olarak 1970’lerde kullanilmaya baslanan genetik toksisite testleri gesitleri giiniimiize
kadar oldukca gelistirilmistir (Bedir ve ark. 2004). Karsinojenik ve mutajenik
potansiyele sahip maddelerin tespitinde ames testi, komet testi, kromozom
anormallikleri (KA) testi, kardes kromatit degisimi (KKD) testi ve mikroniikleus (MN)

testi en yaygin kullanilan genetik toksisite testleridir.

Ik kez 1978 yilinda Rydberg ve Johanson tarafindan spesifik hiicrelerde DNA hasar1
belirlenmistir. Alkali sartlar altinda lam {lizerinde bulunan agaroza goémiilii hiicrelerin
lize edildikten sonra notralize edilip, akridin oraj ile DNA boyanmasi ve olusan kirmizi-
yesil floresans oranin hesaplanmasi1 ile gergeklestirilen bu teknik c¢ok fazla
kullanilmamistir (Fairbain ve ark. 1995). Bu teknik 1984 yilinda Ostling ve Johanson
tarafindan gelistirilerek “Microgel Electrophoretic Technique” olarak ifade edilmistir.
“Single Cell Gel Electrophoresis” (SCGE) teknigi ya da “Komet Testi” olarak da

adlandirilmaktadir.

Gelistirilen bu teknikte agaroz kapli lamlar icerisine hiicreler gomiildiikten sonra yogun
tuz ve deterjan bulunduran lizis ¢ozeltisinde membranlarin parcalanmasi saglanir.
Sonrasinda notr pH’a sahip ortamda elektroforez uygulanir. Zincir kirig1 bulunduran
DNA, saglam DNA’ya gore daha hizli go¢ eder ve etidyum bromiir ile boyandiktan

sonra floresan yogunlugu, floresan mikroskobu ile degerlendirilir.

Daha sonraki yillarda yapilan c¢alismalarda notr pH ortaminda gerceklestirilen
elektroforezin sadece c¢ift sarmal kiriklarini tespit ettigi, tek sarmal kiriklarmin tespit
edilemedigi anlasilmistir. Bu sorunu 1988 yilinda Singh ve ark. elektroforezi kuvvetli
alkali ortamda (pH >13) uygulayarak ortadan kaldirmislardir. Bdylece giliniimiizde
yaygin olarak kullanilan genotoksisite testleri arasinda yer alan, tek ve ¢ift zincir
kiriklarinin tamamini taniyabilen alkali komet testi ortaya ¢ikmistir (Singh ve ark.

1988).
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Eger DNA kirik iceriyorsa, gevsemis ve kirilmig DNA fragmanlar1 nedeni ile elektrik
yik kazanmis olan DNA, c¢ekirdekten anoda dogru go¢ ederek kuyruklu yildiz
goriinimiinii  olusturmakta, bu nedenle hasarli hiicrelere komet adi verilmektedir.

(Ertiirk 2001).

Mutajenlerin neden oldugu DNA hasarmin belirlenmesinde, kanser hastalarindaki DNA
hasarmin derecesinin belirlenmesinde ve bircok hastalifin prenetal tanisinda
kullanilmaktadwr. Tiim okayotik hiicrelerde kullamilabilir olmasi, hizli ve ucuz bir
yontem olmasi, fazla ekipman gerektirmemesi, diisiik hasar seviyelerini bile 6l¢cebilmesi
gibi avantajlar1 komet testinin yaygm olarak kullanilmasina neden olmaktadir (Ostling

ve Johanson 1984, Choy 2001).

Komet testinde yapilan islemler ¢alisilan laboratuarlara gore farklilik gosterse de Tice
ve ark. (2000) komet testinin genel basamaklarini hiicrelerin izolasyonu, lamlarin
hazirlanmasi, lizis, DNA sarmalinin ¢oziilmesi, elektroforez, nétralizasyon, boyama ve

degerlendirme olarak siralamislardir (Sekil 2.5.2.).

@

{Hicre, Doku, Dolku kilran) (Hitcrelerin LA iperminde sispanse sdilmesn)

1. Hiicrelerin Izolasyonu 2. Slavtlarm Hazwrlanmas

=00 ma
30 ok
ok

3. Lizis
4.DXA Sarmahmn Céziilmesi
5. Elektroforez

L

Hasarh DHNA Hagarsz DA

6. Nitralizsvon

- 8.Degerlendirme
7.Bovama

Sekil 2.5.2. Komet testi genel basamaklar1 (Tice ve ark. 2001)
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2.5.3. ROS Testi

Yapisinda en az bir tane eslesmemis elektron bulunduran reaktif karakterdeki atom veya
molekiiller serbest radikaller olarak ifade edilmektedir (Ozdem 1994, Onat 2006). Bu
eslesmemis elektron biiyiik bir reaktiflik kazanarak protein, lipid, DNA ve niikleotid,
koenzimler gibi bircok biyolojik materyale zarar vermektedir. Meydana gelen bu
hasarlarin yaglanma, kalp-damar hastaliklari, ¢esitli kanser tiirleri, katarakt, bagisiklik
sisteminde zayiflama, sinir sistemi dejeneratif hastaliklar1 gibi bir¢ok hastaliga sebep
oldugu bilinmektedir (Diplock 1998). Serbest radikaller, viicutta metabolizma sirasinda
meydana gelen son derece etkin kimyasal tiriinlerdir. Biyolojik sistemlerdeki en 6nemli
serbest radikaller, oksijenden olusan radikallerdir ve bunlara reaktif oksijen tiirleri
(Reactive Oxygen Species, ROS) adi verilmektedir (Giilbahar 2007). Viicuda alinan
oksijenin yaklasik %3-5’1 oksijen serbest radikallerine cevrildigi i¢in ROS hiicrede

devamli tiretilmektedir (Colleen ve ark. 2007).

Serbest radikaller, hiicrelerde endojen ve ekzojen kaynaklara bagli olarak meydana
gelmektedirler. Endojen kaynakli etmenler, organizmada normal olarak meydana gelen
oksidasyon ve rediiksiyon reaksiyonlar1 ile olugsmaktadirlar. Ekzojen kaynakli etmenler
arasinda stres, viriisler, enfeksiyon, parakuat, alloksan gibi kimyasallari etkisi altinda
kalma, pestisidler, parasetamol gibi ila¢ toksikasyonlari, iyonize ve ultraviyole
radyasyon, hava kirliligi yapan fitokimyasal maddeler, sigara dumani, solventler gibi
cevresel faktorler, sisplatin, nitrofurantoin, bleomisin, doksorubisin ve adriamisin gibi
antineoplastik ajanlar, hiperbarik oksijen, trisiklik antidepresanlar, demir, bakir,
kadmiyum, nikel, krom, civa gibi metal iyonlari, asbest lifleri, mineral tozlar, ozon,
karbon monoksit, silika, aflatoksin B1 ve poliklorlubifenil (PCB)’ler sayilabilmektedir
(Fraga ve ark. 1990, Halliwell 2000, Williams ve Jeffrey 2000, Ates ve ark. 2004,
Burcgak ve Andican 2004, Siomek ve ark. 2006).

Serbest radikaller normalde radikal parcalayan antioksidan sistemlerle ortadan
kaldirilmaktadir. Fakat hem antioksidan mekanizmalarin yetersiz kalmasi sonucu hem
de cesitli nedenlerle reaktif oksijen tiirlerinin artmasi, oksidatif stres ad1 verilen bir dizi
patolojik olayr meydana getirmektedir. Oksidatif stresin, farkli mekanizmalar ile DNA
iizerinde baz ve seker modifikasyonlari, tek ve ¢ift zincir kiriklari, DNA-protein ¢apraz
baglanmasi1 gibi bir takim lezyonlara neden olarak hasara yol ag¢tigi bilinmektedir

(Williams ve Jeftrey 2000, Cooke ve ark. 2003).
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Cekirdek DNA’s1 gibi mitokondriyal DNA (mtDNA)’da da oksidatif hasar olusabildigi
bilinmektedir. Cekirdek DNA’smin tersine mtDNA mitokondride serbest radikal
olusturan bolgelere ¢cok yakimn yerlesim gosterir ve histonlar tarafindan korunmaz (Lim
ve ark 2005). Memeli hiicrelerindeki en 6nemli ROS kaynaklarindan biri mitokondriyal

elektron tagima zinciridir (Hofmann ve ark. 2003).

Oksidatif DNA hasar1 birgok yontemle belirlenebilmektedir. Ancak bu tekniklerin ¢ogu
ile yalnizca bir hasar iriinii Olgiilebilmekte, bunun yaninda kiitle spektrometrik
tekniklerle ise hem tanimlama hem de olusan baz hasar {iriinlerinin miktar tayini

yapilabilmektedir (Dizdaroglu ve ark. 2002).

Son yillarda hiicre DNA’larinda gergeklesen oksidatif baz hasarmi tanimlamak
amaciyla c¢ok sayida kimyasal ve biyokimyasal test gelistirilmistir. Cesitli DNA
hasarlarinin  dl¢limiinde analitik teknikler, immunokimyasal teknikler, kapiller
elektroforez, tek hiicre jel elektroforezi (Komet Testi), alkalin eliisyon testi ve

kromatografik teknikler (HPLC-ECD, GC-MS, LC-MS, LC-MS-MS) kullanilmaktadir.

Yiksek Basin¢lt Sivi Kromatografi - Elektrokimyasal Detektor (HPLC-ECD)
kullanilarak kantitatif 8-OHdAG analizi, oksidatif DNA hasarinin tespitinde son derece
duyarli, secici ve laboratuvarlarda en sik kullanilan yontemlerde biri olarak yer
almaktadir. Bu teknik DNA’daki enzim hidrolizini takiben olusan 8-OHGua ve 8-
OHAG niikleozidlerini 6lgmektedir. Bu metod ile 8-OHdG 20 fmol (femtomol)’e kadar
Olciilebilmektedir (Guetens ve ark. 2002, Shigenaga ve Ames 1991).

Serbest radikallerin neden oldugu DNA baz hasarlar1 tespitinde yaygin olarak kullanilan
diger bir kromatografik teknik ise Gaz Kromatografisi-Kiitle Spektrometresi (GC-
MS)’dir. Kullanilan 6l¢iimler igerisinde GC-MS, in vitro ya da hasara ugramis DNA’da
ve dogrudan kromatinin kendisinde, dort bazda da olusan hasar iiriinlerinin
belirlenmesine olanak saglayan tek teknik olarak yer almaktadwr (Yokus ve Cakir
2002). Ayrica GC-MS, DNA onarim enzimlerinin eksizyon kinetigini ve hiicresel DNA
onarim diizeyini 6lgmede kullanilabilmektedir. GC-MS ile analizde oncelikle DNA,
saglam ve modifiye bazlar1 elde etmek i¢in asitle hidrolize edilmeli veya saglam ve
modifiye niikleozidleri elde etmek i¢in endo ve ekzoniikleazlarla muamele edilmesi
gerekmektedir. Elde edilen hidrolizatlar trimetilsilil ¢ozeltisiyle tiirevlendirilip ugucu

formlarina doniistiiriilerek analizleri yapilmaktadir. GC-MS’ in, tiirevlendirme islemi
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sirasinda guaninin de aralarinda bulundugu bazlardan bir bolimiinde yapay

oksidasyonlarin olugmasina neden olmas1 dezavantaji olarak bilinmektedir.

