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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

ZN(1I) KOMPLEKSININ SITOTOKSIK VE APOPTOTIK ETKILERININ KANSER
HUCRELERINDE ARASTIRILMASI

imren ALIOGLU

Bursa Uludag Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali

Damisman: Dog. Dr. Ferda ARI

Kanser, hiicrelerin kontrolsiiz ¢cogalmasi ile olusan bir hastaliktir. Hiicrelerin ¢esitli risk
faktorleri sebebiyle mutasyona ugrayip sinirsiz ¢ogalmasi ile baslayan bu siire¢ sonunda
kanserli hiicreler olusmakta, dokulara ve organizmaya zarar vermektedir. Son yillarda
yapilan caligsmalar, kanser tedavisinde metal bazli bilesiklerin umut verici oldugunu
gostermistir. Ozellikle platin (Pt), giimiis (Ag), altin (Au) ve ¢inko (Zn) gibi metal
kompleksleri birgok antikanser arastirmalarda kullanilmis ve basarili  sonuglar
alinmigtir. Dolayisiyla bu tez ¢alismasinda, bir Zn(Il) kompleksinin insan meme kanseri
hiicrelerinde antikanser etkileri ve bu etkilerden sorumlu mekanizmalar arastirtlmistir.
Zn(II) kompleksinin insan meme kanseri hiicrelerindeki anti proliferatif potansiyeli
SRB canlilik testi ile belirlenmis, hiicre canliliklart ATP canlilik testi ile dogrulanmustir.
Ayrica kompleksin olasi sitotoksik etkisi saglikli insan meme hiicrelerde de
degerlendirilmistir. Sitotoksik etkilerinden sorumlu olan hiicre 6liim mekanizmasi ve
apoptoz varligmi gostermek igin Hoechst 33342/Propidyum lIyodiir ikili boyama
yontemi ve kirilmis sitokeratin-18 (M30 antijen seviyesi) yontemi kullanilmigtir. Hiicre
olimi ile iligkili proteinlerin ekspresyon seviyeleri (B-Aktin, PARP/kirilmis PARP,
COX4, DR4, Prokaspas-8/kirilmig Kaspas-8, BAX, RIP) immunoblotlama yontemi ile
gosterilmistir. Apoptozisle iligkili gen ekspresyonlari ise Polimeraz Zincir Reaksiyonu
kullanilarak belirlenmistir. Zn(1l) kompleksinin hiicre migrasyonu tizerine etkisini
belirlemek amaciyla yara iylesmesi testi uygulanmistir. Ayrica Zn(ll) kompleksinin
kanser kok hiicrelerindeki sitotoksik etkisi kok hiicre populasyonunca zengin olan
mamosferler lizerinde arastirilmistir. Elde edilen sonuglarda, Zn(II) kompleksinin insan
meme kanseri hiicrelerinde doza ve zamana bagl olarak sitotoksik etkiye neden oldugu
saglikli hiicrelerde ise toksik olmadigr gozlendi. Zn(II) kompleksinin kanser
hiicrelerinde apoptozisi indiikledigi hem protein hem de gen diizeyinde belirlendi.
Zn(11) kompleksinin kanser hiicrelerinin migrasyon yeteneklerini 6nemli derecede
engelledigi gozlenigi, ayrica kanser kok hiicrelerinde de sitotoksik aktiviteye sahip
oldugu belirlenmistir. Tiim sonuglar degerlendirildiginde, Zn(II) kompleksinin kanser
tedavisinde umut verici bir ajan olarak kullanilabilecegi ongoriisiiyle ileri analizlerin
yapilmasi gerektigi sonucuna varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Zn(11) kompleksi, Meme Kanseri, Apoptozis, Sitotoksite

2019, x+81 sayfa



ABSTRACT
Master’s Thesis

INVESTIGATION OF CYTOTOXIC AND APOPTOTIC EFFECTS OF ZN(II)
COMPLEX IN CANCER CELLS

Imren ALIOGLU

Bursa Uludag University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Ferda ARI

Cancer is a disease caused by uncontrolled proliferation of cells. This process begins
with the mutation of cells due to various risk factors and unlimited proliferation. Recent
studies have shown that metal-based compounds are promising in the treatment of
cancer. Especially metal complexes such as platinum (Pt), silver (Ag), gold (Au) and
zinc (Zn) have been used in many anticancer studies and successful results have been
obtained. Therefore, the anticancer effects of a Zn(ll) complex in human breast cancer
cells and the mechanisms responsible for these effects were investigated in this thesis.
The anti-proliferative potential of Zn(ll) complex in human breast cancer cells was
determined by SRB viability test. Cell viability was confirmed by ATP viability test.
The possible cytotoxic effect of the complex was also evaluated in healthy human breast
cells. Hoechst 33342 / Propidium lodide dual staining method and broken cytokeratin-
18 (M30 antigen level) method were used to demonstrate the presence of cell death
mechanism and apoptosis responsible for cytotoxic effects. Expression levels of cell
death-related proteins (B-Actin, PARP/cleaved PARP, COX4, DR4, Prokaspas-8 /
cleaved Kaspas-8, BAX, RIP) were demonstrated by immunoblotting. Apoptosis-related
gene expression was determined using Polymerase Chain Reaction. Wound healing test
was performed to determine the effect of Zn(Il) complex on cell migration. In addition,
the cytotoxic effect of Zn(ll) complex on cancer stem cells was investigated on
mamospheres rich in stem cell population.

The results showed that Zn(1l) complex caused cytotoxic effect in human breast cancer
cells depending on dose and time and was not toxic in healthy cells. Zn(Il) complex
induces apoptosis in cancer cells was determined at both protein and gene levels. Zn(Il)
complex significantly inhibited the migration ability of cancer cells. Zn(Il) complex also
had cytotoxic activity in cancer stem cells.

When all the results were evaluated, it was concluded that further analysis should be
performed with the assumption that Zn(Il) complex can be used as a promising agent in
the treatment of cancer.

Keywords: Zn(Il) complex, Breast Cancer, Apoptosis, Cytotoxic

2019, x+81 page
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SIMGE ve KISALTMALAR DiZIiNi

Simgeler Ac¢iklama

uM Mikromolar

% Yiizde

oC Santigrat Derece

Kisaltmalar Aciklama

A549 Akciger Kanser Hiicresi

AlF Apoptozis indiikleyici faktor

As Arsenik

Apaf-1 Apoptotik proteaz aktive eden faktor
Apo-1 CD95'in aktivasyonu

ATP Adenozin trifosfat

Au Altin

BCA Biginkoninik asit

BH Bcl-2 homoloji bolgeleri

Bi Bizmut

BSA Si1g1r serum albumin

BRCA1 Meme kanseri geni 1

BRCA2 Meme kanseri geni 2

CARD Kaspaz alimi protein ailesi

Cd Kadyum

CD 95 Tetra safanin 95

CK Sitokeratin

CK18 Sitokeratin 18

COX4 Cytochrome c oxidase subunit 4
Cu Bakir

DED Oliim efektdr alan

DISC Modifiye Edilmis Hiicre Kiiltiir Besiyeri
DMEM Oliim indiikleyici sinyal kompleksi
DMSO Dimetilsulfoksit

DNA Deoksi ribontikleik asit

DR5 Oliim reseptdrii 5

Du 145 Prostat kanser hiicresi

EMT Epidermal mezankimal domiiigiimii
ER Endoplazmik retikulum

Er Ostrojen reseptorleri

FADD Fas iligkili 6liim alanm

FBS Fetal s1g1r serumu

Fe Demir

Ga Galyum

HelLa Rahim agzi kanser hiicresi
HT29 Kolon kanser hiicresi

IAP Apoptozis inhibitorii
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RPMI
PARP
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Pd
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RNA
Rh

ROS
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SDS
SDS-PAGE
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TBST-1
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V
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Mitokondri dis membran permeabilizasyonu
Nikel
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Poli(ADP-riboz)polimeraz
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Polimeraz zincir reaksiyonu
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1. GIRIS

Glinlimiizde en 6nemli saglik sorunlarindan biri olan meme kanseri kadinlarda goriilen
kanser tiirleri arasinda ilk sirada bulunmaktadir. Meme kanseri yavas bir gelisme hizi
gostermektedir. Tanis1 erken konuldugunda basarili tedavi sonuglar1 elde edilmesi
mimkiin olup 6lim orani azaltilabilmektedir (Baltzell ve Wrensch 2005). Meme
kanserinin olusumunda genetik, hormonal, sosyobiyolojik ve psikolojik etkenlerin rol
aldig1 kabul edilmekle birlikte, meme kanserli kadinlarin yaklasik %70-80’ninde bu
risk faktorleri goriilmeyebilmektedir. Meme kanserli hastalarda gozlenen gen
mutasyonlarinin kanserin ortaya ¢ikisi ve gelisimi ile iliskili oldugu bilinmektedir
(Biglia ve ark. 2004). Ozellikle BRCA1 ve BRCA2 genlerinde gdzlenen mutasyonlar
kalitsal yatkinlikta biiyiikk 6neme sahip olup, kalitsal meme kanserli hastalarda en sik
rastlanan gen mutasyonlaridir (Pelengaris ve ark. 2006). Kanser tedavisinde var olan
imkanlar disinda daha etkin tedavinin nasil saglanacagi halen arastirma konusudur.
Kanser tanis1 konulan hastalarin tedavilerinde cerrahi, kemoterapi, radyoterapi gibi
yontemler siklikla kullanilmakla birlikte, tam olarak basari elde edilememektedir.
Kemoterapi, tedavi yontemleri igerisinde ilk basvurulan yontem olarak bilinmesine
ragmen yine de yetersiz kalmakta bu nedenle bir¢ok kanser tiiriinde etkin bir tedavi
saglanamamaktadir (Desoize 2004). Kemoterapide uygulanan antikanser ilaglarla
kanser hiicrelerini yok etmek hedeflenmektedir. Kemoterapi ilaglart hiicrelerin
biiylimesini kontrol altina almak i¢in kullanilmasina ragmen, saglikli hiicrelere de zarar
verebilmektedirler (Bruce ve ark. 2005). Bu nedenle kanser tedavisinde etkili yeni ilag
arastirmalart halen devam etmektedir. Bu amacla bir¢cok organik molekiiliin yani sira
gecis metal komplekslerinin de kullanildig bilinmektedir. Metaller ve metal bilesikler,
gecmisten giiniimiize kadar ilag olarak kullanilmaktadir. Bu metaller arasinda arsenik
(As), antimon (Sb), bizmut (Bi), altin (Au), vanadyum (V), demir (Fe), rodyum (Rh),
titanyum (Ti), galyum (Ga), platin (Pt), palladyum (Pd) ve g¢inko (Zn) metalleri
bulunmaktadir (Desoize 2004). Yapilan bir ¢alismada Zn(II) kompleksinin MCF-7
hiicrelerinde apoptozu uyardigi, hiicre dongiisiiniin G1 fazindan hiicre popiilasyonunun
birikmesine yol agtigi, DNA fragmantasyonu ve niikleer yogunlasma olusturdugu
bulunmustur (Shenggui ve ark. 2013). Zn(Il) ve Kadmiyum (Cd(I1)) komplekslerinin

biyolojik aktivitesi incelenmis olan bir ¢alismada 16semi (CEM-SS) ve kolon kanseri



(HT-29) hiicre soylarinda doza ve zamana bagli olarak sitotoksik etki olustugu ve
antioksidan aktivitesinde artis gézlemlendigi bildirilmistir (Tarafdera ve ark. 2001).

Pek ¢ok ¢alismada farkli yapidaki Zn(IT) komplekslerinin kanser hiicrelerinde sitotoksik
etki gosterdigi ve apoptozisi uyardigi belirtilmektedir. Morfolojik ve biyokimyasal
degisiklikler nedeniyle olusan ve fiziksel bir siire¢ olan apoptozis, proliferasyon,
degisim ve matiirasyon siirecleri ile kanser hiicrelerin organizmadan uzaklastima
yolaklarindan  birini  olusturmakta ve kanser c¢alismalarinda hedef olarak
kullanilmaktadir (Tarafdera ve ark. 2001).

Zn(1l) 5,5-dietilbarbitiirat kompleksinin de i¢inde bulundugu farkli komplekslerin anti
kanser aktivitesinin taranmasi daha 6nce grubumuz tarafindan meme (MCF-7), akciger
(A549), prostat (Dul45) ve kolon (HT29) hiicrelerinde yapilmistir. Zn(II) 5,5-
dietilbarbitiirat kompleksinin diger komplekslere kiyasla yiiksek sitotoksik etki
gosterdigi belirlenmistir (Yilmaz ve ark. 2016).

Elde edilen bilgiler dogrultusunda mevcut tez calismasinda, Bursa Uludag Universitesi
Fen-Edebiyat Fakiiltesi Kimya Bolimii tarafindan sentezlenmis Zn(I[) 5,5-
dietilbarbitiirat kompleksinin MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre soylar tizerindeki olasi

sitotoksik ve apoptotik etkilerini ve sorumlu mekanizmalarini arastirilmastir.



2. KAYNAK OZETLERI
2.1. Kanser

Latince'de ‘yenge¢’ anlamina gelen kanser, bugiin en yaygin hastaliklarindan birisidir.
Cagimizda her bes kisiden biri, hayatimizin herhangi doéneminde kanser ile
karsilagsmaktadir. Halen tiim yeni tedavi yaklagimlarina ragmen kanserden oliimler
gelismis toplumlarda ikinci sirada yer almaktadir (Harris ve ark. 1993). Kanser tanisi
konulan hastalarin tedavilerinde cerrahi, kemoterapi ve radyoterapi gibi mevcut
yontemlere ragmen yliksek oranda basarili sonuclar elde edilememektedir. Giinlimiizde
uygulanan kemoterapi tedavilerinde sitotoksisite yiiksek oranda goriinmektedir ve yan
etkilere neden olabilmektedir (Tuncer 2009). Kanser ve kanser nedenli 6liimlerin her
gecen glin artig gostermesi glinlimiiz diinyasinin en énemli problemlerinden biri olarak
karsimiza ¢ikmaktadir (Parkin ve ark. 2005). Ulkemizde de benzer bir sekilde kanser
hastalig1 sonucunda 6liim orani, kalp ve damar hastaliklarindan sonra ikinci sirada yer
almaktadir (Sekil 2.1) (Jemal ve ark. 2010). Diinya Saghk Orgiitii ve Uluslararas
Kanser Arastirma Ajanst’nin yapmis olduklar1 tahminlere gére 2030 yilinda 27 milyon
insan kansere yakalanacak, 17 milyon insan ise ayni yil kanser nedeniyle hayatlarini
kaybedecektir (Tuncer 2009). Amerika’da ise ikinci Oliim sebebinin kanser oldugu
belirtilmis hayatlari boyunca erkeklerin yarisinda ve kadimnlarin igte birinde kanser

hastaliginin goriilebilecegi ifade edilmistir (Jemal ve ark. 2010).

Kalp ve damar hastaliklari
Kanser
Solunum yollari hastaliklari

Diyabet

Alt solunum yollari
enfeksiyonu

Demans (bunama)
Yenidogan élamieri
Ishalle ilgili hastaliklar
Trafik kazalari

Karaciger hastaliklarn

Sekil 2.1. Diger hastaliklara kiyasla kanser nedeniyle 6liim oranlari (Anonim 2016).



2.2. Kanser Olusumu Ve Gelisimi

Karsinogenez ili¢ basamaktan olusmaktadir. Bunlarin ilki baglangi¢ evresi, ikincisi artma
ve son olarak ta ilerleme evresidir (Dalay 2006). Kanserin gelisme evresi, baslangic
evresinin tam aksine, zamanla ve yavas bir sekilde ilerleyen bir siirectir. Hiicre
icerisinde tiimore neden olan ajana hiicrenin daha uzun siire maruz kalmasi ile
gelisebilmektedir. Bu esnhadaki zaman dilimi, kanser olusumundaki kismen geri
dontigimlii evredir. Timdr hiicresi gelisme evresinde ¢ogalarak yayilmaktadir ve klonal
hiicreler belli bir alanda bir araya gelmektedir. Timor gelisimini klonal hiicrelerin
¢ogalmasi izlemekte ve bu asamada hiicre boliinme siireci belirli bir sinirdan sonra

kontrolden ¢ikmaktadir (Pelengaris ve ark. 2006), (Sekil 2.2).

Normal hticre ¢ogalmasi Kanser hiicresi ve gogalmasi
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hitcre ¢ogalmast
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Sekil 2.2. Normal ve kanser hiicre boliinmesi (Anonim 2015) .

Tiimor gelisiminden sonraki agama ilerleme agamasidir. Bu asamanin da geri doniistimii
olmamaktadir (Pelengaris ve ark. 2006). Baslangicta baslatici ajan tek bir hiicrede
DNA’y1r  mutasyona ugratarak, hiicrenin  kontrolsiiz  sekilde ¢ogalmasini
uyarabilmektedir. Sonrasinda proliferasyonu saglayan promotér etkenler devreye
girerek DNA iizerinde mutasyonlara neden olabilmektedir. DNA iizerinde olusan
degisimler genetik ayn1 zamanda bir 0 kadar da epigenetik degisimlerdir (Dalay 2006,
Pelengaris ve ark. 2006). Hiicreler bu degisimi gergeklestirdikten sonra hizla ¢ogalma
ve metastaz olusturma oOzellikleri ile tamamen malign (ko6ti huylu) hale
doniisebilmektedirler (Sekil 2.3).



normal Hiperplzi Atipik Hiperplz1 Karser Oluumul Mikminvaziv
Sekil 2.3. Normal dokunun kanser dokusuna doniisiimii ve metastaz (Jill 2014).

Cogalma hizlar1 artmis ve smirsiz boliinme yetenegine sahip olan hiicreler bulundugu
bolgenin ¢evresindeki dokulara yayilmaya baslarlar (invazyon). Ayni zamanda kan ve
lenf dolasimina katilarak daha uzak bolgelere ulasip farkli timoér dokular
olusturabilirler (metastaz) (Dalay 2006, Penur 2013).

2.3. Kanser Hiicrelerinin Ozellikleri

Timor hiicreleri, hiicrelerin proliferatif (biliylime) sinyallerinin siirekliligi, biiylime
baskilayici sinyallere duyarsiz olmasi, invazyon ve metastaz aktivasyonu, sinirsiz
boliinme yeteneginin etkinlestirilmesi, anjiogenezin (yeni kan damarlarinin yapimi)
indiikklenmesi, bagisiklik savunmasindan kag¢inma, tiimor olusumunu destekleme, gen
kararsizlig1 olusturma (mutasyon), hiicresel enerjinin deregiilasyonu ve hiicre 6liimiine

kars1 direng gibi fenotipik 6zelliklere sahiptir (Sekil 2.4.), (Hanahan ve Weinberg 2011).



Kanserin 10 Temel Ozelligi

¢ogalma biiyiime
sinyalinin baskilayicilarindan
siirdiiriilmesi kagma
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kagma

hiicresel
olumsiizligin
etkinlestirilmesi

enerji
metabolizmasini
degistirme

hiicresel
olime
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kanserlesmeyi
destekleyen
inflamasyon

genetik
kararsizlik ve
mutasyonlar

yeni damar invazyon ve
olusumunun metastazin
tetiklenmesi aktivasyonu

Sekil 2.4. Kanser hiicrelerin 6zellikleri (Hanahan ve Weinberg 2011).

Kanser hiicrelerinin 6zelliklerini normal hiicreler ile karsilastirirsak, normal hiicreler
hiicre hiicre kontaklarina bagli inhibisyondan etkilenirken, kanser hiicreleri tam aksine
etkilenmezler ve kontrolsiiz biiyiimeye devam ederler. Normal hiicreler biiyiimeleri i¢in
sinyal faktorlerine ihtiya¢ duyarken, kanser hiicreleri kendi biiylime faktorlerini
olusturabilir ve otokrin ¢ogalma saglayabilirler. Timor baskilayici genler, onkogenler
ve DNA tamirinde rol oynayan kritik genlerdeki mutasyonlarla olusan genetik
degiskenlik kanser hiicrelerinde farklilasmaya neden olmaktadir. Bu bahsedilen
fonksiyonel yetenekler kanser hiicrelerinin hayatta kalmasina, ¢ogalmasina ve
yayllmasina olanak saglamaktadir (Dalay 2006). Normal hiicrelerin boliinme sayisi
sinirliyken kanser hiicrelerinin ise sinirsiz olarak tanimlanmaktadir. Kanser hiicrelerinin
bu ozelligi immortalite olarak adlandirilir. Immortalite mekanizmalarindan biri
kromozom uglart olan telomerlerdir. Sahip olduklari yiiksek telomeraz enzim aktivitesi
sayesinde kanser hiicreleri, siirsiz ¢ogalma yetenegi gosterirler (Pelengaris ve ark.
2006). Kanser hiicrelerinin membrana tutunma yetenekleri normal hiicrelerden daha
diisiktir ve tutunamadiklart i¢in kanser hiicrelerinin metastaz yapma yetenekleri
artmaktadir. Normal hiicreler, hiicre-hiicre temaslarinda hareket ve c¢ogalma

yeteneklerini kaybederler fakat kanser hiicreleri hareket etmeye ve ¢ogalmaya devam



ederler. Bu ozellik sayesinde birbirleri {izerine ¢ikarak ¢ok katmanli yapilar
olusturabilirler (Dalay 2006, Pelengaris ve ark. 2006). Normal hiicreler, boliinme
asamasinda GO (durgun faz) fazindan aktif proliferatif faza ilerlemeden 6nce mitotik
biiyiime sinyali ihtiya¢ duyarlar. Bahsedilen bu biiyiime sinyallerinin 6zeligi olarak
adlandirilir. Kanser hiicreleri ise normal hiicrelerin aksine proliferatif faza ilerlemek i¢in
biiylime faktorlerine ihtiya¢ duymazlar. Kanser hiicrelerinde biiyiime sinyali 6zelligini
nasil kazanacagini agiklamaya yonelik ii¢ molekiiler stratejisi Onerilmistir. Bunlar, hiicre
disindan gelen bliyiime sinyallerinde degisiklikler, bu sinyallerin transelliiler iletimi ya
da intraselliiler yolaklar iizerinden eyleme doniistiliriilmesi olarak siralanmaktadir
(Zheng 2012, Pages ve ark. 2010). Kanser hiicreleri yeteri kadar besin ve oksijeni
karsilayamadiklarinda, yeni kapiller olusturacak olan biiytime faktorleri salgilarlar ve
yeni kan damarlarinin olusmasini (anjiogenez) saglarlar (Jones ve Thompson 20009,
Abercrombie ve Ambrose 1962). Bu o6zellik ve salgiladiklar1 proteazlar sayesinde
kanser hiicreleri komsu dokular1 pargalayarak metastaz yeteneklerini kazanmaktadirlar

(Abercrombie ve Ambrose 1962).

