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OZET

TEZ ADINIZI BURAYA GIiRINizZ
ADINIZI SOYADINIZI GIiRINiZ
ORDU UNIVERSITESI FEN BiLIMLERI ENSTITUSU

MOLEKULER BiYOLOJi VE GENETIK ANABILIM DALI
YUKSEK LiSANS TEZI, 80 SAYFA
(TEZ DANISMANI: Do¢. Dr. VEDAT SEKEROGLU)

Gundmizde en karmasik ve tedavisi en zor hastaliklarindan biri olan kanser, koken
aldiklar1 hiicre tipine bagli olarak degisik davraniglar gosteren yilize yakin sayidaki
kompleks hastaligi kapsayan bir olgu olarak tanimlanir. Kanser, organizmanin
savunmasindan kagan hiicrelerin kontrolsiiz ve zamansiz ¢ogalmasi ve organizmanin
baska dokularina da yayilarak meydana getirdigi degisiklikleri igeren farkli
basamaklar1 olan bir slregtir.

Schiff bazlar1 (imin), primer aminler ile karbonil bilesiklerin (aldehitler ve ketonlar)
kondenzasyonu sonucu olusmaktadir. RCH=NR formull ile gosterilen Schiff bazlar
ligand olarak kullanilir ve C=N grubu igerirler. En 6nemli 6zellikleri biyolojik
sistemlerdeki etkinlikleridir. Bu biyolojik etkinliklerin farkliligi sentezlenen bilesigin
yapisinda bulunan farkli atom ya da gruplara, bunlarin konumuna ve
komplekslerinde kullanilan metal atomunun &zelligine gore degismektedir. Ozellikle
Schiff baz-bakir kompleksleri, biyolojik a¢idan redoks 6zelikleri ve niikleazlar igin
yiiksek afinitesi nedeniyle genis ¢apta incelenmistir. Insan kaynakl gesitli normal ve
kanser hiicrelerinde, farkli model organizmalarda yapilan ¢alismalarda, Schiff bazi-
metal komplekslerinin sitotoksisite, apoptoz, DNA hasar1 gibi yollarla antitlimoral
potansiyellerinin oldugu ortaya c¢ikarilmistir.

Bu amagla calismamizda yeni sentezlenen 4-N-[(1-metilpiroliden)amino]antipirin
Schiff bazi Cu(ll) kompleksinin (NMPA-Cu), normal (hTERT-HME1) ve
adenokarsinomlu (MCF-7) meme hiicre hatlarinda sitotoksik ve apoptotik etkinlikleri
incelenmistir. Hiicre canliligi ve apoptozis degisimlerinin sirasiyla MTT ve AKridin
oranj/Etidyum bromir yontemleri ile arastirildigi deney verileri, yeni sentezlenen
Schiff bazi-bakir kompleksinin her iki hiicre tipinde de sitotoksisiteyi doza ve
zamana bagl bir sekilde arttirdigini gostermektedir. Hiicre tiplerinin canlilik oranlari
karsilastirildiginda ise ozellikle diisiik dozlarda ve uzun siire muamelede normal
meme hiicresinin (HME1) komplekse daha fazla direng gosterdigi belirlenmistir. S6z
konusu kompleksin iyimser verilerine ragmen antikanser molekiilii olarak umut vaad
edebilmesi adina, farkli doz, siire ve hatta hiicrelerle ve 6zellikle farkli yontemler
kullanilarak tekrar sinanmasi 6nerilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Apoptosis, hTERT-HMEL, Hiicre Canliligi, MCF-7, Schiff
Baz1 Cu(ll) Kompleksi.



ABSTRACT

DETERMINATION AND COMPARISON OF CYTOTOXIC EFFECTS OF A
NOVEL SCHIFF BASE CU (1) COMPLEXES DERIVED 4-AMINO
ANTIPYRINE ON HUMAN NORMAL AND ADENOCARCINOMA BREAST
CELL LINES
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ORDU UNIVERSITY INSTITUTE OF NATURAL AND APPLIED
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MASTER THESIS, 80 OF PAGE
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Cancer, which is now one of the most complex and difficult to treat diseases, is
defined as a case covering nearly one hundred complex diseases that behave
differently depending on the cell type which they originated from. Cancer is a
process with different steps including the uncontrolled and untimely proliferation of
cells escaping from the defense of the organism and the changes caused by spreading
to other tissues of the organism.

Schiff bases (imine) are made through a condensation process that primary amines
and carbonyl compounds (aldehydes and ketones) are involved in. Schiff bases
represented by the formula RCH=NR are used as ligands and contain the C=N group.
Its most important properties are their activity in biological systems. The difference
in these biological activities varies according to the different atoms or groups present
in the structure of the synthesized compound, their position in the Schiff base and the
property of the metal atom used in the complexes. Schiff base-copper complexes, in
particular, have been extensively studied due to their biological redox properties and
high affinity for nucleases. Schiff base-metal complexes have been revealed to have
antitumoral potentials such as cytotoxicity, apoptosis, and DNA damage in various
normal and cancer cells of human origin and in different model organisms.

Therefore, the study aimed to investigate the cytotoxic and apoptotic activity of a
newly synthesized Schiff base-Cu (I1) complex (4-N-[(1-methylpyrrolidine) amino]
antipyrine) (NMPA-Cu) in both normal (hTERT-HMEL1) and adenocarcinoma
(MCF-7) breast cell lines. Experimental data in which cell viability and apoptosis
changes were investigated by MTT and Acridine orange / Ethidium bromide
methods, respectively, have shown that the newly synthesized Schiff base-copper
complex increases cytotoxicity in both cell types in a dose and time-dependent
manner. In the comparison the viability of the cell types, it was determined that
normal breast cell (HME1) showed more resistance to the complex, especially at low
doses and long-term treatment. In spite of the obtained optimistic data, it is
recommended that the complex should be repeatedly tested with different dosages,
duration and perhaps with alternative cells and in particular using different methods
to believe that the complex has anti-cancer properties.

Keywords: Apoptosis, Cell Viability, hTERT- HME1, MCF-7, Schiff Base Cu(ll)
Complex.
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1. GIRIS

Cagimizin en sikintili hastaliklarindan biri olan kanser, kdken aldiklart hiicre tipine
bagli olarak degisik davranislar gosteren yiizden fazla sayidaki kompleks hastalig
kapsayan bir olgu olarak tanimlanir. Kanser, bagisiklik sistemi savunmasindan
kagabilen, yiiksek hizda ve Kkontrolsiiz ¢ogalan hucrelerin baska dokulara

yayilmasina neden olan bir takim degisiklikleri iceren karmasik ve ¢ok basamakli bir

slrectir.

M.O. 3000 yilia kadar uzanan kayitlarda, kanser kelimesi Latince yenge¢ anlamina
gelen “carcinos’” veya ‘’cancer’” kelimelerinden tiiretildigi bildirilmistir. “Timor”
terimi ilk kez Hippokrat tarafindan M.O. 3. yiizyilda kullanilmis olup, tiimdr
olusumu ¢evresindeki damarlarin yenge¢ bacagina benzetilmesiyle literatiire
girmistir. Yunan doktor Galen, sisme anlamina gelen “oncos” terimini kullanmistir

(Baykara, 2016).

Metastaz

Metastatik timor ’8
N
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Sekil 1.1 Kanser Hucrelerinin Metastaz Yaparak Kan veya Lenf
Sistemine Gegisi (American Cancer Society, 2018)



Apoptoz; kisaca programli hiicre o&liimiidiir. Islevini yitirmis veya ihtiyag
duyulmayan hiicrelerin gen diizeyinde programlanmis bir sekilde Oliime
gotiirilmesidir, saglam hiicre ve dokular bu islemden zarar gérmezler. Tek hucreli
canlilarda hiicre 6liimii icin yegane yol olan apoptoz (Altunkaynak ve Ozbek, 2008),
cok hiicrelilerde ve gelismis canlilarda, hiicreler arasi etkilesimde oldugu gibi
organizmanin i¢ dengesinin saglanmasi ve kontroliinde anahtar rolii bulunmaktadir

(Fecker ve ark., 2010).

Hiicre dongiisii ile apoptoz arasinda yakin bir iliski vardir ve birlikte kanser
hicrelerinin kemoterapiye duyarliliginda 6nemli bir rol oynamaktadir (Evan ve
Vousden, 2011). Telomerik tekrar amplifikasyonu, bir¢ok kanser hiicresi tarafindan
sinirsiz ¢ogalmay1 saglamak igin kullanilan bir mekanizmadir (Herbert ve ark., 2001,
Cerone ve ark., 2006). Telomeraz aktivitesi ile metastaz, timoér boyutu ve lenf nodu
durumu arasinda anlamli bir iliski saptanmistir. Normal ve tumor hicrelerinde
telomeraz aktivitesindeki farkliliklar, telomeraz inhibisyonunun daha kisa
telomerlere yol agabilecegi ve bu ydntemin uygun bir antikanser yaklasimi

olabilecegi hipotezine yol agmistir (Herbert ve ark., 2001; Huang ve ark., 2019).

Sitotoksik bilesiklerle veya kiiclik molekiillii inhibitorlerle tedavi, yayilan asamada
insan kanserini tedavi etmek icin énemli bir stratejidir. Bununla birlikte, ila¢ direnci
ve istenmeyen yan etkilerin ortaya ¢ikmasi, basarili uzun siireli tedavinin 6niindeki
en biyuk engel olmaya devam etmektedir (Miller ve Larkin, 2009; Shen ve Cheng,
2010).

Halen mevcut antikanser ilaglart normal hiicreler i¢in toksiktir ve genellikle gegici
sa¢ dokiilmesi, bulant1 ve kusma gibi yan etkilere sebep olmaktadir (Wang ve ark.,
2008). Bu nedenle guclu aktivite ve minimal yan etkileri olan yeni ve etkili bir

kemoterapdtik ajan aramak esastir.

Bununla Dbirlikte son yillarda, antifungal, antibakteriyal, antimalariyal,
antiproliferatif, anti-inflamatuar, antiviral, antikanser ve antipiretik dzellikler iceren
Schiff bazlar1 ve onlarin metal kompleksleri genis bir biyolojik aktivite yelpazesine
sahiptir (Przybylski, 2009). Bu tip bilesikler son zamanlarda ozellikle antikanser
arastirmalarinda incelenmekte ve sitotoksik etkilerinin oldugu da goriilmektedir.

Yeni sentezlenen cesitli imin tiirevlerinin melanoma, over kanseri ve losemi



tedavisinde kullanilan hidroksiliire antikanser ilacindan daha etkili oldugu ve

kemoterapotik ajan olarak timit vaat ettigi bildirilmistir (Ren, 2002).

Calismamizda normal meme hiicresi ve meme adenokarsinom hticreleri olmak tzere
iki hicre tipi kullanilacaktir. 4-N-[(1-metilpiroliden)amino]antipirin Schiff baz’1 Cu
(I1) kompleksinin (NMPA-Cu) bu iki hiicre tipindeki etkinlikleri karsilastirmali
olarak incelenecek ve 3-(4,5- dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromide
(MTT) yontemi ve akridin orange/ethidium bromir (AO/EtBr) yéntemi ile sitotoksik

etkinlikleri belirlenecektir.



2. GENEL BILGILER

2.1 Kanser

2.1.1 Dunyada Kanser Epidemiyolojisi

Kanser, tim dinyada insanlar1 etkilemekte olup, yilda 14.000.000 kisiye kanser
tanis1 konmaktadir. Kansere yakalanan hastalarin 6lim orami 8,2 milyon/yil’dir.
Kanserin ortaya c¢ikma hizi boyle devam etmesi durumunda, 2030 yilinda yillik
oranin 22 milyon olmas1 beklenmektedir. Oniimiizdeki yillarda artacagi tahmin
edilen kanser vakalarmin dnemli boliminin az gelismis iilkelerde ortaya g¢ikacagi

tahmin edilmektedir (Hacikamiloglu ve ark., 2017).

Uluslararas1 Kanser Arastirmalari Ajansit (IARC) tarafindan yapilan arastirma ve
tahminlere gore, kiiresel kanser yiikiiniin 2018 yilinda 18.1 milyon yeni vakaya ve
9.6 milyon oliime yiikseldigi tahmin edilmektedir. Diinyada her 5 erkekten ve 6
kadindan biri hayatlar1 boyunca bir kez kansere yakalanmakta ve 8 erkekten ve 11
kadindan biri bu hastaliktan dlmektedir. Etkili dnleme ¢abalari ile gelismis iilkelerde
insidans hizlarinda azalma goriilmektedir. Ancak, yeni veriler gostermistir ki, bir¢ok
iilke hala teshis, tedavi ve bakim gerektiren vakalarin sayisinda mutlak bir artis ile

kars1 karstyadir.

Kiiresel 6rnekler, erkek ve kadinlarin karma oldugu yeni vakalarin yaklasik yarisinin
ve kiiresel niifusun yaklasik %60' ina sahip olmas1 nedeniyle 2018'de diinya ¢apinda
kanser 6liimlerinin yarisindan fazlasinin Asya'da gerceklesecegi tahmin edilmektedir.
Kiresel niifusun yaklasik %9.0' una sahip olmasina ragmen Avrupa, kiiresel kanser
vakalariin %23.4' {inii ve kanser oliimlerinin %20.3' {inli olusturmaktadir. Amerika
niifusu kiiresel niifusun %13.3' {inii olusturmakta ve diinya genelinde insidansin

%21.0" ini ve 6lum oraninin %14.4' {inii olusturmaktadir.

Diger diinya bolgelerinin tersine, Asya ve Afrika' daki kanser o6liimlerinin orani
(swrastyla %57.3 ve %7.3), vakalarin oranlarindan (sirasiyla %48.4 ve %5.8) daha
yuksektir. Ciinkii bu bolgeler, bir ¢ok iilkede zamaninda tan1 ve tedaviye smirl
erisime ek olarak, daha kotii prognoz ve daha yiiksek 6liim oranlar ile belirli kanser

tiplerinin daha sik bir frekansina sahiptir.

Akciger, kolorektal ve kadin meme kanserleri, insidans agisindan ilk ii¢ sirada yer

almis olup, mortalite agisindan ilk bes sirada yer almaktadir (sirasiyla birinci, ikinci



ve besinci). Bu ii¢ kanser tiirii, diinya ¢apinda kanser insidansinin ve 6liim oraninin

tcte birinden sorumludur.

Diinya capinda onde gelen kanser tipleri, yeni vaka sayist bakimindan akciger ve
kadin meme kanserleridir. Bu tiirlerin her biri i¢in 2018"' de yaklasik 2.1 milyon
teshis Ongoriilmekte ve toplam kanser insidansinin yaklasik %11.6' sina katkida

bulunmaktadir (IARC, 2018).

2018'den 2040 yilina kadar meveut tahminlerden diinya capinda gelecekteki kanser insidansini ve dlam
yikind dngdren bir arag.

KANSER iNSiDANSI

NN

18.1 milyon 29.5 milyon

Sekil 2.1 2018'den 2040'a kadar diinya ¢apinda tahmini kanser insidansi ve mortalite
yiikii (tlim kanserler, her iki cinsiyet, her yas) (IARC, 2018)

Kanser Daire Bagkanliginin 2014 verilerine gore, Tiirkiye’de kadin ve erkeklerde

gorilen kanser tlrleri ve yilizdeleri asagidaki grafikte verilmistir.
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Sekil 2.2 Kadimlarda En Cok Goriilen Kanser Tiirlerinin Yasa Gore Hizlar1 (Ozlier,
2018) (Diinya standart niifusu, 100.000 kiside)
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Sekil 2.3 Erkeklerde En Cok Goriilen Kanser Tirlerinin Yasa Gére Hizlar1 (Ozliier,
2018) (Dunya standart niifusu, 100.000 kiside)

Bilimdeki gelismelere ragmen kanser hala en Onemli saglik sorunlarindan ve
dunyadaki 6limlerin ana nedenlerinden biridir. Bu nedenle temel yaklasim, DNA’y1
hedef alan ilaglarin kesfi, kanser tedavisi i¢in yeni ilaglarin gelistirilmesidir. Ayrica
kemoterapide kullanilan ilaglara karsi olusan diren¢ de Onemli bir sorundur. Bu
nedenle tedavide kullanilacak daha giivenli, daha etkili ve daha az yan etkilere sahip
olan yeni ajan arayislari devam etmektedir. Arastirmacilar son yillarda niikleik
asitlerle etkilesebilen yeni molekiillerin arastirilmasi, tasarlanmasi ve etkin anti-
tumor ozellikli ilag modellerinin gelistirilmesine yogunlagmistir (Letafat ve ark.,
2013). Gelismis ilag endustrisinin en énemli hedefi, yeni etken madde iceren orijinal
ilaclar Gretebilmektir. TUmor hiicrelerine kars1 yiiksek segicilik gosteren bilesikler
son yillarda gelisen teknoloji sayesinde sentezlenmektedir. Yiiriitiilen arastirmalar
neticesinde yeni etken madde olmaya aday 6zgun bir kimyasal bilesik ortaya
ciktiginda, s6z konusu etken maddenin etki yeterliligi ve glivenligi hakkinda yeterli
bilgi saglandiginda klinik ¢alismalarin baslatilmasina izin verilmektedir (Aki-Sener
ve Yalgin, 2003).



2.1.2 Kanser Cesitleri
Kanser ¢esitleri orijinlerine goére gruplandirilmaktadir. Karsinomlar epitel

hiicrelerinden koken almaktadirlar ve kanser cesitlerinin biiyiikk ¢ogunlugunu
olustururlar. Karsinomlar bulunduklar1 epitel hiicrelere gore 6zel isimler almaktadir

(American Cancer Society, 2018).

= Adenokarsinomlar: Organ ve bezlerin i¢ yiizeyini zararli etkilerden korumak
amaciyla mukus adi verilen 6zel bir madde salgilanmaktadir. Mukus {iretimi
sirasinda olusan genetik, ¢evresel etkiler sonucunda olusan bozukluklar mukusun
salg1 bezinin disina ¢ikmasini engeller. Disar1 ¢ikamayan salgi ise bezlerde tumor
olusumuna neden olur. Akciger kanseri, prostat kanseri, yemek borusu, kalin
bagirsak kanseri, pankreas kanseri bunlara drnektir.