Hiicrelerde bulunun serbest radikali 6l¢mek icin ¢esitli metotlar bulunmaktadir. En basit
uygulanabilir tekniklerde kemiliiminesans luminol (Mellqvist ve ark. 2000) ve lusigenin
(Gyllenhammar 1987), sitokrom c¢ (Dahlgren ve Karlsson 1999), demir iyon
oksidasyon-xylenol turuncu (Nourooz-Zadeh 1999) ve DCFH-DA (Ottonello 2001),
gibi hiicre membranin da gegebilen floresanslar ve kemiliiminesan problar
kullanilmaktadir. Bu tekniklerden en c¢ok kullanilani ise hiicrenin redoks durumunu
dogrudan olcebilmeyi saglayan 2°-7’- diklorodihidrofloresan diasetat (DCFH-DA)’tir.
Ik olarak Valkonen ve Kuusi tarafindan gelistirilen bu teknigin birgok avantaji
bulunmaktadir (Valkonen ve Kuusi 1997). Uygulamasi kolay, ucuz, hiicrenin redoks
durumuna kars1 olduk¢a duyarli olmasi ve zamana bagli ROS degisikliklerinin takip
edilmesine olanak vermesi testin en 6nemli avantajlar1 arasinda yer almaktadir. DCFH-
DA, hiicre membranindan kolayca gecebilen, non-floresan, oksidatif stres igin
kullanilan hiicre i¢i bir maddedir (Bass ve ark. 1983). DCFH-DA ile serbest radikalin
oksidasyon reaksiyonu sonucu DCFH-DA diklorofloresin (DCF)’e doniismektedir. DCF
yaklagik 504nm’de absorbansi olan yiliksek bir floresandir. 480 nm’de uyarilip 526
nm’de emisyon yapmaktadiwr. Bu o0zelligi DCF’ye hem florometrik hem de
spektrometrik olarak Olgiilebilme avantaji saglamaktadir (Royall ve Ischiropoulos

1993).
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3. MATERYAL VE YONTEM

Bu c¢alismada yeni sentezlenen bakir (II) kompleksinin, [Cu (5-nitro-1-10-fenantrolin)
(L-glutamin) (H20)] ClO4.H>O, Beas-2B insan brons epitel hiicre hatti, A549 insan
akciger kanseri hiicre hatti, Caco-2 insan kolon kanseri hiicre hatti ve MCF-7 insan
meme kanseri hiicre hattinda XTT testi ile anti-kanser aktiviteleri gosterilmistir. Bakir
kompleksinin genotoksik etkileri komet testi ile degerlendirilmistir. Hiicre i¢i ROS

seviyesi ROS testi ile degerlendirilmistir.

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

Cizelge 3.2°de gosterilmistir.

Cizelge 3.1. Calismalarda kullanilan ekipmanlar.

Ekipman

Marka/Model

Etiv

BINDER - CB 150

Sogutmali santrifiij

SIGMA-2-16PK

Laminar akim kabini

BERNER

Hassas terazi

SHIMADZU-AUW220D

Kaba terazi

RADWAG-WTB2000

Pastor firini

Elektro.mag-M3025P

Invert mikroskop

SOIF

Floresan mikroskop

NIKON-ECLIPSE 801

Isik mikroskobu

NIKON-ECLIPSE E100

Komet yazilimi

Kameram 21

Elektroforez gii¢c kaynagi

PeqlLab-Regpower 300

Elektroforez tanki Cleaver Scientific
Mikroplaka okuyucu Bio Tek, ELx800 U.S.A
Azot tanki INT. CRYOGENICS — IC 20R
Ph metre HANNA — HI 221

+4 buzdolabi REGAL

Manyetik Karistiric ISOTEX

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

-80 derin dondurucu ELCOLD
Karistirici-1sitict M TOPS MS300HS
Hiicre sayim cihazi CEDEX XS

Distile su cihazi

MP MINI PURE — DEST UP
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Cizelge 3.2. Calismada kullanilan sarf malzemeler.

Sarf Malzeme Firma/ Katalog No

Serolojik pipet COSTAR

Serolojik pipet tabancasi BIOHIT-MIDI PLUS/ Dragon MED Levo plus
Steril 15 ml’lik tiipler ISOLAB

Steril flasklar (T-12,5, T-25 ve T-75) NEST BIOTECHNOLOGY
RPMI-1640 (500 ml) PAN BIOTECH/ P04-22100
Penisilin-Streptomisin SIGMA/ P0781

L-Glutamin (100 ml) SIGMA/ RNBB4386

Fetal-Bovine serum PANBIOTECH/ P30-1985

Sodyum piriivat (100 ml) PANBIOTECH/ P04-43100

EDTA disodium salt CARLO ERBA/ 303201

DPBS PANBIOTECH/ P04-36500

Etanol MERCK

NaCl MERCK/ 7647-14-5

NaOH SIGMA/ S8045-1 KG

Triton X-100 GERBU/ 34021300

Lowmelting Agaroz SIGMA/ A9414-25G

Normal Agaroz SIGMA/ A9539-100G

DMSO MERCK/ K39661843
Tripsin-EDTA GIBCO/ 1304898

DCFH-DA ( ROS Kit) Cell Biolabs’OxiSelect™ / 59342021
Hiicre proliferasyon kiti BIOLOGICAL INDUSTRIES/1548576

3.2. Kullanilacak Hiicre Hatlan
Tez calismasinda Beas-2B insan brons epitel hiicre hatti, A549 insan akciger kanseri
hiicre hatt1, Caco-2 insan kolon kanseri hiicre hatt1 ve MCF-7 insan meme kanseri hiicre

hatt1 kullanilmistir.

3.2.1. Hiicre Kiltiirii

Beas-2B, A549, Caco-2 ve MCF-7 hiicre hatlar1 75 cm? kiiltiir flasklarinda, RPMI-1640
medyum (icerisine S0ml FCS, 6ml penisilin, 3ml L-glutamin ve 6ml sodyum piriivat
ilave edilerek hazirlanan) ile beslenmistir. Karbondioksitli inkiibatérde (%5 COz + %95
02), 37°C’de ve nemli ortamda tutulan hiicrelerin medyumlar1 haftada iki defa
degistirilmistir. Hiicreler konfluent oldugunda, calisma Oncesinde tripsin-EDTA
soliisyonu kullanilarak flasklardan kaldirilan hiicreler, c¢alisilacak test i¢in uygun hale

getirilmistir.
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3.3. Kullanilan Kompleksler

Bu calismada yeni sentezlenen bakir (II) kompleksi, [Cu(5-nitro-1-10-fenantrolin)(L-
glutamin)(H20)]Cl04+.H,O  kullanilmistir.  Kompleksler  hazirlanan  besiyerinde
¢Oziilmiistiir. Bu bakir komplekslerinin yapisina katilan ligant ve bakir kompleksinin

yapist Sekil 3.1.°de verilmistir.

H,oN OH
NH,

Sekil 3.3. L-glutamin molekiiler yapisi

Sekil 3.3.1. Fenantrolin molekiiler yapist

Sekil 3.3.2. [Cu(5-nitro-1,10-fenantrolin)(L-glutamin)(H>0)]C104.H>O kompleksinin
kristal yapisi.

36



3.4. XTT Testi

Hiicreler 75-cm?’lik flasklarda yaklasik 1 hafta boyunca ¢ogaltilmistir. Ureyen hiicreler
96 kuyucuklu platelere ekilmistir. A549 ve Beas-2B hiicre hatlar1 i¢in her bir kuyucuga
5x10° hiicre, Caco-2 ve MCF-7 hiicre hatlar1 igin her bir kuyucuga 8x10° hiicre
ekilmistir. 37 °C ve %5 CO? ortama sahip inkiibatorde 24 saat inkiibe edildikten sonra
0,1 uM ile 25,6 uM arasinda degisen konsantrasyonlardaki bakir kompleksi hiicrelere
ekilmistir. 24 saat maruziyetten sonra inkiibatorden aliarak besiyeri aspire edilmis ve
100 pL yeni besiyeri eklenmistir. Her bir kuyucuga karanlik ortamda aktive olmus 50
uL XTT solusyonu eklenmis ve 4 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda
mikroplaka okuyucu ile 450nm’de absorbans Ol¢lilmiistiir. Blankler ¢ikarildiktan sonra
1C7s5, ICso, 1Cas, IC125 dozlart (1- A muamele grubu / A kontrol) x 100 formiili
kullanilarak hesaplanmistir. Y eksenine doz, X eksenine canlilik olan dagilim grafigi
cizilmistir. Daha sonra grafik iizerinde dogrusal 3 nokta segilerek egilim c¢izgisi
eklenmistir. Egilim ¢izgisinin formiiliinde y yerine 75, 50, 25 ve 12,5 yazilarak siras1 ile

1C7s, ICso, 1Cas, ICi2,5 dozlar1 hesaplanmistir.

Kimyasallarin Hazirlanmasi:

Kullanilacak kimyasallar deneyden hemen 6nce su banyosunda 37 °C’de isitilmistir.
XTT o6l¢im soliisyonunu hazirlamak icin XTT aktivatoriine, elektron baglama
soliisyonu eklenmistir (1:50 hacim oraninda). 96 kuyucuklu plate i¢in 5000 pL XTT

soliisyonuna ve 100 pL elektron baglama soliisyonu eklenmistir.

3.5. Komet testi
Komet testi, hiicrelerin low-melting agaroz soliisyonuna gdmiilmesi, hiicrelerin lizisi,
alkali ortamda (pH > 13) ¢ift zincirli DNA’nin zincirlerinin ayrilmasi ve elektroforez

asamalarindan meydana gelmektedir.

Lamlarin agaroz jel ile kaplanmasi:

100ml distile suda 0,75g normal agaroz kaynatildiktan sonra mikroskop lamlar1 bu
cozeltide 30 saniye bekletilmistir. Sonra c¢ikarilip altlar1 temizlenip kurumaya
brrakilmistir. Kuruduktan lamlar rodajh kisimlarindan etiketlenmis ve kullanima hazir

hale getirilmistir.
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Komet testi protokolii:

1. Igerisinde 3 ml besi yeri bulunduran 25 ¢m2’lik flasklarda bulunan hiicreler 24 saat
boyunca farkli dozlarda bakir (II) kompleksine maruz birakilmistir. 24 saatlik maruziyet
sonunda hiicrelerin tripsin ile yiizeyden kaldirilmasi saglanmis 3-5 dakika icerisinde
3ml besiyeri eklenerek tripsin notralize edilmistir. Flasklardaki hiicreler falcon tiiplerine
almarak 5’er dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij sonras1 pellet olarak kalan hiicreler
tyice karistirilmastir.