2.4. Meme Kanseri

Meme kanseri, meme dokularindaki hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde hiicre boliinmesi
ve biliylimesiyle olusan ve diinyada akciger kanserinden sonra en sik goriilen kanser
tipidir (Guarneri ve Conte 2004). Meme kanseri, diinyada yillik 1 milyon yeni tan1 ve
yaklasik 373.000 oliim vakasiyla kadinlarda goriilen en onemli kanser nedenleri
arasindadir. Kadinlarda yasam boyu gelisme riski 1/12 ile 1/20 arasinda degismektedir
(Jeune ve ark. 2005). Tiirkiye’de meme kanseri insidansi 100 binde 43 olup yilda
yaklasik olarak 15.000 kadinda meme kanseri tanis1 konulmaktadir (Tirkiye Kanser
Kontrol Plan1 2018). 2017 yilinda Tiirkiye Kanser Istatistigi (TUIK) verilerine gore,
kanser tanist konulan her dort kadindan biri meme kanseri olup, bu oranlarda zamanla
artig olacag: diisiiniilmektedir (Tiirkiye Kanser Istatistikleri 2017). Tiirkiye’de en sik
rastlanilan kanserler i¢inde ikinci sirada meme kanserinin oldugu belirlenmistir (Sekil
2.5.), (Ozmen 2013). Ulkemizde meme kanseri yas dagilimi incelendiginde, vakalarin
% 42,5’inin 15-49 yaslar1 arasinda oldugu goriilmektedir. Insidans hizlar1 35-39 yas
grubunda 50,8 (100000 kiside kaba hiz), 40- 44 yas grubunda 81,1 (100000 kiside kaba
hiz) ve 45-49 yas grubunda 109,1 (100000 kiside kaba hiz) olarak goézlenmektedir



(Tiirkiye Kanser Istatistikleri 2014). Tiirkiye’nin batisinda meme kanseri goriilme
siklig1, dogu bolgelerine kiyasla daha fazladir. Ulkemizin bati bolgelerinde 40-
50/100.000 iken dogu bolgelerinde 20/100.000 oraninda meme kanseri goruldigi
tahmin edilmektedir (Tiirkiye Kanser Istatistikleri 2014).

Meme I 5.5
Tirold S 93
Kolorektal N 2.6
Uterus Korpusu TGN /.7
Trakea,Brong,Akciger N 6.3
Over TR 4.0
Mide N 3.7
Non-Hodgkin lenfoma 1R 2.7
Uterus Serviksi 1Tl 2.3
Pankreas 1R 2.0
0.0 50 100 150 200 250 300
Sekil 2.5. Tiirkiye kanser insidanslari (Anonim 2015).

Meme, farklilagsmis bir ter bezidir. Lobiil adi verilen memedeki birimler birleserek
loblar1 olustururlar ve bu sayede siit salgisini yapan hiicreler olusur. Meme basi,
etrafinda bulunan 15-20 lobdan olusur. Lobiiller siit kanallari ile birbirlerine baglidir ve
bu lobiiller siit kanallart meme basina dogru birlesirler. Meme basinda 6-8 adet toplayici
genis duktus bulunmaktadir (Aslan ve Gurkan 2007).

Memede gelisen kotii huylu tiimorlerinin 6nemli bir kismi adenokarsinomlardir.
Giiniimiizde bu tiimorlerin memenin duktal-lobiiler (siit kanallari-bezleri) biriminden
kaynak aldig1 bilinmektedir. Lobiilleri meydana getiren hiicrelerin kontrolsiiz ve sinirsiz
cogalmasi sonucu gelisen meme kanseri siit kanallarindan kaynaklanirsa duktal
karsinoma adin1 almaktadir. Meme kanserlerinin yaklasik % 20’si lobiillerden, % 80’1
ise lobiiller ile meme ucunu birbirine baglayan meme kanallarindan kdken almaktadir
(Aydimntug 2003).

Timoér gelisim asamasinda, memede bulunan normal biyolojik fonksiyonlar
bozulmaktadir. Var olan biyolojik foksiyon sorunu arasinda proliferatif sinyalin
stirekliligi bu bozukluklardan biri olup tiimor hiicrelerinden biiylime faktdrlerinin

salgilanmasinda etkili olmaktadir. Bu hiicrelerin yiizeyinde bulunan reseptorler ise,



biiytime faktorleri ile etkilesime girerek fonksiyon gostermektedir. Ancak, bu
reseptorlerin  ekspresyon diizeylerindeki artislar veya yapisal bozulmalar timor
hiicrelerinde proliferasyonda rol oynayan sinyal yolaklarinin kontrolsiiz sekilde
aktivasyonuna yol agmaktadir (Aslan ve Gurkan 2007, Aydintug 2003).

Ostrojen reseptorlerinin (Er), normal meme hiicrelerinin dstrojen uyaristyla bilyiime
sinyalinde oldugu kadar meme kanseri gelisiminde de olduk¢a Onemli oldugu
bilinmektedir. Ostrojenin fonksiyonunu, iki spesifik hiicre ici reseptorii vasitasiyla
gergeklestirdigi bilinmektedir. Era ve Erf olarak adlandirilan bu reseptorler, hormon
bagimli transkripsiyon diizenleyiciler olarak bilinmektedir ve bu yonde islev goriirler.
Er yolu, insan meme kanseri patofizyolojisinde kritik bir rol oymaktadir. Ozelikle meme
kanseri hastalarinda Era’nin fazla ekspresyonu, iyi anlagilmis olan prognostik ve
prediktif bir faktordiir. Erf’nin prognostik anlami tam olarak tanimlanamamistir (Ries
ve ark. 2008, Jeune ve ark. 2005).

Meme kanseri gelisimine sebep olan mekanizmalar halen bilinmemektedir. Cevresel
karsinojenlere maruz kalma sonrasinda kazanilan mutasyonlar veya mutasyonlarla
kalitilan genetik farklilagsmalar ile tiimor baskilayici genlerin inaktivasyonu ve proto-
onkogenlerin aktivasyonu sonucu apoptozis olusum mekanizmasi bozulmakta ve
kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasi sonucunda meme kanseri gelisiminin basladig1 one
stiriilmektedir (Ries 2008). Risk faktorii olarak; uzun siireli ilag alinimi, Gstrojen
seviyelerin diizensizligi, oksidatif stres, apoptozun engellenmesi, 6nceden gegirilen
farkl kotii huylu meme hastaliklari, erken menars veya ge¢ menopoz, obezite durumu,
alkol kullanimi, sigara kullanimi, diisiik doz radyasyon, diabetes mellitus (seker
hastalig1), ileri yas, ilk dogumunu ge¢ yasta yapmis kadinlar ve pestisitlere maruz kalma
gibi nedenler belirtilmigtir. Ayn1 zamanda g¢evresel ve genetik faktorler, beslenme
diizeni ve hormonal durum gibi faktérler de meme kanseri gelisiminde rol oynamaktadir
(Newcomb ve ark. 1994, Lambe ve ark. 1994). Meme kanseri ailesel gecis Ozelligi
gostermektedir. Aile ge¢misinde meme kanseri vakasi olan kadinlarin meme kanseri
hastaligina yakalanma riskinin daha yiiksek oldugu bilinmektedir. Bu belirlenmis risk
faktorleri, DNA hasarinin artigina yol agarak kanser gelisim riskini arttirabilmektedir

(McTiernan 2000, McTiernan ve ark. 2003, Biglia ve ark 2004).



2.5. Apoptozis

Hem prokaryot hem de Okaryot organizmalarda yasam; dogum, biiyiime, {ireme,
yaslanma ve Olim olmak iizere belli bash kisimlardan olusmaktadir. Hiicre 6lim
tiplerinden biri olan apoptoz; 1963’te Lockshin tarafindan ilk kez ipekbocegi
metamorfozu sirasinda tanimlamp adlandirilmistir. Apo: ayri, Ptosis: diisme demektir ve
terim olarak programali hiicre 6limii seklinde ifade edilmektedir. Walther Flemming
1885“de, “chromatolysis” prosesininin tavsan ovaryumunda folikiiler atrezi sirasinda
graniiloza hiicrelerinin kaybi ig¢in apoptozun sorumlu oldugunu iddia etmistir. Ayni
Olim prosesini testikiiler germ hiicre dejenerasyonunda arastirmis ve gozlemlemistir.
1983 yilinda Duke ve ark. jel elektroforezi ile, apoptozda endoniikleazlarin aktif olarak
DNA kiriklarina neden oldugunu gostermislerdir. Sonug¢ olarak apoptotik hiicre
6limiiniin ilk biyokimyasal kanitlari elde edilmistir. Bu tarihten sonra apoptoz artmistir
ve giinlimiize kadar devam etmistir (Kerr ve ark.1972, Duke ve ark. 1983).

Apoptoz; yaslanmig, gelisimi diizgiin olmamis genetik olarak hasarli hiicrelerin ve
giivenli bir sekilde yok edilmelerini saglayan ve genetik olarak kontrol edilen bir
programli hiicre 6lim mekanizmasidir (Lowe ve Lin 2000). Apoptozis insan
organizmasinda birgok asamada goriilmektedir. Embriyonel ve fetal gelisimde,
yaslanma silirecinde, dokularin hiicre homeostazinin saglanmasinda, immiin
tepkimelerinde koruma mekanizmasi olarak, hormon azalmasina bagli involiisyonlarda
ve hiicrelerin herhangi bir nedenle hastalanmalari durumunda goriilebilir (Lowe ve Lin
2000). Ornegin; parmak olusumu sirasinda aradaki mezenkimal hiicrelerde, amfibilerin
metamorfozu sirasinda  kuyruk hiicrelerinde bagirsak gibi limenli organlarin
olusumunda ve iireme organlart olusumu gibi fizyolojik olaylar sirasinda goriilmektedir
(Sekil 2.6.), (Norbury ve Hickson 2011. Gewies 2003). Her saniye bir milyon hiicrenin
apoptozisle viicuttan atilmakta oldugu bilinmektedir. Atilmanin ardindan ise yeni
hiicreler devreye girerek bu kaybi doldururlar. Bu asama hiicrelerin yapim (mitozis) ile
yikim (apoptozis) arasinda kontrollii bir denge saglar. Fakat ayn1 zamanda apoptozisin
lehine veya aleyhine bozulmasi bircok 6nemli hastaligin patogenezine katkida
bulunmaktadir. Apoptozisin gereksiz yere olustugu veya hizlandigi hastaliklara drnek
olarak AIDS, nérodejeneratif hastaliklar, insiiline bagimli tip diyabet, hepatit C

infeksiyonu, miyokard enfarktiisii, ateroskleroz gibi hastaliklar verilebilirken,
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apoptozisin yavasladigi hastaliklara 6rnek olarak ise otoimmiin hastaliklar ve kanser
verilir (Gewies 2003).

Sekil 2.6. Kurbaga, Caenorhabditis elegans ve insanlarda apoptozis (Ulukaya 2003).

Malign hastaliklar, kontrolsiiz g¢ogalan hiicre proliferasyonu sonucunda var olan
hastaliklar olarak adlandirilmaktadir. Oysa asir1 proliferasyonun yaninda azalan
apoptotik 6lim hizinin da malignite gelisiminde Onemli rol oynadigi goriilmiistiir.
Zaman1 geldiginde normal olarak apoptozise gidemeyen ve gereginden fazla siire
yasayan hiicreler, malign hiicrelere doniisebilme potansiyeline sahiptir (Lu ve ark.
2000).

Apoptozis bir¢cok hastalikta yer alir ve serbest radikal hasari, sitokinler ve enflamatuar
yaralanma tarafindan tetiklenir. Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS) kanserde anahtar rol
oynadig1 ve oksidatif hasarin apoptozisin baslatilmasinda etkili oldugu kanitlanmigtir
(Kannan ve Jain 2000). Son zamanlarda yapilan arastirmalarda apoptozis dengesinin
bozulmasinda; bozulmus reseptdr sinyal yolagi, p53 mutasyonlar1 veya kaspazlarin
ekspresyonlarinda azalma gibi birgok sebep s6z konusu oldugu belirlenmistir (Sekil
2.7.), (Lu ve ark. 2000).
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Sekil 2.7. Apoptozu etkileyen faktorler (Wei ve ark. 2001).
2.6. Apoptozis ve Nekrozis

Apoptozis hem fizyolojik hem de patolojik bir 6liim sekliyken, nekrozis patolojik bir
6lim seklidir. Bu iki 6liim seklinin isleyislerinde 6nemli farklar vardir.

Apoptoz ve nekrozun yapi ve metabolik isleyisleri bakimindan karakteristik farkliliklar
da vardir (Rosser ve Gores 1995), (Sekil 2.8.).

Mekrozis Apoptozis

Ueda M, etal_ J Coll Biol. 2007 Mar 122176(8) 85342 PMID: 173533461

Sekil 2.8. Apoptotik hiicre ile nekrotik hiicrenin morfolojik agidan farkliliklar1 (Ueda ve
ark. 2007).

Apoptozun gergeklesebilmesi igin yiiksek oranda ATP’ye ihtiyag duyulur. Hiicre igi
ATP seviyesi aslinda apoptoz veya nekroz ile 6lecegine yon verir ve mitokondrinin
Oonemini apoptozun erken fazinda gostermektedir. Eger hiicre yiiksek seviyede
yaralanirsa apoptotik yol i¢in gereken enerjiyi saglayamayacak ve olim nekroz ile

gerceklesecektir. Apoptozis yolagina girmis hiicrelerin komsu hiicrelerle baglari
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kesilmektedir. Hiicre yiizeyindeki diger hiicrelerle gerceklestirdikleri 6zel baglar kalkar
ve hiicre yiizeyi yuvarlak hale gelir. Yapisal degisiklik ¢ekirdekte izlenebilmektedir.
Aslinda c¢ekirdek apoptoziste odak noktasidir. Hiicreden hiicreye degismekle birlikte
cekirdek biiziisiir. Kromatin normalden daha yogun bir hale gelir (kondanse olur),
cekirdek porlart segilemez ve c¢ekirdek sekli diizensizlesir. Ardindan ileri evrede kiigiik
¢ekirdek parcalarmma boliintir (fragmentasyon). Hiicrede ilk olarak yiizeye dogru
tomurcuklanmalar olur. Bunlardan bir kismi sitoplazma parcaciklart igeren ve siki
bigimde paketlenmis organellerden olusan zarla saril1 apoptotik cisimlere doniisiir. Bu
asamada, hiicre membraninin i¢ tarafinda lokalize olan fosfotidilserin, membranin dis
ylizeyine transloke olur (saglikli hiicrelerde plazma membraninin iginde bulunur) ve
fagositik hiicreler i¢in sinyal gérevi goriir (Cooper 1994).

Nekrotik hiicrenin plazma membrani, ilk olarak biitiinligiinii kaybeder. Ardindan hiicre
icinden disina dogru hiicre i¢i materyalinin ¢ikisi gergeklesir. Nekrotik hiicre lizize

ugrar Ve hiicre igerigi dis ortama salinir. (Sekil 2.9.) (Erdogan 2003, Cooper 1994).

NEKROZIS , . APOPTOZIS
N
/62 S % 9 f
Kromatin yigilmasi “.o L 7 %_‘ K.romann %
g = fu)) f sitoplazma
Organellerin sismesi |~ § 77 f \ €7 Lond .
\os J_Q ) .‘.Q & / ondensasyonu
NS =S R
| |
g gﬁs\ @) Niikleer fragmentasyon
?j"? =5 ‘ Voo - Bleb olusumu
R0V O e
C 40 @) Apoptotik
’ cisimciklerin olusumu
Parcalanma | Fagositoz
{
|
) ; Apoptotik cisimcik
Hiicresel e :’G-/
icerigin salmmm \J \
7 ™ €Y
( il \ Fagositik hiicre
A N | @ .
inﬂalﬁasyon i \x/ 9

Sekil 2.9. Apoptoz ve nekroz arasinda morfolojik farkliliklar (Anonim 2003)
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2.7. Apoptoziste Mitokondri, Bcl-2 ve Kaspazlar

Cok  hiicreli  organizmalarda homeostazin  diizenlenmesi  yeni  hiicrelerin
proliferasyonunun kontroliiniin yani sira istenmeyen ya da hasarli hiicrelerin de yok
edilmesini gerektirir. Doku homeostazisi yani yeniden yapim ve yikimin bir diizen
icinde olusu, apoptozis/proliferasyon dengesinin saglikli bir sekilde siirdiiriilmesine
baglidir (Hikim ve ark. 1995, Messmer ve Pfeilschifter 2000).

Apoptozisin bagsmasiinda ardindan kesistigi noktanin mitokondri oldugu bulunmustur.
Mitokondrinin aktivasyonu sitokrom c¢’nin mitokondriden sitoplazmaya saliverilmesi
apoptotik siiregde yani geri doniilemez bir noktadir. Mitokondrinin aktivasyonuna yol
acan en 6nemli faktor bel-2 ailesidir. Hem pro-apoptotik hem de anti-apoptotik tiyeleri
olarak bilinmektedir. Bu ailenin iyelerinin mitokondri tizerindeki etkileriyle ya
sitokrom c¢’nin sitoplazmaya saliverilmesi gerceklesir (apoptozisin baslamasi) ya da
sitokrom c¢’nin sitoplazmaya saliverilmesi baskilanir (apoptozisin inhibisyonu) (Sekil

2.10.), (Fan ve ark. 2005).

Growth faktdrsinyalknmesi

BM3 only

protein
o "t
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Sitokrom-c
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Kaspaz
Aktwasyonu

N

Sekil 2.10. Mitokondrinin apoptozisdeki rolii (Fennell ve Swanton 2012).

MiTOKONDRI

Apoptozis siirecinde anahtar rol alan olan Bcl-2 ailesi liyeleri; apoptozis diizenleyici
faktorlerin  grubunu olusturmaktadir. Bcl-2 proteinlerinin bazilar1 anti-apoptotiktir.
Mesela bunlar Bcl-2, Bcl-XI, Bcl-1 gibi ve mitokondri, endoplazmik retikulum veya
niiklear membranda bulunmaktadir, bazilar1 ise tam tersi olarak pro-apoptotiktir. Bunlar

Bax, Bcl-Xs, Bad, Bim, Bak, Bid olabilirler. Pro-apoptotik ve anti-apoptotik proteinler
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aralarinda homo ya da heterodimerler olustururlar. Hiicrenin karakterini belirleyen bu
tiyelerin rolatif oranidir. Pro-apoptotik proteinler fazla eksprese edildiginde hiicreler
apoptozise daha yatkin harcket eder, anti-apoptotik proteinler daha fazla eksprese
edildiginde hiicreler apoptozise daha direngli olmaktadir (Alnemri ve ark. 1996). Pro-
apoptotik Bcl-2 proteinleri hiicresel stres veya hasar algilayicilart olarak calisir ve
sitozolde bulunmaktadir. Hiicresel stres sonucu, anti-apoptotik proteinler bulundugu
mitokondri yilizeyine dogru yonelmektedir. Boylece pro-apoptotik ve anti-apoptotik
proteinler arasindaki etkilesim olusmaktadir. Anti-apoptotik proteinler Bcl-2
proteinlerinin normal iglevlerini bozar ve mitokondride porlarin olusumuna, sitokrom-c
ve diger pro-apoptotik molekiillerin zarlar aras1 bolgeden aciga ¢ikmasina sebep olur.
Sonug olarak apoptozom olusumu ile kaspaz kaskadi aktivasyonuna yol acar (Fan ve
ark. 2005).

Kaspazlar; hedef proteinleri spesifik aspartat kalintilarindan kiran sistein proteaz
ailesine aittir. Memeli hiicrelerinde 14 adet kaspaz ailesi tanimlanmistir. Tanimlanan
kaspas tiiyeleri zimojen (inaktif Onciil) olarak bir pro-domain ve proteaz domaini
ierirler. I¢sel ya da digsal uyaranlarla aktiflesen kaspazlar mitokondride membran
hasar1 olusturduktan sonra zar, hiicre iskeleti ve ¢ekirdek degisimine yol acan hasarlara
neden olurlar. Kaspazlarin bazilar (2, 8, 9, 10) baslatici kaspazlar olarak bilinmektedir.
Bazilar1 da (3, 6, 7) efektor kaspazlar olarak bilinmektedir. Baglatici kaspazlarin
apoptotik uyari ile baslayan 6liim sinyallerini efektor kaspazlara iletmesi ile apoptotik
hiicre morfolojisi meydana gelmektedir (Sekil 2.11.), (Alnemri ve ark. 1996, Cryns ve
Yuan 1998)
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Sekil 2.11. Baslatic1 ve efektor kaspazlar (Forro 2012 degistirilerek alinmustir).
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2.8. Apoptozisin Indiiklenmesi

Hiicrelerde apoptozisin olmast igin hiicre i¢i veya disindan gelen sinyal yani uyar: ile
genetik mekanizmanin harekete gegmesi gerekmektedir. Dolayisiyla apoptozis hiicreye
disardan gelen bir uyari ile baslatilabilir. Ornegin, apoptozis, hiicre yiizey membraninda
bulunan &liim reseptorleri olarak bilinen Fas (diger isimleriyle APO-1, CD95) ve tiimor
nekroz faktor reseptorii-1 (TNFR-1)’in ilgili ligandlart ile etkilesime girmesi ise
baslatilabilir.

Apoptozis hiicre iginden gelen bir uyari ile aktiflesebilmektedir. Aktiflesme; hiicre i¢i
kalsiyum miktarindaki artis, Bcl-2 ailesi, p53 geninin aktivasyonu, sitokinler,
viral/bakteriyel enfeksiyonlar ve onkojenler tarafindan olabilmektedir (Kumar ve ark.
2005).

Apoptozis uyarisini aktif hale getirmenin bir bagka yolu ise p53°iin indiiksiyonudur. Bu
yolak ile indiiklenen p53, bir pro-apoptotik bcl-2 ailesi iiyesi olan bax’in indiiksiyonuna
yol acararak apoptozisi baslatir. Apoptozis ayn1 zamanda reaktif oksijen radikallerinin
genom, plazma membran1 veya mitokondri iizerinde olusturabilecegi hasarlara bagh
olarak da baglatilabilir. Apoptozisi baglatan bir baska neden ise, sitotoksik T
lenfositlerinden saliverilen granzim B’lerin hedef kaspaz sistemini aktiflestirmesidir
(Ulukaya 2003).

Apoptozisin ekstrinsik  yoluyla indiiklenmesi, ligandlar ve o6liim resoptorlerin
aktivasyonu ile baslar. Fas ve TNFR tipik 6liim reseptorleridir. Sitozolik 6liim alani
iceren iki reseptor de TNFR ailesine aittir. TNFR ailesinin tiim {yeleri spesifik bir
sekilde ligandlar1 taniyan ve Oliim reseptorleri ile aktiflesecek sistein ekstraseliiler
subdomains bolgeleri icerir. Sistein aspartik asit proteazlaridir ve apoptoz siirecinde
kaspaz aktivitesini gerceklestiren enzimlerdir. Bahsedilen enzimlerin temel goérevleri
reseptor-kaynakli yolda, Oliim Indiikleyici Sinyal Kompleksine (DISC) baslatict
kaspazlarin (kaspaz-8 ve 10) alim1 yol agamasindir (Ulukaya 2003).