= Bazal hiicre karsinomlari: Epidermisin en derin tabakasi olan bazal hiicrelerde

olusan anormal kontrolsiiz biiyiime veya lezyonlardir.

» Transitional hiicre karsinomasi: Genellikle mesanenin icindeki hiicrelerde goralir.

Gegis hiicreleri, mesane dolu oldugunda genisler ve mesane bosaldiginda azalir.
Transitional hiicre karsinomasi en yaygin Amerika Birlesik Devletleri'nde
gortlmektedir.

» Sarkoma: Kemik, kikirdak, bag dokusu gibi kemik ve yumusak doku kaynakl
kanserlerin genel adidir. Osteosarkom en yaygin goriilen kemik kanseridir.

= Lenfoma ve I6semi: Kan ve lenf sistemi kaynakli kanserlerdir (Alpsoy, 2014). Bu

kanserler diger kanser tiirleri gibi kat1 tiimorler olusturmazlar. Kan dolasiminda
¢ok sayida akyuvar hicresinin birikmesi sonucu alyuvar hiicrelerinin sayisi azalir
ve lésemiye neden olurlar.

Lenfoma ise lenfositlerde meydana gelen kanserlerdir.

2.1.3 Meme Kanseri

Meme kanseri, tiim diinyada kadinlarinda en sik goriilen kanser tiirlerinden biridir.
Maalesef, tiimorler genellikle ameliyat sonrasi kullanilan kemoterapi ilaglarina
direng gelistirmektedir. Bu nedenle meme kanserini tedavi etmek icin daha etkili
tedavilere ihtiya¢ duyulmaktadir (Cerone ve ark., 2006). Meme hicrelerinin
kontrolsiiz ¢ogalmast sonucu meme kanseri olusur. Meme kanseri kompleks ve
birka¢ sebebe bagli bir hastaliktir. Kalitsal, sporadik ve ailesel olmak Uzere U¢ gruba

ayrilmaktadir.



Ailede bir veya birden fazla bireyde meme kanseri gortilmesi durumuna ailesel
meme kanseri denilmektedir. Meme kanseri ile dogrudan iliskisi bulunan BRCAL ve
BRCAZ2 genlerinde bulunan mutasyon, ailedeki kisilerde erken yasta kanser ortaya
cikmasi, ailede erkek bireylerde de meme kanserinin ortaya ¢ikmasi hastaligin
kalitsal olduguna goOstermektedir. Kalitsal meme kanserine sahip kisilerin
yasamlarinda bu hastaliga yakalanma riskleri %85 gibi yiiksek bir orandir. Ailesel ve
kalitsal bir baglantis1 olmayan kanser ise sporadik (rastlantisal/tesadiifi) meme
kanserlerdir. Meme kanserlerinin biiylik ¢cogunlugu sporadik vakalardir (American
Cancer Society, 2018).

Tumorler, ¢evre dokulara dogru biiyiiyor veya viicudun uzak bolgelerine metastaz
yapiyorsa malign tlimor olarak adlandirilir. Meme kanseri memenin farkli yerlerinde
baglayabilir. Kanser siit kanalindan kaynaklaniyorsa duktal karsinoma, sut bezinden
kaynaklaniyorsa lobuler karsinoma olarak adlandirilmaktadir. Meme yapisinda ¢ok
genis kan ve lenf damar aglari bulunmaktadir. Meme timoru vakalarinda, timor
hiicreleri kanserli dokulardaki damar bozulmalarindan yararlanarak kolayca lenf

damarlarina girer ve lenf nodlarma ulasarak burada ¢ogalmaya baslarlar (Ozliier,
2018).
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Sekil 2.4 Memedeki Lenf Damarlarinin Lenf Sivisini Tasgidigi
Diiglimler (Yetisir, 2018)
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Meme kanserlerinin %95’inden fazlasi, in situ (yerinde) karsinomlar ve invaziv
(yayilmaci) karsinomlar seklinde epitel hiicrelerde ortaya ¢ikan adenokarsinomlardir
(American Cancer Society, 2018). Eger kanser hiicreleri, lenf diigiimlerine sigramis
ise lenfatik sistem boyunca taginarak metastaz yapma olasiligi yiiksektir. Meme
karsinomlarinda ¢ogunlukla kemik ya da akciger metaztazi s6z konusudur (Shenouda
ve Alahari., 2009). Ailesindeki kadinlarda meme kanseri hikayesi bulunan kadinlar
normalden ¢ok daha fazla risk tasimaktadir. Bu bireylerde hastalik 10-12 yil daha
erken ¢ikmaktadir (Ozlier, 2018).

2.1.4 Meme Kanseri Epidemiyolojisi

Kadinlarda en sik goriilen tir meme kanseridir. Kadin meme kanseri dinyada 6nde
gelen besinci 6liim nedenidir (627.000 6lim, %66). Diinya genelinde kadinlarda
teshis edilen tiim yeni kanser vakalarinin yaklasik %24.2' si meme kanseridir ve 185

iilkenin 154' inde en yaygin olanidir (IARC, 2018).

2015 yili igerisinde kadinlarda en yiiksek sayida 6lime neden olan kanser tiridur
(3.853 kisi). Bu kanser tiirii tan1 konulan her 4 kadin kanserinden biridir. Ulkemizde
meme kanseri tanist alan kadinlarin %40,4’Unun 25-49 yas aralifinda yer aldigi,

%44,5’inin 50-69 yas arasinda oldugu gorulmektedir (Hacikamiloglu ve ark., 2017).
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Sekil 2.5 2012' de Diinyadaki Her iki Cinsiyet Arasinda Anatomik Bolge ile
Gosterilen Asir1 Viicut Kitle Indeksine Atfedilebilen Kanser Vakalar
(Tim Anatomik Bolgelerde) (Global Cancer Observatory, 2018)



2.1.5 Meme Kanserinde Risk Faktorleri
Cizelge 2.1 Meme kanserinde risk faktorleri

1. Yasam Tarzina Bagh Risk Faktorleri 2. Degistirilemeyecek Risk Faktorleri

i.  Alkol kullanim1 i.  Yaslanma
ii.  Obezite ii.  Genetik miras
iii.  Fiziksel aktivitenin az olusu iii.  Ailede meme kanseri 6ykusu
iv.  Cocuk sahibi olmamak yada 30 iv.  Menstriiasyon dongisinin erken
yasindan sonra dogum yapmak baglamasi
v.  Bebek emzirmemek V.  Yogun meme dokusu
vi.  Dogum kontrol yontemleri vi.  Irk ve etnik kdken
vii.  Menapoz sonrasi hormon tedavisi vii.  Radyasyona maruz kalmak

Ozellikle obezite menapoz sonrasinda, kadinlarda meme kanseri icin risk faktorii
olusturmaktadir (Harvie ve ark., 2003). Kadinlarda 6strojen hormonuna bagl olarak
meme kanseri goriilme sikligi artmistir (Koyunoglu ve ark., 2013). Yuksek endojen
Ostrojen seviyesinin memede menopoz sonrasi karsinomanin ilerlemesini arttirdigi

rapor edilmistir. (Rose ve ark., 2004).

Meme kanserinde en ¢ok iligkilendirilen genler HER-2 ve ER genleri olmak (izere c-
myc, ras ve Siklin D1 genleridir. Bu genlerde meydana gelen varyasyonlar meme
kanseri olusumuna neden olmaktadir. C-myc geni insan genomundaki genlerin
%15’1nin ekspresyonunu etkileyen fosfoprotein niteliginde transkripsiyon faktoriidiir.
Myc proteini, hiicre ¢ogalmasi yaninda farklilasma, apoptoz ve metabolizma gibi
daha bir¢ok islevden de sorumludur. BRCAL ve BRCA2 genleri meme kanserinde
genetik yatkinliktan sorumlu genlerdir. Tiimor baskilayici genler, saglikli hiicrelerde
kontrolsiiz hiicre biiylimesini engellemeye yardimci olurlar. Timér baskilayict
genlerdeki genetik mutasyonlar, genlerin fonksiyonunu baskilayarak kalitsal meme

ve yumurtalik kanser gelisimi yatkinhigini arttirmaktadir (Oztiirk, 2006).
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Sekil 2.6 Kromozomlarda BRCA1 ve 2’nin Lokasyonu (Ozliier, 2018)

Irklar arasi farkliliklar da meme kanseri mortalitesi i¢in 6nemli bir faktordur.
Amerika Birlesik Devletleri'nde Afro-Amerikan kadinlarda, Caucasians (Beyaz 1rk)

kadinlara gore daha agresif meme kanseri goriilme sikliginin oldugu belirtilmektedir

(Dunn ve ark., 2010).

2.1.6 Meme Kanserinde Evreleme

Evreleme, kanserin ne kadar biiyiik ve yayilmis oldugunun derecelendirilmesidir.
Meme kanserinin evrelerini belirlemek icin kullanilan en yaygin sistemi Uluslararasi
Kanser Kontrol Birligi- Amerika Birlesik Kanser Komitesi (UICC-AJCC)’ ne ait

TNM evreleme sistemidir.
TNM sisteminde:

T: Ana timoriin biiylikligiini ve boyutunu belirtmektedir. 0° dan 4’ e kadar

derecelendirir. Ana timare primer tumorde denir.

N: Kanserli bolgeye yakin lenf nodlarinin sayisini belirtmektedir. 0° dan 3’ e kadar

derecelendirilir.

M: Kanser metastazi olup olmadigini gostermektedir. O ve 1 olarak derecelendirilir

(American Cancer Society, 2018).
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2.1.7 Meme Kanseri Hiicre Hatlar

1900'lerin ortalarina dogru laboratuvarda hayvansal hiicre kiiltiirii teknikleri
uygulanmaya baglanmig olsa da dokulardan alinarak 6zel ortamlarda ve kaplarda
yagsamasi saglanan ve kiiltiiri devam ettirilebilen hiicre hatlar1 19. yy ortalarinda
karsimiza ¢ikmaktadir. 1951 yilinda Baltimore laboratuvarinda George Gey
tarafindan ilk kanser hiicre hatt1 olusturulmustur (Gey ve ark., 1952; Dundar, 2018).

Bunun yaninda hTERT o6liimsiizlestirilmis meme epitelyum hiicre hatt1 da kontrol

olarak kullanilmaktadir.

2.1.7.1 MCF-7

Insan meme kanseri modellerinden biri olan MCF-7 hiicre hatt1, 1970 yilinda 69
yasindaki beyaz irk bir kadindan elde edilmistir. MCF-7 hiicre hattinin ismi 1973' de
Herbert Soule ve arkadaslar tarafindan Detroit’ de kurulan hiicre hatt1 enstitiisiine
ithafen Michigan Cancer Foundation-7° nin bas harflerinden gelmektedir. The
Michigan Cancer Foundation suan Barbara Ann Karmanos Cancer Institute olarak da

bilinmektedir (Levenson ve Jordan, 1997).

MCEF-7, biiylik olgiide Ostrojen reseptor luminal epitel hiicre tipindedir. ER araciligi
ile hormon duyarliliginin olmasi sebebiyle hormonal yanit calismalarinda c¢okca

kullanilan ideal bir model olarak biyuk 6neme sahiptir (Levenson ve Jordan, 1997).

Sekil 2.7 MCF-7 Hiicre Hatti (ATCC, 2018)
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2.1.7.2 hTERT-HMEL1

Insan telomeraz proteini RNA alt {initesinden (insan telomeraz RNA (hTR) (Feng ve
ark., 1995), bir protein bileseni (human telomerase associated protein 1 (hTEP1))
(Harrington ve ark., 1997), ve katalitik alt tnite hTERT (human telomerase reverse

transcriptase)’ dan meydana gelen bir hiicre hattidir (Nakamura ve ark., 1997).

hTERT-HMEZ1 normal memeli primer epitelyum hiicrelerinden elde edilmistir. Bu
hicreler bir retroviral pBabepuro+HTERT vektori ile enfekte edilmistir ve 6liimsiiz
Klonlar segilinceye kadar biiyiitme ortaminda kiiltire edilmistir. hTERT-HMEL
hiicreleri bir ¢ok ¢alismada kontrol olarak kullanilmaktadir (Nakamura ve ark., 1997,
Simonsson, 2003).

HoatcciZ A TR e T

Sekil 2.8 hTERT-HME1 Hiicre Hatti
(ATCC, 2018)

2.1.8 Meme Kanserinde Molekiler Subgruplar

Meme kanseri Kklinik, histopatolojik vb. biyolojik 6zellikleri ve tedaviye verdikleri
yanitlara gore farklilik gosteren heterojen bir tiimordiir (Fulford ve ark., 2006).
Meme kanserinin gruplandirilmug alt tipleri iki temel epitel hiicre tipinde gorulen gen
ifade profiline gore isimlendirilmislerdir. Liminal epitel hicreler normal meme
dokularinda lobil veya kanallarin liimenini kaplayan tek sirali hiicrelerdir. Luminal
hicreleri gevreleyen sekonder hiicreler ise bazal miyoepitelyal hiicrelerdir (Valentin
ve ark., 2012).
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Perou ve ark., (2000) tarafindan yapilan kapsamli ve ¢ok etki yaratan gen ifade
analizi ¢alismalariyla meme kanseri dnce 4 gruba ayrilmistir (Perou ve ark., 2000).
Daha sonra luminal tip kendi arasinda luminal A ve luminal B’ye ayrilarak sonugta 5
alt tip olusturulmustur (Sorlie ve ark., 2003). Son olarak ise 2007 yilinda yapilan
calisma ile claudin low bu alt tiplere eklenmistir. Boylece molekiiler 6zelliklere gore
meme kanseri 6 alt tipe ayrilmistir (Herschkowitz ve ark., 2007). Her bir alt tipin

dogal seyri ve tedaviye verdigi yanit kendine 6zgiidiir.

Cizelge 2.2 Meme kanseri molekuler alt tipler, ozellikleri ve bu 6zelliklere sahip
farkl1 hiicre hatlar1 (Prat ve ark., 2010)

Ornek Hiicre Meme kanser

Simiflandirma Ozellikleri N .
Hatlar yuzdesi
Yiksek ER ekspresyonu, MCE-7
Liminal A Genellikle kemoterapiye T47D, SUM185 0430
duyarl
Yuksek ER ekspresyonu, ZR-75
Liminal B Kemoterapiye degisken BT474 %20

olarak duyarl
Negatif ER ekspresyonu, SUM190
Basal tip genellikle ~ kemoterapiye MDA-MB-468

%10-25
duyarh
Negatif ER ekspresyonu, MDA-MB-231
Claudin-low Orta derecede BT549
. %5-7
kemoterapiye duyarlt
HER? Negatif ER ekspresyonu, QA,PBAR;'),\A B-453
Kemoterapiye duyarli %15-20
Normal Meme .
Benzeri Negatif ER ekspresyonu %7

2.1.9 Meme Kanserinin Tedavisinde Kullanilan Yontemler
Gliniimiizde meme kanserinin tedavisinde 5 temel yontem kullanilmaktadir. Bunlar

kisaca su sekilde siralanmaktadir:

- Cerrahi mudahale: Sadece kanserli dokunun alinmasi veya mastektomi adi verilen

memenin tamamin alindig1 uygulamadir.

- Radyoterapi: X 1s1n1, protonlar veya elektron demeti gibi radyasyon kaynaklari

kullanarak kanserli hticrelerin oldirdlmesidir.

- Hormon Tedavisi: Baz1 kanser tiirleri Ostrojen ve progesteron pozitif olabilirler.

Kanserin ostrojen pozitif olmasi, kanser hiicrelerinin dstrojen hormonuna baglanan
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reseptorleri bulunduguna ve bu sekilde hormona baglanarak biiyiidiikleri anlamina
gelmektedir. Tamoksifen gibi bazi ilaglar meme kanseri hiicrelerindeki Gstrojen
reseptorlerini bloke ederek kanserli hiicrelerin ¢ogalmasini Onlemektedir. Bazi
hormon tedavilerinde ise direk kandaki Ostrojen hormon seviyesi diisiiriilerek

kanserin biiyiimesi yavaslatilarak ve tekrar etmesi dnlenmektedir.

- Kemoterapi: Antikanser ilaglar kullanilarak yapilan tedavidir. Ilaglar hastaya agiz

veya damar yoluyla verilmektedir.

- Hedefe Yonelik Tedavi: Tedavi edici ajanlar direkt olarak kanser hicrelerindeki

proteinlere baglanirlar (Ozll, 2018).

2.2 Telomer

Kromozomlarin uglarinda bulunan, DNA ve protein iceren bolgelere “Telomer” adi
verilir. Sahip olduklar1 DNA dizilimi ile ve ayrica islev bakimindan kromozomlarin
diger bolgelerinden ayrilirlar. Telomeraz ilgili kromozomal bolgenin sentezinden
sorumlu enzimdir (Atli, ve Bozcuk, 2002). Telomer kavrami, 1930’1u yillardan beri
bilinmektedir. Bu yillarda Barbara Mc Clintock Zea mays ve Hermann J. Muler
Drosophila melanogaster kromozomlari1 itizerinde c¢alismislardir. Miiler, X 1511
radyasyonu uygulamasindan sonra kromozomal yapi1 degisiklikleri ve bunlarin
frekanslarint inceledigi c¢alisma sonucunda, terminal bolgelerdeki inversiyon ve
delesyonlarin ¢ok az goriildiigii sonucuna varmistir. Arastirmalardan yeni bilgiler
elde edildikge, normal kromozomlarda bulunan telomer yapilarinin oldukga kararl
oldugu, kirik uclu kromozomlarin aksine hem kirik uglu kromozomlarin uglari ile
hem de diger telomerlerle birlesmedigi anlasilmistir. Bu bilgiler 1518inda genomik
kararlilig1 saglayan kromozom uglarindaki yapilarin varligi kesfedilmistir (Ath ve
Bozcuk, 2002; Blosco, 2005). Kromozomlarin u¢ boélgelerinin biitiinliigiin
korunmasinda telomeraz enzimi sayesinde gerceklesen telomer sentezi biiyiik bir
oneme haizdir. Telomerik DNA organizmalarda az miktarda bulunmaktadir, bu oran

toplam DNA igeriginin yaklasik 1 milyonda 3’udur.