2. Hiicreleri jel igine gdmmek i¢in, diisiik erime noktasi olan agaroz (Ima) kullanilarak
jel hazirlanmigtir. 0,065 gr LMA tartilmigs ve 10 ml PBS icinde 1sitilarak jel haline
getirilmistir.

3. Eppendorf tiiplere 250 ser pl lma aktarilmistir. Bu eppendorf tiipler 37 °C’de
bekleyen sicak su banyosuna yerlestirilmistir.

4. Seyreltilen hiicre pelletlerinden 100 pl ¢ekilmis, su banyosunda bekleyen ve i¢inde
250 pl Ima jeli bulunan eppendorf tiiplerine aktarilmistir. Jel ve hiicre siispansiyonu
lyice pipetaj yaparak karistirilmastir.

5. Karistirilan jel ve hiicre karisimindan 50 pl ¢ekilmis ve lam tizerine yayilmistir. Her
calisma grubu kendi laminin {izerine yayilmistir.

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

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

8. 15 dakika sonunda lamlar iizerindeki lameller ¢ikarimistir.

9. Lizis islemi baglatilmistir. Lamelleri ¢ikmis olan lamlar aliminyun folyo ile sarili
salelere dizilmis ve saleler lizis soliisyonuna ile doldurulmustur. Lamlar saleler i¢inde 1
gece boyunca karanlikta ve +4 °C’de bekletilmistir.

10. Ertesi glin lamlar lizis soliisyonundan ¢ikarilmis ve elektroforez tankina dizilmistir.
11. Tanklar yiiriitme tamponu ile doldurulmus ve lamlar 30 dakika elektroforez
tamponu i¢inde bekletilmistir. Bu asamada DNA sarmallarinin agilmasini
saglamaktadir.

12. Yiirtitme islemi 450 mA ve 25V’da, 30 dakika gerceklestirilmistir.

13. Yiiriitme islemi tamamlandiktan sonra lamlar tanktan ¢ikarilip aliiminyum folyo ile
sarili salelere konulan nétralizasyon tamponuna daldirilmistir ve 5 dakika lamlar

tampon igerisinde bekletilmistir.
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14. Notralizasyon islemi sonrasinda lamlar tampondan ¢ikarilip komet i¢in +4 °C’de

sogutulan distile suya daldirilip yikanmis ve kurumasi beklenmistir.

Boyama islemi

20 pg/ml konsantrasyonlu etidyum bromiir boya soliisyonundan enjektor ile 0,05 ml
cekilerek ve 40 ml distile su olan falcona eklenmistir. Her bir lam hazirlanan boya
icerisinde 1 dakika bekletilmistir. Boya damlatildiktan sonra lamlar lamellerle

kapatilip, mikroskobik inceleme i¢in hazirlanmistir.

Mikroskobik inceleme

Sayim ve degerlendirme islemleri sirasinda florsan mikroskop kullanilmis ve kameram
21 programindan yararlanilmistir. Boyanan lamlara mikroskopta bakilmis ve her farkli
dozdan 100 tane hiicre elde edecek sekilde fotograflar1 ¢ekilmistir. Bagimsiz iki tekrar
halinde yapilan testte kameram 21 analiz programi kullanilarak komet uzunlugu, kuyruk
uzunlugu, kuyruk moment uzunlugu verileri elde edilmistir. Elde edilen veriler SPSS

IBM 23 istatistik programi kullanilarak degerlendirilmistir.

3.6. ROS Testi

Hiicreler 200 pl besiyeri eklenen siyah plateler ekilmis ve 24 saat kiiltiire edilmistir. 24
saat sonunda besiyeri aspire edilip her bir kuyucuk 200 ul PBS ike iki kez yikanmustir.
Hiicrelere besiyeri icerisinde ¢ozdiiriilen DCFH-DA ¢o6zeltisinden 100 pl eklenerek 2
saat inkiibe edilmisitir. Inkiibasyon sonunda hiicreler ikiser kez PBS ile yikanmis ve her
bir kuyucuga 200 pl sadece RPMI konulmustur. Calisan bakir kompleksinin IC7s, 1Cso,
ICasve IC125 dozlar1 ile muamele edilmistir. Platenin dort bir tarafina hazirlanan DCF
standartlar1 ve 3 kuyucuga da inkiibasyon siirecinde hiicrelerin kurumasimi 6nlemek
amaci ile steril su eklenmistir. Pozitif kontrol olarak H>O» kullanilmistir. Absorbanslar
480nm/530nm’de florometrik plaka okuyucuda okunmustur. ROS degerleri
standartlardan yararlanilarak ¢izilen dagilim grafiginin egim formiilii ile hesaplanmustir.
Deney ikiser tekrarhi gerceklestirilmistir. Istatistiksel analizler SPSS IBM 23 istatistik
programi kullanilarak Mann-Whitney U testi ile ger¢eklestirilmistir.
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4.BULGULAR
4.1. XTT Bulgulan

XTT testinden elde edilen bulgular Cizelge 4.1.’de gosterilmistir. Sentezlenen bakir (II)
kompleksinin [Cu(5-nitro-1-10-fenantrolin)(L-glutamin)(H>0)]C104.H,O 0,1 uM ile
25,6 uM arasinda degisen konsantrasyonlar1 ile Beas-2B, A549, Caco-2 ve MCF-7
hiicre hatlar1 24 saat muamele edilmistir. Sentezlenen kompleksin Beas-2B, A549,

Caco-2 ve MCF-7 hiicre hatlarina ait IC7s, ICso, ICys, ICi2,5 belirlenmistir.

4.1.1. Beas-2B hiicre hattinda elde edilen XTT Bulgulan
Beas-2B hiicre hattinin [Cu(5-nitro-1-10-fenantrolin)(L-glutamin)(H20)]ClO4.H2O ile
24 saat muamele edilmesi sonucu XTT testinden elde edilen 1C7s, I1Cso, ICzs, ICi25

bulgular1 Cizelge 4.1°de, Sekil 4.1°de ICso degeri gosterilmistir.

Bakir (IT) kompleksinin Beas-2B hiicre hattmdaki 1C7s, 1Cso, 1Czs, 1Ci25 degerleri
sirastyla 12,71 + 0,27 pM; 8,47 + 0,18 uM; 4,23 = 0,09 uM; 2,11 + 0,05 uM
seklindedir.

4.1.2. A549 hiicre hattinda elde edilen XTT Bulgulan
A549 hiicre hattmin [Cu(5-nitro-1-10-fenantrolin)(L-glutamin)(H20)]Cl04.H20 ile 24
saat muamele edilmesi sonucu XTT testinden elde edilen IC7s, ICso, 1Cas, ICi25

bulgular1 Cizelge 4.1°de, Sekil 4.1°de 1Cso degeri gosterilmistir.

Bakir (IT) kompleksinin A549 hiicre hattindaki IC7s, ICso, 1Cas, IC12,5 degerleri sirasiyla
3,93 £ 0,02 uM; 2,62 £ 0,01uM; 1,31 + 0,008 uM; 0,65 £+ 0,004 uM seklindedir.

4.1.3. Caco-2 hiicre hattinda elde edilen XTT Bulgularn
Caco-2 hiicre hattinin [Cu(5-nitro-1-10-fenantrolin)(L-glutamin)(H20)]Cl04.H>O ile 24
saat muamele edilmesi sonucu XTT testinden elde edilen IC7s, ICso, 1Cas, ICi2s

bulgular1 Cizelge 4.1°de, Sekil 4.1°de 1Cso degeri gosterilmistir.

Bakir (II) kompleksinin Caco-2 hiicre hattindaki IC7s, 1Cso, 1Czs, ICi25 degerleri
sirastyla 3,67 £ 0,10 uM; 2,45 + 0,06 uM; 1,22 + 0,02 uM; 0,61 £ 0,01 uM seklindedir.
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4.1.4. MCF-7 hiicre hattinda elde edilen XTT Bulgularn
MCF-7 hiicre hattmin [Cu(5-nitro-1-10-fenantrolin)(L-glutamin)(H>0)]ClO4.H>O ile 24
saat muamele edilmesi sonucu XTT testinden elde edilen IC7s, ICso, ICas, ICi2s

bulgular1 Cizelge 4.1°de, Sekil 4.1°de ICso degeri gosterilmistir.

Bakir (IT) kompleksinin MCF-7 hiicre hattindaki 1C7s, 1Cso, 1Cps, ICi25 degerleri
sirastyla 3,10 £ 0,12 uM; 2,07 = 0,08 uM; 1,03 = 0,04 uM; 0,51 = 0,02 uM seklindedir.

IC;, DEGERLERI
10 -+
9 |
g |
7 |
6 |
% > H G,
4 -
3 |
5 |
1
0 T T
BEAS-2B A549 CaCo-2 MCF-7

Sekil 4.1. Beas-2B, A549, Caco-2 ve MCF-7 hiicre hattinda [Cu(5-nitro-1-10-
fenantrolin)(L-glutamin)(H>0)]ClO4.H>O kompleksinin ICso degerleri verilmistir (uM).
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Cizelge 4.1. Bakir (II) kompleksinin Beas-2B, A549, CaCo-2 ve MCF-7 hiicre

hatlarinda 1Css, ICso, ICas, ICi2,5 dozlarini, £; standart sapmay1 ifade etmektedir.

Yeni Sentezlenen [Cu (5-nitro-1-10-fenantrolin) (L-glutamin)

HUCRE (H:0)] Cl04.H:0 kompleksi
HATLARI

ICys ICso IC;s ICi25

(uM) (uM) (uM) (uM)
Beas-2B 12,71 £ 0,27 8,47 +0,18 4,23 £ 0,09 2,11 +£0,05
A549 3,93 +0,02 2,62 £0,01 1,31 £ 0,008 0,65 + 0,004
Caco-2 3,67+0,10 2,45+ 0,06 1,22 +£0,02 0,61 £0,01
MCF-7 3,10+0,12 2,07 £ 0,08 1,03 + 0,04 0,51 £0,02
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4.2. Komet Bulgulan

[Cu(5-nitro-1-10-fenantrolin)(L-glutamin)(H20)]CIlO4.H>0 kompleksinin IC7s, ICso, ICas
ve 1Ci25 dozlar1 Beas-2B, A549, Caco-2 ve MCF-7 hiicre hatlarma 24 saat boyunca
muamele edilmistir. Maruziyet sonrasi hiicrelerin mikroskobik goriintiileri NIKON —

ECLIPSE 801 floresan mikroskobu ile ¢ekilmistir.