DISC, adaptor protein Fas iligkili 6liim alanin1 (FADD) ve TNFR-1 iliskili 6liim bolgesi
proteinini (TRADD) igerir. Bu 6liim boélgeleri prokaspaz-8’i aktiflestirir. Aktiflesmis
kaspazlar efektor kaspazlari (3, 6, 7) inaktif durumdan aktif duruma getirmesini saglar.
Boylece baslatici grup kaspazlar, protein-protein etkilesim motiflerini barindiran uzun

bir ‘prodomain’ olusturur (Cryns ve Yuan 1998).
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Bu motifler, ya 6lim etkileyici alan1 (DED; “death effector domain”) ya da kaspaz
takviye alanidir (CARD; ‘“caspase recruitment domain”). Kaspazlar bu motifler
sayesinde adaptor molekiillerle etkilesimlerini saglarlar. DICS olarak adlandirilan grup
aslinda Fas, FasL, FADD ve pro-kaspaz-8 iceren bir komplekstir. Oliim bolgeleri
prokaspaz-8’i aktiflestirmektedir. DISC yapisinda yer alan prokaspaz 8’in
aktivasyonunu takiben kaspaz 8 sirasiyla kaspaz 3, 6 ve 7’nin aktive oldugu bir kaspaz
kaskatin1 harekete gecirir. Kaspaz 8’in aktif hale gegmesi ayrica Bid’in aktive olmasina
neden olur. Aktiflesen Bip Kirilmis Bid (tBid) olusur ve sonrasinda mitokondriye geger
ve sitokrom ¢, SMAC (ikinci mitokondri tiirevli kaspaz aktivatorii) ve kalsiyum
salmimini uyarir (Sekil 2.12.), (Cryns ve Yuan 1998).

Intrinsik/mitokondriyal yolak uyarildiginda, mitokondriden sitokrom-c salinimina ve
boylece apoptoz olusumuna neden olur. Her iki yolak da, diizenleyici ayn1 zamanda
yapisal molekiilleri kiran ve sonu¢ olarak hiicrenin Oliimiine sebep olan kaspaz
aktivasyonunu igeren ortak bir yolda birlesir. Mitokondriyal yolun kilit olayr mitokondri
dis membran permeabilizasyonudur. Permeabilizasyon esnasinda; sitokrom c,
mitokondri tiirevli kaspaz aktivatorii/IAP baglayici protein Smac/DIABLO, HtrA2/Omi,
apoptozis indiikleyici faktér (AIF) ve endoniikleaz D gibi mitokondri membran
proteinleri sitozole salinmasiyla tamamlanir. Mitokondri i¢ membran yiizeyinden
sitokrom c’nin sitozole salinmasi ile sitokrom c, sitoplazmik protein olan Apaf-1
(apoptotik proteaz aktive edici faktor-1)’e baglanir ve onu aktive eder. Bdylece
dATP/ATP’nin de ortamda bulunmasi ile Apaf-1/sitokrom ¢ kompleksi heptamerik bir
yapiya oligomerize olur. Bu yapiin olugmasi, prokaspaz 9’un Apaf-1 ile etkilesimini
miimkiin kilar ve apoptozom kompleksi olusur (Sekil 2.12.), (Lamkanfi 2011, Ghobrial
ve ark. 2005).

Apoptozomun gorevi, baslatict kaspaz olan kaspaz 9’u aktive etmektir. Aktif kaspaz 9,
kaspaz-3’ii veya diger ilerletici kazpazlar aktive ederek kaspaz kaskadina aracilik eder.
Aktif kaspaz 3, kaspazla aktive edilmis DNaz inhibitorii (ICAD; “inhibitor of caspase-
activated DNase”) poli (ADP-riboz) polimeraz (PARP, DNA tamir enzimi), Rho iligkili
sarmal olusturan kinaz I (ROCKI; “Rho-associated coiledcoil forming kinase I”’), aktin,
fodrin ve lamin gibi hiicresel substratlar1 kirarak apoptotik morfolojinin olusumunu
saglar. CAD normal hiicrelerde ICAD’iine bagli ve inaktif halde bulunur. Fakat aktif

hale gectiginde kromatin yogunlasmasina ve DNA’nin niikleozamal fragmentlere
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kesilmesine neden olur. Kaspaz aktivitesini inhibe eden ve aktiviteleri Smac veya
Omi/HtrA2 gibi fonksiyonel analoglar ile engellenmis bircok IAP’lar (apoptozis
inhibitdrleri) vardir. Olen hiicrelerde Smac ve Omi/HtrA2 (mitokondriyel proteinler,
pro-apoptotik proteinler) mitokondriden salindiginda IAP’lar inaktive olmakta ve
bdylece ilerletici kaspazlarin inhibisyonu engellenip hiicrelerin apoptozise gitmeleri
saglanmaktadir (Ulukaya 2003).
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Sekil 2.12. Ekstrinsik ve intrinsik yolak (Carla ve ark. 2016).

2.9. Kanser Gelisiminde Kok Hiicrelerin Rolii
2.9.1. Kok Hiicre

Kok hiicreler, farkli bir hiicreye farklilasmasi, yiiksek oranda bulunan hiicre tiirtidiir.
Erigkin donemde yillarca suskun kalabilen fakat yaralanma veya onarim durumlarinda
aktif hale gelebilen hiicrelerdir. Kok hiicreler embriyonik kok hiicreler ve yetigkin tip
kok hiicreler olmak tizere iki ana grup olarak incelenebilirler (Razmkhah ve ark. 2011).
Giiniimiizde, kok hiicre terimi kullanimi gelisimsel biyolojide canli bir organizmayi
veya olgunlagsmis bir organizmada doku ve organlari olusturan, tamir eden ve
devamliligim saglayan hiicre grubu olarak tanimlanmaktadir. insan dokusu igindeki
hiicreler siirekli bir degisim ve yenilenme durumundadir. Olgun ve farklilasmis
hiicrelerde 6liim olusumunun ardindan yerine yenileri gelir. Dokulardaki bu yenilenme

olay1 0 dokuda bulunan bazi hiicrelerin bolinmesi ve farklilasmasi sonucu olusur.
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Dokularda s6z edilen bu yenilenme daha uzun omiirlii ve farklilagabilen kok hiicre adi

verilen hiicrelere baglidir (Rajasekhar 2014), (Sekil 2.13.).
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Sekil 2.13. Kok hiicreler viicudumuzdaki tiim organ ve dokulart meydana getiren farkl
hiicre tiirlerini olusturur (Sohn 2005).

Bugiin kabul edilen temel 6l¢iit kok hiicreleri tanimlamamizda bizlere olusum acisindan
yardimer olmaktadir. Kok hiicre 6zellikleri su sekilde siralanabilir:

e Kendini yenileme, kok hiicreler dokularda devamliligini saglamak adina boliiniirler
ve boliinmeleri yeni kok hiicrelerin olugsmasiyla sonuglanir. Sonugta olusan iki hiicreden
biri anne kok hiicreyle ayn1 6zellikteyken digeri boliinmelerine devam ederek farklilagir.
Farklilasmadan kalan kok hiicre dokudaki kok hiicrelerin devamliligini saglar (Shenghui
ve ark. 2009).

o Potensi kelimesi, 6zellesmis bir hiicreye farklilasabilme kapasitesini tanimlamada
kullanilmaktadir. Kok hiicre denecek hiicre diger iki o6zellik gibi bu o6zelligi de
gosterebilmelidir. Kok hiicreler potensi 6zelliklerine gore bir hiyerarsi olustururlar. Kok
hiicrelerden bir kismi sadece bir hiicreye farklilasabilirken, bazilar1 tiim organizmay1
olusturabilir (Bianco ve ark. 2008) (Sekil 2.14).

e Klon olusturma yetenegine (klonalite), sahip kok hiicrelerde ise bir kok hiicre
boliinerek kendi klonunu olusturur. Hiicreler olusturduklari klonlarla birbirinden

sekilsel ve fizyolojik farklilik gosterirler (Glauche ve ark. 2013).
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Sekil 2.14. Kok hiicrelerden bir kismi sadece bir hiicreye farklilasabilirken, bazilari
tiimor organizmay1 olusturabilir (Bianco ve ark. 2008).
Kok hiicreleri elde edildikleri kaynaklara gore veya farklilagsabilme yetkinligine gore
siiflandirabiliriz.
Farklilagabilme yetkinligine gore, Totipotent, Pluripotent ve Multipotent
Elde edilebildikleri kaynaklara gore ise

1. Embriyonik kok hiicreler

2. Yetiskin kok hiicreleri

3. Kanser kok hiicreleri

4. Uyarilmis pluripotent kok hiicreler olarak siniflandirabiliriz (Fortier, 2005).
Totipotent kok hiicreler, tiim organizmay1 olusturabilecek hiicreleri tanimlamada
kullanilir. Totipotent tiim organizmayir meydana getirebilecek 0Ozelligine sahiptir.
Totipotent hiicre insandaki tiim hiicreleri, ekstra embriyonik membranlar1 ve plasentay1
olusturabilecek kapasiteye sahiptir (Ma 2012). Pluripotent kok hiicre insanda bulunan
200 farkli hiicreye farklilagabilir. Ancak insan gelisiminde embriyo disinda kalan
yapilart ve dokular1 olusturamamaktadir. Morula asamasindaki embriyoda uterus
salgilarinin morulanin i¢ taraflarina sizmasiyla gerekse de i¢ tarafta bulunan hiicrelerin
hiicreler arasi alana salgilariyla embriyonun i¢ kisminda blastos6l denilen bir bosluk
olusur. Bu donemde embriyoya blastosist adi verilir. Bu asamada blastosistin bir
kutbunda yerlesmis olan i¢ hiicre kiitlesi embriyoblast, dis tarafta kalan hiicreler de
trofoblast olarak adlandirilir. Blastosistin i¢ hiicre kitlesini olusturan hiicreler
pluripotent 6zellikte olan kok hiicrelerdir. Bu hiicreler organizmada bulunan tiim
hiicrelere farklilagabilirler. Embriyonun i¢ hiicre kitlesinden elde edilen pluripotent kok

hiicrelere embriyonik kaynakli kok hiicreler de denir (Hui ve ark. 2011).
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Multipotent kok hiicreler pluripotent hiicrelere gore daha smurli bir farklilagsma
kapasitesine sahip hiicrelerdir. Bu hiicreler 06zellesmis hiicrelere farklilasabilirler.
Bulunduklari dokunun hiicrelerine farklilasmasiyla birlikte in vitro olarak uygun
uyaranlar saglandiginda farkli tipte hiicrelere de farklilasabilirler. Ornegin beyinde
bulunan multipotent bir kok hiicre noéronlari ve noroglia hiicrelerini olusturabilir.

MKH’ler multipotent kok hiicrelerdir (Li ve ark. 2014).

2.9.2. Kanser Kok Hiicresi

Kanser kok hiicreleri bazi arastirmacilara gore kanser onciilii hiicrelerdir. Kanser kok
hiicreleri kanserin ilk olarak baslangicindan sonra biiylimesine ve g¢evre dokulara
yayllmasina kadar kanser siirecinin her asamasinda goriilebilmektedir (Yu ve ark.
2012). Kanser kok hiicrelerinin kaynagina bakildiginda bazi ¢aligmalarda bu hiicrelerin
aslinda doku kaynaklt multipotent kok hiicreler oldugu, kanserli dokuya gog ettikten
sonra o ¢evreye uyum sagladiklari gosterilmistir. Kanser kok hiicreleri genel olarak
normal kok hiicrelerle aynmi 6zellikleri gosterirler. Kanser kok hiicrelerinin kanserli bir
dokunun i¢inde yaklasitk % 0,3-2 oraninda bulundugu gosterilmistir. Kanser kok
hiicreleri de uygun g¢evre kosullari saglandiginda farkli hiicrelere farklilasabilir, kendini
yenileyebilir ve kanser dokusu olusturabilir (Jordan ve ark. 2006).

Kanser kok hiicreleri tiimoér asamasinin baslangicindan sorumlu olan hiicrelerdir.
Timor dokusundaki ¢ok sayida farklilagsmis hiicre toplulugunu olusturabilmektedirler.
Kanser kok hiicrelerin ve normal kok hiicrelerinin kendi-kendini yenileme ve/veya
farklilasmasinda fonksiyonel rol oynarlar (Tuna 2009). Kanser kok hiicreleri ve normal
kok hiicreleri aralarindaki baslica fark; kanser kok hiicrelerinde sinyal ileti sistemlerinin
diizenlenmesindeki farkliliklardir. Tiim kanser kok hiicrelerinin limitsiz ¢ogalma
potansiyeli ve epitelyal-mezenkimal doéntisim (EMT) sonrasinda diger organlara
yayllma (metastaz) yetenegi vardir. Bu nedenle, tedavi secenekleri i¢in kanser kok
hiicrelerinin belirlenmesi ve bu hiicrelerin hedeflenmesi gerekmektedir. Bugiin var olan
tedavi sekilleri tiimdr hiicre toplulugunu kii¢liltmek veya bu toplulugu 6ldiirecek sekilde
gelistirilmistir. Kanser kok hiicreleri ilaglara karst tiimoér dokusunu olusturan
hiicrelerden daha direnglidirler. Dolayisiyla, tedaviye ragmen Olmeden sessiz
kalabilmektedirler. Son zamanlarda farkli tip kanserlerden elde edilen kanser kok

hiicrelerinin gilinlimiizde kullanilan ilaglara direnclilik gosterdikleri bildirilmektedir

21



(Reya ve ark. 2001). Bu da kanserle miicadele etmek igin kanser kok hiicrelerini
Oldiirecek daha etkili tedavilerin gelistirilmesi gerektigini diisiindiirmektedir. Ciinkii
gilinlimiizde bir hipotez halinde olmasina ragmen kanserin bir kok hiicre hastalig1 oldugu
ileri siirilmektedir (Tu 2013).

Son yillarda yapilan arastirmalar, meme kanserlerinin kok hiicre 6zelligi gosteren hiicre
popiilasyonlar1 tarafindan gelistigini gostermekte ve kanser kok hiicre hipotezini
desteklemektedir (Sekil 3). Bu hipoteze gore kok hiicreler, diger kanser kok hiicrelerinin
olusumunu saglayan kendini yenileyebilme ve timor topluluklarini bir araya getiren
hiicre popiilasyonlarinin gelisimine yardimci olan farklilasma 6zelliklerine sahiptir Bu
nedenle tiimor agresifligi, tedaviye direng, tiimoriin niiksii (tekrari) ve metastaz alaninda
kanser kok hiicrelerin rolii ¢ok ilgi cekmektedir ve bu ilgi zamanla artmaktadir (Reya ve

ark. 2001), (Sekil 2.15).

A. Klonal Timor Modeli B. Kanser Kok Hiicre Modeli
Tumér
@ Normal Hiicre
! Yiiksek Seviyede A \\ Tﬁmbrijenik Olmayan
@ ilk Mutasyon Tumarjenik )8 Progenitdr Ve
/ Kendini Dagita Farkhlagmig Kanser
endini Dagrtan Hiicreleri

ikinci Mutasyon Pluripotent CSC

0’0 of =
@ o ’_(’\ Uciineii @ o
’:}/ M : » b
0000 g% |

Kanser Hiicresi

Timor Olugumu &

Sekil 2.15. Normal tiimor gelisim modeli (A), Kanser kok hiicre timor gelisim hipotezi
(B) (Bradshaw ve ark. 2016).
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2.10. Metal Bazh Bilesikler

Kanser, karmasik bir 6zellige sahip olan ve bir¢ok gen, proteinler, sinyal yollaklar ile
etkilesime girerek aktiflesmektedir. Bu karmasik siirecte tedavi amacl bagvurular ve
etkin tedavi arayisi halen devam etmektedir. Son yillarda kemoterapi, tedavi imkanlari
igerisinde ilk basvurulan yol olmaktadir. Ancak kemoterapi amagli kullanilan ajanlar
tedavi siirecinde kanserli hiicrelerin yaninda saglikli hiicrelere de zarar vermektedir. Bu
nedenle bir¢ok kanser tiiriinde etkin bir tedavi saglanamamaktadir (Bruce ve ark. 2005).
Bu nedenle kanser tedavisinde etkili yeni ilag aragtirmalar1 halen devam etmektedir. Bu
amagcla bir¢ok organik molekiiliin yan1 sira gegis metal komplekslerinin de kullanildigi
bilinmektedir (Desoize 2004).

Au(I) ve (III) bilesikler, anti-tiimor aktivitesi gostermekte birlikle yapilan arastirmalarda
toksisitesi yiiksek goziitkmektedir. Bazi tiirevleri ise anti-proliferatif aktivite gosterir. Rh
ve Pt ayni gruba ait olmasina ragmen farkli aktivite gostermektedir. Fakat ayni
nefrotoksisiteye sahiptir. Birkag Rh bilesigi ise yapilan arastirmalarda faz | klinik
denemelerine girmistir (Desoize 2004).

Incelenen metal bilesiklerinden anti kanser aktivitesi en yiiksek olanlar Pt ve Pd
komplekleri olarak bilinmektedir. Pt ve Pd gibi metal bilesigi iceren antikanser ajanlarin
DNA’da iplikler arasi capraz baglari etkileyerek DNA kalintilarinin olusumu ile
apoptozis yollaginin aktiflesmesine neden oldugu bilinmektedir (Zhu ve ark. 2009). Bu
metal bilesiklerden olan Pd; antifungal, antiviral, antitiimor ve antibakteriyal etkilere
sahiptir. Bu yapidaki kimyasallarin suda kolay ¢dziinebilmeleri, membranlardan kolayca
gecip ve hiicre igerisine DNA’ya baglanabilmeleri, ayrica yan etkilerinin daha az olmasi
tedavide tercih edilmelerini saglamaktadir (Abu-Surrah ve ark. 2008). Bugiin klinikte
kemoterapide kullanilan Cisplatin (diamindikloroplatin(ll) kompleksi) en fazla
kullanilan gegis metali komplekslerindendir (Conklin 2004).

Gilinlimiizde antikanser Ozellik gdsteren bircok metal bazli koordinasyon bilesigi
sentezlenmektedir ve halen tedavi amagl kullanilmaktadir. Metal komplekslerinin ¢ogu
DNA'’ya baglanak anti-tiimor etkisi gdsterme yetenegine sahip oldugu, boylece kanserli
hiicrede DNA ¢ogalmasini bloke ederek, tiimor hiicrelerinin biiylimesini inhibe ettigi
bilinmektedir (Zhu ve ark. 2009). Metal komplekslerinin sadece DNA replikasyonunu
inhibe ederek degil ayrica apoptosizi uyararak da tiimor gelisimini ve kanser

hiicrelerinin proliferasyonunu inhibe ettigi birgok calismada gosterilmistir. Ornegin;
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yeni sentezlenen manganez (Mn) kompleksi prostat kanseri hiicre soylarinda (PC3,
LNCAP, DU145) apoptozis indiiksiyonuna neden olarak hiicre canliligin1 dramatik bir
sekilde azalttigi gozlenmistir (Hernroth 2018). Aymi sekilde Cu(ll), Ni(ll) ve Zn(ll)
metallerinin farkli komplekslerinin antikanser potansiyele sahip olduklar1 belirlenmistir
(Topkaya 2014). Zn(ll) agirlikli metal kompleksleri de antikanser arastirmalarda
kullanilmis ve calismalar sonucunda basarili veriler elde edinmistir. Yapilan bir
calismada farkli Ni(II), Zn(I) ve Cd(II) kompleksleri sentezlenmis ve insan meme
kanseri (MCF-7 ve MDA-MB-231) hiicrelerinde sitotoksik etkileri tesbit edilmistir
(Nuria ve ark. 2018). Bir baska c¢aligmada ise N-metil-1-fenildithiokarbamat Cu(ll),
Zn(11) ve Pt(ll) komplekslerinin sentezi, karakterizasyonu ve antikanser c¢alismasi
sonucunda, Zn(II) kompleksinin Cu(Il) ve Pt(Il) kompleksine gore insan meme kanseri
hiicrelerinde yiiksek antitiimoral etki gosterdigi bildirilmistir (Fartisincha ve Andrew
2018). Bir basgka calismada ise Zn(Il), Cd(Il) ve Civa (Hg(ll)) 2-aminonikotinaldehid
metal komplekslerinin antimikrobiyal ve anti-kanser ozelliklere sahip oldugu
belirlenmistir. Bu kompleksler arasinda Zn(ll) kompleksinin aralarindan en yiiksek
biyolojik aktiviteye sahip oldugu gostermistir (Ramachary ve ark. 2018). Farkli bir
caligmada ise, Azilsartan-Zn(II) kompleksinin insan akciger kanseri hiicrelerinde
(A549) sitotoksik etki goriildiigli ve apoptozise neden oldugu gosterilmistir (Martineza
ve ark. 2018). Yapilan pek ¢ok calismada farkli yapidaki Zn(Il) komplekslerinin kanser

hiicrelerinde sitotoksik olarak apoptozisi uyardig: belirtilmektedir.

2.10.1. Cinko (Zn) (II) Bilesiklerin Kanser Tedavisindeki Yeri

Zn periyodik ¢izelgenin II B grubunda yer alan ve atom numarasi 30 olan kimyasal bir
elementtir. Mavimsi beyaz renkte parlak; ¢ok eskiden bu yana bilinen bir metaldir. 13.
yiizy1lda Hindistan’da kalaminin, yiin gibi organik maddelerle indirgenmesiyle metalik
olarak elde edilmistir. 1746’da Avrupa’da Marggraf tarafindan kalaminin odun
komiiriiyle indirgenmesiyle metalik olarak elde edilip ikinci kez kesfedilmistir. Zn, Fe
dist metaller arasinda 6nem ve kullanim bakimindan aliiminyum ve Cu’dan sonra
ticiincii siray1 almaktadir (Nuria ve ark. 2018).