Organizmalarda GT ve CA ikili niikleotid tekrarlarinin bolca bulundugu telomerik
DNA, insanda 6zellikle iireme hiicrelerinde kromozomlarin terminal kisimlarinda 10

kb’lik AGGGTT seklinde telomerik tekrarlari olusturmaktadir. Birbirinden farkli
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organizmalarda, telomerlerinin uzunluk ve tekrar dizilerinde farkliliklar

gorulmektedir (Giines, 2003).

Telomerler kromozomlar1 yikim, rekombinasyon ve flizyon gibi anormal olaylara
kars1 korumaktadir. Kromozomlara biitiinliik ve stabilite saglarlar. Ayn1 zamanda
kromozomlarin belirli bir pozisyonu korumasi i¢in niikleus zarina tutunmaktadirlar

(Giines, 2003).

2.2.1 Telomeraz

Kromozomlarin uglardaki TTAGGG DNA dizi tekrarlar1 sentezleyen ve 6zel bir
DNA polimeraz enzimi olan Telomeraz, riboniikleoprotein yapidadir. ilk defa
1970’lerde Tetrahymena’da tanimlanan telomeraz enzimi, daha sonraki yillarda insan
HeLa hiicrelerinde kesfedilmistir. Yetiskin kok hiicreleri ve embriyonik hicreler de
aktif olan telomeraz enzimi, normal somatik hucrelerde bulunamamakta, kanser

hiicrelerinde ise yeniden aktive olmaktadir (Morin, 1997).

Uzun siire yapilan arastirmalar sonunda telomeraz enziminin protein alt birimi olan
telomeraz revers transkriptaz (TERT) bulunmustur. Bu protein ¢esitli canli
gruplarinda  farkli isimler almaktadir. Ornegin; Homo sapiens’de hTERT,
Tetrahymena thermophila’da Tt-TERT, Mus musculus’da MTERT, Oxytricha
trifallax’da Ot-TERT, Saccharomyces cerevisae’de Sc-Est2p, ve Euplotes
aediculatus’da EA-p123 adini almaktadir (Griffith, 1999).

Ters transkriptaz inhibitorleri (RTIs) agirlikli olarak, HIV enfeksiyonlarinin tedavisi
icin kullanilmaktadir. Telomerazin RNA-bagimli DNA polimeraz aktivitesinden
dolay1 insan telomeraz ters transkriptaz katalitik alt tinitesinin aktivitesini bloke
edebilmektedir (White ve ark., 2001; Rossi ve ark., 2009). Onceki ¢alismalar, bazi
RTIs'lerin birkag insan kanser hiicresindeki RT aktivitesini inhibe edebildigini, hiicre
biiyiime hizin1 azalttigini ve farklilasmayi indiikleyebildigini gostermektedir (Carlini
ve ark., 2010). Telomeraz inhibisyon tedavisi, kemoterapi, radyasyon veya diger
hedeflenmis terapotiklerle kombinasyon halinde kullanildiginda en etkili
olabilmektedir (Buseman ve ark., 2012). Bu nedenle, RTIs'lar yeni antikanser

terapoétiklerinin gelistirilmesinde bir hedef olabilmektedirler.
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2.2.2 Telomerler ve Kanser

Kanser vakalar1 ile hiicredeki kromozomlarin telomer uzunlugu ve hiicrenin
telomeraz etkinligi arasindaki iliski incelendiginde 6nemli sonuglara ulagilmistir. /n
vivo ortamda telomeraz aktivitesi ve timor olusumunun iligkili olduguna dair ipuglar
bulunmaktadir. Telomeraz etkinliginin olmadigi Bening tiimorlerde ve hiicre
boliinmesinin artmasiyla kisalan telomerleri sayesinde tiimdrlerin erken donem
olusumlarina dondiikleri belirlenmistir. Daha agresif ilerleyen metastatik timorlerde

ise yiiksek telomeraz aktivitesi bulunmaktadir (Ath ve Bozcuk, 2002).

Nakatani ve arkadaslari’’nin normal ve tiimorlii beyin dokusundaki aragtirmasinda,
normal beyin dokusunda tespit edilemeyen telomeraz aktivitesinin malign timérlerde
%81, metastatik tiimorlerde ise %100 olarak ortaya ¢iktigini bildirmislerdir.
Telomeraz aktivitesine sahip olan ve olmayan hastalar1 karsilastiran arastirmacilar,
aktiviteye sahip hastalarin daha kotli prognozlara ve daha kisa yasam siirelerine
maruz kaldiklarini rapor etmis, telomeraz aktivitesinin beyin tiimoérlerinin teshis
edilmesinde ve prognoz belirlemede kullanilabilecegini ileri stirmiislerdir (Nakatani

ve ark., 1997).

Endometrium kanseri, ABD’li kadinlarda sik goriilen bir kanser tiirii olup, 6zellikle
menapozdan sonraki donemde pik yaptigr goriilmektedir. Kyo ve arkadaslari
calismalarinda, hiicrelerin ¢ogalma kapasitesi ile endometriumdaki telomeraz
aktivitesinin baglantili oldugunu ve hTERT ekspresyonunun menstriiel dongi
fazlarinda karakteristik olarak farklilastigini bildirmislerdir (Kyo ve ark., 1997). Bu
nedenle telomeraz aktivitesinin, menapoz sonrast donemde olan kadinlarda,
endometrial kanserin erken donem teshisinde belirleyici olmasi miimkiin

gorulmektedir.

2.3 Apoptoz

Programli hiicre olimi kavrami 1965 yilinda boceklerin baskalagimlarinin
gbzlenmesiyle giindeme gelmis, fakat “apoptoz” terimi ilk defa 1972 yilinda Kerr,
Wyllie ve Currie tarafindan ‘fizyolojik hiicre 6liimii’ olarak tanimlanmistir (Kerr ve
ark., 1972; Bakir, 2018). Apoptoz ilk kez yine Kerr ve Wyllie tarafindan,
glukokortikoidler ile muamele edilen timus hiicreleri ile yapilan c¢aligmada
gosterilmistir. Fizyolojik olarak 6len hiicrelerin nukleuslarinda kromatin pargalarini

ve diger organellerin iyi bir sekilde korundugunu goézlemlediklerinden dolay1 bu
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olaya ‘biizisme nekrozu’ denilmektedir (Aksit ve Bildik, 2008). Hucrelerin apoptoza
gidip gitmeyecegi bir uyaran ile miimkiindiir ve uyaranin derecesi ile tipi bu asamada

belirleyici faktor olmaktadir (Erdz ve ark., 2012).

2.3.1. Apoptoz Mekanizmasi

Baslica iki ana apoptotik yol bulunmaktadir: Ekstrinsik (dis) ve intrinsik (ig/
mitokondriyal) yol. Bu iki yol birbiriyle baglantili olmakla birlikte, bir yolda rol alan
molekiiller diger yolu da etkilemektedir. Bu iki ana apoptotik yol disinda ek olarak
perforin-granzim bagimli hiicre 6liimiini ve T-hiicre aracili sitotoksisiteyi igeren bir
baska yol daha bulunmaktadir. Apoptotik yolaklar sekil 10'da gosterilmistir (Elmore,
2007). Bu ii¢ yol, farkli mekanizmalarla baslayip asil efektor olan apoptotik yolda

(kaspaz 3 aktivasyonu) birleserek apoptotik cisimler olusturmaktadir.

Sram ERSTriNSTK YOI intrinsikyol Perforin/granzim
ligand: radyasyon, toksinler, hipoksi y[ﬂu
Oldm ™ . -\L.r Si‘t.:t.:k.s&:hi.icr:l:ri
reseptord
N ?.::\_\
J Mitokondrival degisiklikler V-‘: N
Adaptdr proteinler \L.r Granzim B Granzim A
Apoptozom olusumu -,.L.'
DISC olusumu ‘1’, SET

Kaspaz-10 .
Kaspaz-9 aktivasyonu kompleksi

Kaspaz-B aktivasyonu "'L" / aktivasyonu \L»'

Kaspaz-3 aktivasyonu
Wy béliinmesi

Endoniikleaz aktivasyonuskromozomal DNA degredasyonu,
proteaz aktivasyonusiskelet wve ndkleer proteinlerin degredasyonus
hiicre iskeletinin yeniden sekillenmesi

4

Maorfolojik degisiklikler: kromatin ve sitoplazma
kondensasyonu, nilkleer fragmentasyon vs.

Apopitotik cisimciklerin olusumu

Sekil 2.9 Apoptoz Yolaklarinin Gosterimi (EImore, 2007)

Ekstrinsik yol; apoptozun zarlar arasi reseptor aracili etkilesimlerle basladigi yoldur.
Bu sinyal yolunda 6lim reseptorlerini iceren TNF reseptor gen ailesinin tyeleri rol
oynamaktadir (Eroz ve ark., 2012).
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Intrinsik yol; bu yolda apoptozu baslatan mitokondriyal olaylardir. Radyasyon,
toksinler, hipertermi, hipoksi, serbest radikaller ve viral infeksiyonlar cesitli

uyaranlardandir (Elmore, 2007).

BcL-2 protein ailesi GUyeleri, apoptozun intrinsik yolagindaki genlerin
ayarlanmasinda 6nemli bir rol oynamaktadir. Bu proteinler hiicre i¢i apoptotik yolu
endoniikleaz G, sitokrom ¢, apoptoz indiikleyici faktor (AIF) gibi diger zarlar aras:
mitokondriyal proteinlerin sitozole salinmasini kontrol ederek diizenlemektedirler
(Sekil 11). Bu proteinler mitokondriyal zar gecirgenligini kontrol ederek apoptozu
indlkleyebilmekte veya inhibe edebilmektedirler. Dolayisiyla BcL-2 protein
ailesinin bu iki smifinin aktivitesi arasindaki denge, memeli hiicresinin hiicre ici
yolakla apoptoza ugrayip ugramayacagini belirlemektedir (Elmore, 2007; Aksit ve
Bildik, 2008; Eroz ve ark., 2012; Alberts ve ark., 2015).

&
o 4
inaktif efektor Bcl-2 ailesi apoptotik uyari &
Y ’, | biitiinlesmis aktif BcL-2
zarlar arasi bosluk I | ; ailesi protelnlerl
o 240 —— ‘0%
9 ® , A | .// sitokrom ¢
\ _ :: . zarlar aras1 bogluktaki

Y ! - ] J . .

A ‘ Y 4 diger proteinler
W e? Yo A" 2

Sekil 2.10 Pro-apoptotik BcL-2 Proteininin Intrinsik Apoptotik Yolaktaki Rolii
(Alberts ve ark., 2015)

p53, bir tumor baskilayict gendir. Hiicrede bir gen hasari olustugunda transkripsiyon
dizenleyici gen olan p53 geni aktive olmaktadir. Bu protein Grind dogrudan
DNA’ya baglanmakta ve hiicreye 6zgii bir sekilde hiicre dongiisiinii G1 fazinda
durdurarak tamir mekanizmalarii aktive etmek icin hiicreye vakit kazandirmakta
veya hiicre hasari onarilamayacak durumda ise hiicreyi apoptoza yonlendirmektedir
(Suliman ve ark., 2015).

19



Perforin/granzim yolu; salgisal apoptotik bir yolaktir. Patojenle enfekte olan
hicrelerin veya timér hicrelerinin  6éldurilmesinde etkilidir. Perforinler ve
granzimler, NK ve CTL hiicrelerinin sitoplazmik salgi graniillerinin iginde
bulunmaktadirlar (EImores, 2007).

2.3.2 Apoptoz ve Kanser

Hiicre béliinmesi, biiyiimesi, farklilagmasi ve bunun kontrolli temelde genler ile
saglandig1 i¢in kanser bu genlerde olusmaktadir. Tiimor baskilayict genler,
onkogenler ve DNA tamir genleri kanserde temel rolii olan gen gruplaridir. Normal
sartlarda hiicre biiyiimesi ve farklilasmasindan sorumlu olan protoonkogenler
mutasyon vb. durumlar ile onkogen haline doniisebilmektedirler. Ras, Erk, Myc
genleri bilinen onkogenlerdir. Eger DNA tamir genlerinde herhangi bir islev kaybi
s0z konusu ise, hiicre onarilamayacagi igin hucreyi 6lime (apoptoz, nekroz)
gotirmektedir. Tumor baskilayict genler ise herhangi bir sekilde (mutasyon,
delesyon vb.) islevlerini Vyitirirlerse hiicre dongisu bozulmakta ve kanser
gelisebilmektedir. p53 geni en iyi bilinen timdr baskilayict genlerden biridir
(Baykara, 2016). Apoptozda gokga mithim roll olan p53 tiimdr baskilayict geninde
meydana gelen mutasyonlar ve BcL-2 gen ailesi proteinlerindeki degisiklikler kanser
hiicrelerindeki apoptoz mekanizmalarinin bozulmasinda rol oynamaktadir (Eréz ve

ark., 2012).

Insanlarda goriilen kanser vakalarinda en sik rastlanan mutant genlerden biri olan
p53 tiimor baskilayici gen, kanser olusumunda biylk énem arz etmektedir. Bu gen
ayni zamanda hucre dongisiiniin diizenlenmesinde etkilidir. Ayrica apoptozun
indiklenmesinde ve inhibisyonunda rol oynayan bir cok gen ifadesini de
diizenlemektedir. DNA’da herhangi bir hasar meydana geldigi zaman p53 proteini
sentezlenmekte ve hiicre siklusu durmaktadir. Bu asamada eger mimkiinse DNA

onarilir, miimkiin degilse apoptoz baslatilmaktadir (Sancar ve ark., 2004).

2.4 Schiff Bazlar

2.4.1 Schiff Bazlarimn Yapisi ve Genel Ozellikleri

Ik kez 1864' te Alman kimyac1 Schiff tarafindan bir aktif karbonil ve bir primer
amin grubunun kondenzasyon reaksiyonu sonucu elde edilen ve azometin grubu
iceren bilesiklere “Schiff Bazlar1” denilmektedir (Prakash ve Adhikari, 2011).
RCH=NR’ formiiliiyle gosterilir. ilk kez Pfeiffer ve arkadaslari, azometin grubu
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igeren ¢esitli Schiff bazi sentezleyerek ligand amaciyla kullanmislardir. Calisma
grubu ayrica bu tiir Schiff bazlarinin bakir komplekslerini de sentezlemislerdir

(Koksal, 1996).

Schiff bazlari (imin), primer aminler ile karbonil bilesiklerin (aldehitler ve ketonlar)
kondenzasyonu sonucu olugsmaktadir. RCH=NR formulu ile gosterilen Schiff bazlari
ligand olarak kullanilir ve C=N grubu igerirler. Sentezi baslica iki basamaktan
olusmaktadir. Birinci basamakta, bir primer amin ve bir karbonil grubu birleserek
karbonil amin ara bilesigini olustururlar. Birinci basamakta olugsmus karbonil amin
ara bilesigi dehidratasyona ugradiginda Schiff bazinin olustugu ikinci basamak
gerceklesir. Ozellikleri arasinda en 6nemlisi biyolojik sistemlerdeki etkinlikleridir.
Bu biyolojik etkinliklerin farkliligi sentezlenen bilesigin yapisinda bulunan farkl
atom ya da gruplara, bunlarin konumuna ve komplekslerinde kullanilan metal

atomunun 6zelligine gore degismektedir (Savalia ve ark., 2013).

H3CQO
Sralioee

CH3CH,OH l Reflux

HaCO ‘§:
Sekil 2.11 4-[(4-Hidroksi-3-floro-5-metoksi-
benziliden)amino]-1,5-dimetil-2-
fenil-1,2-dihidro-pirazol-3-on ()]

Bilesiginin Sentezi  (Alpaslan ve
ark., 2015)
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Schiff baz kompleksleri, hazirlayici erisilebilirlik ve yapisal ¢esitlilik nedeniyle ana
grupta ve gegis metal koordinasyon kimyasinda en 6nemli stereokimyasal modeller

arasinda sayilmaktadir (Prakash ve Adhikari, 2011).

2.4.2 Schiff Bazlarinin Kanserde Kullanimlar

Schiff bazlar1 (SB) ve tiirevleri hiicre ¢ogalmasinda kritik konumdaki DNA artis1 ve
ayrica RNA sentezini engellemektedirler. Bu 06zellikleri onlar1 riboniikleotitleri
indirgeyerek deoksiriboniikleotit sentezine yardimci olan ve hiicre ¢ogalmasi ile
tiimor olusumu ve gelisiminde ¢ok 6nemli bir yere sahip olan riboniikleotit rediiktaz
(RR) denen enzimin en 6nemli ve giiclii inhibitorleri olarak konumlandirmaktadir

(Alvero ve ark., 2006).

Metal bazli antikanser ilaglarina olan ilgi, antikanser ilaglardan biri olan cisplatin
gelistikten sonra artmistir (Abrams ve Murrer, 1993). Cisplatin kullaniminda
toksisite ve diger ciddi klinik sorunlar gozlendiginden (Alderden ve ark., 2006), daha
spesifik antikanser etkileri iiretebilecek diger metal ve ligandlarin arastirilmasi

devam etmektedir.

Schiff bazlar1 ve onlarin metal kompleksleri antifungal, antibakteriyal, antimalariyal,
antiproliferatif, anti-inflamatuar, antiviral, antikanser, antipiretik ve herbisidal
ozellikler igeren genis bir biyolojik aktivite yelpazesine sahiptir (Przybylski, 2009;
Holla ve ark., 2003).

Hiicre boliinmesini yakindan ilgilendiren ve DNA metabolizmasinda rol oynayan
kimyasal nukleazlardan en etkilisi, aktif bolgelerinde, redoks aktif Cu, Fe ya da
redoks-inaktif Zn gibi gegis metal iyonlari igermektedir. En kapsamli incelenen
kimyasal niikleazlar arasinda olan Cu(II) komplekslerinin, DNA'nin hidrolizi veya
oksidatif bdliinmesini indiikleme yetenegine sahip oldugu bilinmektedir. Genellikle
Cu(Il) komplekslerinin DNA bdélunme aktivitesi, oksitleyici ve indirgeyici ko-

reaktantlarin varhiginda gézlenmektedir (Pachon ve ark., 2004).