Beas-2B, A549, Caco-2 ve MCF-7 hiicre hatlarinin biiyiime kontrolii, pozitif kontrol,
1C7s, 1Cs0, 1Cas5 ve ICi25 dozlarindan elde edilen mikroskobik goriintii 6rnekleri sekil

4.2, sekil 4.3, sekil 4.4 ve sekil 4.5°te gdsterilmistir.

Degerlendirme kameram 21 komet sayim programi ile yapilmistir. Kuyruk uzunlugu,

Olive kuyruk moment ve kuyruk % DNA verileri elde edilmistir.

--

A B C
D E F

Sekil 4.2. Beas-2B hiicre hatiin biiyiime kontrolii, pozitif kontrol, IC7s, ICso, IC25 ve
ICi25 dozlarindan elde edilen mikroskobik goriintii 6rnekleri (A; biiyiime kontrolii, B;
pozitif kontrol, C; IC7s, D; ICso, E; ICas, F; IC125 ifade etmektedir)
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A B C
D E F

Sekil 4.3. A549 hiicre hatmin biiyiime kontrolii, pozitif kontrol, IC7s, ICso, IC25 ve ICi25
dozlarindan elde edilen mikroskobik goriintii 6rnekleri (A; biiyiime kontrolii, B; pozitif
kontrol, C; IC7s, D; ICso, E; ICzs, F; ICi25 ifade etmektedir)

0
.

A B C

D E F

Sekil 4.4. Caco-2 hiicre hatinin biiyiime kontrolii, pozitif kontrol, IC7s, ICso, IC25 ve
ICi25 dozlarindan elde edilen mikroskobik goriintii 6rnekleri (A; biiyiime kontrolii, B;
pozitif kontrol, C; IC7s, D; ICso, E; ICas, F; IC125 ifade etmektedir)
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A B C
D E F

Sekil 4.5. MCF-7 hiicre hatinin biiylime kontrolii, pozitif kontrol, 1C7s, ICso, IC2s5 ve
ICi25 dozlarindan elde edilen mikroskobik goriintii 6rnekleri (A; biiyiime kontrolii, B;
pozitif kontrol, C; IC7s, D; ICso, E; ICas, F; IC125 ifade etmektedir)

4.2.1. Kuyruk Uzunlugu Bulgulan

[Cu(5-nitro-1-10-fenantrolin)(L-glutamin)(H20)]CIlO4.H>0 kompleksinin IC7s, ICso, ICas
ve 1Ci25 dozlar1 Beas-2B, A549, Caco-2 ve MCF-7 hiicre hatlarma 24 saat boyunca
muamele edilmistir. 24 saatlik maruziyetin sonunda elde edilen kuyruk uzunlugu (um)
degerleri ¢izelge 4.2°’de gosterilmistir. Elde edilen kuyruk uzunlugu degerleri SPSS

programi ile analiz edilmistir.

Cizelge 4.2. [Cu(5-nitro-1-10-fenantrolin)(L-glutamin)(H>0)]Cl04.H,O Kompleksinin
1C75,1Cs0,1C25 ve I1C12,5 dozlart ile Beas-2B, A549, Caco-2 ve MCF-7 hiicre hatlarma 24
saat muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama kuyruk uzunlugu degerleri (um), +;
standart sapmay1 ifade etmektedir, biiyiime kontrolii ile karsilastirilmistir **; p< 0,001

Kuyruk Uzunlugu + Standart sapma

HUCRE HATTI

Beas-2B

A549

Caco-2

MCF-7

Biiyiime kontrol

10,81 +2,24

7.10<2.73

10,01+2,41

12,03 £2.21

Pozitif kontrol

25,75 + 21,04%%

18,05 + 13,91**

71,11 £49,51**

79,77 £ 50,68**

ICs

29,10 + 6,86**

17,88 + 8,50**

49,98 + 39,20**

32,89 £+ 20,54**

ICs

24,20 £ 6,74%*

17,29 + 9,48%*

35,38 £29,77**

26,47 + 15,35%*

IC;s

13,58 +4,31**

13,74 £5,75%*

18,15+£9,21%*

13,98 + 3,53**

ICi25

10,84 £2,45%*

11,00 + 3,57**

11,21 £3,15%*

12,11 + 3,48
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4.2.1.1. Beas-2B Hiicre Hattindaki Kuyruk Uzunlugu Bulgulan

Beas-2B hiicrelerinde ortalama kuyruk uzunlugu biiylime kontrolii grubunda 10,81 +
2,24 ve pozitif kontrol grubunda 25,75 + 21,94 olarak belirlenmistir. Beas hiicre hattina
[Cu(5-nitro-1-10-fenantrolin)(L-glutamin)(H20)]Cl104.H2O  kompleksinin 24  saat
muamele edilmesi sonucu 1C7s (12,71 uM), ICso (8,47 uM), 1Cas (4,23 uM) ve 1Ci25
(2,11 uM) dozlarindan elde edilen ortalama kuyruk uzunlugu degerleri sirasiyla 29,10 +
6,86; 24,20 + 6,74; 13,58 + 4,31 ve 10,84 + 2,45 seklindedir ve ¢izelge 4.2°de sekil

4.6’da verilmistir.

[Cu(5-nitro-1-10-fenantrolin)(L-glutamin)(H20)]ClO04.H2O kompleksinin 1C7s, | 1Cso,
ICys ve IC12,5 gruplarinin ortalama degerleri biiylime kontrolii ile kiyaslandiginda tiim
dozlardaki degerlerin Mann-Whitney U testi uygulanarak istatistiki olarak anlamli
oldugu belirlenmistir (p< 0,001).

Beas-2B Kuyruk Uzunlugu
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kontrol kontrol

w
o
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Kuyruk Uzunlug
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outowun (8]
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Sekil 4.6. [Cu(5-nitro-1-10-fenantrolin)(L-glutamin)(H20)]Cl04.H>O kompleksinin
I1C7s, 1Cso, IC25 ve ICi25 dozlar1 ile Beas-2B hiicre hattina 24 saat muamele edilmesi
sonucu elde edilen ortalama kuyruk uzunlugu degerleri (um), biiyiime kontrolii ile
kargilastirilmistir **; p< 0,001
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4.2.1.2. A549 Hiicre Hattindaki Kuyruk Uzunlugu Bulgulan

A549 hiicrelerinde ortalama kuyruk uzunlugu biiyiime kontrolii grubunda 7,10 + 2,73 ve
pozitif kontrol grubunda 18,05 + 13,91 olarak belirlenmistir. A549 hiicre hattina [Cu(5-
nitro-1-10-fenantrolin)(L-glutamin)(H20)]Cl04.H2O kompleksinin 24 saat muamele
edilmesi sonucu IC7s (3,93 uM), ICso (2,62 uM), ICos (1,31 uM) ve ICi25 (0,65 uM)
dozlarindan elde edilen ortalama kuyruk uzunlugu degerleri sirasiyla 17,88 + 8,50;
17,29 £ 9,48; 13,74 = 5,75 ve 11,00 £ 3,57 seklindedir ve ¢izelge 4.2°de sekil 4.7°de

verilmistir.

[Cu(5-nitro-1-10-fenantrolin)(L-glutamin)(H20)]ClO4.H,O kompleksinin 1C7s,  1Cso,
ICys ve I1C125 gruplariin ortalama degerleri biiylime kontrolii ile kiyaslandiginda tiim
dozlardaki degerlerin Mann-Whitney U testi uygulanarak istatistiki olarak anlamli

oldugu belirlenmistir (p< 0,001).

A549 Kuyruk Uzunlugu
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Sekil 4.7. [Cu(5-nitro-1-10-fenantrolin)(L-glutamin)(H20)]C104.H2O kompleksinin
IC75,1Cs0, ICos ve ICi2,5 dozlart ile A549 hiicre hattina 24 saat muamele edilmesi sonucu
elde edilen ortalama kuyruk wuzunlugu degerleri (um), biiylime kontrolii ile
kargilastirilmistir **; p< 0,001
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4.2.1.3. Caco-2 Hiicre Hattindaki Kuyruk Uzunlugu Bulgulan

Caco-2 hiicrelerinde ortalama kuyruk uzunlugu biiylime kontrolii grubunda 10,01+2,41
ve pozitif kontrol grubunda 71,11 £ 49,51 olarak belirlenmistir. Caco-2 hiicre hattina
[Cu(5-nitro-1-10-fenantrolin)(L-glutamin)(H20)]Cl104.H2O  kompleksinin 24  saat
muamele edilmesi sonucu IC75 (3,67 uM), ICso (2,45 uM), 1C2s (1,22 uM) ve ICi25 (0,61
uM) dozlarindan elde edilen ortalama kuyruk uzunlugu degerleri sirasiyla 49,98 +
39,20; 35,38 £ 29,77; 18,15 £ 9,21 ve 11,21 £ 3,15 seklindedir ve ¢izelge 4.2°de sekil

4.8’de verilmistir.

[Cu(5-nitro-1-10-fenantrolin)(L-glutamin)(H20)]Cl04.H2O kompleksinin IC7s;  1Cso,
I1Cys ve IC12,5 gruplarmin ortalama degerleri biiylime kontrolii ile kiyaslandiginda tiim
dozlardaki degerlerin Mann-Whitney U testi uygulanarak istatistiki olarak anlamli

oldugu belirlenmistir (p< 0,001).

CaCo-2 Kuyruk Uzunlugu
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Sekil 4.8. [Cu(5-nitro-1-10-fenantrolin)(L-glutamin)(H20)]Cl04.H>O kompleksinin
IC75, 1Cs0, 1Ca5 ve 1Ci2,5 dozlar1 ile Caco-2 hiicre hattina 24 saat muamele edilmesi
sonucu elde edilen ortalama kuyruk uzunlugu degerleri (um), biiyiime kontrolii ile
karsilastirilmistir **; p< 0,001
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4.2.1.4. MCF-7 Hiicre Hattindaki Kuyruk Uzunlugu Bulgulan

MCEF-7 hiicrelerinde ortalama kuyruk uzunlugu biiyiime kontrolii grubunda 12,03 + 2,21
ve pozitif kontrol grubunda 79,77 £+ 50,68 olarak belirlenmistir. MCF-7 hiicre hattina
[Cu(5-nitro-1-10-fenantrolin)(L-glutamin)(H>O0)]Cl104.H,O  kompleksinin = 24 saat
muamele edilmesi sonucu IC75 (3,10 uM), 1Cs0 (2,07 uM), ICa5 (1,03 uM) ve ICi25 (0,51
uM) dozlarindan elde edilen ortalama kuyruk uzunlugu degerleri sirasiyla 32,89 +
20,54; 26,47 + 15,35; 13,98 + 3,53 ve 12,11 + 3,48 seklindedir ve ¢izelge 4.2°de sekil

4.9°da verilmistir.