Zn agirhikli metal kompleksi olarak birgok antikanser arastirmalarda kullanilmis ve
basarili sonuglar alinmistir. Yapilan bir ¢alismada, bir dizi Ni(ll), Zn(ll) ve Cd(ll)

kompleksleri sentezlenmis ve karakterizasyonlar1 yapilmistir. Bu komplekslerin MCF-7
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ve MDA-MB-231 insan meme kanseri hiicrelerinde antikanser aktivite sahip olduklari
tespit edilmistir (Nuria ve ark. 2018). Bis (1-fenilpiperazin ditiokarbamato) Cu(ll),
Zn(Il) ve Pt(I) kompleksi sentezlenen bir calismada karakterizasyonu ardindan
antikanser ozellikleri arastirtlmistir. Calismada Cu(ll) ve Zn(1l) komplekslerinin Pt(I1)
kompleksine gore kanser hiicre soylarinda (UACC62 , MCF-7 ve TK10) daha yiiksek
antitimoral etki bulunmustur (Fartisincha ve Adrew 2018). Son yillarda yapilan bir
calismada ise Azilsartan-Zn(Il) kompleksinin insan akciger kanseri A549 hiicre
soylarina kars1 sitotoksik etki gostermis ve oksidatif stresi ile indiikledigi belirlenmistir.
Ayni ¢aligmada Zn(ll) kompleksinin hiicrelerdeki 6liim modelinin intrinsik yolak
tizerinden apoptozis ile gergeklestirdigi bildirilmistir (Martineza ve ark. 2018). Zn(ll)
kompleksleri tizerinde yapilan bir arastirmada MCF-7 insan meme kanser hiicre
soylarina apoptozis yollagini indiikleyerek sitotoksik etki gdsterdigi bulunmustur. Bir
bagka caligmada ise Zn(ll) kompleksinin insan karaciger kanseri hiicrelerine (HepG-2)
kars1 sitotoksik potansiyele sahip oldugu bildirilmistir (Asadi ve Nasrollahi 2017). insan
karsinom hiicrelerine (MCF-7, EC109, SHSY5Y, QBC939) karsi Zn(ll)
komplekslerinin antikanser aktivitesi arastirma sonuglarinda DNA baglanma potansiyeli
ile apoptotik indiiksiyon gdzlenmistir. Ozelikle SHSY5Y hiicrelerinde canhiligin anlamli
bir sekilde azaldigi goézlemlenmistir (Jin’an ve ark. 2015). Son olarak Pirolidin
ditiyokarbamat Zn(ll) ve Cu(ll) kompleksleri tiimoér hiicrelerinde (MDA-MB-231 ve
PC-3) apoptoz yollag iizerinde bir arastirma yapilmistir. Elde edilen bulgularda Zn(l1)
kompleksinin, proteazomun inhibe edilmesinde ve apoptozun indiiklenmesinde Zn(Il)
kompleksinin daha etkili oldugu gozlenmistir. Ek olarak, Zn(ll) ve Cu(ll)
komplekslerinin, tiimor hiicrelerini  6ldiirmek i¢in farkli mekanizma kullandigi
gorilmustiir. Zn(11) kompleksleri kalpain genini aktive etmistir. Kalpain bilindigi iizere
ubikitinasyon ve protein katlanmasinda rol oynar. S6z konusu kanser durumda ise
hipoksi ortamda hipperaktivasyon olusturup kontrolsiiz katlanma ortami olusturur.
Ancak Zn(Il) kompleksi bunu kaspaz-3'e bagli olmayan yol ile yaptig1 belirlenmistir
(Milacic ve ark. 2008).
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2.10.2. Tez Calismasinda Kullanilan Zn(II) 5,5-dietilbarbitiirat Bilesiginin
Biyokimyasal Yapisi

Tez calismasinda kullanilan Zn(Il) bilesigi, Bursa Uludag Universitesi Fen-Edebiyat
Fakiiltesi Kimya boliimii tarafindan sentezlenmis ve karakterizasyonu yapilmistir (Sekil

2.16.) (Yilmaz ve ark. 2016).

Sekil 2.16. Zn(I1) 5,5-dietilbarbitiirat kompleksinin biyokimyasal yapist (Yilmaz ve ark.
2016).

Zn(Il) kompleksinin de i¢inde bulundugu farkli komplekslerin anti kanser aktivitesinin
taranmasi daha once grubumuz tarafindan meme (MCF-7) akciger (A549) prostat
(Dul45) ve kolon (HT29) hiicrelerinde yapilmistir. Birgok metal kompleks arasinda
Zn(1l) 5,5-dietilbarbitiirat kompleksi digerlerine oranla yiiksek sitotoksik etki gosterdigi
bulunmustur (Yilmaz ve ark. 2016). Bu yilizden kanser etki ve mekanizmalarini
belirlemek {izere yiiksek potansiyele sahip Zn(II) kompleksi secilmis ve tez

calismasinda kullanilmistir.
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3. MATERYAL ve YONTEM
3.1. MATERYAL

3.1.1. Kullanilan Kimyasal Malzemeler

— Fetal sigir serumu (FBS), Gibco

— Penisilin-Streptomisin Soliisyonu (10.000U/ml penisilin,10mg/ml streptomisin),
Gibco

— Fosfat tuz tamponu (PBS), Gibco

— Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM), Gibco

— Roswell Park Memorial Institute Medium (RPMI), Gibco

— 0,05% Tripsin-Etilen Diamin Tetraasetik Asit (Tripsin-EDTA), Gibco

— Dimetil siilfoksit (DMSO), Sigma

— Triton X-100, Sigma Systeme, Hamburg, Almanya

— Tripanmavisi (%0,5), Biological Industries

— Trikloroasetikasit (TCA)

— Asetik asit

— Siilforodamin B (Santa Cruz)

— Tris Baz (TBS)

— Adenozin 5-trifosfat (ATP) Biyoliiminesans Kit (Sigma)

— Biginkoninik asit Kit (Sigma-Aldrich)

—  Sigir Serum Albumin (BSA, Amresco) Standard

— MES SDS Running Buffer (Nu-PAGE, 20X, Novex

— LDS Sample Buffer (Nu-PAGE, 4X, Invitrogen)

— Sample Reducing Agent (Nu-PAGE ,10X, Invitrogen)

— Antioksidant (Nu-PAGE,Invitrogen)

— Kaleidoscope Prestained Standarts (Biorad)

— Bis-Tris Mini Gels (NUPAGE, 10X, Invitrogen) 10X -TBS-T (Tris-Buffer
Saline-Tween20): Tris base NaCl, (Bioshop) 80Tween20 (Dako)

— LumiGLO Reagent A (Cell Signaling)

— Peroxide Reagent B (Cell Signaling)
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3.1.2. Kullanilan Saf Malzemeler

— 25 cm? ve 75 cm? lik hiicre kiiltiir kab1, Orange Scientific

— 6 kuyucuklu hiicre kiiltiir kab1, Orange Scientific

— 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir kabi, Orange Scientific

— 5ml ve 10ml hacimlerinde enjektorler

— 10pI’lik pipet uglari, SSBIO

— 100ul’lik pipet uglari, Expell

— 1000ul’lik pipet uglari, Ayset

— Steril tek kullanimlik filtreler (0,2 mikron ¢apinda), Orange Scientific
— Steril santrifiij tiipleri (15 ml), Nest

— Steril santrifiij tiipleri (50 ml), Nest

— Thoma lami, Bright —Line, Hausser Scientific Horsham, PA, USA

— Kiriyovial, Corning Incorporated Corning

3.1.3. Kullanilan Cihazlar

— Spektrofotometre. Biotek

— Hassas terazi, Sartorius

— COz inkubatore Panasonic

— Luminometre (FLx800 Mikroplate Floresans Okuyucu)
— Bubharls sterilizator (Otoklav), Niive OT4060, Tiirkiye
— Steril kabin, Fagus

— Multipipet cihazi, Multipette Axygen

— Inverted mikroskop, Euromex

— Aspiratdr, Fagus

— Kuru hava sterilizatorii, Niive

— Santrifiij, Niive NF-800R

— 10pul, 100ul ve 1000ul’lik pipet seti, Orange Scientific
— 0,5-5ml pipet, Brand

— 10ml pipet, Eppendorf

— 5-5pl Transferpipet, Thermo Scientific

— Pipet boy, isolab
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3.2. YONTEM
3.2.1. Zn(11) Kompleksinin Hazirlanmasi

Zn(II) bilesiginin stok ¢6zeltisi 20mM ana stok olacak sekilde dimetil siilfoksit (DMSO)
ile ¢oziilerek hazirlandi. Bu ¢oziinmiis bilesikler daha sonra 0,5ml’lik tiiplere; 12ul
olacak sekilde alikotland1 ve -20°C’de saklandi. Calismalar i¢in gerekli seyreltmeler ise

hiicre besiyeri ile yapildu.

3.2.2. Hiicre Kiiltiirii

Hiicre kiiltiirii, hiicrelerin kontrollii sartlar altinda yetistirilmesi siirecidir. MDA-MB-
231 ve MCF-7 insan meme kanseri hiicre soylar1 saklama kaplari igerisinde -80°C
dolaplarda saklandi. Meme kanser hiicreleri olan MCF-7 ve MDA-MB-231 soylarinin

ozellikleri gizerge ile verilmistir (Cizelge 1.).

Cizelge 1. MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre soylarinin 6zelikleri.

MDA-MB-231 Hiicre Soyu: MCF-7 Hiicre Soyu:

P Insan meme kanseri hiicre soyu P Insan meme kanseri hiicre soyu
» Ostrojen reseptorii (-) P Ostrojen reseptorii (+)

P Epidermal growth factor (EGF) (+) =~ P E-kaderin (+)

P Transforming growth factor alpha =~ PKaspaz 2: (+/-), Kaspaz 3: ()
(TGF alpha) (+)

P E-kaderin (-)
W Kaspaz 2: (+), Kaspaz 3: (+)
P Yiiksek oranda yayilabilir.

P Daha az oranda yayilabilir.

3.2.2.1. Hiicre Soylarimin Stoktan Cikartilmasi

Hiicreler -80°C dolabindan saklama tiiplerinden alinarak sicak su banyosunda hizli bir
sekilde ¢0ziildii. Hiicre siispansiyonu; %5 FBS, %1 penisilin-streptomisin ve %1 L-
glutamin (Gibco) igeren 5Sml DMEM besiyeri igerisine alindi. Falkon tiip 800 rpm’de 5
dk santrifiij edildikten sonra siipernatant kisim aspire edildi ve hiicre peleti tizerine 1ml

besiyeri ilave edilerek hiicrelerin siispansiyon hale gelmesi saglandi. Falkon tiip lizerine
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4ml besiyeri ilave edildi ve 5 m1’lik hiicre siispansiyonu 25¢cm?’lik hiicre kiiltiir haplart

(Thermo Scientific) igerisine alinarak 37°C’de, %5 COz2 ig¢eren ortamda inkiibe edildi.

3.2.2.2. Hiicre Soylarinin Pasajlanmasi

Deneylerde kullanilan hiicre soylari, hiicre kiiltiir kaplarmin yiizeyini tamamen
kapladiklarinda (konfluent olduklarinda) hiicre kiiltiir kaplarinin igerisindeki besiyeri
aspire edildi. Hiicrelerin serumdan arindirilmasi i¢in 2ml 1X PBS (Gibco) ilave edildi
ve hiicrelerin ylizeylerinin hafifce yikanmasi saglandi. PBS ortamdan aspire edilerek
uzaklagtirildiktan sonra hiicre kiiltiir kabinin yiizeyine yapisan hiicrelerin yilizeyden
ayrilmalart i¢in 0,5ml % 0,05 Tripsin-EDTA (Gibco) soliisyonu kullanildi ve hiicreler
37°C’de, %5 CO2’li ortamda 5dk inkiibe edildi. Mikroskopla bakildiginda hiicre kiiltiir
kaplar ylizeyinden ayrildig1 kabul edilen hiicrelere, tripsinin inhibe edilmesi i¢in en az
iki kat1 kadar besiyeri ilave edildi. Hiicre kiiltiir kaplar i¢erisindeki hiicre siispansiyonu,
icerisinde besiyeri bulunan (falkondaki toplam hacim tripsinin 10 kat1 olmali) 15ml’lik
falkon tiip igerisine alindi. 800rpm’e 5dK santrifiij yapildiktan sonra siipernatant kisim
aspire edildi ve elde edilen hiicre peleti 1ml hiicre besiyerinde ¢oziindiikten sonra 9ml
besiyeri ilave edildi ve 10 mI’lik hiicre siispansiyonu 75cm?’lik hiicre kiiltiir kaplarina
alinarak 37°C’de, %5 CO: igeren ortamda inkiibasyona birakildi. Bu sekilde hiicreler

istenilen sayiya gelene kadar ¢ogalmalar1 saglandi.
3.2.2.3. Hiicre Soylarnimin Stoklanmasi

Hiicreler konfluent olduklarinda hiicre kiiltiir kaplarinin igerisindeki besiyeri aspire
edilerek ortamdan uzaklastirildi. Hiicreler 1X PBS ile hafif¢e yikandiktan sonra PBS
aspire edilerek uzaklastirildi ve hiicrelerin hiicre kiiltlir kabinin yiizeyinden kalkmalarin
saglamak i¢in %0,05 Tripsin-EDTA (Gibco) soliisyonu eklendi. Hiicreler 37°C’de, %5
CO2’li ortamda 5dk inkiibasyona birakildi. Mikroskopla bakildiginda hiicre kiiltiir
kaplarinin ylizeyinden ayrildig1 kabul edilen hiicrelere, tripsinin inhibe edilmesi i¢in on
kat1 kadar besiyeri ilave edildi. Hiicre kiiltiir kaplarinin igerisindeki hiicre siispansiyonu
igerisinde besiyeri bulunan 15ml’lik falkon tiip igerisine alindi. 800rpm’de 5dk santrifiij
yapildiktan sonra siipernatant kisim aspire edildi ve pelet iizerine her bir kriyovial i¢in

1,5ml dondurucu medium (5ml DMSO + 5ml FBS + 40ml DMEM) karanlik ortamda
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ilave edildi. Hiicre stispansiyonu saklama tiiplerinin igerisine dagitilarak -80°C dolabina

kaldirildi.

3.2.2.4. Kullanilan Besiyerin Hazirlanmasi

MDA-MB-231 ve MCF-7 hiicre soylar1 i¢in kullanilan besiyeri ortami i¢in %5 FBS
(Gibco), %1 Penisilin-Streptomisin Soliisyonu (10.000U/ml penisilin, 10mg/ml
streptomisin, Gibco), %1 L-glutamin (Gibco) igeren RPMI soliisyonu kullanildi.

3.2.2.5. Hemositometre ile Hiicrelerin Sayimi

Hiicreleri sayabilmek amaciyla tripsinizasyon islemi sonucunda elde edilen hiicre
stispansiyonundan 20ul 0,5ml’lik tiipe alindi ve ilizerine esit miktarda %0,5 tripan
mavisi (Biological Industries) konarak iyice karigmasi saglandi. Hematositometre distile
su ile iyice temizlendi. Bu karisimdan 12pl alinarak thoma lamina koyuldu ve
mikroskoptabu lam iizerinde bes alanda hiicre sayim1 yapildi. Bulunan say1 sulandirma

katsayist ile carpilarak 1ml besiyerinde ne kadar hiicre oldugu hesaplandi.

3.2.3. SRB (Siilforodamin B) Metodu

SRB metodu hiicre kiiltiiriinde hiicrelerdeki total protein Olgiimiine dayanan
kolorimetrik bir metoddur. Hiicre kiiltiir ortamindan sitotoksisitenin belirlenmesi i¢in
kullanilir. Bu metot, Amerika’da bu konularda referans merkez olarak kabul edilen NCI
(National Cancer Institute)’nin calistifi bir yontem oldugundan, anti-kanser ilag
arastirmalarinda siklikla kullanilmaktadir (Skehan ve ark. 1990). Siilforodamin B (SRB)
bazik amino asitlere baglanan yani proteine baglayabilen anyonik bir boyadir (Sekil
3.1.). Bu boya Triklorik asetik asit (TCA) ile sabitlenen pH altinda bazik aminoasitler
ile elektrostatik bir kompleks olusturarak hizla renk degisimi olusturur. Olusan renk

degisimi 560 ve 580nm absorbanslar da spektrofotometre ile 6l¢iilmektedir.
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Sekil 3.1. Sulforhadamine B molekiiler yapisi (sigmaaldrich.com).

Pasajlama isleminden sonra 75cm?’lik hiicre kiiltlir kaplarinin igerisinde konfluent olan
hiicreler, hiicre pasaj protokoliine uygun sekilde tripsin ile kaldirildi. Hiicre kiiltiir
kaplarinin igerisindeki hiicre silispansiyonu, icerisinde besiyeri bulunan (falkondaki
toplam hacim tripsinin 10 kat1 olmali) 15ml’lik falkon tiip icerisine alindi. 800rpm’de
5dk santrifiij yapildiktan sonra siipernatant kisim aspire edildi ve elde edilen hiicre
peleti 1ml hiicre besiyerinde ¢oziindiikten sonra 9ml besiyeri ilave edildi ve 10ml’lik
hiicre siispansiyonu elde edildi. Hiicreler, 96 kuyulu hiicre kaplarinin igerisine son
hacim 200pul medium (DMEM) iginde 5x10° hiicre/kuyu olacak sekilde ekildi. Kor
(negatif kontrol) i¢in kullanilacak kuyulara ise 200ul medium eklendi. Zn(11) kompleksi
¢ozeltisi 20mM olan stok alikotu 50uM ara stok hazirlanmasi i¢gin RPMI ile ¢oziinerek
hazirlandi.

SRB testi igin, Zn(ll) kompleksi farkli konsantrasyonlari (50 uM - 0,78 uM) hiicre
besiyerinde hazirlanarak 96 kuyulu hiicre kiiltiir kaplarina uygulandi. MCF-7 ve MDA-
MB-231 hiicreleri sayilarak 100 ul besiyeri icerisinde 5x10° hiicre olacak sekilde her bir
kuyuya ayr1 ayri ilave edildi. Hiicrelerde 6liimiin negatif kontrolii (maksimum canlilik,
MO) olarak sadece besiyeri ortami igerisinde ekilen hiicreler kullanildi. Kor i¢in ayrilan
kuyular igerisine ise 200 pl besiyeri ilave edildi. Ardindan hiicreler 24, 48 ve 72 saatlik
uygulamalar ile 37 °C’de, %5 CO2’li ortamda inkiibasyona birakildi. 24, 48 ve 72 saatlik
tedavi siiresi sonunda hiicresel proteinleri fikse etmek icin her kuyuya 50ul TCA
(Trikloro asetik asit) eklenerek +4°C’ de 1 saat fikse edildi. TCA nin hazirlanma
kosular1 ise %10 (w/v) TCA: 10 gram TCA, deiyonize su ile 100ml ye tamamlanarak
%10 (w/v) Trikloroasetik asit (TCA) c¢ozeltisi elde edildi. Fiksasyon siiresi
tamamlandiktan sonra plate ters ¢evrilerek TCA dokiildi. TCA’y1 iyice uzaklastirmak
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icin kuyular 5 kez deiyonze su ile yikandi. Her yikamanin sonunda 96 kuyulu kiiltiir
kaplarinin ters ¢evrilerek dokiildii.

Yikama sonunda SRB soliisyonundan her kuyuya 50ul eklendi ve 30 dakika oda
sicakliginda karanlikta inkiibe edildi. SRB boyasinin kullanmak i¢in % 0,4 w/v SRB %
1’ lik asetik asit i¢inde hazirlanarak ¢oziildii.

Inkiibasyon siiresi sonunda SRB hiicre kiiltiir kapindan dokiilerek uzaklastirildi.
Baglanmis boyay1 uzaklastirmak icin kuyular 5 kez %1°lik asetik asitle yikandi. Yikama
sonunda hiicre kiiltiir kaplarindaki kuyular igerisinde hi¢ damla kalmayacak sekilde
havada kurutulduktan sonra proteinlere baglanan boyanin ¢oziinebilmesi i¢in 10mM tris
bazi 150ul kuyu basina pipetlendi. Tris bazi hazirlamak i¢in 10mM Tris bazindan
121mg tris baz1 tartip pH 10 olacak sekilde 100ml deiyonize su ile tamamlandi. Boya
sollisyonunu homojenize hale getirmek i¢in hiicre kiiltiir kaplar1 en az 10dk 150rpm’de
shaker da inkiibe edildi. Optik dansite ELISA okuyucuda 564nm’de okundu. Okunan

absorbanslardan agagidaki formiil kullanilanarak hiicre canliliklar1 hesaplandi.

Bilesik ile muamele edilen hiicre absorbansi ortalamasi—Kor ortalama

% Canlilik = 100 *

Kontrol hiicre absorbansi ortalamasi—Kor ortalama

3.2.4. ATP (Adenozin trifosfat) Canlihk Metodu

Adenozin trifosfat metodunda hiicre kiiltiiriinde biiyiitiilen hiicrelerindeki intraseliiler
ATP igeriginin Ol¢iilmesi esasina dayanmaktadir. ATP seviyesi Ol¢limii liiminesans
teknolojisi ile gerceklestigi i¢in canli hiicre sayisi ile bir korelasyon gdstermektedir.
Dolayisiyla kolorimetrik bir test olan SRB testine gore daha hassas ve giivenilirdir. ATP
yontemi; liisiferinin Mg*? iyonlar1 ve ATP varhiginda liisiferaz enzimi ile oksiliisiferine
katalize olup liiminesans sinyal olusturmasina dayanmaktadir (Sekil 3.2.) (Andreotti ve
ark. 1995, Mueller ve ark. 2004).
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Sekil 3.2. ATP elde edilme reaksiyonu (Andreotti ve ark. 1995).

Liiminesans sinyal (ATP konsantrasyonu) ile hiicre sayis1 arasinda dogrusal bir iliski
bulunmaktadir (Andreotti ve ark., 1995; Mueller ve ark., 2004).

ATP testi i¢in Zn(II) kompleksin farkli konsantrasyonlar1 (0,78-50uM) hazirlanarak 96
kuyulu hiicre kiiltiir kaplarina uygulandi. MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicreleri sayilarak
100p] besiyeri igerisinde 5x10° hiicre olacak sekilde her bir kuyuya ilave edildi.
Ardindan hiicreler, 24, 48 ve 72 saat 37°C’de, %5 CO2’li ortamda inkiibasyona
birakildu.

Negatif kontrol (maksimum canlilik, MO, muamele uygulanmamis hiicre kontrolii) i¢in
200 pl besiyeri igerisine 5x102 hiicre ekildi. Inkiibasyonun ardindan her kuyudan 150 pl
atilarak 50ul ATP kitinin (Sigma FLASC Adenosine 5' triphosphate bioluminescent
somatic cell assay kit, St. Louis, MO) i¢inde yer alan hiicre lizis tamponu (2X) eklendi
ve hiicre igerisindeki ATP’nin hiicre disina ¢ikmasi saglandi. 20 dakikalik inkiibasyon
beklemesinin ardindan mikroskopta gbzlem yapilip hiicrelerde lizis islemi
gergeklestiginden emin olduktan sonra, 50ul hiicre siispansiyonu beyaz renkli 96
kuyucuklu hiicre kiiltiir ekim kaplarina aktarildi ve ardindan 50ul lusiferin-lusiferaz
enzimi i¢eren soliisyon ilave edildi.