Bakir(IT) komplekslerinin aracilik ettigi sitotoksisite mekanizmasi, hiicre dongiisii
durdurma ve apoptoza veya reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusumuna ve daha
sonra hicre 6limiine yol agan DNA'y1 baglama ve parcalama yeteneklerinden

kaynaklanabilmektedir (Jamieson ve Lippard, 1999).
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Bakir kompleksleri, biyolojik acidan redoks ozelikleri ve niikleazlar i¢in yiiksek
afinitesi nedeniyle genis ¢apta incelenmistir (Humphreyes ve ark., 2002; Koichiro ve
ark., 2004; Chen ve ark., 2007). Bunlarin oksidatif, hidrolitik ve fotolitik niikleaz
aktiviteleri sergiledigi bildirilmistir (Garcia-Gimenez ve ark., 2009; Dhar ve ark.,
2003; Zhang ve ark., 2004). Sitotoksik ve antiviral faaliyet gosteren bis(salisilat)
bakir(Il) kompleksleri i¢cin kurkumin diketiminler gibi antioksidan molekiiller ile
sinerjik etki bildirilmektedir (Annaraj ve ark., 2005). Bundan baska, bakir konjuge
edilmis glisinin T hiicresi akut lenfoblastik 16semi (CEM) hiicrelerinde ilaca direnci

tersine gevirdigi gosterilmektedir (Majumder ve ark., 2006).

>C=N bagiyla karakterize edilen ve Schiff bazlarin1 da kapsayan imin bilesikleri
biyolojik sistemlerde énemli uygulamalara sahiptir. imin yapisinda olan bilesikleri
ve onlarin metal kompleksleri antifungal, antibakteriyal, antiviral, antitimoral,
antiproliferatif, antienflamatuar, antipiretik, antineoplastik ve antioksidan 6zellikler
iceren genis bir biyolojik aktivite gostermektedirler ve bu tip farmakolojik
aktivitelerinden dolay: biiyiik 6l¢iide arastirilmaktadirlar (Pires dos Santos ve ark.,
1998; Yang ve ark., 2000; Przybylski ve ark., 2009).

Iminodihidrotiyazoller ise rahim kanser hiicrelerinde (HeLa, Siha) in vitro
antiproliferatif aktivite gostermektedir (Shi ve ark., 2011). 2-imino- dihidropiridin-3-
karbonitril tirevleri ise anti-inflamatuar aktivite gosterirken, serinin bazi tyeleri
guclu antipiretik etkinlik sergilemektedir (Eissa ve ark., 2009). Suda ¢ozlnebilen
isoindolokinoksalin imin tirevlerinin de gok hedefli sitotoksik aktivite gosterdikleri

tespit edilmistir (Parrino ve ark., 2015).

Bu tip bilesikler 6zellikle antikanser aragtirmalarinda incelenmekte ve sitotoksik
etkilerinin oldugu da goriilmektedir. Ayrica metal kompleksli tiirevlerin etkinliginin
daha yiiksek oldugu (Parashar ve ark., 1990) ve DNA-RNA sentezini durdurucu
etkilerinin bulundugu ve bu etkilerini ribontikleotit rediiktaz enzimini inhibe ederek
gerceklestirdikleri goriilmektedir (Pignatello ve ark., 1994; Cory ve ark., 1995). Yeni
sentezlenen c¢esitli imin tiirevlerinin melanoma, over kanseri ve l6semi tedavisinde
kullanilan hidroksiliire antikanser ilacindan daha etkili oldugu ve kemoterapotik ajan

olarak timit vaat ettigi bildirilmistir (Ren ve ark., 2002).
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2.5 Bakar (Cu)

Bakir, insan metabolizmasinda onemli bir eser elementtir. Bir ge¢is metali olan
Bakir’m, Cu®, Cu™ ve Cu*? seklinde oksidasyon formlari bulunmaktadir. Bununla
beraber siniflandirmada, yogunlugu 5 g/cm® 1n iizerinde oldugu icin agir metal olarak
da gecmektedir (Kiaune ve Singhasemanon, 2011). Bakir viicutta 6nemli
fonksiyonlara sahip olup 6zellikle derinin esnek boliimlerinin ve bazi i¢ organlarin
yaninda kemik ve sac¢ gibi yapilarin temel bilesenidir. Yetiskin insan vicudunda
ortalama 50-120 mg bulunmaktadir. Bu bakirin %90 kadari kas, kemik ve
karacigerde depolanmis halde bulunmaktadir (Ozbolat ve Tuli, 2016).

Bakir ayrica, viicutta demir’in diizenli bir sekilde kullanilmasi i¢in de elzemdir.
Bakir insan viicudundaki tim doku ve organlarda bulunmaktadir. Karacigerde, kalp,
beyin, bagirsak ve midenin ¢esitli kisimlarinda yiiksek derisimlerde bulunmaktadir.
Bakir olmazsa demir hemoglobine baglanamaz. Viicutta ince bagirsaklardan emilen
bakir esansiyel bir element oldugu gibi ayn1 zamanda toksik 0zellik de gdsterebilir.
Emilen bakir aminoasitlere ve serum albiiminine gevsek sekilde baglanarak tim
viicuda dagilmaktadir. Memeli plazmasindaki bakirin yaklasik %90’ 1 bakir

metalloproteini ve seruloplazmin formundadir (Ranjan ve ark., 2006).

Bakir, tiimor anjiyogenez islemleri icin gerekli olan bir kofaktor iken, diger gegis
metalleri degildir (Theophanides, 2002). Sirekli olarak, bircok insan kanseri turtinde
yiiksek diizeyde bakir bulunmustur (Zhong ve ark., 2006).

Cu(Il) kompleksleri genellikle daha az toksiktir ve bazilart nérotransmisyon,
hiicresel solunum gibi 6nemli hiicresel etkilere sahiptir. Diger gecis metalleriyle
karsilastirildiginda Cu*? iyonu, DNA ayrilma aktivitesini indiiklemek igin nispeten
giiclii Lewis asiditesine ve yliksek niikleobaz afinitesine sahip oldugu goriilmektedir.
Metal komplekslerinin elektrostatik baglanma, oluk baglanma ve ara baglanti gibi

kovalent olmayan yollarla DNA ile etkilesime girdigi belgelenmistir (Kumar ve ark.,

2012).

Ma ve ark., (2012), Schiff baz1 bakir(Il) kompleksi (kompleks I) ve kontrol grubu
olarak cisplatin kullandiklar1 ¢alismada, bakir(IT) kompleksinin ve cisplatinin MCF-7
hiicrelerine sitotoksik oldugunu ve doz-zamana bagli bir sekilde hiicrelerin

biiylimesini onledigini géstermistir.
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2.6 Schiff Baz1 Cu(II) Kompleksinin Sitogenetik Etkileri ve Yapilmis Calismalar
Benzofenon iminlerin metallerle yaptigi komplekslerin meme (MDA-MB- 231 ve
MCF-7) ve kolon (HCT-116) kanser hiicrelerine karsi cisplatinden dort kat daha
etkin olduklari, antibakteriyel etkinliklerinin ise ticari antibiyotiklerden cefixime ve
roxithromycin’in arasinda yer aldig1 ve cisplatinle benzer sekilde DNA’nin tersiyer

yapisini degistirdikleri belirtilmektedir (Albert ve ark., 2014).

Silveira ve ark., (2008) rapor ettikleri verilere gore, tim kompleksler i¢inde en aktif
olani [Cu(isaepy)z]** 1, daha 6nce ¢alisilmis olmasina ragmen, insan noroblastoma
SH-SYS5Y hiicrelerine karst onemli bir toksisite gostermistir. Bu sonuglar aymi
zamanda, bu 6zelligin sadece bakir(Il) iyonunun varligryla degil, imin ligandinin

yapist tarafindan modiile edildigini gostermektedir.

Ma ve ark., (2012) Schiff baz1 bakir(Il) kompleksi (kompleks I) ve kontrol grubu
olarak cisplatin kullandiklar1 c¢alismada, bakir(Il) kompleksinin ve cisplatinin
MCF-7 hiicrelerine sitotoksik oldugunu ve doz-zamana bagh bir sekilde hiicrelerin
biiyiimesini 6nledigini gostermektedir. Ayni ¢alismada, nlkleer pargalanma,
kompleks 1 tarafindan indiikklenen biiylime inhibisyonunun apoptoz sonucu olup
olmadigin1 belirlemek i¢in Hoechst 33342 boyamas: ve Annexin V-FITC/PI
boyamasi kullanilarak incelenmistir. Elde edilen sonuglar, kompleks 1'in MCF-7
hiicrelerinde doza bagimli bir sekilde apoptozisi etkin bir sekilde uyardigi
goriilmektedir. Comet testi ile yapilan c¢aligmada ise, kompleks 1'in MCF-7
hiicrelerinde doza bagimhi bir sekilde ciddi DNA fragmentasyonunu indiikledigi

gosterilmektedir.

Qiao ve ark., (2011) vyaptiklart c¢alismada, Schiff baz bakir kompleksi
uygulanmasindan sonra Kaspaz-3 ve kaspaz-9 aktivitesinin, HeLa hicrelerinde
kayda deger bir sekilde arttigi ve hem kaspaz-3 hem de kaspaz-9 aktivitesinde
istatistiksel olarak anlamli oldugu goriilmektedir. HelLa hdcrelerinin apoptozisinin,
kaspaz-9 ve kaspaz-3 aktivasyonuna bagli olarak intrinsik mitokondriyal apoptotik
yol ile bakir kompleksi tarafindan indiiklendigini gostermislerdir. Ayrica Schiff baz
kompleksinin, HeLa hicrelerinin sitopatolojik etkileri ve apoptozisin hiicre

dongiisiiniin S fazinda durdurdugunu belirtmektedirler.
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Bagihalli ve ark., (2008) yaptiklar1 ¢alismalarda kumarinden tiiretilen Schiff bazlari
ile metal komplekslerinin, antienflamatuar, antioksidan, antitrombotik, antialerjik,
hepatoprogtektif, antiviral ve antikarsinojenik aktivitelere sahip oldugunu

gostermektedirler.

Liu ve ark., (2010) yaptiklar1 bir ¢calismada, sentezlenen ¢ yeni 2-okso-kinolin-3-
karbaldehit Schiff baz ve bunlarin Cu(Il) kompleklerinin karsilastirmali sitotoksik
aktivitelerine gore; G¢ Cu(ll) kompleksinin HL-60 ve HeLa hiicrelerine karsi

ligandlardan daha etkili sitotoksik aktivite sergiledigini belirtmektedirler.

Zou ve ark., (2013) insan meme kanseri MCF-7 hicreleri, prostat kanseri PC-3 ve
insan meme kanseri MDA-MB-231 hiicreleri iizerinde, dort bakir kompleksinin
etkileri i¢in yaptiklar ¢aligmalarda, kompleks C1 ve C3' {in doza bagimli bir sekilde
biiylimeyi inhibe ettigini belirtilmektedir. Ayrica bu kanser hiicrelerinde, 5 pM kadar
diisiik bir degerde kompleks C1 ve C3 ile muamele edildiginde, apoptoza bagh
morfolojik degisikliklerin gézlemlendigi bildirilmektedir.

1,2,4 triazol tlrevlerinden elde edilmis bazi yapilarin kanser onleyici etkileri oldugu
bildirilmektedir. Bir seri  3-sUbstitie- 4-[5- (4-metoksi- 2-nitrofenil)-2-
furfuriliden]amino- 5-merkapto- 1-2- 4-triazollerin ¢esitli sekonder aminler ve
formaldehit ile aminometilasyonu ile sentezlenen Mannich bazlarinin yedi farkli
kanser turtine (kolon, akciger, I6semi, yumurtalik, melanom, renal, ve CNS) kars1

antikanser aktivitelerinin oldugu belirtilmektedir (Holla ve ark., 2003).

Shabani ve ark., (2008) yaptiklari bir ¢alismada azot ihtiva eden bazi iminlerin K562
(insan kronik myeloid l6semi) hicreleri ve Jurkat (insan T lenfosit karsinoma)
hiicrelerine karsi antitiimor aktivite gosterdigi tespit edilmis ve metal kompleksli
iminler ve CDP (6-(sikloheksilamino)-1,3-dimetil-5(2-piridil)furo[2,3-d]pirimidin-
2,4-(1H,3H)-dion) ligand1 kullanimi ile kemoterapi i¢in umut 15181 olabilecek yeni
bulgular ortaya ¢iktig1 belirtilmektedir.

Guo ve ark., (2010) yaptiklar1 bir ¢alisma ile t¢lii bakir kompleksli salisilaldehit-
amino bilesiklerinin BGC823 (insan gastrit kanser hiicre serisi) hiicrelerinin
proliferasyonu iizerinde etkili oldugunu, apoptozisi uyardigi ve hiicre siklusunda

degisikliklere sebep oldugunu ortaya koymaktadirlar (Ali ve ark., 2012).
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Osowole ve ark., (2012) baz1 metal kompleksli nitrofenol iminlerin antikanser ve
antimikrobiyal etkilerini arastirdiklar1 ¢alismalarinda in vitro sartlarda Pd(Il)
kompleksinin MCF-7 hiicre serisi Uzerinde gucli antikanser aktiviteye sahip

oldugunu belirtmektedirler.

Jesmin ve ark., (2010) ehrlich asit timorli 6-8 haftalik Sweiss albino farelerle
gerceklestirdikleri bir ¢alismada; PDH [N-(1- fenil-2- hidroksi-2- fenil etiliden)-2’,
4'-dinitrofenil hidrazin], PHP [N-(1- fenil, 2-hidroksi- 2-fenil etilidin)-2’- hidroksi
fenil imin] ve HHP [N-(2- hidroksi benzilidin)-2'- hidroksi fenil imin], bilesiklerinin
antitmoér  ajan  olabilecekleri  bildirilmistir. ~ Sentezlenen  [Cull(5-CI-
pap)(OACc)(H20)]2H,0 Schiff bazinin HeLa hiicre serisinde apoptoza yol agtig1 ve
bolinmeyi S fazinda durdurdugu (Qiao ve ark., 2011) bildirilmektedir. Vanillin
semikarbazon’ un EAC (ehrlich asit timaor)’ 1G Swiss albino fareleri (5-7 haftalik)
tizerinde dikkate deger antikanser etkilerinin oldugu bildirilmektedir (Ali ve ark.,
2012).

Prostat kanseri hiicre hatt1 ¢esitleri olan PC-3 ve LNCaP’de Schiff bazi-Cu
komplekslerinin proteozom aktivitesini inhibe ederek, apoptotik siireci doza bagh
baslattig1 ve hiicre ¢ogalmasini yine doza bagli baskiladigi rapor edilmistir (Adsule
ve ark., 2006).

Kraicheva ve ark., (2012) calismalar1 hem in vitro hem de genotoksisite ve
antiproliferatif aktivite icin ICR farelerinde in vivo olarak gergeklestirmislerdir. 9-
antiliden-furfurilamin ve [N-metil(dietoksifosfonil)-1-(9antril)] furfurilamin, kolon
karsinom hiicre hattt HT-29' a kars1 en giiglii sitotoksik ajanlar oldugu goriilmektedir.
Ayrica [N-metil(dietoksifosfonil)-1-(9antril)] furfurilamin HBL-100, MDA-MB-231
ve 647-V hiicrelerine antiproliferatif aktivite sergilemistir. Aminofosfonat[N-
metil(dietoksifosfonil)-1-(9antril)]-p-toluidin ve 9-antriden-p-toluidin, HBL-100 ve
HT-29 tiimor hiicre dizilerine sirasiyla sitotoksik oldugu bulunmustur. Tim
bilesikler, MCF-7, Hep-G2 ve HelLa kanser hucre dizileri test edildikten sonra
referans olarak kullanilan antikanser ilacinin etken maddesi Doxorubicin ile

karsilastirildiginda daha az aktif oldugu bulunmustur.

Beytur ve ark., (2011) androjen duyarli (LNCaP) ve androjen duyarsiz (PC3) olarak

iki farkli prostat kanseri hiicre kiiltiirii kullanarak yaptiklar ¢alismada, test edilen

27



ajanlarin (ligand, ligand-Cu, ligand-Co, ligand-Ni), LNCaP hcreleri (zerinde
antitimor aktiviteye sahip oldugu ve bu etkilerini androjen reseptorii varliginda DNA

hasarina sebebiyet vererek ortaya koydugu gosterilmektedir.

Zhang ve ark., (2008) yapilan ¢aligmada tumor proteasomunun yeni bir taurin Schiff
baz bakir kompleksinin hedefi oldugu tespit edilmistir. Bu bilesik tarafindan
proteasomal aktivitenin inhibisyonunun, kiiltiirlenmis meme kanseri ve losemi

hicrelerinde apoptozu kuvvetle indiikleyebilecegi belirtilmektedir

Gossypol denilen Schiff bazi ile ilgili yapilan ¢alismalarda, insan normal kemik iligi
hicreleri (Benz ve ark., 1987), normal meme epitel hiicreleri (Jaroszewski ve ark.,
1990), kdpek ve kanguru bobrek epitel hiicreleri ve fare 3T3 fibroblast hiicrelerinde
(Tanphaichitr & Fitzgerald, 1989) rasemik gossypolln etkisinin, sitotoksik olarak 7
kat daha giiclii oldugu gosterilmektedir. Ek olarak, gossypoliin l-enantiyomerinin,
kiiltiirde biiyliyen normal hematopoietik kok hiicrelere kiyasla kanser hiicresi
soylarina karsi 5-10 kat daha fazla antiproliferatif aktiviteye sahip oldugu
gorulmektedir (Benz ve ark., 1990).

Shelley ve ark., (1999) yaptiklar1 ¢alismalarda, mikromolar araliktaki rasemik
gossypol ve onun oksidatif iirinii olan gossypolone'nin, arastirilan hiicre hatlar
Uzerinde benzer sitotoksik etkilere sahip oldugunu gdstermektedir; gosspoliin 1-
enantiyomeri, d-enantiyomerinden ve klinik olarak yararli bir¢ok antikanser
ajanindan Onemli Ol¢lide daha sitotoksik oldugu belirtilmistir; 6n c¢alisma, 1-
gossypoliin  hiicre  bazilmesini, hiicre yapismasinin ~ kaybmi, membran

kabarciklanmay1 ve DNA parcalanmasini indiikledigini gostermektedir.