[Cu(5-nitro-1-10-fenantrolin)(L-glutamin)(H20)]ClO4.H,O kompleksinin 1C7s,  1Cso,
ICys ve ICi25 gruplarmin ortalama degerleri bliylime kontrolii ile kiyaslandiginda ICi2 5
dozundaki artig anlamli degilken (p>0,05), IC7s, ICso ve ICss dozlardaki degerlerin
Mann-Whitney U testi uygulanarak istatistiki olarak anlamli oldugu belirlenmistir

(p< 0,001).

MCF-7 Kuyruk Uzunlugu
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Sekil 4.9. [Cu(5-nitro-1-10-fenantrolin)(L-glutamin)(H20)]Cl04.H>O kompleksinin
IC7s, 1Cs0, 1Cas5 ve 1Ci2,5 dozlar1 ile MCF-7 hiicre hattina 24 saat muamele edilmesi
sonucu elde edilen ortalama kuyruk uzunlugu degerleri (um), biiyiime kontrolii ile
karsilastirilmistir **; p< 0,001
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4.2.2. Kuyruk %DNA Bulgulan

[Cu(5-nitro-1-10-fenantrolin)(L-glutamin)(H20)]Cl04.H2O Kompleksinin 1C7s, 1Cso,
ICas5 ve 1Ci25 dozlar1 ile Beas-2B, A549, Caco-2 ve MCF-7 hiicre hatlarmma 24 saat
muamele edilmesi sonucu elde edilen kuyruk %DNA degerleri Cizelge 4.3’te
verilmistir. Kuyruk %DNA degerlerinin istatistiksel analizi veriler normal dagilim

gostermedigi icin Mann-Whitney U testi kullanilarak gerceklestirilmistir.

Cizelge 4.3. [Cu(5-nitro-1-10-fenantrolin)(L-glutamin)(H20)]ClO04.H>O Kompleksinin
1C75,1Cs0, ICa5 ve 1Ci2,5 dozlari ile Beas-2B, A549, Caco-2 ve MCF-7 hiicre hatlarma 24
saat muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama %DNA degerleri (um), +; standart
sapmay1 ifade etmektedir, biiyiime kontrolii ile karsilagtirilmigtir *; p<0,05,**; p< 0,001

%DNA =+ Standart sapma
HUCRE HATTI Beas-2B A549 Caco-2 MCF-7

Biiyiime kontrol 29,09 + 11,97 16,17+ 14,81 30,28 £ 12,34 32,90+ 10,93
Pozitif kontrol 53,05 £ 14,20%* | 35,37 +£2225%* 51,80 £ 23,02%* 56,50 & 20,66**
ICss 46,15 £ 17,57%* | 42,63 + 16,63** 55,42 +£21,25%* 52,25+ 18,63**
ICso 44,71 £17,01%* | 34,93 + 15,21** 49,13 £21,12%* 46,07 £ 19,03**

1C3s 39,50 £ 16,02** | 33,29 + 13 90** 37,68 £ 15,89** 40,83 +£17,93

IC125 29,24 £14,13* | 28,61 £15,01** 31,81+ 13,94 34,19 + 15,78
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4.2.2.1. Beas-2B hiicre hattinda elde edilen kuyruk %DNA bulgular

Beas-2B hiicrelerine ortalama kuyruk %DNA degerleri biiyiime kontrolii grubunda
29,09 £ 11,97 ve pozitif kontrol grubunda 53,05 + 14,20 seklindedir. Beas-2B
hiicrelerine  [Cu(5-nitro-1-10-fenantrolin)(L-glutamin)(H>O)]C104.H,0 kompleksinin
IC75 (12,71 uM), ICsp (8,47 uM), ICas (4,23 uM) ve ICi25 (2,11 uM) dozlari ile 24 saat
muamele edilmesi sonucu elde edilen ortalama kuyruk %DNA degerleri sirasiyla 46,15
+ 17,57; 44,71 £ 17,01; 39,50 + 16,02 ve 29,24 + 14,13 seklindedir ve cizelge 4.3’te
sekil 4.10°da verilmistir.

[Cu(5-nitro-1-10-fenantrolin)(L-glutamin)(H20)]ClO4.H,O kompleksinin 1C7s,  1Cso,
ICys5 ve ICi25 gruplarmin kuyruk %DNA degerleri biiylime kontrolii ile kiyaslandiginda
tim dozlardaki kuyruk %DNA degerlerinin Mann-Whitney U testi uygulanarak
istatistiki olarak anlamli oldugu belirlenmistir (p< 0,001).
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Sekil 4.10. [Cu(5-nitro-1-10-fenantrolin)(L-glutamin)(H>0)]Cl04.H,O Kompleksinin
1Cys, ICso, IC25 ve ICi25 dozlar1 ile Beas -2B hiicre hattina 24 saat muamele edilmesi
sonucu elde edilen ortalama kuyruk %DNA degerleri, biiyiime kontroli ile
karsilastirilmigtir *; p<0,05, **; p< 0,001
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4.2.2.2. A549 hiicre hattinda elde edilen kuyruk %DNA bulgular

A549 hiicrelerine ortalama kuyruk %DNA degerleri biiylime kontrolii grubunda 16,17 +
14,81 ve pozitif kontrol grubunda 35,37 + 22,25 seklindedir. A549 hiicrelerine [Cu(5-
nitro-1-10-fenantrolin)(L-glutamin)(H>0)]Cl04.H20 kompleksinin 1C7s (3,93 uM), ICso
(2,62 uM), I1Crs (1,31 uM,) ve 1Ci25 (0,65 uM) dozlari ile 24 saat muamele edilmesi
sonucu elde edilen ortalama kuyruk %DNA degerleri sirasiyla 42,63 + 16,63; 34,93 +
15,21; 33,29 + 13,90 ve 28,61 £ 15,01 seklindedir ve ¢izelge 4.3’te sekil 4.11°de

verilmistir.

[Cu(5-nitro-1-10-fenantrolin)(L-glutamin)(H>0)]ClO4.H>O kompleksinin 1C7s, ICso, ICas
ve ICizs5 dozlarmin ortalama kuyruk %DNA degerleri biiyiime kontroli ile
kiyaslandiginda IC7s, ICso, 1Cas ve 1Ci25 dozlarmmm kuyruk %DNA degerini istatistiki
olarak anlamli diizeyde yiikselttigi belirlenmistir (p<0,001).
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Sekil 4.11. [Cu(5-nitro-1-10-fenantrolin)(L-glutamin)(H20)]Cl04+.H2O Kompleksinin
1C75, 1Cs0, ICas ve ICi25 dozlart ile A549 hiicre hattina 24 saat muamele edilmesi sonucu

elde edilen ortalama kuyruk %DNA degerleri, biiylime kontrolii ile karsilastirilmistir *;
p< 0,05, **; p< 0,001
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4.2.2.3. Caco-2 hiicre hattinda elde edilen kuyruk %DNA bulgular

Caco-2 hiicrelerine ortalama kuyruk %DNA degerleri biiyiime kontrolii grubunda 30,28
+ 12,34 ve pozitif kontrol grubunda 51,80 + 23,02 seklindedir. Caco-2 hiicrelerine
[Cu(5-nitro-1-10-fenantrolin)(L-glutamin)(H20)]Cl04.H2O  kompleksinin 1C7s (3,67
uM), ICso (2,45 uM), ICzs (1,22 uM) ve 1Ci25 (0,61 uM) dozlar1 ile 24 saat muamele
edilmesi sonucu elde edilen ortalama kuyruk % DNA degerleri sirasiyla 55,42 + 21,25;
49,13 + 21,12; 37,68 £ 15,89 ve 31,81 £ 13,94 seklindedir ve cizelge 4.3’te sekil

4.12°de verilmistir.

[Cu(5-nitro-1-10-fenantrolin)(L-glutamin)(H>0)]Cl04.H>O kompleksinin 1C7s, ICso, ICas
ve ICizs dozlarmin ortalama kuyruk % DNA degerleri biiyiime kontroli ile
kiyaslandiginda ICi2s dozunun kuyruk %DNA degerini istatistiki olarak anlamli
degilken (p>0,05), IC7s, ICso ve IC2s dozlarinin kuyruk %DNA degerini istatistiki olarak
anlaml1 diizeyde yiikselttigi belirlenmistir (p<0,001).
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Sekil 4.12. [Cu(5-nitro-1-10-fenantrolin)(L-glutamin)(H20)]Cl04+.H2O Kompleksinin
IC75, I1Cs0, 1Ca5 ve 1Ci2,5 dozlar1 ile Caco-2 hiicre hattina 24 saat muamele edilmesi
sonucu elde edilen ortalama kuyruk %DNA degerleri, biiyiime kontroli ile
karsilastirilmistir *; p< 0,05, **; p< 0,001
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4.2.2.4. MCF-T7 hiicre hattinda elde edilen kuyruk %DNA bulgularn

MCEF-7 hiicrelerine ortalama kuyruk %DNA degerleri biiyiime kontrolii grubunda 32,90
+ 10,93 ve pozitif kontrol grubunda 56,50 + 20,66 seklindedir. MCF-7 hiicrelerine
[Cu(5-nitro-1-10-fenantrolin)(L-glutamin)(H20)]Cl04.H2O  kompleksinin 1C7s (3,10
uM), 1Cso (2,07 uM), ICas (1,03 uM) ve ICi25 (0,51 uM) dozlari ile 24 saat muamele
edilmesi sonucu elde edilen ortalama kuyruk %DNA degerleri sirastyla 52,25 + 18,63;
46,07 £19,03; 40,83 £ 17,93 ve 34,19 + 15,78 seklindedir ve ¢izelge 4.3’te sekil 4.13°te

verilmistir.

[Cu(5-nitro-1-10-fenantrolin)(L-glutamin)(H20)]ClO4.H,0 kompleksinin IC7s, ICso, ICas
ve ICi2s dozlarinin ortalama kuyruk 9%DNA degerleri biiylime kontroli ile
kiyaslandiginda ICss ve ICizs dozlarinin kuyruk %DNA degerini istatistiki olarak
anlamli degilken (p>0,05), IC75 ve ICso dozlarinin kuyruk %DNA degerini istatistiki
olarak anlaml diizeyde ytikselttigi belirlenmistir (p<0,001).
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Sekil 4.13. [Cu(5-nitro-1-10-fenantrolin)(L-glutamin)(H20)]Cl04+.H2O Kompleksinin
IC7s, 1Cs0, 1Cas5 ve 1Ci2,5 dozlar1 ile MCF-7 hiicre hattina 24 saat muamele edilmesi
sonucu elde edilen ortalama kuyruk %DNA degerleri, biiyiime kontroli ile
karsilastirilmistir *; p< 0,05, **; p< 0,001
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4.2.3. OTM bulgulan

[Cu(5-nitro-1-10-fenantrolin)(L-glutamin)(H20)]Cl04.H2O Kompleksinin 1C7s, 1Cso,
ICas5 ve 1Ci25 dozlar1 ile Beas-2B, A549, Caco-2 ve MCF-7 hiicre hatlarmma 24 saat
muamele edilmesi sonucu elde edilen OTM degerleri Cizelge 4.4’te verilmistir. OTM
degerlerinin istatistiksel analizi veriler normal dagilim gostermedigi i¢cin Mann-Whitney

U testi kullanilarak gergeklestirilmistir.