Reaksiyon sonunda olusan ATP miktar1 (lusiferin-lusiferaz bioluminesans reaksiyonu
yardimiyla) dlgme zamani 1 saniye olacak sekilde luminometre (Bio-Tek, Winooski,
USA) kullanilarak 6l¢iildii. Boylece Zn(11) kompleksi ile muamele edilen ve edilmeyen

hiicrelerin RLU degerlerine gore sitotoksik etkileri hakkinda bilgi edinildi.

Bilesik ile muamele edilen hiicre absorbansi ortalamasi — Kér ortalama
% Canliik = 100 *

Kontrol hiicre absorbansi ortalamasi1 — Kor ortalama
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3.2.5. Kaspazla Kirilmus Sitokeratin-18 (M30 Antigen) Metodu

Sitokeratin 18 (CK18) apoptozis esnasinda sitoiskeletin énemli bir protein iiyesidir.
CK18 sadece apoptotik hiicrelerde aktiflesen bir enzim grubu olan kaspazlarin etkisiyle
kirilarak, kirilmis CK18’1 (CCK18-Asp396) olusturmaktadir (Sekil 3.3), (Leers ve ark.
1999). M30 monoklonal antikor, CK18’in Asp396°da kirilan fragmanini (M30 antijen)
tanir ve sonug olarak CK’lerin apoptotik bir belirte¢ olarak kullanimini saglamaktadir.

Boylece apoptozise 0Ozgii bir belirte¢ olan kirilmig CK18, ELISA ydntemiyle

saptanmaktadir.
Sitokeratio 18
T 2O
Kaspazia Kinllas Sitokeratio 18
. I
238 396
M30 ELISA 396
z w
M5 M30
396
M65 ELISA S
M5 M6
1 O
rYwr
M5 Mé6

Sekil 3.3. Sitokeratin 18’in kaspazlar araciligiyla kesimi ve bu bolgenin M30 antikoru
ile taninmasinin (Leers ve ark. 1999).

CK18’i tantyan M30 antikoru ortamda var olan hiicrelere temas ettirildiginde eger
ortamda apoptotik hiicreler mevcut ise, apoptozisin varligr gosterilir. M30 testini ELISA
metoduyla M30 antijen fragmentini belirlemek i¢in, MCF-7 hiicreleri sayilarak 96
kuyulu hiicre kiiltiir kaplarina 200ul igerisinde 5x103 hiicre olacak sekilde (3 tekrarl)
ekim yapildi. 48 saat 37°C’de, %5 CO2’li ortamda inkiibasyonu takiben hiicreleri
zedelemeden fizerlerinden 100ul besiyeri uzaklastirildi.  Zn(II) kompleksinin
konsantrasyonu 100ul igerisinde 50uM, 25uM ve 12,5uM olacak sekilde hiicrelerin
tizerlerine uygulandi. Negatif kontrol kuyularindan 100ul besiyeri uzaklastirildi ve
yerine 100 pl taze besiyeri ilave edildi. Ilag uygulamalarini takiden hiicreler 48 saat
37°C’de, %5 CO2’li ortamda inkiibasyona birakildi. 48 saatlik inkiibasyon sonunda tiim
kuyulara 10ul %10’luk NP-40 (Sigma, St. Louis, MO) ilave edildi. 15dk oda
sicakliginda 600rpm calkalayicida inkiibasyona birakildi. Tiim kuyulardaki supernatant
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toplandi ve 2000 rpm’de 30 saniye santrifiij edilip M30 Apoptosense ELISA (M30-
Apoptosense ELISA kit, Peviva, Bromma, Sweden) kit i¢erigine uygun olarak calisildu.
Supernatantlar, kitin i¢erisinde yer alan CK 18’1 taniyan fare monoklonal M30 antikoru
kapli striplere 25ul pipetlendi.

Tiim o6rnekler tizerine 75ul horseradish peroksidaz konjugati eklendi. 4 saat boyunca
600rpm calkalayicida oda sicakliginda inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresi
sonunda Orneklere 250ul yikama soliisyonu ilave edilerek 5 kez yikama yapildi ve
hemen ardindan 200ul TMB substrati ilave edilerek 20 dakika karanlikta oda
sicakliginda bekletildi. Reaksiyonu durdurmak i¢in 50ul stop ¢ozeltisi ilave edildi ve
olusan renk siddeti spektrofotometrik olarak 450nm’de (Biotek) okundu. Okunan

absorbans degerlerinden elde edilen standart grafikten U/L degerleri hesaplandi.

3.2.6. Hoechst 33342 ve Propidiyum Iyodiir (PI) ile ikili Boyama Yéntemi

Floresan boyalar DNA’ya baglanabilir boyalar oldugundan dolay1 hiicrenin kromatini
yani niikleusu goriiniir hale gelebilmektedir. Hoechst 33342, DNA'ya baglanabilen
bdylece hiicre membranindan niifuz edebilen bir boyadir. Canli ve Oli
(apoptotik/nekrotik) hiicrelerin ¢ekirdeklerini boyamak i¢in kullanilmaktadir. Propidium
iyodiir (PI), sadece membran hasarli hiicrelere girebilen bir boyadir ve 6lii hiicreleri
(primer nekrotik veya ge¢ apoptotik/sekonder nekrotik) boyayabilen floresan niikleik
asit boyasidir. Bu boya canli hiicreler tarafindan disar1 atilmaktadir.

Floresan boyama testi i¢in, Zn(II) kompleksin farkli konsantrasyonlar1 (50uM ile
0,78uM) hiicre besiyerinde hazirlanarak 96 kuyulu hiicre kiiltiir kaplarina uygulandi.
MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicreleri sayilarak 100ul besiyeri icerisinde 5x10° hiicre
olacak sekilde her bir kuyuya ayr1 ayr ilave edildi. Ardindan hiicreler 48 ve 72 saat
37°C’de, %5 CO2’li ortamda inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyon siireleri tamamlandiktan sonra kuyu icerisindeki besiyeri- hiicreleri ve hiicre
kiiltiir kaplarinin zemine zarar vermeden uzaklastirip 1x PBS ile dikkatli bir sekilde
Kuyular yikandi. Ardindan floresan boya kiti kuyulara eklendi. Boya igerigi Hoechst
33342 (12,3 mg/ml) boyasi son konsantrasyonu 5pg/ml olcak sekilde 1x PBS igerisinde
ara stok hazirlandi. Ardindan 500ul Buffer i¢erisinde Sul PI ve Hoechst 33342 eklendi.
Hazirlanmig floresan boya iyice karistirildiktan sonra tiim kuyulara 30ul eklendi ve

30dk inkiibasyon halinde brakildu.
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Inkiibasyon sonrasinda mikroskop altindan tedavilerin hiicrelere sebep olan &liim
morfolojileri incelenip degerlendirildi ve goriintii alindi. ikili boyama yontemi
kullanilarak Zn(Il1) kompleksine maruz kalmis hiicrelerin 6lim sekilleri, niikleus
morfolojisine bakilarak degerlendirildi. Apoptotik hiicrelerde; c¢ekirdegin normal
hiicrelere gore daha kiiciik olma 6zelligi aranirken, nekrotik hiicrelerde ise ¢ekirdegin

normal hiicrelerden biraz daha biiyiik olmas1 ve daha az boya almasi 6zelligi arandu.

3.2.7. Western Blot Analizi

Western blot analizi hiicrelerden elde edilen bir protein karigiminda, aranan (hedef)
proteinin varligin1 gostermek ve molekiil agirligini belirlemek amaciyla kullanilan 6zel
bir protein-protein hibridizasyon teknigidir. Western Blot teknigin uygulanabilmesi igin
ilk olarak hedef proteini taniyarak ona baglanabilen bir antikor mevcut olmalidir.
Western blotlama ilk olarak SDS-PAGE yontemiyle ornek karigimda bulunan
proteinlerin  jel {lizerinde birbirlerinden ayrilmalart saglanir. Ardindan Jelde
biiytikliiklerine gore ayrilarak bantlar olusturan protein molekiilleri, elektrotransfer
teknigi ile nitroseliiloz membrana aktarilirlar. Membrana sirasiyla, hedef proteine 6zgii
antikor, bu antikoru taniyan ve yapisina enzim ilave edilmis ikincil bir antikor ile
muamele uygulanir. Son olarak s6z konusu enzimin substrati ile muamelesi sonucunda
meydana gelen 1s1k araciligr ile hedef proteinin membran iizerinde goriintiilenmesi

saglanir.
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Sekil 3.4. Western Blot yontemi (Ari ve ark. 2003).

Toplayict jel hafif asidik (pH:6,8) ve diisiik akrilamid konsantrasyona sahiptir. Bu
Ozeligi sayesinde gozenekli jel olusur. Ayn1 zamanda bazik ozellige sahip olan jel
(pH:8,8) yiiksek poliakrilamid igerigi ile jel gozenekleri daha dardir. Boylece proteinler
biiyiikliiklerine gore ayrilmasini saglar ve biiyiik proteinlere kiyasla kiigiik proteinler
daha kolay ve hizli ilerler. SDS-PAGE yontemi ile ayrilmak istenilen proteinlerin
sadece biiytikliiklerine gore ayrimini saglamak i¢in once 1s1 ile denatiire edilmeleri ve
sonra SDS ile muamele edilmeleri gereklidir. SDS anyonik bir deterjandir ve proteinlere
baglanip negatif yliklii hale getirerek lineer forma doniismelerini saglar. SDS sayesinde
negatif yilik ile yliklenen proteinler elektroforez sirasinda anoda go¢ ederler.
Elektroforez islemi tamamlandiginda farkli biiytikliikteki proteinler jel boyunca
ilerlerken ayrigarak farkli protein bantlari halinde odaklanirlar. SDS-PAGE isleminden
sonra jeldeki protein bantlarinin goriintiilenmesi i¢in kemiluminesans prensibinden
yararlanilir.

Bu yoéntem ig¢in ilk olarak, MDA-MB-231 ve MCF-7 insan meme kanseri hiicre soylari
yeterli miktarda tretildikten sonra Zn(ll) kompleksi uygulamasi i¢in 50uM, 25uM ve
12,5uM dozi segilip 6 kuyucuklu hiicre kiiltiir kaplarina ekimi yapildi ardindan 48 saat

bekletildi. Sonra ikinci asama olan protein izolasyonuna gegildi.
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3.2.7.1. Protein izolasyonu
- Cozeltiler Lizis tamponu

Soliisyonun karanlikta hazirlanma sarti ile Lizis tamponu karisimi 3 ml lizis tamponu
(RIPA lysis buffer, Santa Cruz, ABD) i¢in 30ul 200mM Fenilmetilsiilfonil floriir
(PMSF) (Santa Cruz, ABD), 30ul 100mM sodyum ortovanadat (Santa Cruz, ABD),
45ul proteaz inhibitor kokteyl (Santa Cruz, ABD) eklenerek hazirlandi.

Bu asamada, ilag uygulanan hiicre kiiltiir kaplarindaki silipernatantlari, buz iizerinde
tutulan 15ml’lik falkonlara topland1 ve negatif kontrol flaskinin siipernatanti
uzaklastirildi. Flasklara 10 ml soguk 1X PBS ilave edilip hiicreler “scraper” (Corning)
ile kaldirildi ve ilgili falkonlara aktarildi. Siispansiyon +4°C’de 1000g’de 5 dakika
santrifiij (NF-800R) edildi. Santrifiij sonras1 falkonlarin siipernatantlari uzaklastirildi ve
pelet tizerine 0,5ml lizis tamponu pipetlendi. Falkonlar, karanlikta 30 dakika buz
tizerinde bekletildi ve bu esnada 10 dakikada bir pipetaj yapilarak karistirildi. Siire
bitiminde soliisyonlar 1,5ml’lik tiiplere aktarildi ve +4°C’de 10,000g’de 10 dakika
santrifiij edildikten sonra siipernatantlart 0,5ml’lik tiiplere toplandi ve protein miktarlar

sleiildii.

3.2.7.2. Proteinlerin BCA Yéntemi ile Konsantrasyonlarmin Olciilmesi
- BSA Standartlarimin Hazirlanmasi

Protein miktarlarin1 dlgebilmek igin sigir serum albumin (BSA) proteininin degisik
konsantrasyonlar1 (1, 0,8, 0,6, 0,4, 0,2mg) ultra saf su (dH20) ile hazirlanarak bir
standart egri grafigi ¢izildi.

- Protein Konsantrasyonunun Ol¢iimiiniin Yapilmasi

BCA protein tayin yonteminde bakir siilfat, BCA soliisyonuna eklendiginde olusan
kompleks elma yesili bir renk alir. Bu soliisyon, protein sollisyonuna ilave edildiginde,
proteinler ile etkilesir ve Cu®™ iyonlar1 Cu® iyonlarina doniisiir. Sonug olarak
kompleksin rengi mor tonuna donisiir.

Olgiim i¢in Biginkoninik Asit Kit (Sigma-Aldrich) ve 96 kuyuluk hiicre kiiltiir kaplari
(Orange Scientific) kullanildi. Her bir kuyuya 0, 20, 40, 60, 80 ve 100ul standart ve
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10ul konsantrasyonu ornekler pipetlendi. Konsantrasyonu bilinmeyen ornekler 10 kere
dH20 ile seyreltilerek 6lgiim yapildi, bu nedenle 10ul 6rnekler 90ul, standartlar ise
100ul’ye tamamlanacak sekilde ultrasaf dH2O ile tamamlandi. Bu seyreltme katsayisi,
hesaplamalarda dikkate alindi. Kuyularin {izerine 200ul ¢alisma ayiraci pipetlendi ve
plate 15 dakika oda sicakliginda inkiibasyona birakildi. Siire sonunda olusan renk

siddeti, spektrofotometde 570nm’de (Biotek) okundu.

3.2.7.3. Western Blot Yontemi ile Proteinlerin Nitroselilloz Membrana Aktarilmasi
- Proteinlerin Yiiklenmesi ve Jelde Yiiriitiilmesi

Ornekler istenen hacimlerde toplam protein miktar1 30ug (BCA ydntemiyle belirlenen)
ve sample buffer ve reducing agent 1X olacak sekilde 0,5ml’lik tiiplere pipetlendi.
Ardindan su banyosunda bekletildi. Bu esnada jel, elektroforez (Invitrogen) tankina
yerlestirildi ve SDS running buffer eklendi. Ardindan jelde bulunan koruma sivisi pipet
yardimiyla al-ver yapilarak uzaklastirildi ve 500ul antioksidan eklendi. Marker,
yiiklenmeden 6nce 400 °C’de 1 dakika bekletildi. Daha sonra marker (5ul) ve 6rnekler
kuyulara pipet yardimiyla belirlenen miktarlarda yiiklendi. Yiikleme islemi sonunda 60

dakika 150V yiiritme yapildi (Vwr).
- Proteinlerin Transferi

Elektroforez islemi tamamlandiktan sonra jel dikkatli bir sekide yiiriime tankindan
cikartlir. Ardindan 1slak kosullar altindan jeli ambalajindan ayirip I-blot jel tansfer
cihazina aktarilir. Transfer iglemi i¢in I-Blot jel transfer (Invitrogen) cihazina sirasiyla
anot bakir (+), jel, filtre kagidi1 (ultra saf H20 ile islatilir), katot bakir (-) ve siinger
yerlestirildi. Uretici firmanin Onerileri dogrultusunda 8 dakika transfer islemi
gerceklestirildi.

Transfer gergeklestikten sonra membran bloklama asamasi gergeklesir. Bloklama TBS-
T icerisinde %5’lik siit (Santa Cruz) ¢ozeltisi hazirland1 ve 30 dakika oda sicakliginda,
calkalayici tizerinde inkiibe edildi. Siire sonunda, 3 defa 1,5 dakika ve ardindan 1 defa
10 dakika TBS-T ile yikama yapildi. Bu yikama islemi ii¢ defa yapildi. Ardindan
birincil antikor eklenir. Birincil Antikor tum kullanilan antikorlar kullanim sartlarina
uygun bir sekilde hazirland1 ve 24 saat +4°C’de inkiibasyona birakildi. Siire sonunda, 3

defa 15 dakika TBS-T ile yikama yapildi. Yikama islemi {i¢ defa tekrarlandi.
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Yikamanin ardindan ikincil antikor eklendi. Ikincil antikor birincil antikora uygun
sekilde kullanim sartlarina uygun ikincil antikor hazirlandi ve ¢alkalayicida 60 dakika
inkiibasyona birakildi. Siire sonunda, 3 defa 1,5 dakika ve ardindan 1 defa 10 dakika
TBS-T ile yikama yapildi. Bu yikama islemi ii¢ defa yapild.

- Goriintiileme

Lumiglo reagent A (20X, Cell Signaling, MA, USA) ve Peroksidaz reagent B (20X,
Cell Signaling, MA, USA) iki kat seyreltilerek kullanildi. Membranlar hazirlanan
soliisyon ile 1 dakika inkube edildikten sonra agiga c¢ikan kemiluminesans sinyal,
Fusion FX-7 (Vilber Lourmat, Torcy, France) cihazi kullanilarak goriintiilendi. Bu
sekilde nitroseliiloz membran iizerine transfer edilmis olan proteinlere baglanan

antikorlar goriintiilendi.

3.2.8. Polimeraz Zincir Reaksiyonu Isleminin Uygulama Asamalar1 ve Prensipleri

PCR reaksiyonu; DNA’nin iki zincirinin yiliksek sicaklikla birbirinden ayrilmasini
(denatiirasyon), ardindan sentetik oligoniikleotidlerin hedef secilen DNA’ya
baglanmasin1 (hibridizasyon), zincirin uzamast (polimerizasyon, ¢ift iplik¢ikli
DNA’larin sentezi) ve bahsedilen sikluslarin belirli bir sayida tekrarlanmasin
kapsamaktadir (Sekil 3.5).

PCR tekniginden her bir siklus esnasindaki 1sitma ve sogutma isglemlerini yazilim
programlar1 dogrultusunda gerceklestiren PCR cihazlar1 yardimiyla saglanmaktadir. Bu
cihazlarda sicaklik +4°C ile 100°C’ler arasinda programlanabilir ve reaksiyon
islemlerinin sona ermesiyle +4°C’ye ayarlanarak tiipler uzun siire bu sicaklikta

tutulabilmektedir.

- DNA’nin Denatiirasyonu Asamasi

Denatiirasyon esnasinda ¢ift zincirli hedef DNA sarmalini birbirinden ayrilmasi
saglanmaktadir. Denatiirasyon asamasinda, sicaklik 93-96°C’ye kadar ¢ikarilir ve bu
sayede ¢ift sarmalli DNA, hidrojen baglarindan ayrilir. Bu sicakliklarin uygulanmasiyla
DNA’nin denatiirasyonu “Thermocycler” cihazlarinda gergeklestirilmektedir. Bunun
yanisira denatiirasyon sicakliginin c¢ok yiiksek veya siiresinin uzun olmasi enzim

aktivitesinin olumsuz etkilenmesine neden olmaktadir.
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- Primerlerin Baglanmasi (Hibridizasyon, Annealing) Asamasi

Primer olarak adlandirilan ve g¢ogaltilmasi istenen DNA i¢in spesifik olan
oligontikleotidler, denatiirasyon asamasinda elde edilen DNA tek sarmali {izerinde
kendisine komplementer olan diziye baglanmaktadir. DNA zincirlerinin eslesmesi daha
diisiik sicakliklarda ger¢eklesmektedir (37-65 °C). Primerlerden birinin kendine ait olan
5" ucu, hedef DNA’lardan birinin 3’ ucuyla, diger primer de ikinci tek iplik¢ik DNA’ nin
anti paralel olan diger ucunda bulunan 3’ ucuna DNA polimerazin ¢alisma yoniine

(5'—3") uygun olarak baglanirlar.

- Primerlerin Uzatilmasi (Polimerizasyon, Extention, Elongation) Asamasi

Primerlerin baglanmasi olusturulduktan sonra, primerlerin hibritlestigi tek sarmallarin
karsiligt DNA polimeraz (genellikle Taq polimeraz) tarafindan sentezlenir. Taq
Polimerazin optimum ¢aligsma sicakligr 72°C’dir ve 5'—3’ yoniinde aktivite gostererek,
primerlerin 3’ uclarindan baslamak tizere ortamdaki niikleotidleri kullanarak hedef DNA

dizisinin birebir kopyasini1 yapmaktadir.

- Es Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Es zamanli polimeraz zincir reaksiyonu niikleik asit cogalmasiyla eszamanli olarak artig
gosteren floresans sinyalin 6l¢iilmesiyle, kisa siirede kantitatif sonug verebilen bir PCR
yontemidir. Ticari olarak gelistirilmis ii¢ tipi bulunmaktadir. Bunlar; LightCyler
(Roche), TagMan (PE Biosystem) ve iCycler (BIO-RAD)’dir. LightCycler sisteminin
uygulanmasinda; yalnizca ¢ift zincirli DNA’ya baglandiklarinda floresans veren boyalar
(Syber green 1) kullanilarak, ¢ogalmaya bagli DNA artisi, ortaya ¢ikan floresansin
miktariyla Ol¢iilmektedir. Primerin baglanmasini takiben gerceklestirilen uzama
asamasinda, hedef DNA’nin ¢ift sarmal hale gelmesiyle DNA’ya baglanan Syber green
miktar1 artmakta ve buna bagl olarak yayilan floresans miktarinda artis gozlenmektedir.
Fakat, floresans artig1 her zaman spesifik amplifikasyonu gostermeyebilir. Ciinki ¢ift
sarmal DNA’ya entegre olan Syber green 1 ortamda hedef molekiiller olmadiginda
primerlerin kendi aralarinda gergeklesecek olan baglanmalar (primer dimer) sonucunda
da yapiya katilarak floresans olusumuna sebep olabilmektedir. Bu olumsuz faktorii

engellemek amaci i¢in amplifikasyon {irlinlerinin melting curve (erime egrisi) analizi
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yapilmaktadir. Her ¢ift sarmal DNA, kendine 6zgii melting temperature (Tm, ¢ift sarmal
DNA’nin % 50’sinin tek sarmal hale gelmesi icin gerekli sicaklik) degerine sahiptir.
PCR ¢ogalmasinin ardindan sicaklik yavas yavas yiikseltilerek, belirli araliklarla tiipteki
floresans miktar1 kaydedilir. Cift sarmal DNA zincirleri birbirinden ayrilmaya
baslayinca Syber green 1 boya serbest kalmakta ve floresans miktar1 azaltmaktadir.
Denatiirasyon oldugunda floresans sinyal aniden diismektedir. Erime egrisinden
yararlanilarak amplikonun Tm derecesi saptanabilmektedir. Incelenen drnege ait Tm
derecesi, aymi kosullarda isleme aliman pozitif kontrolin Tm derecesiyle
karsilastirilarak, PCR sonucunun dogru veya hatali olduguna karar verilmektedir.