Xiao ve ark., (2008) yaptiklar1 bir ¢alismada MDA-MB-231 meme kanseri
hicrelerinde, GVC (L-glutamine-o-vanilin complex) 'nin proteozomal aktiviteyi
inhibe ederek ve konsantrasyona bagli olarak apoptozun indiiklendigini
belirtmektedirler. Ayni c¢alismada, GVC 'min diger insan kanseri hiicrelerini de
oldiirebildigini test etmek icin, insan ldsemi Jurkat T hiicreleri, cesitli
konsantrasyonlarda GVC (L-glutamine-o- vanilin complex), GV (L-glutamine-o-
vanilin) ve CuCl; ile ayr1 ayri muamele edilmis ve ayni konsantrasyonda GV veya
CuCly' nin higbir etkisi olmadigi halde SOuM GVC ile yapilan muamelenin %90' dan

fazla hiicre 6liimiine yol agtig1 belirtilmektedir.
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Ellis ve ark., (2006) yaptiklar1 bir ¢alismada, Schiff bazindan tiiretilen yeni bir
kinolin serisinin, HIV-1 virtisiine kars1 gii¢lii inhibisyon aktivite gosterdigi ve birgok
niikleozid olmayan ters transkriptaz inhibitoriine (NNRTI) kars1 gelecek vaad eden
etkinlik sergiledigi bildirilmektedir.

Wang ve ark., (2006) yeni bir Narinenin Schiff baz ligandi ve La(IIl) kompleksi ile
yaptiklar1 ¢alismada, 10° mol L™ konsantrasyonda La(l11) kompleksi, insan I&semi
hiucresi HL-60'a karst %350'min {izerinde bir inhibisyon oran1 gosterdigi
belirtilmektedir. Akciger adenokarsinoma A-549 hiicre hatt1 i¢in La(IIl) kompleksi,
10® ila 10® mol L™ 'lik konsantrasyonda, cisplatinden daha guiclii bir inhibe edici

etki gosterdigi bulunmustur.

Lu ve ark., (2012) oksidovanadyum kompleksleri ile yaptiklar1 bir ¢alismada,
kompleks [VO (hntdtsc)(phen)] (1), diger test edilen komplekslerle
karsilastirildiginda, iki hiicre hattina karsi en giiglii inhibe edici etkiye sahip oldugu
gosterilmektedir. Sisplatininkine ¢ok yakin olan ICsg degeri, insan miyelom hiicresi

(Ag8.653) ve gliomas hiicresi (U251)' e kars1 ¢ok sitotoksik oldugu goriilmektedir.

Yapilan literatiir taramasinda 16semi hucreleri, karaciger hiicresi, insan meme ve
prostat kanser hiicresi, serviks karsinoma HeLa hiicresi, insan bobrek hiicre hatti,
fare embriyo hiicresi, fare melanoma ve fare fibroblast hiicreleri, sican meme kanseri
hiicreleri, tavuk embriyosu, buzagi timus DNA’s1 (CT-DNA) ve cesitli bakteri

hiicreleri kullanildig1 goriilmektedir.

Hiicre canliligi ¢alismalarinin deneysel yontemlerinde MTT, MTS, XTT, WST,
LDH, MDA, GSH, akridin orange/ethidium bromdir yontemi, Alamar mavisi
flouresans testi, ATP biyoluminesans testi, SRB (sulfirhodamin B), klonojenik test,
disk diftizyon yontemi ve umu test sistemi gibi metotlar kullanildig1 gériilmektedir.
Bu calismada ise yeni sentezlenmis bir Schiff bazinin anti-timoral 6zelliklerinin
belirlenmesi amaciyla MTT testi, apoptozu belirlemek icin akridin orange-ethidium
bromiir ikili boyamasi yontemine bagvurulmustur ve sitotoksik etkileri karsilagtirmali

olarak incelenmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM
Caligmamizda etken madde olarak antipirin tiirevli Schiff bazi Cu(Il) kompleksi

kullanilmistir.

3.1 Kullamlan Kimyasal Maddeler ve Cihazlar
3.1.1 Kullamlan Kimyasal Maddeler
3.1.1.1 Schiff Baz1 Cu (II) Kompleksinin Sentezi

» 4-N-[(1-metilpiroliden)amino]antipirin (3) bilesiginin sentezi [denk I]:

15 mL etanol igerisinde 5 mmol bilesik (2), 5 mmol aminoantipirin (1) ve katalitik
miktarda glasiyel asetik asit oda sicakliginda 1 saat karigtirilir. Olusan sar1 ¢okelek
(3) stiziilir ve etanolden kristallendirilir. Erime Noktasi: 153.7-155.5 °C. Verim:
%74

FTIR (ATR,v ecm-1): 3074, 2989, 2939, 1639, 1597, 1573, 1481, 1292, 1053, 956,
759.

'H NMR (CDCls, 400 MHz, 8, ppm): 8.70 (s, 1H); 7.52 (m, 2H); 7.38 (d, 2H); 7.35
(m, 1H), 7.15 (d, 1H): 6.79 (d, 1H): 6.22 (m, 1H); 3.91 (s, 3H); 3.17 (s, 3H): 2.44 (s,
3H).

B3C NMR (CDCls, 100 MHz, 8, ppm): 160, 150, 148, 134, 132, 129, 124, 123, 110,
109, 38, 35, 13.
» 4-N-[(1-metilpiroliden)amino]antipirin Cu(ll) kompleksi (5) bilesiginin
sentezi [denk I1]:

1 mmol (0.294 g) bilesik (3), 1 mmol (0.170 g) CuCl,.2H,0 bilesigi (4) 30 mL
etanolde 6 saat geri sogutucu altinda 1sitilir. Cozelti evaporator ile konsantre edilir.
Cokmesi i¢in buzlukta bekletilir. Coken kirmizi-kahve katilar (5) siiziiliir. Dietil eter

ve etanolle yikanip, vakumda kurutulur. Erime Noktas1: > 250°C. Verim: %60.

FTIR (ATR,v cm-1): 3332, 3066, 2978, 2927, 1604, 1489, 1357, 1315, 817, 756,
694, 493.

30



HsC CHs O \(j
H,N N +
\ N\CH reflaks
o) 3
1

a H;C /CH3
J i N @ H,C N/CH3
HSC HCQN N EtOH /
+ CuCl2H,0 _— " 3 HC HCw N
reflaks $

C|/C\“A/ H,0

Cl
3 4 5

Sekil 3.1 NMPA-Cu kompleksi (5) bilesiginin sentezi

3.1.1.2 Kultir Medyumu

Deneylerde, MCF-7 hiicre hattinin hiicrelerini biiylitmek, ¢ogaltmak, dondurarak
saklamak vb. kiiltir uygulamalarinda ve kiltir ortami olarak EMEM (Eagle’s
Minimum Essential Medium) besiyeri kullanilmistir. hTERT HMEZL hicrelerinin
kiiltir uygulamalarinda ise MEGM (Mammary Epithelial Cell Growth Medium)
besiyeri kullanilmistir. EMEM besiyeri ATCC'den, MEGM besiyeri ise Lonza'dan

temin edilmistir.

3.1.1.3 Dimetil Sulfoksit (DMSO)

Etken maddelerin degisik konsantrasyonlarinin hazirlanmasinda ¢oziicii ve ayni
zamanda ¢o6ziicii kontrol grubu olarak kullanmilmistir. DMSO, Merck'ten temin
edilmistir.

3.1.1.4 Tripsin-EDTA

Kultlrl yapilan hiicrelerin alt-kiltlr (pasajlanmasi) islemlerinde veya deney
yonteminin uygulanmasi sirasinda hasati yapilacak hiicreleri monolayer (tek-tabaka)

olusturduklart yapilart kiltir kabi yiizeyinden ayirmak igin kullanilmigtir. Tripsin-
EDTA, Thermofisher'den temin edilmistir.
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3.1.1.5 TNS (Tripsin Notralize Solisyonu)
Tek tabaka olusturan hiicreleri kiiltiir kabindan ayirmak i¢in kullanilan Tripsin’i
soliisyonda etkisizlestirmek amaciyla reaksiyonu sonlandirmak igin kullanilmistir.

TNS, Lonza'dan temin edilmistir.

3.1.1.6 PBS (Phosphate Buffered Saline)
Ca ve Mg iyonlarini igeren bu tampon, MTT testi protokoliinde MCF-7 huicre

hatlarinda yikama islemleri i¢in kullanilmistir. PBS, Gibco'dan temin edilmistir.

3.1.1.7 DPBS (Dulbecco's Phosphate Buffered Saline)
Ca ve Mg iyonlari igermeyen tampon ¢Ozelti, MTT testi protokolinde hTERT HME1
hiicre hatlarinda yikama islemleri i¢in kullanilmistir. DPBS, Gibco'dan temin

edilmistir.

3.1.1.8 Trypan Blue
Hicre Kkiltirinde pasajlama ve deney setleri igin baslangic hiicre ekimleri
islemlerinde hiicreleri boyayarak canli hiicre orani ve sayilarinin belirlenmesi

amaciyla kullanilmistir. Trypan blue, Gibco'dan temin edilmistir.

3.1.1.9 MTT Sollusyonu
MTT soltsyonu genellikle sitotoksitenin ve hiicre proliferasyonunun kantitasyonunu

belirlemede kullanilir. MTT soliisyonu, Sigma'dan temin edilmistir.

3.1.1.10 Ethidium Bromide (EtBr) and Acridine Orange (AO)
Sigma'dan temin edilmistir.
3.1.1.11 Siv1 Azot (LN)

Dondurularak saklanmak istenen hiicreler uygun kiiciik tiiplere aktarilarak sivi azot

i¢cerisinde buhar fazinda tutulmustur.

3.1.2 Kullamlan Cihazlar
3.1.2.1 Hassas Terazi
Calismamizda kullanilan kimyasallarin tartilmasi amaciyla, Radwag marka AS 220

R2 model terazi kullanilmustir.

3.1.2.2 Biyoguvenlik Kabini
Test soliisyonlarinin hazirlanmasu, steril kiiltiir kaplarina hiicre ekiminin yapilmasi ve

test soliisyonlarmin  kiiltiir kaplarma ilave edilmesinin steril sartlarda
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gerceklesebilmesi  igin  kullanmilmustir.  Calismamizda ESCO marka Class-II

biyogiivenlik kabini kullanilmistir.
3.1.2.3 CO2’li inkiibator

Hiicrelerin c¢ogaltilmast ve kiiltlirlin  devam ettirilmesi i¢in  kullanilmistir.
Calismamizda Memmert Une 400 model CO; inkiibatérii kullanilmustir. Inkiibatorin
neminin, igerisinde steril su bulunan bir kabin sayesinde surekli sabit kalmasi

saglanmistir.

3.1.2.4 Santrifuj
Calismamizda kiltiir kaplarindan tiiplere aktarilan hiicre siispansiyonlarindaki

hiicreleri ¢oktiirmek amaciyla Centrifuge MPW-351R marka kullanilmstir.

3.1.2.5 Hiicre Sayim Cihaz

Kiiltiirde cogaltilan hiicreler pasajlanma sirasinda veya deney baslangiglarinda
Tripan mavisi ile boyanarak hazirlanan preparatlarda boya almamis canli hiicre,
boyanmis cansiz hiicre, toplam hiicre sayilarini ve oransal hiicre canlilig1 belirlemek
amactyla kullanilmistir. Hiicreler Invitrogen Cell Counter marka MP10227 model

hicre kiltur saymmi cihazi ile sayilmistir.

3.1.2.6 Vorteks Karistirici
Calismamizda hazirlanan hiicre soliisyonlarinin uygulama oOncesinde homojenize
etmek ve tiiplere alinan hiicre siispansiyonlarini dairesel salmimli hareketler ile

karistirmak amaciyla Stuart marka SA8 model vorteks karigtirict kullanilmigtir.

3.1.2.7 Su Banyosu
Hiicre kiltliri uygulamalar1  boyunca soliisyonlarin  uygulama sicakligina
ulagtirilmast ve donmus hiicrelerin hizli bir sekilde ¢oziinmesini saglamak ig¢in

Daihan marka WB22 ve JSR JSWB model su banyosu kullanilmustir.

3.1.2.8 invert Mikroskop
Kiiltiir kaplarinin, ¢ok kuyucuklu plakalarin ve bélmeli lamlarin incelenerek hiicre
ozelliklerinin ve kiiltlirin izlenmesi amaciyla Leica marka DM IL LED model invert

mikroskop kullanilmistir.
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3.1.2.9 Mikroplaka Eliza Okuyucu

MTT testi uygulamasinda kolorimetrik olarak sitotoksisite belirlemek amaciyla ¢ok
kuyucuklu plakalardaki hiicre varliklarinin absorbans degerleri lglilmiistiir. BioTek

marka EIx800 model okuyucu kullanilmistir.

3.1.2.10 Floresan Filtreli Isik Mikroskobu

Apoptozu 06lgmek amaciyla uygulanan akridin orange/ethidium bromir ikili
boyamasi immiinofloresan yontem uygulanan ve floresan filtrelerle goriiniir kilinan
hlcrelerin goriintiilenmesi ve sayimi i¢in kullanilmistir. Leica marka DM2500 model

floresan mikroskop kullanilmustir.

3.2 Hicre Kaltlru

Insan hiicre kiiltiirleri kullanilarak pek ¢ok ajanin genotoksik etkileri etkili bir sekilde
arastirilabilir. Amerika Ulusal Kanser Enstitiisii, kanser arastirmalarinda insan kanser
hicre Kkulttrleri Uzerinde yeni kimyasal maddelerin anti-kanser etkinligini
arastirabilmekte, hiicre kiiltiirlerinden alinan sonuclarin daha gercekgi ve spesifik
oldugu ifade edilmektedir. Cesitli pestisitlere solunum yoluyla maruz kalmanin
akciger kanserine yol agabilecegi belirtilmektedir. Ayrica pek ¢ok akciger tiimorii,
solunum epitelindeki bir seri ilerleyici patolojik degisiklikler sonucu gelismektedir

(Vineis ve Husgafvel-Pursiainen, 2005).

Calismamizda insana ait iki hiicre hatt1 kullanilmistir. Bunlar, meme adenokarsinom
(MCF-7) ve immortal normal meme hicre (hnTERT-HME) hatlaridir. Bir bakima,
MCEF-7 hicreleri iki sebepten 6turd anti-kanser ilaglarinin taranmasinda miikkemmel
bir modeli ifade eder. Bunlardan birincisi, MCF-7 0strojen reseptori pozitif bir hiicre
hattidir. Ikincisi, rapor edildigine gore, meme kanser 6rneklerinin %75’i kaspaz-3
ifadesinden yoksundur (Devarajan ve ark., 2002). Bu nedenle ¢alismamizda insan

normal ve adenokarsinom meme hticre hatlar1 kullanilmistir.

MCF-7 insan meme kanseri hiicre hatlari ve hTERT-HME1 immortal meme hiicre
hatlart American Type Culture Collection (ATCC)' den temin edilmistir. MCF-7
hiicreleri, %10 fetal bovine serum, 100u/ml penicilin ve 100pug/ml streptomycin
takviye edilmis EMEM ortaminda kiiltiirlenmis, hTERT-HMEL hicreleri ise,
protokolde tarif edildigi sekilde kiiltiirlenmistir. TUm hiicre hatlari, %5 CO2’li
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inkiibatorde, 37 °C’de ve % 95 nemli ortamda inkiibasyona birakilmis ve hucrelerin

besiyerleri iki giinde bir degistirilerek invert mikroskopta gelisimleri izlenmistir.

3.2.1 Hucrelerin Cozulmesi

Tiim hiicre hatlar1 -196°C sivi azot bulunan tankta, buhar fazi icinde muhafaza
edilmistir. Kiiltiir zaman1 geldiginde, s1v1 azottan ¢ikarilan hiicreler ¢6ziinmesi i¢in 1
dk. siire ile 37°C'lik su banyosunda bekletilmistir. Gerekli sicakliga ulagan hiicreler
pipetlenerek icerisinde besiyeri bulunan flask i¢ine alinmis ve 15 dakika boyunca,
%5 CO,’li inkiibatorde, 37 °C’de ve % 95 nemli ortamda inkiibasyona birakilmistir.

3.2.2 Hucrelerin Pasajlanmasi

Hiicreler konfluent oldugunda flask yiizeyinden kaldirmak i¢in tripsin soliisyonu
kullanilmustir. Tripsinin, sicaklik arttik¢a etki mekanizmasi arttigi igin hiicreler 4-5
dakika inkiibatérde bekletilmistir. Tripsin hiicre kiiltiir ortaminda uzun siire
kaldiginda hiicrelere zarar verecegi i¢in, siire sonunda hiicrelerin iizerine eklenen
tripsin etkisini baskilamak i¢in tripsin ile esit miktarda besiyeri eklenerek seyreltme
islemi yapilmistir. Hiicre stispansiyonu falkon tiiptine alinarak 1000 rpm' de 5 dakika
santrifiij edilmis ve hiicrelerin dibe ¢okmesi saglanmistir. Siipernatant atilarak, hiicre
saymmi i¢in tizerine 1-2 ml solisyon eklenerek siispanse edilmistir. Hicre
stispansiyonunun 10 pl’si esit hacimde tripan mavisi ile karistirilarak hiicre sayim
lamlarina yiikklenmis ve hiicre sayim cihazinda mililitre solisyon icerisindeki hicre
sayis1 ve canlilik orani tespit edilmistir. Ayrica sonraki ¢alismalar igin yeni flasklara
tekrar hiicre ekimi yapilmistir. Deney icin gerekli hiicre saglanincaya kadar bu islem
devam edilmektedir. Ileride kullanilmak iizere kalan hiicreler ise dondurularak sivi

azot buhar fazinda saklanmistir.