Cizelge 4.4. [Cu(5-nitro-1-10-fenantrolin)(L-glutamin)(H20)]ClO04.H>O Kompleksinin
1C75,1Cs0, ICa5 ve 1Ci2,5 dozlari ile Beas-2B, A549, Caco-2 ve MCF-7 hiicre hatlarma 24
saat muamele edilmesi sonucu elde edilen OTM degerleri, +; standart sapmay1 ifade
etmektedir, biiylime kontrolii ile karsilastirilmistir *; p< 0,05, **; p< 0,001

Olive toplam moment (OTM) + Standart sapma
HUCRE HATTI Beas-2B A549 Caco-2 MCEF-7

Biiyiime kontrol 4,80+ 1,83 2,15+£1,55 4,54 +£1,76 5,67+1,75
Pozitif kontrol 11,87 +£9,98** 7,26 £ 7,3%%* 29,93 + 25,32%%* 33,39 £23,60%*
1Cs 14,62 + 5,60%* 8,324 5,11%* 23,76 +20,36%* 16,50 + 11,49**
ICs 9,76 £ 3,51*%* 7,28 £ 5,00%* 16,49 £ 15,44%* 10,62 + 6,92**

IC»s 7,13 £2,85%* 5,77 £3,07%* 7,82 £4,81%* 7,62 +5,40

IC125 6,10+ 3,18** 5,24 £ 3,24%* 5,15+£2,18%* 6,32 +£2,31
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4.2.3.1. Beas-2B hiicre hattinda elde edilen OTM bulgulan

Beas-2B hiicrelerine ortalama OTM degerleri biiyiime kontrolii grubunda 4,80 + 1,83 ve
pozitif kontrol grubunda 11,87 + 9,98 seklindedir. Beas-2B hiicrelerine [Cu(5-nitro-1-
10-fenantrolin)(L-glutamin)(H20)]ClO4.H20 kompleksinin IC7s (12,71 uM), ICso (8,47
uM), ICas (4,23 uM) ve ICi25 (2,11 uM) dozlar ile 24 saat muamele edilmesi sonucu
elde edilen ortalama OTM degerleri srasiyla 14,62 + 5,60; 9,76 + 3,51; 7,13 + 2,85 ve

6,10 £ 3,18 seklindedir ve cizelge 4.4’te sekil 4.14°te verilmistir.

[Cu(5-nitro-1-10-fenantrolin)(L-glutamin)(H20)]ClO4.H>,0 kompleksinin IC7s, ICso, ICas
ve ICi2,5 dozlarmin ortalama OTM degerleri biiytime kontrolii ile kiyaslandiginda 1Css,

ICs0,1Cas ve ICy25 dozlarmin OTM degerini istatistiki olarak anlamli diizeyde ytikselttigi

belirlenmistir (p<0,001).
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Sekil 4.14. [Cu(5-nitro-1-10-fenantrolin)(L-glutamin)(H20)]ClO04.H2O Kompleksinin
I1C7s, ICso, IC25 ve ICi25 dozlar1 ile Beas-2B hiicre hattina 24 saat muamele edilmesi
sonucu elde edilen ortalama OTM degerleri, biiylime kontrolii ile karsilastirilmistir *;

p< 0,05, **; p< 0,001
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4.2.3.2. A549 hiicre hattinda elde edilen OTM bulgulan

A459 hiicrelerine ortalama OTM degerleri biiylime kontrolii grubunda 2,15 + 1,55 ve
pozitif kontrol grubunda 7,26 + 7,3 seklindedir. A549 hiicrelerine [Cu(5-nitro-1-10-
fenantrolin)(L-glutamin)(H20)]ClO4.H20 kompleksinin 1C7s (3,93 uM), ICso (2,62 uM,,
ICys (1,31 uM,) ve 1Ci25 (0,65 uM) dozlar: ile 24 saat muamele edilmesi sonucu elde
edilen ortalama OTM degerleri sirasiyla 8,32 + 5,11; 7,28 + 5,00; 5,77 £ 3,07 ve 5,24 +
3,24 seklindedir ve ¢izelge 4.4’te sekil 4.15°te verilmistir.

[Cu(5-nitro-1-10-fenantrolin)(L-glutamin)(H20)]ClO4.H>,0 kompleksinin IC7s, ICso, ICas
ve ICi2,5 dozlarmin ortalama OTM degerleri biiytime kontrolii ile kiyaslandiginda 1Css,
ICs0,1Cas ve ICy25 dozlarmin OTM degerini istatistiki olarak anlamli diizeyde ytikselttigi
belirlenmistir (p<0,001).
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Sekil 4.15. [Cu(5-nitro-1-10-fenantrolin)(L-glutamin)(H20)]ClO04.H2O Kompleksinin
1C75, 1Cs0, ICas ve ICi2,5 dozlart ile A549 hiicre hattina 24 saat muamele edilmesi sonucu

elde edilen ortalama OTM degerleri, bliyiime kontrolii ile karsilastirilmistir *; p< 0,05,
**: p< 0,001
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4.2.3.3. Caco-2 hiicre hattinda elde edilen OTM bulgularn

Caco-2 hiicrelerine ortalama OTM degerleri biiyiime kontrolii grubunda 4,54 + 1,76 ve
pozitif kontrol grubunda 29,93 + 25,32 seklindedir. Caco-2 hiicrelerine [Cu(5-nitro-1-
10-fenantrolin)(L-glutamin)(H20)]ClO4.H,O kompleksinin 1C7s (3,67 uM), ICso (2,45
uM), 1Czs (1,22 uM) ve ICi25 (0,61 uM) dozlari ile 24 saat muamele edilmesi sonucu
elde edilen ortalama OTM degerleri sirasiyla 23,76 + 20,36; 16,49 + 15,44; 7,82 + 4,81
ve 5,15 + 2,18 seklindedir ve ¢izelge 4.4’°te sekil 4.16°da verilmistir.

[Cu(5-nitro-1-10-fenantrolin)(L-glutamin)(H20)]ClO4.H>,0 kompleksinin IC7s, ICso, ICas
ve ICi2,5 dozlarmin ortalama OTM degerleri biiytime kontrolii ile kiyaslandiginda 1Css,
[Cs0]1Cas ve IC12,5 dozlarinin OTM degerini istatistiki olarak anlaml diizeyde yiikselttigi
belirlenmistir (p<0,001).
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Sekil 4.16. [Cu(5-nitro-1-10-fenantrolin)(L-glutamin)(H20)]ClO04.H2O Kompleksinin
IC75, 1Cs0, 1Ca5 ve 1Ci2,5 dozlar1 ile Caco-2 hiicre hattina 24 saat muamele edilmesi
sonucu elde edilen ortalama OTM degerleri, biiylime kontrolii ile karsilastirilmistir *;
p< 0,05, **; p< 0,001
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4.2.3.4. MCF-T7 hiicre hattinda elde edilen OTM bulgulan

MCEF-7 hiicrelerine ortalama OTM degerleri biiylime kontrolii grubunda 5,67 + 1,75 ve
pozitif kontrol grubunda 33,39 + 23,60 seklindedir. MCF-7 hiicrelerine [Cu(5-nitro-1-
10-fenantrolin)(L-glutamin)(H>0)]Cl04.H,O kompleksinin 1C7s (3,10 uM), ICso (2,07
uM), ICzs (1,03 uM) ve ICi2,5 (0,51 uM) dozlari ile 24 saat muamele edilmesi sonucu
elde edilen ortalama OTM degerleri sirasiyla 16,50 + 11,49; 10,62 + 6,92; 7,62 + 5,40
ve 6,32 + 2,31 seklindedir ve cizelge 4.4’°te sekil 4.17°de verilmistir.

[Cu(5-nitro-1-10-fenantrolin)(L-glutamin)(H20)]ClO4.H>,0 kompleksinin IC7s, ICso, ICas
ve ICi25 dozlarmmin ortalama OTM degerleri biiylime kontrolii ile kiyaslandiginda 1Cas
ve ICi25 dozlarmin OTM degerini istatistiki olarak anlamli degilken (p>0,05), IC7s ve
ICso dozlarmin OTM degerini istatistiki olarak anlamli diizeyde ytkselttigi
belirlenmistir (p<0,001).
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Sekil 4.17. [Cu(5-nitro-1-10-fenantrolin)(L-glutamin)(H20)]ClO04.H2O Kompleksinin
IC7s, I1Cs0, 1Cas5 ve ICi2,5 dozlar1 ile MCF-7 hiicre hattina 24 saat muamele edilmesi

sonucu elde edilen ortalama OTM degerleri, biiylime kontrolii ile karsilastirilmistir *;
p< 0,05, **; p< 0,001
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4.3. ROS Bulgulan

[Cu(5-Nitro-1-10-Fenantrolin) (L-glutamin)(H20)]ClO4.H20 bakwr (II) karisik ligand
kompleksinin ICiz5, ICys, ICso ve I1C7s dozlart ile Beas-2B, A549, Caco-2 ve MCF-7
hiicre hatlarina 1 saat muamele edilmesi sonucu elde edilen ROS degerleri (relatif
floresan degeri; RFU, nM) Cizelge 4.5’te verilmistir. ROS degerlerinin istatistiksel
analizi Mann-Whitney U testi kullanilarak ger¢eklestirilmistir.