LightCycler’in diger bir uygulama sekli, hedefe 6zgiil problar kullanmaktir. Burada
problarla testin 6zgiilligii arttirtlmigtir. Problardan biri 3’ ucundan floresans boyayla
isaretli (dondr boya), digeri 5" ucundan alicit boyayla (acceptor dye) isaretlenmistir.
Problar, hedef amplikonlar iizerinde birbirine yakin (1-5 niikleotid uzaklikta) yere
baglanmakta ve isaretli uclar yan yana gelmektedir. Iki boyanin yan yana gelmesiyle
aciga cikan enerji, ikinci prob lizerindeki alici boyayi etkileyerek floresans olusumuna
yol agmaktadir. FRET (Fluoresance resonance energy transfer) olarak adlandirilan bu
enerji transferi sonucunda olusan floresans miktari, ortamdaki hibridizasyonun
derecesine, diger bir ifadeyle PCR siklusu siiresince olusan amplikonlarin miktarina
bagli olarak artmaktadir). Es zamanli PCR, kisa siirede kantitatif sonu¢ verebilmektedir.
Tiipler agilmadan taniya gidildigi i¢in kontaminasyon riski dusiiktiir. Elektroforeze
gerek kalmadan g¢ogalma esnasinda sonug¢ alinabilmektedir. Ayrica floresan veren

problar kullanilarak hedef niikleik asitteki mutasyonlar saptanabilmektedir.

- Hiicrelerden Total RNA Izolasyonu

Total RNA izolasyonu Total RNA PueLink™ Mini Kit (Jena Bioscience) kullanilarak
yapildi. RNA izolasyonu asamasinda ilag uygulanan 6rnek kuyularin siipernatantlari,
buz iizerinde tutulan 15ml’lik falkonlara toplandi ve negatif kontrol kuyularinin
stipernatant1 ¢ikartirildi. Kuyulara 2ml soguk 1x PBS ilave edilip hiicreler %0,05
Tripsin- EDTA ile hiicrelerin hiicre kiiltlirii kaplarindan kaldirild1 ve ilgili falkonlara
aktarildi. Siispansiyon +4°C’de 1000g’de 5 dakika santrifiij edildi.

Santrifiij sonras1 falkonlarin siipernatantlar1 yeniden uzaklastirildi ve 6rnekleri pelet

miktarmin iizerine 600ul lizis tamponu ve 1.12ul merkapetanol eklenerek 10sn vortex
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yapildi. Vortex yapildiktan sonra falkonda bulunan hacmin 0,6 kati kadar (yaklasik 180
ul) %70 etanol eklendi ve 10sn vortex yapildi. Kitin igerisinde yer alan filtre tiipler,
koleksiyon tiipler ile birlestiridi ve filtre tiiplerin i¢ine 700ul washing yikama tamponu
pipetlendi. Daha sonra 12.000g’de 28 saniye santrifiij edildi. Santrifiij sonunda
koleksiyon tiiplerde biriken sivi uzaklastirildi. Falkonlarda bulunan ornekler filtreli
tiplere aktarildi ve 12.000g’de 28 saniye santifiij edilip alta gegen sivi yeniden
uzaklastirildi. Filtre tiiplere 500ul washing buffer Il soliisyonu pipetlendi ve 12.000g’de
28 saniye santrifiij edildi, santrifiijj sonunda koleksiyon tiiplerde biriken sivi
uzaklastirildi. Bu asama 2 defa tekrarlandi. Her agsamadan sonra gegen sivi uzaklastirip
yeni alt tiip eklendi. Daha sonra filtreler kuru olarak 2 dakika santrifuj edildi. Santrifiij
sonrast 30pul dH20 eklenerek 2 dakika santrifiij edildi. Son olarak tiiplerin iizerine

etiketler eklenip 6rnekler -20°C’de saklandi.

- izole Edilen RNA’larin Kontrolii

Izolasyonu gerceklestirilen RNA’larm Kkalitesi ve miktarlari Nanodrop cihazi ile
Olciildii. RNA orneklerinden 1ul alindi ve suya karsi kor alinan cihaz ile 6lgiimler

yapild.

- c¢DNA Sentezinin Yapilmasi

Elde edilen total RNA o6rnekleri, SCRITPT cDNA Sentez Kiti (High Capacity cDNA
Reverse Transcription Kit) ile cDNA'ya gevrildi. Cevrim esnasinda, kullanilacak RNA
ornek sayisindan 1 O6rnek fazla olacak sekilde gergeklesir. “1 ¢evrim” siitunundaki
hacimler (RNA hari¢) bu sayr ile carpilarak bir karisim (cDNA Sentez karigimi)
hazirlanir. Bu karisim buz tizerinde Etiketli PCR tiiplerine esit sekilde dagitildi ve son
olarak da RNA konsantrasyonlar1 esit olacak sekilde pipetlendi. Pipetleme islemi
sonrasi pcr tipleri cihaza (StepOnePlus Real-Time PCR System) yerlestirildi ve
thermalcycler programinda 25°C 10dk, 37°C 120dk, 85°C 5dk’lik bir dongiide cDNA
cevrimi gerceklestirildi. cDNA ¢evrimi sonrasit oOrnekler RT-PCR analizi igin

kullanilmak {izere -20 °C’de saklandi
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- Es Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu Analizinin Yapilmasi

Literatiir arastirmalar1 sonucunda apoptozis (GAPDH, PARP, Fas, BCL-2, TNF10A,
P53) ile iligkili sinyal yolaklarinda etkili olan 6nemli genler belirlendi. Bu genlerin
primerleri kullanilarak qPCR master karisimi hazirlandi. Hazirlanan bu karisimdan
18,5ul PCR platelerinin 6rnek kuyucuklarma dagitildi. Uzerlerine cDNA’lardan 1,5ul
pipetlendi. Real Time PCR cihazina yerlestirildi. Asagida verilen program ayarlanarak
PCR tamamland1 (Cizelge 2.). Sonuglar 2"24¢T metodu kullanilarak degerlendirildi.

Cizelge 2. RT-PCR siklus programi

Amplitaq Gold
Enzim PCR
Aktivasyonu
Siklus Sayis1 (40)
Asama Bekleme
Denatiirasyon Uzama/Sonlanma
Zaman 10 dk 15 saniye 60 saniye
Sicaklik (°C) 95°C 95°C 60°C

3.2.9. Hiicre Migrasyon (Yara Iylesmesi) Testi

Hiicre migrasyon (gdc¢) etkisini degerlendirmek i¢in yara iylesmesi analizi yapilmistir.
MDA-MB-231 ve MCF-7 hiicreleri, 6 kuyulu hiicre kiiltiir kaplarina ekildi ve %70-80
birlesme noktasina kadar inkiibe edildi. 6 kuyulu hiicre kiiltiir kaplarina ¢izilen yaralar,
hiicre kiiltiir kaplarinin yiizeyine bir pipet ucu (1000 x) ile miimkiin oldugunca esit ve
diiz bir sekilde ¢izerek olusturuldu. Daha sonra hiicreler 1x PBS eklenip ardindan asipe
edildi. Kontrol grubuna hiicre soylarina uyumlu olarak besiyerleri 1ml eklenirken,
Zn(11) kompleksi kuyu i¢in 50uM dozu pipetlendi. Hiicre migrasyon testi gé¢ olusana
dek mikroskopta takip edildi. Hiicrelerin zamana bagli olaraktan olusan go¢ goriintiiler

alind1 ve go¢ mesafesi daha sonra faz kontrast mikroskobu ile analiz edildi.
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3.2.10. istatistiksel Analiz

Istatistiksel analizler Graph Pad Prism 6 programi araciligi ile t-testi, oklu veri analizi
ANOVA ile degerlendirildi. 3 tekrarli yapilan tiim analizlerin sonuglar1 ortalama ve
standart hata ile verildi. Istatistiksel olarak anlamli veriler p<0,05, p<0,01, p<0,001

degerine gore belirlendi.

47



4. BULGULAR
4.1. SRB Canlilik Testi Bulgular:

Zn(11) kompleksinin (0,78-50uM) insan meme kanseri MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre
soylar1 tlizerine olan etkisini belirleyebilmek icin SRB canlilik testi yapildi. Hiicre
soylarina 24, 48 ve 72 saat siire ile Zn(I1) kompleksi uygulandi ve elde edilen sonuglar
Sekil 4.1°de  gosterildi.  Zn(ll) kompleksinin  uygulandigr  hiicre soylarinda
konsantrasyon arttikca hiicrelerin canlilik yilizdesinde istatistiksel olarak anlamh
azalmalar gozlendi (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001). Ozelikle 72 saat sonuglar1 24 ve
48 saat sonuglari ile karsilastirildiginda hiicre canliliklarinda 6nemli bir derecede
azalma oldugu gozlendi.

Zn(11) kompleksinin MCF-7 meme kanseri lizerine etkisi degerlendirildiginde; 48 saatte
6,25uM ve tizerindeki dozlarinda, 72 saatte ise 1,56uM dozundan itibaren istatistiksel
olarak hiicre canliliginda kontrole gore anlamli bir azalmaya neden oldugu gozlendi
(*p<0,05 **p<0,01), (Sekil 4.1). En yiiksek doz araligi olan 50, 25 ve 12,5uM
dozlarinda sirayla %10, %25 ve %30 canlilik oranlart belirlendi. Zn(Il) kompleksi
uygulanan MDA-MB-231 hiicreleri tizerine etkisi degerlendirildiginde; 48 ve 72 saatte
6,25 uM ve lizeri dozlarinda hiicre canliliklarinda kontrole gore istatistiksel olarak
anlaml1 azalmalara sebep oldugu bulundu (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001). En yiiksek
doz aralig1 olan 50, 25 ve 12,5uM konsantrasyonlarinda 72 saat tedavi sonrasinda
sirayla % 20, %25 ve %30 canlilik oranlart gozlendi (Sekil 4.1.).

Alinan bu sonuglar, Zn(IT) kompleksin MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinde doza ve

zamana bagli olarak hiicre canliligini azalttigin1 gostermektedir.
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Sekil 4.1. MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinde Zn(II) kompleksinin uygulamasinin
doza ve zamana bagli olarak SRB testi sonrasi canlilik yiizdelerinin grafigi. Her bir veri
noktasi 3 bagimsiz calismanin ortalamasini temsil etmektedir. *Ayn1 zaman periyodu
icinde kontrole gore farkli dozlar karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamliligt
(*:p<0,05 **:p<0,01 ***:p<0,001) ifade etmektedir.

Sitotoksik verilerin degerlendirilmesinde onemli olan parametrelerden ICso (kontrol
hiicrelerine kiyasla kompleksler ile hiicrelerin %50’sini 6ldiiren konsantrasyon) ve ICgo
(kontrol hiicrelerine kiyasla kompleksler ile hiicrelerin %90’ini 6ldiiren konsantrasyon)
degerlerini hesaplamak i¢cin SRB canlilik test sonuglar1 kullanildi.

MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre soylarinda ICgo degerleri >50 uM sonucunu verirken,
ICso (kontrol hiicrelerine kiyasla tedavi sonrasi hiicrelerin  %50’sini  6ldiiren
konsantrasyon) degerleri 48 saat tedavi sonrasinda MCF-7 hiicrelerinde 28,14uM;
MDA-MB-231 hiicrelerinde 30,37uM olarak ve 72 saat sonrasinda MCF-7 hiicrelerinde

7.47uM; MDA-MB-231 hiicrelerinde 3.00uM olarak hesapland: (Cizelge 3.).

Cizelge 3. Zn(II) komplexi uygulanan hiicre soylarinda SRB canlilik testi sonuglarina
gore ICso ve I1Cqo degerleri.

MCF-7 MDA-MB-231
24 SAAT IC50 >50 >50
24 SAAT 1CS0 >50 >50
48 SAAT IC50 28,14 30,37
48 SAAT ICS0 >50 >50
72 SAAT IC50 747 3,00
72 SAAT ICS0 >50 >50
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4.2. ATP Canhilik Testi Bulgular:

ATP canlilik testi ile hiicrelerde canliligin bir gostergesi olan intraselliiller ATP miktari
Ol¢iilmektedir. Zn(I1) kompleksi ile 24, 48 ve 72 saatlik tedavi sonrast MCF-7 ve MDA-
MB-231 hiicrelerinde doza ve zamana bagimli olarak hiicre canlihiginin azaldigi
belirlendi (Sekil 4.2). 12,5, 25 ve 50uM konsantransyonlarda hiicreler kontrol grubu
sonuglar1 ile karsilastirildiginda canlilik oraninda Sekil 4.2.°de goriildiigii tizere
istatistiksel olarak anlamli azalmalar gézlemlendi (*p<0,05 **p<0,01 ***p<0,001).
Zn(I1) kompleksinin MCF-7 meme kanseri tizerine etkisi degerlendirildiginde; 48 ve 72
saatte 3,12,-50 uM dozlarinda istatistiksel olarak hiicre canliliginda kontrole gore
anlaml1 bir azalmaya neden oldugu gozlendi (*:p<0,05 **:p<0,01 ***:p<0,001) (Sekil
4.2). En yiiksek doz araligi olan 50, 25 ve 125uM konsantrasyonlarinda 72 saat
sonuglarinda sirayla %5, %15 ve %40 canlilik oranlari belirlendi.

Zn(ll) kompleksi uygulanan MDA-MB-231 meme kanseri flizerine etkisi
degerlendirildiginde; 48 ve 72 saatte 3,12, 6,25, 12,5, 25 ve 50uM dozlarinda hiicre
canliliklarinda kontrole gore istatistiksel olarak anlamli azalmalara sebep oldugu
bulundu. En yiiksek doz araligi olan 50, 25 ve 12,5uM konsantrasyonlarinda 72 saat
tedavi sonrasi sirayla %5, %7 ve %10 canlilik gozlendi (Sekil 4.2.).

Alman bu sonuglar, Zn(II) kompleksinin MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinde doza

ve zamana bagli olarak hiicre canliligin1 azalttigin1 gostermektedir.
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Sekil 4.2. MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinde ATP canlilik testi sonuglar1. Her bir
veri noktast 3 bagimsiz calismanin ortalamasini temsil etmektedir. *Ayni zaman
periyodu icinde kontrole gore farkli dozlar karsilastirildiginda istatistiksel olarak
anlamlilig1 (*:p<0,05 **:p<0,01 ***:p<0,001) ifade etmektedir.
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MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre soylarinda ICgo degerleri >50 uM sonucunu verirken,
ATP canlilik testi sonuglari kullanilarak ICsg degerleri hesaplandiginda, 48 saat
sonrasinda MCF-7 hiicrelerinde 3,45uM, MDA-MB-231 hiicrelerinde 19,35uM olarak
hesaplandi. 72 saat Zn(ll) kompleksi ile tedavi sonrasinda ICso degerlerinin MCF-7
hiicrelerinde 2,32uM; MDA-MB-231 hiicrelerinde 7,42uM olarak belirlendi (Cilerge
4.).

Cizelge 4. Zn(II) komplexi uygulanan hiicre soylarinda ATP canlilik testi sonuglarina
gore IC50 ve 1C90 degerleri.

MCF-7 MDA-MB-231
24 SAAT IC50 >50 >50
24 SAAT ICS0 >50 >50
48 SAAT IC50 3,45 19,35
48 SAAT 1CS0 >50 >50
72 SAAT IC50 2,32 7,42
72 SAAT ICS0 >50 >50

4.3. Saghkh Hiicrelerde Canhilik Testi Bulgulari

Zn(11) kompleksinin (0,78-50uM) MCF-10A saglikli insan meme hiicre soyu lizerine
olan etkisini belirleyebilmek i¢in SRB canlilik testi yapildi. Hiicre soyunun 48 ve 72
saat stire boyunca Zn(Il) kompleksi uygulamasini takiben elde edilen sonuglar Sekil
4.3’de gosterilmektedir. 48 saat sonrasinda konsantrasyon arttikga hiicrelerin canlilik
yiizdesinde istatistiksel olarak anlamli azalmalar gbézlenmezken, 72 saat sonucunda
3,12uM dozundan itibaren artan konsantrasyonlarda hiicre canliliklarinda azalmalar

gozlendi (*p<0,05 **p<0,01 ***p<0,001), (Sekil 4.3.).
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Sekil 4.3. MCF-10A hiicrelerinde canlilik testi sonuglari. *Ayn1 zaman periyodu iginde
kontrole gore farkli dozlar karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamlilig: (**:p<0,01)
ifade etmektedir.

4.4. Floresans Mikroskobu Ile Morfolojik Degerlendirme Bulgulari

Floresan boyalar DNA’ya baglanabilir boyalar oldugundan dolay1 hiicrenin kromatini
yani niikleusu goriiniir hale gelebilmektedir. Hoechst 33342, DNA'ya baglanabilen
bdylece hiicre membranindan niifuz edebilen bir boyadir. Canli ve 0li
(apoptotik/nekrotik) hiicrelerin ¢ekirdeklerini boyamak i¢in kullanilmaktadir. PI, sadece
membran hasarli hiicrelere girebilen bir boyadir ve 6lii hiicreleri (primer nekrotik veya
gec apoptotik/sekonder nekrotik) boyayabilen floresan niikleik asit boyasidir. Bu boya
canl hiicreler tarafindan disar1 atilmaktadir. Primer nekrozis (hiicre hacminin artmasi
fakat fragmente ya da piknotik nukleuslarin gézlenmemesi) toksik kosullar (hipoksi,
iskemi, hipertermi, vb.) altinda gergeklesen klasik 6liim seklidir. Sekonder nekrozis ise,
piknotik ya da fragmente nukleus ile karakterize olup, apoptozisin ge¢ sathasidir. Hiicre
kiiltiirii ortaminda apoptozise giden hiicrelerin membranlari intakt (erken apoptozda)
olmasina ragmen daha ileri donemlerde ge¢ apoptoz/sekonder nekrozun gelismesi ile
hiicrelerin membran biitiinliikleri bozulmaktadir. Sekonder nekroz asamasina kadar olan
stire i¢inde hiicreler non-vital boyalar denilen (PI) boyalar ile boyanacak olurlarsa
apoptozis baslamis olmasina ragmen membran intakt olmasindan dolay1 bu boyalarla
boyanamazlar. Yani Pl negatif ve Hoechst boyasi pozitif boyanmaktadirlar. Sekonder

nekroz gelistikten sonraki agsamalarda hiicreler membran biitlinliiklerinin bozulmasi ile
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non-vital boyalar ile boyanmaya baslarlar. Dolayisiyla PI pozitif ve Hoechst pozitif
boyanmaktadirlar.

Floresan Boyama MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinde 48 ve 72 saat araliklarinda
gergeklestirilmistir. Elde edilen goriintiilerde MCF-7 hiicrelerinde 48 saat sonuclarinda
kontrol grubuna kiyasla Zn(II) kompleksi uygulanan dozlarda, doza ve zamana bagl
olarak hiicre sayilarinda azalmalar gézlenmistir. Ik dort dozda (50-6,25uM) hiicre
canlilig1 yiiksek oranda azalmis ve Sekil 4.4.’te goriindiigii tizere apoptotik cisimcikler
ve piknotik hiicreler gozlenmistir. ilk {ic dozda hiicre canlilign azalmalar1 nukleotik
fragmantasyonlar ve kromatin kondansasyonu goézlemlenirken ayni zamanda PI pozitif
goriinmesi sonucunda sekonder apoptoz olustugu bulunmustur. Azalan dozlarda (6,25
ve 3,15uM) piknotik hiicreler tespit edilirken, PI boyanin negatif olmasi ile primer veya
erken apoptoz oldugu gozlendi (Sekil 4.4.).

| Kontrol Grubu — | Kontrol Grubu | Zn(ll) Kompleks 6,25 uM | Zn(ll) Kompleks 6,25 uM

— Zn(ll) Kompleks 50 yM  —— 2Zn(11) Kompleks 50 M — [— Zn(ll) Kompleks 3,12 uM 1= Zn(ll) Kompleks 3,12 pM -

| Zn(ll) Kompleks 25 uM __| |_ Zn(ll) Kompleks 1,56 uM | Zn(ll) Kompleks 1,56 uM

L Zn(ll) Kompleks 12,5 uM L 7Zn(ll) Kompleks 12,5 um — L Zn(ll) Kompleks 0,78 uM Zn(ll) Kompleks 0,78 pM

Sekil 4.4. Hoechst 33342 ve Pl ile MCF-7 hiicrelerinin 48 saat siireyle uygulama
sonugclar1. * Piknotik hiicreler ve kromatin kondensasyonu gosterilmektedir.
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MCF-7 hiicrelerinde 72 saat sonrasinda hiicrelerin Sekil 4.5.’te goriildiigii iizere hiicre
Olim oranlarmin arttigi ve kromatin kondensasyonunun azaldigi goriinmektedir.
Hoeschst pozitif ve PI pozitif goriinmesinden dolay1 ilk 4 dozda (50- 6,25uM) kontrol
grubundaki hiicrelerde kiyaslandiginda hiicre yogunlugunun 6nemli Ol¢iide azaldig
bulunmustur. Ozelikle 3,15, 1,5 ve 0,78uM dozundan kromatin kondensasyonu ve
apoptotik piknoz goriintiileri sar1 ok ile sekillerde isaretlenmistir. 72 saat sonucunda ilk
dort (50-6,25uM) dozda hiicre sayilarinin azalmasi gozlenirken diisiik dozlarda ise
Hoechst 33342 ve PI pozitif olmasindan dolay1 sekonder apoptoz gdzlemlenmistir

(Sekil 4.5).

| == Kontrol Grubu | Zn(ll) Kompleks 6,25 uM —| — Zn(ll) Kompleks 6,25 pM —|

= Zn(ll) Kompleks 50 uM —T Zn(ll) Kompleks 50 uM =] Zn(ll) Kompleks 3,12 uM Zn(ll) Kompleks 3,12 uM

|— Zn(ll) Kompleks 25 pM  ——— Zn(Il) Kompleks 25 pM — | Zn(I1) Kompleks 1,56 pM  __|

L— Zn(ll) Kompleks 12,5 uM Zn(I1) Kompleks 12,5 uM —! L= Zn(I1) Kompleks 0,78 uM L~ Zn(ll) Kompleks 0,78 uM —_|

Sekil 4.5. Hoechst 33342 ve P.I. ile MCF-7 hiicrelerinin 72 saat muamelle sonucunda
aliman Floresan goriintiiler. *Sar1 ok: Piknotik hiicreler ve kromatin kondensasyonu
gosterilmektedir.
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Hoechst 33342 ve Pl ile MDA-MB-231 hiicrelerinin 48 saat muamele sonucunda Sekil
5.6’da goriildiigii tizere kontrol grubundan elde edilen goriintiilere kiyasla hiicre
yogunlugunun azaldigin1 ve piknotik nukleuslarin olustugu goézlemlenmistir. 50uM
dozunda Hoechst 33342 ve PI pozitif olmasiyla nedeniyle hiicrelerin sekonder apoptoz
ile odiikleri gorilmektedir. Ayn1 zamandan hiicresel morfoloji de degisimleri
gozlenmektedir. Hiicre morfolojisinde hiicrenin biiziilmesi ve apoptotik cisimlere
parcalanma gibi goriintiiler elde edildi. Konsantrasyon diistiikce hiicre yogunlugunun
arttig1, Hoechst 33342 pozitif ve PI negatif oldugu gézlenmistir. Azalan dozlarda yani
6,23 ve 0,78uM dozlarinda piknotik nukleuslar ve kromatin kondensasyonu

goriilmektedir. Bu dozlarda primer apoptoz oldugu séylenebilir (Sekil 4.6).