3.2.3 Hiicrelerin Dondurulmasi

Hiicrelerin pasajlanmasi amaciyla elde edilen ve hiicre sayimi yapilan hiicre
slispansiyonu, hazirlanan DMSO dondurma ortami ile karistirtlmis ve Cryo-vial
dondurma tiipleri igerisine her tiipte 1 ml dondurma ortami olan DMSO i¢inde 1
milyon hiicre olacak sekilde dondurulmustur. Hazirlanan tiipler ilk énce -80°C’ye
almarak bir gece bekletilmis, siire sonunda tim tiipler -196 °C siv1 azot tankina

transfer edilmistir.
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3.2.4 Hiicre Sayim

Hicreler tripan mavisi [C3sH2sNs014S4] adinda negatif yUkli bir boya ile
boyanmistir. Hiicre zari saglikli olan hiicrelerde tripan mavisi, hucre igerisine
giremez. Cansiz olan hiicreler, boyay1 absorbe ettikleri i¢in, maviye boyanirlar.
Calismalarimizda 10 pl hiicre siispansiyonu, 10 pl %0.4’lik tripan mavisiyle
karistirllmis ve bu karisimin 10 pl’si hiicre sayim lamina aktarilarak 6l¢tim
yapilmustir. Olgiim sonucunda canli hiicre, cansiz hiicre, toplam hiicre ve hiicre
canlilik oranlar1 belirlenmistir. Calismamizda deney gruplari her iki hiicre hatt1 igin

ayri ayr1 olmak tlizere olusturulmustur:
3.2.4.1 Deney Gruplarinin Olusturulmasi

» Negatif (Cozuct) Kontrol Grubu: Negatif Kontrol grubu hicbir etkinin
beklenmedigi gruptur. Bu gruptaki hiicreler, %2 DMSO iceren besiyeri
icerisinde tutulmustur. DMSO, etken maddenin sebep olabilecegi etkilerden
ay1rt edilmesine yardime1 olmaktadir. Kultlire etken maddelerimizin ¢oziicisu
olan DMSO ilave edilmistir.

» NMPA-Cu Gruplar1 ("nTERT-HME1 ve MCF-7): Yapilan 6n galisma ile
belirlenen kompleks bilesigin 15 farkli konsantrasyonu Kkultirlere ilave
edilmistir. Daha sonra kulturler 24, 48 ve 72 saat slreyle inkiibasyona

birakilmistir.

Siire sonunda sitotoksisiteyi belirlemek amaciyla her iki gruba da protokolde tarif

edildigi gibi MTT testi uygulanmistir. Deneyler her grup i¢in 3 kez tekrarlanmistir.

3.3 Hiicre Canlihginin Tespit Edilmesi ve Sitotoksisite

3.3.1 MTT Testi

Kolorimetrik yontem i¢in kullanilan temel parametre canli hiicrelerin metabolik
aktiviteleridir. MTT (3-[4,5-Dimethylthiazole-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium
bromide; Thiazolyl blue) testi bu aktiviteye dayali hiicre canliigin1 ve

proliferasyonunu, dolayli olarak da sitotoksisiteyi kantitatif olarak tespit eder.

Tetrazolium tuzunun yalnizca metabolik aktivitesi olan hiicreler tarafindan mor
renkli formazanlara indirgenmesinden o6tlrl bu yOntem sadece canli hiicreleri
saptamaktadir. Cogalan hiicreler prolifere olmayan hiicrelere gére metabolik olarak

daha fazla aktivite gosterdigi i¢in, bu yontemle sadece hiicre canliligi ve sitotoksisite
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degil ayn1 zamanda hiicre proliferasyonu ve aktivasyonu da belirlenmektedir. Kiltur
ortamindaki mitokondriyal aktivitesi devam eden canli hicrelerin kantitasyonu
saglanir. MTT suda ¢6zinen bir tetrazolium tuzudur ve fenol kirmizisi igermeyen
besi ortami veya tuz sollisyonlarinda hazirlandiginda sarimtirak bir soliisyon
olusturur. Tetrazolium halkasinin dehidrojenaz enzimleri tarafindan parcalanmasi
sonucu MTT mor renkli ¢6zlinmeyen formazana doniismektedir. Olusan bu formazan
izopropanol, DMSO veya bagka bir ¢oziicii yardimi ile ¢dziinebilir hale getirilir ve
olusan renk reaksiyonu spektrofotometrik olarak okunup kantite edilir (Doyle ve
Griffiths, 1998).

PBS tamponu (pH=7) igerisinde %5’lik MTT soliisyonu hazirlanmistir. Cozelti 1518a

duyarli oldugu i¢in -4 °C’de karanlikta saklanmustir.

Calismamizda kullanacagimiz hiicreler; 96 oyuklu plakalara ucli gruplar halinde
ekilmis ve %70-80 konfluansa ulasana kadar biiyiitiilmistiir. 24, 48, 72 saat sureyle
ve 10-2000 uM araliginda degisen ve artan konsantrasyonlarda NMPA-Cu ile
muameleleri yapilip, 37°C’de %5 CO;’li inkibatérde inkiibasyona birakilmustir.
Daha sonra her kuyucuga steril PBS igerisinde hazirlanan stok MTT soliisyonundan
20uL eklenerek, 4 saat siire ile tekrar inkiibe edilmistir. Sure sonunda MTT ile
olusan formazan kristallerini ¢6zmek i¢in kuyucuklara 100’er uL. DMSO eklenerek
15 dk daha inkiibasyona birakilmistir. Siire sonunda ELISA cihazinda, 540 nm dalga

boyunda okutulmustur.

Kontrol kuyucuklarindan elde edilen absorbans degerlerinin ortalamasi %100 canli
hiicre olarak kabul edilmistir. Coziicli ve ajan madde uygulanan kuyucuklardan elde
edilen absorbans degerleri de kontrol degerlere oranlanarak yiizde canlilik olarak
kabul edilmis ve okunan absorbans degerlerine gore sitotoksisite diizeyi
belirlenmistir. MTT deneyleri farkli zamanlarda 3 kez tekrarlanmis ve ajan
maddelerin meme kanser hucreleri ve normal meme hucreleri Gzerindeki sitotoksik

etkileri belirlenmeye c¢aligilmugtir.
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Cizelge 3.1 MTT Testinde Uygulanan NMPA-Cu Dozlari

NMPA-Cu
1.DOZ 10 uM
2.DOZ 12.5 uM
3.D0Z 25 uM
4.DOZ 50 M
5. DOZ 75 uM
6. DOZ 100 uM
7.DOZ 125 uM
8. DOZ 250 M
9. DOZ 500 pM
10. DOZ 750 uM
11. DOZ 1000 uM
12.DOZ 1250 uM
13.DOZ 1500 uM
14.DOZ 1750 uM
15.00Z 2000 M

3.3.2 Akridin Orange/ Ethidium Bromiir Ikili Boyamasi

Antipirin tlirevli Schiff baz1 Cu(Il) kompleksi ile muamele edilmis hiicrelerde
apoptozun morfolojik kanitlarin1 saptamak i¢in akridin orange / etidyum bromiir
(AO/EtBr) ikili boyamasi yapilmigtir. MCF-7 ve hnTERT-HMEL hiicreleri, 96 oyuklu
plakalarda tohumlanmis ve 24, 48 ve 72 saat boyunca ayri ayr islenmistir (1 x 10°
hicre / oyuk). PBS ile yikandiktan sonra, her bir oyuga 25 pl tripsin-EDTA
eklenmistir. 5 dakika sonra, her bir oyuga, tripsin ile esit miktarda biiyiime ortami
ilave edilmistir. 2 pg AO / EtBr boyas1 (100 pug / ml AO ve PBS icinde 100 pg / ml
EtBr), 50 ul isleme tabi tutulmus ve kiiltiirlenmis hiicre slispansiyonlarina eklenmis
ve slspansiyonlar mikroskop lamlarina aktarilmistir. Hucreler floresan mikroskobu
(Leica DM2500) kullanilarak incelenmis ve fotograflanmistir. Apoptotik hiicrelerin
morfolojisi incelenmistir. Hucrelerin ytzdesini hesaplamak i¢in 100 hicre
sayilmig  ve  apoptotik  hicreler asagidaki  formiille  hesaplanmistir.

. apoptotik hicreler
% Apoptosis = - x %100
toplam hiicre sayisi

Yesil floresan, normal niikleer kromatine sahip canli hiicreleri gosterirken turuncu-
kirmizi floresan, pargalanmis niikleer kromatin igeren apoptotik hiicreleri

gostermektedir (Krishnasamy ve ark., 2014).
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3.4 istatistiksel Analiz

MTT testi ve AO / EtBr boyamasi ticer kez tekrarlanmistir. TUm veriler ortalama +
standart hata (SE) olarak ifade edilmistir. Grup ortalamalarini karsilagtirmak igin
Student t testi kullanilmistir. p<0.05 kontrol ile karsilagtirildiginda istatistiksel olarak

anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

Kemoterapide kullanilan ilaglarin etkinligini smirlayan birgok faktor vardir. Bu
nedenle kanser tedavisinde kullanilacak ve yan etkileri en aza indirilmis olan yeni
ajan arayislart devam etmektedir. Niikleik asitlerle etkilesime girebilen yeni
molekiillerin arastirilmasi, tasarlanmasi ve yeni antikanser ilaglarin gelistirilmesi
glinlimiizde arastirmacilarin iizerinde ¢ok calistigi konulardan biridir. Halen mevcut
antikanser ilaglar1 normal hiicreler icin toksiktir ve genellikle gegici sa¢ dokiilmesi,
bulanti ve kusma gibi yan etkilere sebep olmaktadir (Wang ve ark., 2008). Bu
nedenle gucll aktivite ve minimal yan etkileri olan yeni ve etkili bir kemoterap6tik

ajan aramak esastir.

Bakir, tiimor anjiyogenez islemleri icin gerekli olan bir kofaktor iken, diger gegis
metalleri degildir (Theophanides, 2002). Surekli olarak, birgok insan kanseri tiiriinde

yiiksek diizeyde bakir bulunmustur (Zhong ve ark., 2006).

Chakraborty ve ark., (2010), tarafindan comet testi ve akridin orange ile yaptiklari in
vitro deneylerde, [Cu(Pyimpy)CI2] bilesiginin, MCF-7 hicrelerinde DNA
fragmentasyonuna neden oldugu bulunmustur. Bu bilesik sican meme timor
modelleri Uzerinde daha ileri diizeyde test edilerek, tiimor biiylimesini inhibe ettigi
belirtilmistir. MCF-7 hiicreleri iki sebepten 6tiirii antikanser ilaglarinin taranmasi igin
mukemmel bir modeli ifade eder; bunlardan birincisi, MCF-7 6strojen pozitif bir
hiicre hattidir ve ikinci olarak, meme kanseri Orneklerinin %75'inin kaspaz-3
ekspresyonu olmadigi bildirilmistir (Devarajan ve ark., 2002). Bakir, tiimor
anjiyogenez islemleri i¢in gerekli olan bir kofaktordiir, viicutta bulunan diger iz
elementlerin olmasi ise sart degildir (Theophanides, 2002). Hiicresel bakirin proteine
bagli olmadigi ve membranlarda depolanabilecegi bulunmustur (Stockert ve ark.,
1986). Bu nedenle bakir bazli ilaglarin kanser tedavilerinde potansiyel olarak

kullanim1 mevcuttur.

Cu(Il) kompleksleri genellikle daha az toksiktir ve bazilarinin norotransmisyon,
hiicresel solunum gibi énemli hiicresel etkilere sahip oldugu goriilmektedir. Diger
gecis metalleriyle karsilastirildiginda Cu*? iyonu, DNA ayrilma aktivitesini
indiklemek icin nispeten gicli Lewis asiditesine ve yiksek nikleobaz afinitesine

sahiptir. Metal komplekslerinin elektrostatik baglanma, oluk baglanma ve ara
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baglanti gibi kovalent olmayan yollarla DNA ile etkilesime girdigi belgelenmistir
(Kumar ve ark., 2012).

Ma ve ark., (2012), Schiff bazi bakir(Il) kompleksi (kompleks 1) ve kontrol grubu
olarak cisplatin kullandiklar1 calismada, bakir(Il) kompleksinin ve cisplatinin
MCF-7 hiicrelerine sitotoksik oldugunu ve doz-zamana bagl bir sekilde hiicrelerin

bliylimesini 6nledigini géstermektedir.

Lai ve ark., (2015)'de yaptiklar1 caligmada, A549 hiicreleri, 0.5 ve 1.0 uM Rul ile 24
saat boyunca muamele edilmis ve Hoechst 33258 ile lekelenmis, niikleer biiziilme ve
kromatin yogunlagsmasi gibi apoptotik 6zellikler gozlenmistir. Bu sonuglar Rul'in

Ab549 hicrelerinde apoptozu indiikleyebilecegini gostermektedir.

Krishnasamy ve ark., (2014) yaptiklar1 ¢alismada I. aspalatoidlerden sentezlenen
giimiis nanopargaciklarin, apoptozun indiiklenmesi, hiicre ¢ogalmasi ve
anjiyogenezinin inhibe edilmesi yoluyla in vitro HEp3B hiicre cizgileri (izerinde

onemli sitotoksik etki sergiledigi belirtilmistir.

Bu calismada, bakir kompleksinin etki mekanizmasin1 incelemek i¢in yeni
sentezlenen antipirin turevli bir Schiff baz1 Cu(ll) kompleksi, insan meme kanseri
hiicre hattt MCF-7 ve insan meme hicre hatt  hTERT-HME1 (zerinde
karsilastirmali olarak aragtirilmistir. Sentezlenen Schiff bazlar1 antineoplastik,
antiproliferatif, antibakteriyal, antiviral, antifungal gibi alanlarda genis kullanima
sahiptir. Cu(Il) Schiff bazlarinin in vitro sitotoksik etkileri, kanser hiicre hatlarina
kargt taranmis ve tiimdr hiicrelerinin yasayabilirligi MTT testi kullanilarak
dogrulanmistir. Bakir kompleksi ile muameleden sonra MCF-7 ve hTERT-HME1
hiicrelerinin morfolojik degisimini daha iyi anlayabilmek i¢in hiicreler farkli zaman
noktalarinda akridin orange/ethidium bromiire (AO/EtBr) ikili boyamasi ile

gbzlemlenmistir.

Imin ve tiirevlerinin ¢ok ¢esitli biyolojik aktivitelerinin yanm1 sira antitiimoral
etkilerinin de bulundugunu belirten degisik ¢alismalar, bu bilesiklerin kemoterapotik
ajan potansiyeline de sahip olabileceklerini gostermektedir. Potansiyel ajanlar
olmalar1 nedeniyle hastaliklarla miicadelede yeni ilaglarin gelistirilebilmesi ig¢in bu

tip bilesiklerin arastirilmasi olduk¢a 6nemlidir.
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Bu amacla NMPA-Cu etken maddesi DMSO+PBS igerisinde ¢6ziinmiis ve daha
sonra EMEM besiyeri kullanilarak seyreltileri hazirlanmistir. Stok ¢ozeltiler, pM
cinsinden hesaplanarak hazirlanmigtir. NMPA-Cu stoklarinin, seyreltme yontemi ile

uM cinsinden ayr1 ayr1 doz serileri elde edilmistir.

Hazirlanan doz serisi kullanilarak sitotoksisitenin 6l¢iimii i¢in kullanilacak olan MTT
hiicre canlilig1 testi ve apoptozis tespitinde kullanilacak olan akridin orange/ethidium
bromiir testinde kullanilacak dozlar belirlenmistir. Bu deneylerden elde edilen veriler
tablo ve grafik bi¢ciminde asagida verilmis ve istatistiksel analizler kullanilarak

yapilan degerlendirmeler sonucunda veriler yorumlanmastir.

4.1 MTT Testi Sonuglari

MTT testinde sitotoksisite uygulamasi sonrasinda, kuyucuklarda bulunan canli
hicrelerin orani belirlenmektedir. Bu amagla 96 kuyucuklu kiiltiir kaplarina besiyeri
icerisinde, her kuyucukta 1x10* MCF-7 ve 7.5x10° HMEL1 hiicresi olacak sekilde
hucre ekimi yapilmistir. Hiicreler, 24, 48 ve 72 saat boyunca Schiff baz1 Cu(Il)
kompleksine (NMPA-Cu) (10-2000 uM arasindaki 15 doz) maruz birakilmistir.

Hicreler her bir kuyucuga {i¢ tekrarli olarak ekilmistir. Ekimden sonra hazirlanan
NMPA-Cu kompleks dozlar1 kuyucuklar igerisine eklenmistir. Hiicreler 24, 48 ve 72
saat slreyle 37 °C’de, %5 CO’li inkubatorde inkiibasyona birakilmustir. Siirelerin
sonunda, MTT protokolu uyarinca islemler gergeklestirilmis ve mikroplaka okuyucu
ile 570 nm’de absorbans degerleri okunmustur. Okunan absorbans degerlerinin
ortalamalar1  alinarak, bunlardan blank degeri ¢ikarilip normalizasyon
gergeklestirilmistir (Cizelge 4.1, 4.2, 4.3, 4.4, 45 ve 4.6). Uygulama gruplarinin
hiicre canlilik yiizdesi kontrol grubuna gore analiz edilmistir. Konsantrasyonlarin
logaritmik ifadesi ve hiicre canlilik yiizdesi kullanilarak hazirlanan grafik ile etken
maddenin ICsy degeri saptanmistir. Konsantrasyonlara bagl hiicre canlilik verileri
(Cizelge 4.7, 4.8, 4.9, 4.10, 4.11 ve 4.12), deney gruplarindaki canli hiicre sayisinin,
kontrol grubuna orani analiz edilerek belirlenmistir. Deneyler ii¢ kez tekrarlanmis ve

ortalamalari1 alinmistir.