4.3.1. Beas-2B hiicre hattinda elde edilen ROS Bulgulan

Beas-2B hiicrelerine ortalama ROS biiylime kontrol grubunda 2,01 £ 0,05 ve pozitif
kontrol grubunda 6,62 + 0,01 olarak belirlenmistir. Beas-2B hiicrelerine bakir
kompleksinin ICi25, ICas, ICso ve IC75 dozlar1 ile muamele edilmesi sonucu elde edilen
ortalama ROS degerleri sirasiyla 5,38 = 0,11; 5,74 + 0,16; 6,17 £ 0,16 ve 8,02 = 0,02
seklindedir, Cizelge 4.5’te ve Sekil 4.18’de gosterilmistir. Bakir kompleksinin 1Ciz5,
ICys, ICso ve ICss gruplarinin ortalama ROS degerleri biiylime kontrol ile
kiyaslandiginda 1Ciz 5, ICas, ICso ve IC7s dozlarmin neden oldugu artis istatistiki olarak

anlamhdir (p<0,001).
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Sekil 4.18. [Cu(5-Nitro-1-10-Fenantrolin) (L-glutamin)(H>0)]ClO4.H>O bakir (II)
kompleksinin 1Ci25, ICas, ICso ve 1C75 dozlar1 ile Beas-2B hiicre hattina 1 saat muamele
edilmesi sonucu elde edilen ROS degerleri (RFU, nM), biiylime kontroli ile
karsilastirilmistir *; p< 0,05, **; p< 0,001
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4.3.2. A549 hiicre hattinda elde edilen ROS Bulgulan

A549 hiicrelerine ortalama ROS biiyiime kontrol grubunda 0,08 £+ 0,003 ve pozitif
kontrol grubunda 0,23 =+ 0,002 olarak belirlenmistir. AS549 hiicrelerine bakir
kompleksinin ICi2 5, ICas, ICso ve 1C75 dozlar1 ile muamele edilmesi sonucu elde edilen
ortalama ROS degerleri sirasiyla 0,03 £+ 0,001; 0,17 + 0,0004; 0,30 + 0,002 ve 0,73 £
0,009 seklindedir, Cizelge 4.5’te ve Sekil 4.19°da gosterilmistir. Bakir kompleksinin
ICiz5, 1Cys, ICso ve 1C75 gruplarmmin ortalama ROS degerleri biiylime kontrol ile
kiyaslandiginda 1Ciz 5, ICas, ICso ve IC7s dozlarmin neden oldugu artis istatistiki olarak

anlamlidir (p<0,001).
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Sekil 4.19. [Cu(5-Nitro-1-10-Fenantrolin) (L-glutamin)(H20)]Cl04.H2O bakir (II)
kompleksinin 1Ci25, 1Cas, ICso ve IC7s dozlar1 ile A549 hiicre hattina 1 saat muamele
edilmesi sonucu elde edilen ROS degerleri (RFU, nM), biiylime kontroli ile
karsilastirilmistir *; p< 0,05, **; p< 0,001
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4.3.3. Caco-2 hiicre hattinda elde edilen ROS Bulgulan

Caco-2 hiicrelerine ortalama ROS biiylime kontrol grubunda 5,07 £ 0,04 ve pozitif
kontrol grubunda 27,68 =+ 0,07 olarak belirlenmistir. Caco-2 hiicrelerine bakir
kompleksinin ICi2 5, ICas, ICso ve 1C75 dozlar1 ile muamele edilmesi sonucu elde edilen
ortalama ROS degerleri sirasiyla 5,18 £ 0,03; 5,72 + 0,09; 6,45 + 0,04 ve 10,51 £ 0,11
seklindedir, Cizelge 4.5’te ve Sekil 4.20’de gosterilmistir. Bakir kompleksinin 1Ci2 s,
ICys, ICso ve ICss gruplarinin ortalama ROS degerleri biiylime kontrol ile
kiyaslandiginda ICi2 5 dozunun neden oldugu artisin istatistiki olarak anlamli degilken
(p>0,05), ICys, ICso ve 1C75 dozlarinin neden oldugu artis istatistiki olarak anlamlidir
(p=<0,001).

Caco-2 ROS
30 -+ * %
25 -
*%
.20 -
3
~— 15 .
2
Z M DOZLAR
10 -
N i
O = T T T T T
blylime 1C12,5 1C25 IC50 IC75 pozitif
kontrol kontrol

Sekil 4.20. [Cu(5-Nitro-1-10-Fenantrolin) (L-glutamin)(H>,0)]ClO4.H>O bakir (II)
kompleksinin ICiz s, ICas, ICso ve IC75 dozlari ile Caco-2 hiicre hattina 1 saat muamele
edilmesi sonucu elde edilen ROS degerleri (RFU, nM), biiylime kontroli ile
karsilastirilmistir *; p< 0,05, **; p< 0,001
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4.3.4. MCF-7 hiicre hattinda elde edilen ROS Bulgulan

MCEF-7 hiicrelerine ortalama ROS biiyiime kontrol grubunda 3,95 + 0,01 ve pozitif
kontrol grubunda 13,78 =+ 0,21 olarak belirlenmistir. MCF-7 hiicrelerine bakir
kompleksinin ICi2 5, ICas, ICso ve 1C75 dozlar1 ile muamele edilmesi sonucu elde edilen
ortalama ROS degerleri sirasiyla 6,16 £ 0,26; 16,81 + 0,01; 30,76 = 0,73 ve 41,42 +
0,43 seklindedir, Cizelge 4.5’te ve Sekil 4.21°de gosterilmistir. Bakir kompleksinin
ICi25, 1Cys, ICso ve 1C75 gruplarmmin ortalama ROS degerleri biiylime kontrol ile
kiyaslandiginda 1Ciz 5, ICas, ICso ve IC7s dozlarmin neden oldugu artis istatistiki olarak

anlamlidir (p<0,001).
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Sekil 4.21. [Cu(5-Nitro-1-10-Fenantrolin) (L-glutamin)(H20)]ClO4.H>O bakir (II)
kompleksinin ICiz5, ICas, ICso ve 1C75 dozlar1 ile MCF-7 hiicre hattina 1 saat muamele
edilmesi sonucu elde edilen ROS degerleri (RFU, nM), biiylime kontroli ile
karsilastirilmistir *; p< 0,05, **; p< 0,001
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Cizelge 4.5. [Cu(5-Nitro-1-10-Fenantrolin) (L-glutamin)(H20)]Cl04.H2O bakir (II)
kompleksinin ICiz5, ICzs, ICso ve I1C7s dozlart ile Caco-2, MCF-7, A549 ve Beas-2B
hiicre hatlarina 1 saat muamele edilmesi sonucu elde edilen ROS degerleri (nM), =+;
standart sapmay1 ifade etmektedir, biiyiime kontrolii ile karsilastirilmistir *; p< 0,05, **;

p< 0,001
Hiicre Hatt1 Beas-2B A549 Caco-2 MCF-7
Biiyiime Kontrol 2,01 £0,05 0,08 + 0,003 5,07 £0,04 3,95 +0,01
Pozitif Kontrol 6,62 +0,01** 0,23 £ 0,002** 27,68 £0,07** | 13,78 £0,21**
1Cys 8,02 +0,02%* 0,73 £ 0,009** 10,51 £0,11%* | 41,42 £0,43**
I1Cso 6,17 £0,16** 0,30 = 0,002** 6,45 + 0,04** 30,76 £ 0,73**
1C»s 5,74 £0,16%* | 0,17 £ 0,0004** 5,72 £ 0,09** 16,81 +£0,01%**
IC125 5,38 £0,11** 0,03 £ 0,001 ** 5,18 £0,03 6,16 £ 0,26**
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5. TARISMA VE SONUC

Bu tez caligmasinda yeni sentezlenen bakir (II) kompleksi [Cu(5-nitro-1-10-
fenantrolin)(L-glutamin)(H20)]ClO4.H2O nin etkileri incelenmistir. Beas-2B, A549,
Caco-2 ve MCF-7 hiicre hatlarinda bakir (II) kompleksinin anti-proliferatif etkileri XTT
testi, genotoksik etkileri komet testi ve oksidatif hasar ROS testi ile arastirilmistir.

Calismada pozitif kontrol ajan1 olarak hidrojen peroksit (H20z) kullanilmistir.

Son yillarda bakir (II) komplekslerinin anti-proliferatif ve anti-kanser etkileri iizerine

bircok ¢alisma yapilmistir.

Bakir kompleksleri, etki mekanizmalarmin molekiiler temelleri hakkinda ¢ok az bilgi
olmasina ragmen platin iceren ilaglara kiyasla daha az yan etkiye sahip olusu ile
dikkatleri lizerine ¢ekmistir (Guo 2006). Bakir (II) kompleksleri ayrica bakir DNA’nin
mindr ve major oyuklarina interkalasyon yeteneklerinin yiiksek olusu ve anti-timor
etkilerinden dolay1r da biiyiik ilgi goérmiistiir. 1,10-fenantrolin igeren bakir tiirevleri
potansiyel sitotoksik ajanlar olarak ifade edilmistir ve ICso degerleri altmikromolar

aralikta yer almaktadir (Santini ve ark. 2014).

Calismamizda Uludag Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Kimya Boliimii tarafindan
sentezlenmis [Cu(5-nitro-1-10-fenantrolin) (L-glutamin) (H20)] ClO4+.H2O bakir (II)
kompleksinin Beas-2B saglikli hiicre hatti ve A549, Caco-2, MCF-7 kanser hiicre
hatlarinda ve hattindaki sitotoksisitesi XTT testi ile gosterilmistir ve biliylime kontrolii
ile kiyaslanmistir. Beas-2B, A549, Caco-2 ve MCF-7 hiicre hattinda [Cu(5-nitro-1-10-
fenantrolin)(L-glutamin)(H20)]ClO4.H20O kompleksinin ICso degerleri sirast ile 8,47 +
0,18 uM ; 2,62 £ 0,01 uM; 2,45 + 0,06 uM ve 2,07 £+ 0,08 uM olarak bulunmustur.

Bakir (II) kompleksinin tiim kanser hiicre hatlarinda yiiksek sitotoksisite gosterdigi
gozlenmistir. Kanser hiicre hatlar1 arasinda bakir (II) kompleksine en duyarli hiicre
hattinin MCF-7 oldugu tespit edilmistir. MCF-7"y1 takiben sirasiyla Caco-2 ve A549
hiicre hatlarmin da yiliksek sitotoksisiteye sahip oldugu belirlenmistir. Bakir
kompleksinin Beas-2B saglikli hiicre hattina diger hiicre hatlarina kiyasla daha az zarar

verdigi tespit edilmistir.
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Cesitli arastirmalarda benzer sekilde MCF-7 hiicre hattinda farkli bakir (1)

komplekslerinin sitotoksik etkileri belirlenmeye ¢alisilmistir.

Gokhale ve ark. tarafindan cis-[dichloro (N1-(2-benzyloxybenzylidene)pyridine-2-
carboxamidrazone) copper(Il)] bakir (II) kompleksinin anti-tiimor etkisi insan meme
kanser hiicre hattt MCF-7 tizerinde ¢alisilmigtir. MTT testi sonuglarma gore 1Cso degeri
3 uM olarak tespit edilmis ve giiglii anti-proliferatif aktiviteye sahip oldugu
belirlenmistir (Gokhale ve ark. 2011). Mefenamik asit igeren Mn, Co, Ni ve Cu
komplekslerinin aktiviteleri MCF-7, A549, L-929 ve T24 hiicre hatlarinda c¢alisilmis,
MTT test sonuglarma goére bakir (II) kompleksinin MCF-7 hiicre hattinda ICso degeri
2,51 uM olarak tespit edilmistir. Elde edilen sonuclar kiyaslandiginda bakir (II)
komleksinin MCF-7 hiicre hattina kars1 giiclii anti-kanser potansiyeli dikkat ¢ekmistir
(Kovala-Demertzi ve ark. 2009). Zhong-Ying ve ark. [Cull(5-Cl-
pap)(OAc)(H20)]-2H>O bakir(Il) kompleksini MCF-7 hiicre hattinda ¢alismistir. Elde
edilen MTT sonuglarina gore 24 saat sonunda ICso degeri 20.7 uM, 48 saat sonunda
ICso degeri 9.8 uM olarak bulunmustur. 24 ve 48 saat sonunda sisplatinin 1Cso degerleri
de swrasiyla 25.0 pM and 10.8 pM’dir. Bu sonuglar bakir kompleksinin MCF-7
hiicrelerini inhibe ettigini ifade etmektedir. Ayrica sonuglar MCF-7 hiicre hattinda
sisplatine gore bakir (II) kompleksinin anti-proliferatif etkisinin 6zellikle 48. saatte daha
yiiksek oldugunu gostermektedir (Zhong-Ying ve ark. 2012). Calismamizda
kullandigimiz bakir (II) kompleksine en duyarl hiicre hattt MCF-7 olarak belirlenmistir
ve bu bulgu diger bakir (II) kompleksleri ile gerceklestirilmis ¢alismalarla uyumlu

goriinmektedir.