Kontrol Grubu | Kontrol Grubu

Zn(11) Kompleks 50 uM I Zn(11) Kompleks 50 uM | Zn(ll) Kompleks 3,12 pyM Zn(Il) Kompleks 3,12 uM

— Zn(ll) Kompleks 25 uM —7— Zn(ll) Kompleks 25 uM  —

. :v\,‘_ X

Zn(l1) Kompleks 6,25 pM Zn(l1) Kompleks 6,25 pM

| ¥ Zn(ll) Kompleks 1,56 uM 2|’ Zn(ll) Kompleks 1,56 pM ==

L Zn(ll) Kompleks 12,5 uM L 7n(Il) Kompleks 12,5 pm —1 L Zn(ll) Kompleks 0,78 uM Zn(ll) Kompleks 0,78 yM —

Sekil 4.6. Hoechst 33342 ve Pl ile MDA-MB-231 hiicrelerinin 48 saat muamelle
sonucunda alinan goriintiiler. *Sar1 ok: Piknotik hiicreler ve kromatin kondensasyonu

gosterilmektedir.



Hoechst 33342 ve Pl ile MDA-MB-231 hiicrelerinin 72 saat sonucunda alinan
goriintiilerde kontrole hiicreleri ile kiyasla canliligin azaldigi ve piknotik nukleus
goriintiileri elde edilmistir. 48 saat sonuglarina kiyasla hiicre canliliginin daha da
azaldigin1 ve Hoechst 33342 ile Pl pozitif oldugu goriinmiistiir. Boyanan nukleuslarda
piknotik ve kromatin kondensasyonu sergilenmistir. Azalan konsantrasyonlar aralarinda
Hoechst 33342 pozitif ilen Pl negatif bulunmasi primer apoptoz ile yorumlanmistir
(Sekil 4.7.).

— Kontrol Grubu — = —— =

Kontrol Grubu Zn(ll) Kompleks 6,25 pM Zn(ll) Kompleks 6,25 pM

Zn(ll) Kompleks 50 uM Zn(l1) Kompleks 50 uM Zn(ll) Kompleks 3,12 uM Zn(l1) Kompleks 3,12 uM

= Zn(ll) K leks 25 uM T~ =
n(l1) Kompleks 25 pl Zn(ll) Kompleks 25 uM Zn(l1) Kompleks 1,56 M Zn(l1) Kompleks 1,56 pM

— Zn(ll) Kompleks 12,5 uM — — Zn(ll) Kompleks 12,5 uM — — Zn(ll) Kompleks 0,78 uM —  Zn(ll) Kompleks 0,78 uM —

Sekil 4.7. Hoechst 33342 ve P.l. ile MDA-MB-231 hiicrelerinin 72 saat muamelle
sonucunda alman goriintiiler.*Sar1 ok: Piknotik hiicreler ve kromatin kondensasyonu
gosterilmektedir.
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4.5. Kaspazla Kirilmis Sitokeratin 18 (M30) Metodu Bulgular

Hiicre 6liim modunu arastirmak amaciyla apoptozise 6zgii bir belirte¢ olan kaspazla-
kirilmig CK18 (M30 antijen) seviyelerine bakildi. Hiicre canlilik testleri ve floresan
boyama sonuclarina goére Zn(Il) kompleksinin hiicre canliligi {izerine etkili olan
12,5uM, 25uM ve 50uM konsantrasyonlar1 ile MCF-7 hiicre soylar1 48 saat siireyle
muamele edildi. Tedavi siiresi sonunda M30 antijen diizeylerine bakildi.

M30 antijen olgtimlerinin degerlendirilmesi igin Oncelikle standart grafigi hazirlandi

(Sekil 4.8.). Olgiilen absorbanslar standart egri grafigi yardimiyla belirlenen formiilii

Standart [ u/L)

tizerinden degerlendirilerek M30 antijen miktarlar1 (U/L) hesaplandi.

Sekil 4.8. M30 antijen (kaspazla kirilmis sitokeratin 18) standart egri grafigi.

Sekil 4.9’da goriildigi tizere pozitif kontrol kitin igerisinde ¢ikan maksimum M30
antijen seviyesini gosterirken negatif kontrol ise Zn(II) kompleksi igermeyen hiicre
popiilasyonunu  gostermektedir.  Zn(ll) kompleksi uygulamasi sonrasi 12,5uM
konsantrasyonunda M30 antijen seviyesinde istatistiksel olarak anlamli bir artis
gozlenmedi. Fakat 50uM ve 25uM konsantrasyonlarindaki M30 antijen seviyelerinin
istatistiksel olarak anlamli artist 6liim modunun apoptozis oldugunu gdstermektedir
(***p<0,001). Floresans boyama sonuglarinda gozlenen piknotik niikleuslarin varligi ile

M30 antijen sonuglar1 birbirlerini dogrular niteliktedir.
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Sekil 4.9. M30 antijen (kaspazla kisilmis sitokeratin 18) bulgular1. Her bir veri noktasi 3
bagimsiz ¢alismanin ortalamasini temsil etmektedir. *Ayn1 zaman periyodu icinde

kontrole gore farkli dozlar karsilastirlldiginda istatistiksel olarak anlamlilig
(***p<0,001) ifade etmektedir.

4.6. Western Blot Bulgular

MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicreleri %70-80 doluluk oranina ulastiklarinda, Zn(ll)
kompleksinin 50uM, 25uM ve 12,5uM dozlar1 uygulandi. 48 saat sonunda protein
izolasyonu sonrasinda protein konsantrasyonlarini belirlemek {izere bir standart egri
grafigi hazirlandi. Ornek protein konsantrasyonlar: bu grafikten elde edilen formiil

yardimiyla hesaplandi (Sekil 4.10).

Sekil 4.10. BSA standart egri grafigi.
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Hiicrelerde 6liim mekanizmalarinda gorevli olan PARP/kirilmis PARP, COX4, DR4,
Prokaspas-8/kirilmis Kaspas-8, BAX, RIP proteinlerin seviyelerine bakildi.

Poly [ADP-ribose] polymerase 1 (PARP-1) proteini ¢evresel strese yanit olarak DNA
onariminda gorevlidir. Ayrica apoptosiz sirasinda kaspazlar tarafindan Asp214
birimlerinden kirilmaktadir. MCF-7 hiicrelerinde 50 ve 25uM konsantrasyonlarinda
PARP seviyesinin azaldigi, kirilmis PARP seviyesinin arttigi belirlendi (Sekil 4.11.).
BAX proteini 6zellikle i¢sel apoptotik yolakta gorev almakta ve apoptoz indiikleyici bir
faktor olarak gorev almaktadir. MCF-7 hiicrelerinde 50 ve 25uM Zn(Il) kompleksi
uygulamasi sonunda Bax protein seviyelerinde kontrole kiyasla bir artis gozlendi (Sekil
4.11.). COX-4 proteini mitokondride sitokrom c saliminda ve oksidatif stres olusumuda
etkili olarak apoptozis mitokondriyal yollakda rol almaktadir. COX-4 seviyesinin MCF-
7 hiicrelerinde kontrole kiyasla arttigi bulundu. Buna ragmen apoptozisin dissal
yolaginda rol alan RIP, DR4 ve aktif kaspaz-8 protein seviyelerinde herhangi bir
degisim gozlenmedi (Sekil 4.11.).

DR4 TNF ligand ailesinin bir iiyesi olup hiicre yiizeyindeki oliim reseptorlerine
baglanmasi ile apoptozisi baslatiimasinda gorevlidir. . MDA-MB-231 hiicrelerinde digsal
apoptoz yolaginda rol alan DR4 protein seviyesinin 50, 25 ve 12,5uM dozlarinda Zn(I1)
kompleksi uygulamasi sonrasinda kontrole kiyasla arttig1 belirlendi.

RIP apoptoz dissal yollak reseptorii olan Fas ile etkilesimdedir. Oliim alanlarmni ieren
RIP proteinleri, prokaspaz-8’in aktivasyonu ile apoptozu dogrudan uyarmaktadir.
MDA-MB-231 hiicrelerinde digsal apoptoz yolaginda rol alan RIP protein seviyesinin
50 ve 25uM dozlarinda Zn(IT) kompleksi uygulamasi sonrasinda kontrole kiyasla arttigi
belirlendi.

Kaspaz-8, 6liim reseptorleri yoluyla digsal apoptotik sinyal yolunda 6nemli rol oynayan
bir sistein proteazidir. Bulgularda apoptotik bir belirteg olan prokaspaz-8 diizeyinde
Zn(IT) kompleksi uygulamasi sonrasinda artis gézlenmezken kirilmis kaspaz-8’de 48
saatlik Zn(IT) kompleksi uygulamasi sonrasinda 50uM, 25uM ve 12,5uM dozlarinda
artis gézlendi (Sekil 4.11.).
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MCF-7 MDA-MB-231
KONTROL 50pM  25uM  12,5uM KONTROL S0uM  25uM  12,5uM

PARP ‘g* ' T

KIRILMIS PARPL——

ey ppe— R T ——

DR4

PRO-KASPAS 8

KIRILMIS KASPAS 8

B-AKTIN _— —— — — — — —

Sekil 4.11. MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinde hiicre 6liim mekanizmalarinda rol
alan protein seviyelerinin Western Blot yontemi ile gosterimi.

4.7. PCR Bulgulan

MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinde Zn(II) kompleksinin 48 saatlik tedavi sonrasinda
bazi hiicre 6lim genlerinin (PARP, TNF10A, Fas, BCL-2, P53) ekspresyonlari iizerine
olan etkisi Real-Time PCR ile arastirildi. Sonuglar 29T formiilii ile hesaplandi.
Grafiksel gosterim katlik artis olarak gosterildi ve 2/-2 arasindaki degerler disinda kalan
sonuclar anlaml1 kabul edilerek yorumlanda.

Alman gen ekspresyon analizi sonuglarmma gore, MCF-7 hiicre soyunda Zn(ll)
kompleksi uygulamasini takiben (50 ve 25uM; 48 saat) PARP ve P53 gen ekspresyonu
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde arttigi; BCL-2 gen ekspresyonunun azaldig
belirlendi (**p<0,01, ***p<0,001), (Sekil 4.12). PARP gen ekspresyonunun kontrole
oranla 25uM Zn(Il) kompleksi tedavisi sonrasinda 3,5 kat; 50uM Zn(Il) kompleksi
tedavisi sonrasinda 9,5 kat arttig1 gézlendi. BCL-2 gen ekspresyonunun kontrole oranla
25uM Zn(Il) kompleksi tedavisi sonrasinda 3 ve 50uM Zn(ll) kompleksi tedavisi
sonrasinda 3,5 katlik azalma bulundu. P53 gen ekspresyon seviyesinde ise 25uM Zn(l1)
kompleksi uygulamasi ile 4 kat ve S0uM Zn(IT) kompleksi uygulamasi sonrasinda 4,5
kat kathik artis1 gozlendi. Digsal yollakda rol alan TNF-10A ve Fas genlerinin
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ekspresyon seviyelerinin anlamli bir artis olmamasi MCF-7 hiicrelerinin 6liim modunun

icsel apoptotik yolak ile gerceklestigini desteklemektedir.
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Sekil 4.12. MCF-7 hiicrelerinde gen ekspresyon bulgular1 * Ayni zaman periyodu i¢inde
kontrole gore karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamliligi (*:p<0,05 **:p<0,01
***:0<0,001) ifade etmektedir.

Alian gen ekspresyon analizi sonuglarina gére, MDA-MB-231 hiicre soyunda Zn(Il)
kompleksi uygulamasini takiben (50 ve 25uM; 48 saat) PARP, TNF10A ve Fas gen
ekspresyonu istatistiksel olarak anlamli bir sekilde arttigi (***p<0,001); BCL-2 gen
ekspresyonunun azaldigi belirlendi (**p<0,01, ***p<0,001), (Sekil 4.13). PARP gen
ekspresyonunun kontrole oranla 25uM Zn(II) kompleksi tedavisi sonrasinda 10 Kat;
S0uM  Zn(Il) kompleksi tedavisi sonrasinda 15 kat arttifi gozlendi Fas gen
ekspresyonunun kontrole oranla 25uM Zn(II) kompleksi tedavisi sonrasinda 16 Kat;
50uM Zn(Il) kompleksi tedavisi sonrasinda 2 kat arttigi gozlendi. TNFI0A gen
ekspresyonunun kontrole oranla 25uM Zn(II) kompleksi tedavisi sonrasinda 20 Kat;
50uM Zn(Il) kompleksi tedavisi sonrasinda 32 kat arttifi gozlendi. BCL-2 gen
ekspresyonunun kontrole oranla 25uM Zn(II) kompleksi tedavisi sonrasinda 5 ve 50uM
Zn(II) kompleksi tedavisi sonrasinda 3 katlik azalma bulundu. P53 gen ekspresyon
seviyesinde ise 25uM Zn(II) kompleksi uygulamasi ile 8 kat ve S0uM Zn(I1) kompleksi
uygulamasi sonrasinda 9 kat katlik artis1 gozlendi. Bu bulgular sonucunda MDA-MB-
231  hiicrelerinin 6lim modunun digsal apoptotik yolak ile gergeklestigini

desteklemektedir.
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Sekil 4.13. MDA-MB-231 hiicrelerinde gen ekspresyon seviyeleri bulgulart *Ayni
zaman periyodu i¢inde kontrole goére farkli karsilastirildiginda istatistiksel olarak
anlamlilig1 (*:p<0,05 **:p<0,01 ***:p<0,001) ifade etmektedir.

4.8. Hiicre Migrasyon (Yara Iylesmesi) Testi Bulgular:

Hiicre Migrasyon testi i¢gin MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicreleri Zn(I11) kompleksinin 50
UM dozu ile muamele edildi. Hiicreler kompleksin uygulandig: ilk anda (0. Saat) ve
daha sonra devamli gozlenerek kontrol grubumuzda (tedavi almamis) yara iyilesmesi
tamamen kapanincaya kadar fotograflandi.Alinan hiicre goriintiileri incelendiginde,
kontrol hiicrelerinde 6. saatten itibaren yaranin kapanmaya bagsladigi, 12. saatte ise
tamamen kapandigi gozlendi. MCF-7 hiicrelerinde 50uM dozunda hiicre gogil
gbzlemlenmedigi ve 12 saat sonunda 0. Saaten bir fark olmadigi belirlendi. MDA-MB-
231 hiicrelerinde ise benzer bir durum gozlenmis olup Zn(Il) kompleksi uygulamasi

sonucunda hiicre migrasyon yeteneginin inhibe oldugu gozlenmistir (Sekil 4.14).
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Sekil 4.14. Zn(Il) kompleksinin (50uM) MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinde
migrasyon yetenegi iizerindeki etkisi.

4.9. Zn(11) kompleksinin Insan Meme Kanseri Kanser Kok Hiicreleri (MCF-7s)
Uzerindeki Sitotoksik Etkileri

flk olarak MCF-7 kanser hiicrelerinden uygun besiyeri ve sartlandirilmis kosullar
altinda mamosfer olusumlar1 gergeklestirildi. Hiicrelerin sfer olusumunu tamamlamalari
ve ekime hazir hale gelmeleri mikroskop altinda gozlendi (Sekil 4.15). EKime hazir hale
gelen hiicreler uygun besiyerini ortaminda 96 kuyucuklu hiicre kaplarina ekim yapilarak
istenilen hiicre sayisma gelmesi icin mikroskop altinda takip edildi. Istenilen hiicre
cogunlulugu elde edildiginde Zn(Il) kompleksinin farkli konsantrasyonlar: ile (0,78-
50uM) 48 ve 72 saat tedavi edildi. MCF-7s hiicrelerinde canlilia olan etkisi sekil
4.2°de gosterildi. Zn(Il) kompleksinin 48 ve 72 saat sonra uygulamasmnin MCF-7s
soylarinda doza ve zamana bagimli olarak hiicre canliligini azalttig1 belirlendi. Ozellikle
72 saat sonuglarinda 3,12-50uM konsantransyonlarda istatistiksel olarak anlamli

azalmalar gbzlendi (*p<0,05 **p<0,01 ***p<0,001), (Sekil 4.16).
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Sekil 4. 15. Hiicrelerin sfer olusumunu ve mikroskop goriintiileri.

MCF-7S ATP CANLILIK TESTI

150+
B8 48 Saat

3 72 Saat

%CANLILIK
3 8

Sekil 4.16. Meme kanseri kanser kok hiicrelerinde ATP canlilik testi sonuglar1. Her bir
veri noktast 3 bagimsiz c¢alismanin ortalamasini temsil etmektedir. *Aynm1 zaman
periyodu i¢inde kontrole gore farkli dozlar karsilastirildiginda istatistiksel olarak
anlamlilig1 (*:p<0,05 **:p<0,01 ***:p<0,001) ifade etmektedir.
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TARTISMA VE SONUC

Modern c¢agin insanlari, artan bir siklikta kanser yiiziinden Oliimlerle
karsilasmaktadirlar. Istatistikler erkeklerde; akciger, bagirsak, rektum ve prostat
kanserinin, kadinlarda ise meme, bagirsak, rektum ve mide kanserinin sik goriildiigiinii
rapor etmektedir (Abdulla ve Greber 2000). Kanserin, Hipokrat (460-370 M.O.)
tarafindan karsinoma ve karsinoz olarak ifade edildigi zamandan bu yana kanser
tizerinde bir¢ok calisma yapilmistir. Tiim bu calismalara ragmen hala bazi kanserlerin
tedavilerinin ¢ok kisitli oldugu ya da miimkiin olmadig1 belirtilmistir (Hanahan ve
Weinberg 2011). Kanser tedavisi i¢in yapilan bir¢ok ¢alismaya ragmen kansere bagli
Oliim oranlarmin her gegen giin daha da arttigi hatta 2050 yilinda yaklagik 17 milyon
kisiye yeni kanser teshisi konulacagi belirtilmektedir (Inzucchi ve Kinder 2005). Meme
kanseri, kadinlar arasinda en yaygin goriilen kanser tiirli olup, kansere bagli dliimlerin
basinda yer almaktadir. Meme kanseri insidansi ve 6liim hizi genellikle yasla birlikte
artis gostermektedir. Meme kanseri Oliimlerinin %97°si 40 yas ve istii kadinlarda
goriilmektedir (Anonim 2014). Erken tamidaki gelismelere ve meme kanseri
biyolojisinin molekiiler temelinin anlagilmis olmasina ragmen erken evre meme kanserli
olgularin %30’unda niiksler (tekrarlar) goriilmektedir (Gonzalez-Angulo ve ark. 2007).
Bu yiizden, meme kanserinin tedavisinde ve onlenmesinde yeni alternatif ajanlarin
arastirilmasina ihtiya¢ duyulmaktadir (Yaramig 2011). Bugiine kadar bir¢cok tedavi
yontemi uygulanmasina karsin kemoterapi halen diger yontemlere gore daha etkili
goriilmekte ve yaygin olarak kullanilmaktadir. Kullanilan kemoterapi ilaglar1 kanser
hiicrelerini oldiirmek i¢in gelistirilse de, ayn1 zamanda saglikli hiicrelere de zarar
vermekte ve buna bagli olarak hastalarda yan etkiler ile birlikte Gliimlere neden
olmaktadir (Bruce ve ark. 2005).

Metaller ve metal bazli bilesikler uzun yillardir kanser tedavisinde ilag olarak
kullanilmaktadir. Incelenen metal bilesiklerinden anti kanser aktivitesi en yiiksek
olanlar Pt ve Pd kompleksleridir. Giiniimiizde klinikte kemoterapide kullanilan
Cisplatin, en fazla kullanilan metal bazli anti kanser ilaglardan biridir. Metal bilesikleri
iceren antikanser ajanlarin DNA’da iplikler arasi ¢apraz baglar1 etkileyerek DNA
kalintilarinin olusumuyla apoptozise neden oldugu bilinmektedir (Zhu ve ark. 2009).
Metal kompleksleri ile yapilan antikanser arastirmalar giderek artmakta ve yeni ve farkli

metal bazli Dbilesikler gelistirilmektedir.  Zn(1l)  kompleksklerinin  biyolojik
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aktivitelerinin belirlenmesi 6zellikle son yillarda antikanser potansiyellerinin
arastirilmasina yonelik ¢alismalar1 da arttirmistir. Ornegin yapilan bir ¢alismada Zn(11)
ve Cu(Il) kompleksleri sentezlenmis ve bu kompleksler arasinda Zn(I1)-1,10-fenantrolin
kompleksinin insan meme (MCF-7), hepatoseliiler (HepG2) ve kolon (HT29) kanser
hiicrelerinde anlamli sitotoksik etkiye neden oldugu tespit edilmistir (Wang ve ark.
2017). Bir baska c¢alismada ise bis (asetilasetonat-k20, O) (1,10-fenantrolin-k2N, N)
Cu(ll) ve Zn(I1) komplekslerinin sentezi yapilmis ve Zn(ll) kompleksi farkli kanser
hiicre soylarinda sitotoksikte testleri uygulanmustir. Insan meme kanseri hiicrelerinde
(MCF-7 ve MDA-MB-231) yiiksek antitimoral etki gosterdigi bildirilmistir (Trejo-
Solis ve ark. 2017).

Pirolidin ditiyokarbamat-Zn(11) ve Cu(ll) komplekslerinin proteazom etkinligini inhibe
ederek tiimor hiicrelerinde apoptozisi tesvik etmesine yonelik yapilan bir bagka
calismada, Zn(ll) kompleksinin, apoptozun indiiklenmesinde Cu(ll) kompleksinden
daha etkili oldugu belirlenmistir (Milacic ve ark. 2008).

Bu tez caligmasinda, yukaridaki bilgiler 1s18inda Zn(II) 5,5-dietilbarbitiirat bilesiginin
insan meme kanseri hiicre soylari olan MCF-7 ve MDA-MB-231 de sitotoksik ve
apoptotik etkileri arastirilmistir. Zn(II) kompleksinin de i¢inde bulundugu farkl
komplekslerin anti kanser aktivitesinin taranmasi1 daha dnce grubumuz tarafindan meme
(MCF-7), akciger (A549), prostat (Dul45) ve kolon (HT29) hiicrelerinde yapilmustir.
Bir¢cok kompleks arasinda Zn(II)5-5 dietilbarbitiirat kompleksinin digerlerine oranla
meme kanserinde daha yiiksek sitotoksik etki gosterdigi gosterilmistir (Yilmaz ve ark.
2016). Bu yiizden meme kanser hiicrelerinde sitotoksik etkisini ve mekanizmalarini
belirlemek iizere Zn(II) kompleksi se¢ilmis ve ileri analizler bu kompleks iizerinden
tasarlanmistir.