42



Sekil 4.1 Schiff Bazi Cu(Il) Kompleksi ile 24 Saat Muamele Edilen MCF-7
Hicreleri ile Yapilan MTT Testi

Cizelge 4.1 MCF-7 Hucrelerinde 24 Saatlik Uygulamada Dozlara Gore
Hesaplanan Normalizasyon Degerleri

Veri Dogrulama

Konsantrasyon (uM) OD 570nm=SE (Veri-Blank)= Normalizasyon
Kontrol 0.769+0.19 0.703
10 uM 0.665+0.08 0.589
12,5 yM 0.603+0.03 0.537
25 uM 0.597+0.04 0.513
50 uM 0.462+0.05 0.396
75 uM 0.443+0.01 0.377
100 uM 0.395+0.04 0.329
125 uM 0.36+0.003 0.294
250 uyM 0.210+0.03 0.144
500 uM 0.185+0.006 0.120
750 uM 0.173+0.02 0.107
1000 M 0.162+0.01 0.096
1250 pM 0.160+0.01 0.095
1500 pM 0.156+0.01 0.091
1750 uM 0.151+0.01 0.085
2000 uM 0.144+0.08 0.078

Blank 0.066+ 0.000
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Cizelge 4.2 hTERT-HMEL Hiicrelerinde 24 Saatlik Uygulamada Dozlara Gore
Hesaplanan Normalizasyon Degerleri

Veri Dogrulama

Konsantrasyon (uM) OD 570nmzSE (Veri-Blank)= Normalizasyon

Kontrol 0.814+0.15 0.736

10 uM 0.788+0.13 0.710
12,5 uM 0.731+0.13 0.653
25 uM 0.708+0.06 0.630
50 uM 0.610+0.04 0.532
75 uM 0.559+0.03 0.481
100 uM 0.494+0.01 0.416
125 uM 0.435+0.02 0.357
250 uM 0.373+0.04 0.295
500 uM 0.264+0.06 0.186
750 uM 0.241+0.005 0.163
1000 uM 0.205+0.03 0.127
1250 uM 0.201+0.02 0.123
1500 uM 0.181+0.04 0.103
1750 uM 0.163+0.02 0.085
2000 uM 0.153+0.006 0.755

Blank 0.078+ 0.000

Cizelge 4.3 MCF-7 Hicrelerinde 48 Saatlik Uygulamada Dozlara Gore
Hesaplanan Normalizasyon Degerleri

Konsantrasyon Veri Dogrulama

(uM) OD 570nm:+SE (Veri-Blank)= Normalizasyon
Kontrol 0.697+0.06 0.639
10 uM 0.533+0.04 0.475
12,5 uM 0.522+0.02 0.464
25 uM 0.454+0.07 0.396
50 uM 0.43+0.07 0.372
75 uM 0.386+0.06 0.328
100 uM 0.311+0.01 0.253
125 uM 0.305+0.01 0.247
250 uM 0.195+0.05 0.137
500 uM 0.148+0.005 0.090
750 uM 0.121+0.007 0.063

1000 uM 0.125+0.009 0.067
1250 uM 0.139+0.01 0.082
1500 uM 0.123+0.008 0.066
1750 uM 0.119+0.008 0.062
2000 uM 0.083+0.007 0.025

Blank 0,058+ 0.000
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Cizelge 4.4 hTERT-HME1 Hucrelerinde 48 Saatlik Uygulamada Dozlara Gore
Hesaplanan Normalizasyon Degerleri

Veri Dogrulama

Konsantrasyon (uM)  OD 570nmzSE (Veri-Blank)=

Normalizasyon
Kontrol 1.383+0.006 1.317
10 uM 1.264+0.08 1.198
12,5 uM 1.185+0.16 1.119
25 uM 0.998+0.05 0.932
50 uM 0.871+0.04 0.805
75 uM 0.812+0.10 0.746
100 uM 0.668+0.11 0.602
125 uM 0.558+0.07 0.492
250 uM 0.353+0.01 0.287
500 uM 0.279+0.02 0.213
750 uM 0.226+0.01 0.160
1000 uM 0.194+0.02 0.128
1250 uM 0.181+0.02 0.115
1500 uM 0.154+0.01 0.088
1750 uM 0.161+0.004 0.095
2000 uM 0.145+0.02 0.079
Blank 0.066 0.000

Cizelge 4.5 MCF-7 Hicrelerinde 72 Saatlik Uygulamada Dozlara Gore Hesaplanan
Normalizasyon Degerleri

Veri Dogrulama

Konsantrasyon (uM) OD 570nmzSE (Veri-Blank)=
Normalizasyon

Kontrol 0.782+0.10 0.716
10 uM 0.641+0.10 0.575
12,5 uM 0.521+0.04 0.455
25 uM 0.482+0.03 0.416
50 uM 0.441+0.05 0.375
75 uM 0.399+0.07 0.333
100 uM 0.337+0.03 0.271
125 uM 0.273+0.03 0.207
250 uM 0.191+0.01 0.125
500 uM 0.161+0.01 0.095
750 uM 0.119+0.003 0.054
1000 uM 0.129+0.01 0.063
1250 uM 0.109+0.008 0.043
1500 uM 0.111+0.01 0.045
1750 uM 0.104+0.01 0.039
2000 uM 0.083+0.004 0.017

Blank 0.066+ 0.000
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Cizelge 4.6 hTERT-HME1 Hucrelerinde 72 Saatlik Uygulamada Dozlara Gore
Hesaplanan Normalizasyon Degerleri

Veri Dogrulama

Konsantrasyon (upM) OD 570nm+SE (Veri-Blank)=
Normalizasyon

Kontrol 1.177+0.22 1.104
10 uM 1.067+0.20 0.994
12,5 uM 0.987+0.01 0.914
25 uM 0.932+0.008 0.859
50 uM 0.826+0.01 0.753
75 uM 0.647+0.08 0.574
100 uM 0.591+0.11 0.518
125 uM 0.526+0.10 0.453
250 uM 0.346+0.02 0.273
500 uM 0.33+0.07 0.257
750 uM 0.265+0.01 0.192
1000 uM 0.238+0.0007 0.165
1250 uM 0.213+0.01 0.14

1500 uM 0.164+0.007 0.091
1750 uM 0.153+0.01 0.080
2000 uM 0.117+0.01 0.044
Blank 0.073 0.000

24, 48 ve 72 saatlik uygulama siiresi i¢in hiicre canlilig1 ve sitotoksisite degerleri

asagidaki formiil ile hesaplanarak belirlenmistir.

Ortalama Dogrulanmis ilagh Kuyucugun Absorbans Degeri

Hiicre Canlihig =
ucre Lantigl Ortalama Dogrulanmis Kontrol Kuyucugun Absorbans Degeri

Bu degerlere gore, 24, 48 ve 72 saatlik uygulama sirelerinde NMPA-Cu'nun test
edildigi insan normal ve adenokarsinom meme hiicrelerinde hiicre canlilik verileri

ayri ayri gizelgelerde ve eldeki bulgulara dayanarak ¢izilen grafiklerde gosterilmistir.
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Cizelge 4.7 MCF-7 Hiucrelerine Uygulanan NMPA-Cu'nun 24
Saatlik Maruziyette Hiicre Sagkalim Degerleri

24 Saatlik Maruziyet (MCF-7)

Konsantrasyonlar (pM) Hiicre Sagkalim
NMPA-Cu (%) +SE
100.00+16.68
10 uM 83.72+10.24
12.5 uM 76.38+4.94
25 uM 72.97+5.8
50 uM 56.38+ 7.07
75 uM 53.68+ 2.11
100 uM 46.86+ 4.77
125 uM 41.79+ 4.18
250 uM 20.52+ 3.16
500 uM 17.01+ 0.62
750 uM 15.21+1.93
1000 pM 13.65+ 0.88
1250 uM 13.46+1.21
1500 uM 12.89+9.19
1750 uM 12.08+1.29
2000 pM 11.09+6.55
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Cizelge 4.8 hTERT-HMEL Hucrelerine Uygulanan NMPA-Cu 'nun
24 Saatlik Maruziyette Hiicre Sagkalim Degerleri

24 Saatlik Maruziyet (hnTERT-HMEL)
Konsantrasyonlar (uM) Hiicre Sagkalim

NMPA-Cu (%)£SE

--- 100.00+18.5

10 uM 96.47+16.63
12.5 uM 88.66+16.6
25 uM 85.58+7.72
50 uM 72.30£7.91
75 uM 65.36+3.36

100 uM 56.48+4.6

125 uM 48.54+3.01
250 uM 40.14+0.55
500 uM 25.30+5.96
750 uM 22.22+2.18
1000 uM 17.24+2.27
1250 uM 16.79+3.36
1500 uM 14.05+1.97
1750 uM 11.63+1.46
2000 uM 10.25+2.96

24 saatlik uygulama sonrast NMPA-Cu kompleksinin her iki hiicre tipi icin hiicre
canliligina etkisi asagidaki grafikte gosterilmistir (Sekil 4.2).

NMPA-Cu Kompleksinin Hiicre Canliligina Etkisi-24s
120,00
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100,00
— 90,00 MCF7
N
< 80,00
80 70,00
T% 60,00
8 50,00
@ 40,00
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2 30,00 i .
T 20,00 R *
g g 2
10,00 I i i
0,00
-10,00 10 12,5 25 50 75 100 125 250 500 750 10001250 150017502000

NMPA-Cu Konsantrasyonlari (uM)

Sekil 4.2 24 Saatlik Uygulama Sonrast NMPA-Cu Komplekslerinin Hiicre
Canliligina Etkisi

[*] cozicu kontrole ve [a] MCF-7ye gore farklarin 6nemini ifade eder
(p<0.05)
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Cizelge 4.9 MCF-7 Hucrelerine Uygulanan NMPA-Cu'nun 48 Saatlik
Maruziyette Hiicre Sagkalim Degerleri

48 Saatlik Maruziyet (MCF-7)

Konsantrasyonlar (pM) Hiicre Sagkalim
NMPA-Cu (%)+SE
100.00+9.33
10 uM 74.39+6.86
12.5 uM 72.69+4.08
25 uM 61.97+10.75
50 uM 58.22+10.39
75 uM 51.3348.75
100 pM 39.59+2.31
125 uM 38.76+1.94
250 uM 21.49+55
500 uM 14.08+0.47
750 uM 9.91+0.59
1000 pM 10.54+0.83
1250 uyM 12.87+1.37
1500 uM 10.28+0.70
1750 uM 9.65+0.65
2000 uM 3.91+0.35

Cizelge 4.10 hTERT-HME1L Hucrelerine Uygulanan NMPA-Cu 'nun 48
Saatlik Maruziyette Hiicre Sagkalim Degerleri

48 Saatlik Maruziyet (hnTERT-HME1)

Konsantrasyonlar (uM) Hiicre Sagkalim
NMPA-Cu (%)+SE
100.00+0.46
10 uM 91.00+6.34
12.5 uM 84.96+11.55
25 uM 70.76+3.86
50 uM 61.13+3.47
75 uM 56.67+7.64
100 uM 45.74+7.84
125 uM 37.3445.14
250 uM 21.28+1.12
500 uM 16.22+1.50
750 uM 12.19+0.98
1000 uM 9.77+1.02
1250 uM 8.73+1.41
1500 uM 6.68+0.77
1750 uM 7.25%0.22
2000 uM 6.03+1.08
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48 saatlik uygulama sonras1t NMPA-Cu kompleksinin her iki hicre tipi icin hiicre
canliligina etkisi asagidaki grafikte gosterilmistir (Sekil 4.3).

NMPA-Cu Kompleksinin Hiicre Canlhiligina Etkisi-48s
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Sekil 4.3 48 Saatlik Uygulama Sonrast NMPA-Cu Komplekslerinin Hdcre
Canliligina Etkisi

[*] cozicu kontrole ve [a] MCF-7ye gore farklarin 6nemini ifade eder
(p<0.05)

Cizelge 4.11 MCF-7 Hicrelerine Uygulanan NMPA-Cu'nun 72 Saatlik
Maruziyette Hiicre Sagkalim Degerleri

72 Saatlik Maruziyet (MCF-7)

Konsantrasyonlar (uM) Hucre Sagkalimi
NMPA-Cu (%)+SE
--- 100.00+13.75
10 uM 80.40+13.3
12.5 uM 63.64+5.26
25 uM 58.10+4.63
50 uM 52.50+6.37
75 uM 46.56+8.53
100 uM 37.91+4.15
125 uM 28.98+4.07
250 uM 17.50+1.13
500 uM 13.27+£1.03
750 uM 7.50%0.22
1000 uM 8.80+1.13
1250 uyM 6.01+0.49
1500 uM 6.28+0.78
1750 uM 5.38+0.54
2000 uM 2.37+0.13
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Cizelge 4.12 hTERT-HME1 Hucrelerine Uygulanan NMPA-Cu 'nun 72 Saatlik
Maruziyette Hiicre Sagkalim Degerleri

72 Saatlik Maruziyet (hnTERT-HMEL1)

Konsantrasyonlar (upM) Hiicre Sagkalim
NMPA-Cu (%)+SE

--- 100.00+19.49

10 uM 90.04+17.06
12.5 uM 82.79+1.3
25 uM 77.85+0.71
50 uM 68.26+1.28
75 uM 52.07+£7.13
100 uM 46.95+9.39
125 uM 41.0848.49
250 uM 24.73+1.55
500 uM 23.284£5.5
750 uM 17.39+0.93
1000 uM 14.99+0.04
1250 uM 12.68+1.18
1500 uM 8.29+0.39
1750 uM 7.28+0.59
2000 uM 3.99+0.53

72 saatlik uygulama sonrast NMPA-Cu kompleksinin her iki hiicre tipi icin hiicre

canliligina etkisi asagidaki grafikte gosterilmistir (Sekil 4.4).

NMPA-Cu Kompleksinin Hiicre Canliligina Etkisi-72s
80,00

120,00
110,00
100,00 [ MCF7
90,00
[ .
70,00
60,00 I I L
50,00 I I *
40,00 1
30,00 W &
20,00 -I i i . 2
10,00 M 3 Pra-
0

10 12,5 25 50 75 100 125 250 500 750 10001250150017502000
NMPA-Cu Konsantrasyonlari (uM)

Hiicre Canliligi (%)

Sekil 4.4 72 Saatlik Uygulama Sonrast NMPA-Cu Komplekslerinin Hiicre
Canliligia Etkisi

[*] cozicu kontrole ve [a] MCF-7’ye gore farklarin 6nemini ifade eder
(p<0.05)
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Bununla birlikte, yizde olarak hesaplanan hiicre canlilik verilerinden elde edilen
sitotoksisite degerleri tiim siireler i¢in belirlenip ortak bir ¢izelgede ele alinmistir

(Cizelge 4.13).

Cizelge 4.13 MCF-7 ve hTERT-HME1 Hucrelerine Uygulanan NMPA-Cu 'nun 24,
48 ve 72 Saatlik Maruziyette Sitotoksisite Degerleri

24s 48s 72s

KONSANTRASYON Sitotoksisite(%)  sitotoksisite(%)  sitotoksisite(%0)

(nM) hTERT- hTERT- hTERT-
MCET umer M7 umer MCFT hves
Kontrol 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
10uM 16.28 3.53 25.61 9.00 19.60  9.96
12,5uM 23.62 1134  27.31 15.04 36.36 17.21
25uM 27.03 14.42 38.03 29.24 4190 22.15
50uM 43.62 27.70 41.78 38.87 4750 31.74
75uM 46.32 3464 48,67 4333 5344 4793
100uM 53.14 4352 60.41 5426  62.09 53.05
125uM 58.21  51.46 6124 62.66 71.02 58.92
250uM 79.48  59.86 78.51 78.22 8250 75.27
500uM 82.99 74.70 85.92 83.78  86.73 76.72
750uM 84.79 77.78 90.09 87.81 9250 82.61
1000uM 86.35  82.76 89.46 90.23 91.20 85.01
1250uM 86.54  83.21 87.22 91.27 9399 87.32
1500uM 87.11  85.95 89.72 93.32 9372 91.71
1750uM 87.92  88.37 90.35 92.75 94.62 92.72
2000uM 8891  89.75 96.09 93.97 97.63 96.01
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MCF-7 hTERT-HME1

Sekil 4.5 72 Saatlik NMPA-Cu Kompleksi Uygulamasi Sonucu Her Iki Hiicre Tipi
Icin Elde Edilen ICs Degerleri

(Kirmiz1 ¢izgi MCF-7 hicrelerini temsil ederken, mavi ¢izgi hTERT-HME1
hicrelerini temsil etmektedir).

Hazirlanan NMPA-Cu kompleksinin tiim dozlarinin muamelesi sonrasi yapilan MTT
testi sonucu, her iki hiicre tipinde de hiicre canliliginin doza ve zamana bagl olarak
diistiigti belirlenmistir. 24, 48 ve 72 saat uygulamalarinda MCF-7 hucreleri ile HME1
hiicreleri karsilastirildiginda, 48 saatlik MTT sonuglar1 her iki hiicrede de birbirine
yakin sitotoksik degerleri gostermistir (Sekil 4.3). 24 ve 72 saatlik maruziyetlerde
HMEL1 hiicrelerinde MCF-7’ye gore hiicre canliligi daha fazla bulunmustur (Sekil 4.2
ve 4.4).

24 saatlik MTT uygulamasi sonucu her iki hiicrede de sagkalim kontrole gore doza
bagl sekilde diisiis gostermis olup bu diisiisler S0 uM’dan itibaren istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur (p<0.05). MCF-7 ve HMEZ1 huicrelerinin sitotoksisite seviyeleri
yilksek dozlarda daha yiiksek tespit edilmistir. 1ki hiicre birbiriyle
karsilastirildiginda, diisiik ve orta dozlarda HME1 hiicrelerinin sagkalim seviyeleri
belirgin bir sekilde yiiksektir. Bu dozlarda MCF-7 hiicreleri NMPA-Cu kompleksine
daha duyarli goriinse de HME1’in hiicre canlilig1 farki sadece {i¢ dozda istatistiksel
olarak anlamli bulunmustur (Sekil 4.2). Bu dozlar sirasiyla 25 uM, 250 uM ve 750
uM’dir (p<0.05).
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NMPA-Cu kompleksinin 15 dozu ile 48 saatlik maruziyet suresi sonunda her iKki
hiicre tipinde de doza bagli olarak ve birbirine yakin sitotoksisite artiglari tespit
edilmistir. MCF-7 hiicrelerinde ilk dozdan (10 uM) itibaren biitiin dozlarda anlamli
bir sekilde sitotoksisite belirlenmis olup, HME1L hicrelerinde ise ikinci dozdan
itibaren (12.5 uM) kontrolle kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli sitotoksik
artis  goriilmustiir (p<0.05). 48 saatlik uygulamanin diger deney siireleri
diisiiniildiiglinde diisiik dozlarda dahi her iki hiicre tipinde daha yiiksek sitotoksik
etki ortaya ¢ikardigi belirlenmistir. Her iki hiicre tipinde de 125 pM'lik dozdan
itibaren ciddi sekilde sitotoksik artis gézlemlenmistir. MCF-7 ve HMEL hicre
canlilig1 seviyelerindeki bu disiis istatistiksel olarak karsilastirildiginda aralarinda
anlamli farklar tespit edilmemistir (p<0.05). Ilging bir sekilde 24 ve 72 saat
uygulamasindan farkli olarak 48 saatlik muamele HMEL hicrelerinde hiicre
canliliginda daha yiiksek toksik etki ortaya cikarmustir. Oyle ki, HME1’deki bu
sitotoksisite degisimi tiim deneyler dikkate alindiginda sadece bu zaman noktasinda
ve en yiiksek doz (1000 uM, 1250 uM, 1500 uM ve 1750 uM) grubunda MCF-7’den
daha fazla olmustur (Sekil 4.3).