Tez c¢alismasinda kullanilan bakir kompleksinin sitotoksisitesine neden olan
mekanizmalar1 aydinlatmak i¢in oksidatif hasar belirleme testi ROS ve DNA tek ve cift

iplik kiriklarmi belirleme amacgli komet testleri gergeklestirilmistir.

Zue ve ark. (2005) tarafindan bakir komplekslerinin DNA’ya yiiksek affinite ile
baglanabildigi ve redoks katalizorii olarak fonksiyonu oldugu bildirilmistir. Redoks
ozellikleri nedeniyle bakir (IT) kompleksleri genellikle DNA’nin oksidatif par¢alanmasi
icin ajanlarin gelistirilmesinde kullanilmaktadir. Bakir kompleksleri tarafindan meydana
gelen DNA degredasyonunun Fenton tipi reaksiyonlar araciligi ile olustugu tahmin

edilmektedir. Bakir iceren bu reaksiyon énemli bir ROS kaynagidir ve hem oksidasyona

66



hem de DNA zincir kirilmasina neden olmaktadir (Kremer 1999). Kanser hiicreleri
oksidatif strese karsi olduk¢a duyarlidir. Bu ylizden ROS meydana getiren ajanlar

kanser hiicrelerini 6ldiirebilmektedir (Huang ve ark. 2000).

Calismada kullanilan [Cu(5-nitro-1-10-fenantrolin)(L-glutamin)(H20)]Cl04.H2O bakir
(I) kompleksinin DNA'ya baglanma afinitesinin yiiksek oldugu Onceden
gerceklestirilmis bir calisma ile gosterilmistir (Inci ve ark. 2016). Kristal kompleksin
hiicre kiiltiirtinde neden oldugu hiicre ici serbest radikal miktar1 Caco-2, MCF-7, A549
ve Beas-2B hiicre hatlarinda DCFH-DA testi ile 6l¢iilmiistiir. Hiicre hatlarma bakir (1)
kompleksinin 1C7s, ICso, IC25 ve ICi25 dozlart ile 1 saat siiresince muamele edilmistir.
Caco-2 hiicre hattinda bakir (II) kompleksinin 1Ciz5, 1Cas, ICso ve 1C75 gruplarinin
ortalama ROS degerleri biiylime kontrol ile kiyaslandiginda ICs, 1Cso ve 1Csys
dozlarimm neden oldugu artisin istatistiki olarak anlamli oldugu goriilmektedir. A549,
Beas-2B ve MCF-7 hiicre hatlarinda ise bakir (IT) kompleksinin ICi25, ICas, ICso ve 1C7s
gruplarmin ortalama ROS degerleri biiylime kontrol ile kiyaslandiginda tiim dozlarmnin
neden oldugu artis istatistiki olarak anlamlidir. En yliksek ROS olusumu MCF-7 hiicre
hattinda ol¢tilmiistiir. MCF-7 hiicre hattinda gézlenen yiiksek ROS olusumu bakir (IT)

kompleksinin meme kanseri i¢in anti-kanser ajani potansiyelini ortaya koymaktadir.

Bulgularimiz1 destekleyen bir calismada Casiopeina serisinden [Cu(glycinate)(4,7-
dimethyl-1,10-phenanthroline)(H20)](NOs) (Cas 1I-gly)’ nin hiicre ici ROS miktarini
arttirarak, niiklear fregmentasyonu tetikledigi bilinmektedir (Kachadourian ve ark.
2010). Bir diger calismada [Cu(phen)(aa)(H>O)]NO3xH,O 1-4 (phen = 1,10-
phenanthroline; aa = gly (1), DL-ala (2), sar (3), C-dmg (4)) komplekslerinin MDA-
MB-231 kanser ve MCF-10A saglikli meme hiicrelerinde 6 ve 24 saat muamele
edildiginde olusan ROS miktar1 ¢alisilmistir. Yiiksek dozlarm 6 saatlik muamelesinde
MDA-MB-231 kanser hiicre hatlarinda ROS seviyesinde kontrole kiyasla anlamli bir
artis olurken MCF-10A saglikli meme hiicre hatlarmda ROS seviyesinde anlamli bir
artts olmamistir. Bu durum bakir komplekslerinin kanser hiicre hatlarinda ROS
seviyesini arttirirken saglikli hiicre hattinda ROS seviyesini anlamli sekilde
degistirmedigini gostermistir (Kong ve ark. 2014). Hiicre i¢i serbest radikal olusumu
cesitli sebepler ile artabilir. Bu ¢alismada kullanilan bakir (II) kompleksinin ve genel

olarak tiim bakir kokenli kristal komplekslerin hiicre i¢i ROS diizeyini arttirma
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egilimleri oldugu bilinmektedir (Guo ve ark. 2009). Bu sebeple kanser hiicre hatlarinda

gozlemledigimiz ROS diizeylerindeki artis literatiir ile uyumludur.

Tez calismasinda kullandigimiz bakir kristalinin DNA' da tek ve ¢ift iplik kiriklar
olusturma egilimi komet testi ile belirlenmeye calisilmistir. Buna gére A549, Caco-2,
MCF-7 ve Beas-2B hiicre hatlar1 24 saat bakir (II) kompleksinin 1C7s, 1Cso, I1C2s ve
ICi25 dozlar1 ile muamele edildikten sonra komet testi gerceklestirilmistir. Komet testi
sonuglar1 kuyruk uzunlugu, kuyruk % DNA ve Olive kuyruk momenti parametreleri ile

degerlendirilmistir.

A549, Caco-2 ve Beas-2B hiicre hatlarinin tiim doz gruplarinda, MCF-7 hiicre hattinin
ise 1Css, ICso ve ICys dozlarinda biliylime kontroliine kiyasla kuyruk uzunlugunda
anlamhi bir artis gozlenmistir. Kuyruk % DNA degerleri biliyiime kontroli ile
kiyaslandiginda A549 ve Beas-2B hiicre hatlarinin tiim dozlarinda, MCF-7 hiicre
hatmin 1C7s, 1Cso dozlarinda ve Caco-2 hiicre hattmin IC7s, ICso ve 1Cas kuyruk % DNA

degerlerinde anlamli bir artis gdzlenmistir.

Olive kuyruk momenti verileri degerlendirildiginde A549 ve Beas-2B hiicre hatlarinin
tim dozlarmda, MCF-7 hiicre hatinin 1C7s, ICso dozlarinda ve Caco-2 hiicre hattiin
I1C7s, 1Cso ve 1Cys olive kuyruk momenti degerilerinde anlamli bir artis gézlenmistir.
Sonuglar kompleksin kanser hiicrelerinde DNA kiriklarma neden oldugunu
gostermektedir. Artan hiicre ici serbest radikal diizeylerinin DNA tek ve cift iplik kirik
oranlarint arttirdig1 bilinmektedir. Caligmada belirlenen yiliksek ROS seviyelerinin
komet testinde gozlemlenen artmis DNA kirik oranlarindan sorumlu olabilecegini

disiinmekteyiz.

Bu konuda daha once gerceklestirilmis bir c¢alismada Zhong-ying ve ark. (2012)
tarafindan [Cull(5-Cl-pap)(OAc)(H20)]-2H>O bakir (II) kompleksinin MCF-7 hiicre
hattinda antitiimdr potansiyelini lizerinde arastirilmistir. Yapilan komet testine gore
bakir (II) kompleksine 24 saat maruziyeti sonunda MCF-7 hiicrelerinde DNA hasar

oraninin arttig1 gérilmiistiir.

Reyes-Perez ve ark. casiopeinas’larmm DNA’ya verdigi hasar1 HelLa ve insan lenfosit
hiicrelerinde komet testi uygulayarak arastirmislardir. HelLa hiicreleri ile lenfosit

hiicrelerin karsilastrmasinda HeLa hiicrelerinin daha hassas oldugu belirlenmistir.
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HeLa hiicrelerinin hizli boliinmesi ve MnSOD enzim eksikligi nedeni ile yiiksek
genotoksisiteye sahip oldugu diisiiniilmiistir. Tiim casiopeinas uygulamalarmnin
hiicrelerde DNA fragmentasyonu olusturdugu ve konstantrasyon arttikca kirilmalarin

cogaldig1 rapor edilmistir (Reyes-Perez ve ark 2011).

Tez calismamizin verileri, sentezlenen [Cu(5-nitro-1-10-fenantrolin)(L-
glutamin)(H>0)]Cl04.H,O bakir (II) kompleksinin ROS {ireterek ve/veya DNA
zincirlerini  kirarak DNA hasarma neden olduguna isaret etmektedir. Veriler
dogrultusunda  tez  ¢alismasinda  kullamilan  [Cu(5-nitro-1-10-fenantrolin)(L-
glutamin)(H>0)]Cl04.H,O bakir (II) kompleksinin Caco-2, MCF-7 ve A549 kanser
hiicre hatlarina kars1 antipoliferatif etki gosterdigi ve saglikli Beas-2B hiicre hatlarina
kars1 daha az toksik oldugu tespit edilmistir. MCF-7 meme kanseri hiicre hattindaki
yiiksek sitotoksik etki dikkat cekmektedir. Bakir (II) kompleksinin A549 kanser hiicre
hattinda yiiksek anti-proliferatif etkiye sahip olmasina ragmen Beas-2B saglikli hiicre
hattiyla karsilastirildiginda diisiik genotoksisiteye sahip oldugu ve bu hiicre hattinda
anti-kanser aktivitesinin bulunmadigi anlasilmaktadir. Genotoksisite sonuglarina gore
bakir (II) kompleksinin kanser hiicre hatlarinda DNA hasar1 meydana getirirken Beas-
2B insan saglikli bronsiyal epitel hiicrelerinde bu hasarin diger hiicre hatlarina gore
daha diisiik oranda oldugu gériilmektedir. Ozellikle ROS ve komet testinden elde edilen
sonuglara gore MCF-7 hiicre hattinin basarili sonuglar1 in vivo ¢alismalarda da olumlu

sonuclar alindig1 takdirde anti-kanser ilaci olarak umut verici bulunmaktadir.
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