Son zamanlarda Zn(Il) kompleksi igeren birgok yeni calisma s6z konusudur. Bu
caligmalar arasinda yapilan bir ¢alismada Zn(ll) ve Cu(ll)- Bis (tiyosemikarbazon)
kompleksleri sentezlenmis ve neuroepithelioma (SK-N-MC) hiicreleride anti kanser
etkisi arastirilmistir. Elde edilen sitotoksite verilerinde Zn(II) kompleksinin 72 saatlik
tedavi sondasi 1Csg degerleri 8,63uM oldugu bulunmustur. Ayni ¢alismada farkli bir
Zn(11) kompleksinin 72 saatlik 1Cso degerleri 18,84uM oldugu bildirilmistir (Anjum ve
ark. 2019). Bir Dbaska c¢aligmada, farkli bir Zn(l1)-2,6-diasetilpiridin-bis
(tiyosemikarbazon) kompleksinin kanser hiicrelerinde (T24, HeLa, SKOV-3, 7402 ve
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WI38) anti tiimoral etkileri aragtirilmistir. 72 saat sonunda elde edilen ICso degerleri
mesane kanser (T24) hiicrelerinde 39,54uM, rahim agzi1 kanser (HelLa) hiicrelerinde
38,82uM, over kanser (SKOV-3) hiicrelerinde 41,3uM, karaciger kanser (Bel-7402)
hiicrelerinde 40,43uM ve akciger kanser (WI38) hiicrelerinde 12uM oldugu
belirlenmistir (Yu 2019).

Calismamizda Zn(I) kompleksinin MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicreleri tlizerindeki
sitotoksik etkisi, SRB ve ATP canlilik analizleri ile degerlendirildi. Zn(I11) kompleksinin
doza ve zamana bagimli olarak MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre soylarinda, hiicre
canliligini azalttigr belirlendi. Tez c¢alismamizda 72 saatteki 1Cso degerleri MCF-7
hiicrelerinde 7,47uM; MDA-MB-231 hiicrelerinde ise 3,00uM bulundu. Elde dilen bu
bulgular sonucunda tez asamasinda kullandigimiz Zn(II) kompleksin insan meme
kanser hiicrelerinde diger ¢alismalarindaki Zn(II) kompleksine gore daha yiiksek bir
sitotoksik etki gosterdigi agiktir. Nitekim iginde MCF-7 hiicresinin de bulundugu farkli
kanser hiicreleri iizerinde farkli Zn(II)-fenantrolin-salisilaldimin komplekslerinin
antikanser potansiyelleri aragtirllmis ve 48 saatlik ICso degeri MCF-7 hiicrelerinde
21,8uM olarak belirlenmistir (Matos 2019). Bizim kullandigimiz Zn(II) kompleksi ise
MCF-7 hiicrelerinde 48 saatik ICso degeri 3.45uM olarak bulunmustur. Bu sonug tez
calisgmamizda kullandigimiz Zn(II) kompleksinin anti proliferatif aktivitesinin daha
yiiksek oldugunu desteklemektedir.

Bahsedilen c¢alismada ile karsilastirildiginda tez asamasinda kulladigimiz 5,5-
dietilbarbitiirat kimyasali, Zn(Il1) metali ile daha etkili bir sinerji olusturdugu ve insan
meme kanser hiicrelerindeki sitotoksik sonucglarindan ICsp degerleri daha diisiik oldugu
sonucunda varilmistir. 5-dietilbarbitiiratin (barb) Pd(IT) ve Pt(I) komplekslerinin
antikanser aktivitesi meme kanseri hiicre soylar1 {izerinde arastirilmstir. Insan meme
(MCF-7) kanserinden alinan Pd(II) kompleksin ICso degerinin; 50,4 Pt(11) kompleksinin
ICso degerinin; 78,4uM olarak bulunmustur (Icsel ve ark. 2015).

Yapilan bir ¢alismada, Zn(II)-2-asetil-5-kloro tiofen tiyosemikarbazon kompleksi
sentezi gergeklestirilmis ve saglikli kolorektal (CCD-18Co) ve kanser kolorektal
hiicrelerinde (Caco-2, DLD-1 ve SW&620) sitotoksik etkileri arastirmistir. Zn(II)-2-
asetil-5-kloro tiofen tiyosemikarbazon kompleksi ile tedavi edilen hiicrelerin 48 saatlik
inkiibasyonun ardindan ICsp degerinin; CCD-18Co 16,74uM, Caco-2 28,9uM, DLD-1
14,8uM ve SW620 27,68uM oldugu bildirilmistir (Sen ve ark. 2019). Literatiirdeki
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calismalar farkli yapida sentezlenen Zn(ll) komplekslerinin kanser hiicrelerinde anti
tiimoral potansiyeline sahip oldugunu gostermektedir.

Calismamizda Zn(I1) kompleksinin farkli konsantrasyonlarinda (0,78-50 uM, 48 ve 72
saat) saglikli meme hiicre soylar1 (MCF-10A) iizerindeki sitotoksik olan etki
degerlendirildi. Kanser hiicrelerinin 48 saat sonuglarinda, MCF-7 hiicrelerinde 50 pM
dozunda %30 canlilik, MDA-MB-231 hiicrelerinde %10 canlilik belirlendi. MCF-10A
hiicrelerinde ise 48 saat sonucunda anlamli azalma go6zlenmedi. Buda Zn(ll)
kompleksinin sadece kanser hiicrelerinde toksikken saglikli hiicrelerinde herhangi bir
etkiye neden olmadigini gostermektedir. Bu durum anti kanser ajanlarda aranan bir
ozellik olup oldukca 6nemlidir. Bu sonuglar gbz Oniine alinarak ileri analizlerin 48 saate
yapilmasina karar verilmistir.

Hiicre 6liim modunu belirleyebilmek igin floresans boyama yontemi uygulandi. Hoechst
33342 ve Pl kullanilarak floresans mikroskopla hiicreler gortntilendi. MCF-7
hiicrelerinin  Zn(II) kompeksi ile uygulanmasi sonunda yiiksek dozlarda hiicre
goriintiilerinde azalmalar nuklear fragmantasyonlar ve kromatin kondensasyonlari
gbzlenmis ayn1 zamanda PI pozitif goriinmesi ile sekonder apoptoz ile hiicrelerin
6ldiigli bulunmustur. Daha diisiik dozlarda ise piknotik hiicreler ile PI boyanin negatif
olmasi primer apoptoz oldugunu ortaya ¢ikmistir. MDA-MB-231 hiicrelerinde Zn(II)
kompeksi muamelesi sonucunda hiicre yogunlugunun azaldigini, piknotik nukleuslar ile
kromatin kondensasyon olusturdugu gézlemlennistir. Ozellikle diisiik dozlarda Hoechst
33342 pozitif ve PI negatif olan goriintiiler ile hiicreleride primer apoptoz belirlenmistir.
Daha uzun inkiibasyon siirelerinde ise hiicrelerin sekonder apoptoz ile oldiigi
belirlenmistir. Sonug¢ olarak her iki hiicre soyunda da hiicrelerin apoptozis yolag: ile
oldigi gozlemlenmistir. Yapilan bir ¢alismada farkli bir Zn(ll) benzoksazol tabanli
kompleksinin fare 16semi (L5178Y) hiicreleride floresan boyama verilerinde 72 saat
inkiibasyon sonucunda hiicrelerinin 6liim modunun ge¢ apoptoz oldugu bildirilmistir
(Spengler ve ark. 2018). Bir baska calismada ise Zn(II)-ftalosiyanin-altin-dendrimerik
nanopartikiil kompleksinin insan meme kanser hiicresinde (MCF-7) 6lim modeli
aragtirtlmis ve floresan boyama bulgularinda sekonder apoptoz morfolojileri elde
edilmistir (Tynga ve ark. 2018). Bahsedilen bu arastirmalar sonucunda Zn(II) kompleksi
tedavisinin kanser hiicrelerini apoptotik yollak ile olimi gergeklestirebildigini

dogrulamaktadir.
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Sitotoksik testler ve floresan foyama sonuglar1 degerlendirildikten sonra ileri analizleri
48 saate ve sitotoksik bulunan konsantrasyonlart (12,5, 25 ve 50uM) iizerinde
apoptozise Ozgii bir belirte¢ olan kaspazla-kirilmis CK18 (M30 antijen) diizerlerine
bakildi.  Zn(Il) kompleksin 50 ve 25uM dozunda MCF-7 hiicrelerinde istatistiksel
olarak anlamli bir M30 antijen artisa neden oldugu goézlendi. Floresan boyamadaki 48
saat sonuclart ile karsilastirildiginda, apoptotik cisimcikler ve piknotik niikleuslarin
varligi M30 sonuglarim1 dogrulugunu desteklemektedir. Zn(Il) ve Cu(ll)- pirolidin-
ditiyokarbamat kompleksi iizerine yapilan ¢alismalarda Zn(ll) komplekslerinin insan
meme (MDA-MB-231) ve prostat (PC-3) kanser hiicrelerinde sitotoksik etkisinde ve
apoptozisin indiiklenmesinde Cu(ll) kompleksinden daha ¢ok etkili oldugu gozlenmistir
(Vesna ve ark. 2008). Bir benzer ¢alismada Zn(II) kompleksinin sitotoksik ve apoptotik
etkileri hepatoseliiler karsinoma (HepG2, SMMC7721) ve akciger kanser (A549)
hiicrelerinde arastirilmig, Zn(II) kompleksinin antitiimoral etkisinin apoptotzisi
indiikleyerek gergeklestirdigi bulunmustur (Tan ve ark. 2009). Bu bulgular Zn(ll)
apoptotik yollag: tesvik edebildigini ve bizim bugularimizi destekleyen bir sonug olarak
degerlendirilmistir.

Calismamizda, Zn(II) kompleksinin meme kanseri hiicre soylar1 lizerindeki etkilerinin
ileri molekiiler mekanizmalar1 protein seviyelerinde western blot, gen ekspresyonu
seviyesinde ise RT-PCR yéntemi kullanilarak aydmnlatilmaya calisilmustir. lgili
proteinler arasinda B-aktin, PARP, Kirilmis PARP, DR4, BAX, COX4, Kaspass,
Kirilmig Kaspas 8 antikorlart kullanildi. Gen ekspresyon analizlerinde ise PARP, Fas,
TNF10A, BCL-2 ve P53 genlerinin ekspresyonlari incelendi. MCF-7 hiicrelerinde 50 ile
25uM Zn(IT) kompleksi uygulamasinin, apoptozis belirteci olan kirillmis PARP’in
ekpresyon diizeyinde kontrole kiyasla artis gozlenirken buna paralel PARP protein
seviyelerinde azalma belilendi. PARP proteini kaspaz-3 ve kazpaz-7’nin hedefi olarak
kirilabilmektedir. PARP kaspazlar tarafindan kirildiktan sonra DNA’nin ug¢ kisimlarina
geri doniisiimsiiz olarak baglanir ve apoptozis uyarilmaktadir (Smulson ve ark. 1998).
RT-PCR bulgularindan PARP geninde benzer olarak anlamli katlik artig gdstermekte ve
western sonucglarini desteklemektedir. MCF-7 hiicrelerinde digsal yollak proteinlerde
(DR4 ve RIP) herhangi bir ekspresyon gdstermemis olmasindan dolayi ileri analizlere
BAX ile devam edildi. BAX geni BCL-2 protein ailesine ait olup bir apoptotik aktivator
olarak islev gormektedir. Apoptoz indiikleyici belirteg olan BAX protein
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ekspresyonunda kontrole kiyasla se¢ilmis ilk iki dozda (50 ve 25uM) artis gézlemlendi.
BCL-2 geni apoptoz yollaginda bulunan BCL-2 ailesinin bir uyesi olup anti-apoptotik
Ozelige sahiptir. BCL-2 geninde ise MCF-7 hiicrelerinde ekspesyonunun azaldigi
bulunmustur. BAX ve BCL-2 seviyeleri ters orantili olmasindan dolay1 gen ekspresyon
sonuclarindaki BCL-2 seviyesinin diismesi BAX artisin1 desteklemektedir. BAX oranin
artmasin1 géz Onilinde bulundurarak ardindan COX4 protein {iiyesine bakilmistir.
Sitokrom ¢ oksidaz (COX) mitokondriyal solunum zincirinin terminal enzimidir.
COX4, elektronlarin sitokrom c'den molekiiler oksijene transferini birlestiren ve i¢
mitokondriyal membran boyunca bir proton elektrokimyasal gradyanina katkida
bulunan ¢ok altbirimli bir enzim kompleksidir (Xuefeng ve William 2006).
Mitokondri’de sitokrom ¢ saliminda ve oksidatif stres olusumuda etkili olarak apoptozis
mitokondriyal yollak belirteci olan COX-4 50 puM Zn(ll) kompleksi uygulamasi
sonucunda protein expresyon diizeyinde kontrole goére artis gosterildi. Elde edilen
bulgular sonucunda MCF-7 hiirelerinde, hiicre 6liim modunun i¢sel apoptoz yolagindan
oldugu belirlenmistir. BAX genin ekspresyonu, tiimor silipresorii P53 tarafindan
diizenlenir ve P53 aracili apoptozda rol oynadigi bilinmektedir (Marx ve Meden 2001).
P53 organizmalarda homolog genler tarafindan kodlanan bir proteinin herhangi bir
izoformudur. Bu homolog kanser olusumunu engelledigi ¢ok hiicreli organizmalar i¢in
cok onemlidir, bu nedenle tiimor baskilayict olarak islev goriir. Bu nedenle, p53, genom
mutasyonunu Onleyerek stabiliteyi korumadaki roliinden dolay1 "genomun koruyucusu"
olarak tanimlanmigtir. P53, bir tiimdr baskilayici gen olarak smiflandirilir. MCF-7
hiicrelerinin p53 sonuglarindaki gen ekspresyon artiginin apoptozis bulgularinin
desteklemektedir. Literatiir ¢alismalarida farkli Zn(II) komplekslerinin hiicre dliimlerini
farkli apoptozis yolaklar1 iizerinden sagladigin1 gdstermektedir. Ornegin, azilsartan-
Zn(11) kompleksinin sigir serum albliminine bagl formiilasyonunun insan akciger
kanseri (A549) hiicre soylarinda sitotoksik oldugu ve intrinsik apoptotik yolagi
tizerinden hiicre 6limiine neden oldugu gosterilmistir (Martineza ve ark. 2018). Farkh
bir caligmada ise Zn(Il)-ftalosiyanin kompleksinin rahim agz1 kanser (HelLa) kanser
hiicrelerinde  sitotoksik etki sergilendigi ve oOlim modunun igsel yollak ile

gerceklestigini desteklemektedir (Santiago ve ark. 2008), (Sekil 4.1.).
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Sekil 4.1. Zn(ll) kopmleksinin MCF-7 hiicre soylar1 {izerindeki sitotoksik etki
mekanizmasi.

MDA-MB-231 hiicre soyunda, western blot sonuglarinda apoptozis belirteci olarak
incelenen kirilmig PARP, COX-4, BAX’1n ekpresyon diizeyinde kontrole gore bir artis
gbzlenmedi. Bu yiizden digsal apoptotik yollak proteinlerine ve genlere bakildi. DR4
(“Death receptor 4”) resoptoril timor nekroz faktorii ile iliskili apoptozis indiikleyici
ligand (TNFSF10/TRAIL) tarafindan aktive edilir ve hiicreye 6liim sinyalini ileterek
apoptozisi indiikler (Kazhdan ve Merciriok 2004). MDA-MB-231 hiicrelerinde 50, 25
ve 12,5uM Zn(I1) kompleksinin DR4 protein seviyesinin artisina neden oldugu bulundu.
Ayni zamanda Fas reseptoriiniin 6liim alani ile etkilesen RIP proteininde de artig
bulunmusgtur. RIP o6liim reseptorii sinyallerinin anahtar bileseni olarak hiicrede
apoptozisi tetiklemektedir (Grimm ve ark. 1996). Fas hiicre yiizeyinde bulunan ve
apoptozise yol acan bir 6liim reseptoriidiir. (Fan ve ark. 2005). TNF10A (“Tumor
necrosis factor ligand superfamily member 10”) tiimor nekroz faktorii reseptoriine
baglanan bir liganddir. Reseptor ligant iliskisi ile gerceklesen aktiflesme ile dissal yolak
apoptozisi indiiklenir (Fan ve ark. 2005). RT-PCR bulgularindaki gen ekspresyonlarin
FAS ve TNF10A genlerinin seviyelerindeki anlamli katlik artista hiicrelerde dissal
yolak apoptozis gergeklestigini desteklemektedir. Ayn1 zamanda p53 genindeki katlik
aktivasyonuda Zn(ll) kompleksi ile MDA-MB-231 hiicrelerinde dissal apoptozis
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gerceklestigini gostermektedir. Digsal apoptozis yolaginin bir bagka anahtar bileseni ise
Kaspaz-8’dir. MDA-MB-231 hiicrelerinde prokaspaz-8 diizeyinde bir degisim
gozlenmezken kirilmis kaspaz-8 de ise belirgin artis gozlenmesi tiim bulgularimizi
destekler niteliktedir. Western blot ve RT-PCR bulgular1 sonucunda MDA-MB-231
hiicrelerinin 6liim yollaginin dissal apoptoz oldugu sonucuna varilmistir. Yapilan bir
calismada calismada Zn(II)-dendrimerik nanopartikiiller kompleksinin insan meme
kanseri hiicrelerinde (MCF-7) gen ekspresyon seviyeleri incelenmis ve sonug olarak
kanser hiicresinin 6liim modelinin apoptoz dissal yollak oldugu belirlenmistir (Tynga ve
ark. 2018). Bu bulgularin Zn(II) kompleksinin apoptoziste digsal yollag: aktive ettigini
desteklemektedir (Sekil 4.2.).
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Sekil 4.2. Zn(Il) kopmleksinin MDA-MB-231 hiicre soylari tizerindeki sitotoksik etki
mekanizmasi.

Calismamizda, Zn(II) kompleksinin hiicre migrasyonu (gog) tzerine etkisini
degerlendirmek icin yara iyilesmesi analizi yapildi. Alinan hiicre goriintiileri
incelendiginde, kontrol hiicrelerinde 6. saatten itibaren yaranin kapanmaya bagladigi,
12. saatte ise tamamen kapandigi gozlendi. MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinde
50uM Zn(II) kompleksinin hiicre migrasyonunu engelledigi gozlendi. Sonuglar Zn(II)
kompleksinin anti migrasyon potansiyeline sahip oldugunu gostermektedir. Literatiirde

Zn(II) kompleksinin hiicrelerde migrasyon yetenegi lizerine etkisini gdsteren bir ¢alisma
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olmamasi tez c¢aligmamizin hem kullanilan Zn(II) kompleksi hem de yontemler
bakimindan orijinal oldugunu gdstermektedir.

Tez c¢alismamizda, Zn(Il) kompleksinin meme kanseri kanser kok hiicrelerinde
sitotoksik etkisi de degerlendirilmistir. Bildigi tizere kanser kok hiicreleri tiimoriin
baslangicindan sorumlu olan ve timér dokusundaki ¢ok sayida farklilasmis hiicre
toplulugunu olusturan hiicrelerdir. Ayni 6zgii sinyal ileti sistemleri kanser kok
hiicrelerin ve normal kok hiicrelerinin kendi-kendini yenileme ve/veya farklilagmasinda
fonksiyonel rol oynarlar (Tuna 2009). Ozellikle kanser kok hiicrelerinin kemoterapi ve
radyoterapi tedavisine direngli olduklarinin belirlenmesi kanser kok hiicrelerini
oldiirecek daha etkili tedavilerin gelistirilmesi gerektigini diisiindiirmektedir (Tu ve ark.
2013). Bir¢ok kanser hiicresinin sinirlt ¢ogalma yetenegi oldugu i¢in, tiimdr dokusunun
kiigiilmesi bu hiicrelerin 6ldiiriildiigiinii gostermektedir. Fakat kanser kok hiicreleri,
ilaglara karst timor dokusunun en az %99’unu olusturan hiicrelerden daha
direnglidirler. Dolayisiyla, tedaviye ragmen oOlmeden sessiz kalabilmektedirler. Bu
bilgileri gbz Oniine alinarak Zn(ll) kompleksinin kanser kok hiicre popiilasyonunca
zengin olan MCF-7s hiicrelerindeki etkisi arastirildi. Zn(IT) kompleksinin 48 ve 72 saat
sonra uygulamasinin MCF-7s soylarinda doza ve zamana bagimli olarak hiicre
canliligmi azalttig1 belirlendi. Elde edilen bulgular sonucunda Zn(Il) kompleksinin
MCF-7s kanser kok hiicrelerinde de sitotoksik etki gosterdigi (1Cs0:2,48 pM)
bulunmustur.

Sonug olarak bu tez ¢alismasinda, Zn(ll) 5,5-dietilbarbitiirat kompleksinin MCF-7 ve
MDA-MB-231 insan meme kanseri hiicre soylarinda ve kanser kok hiicrelerinde ytiksek
sitotoksik aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir. Buna ilaveten, hiicrelerde icsel ve
digsal yolak iizerinde apoptozisi indiikledigi belirlenmistir. fn vitro olarak
gerceklestirilen bu ¢alismanin umut vaad edici bulgularindan dolayr Zn(ll) 5,5-
dietilbarbitiirat kompleksinin potansiyel bir antikanser ajan olabilecegini ve daha ileri

analizler (in vivo, klinik) etkisinin incelenmesi gerektigi sonucuna varilmistir.
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Tez Danmisman(lar)1 Dog. Dr. Ferda Ar

Cogaltma (Fotokopi Cekim) izni [[] Tezimden fotokopi ¢ekilmesine izin veriyorum

[] Tezimin sadece igindekiler, 6zet, kaynakga ve igeriginin
% 10 bolimiiniin fotokopi ¢ekilmesine izin veriyorum

[X] Tezimden fotokopi ¢ekilmesine izin vermiyorum

Yayimlama izni [] Tezimin elektronik ortamda yayimlanmasina izin
Veriyorum

Hazirlamis oldugum tezimin belirttigim hususlar dikkate alinarak, fikri miilkiyet haklarim
sakli kalmak tizere Uludag Universitesi Kiitiiphane ve Dokiimantasyon Daire Bagkanlig1
tarafindan hizmete sunulmasina izin verdigimi beyan ederim.
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