Yukarida 48 saatlik uygulama i¢in s6z edilen durum, en yliksek muamele siiresi
olmasina ragmen 72 saatlik muamelede degismistir. NMPA-Cu kompleksinin MCF-
7 ve HMEL hiicrelerine 72 saat siire ile uygulanmasi sonucu sitotoksik etkisinin
belirlenmesi i¢in yapilan MTT testi ile doza bagl sekilde sitotoksisite artig1 gozlense
de bu artig 6zellikle HMEL hicrelerinde 48 saatten daha diisiik olmustur. Hiicre
canliligt MCF-7 hicrelerinde 12.5 uM’lik dozdan baglayarak anlamli bir sekilde
azalmigtir (p<0.05). HMEL hiicrelerin sagkalimlari ise 24 saatlik uygulamada oldugu
gibi 50 pM’a kadar diisiik seviyede etkilenmis olup bu doz sonrasi canliliktaki
azalma istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05). HMEL hicrelerinde ortaya
cikan sitotoksik etkinin MCF-7 ile kiyaslandiginda istatistiksel anlamda farkli oldugu
dozlar mevcuttur. Bu dozlar deneyde kullanilan doz skalasinin genelde diisiik ve orta
gruplarinda yer almaktadir. Hiicre canliliginin HME1’de MCF-7°den Onemli
derecede fazla oldugu dozlar diisiik doz grubunda 12.5 uM ve 25 pM, orta doz
grubunda 250 uM ve 750 uM olup, 1250 uM’lik dozda da sagkalim anlamli derecede
HMEL1 lehine gézlenmistir (p<0.05) (Sekil 4.4).
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Ayni zamanda en uzun uygulama siiresi ve kronik muamele modeli olmas1 nedeniyle
s6z konusu hiicrelerde 1Csy (IC= Inhibisyon Konsantrasyonu 50, hiicre sayisini
yartya indiren doz) degeri de 72 saatlik uygulamada belirlenmistir. Bu zaman
noktasinda MCF-7 hiicrelerindeki hiicre canliligi, diger zaman noktalarina kiyasla
dramatik sekilde azalmistir. Yine MCF-7 hiicrelerinde kontrole kiyasla hiicre
canliliginda ani disiisler tespit edilmistir. Hiicre canliligindaki bu azalma orta
dozlarda %50 seviyesine ulagmis olup, MCF-7 hiicrelerinde 75uM, HMEL hiicrelerin
de ise 125 pM'lik uygulamalarda hiicre canliliginin %50’nin altina diistiigi
belirlenmistir. Sekil 4.5°te gosterilen logaritmik analiz sonucu, 1Csg degerleri, MCF-7
icin 59 uM ve HMEZ1 icin 83 UM olarak belirlenmis olup, 72 saatlik maruziyette test
edilen doz skalasinda MCF-7 i¢in 4. ve 5. dozlar arasinda, HMEL igin ise 5. ve 6.
dozlar arasinda yer almaktadir. Elde edilen sonuglar, s6z konusu deney kosullarinda
tahlil edilen NMPA-Cu kompleksinin MCF-7 ve HMEL1 hiicreleri tizerinde sitotoksik
potansiyeli oldugunu ortaya koymakla beraber, HME1 hiicre hattinin NMPA-Cu
Schiff bazina oOzellikle 72 saatlik kronik maruziyette daha direncli oldugunu
gostermektedir.

Tezimizde ili¢ zaman noktasi i¢in uygulanan NMPA-Cu konsantrasyonlarinin
sitotoksisite seviyeleri ve 72 saatlik uygulama sonucu belirlenen 1Csy degeri dikkate
alindiginda; MCF-7 icin 50 uM ve HMEL1 i¢in 75 uM NMPA-Cu konsantrasyonu,
AO/EtBr testi i¢in en yiiksek doz olarak belirlenmistir. Ayrica, yiiksek doza ek
olarak 25 uM, 100 uM, 125 uM ve 250 uM seklinde dort doz daha apoptoz deneyleri
icin secilmistir. Belirlenen bu dozlarda apoptoz belirteci olan akridin

orange/ethidium bromir (AO/EtBr) testi de 3 kez tekrarlanarak uygulanmistir.

4.2. Akridin Orange/Ethidium Bromiir ikili Boyamasi Sonuclari

Apoptoz, membran kabarciklagmasi, hiicre biiziilmesi, kromatin yogunlagmasi ve
DNA bozunmasi gibi morfolojik degisiklikler ve ardindan hiicre dokiintiilerinin
komsu hiicreler tarafindan hizli bir sekilde sarilmalar ile karakterize edilir (Kerr ve
ark., 1972). Kanser hiicrelerinde apoptozis indiiksiyonu antikanser ilag gelisimi igin
faydali stratejilerden biridir (Hu ve Kavanagh, 2003). Bu nedenle galismamizda,
NMPA-Cu 'nun apoptozis indiksiyonu yoluyla MCF-7 ve HME1 hicrelerinde
sitotoksisiteyi indiikleyip indiiklemedigi incelenmistir.
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Apoptoz yiizdesi su formiille hesaplanmustir:

preapoptotik h. + apoptotik h.
x100

canli h. + preapoptotik h. + apoptotik h. + nekrotik h.

Akridin orange hem canli hem de 6lii hiicreleri boyayan vital bir boyadir, oysa
etidyum bromiir membran hasart meydana geldiginde hiicreleri lekeler. Normal
nikleer kromatine sahip canli hiicreler (yesil), erken apoptotik hicreler (yesil, sari
veya turuncu), pargalanmis niikleer kromatin igeren ge¢ apoptotik hicreler (turuncu
veya kirmizi) ve normal niikleer kromatine sahip fragmentsiz nekrotik hiicreler AO /

EtBr boyamasindan sonra tespit edilmistir.

Sekil 4.6 NMPA-Cu ile Muamele Edilmis MCF-7 Hiicrelerinde Apoptoz
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Sekil 4.7 NMPA-Cu ile Muamele Edilmis hTERT-HMEZ1 Hiicrelerinde Apoptoz

Yapilan MTT testi sonucunda belirlenen alti doz kullanilarak, 24, 48 ve 72 saat
streyle NMPA-Cu'ya maruz birakilan hiicrelerde bu kompleksin apoptoza etkisi
incelenmistir. Cizelge 4.14 'de NMPA-Cu ile muamele edilmis MCF-7 ve HME1
hicrelerinin apoptoz oranlart gosterilmektedir. 24, 48 ve 72 saat siiren NMPA-Cu
muameleleri, hem MCF-7 hem de HMEL hucrelerinde apoptotik hiicrelerin yiizdesini
kontrol grubuna oranla doza ve zamana bagli olarak anlamli bir sekilde arttirmistir

(p <0.05).

Cizelge 4.14 NMPA-Cu Muameleleri Sonrasi Hiicre Kultirindeki % Apoptosis

Degerleri
Apoptosis (%)
MCF-7 hTERT-HME1
24 saat 48 saat 72 saat 24 saat 48 saat 72 saat
0 31.14+1.77 29.54+0.56 42.64+1.07 38.54+0.79 43.81+3.23 48.72+0.86

25uM  34.92+4.32 36.33t+1.22 55.83t1.04 56.25+5.06° 63.42+2.34% 69.22+3.19%
50pM  43.66+1.71 56.44+2.13 68.09+2.13 65.40+0.58" 77.76+4.10° 74.98+0.47°
75uM  57.77+6.13 57.44+0.80 73.19+3.76 71.37+5.03% 76.50+0.38% 86.86x1.75°
100pM 63.53+0.72 61.52+3.86 87.24+0.40 74.80+0.86% 82.33+2.50% 89.76+4.97
125pM  71.01#2.15 74.12+#3.34 88.39+2.76 78.48+1.21° 90.27+0.71% 93.72+2.79
250pM 79.08+5.28 86.26+2.90 90.92+6.80 82.60+3.81  92.19+0.89% 95.35+1.67

[a] MCF-7’ye gore farkliligi gostermektedir (p<0.05)
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Cizelgelerde belirtilen veriler kullanilarak, NMPA-Cu kompleksinin 24, 48 ve 72
saatlik uygulamalar sonunda apoptoza olan etkileri, MCF-7 ve HME1 hucreleri igin

ayr ayri grafiklerle gosterilmistir (Sekil 4.8 ve 4.9).
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Sekil 4.8 NMPA-Cu 'nun MCF-7 Hiicrelerindeki Tiim Zaman Noktalarinda Apoptoz

Gostergesi
[*] ¢oziicii kontrole gore farklarinin dnemini ifade eder (p<0.05)
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Sekil 4.9 NMPA-Cu 'nun hTERT-HMEL1 Hucrelerindeki Tim Zaman
Noktalarinda Apoptoz Gostergesi
[*] ¢oziicii kontrole gore farklarinin 6nemini ifade eder (p<0.05)
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Yapilan AO / EtBr ikili boyamasinda NMPA-Cu konsantrasyonu ile hazirlanan doz
grubunun ii¢ farkli zaman noktasinda MCF-7 ve HME1 hiicre hatlarinda doza ve
zamana bagli olarak apoptotik hiicre oranini arttirdigi tespit edilmistir. Test edilen
tim dozlarda % apoptoz kontrole gore dnemli derecede artmistir (p<0.05) (Cizelge
4.14).

MCF-7 hiicrelerinde 24 saatlik maruziyette, en diisiik doz (25 uM) hari¢ diger biitlin
dozlarda apoptoz orani yiikselmis olup kontrolle kiyaslandiginda bu artis istatistiksel
olarak anlamli bulunmustur (p<0.05) (Sekil 4.8). HME1 hicrelerinde ise tim
dozlarda kontrole gore isatistiksel olarak anlamli derecede artiglar gozlenmistir
(p<0.05) (Sekil 4.9). Apoptotik hiicre oran1 bakimindan iki hiicre grubu
karsilastirildiginda, HME1 yiiksek doz (250 uM) hari¢c daha duyarli bir durum
sergilemistir. Yiiksek dozda birbirine yakin apoptoz seviyeleri belirlenmisken, diger
tiim dozlarda daha yiiksek apoptoz orant HMEL1’de gozlenmistir. MCF ile arasindaki
bu farklar istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur (p<0.05) (Cizelge 4.14).

48 ve 72 saatlik maruziyette hem MCF-7 hem de HMEL hiicrelerinde % apoptoz
orant doza baglh olarak yiikselmistir. MCF-7 hucrelerinde 48 saatlik uygulamada
artan % apoptoz seviyeleri, 72 saatlik muamelede diisiik dozlardan itibaren hem 24
saat hem de 48 saate gore daha yiiksek olmustur. MCF-7 grubunda apoptotik hicre
miktarindaki bu artislar tiim dozlarda kontrolden istatistiksel olarak farkli
bulunmustur (p<0.05) (Sekil 4.8, 4.9). MCF-7 grubuna kiyasla HMEL hicrelerinde
48 saat zaman noktasinda tim dozlarda % apoptoz orani daha yiiksek
gerceklesmistir. Bu fark istatistiksel olarak da anlamli bulunmustur (p<0.05). Ayrica
72 saatlik uygulamada ilk ti¢ dozda (25 uM, 50 uM, 75 uM) HME1L hiicrelerinde
MCF-7’ye gore istatistiksel olarak da anlamli olan daha yiiksek apoptoz seviyeleri
gorulirken, son ti¢ dozda (100 uM, 125 uM, 250 uM) ise benzer apoptoz seviyeleri
tespit edilmistir (p<0.05) (Cizelge 4.14). Deney verileri, tim zaman noktalarinda
NMPA-Cu ile muamele edilen HME1 hiicrelerinde apoptoza MCF-7 hiicrelerinden

daha duyarli oldugunu gostermektedir.

4.3. Sitotoksisite ve Apoptoz
Yeni sentezlenen c¢esitli imin tiirevlerinin melanoma, over kanseri ve losemi

tedavisinde kullanilan hidroksiliire antikanser ilacindan daha etkili oldugu ve
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kemoterapétik ajan olarak timit vaat ettigi bildirilmektedir (Ren, 2002). Elde edilen
bu sonuglar s6z konusu Schiff bazlarinin memeli hiicrelerindeki sitotoksik
potansiyeline isaret etmektedir. Ornegin, Shabani ve ark., (2008), yaptiklar1 bir
calismada azot ihtiva eden bazi iminlerin K562 (insan kronik myeloid I8semi)
hiicreleri ve Jurkat (insan T lenfosit karsinoma) hiicrelerine karsi antitiimdoral aktivite
gosterdigini tespit etmis ve metal kompleksli iminlerin kullanimi ile kemoterapi igin
umut 15181 olabilecek yeni bulgular ortaya ¢ikarmiglardir. Bakir(IT) komplekslerinin
aracilik ettigi sitotoksisite mekanizmasi, hiicre dongiisii durdurma ve apoptoza veya
reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusumuna ve daha sonra hiicre 6liimiine yol acan
DNA'y1 baglama ve parcalama yeteneklerinden kaynaklanabilmektedir. Bakir(Il)
kompleksinin aracilik ettigi boyle olasi mekanizmalarin hiicreyi apopoptoza
yonlendirdigi tahmin edilmektedir (Jamieson ve Lippard, 1999). Siiphesiz bakir
cesitli metaloenzimlerin kofaktdrii (6rn: Cu, Zn-SOD* ve sitokrom ¢ oksidaz) olarak
islev gordiigiinden, hiicre sagkalimi igin gerekli olan bir elementtir. Fakat ayni
zamanda yiiksek konsantrasyonlarda bulundugunda toksik oldugu bir gergektir
(Gaetke ve Chow, 2003). Bakirin uzun bir tibbi uygulama ge¢misi vardir, ancak
potansiyel antitimor Ozellikleri sadece son birkag yilda aragtirilmistir (Filomeni ve
ark., 2007).

Verilen literatiir bilgilerinde de belirtildigi gibi oOnceki arastirma bulgular
calismamizin amag¢ ve hedeflerini dogrulamaktadir. Yukaridaki ¢aligmalarin
oncesinde ve sonrasinda, uzun yillardir kanser tedavisi i¢in uygun kimyasal ajanlarin
kesfi adina yeni reaktif molekiillerin sentezlendigi ve test edildigi pek ¢ok arastirma
bilim diinyasinda yer almistir. Asagida bdyle calismalara Ornekler verilmis ve

calismamizin kapsami ve sonuglariyla iligkilendirilmek tizere karsilastirilmistir.

Oncelikle genel olarak Schiff bazi tiirevlerinin, temel anlamda sitotoksik, ayrica
antiproliferatif ve apoptotik etkilerini gozler oniine seren, bazi imino grubu tiirevleri
ve farkli molekiil yapisina sahip baska Schiff bazlariyla yapilan g¢aligsmalardan

ornekler paylasilmistir.

Pirano tiyazol Schiff bazlarinin MCF-7 (Insan meme kanseri hiicre serisi) hiicre hatti
tizerinde doksorubisinden daha etkili sitotoksik etki gosterdigi belirtilmektedir

(Ghorab ve ark., 2012). Ayni hiicre hatt1 fakat farkli bir molekiil grubuyla yiiriitiilen
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calismamizda da ozellikle yiliksek dozlarda artan sitotoksisite seviyeleri tespit
edilmisse de yukaridaki ¢alismada yapilan bir Schiff bazinin baska bir anti-timoral

etken ile karsilagtirilmasina benzer bir yol izlenmemistir.

Calismamizda kullanilan Schiff bazi-Cu kompleksi gibi imino grubu molekdllerin
farkli dokulara ait kanser hiicre hattlarindaki etkilerinin incelendigi arastirmalarda;
iminodihidrotiyazollerin  rahim kanser hucrelerinde (HeLa, Siha) in vitro
antiproliferatif —aktivite gosterdigi (Shi ve ark.,, 2011), suda c¢ozlnebilen
isoindolokinoksalin imin tlirevlerinin osteokarsinom (U20S) hiicre hattinda 24, 48
ve 72 saatlik muamelelerde, G1 safhasi apoptotik popiilasyonunun artmasi, DNA ile
etkilesim, tiibiilin polimerizasyonunun indirgenmesi ve topoizomeraz I’in inhibe
edilmesi gibi ¢ok hedefli sitotoksik aktiviteye sahip oldugu tespit edilmistir (Parrino
ve ark., 2015). Benzer molekiil grubu ile yaptigimiz, kanser ve normal hiicre hatlar1
lizerine etkilerini arastirdigimiz c¢alismamizdan elde edilen sonuglar NMPA-Cu
kompleksinin anti-tiimoral potansiyelinin oldugunu gostermistir. Fakat ayn1 seviyede
olmasa da normal hiicre hattinda da sitotoksik ve hatta apoptotik 6zelliginin ortaya
c¢ikmasi, molekiiliin bu yapist ve 6zellikleri ile sadece kanser hiicresinin olusturdugu

tiimoriin hedef alinamayacagi fikrini akla getirmektedir.

Cerchiaro ve ark.’nin 2005’te yayimladigi, isatin’in imin tiirevleri ve bunlarin Cu
kompleksleriyle yapilan ¢calisma sonuglarina gére, bu molekiillerden bazilarinin insan
promonosit lenfoma (U937) hucreleri ve insan noroblastoma (SH-SY5Y) hicre
hattinda hiicre canlilig1 tizerine ve pro-oksidant niteligi bakimindan farkli davraniglar
sergilemislerdir. Bazilar1 her iki hiicrede de hig bir etki gostermezken, bazilar1 her iki
hiicre tipinde de proliferasyonu diislirmiistiir. Bunu yaninda, bilesiklerden bazilari
zamana bagli olarak (24, 48 saat muameleler) SH-SY5Y hiicrelerinde apoptozu
degisen oranlarda indiiklerken, isaepy-Cu tiirevi U937 hiicre hattinda 24 saat
uygulamasinda bile apoptozu diger hiicre hattina gére daha yiiksek seviyede dramatic
bir sekilde arttirmistir. Yazarlar, boyle degisken etkiler sayesinde, kanser
kemoterapisinde en ilgi cekici yonu sunabilecek olan, ileride sentezlenecek
molekiillerin farkli hiicre 6zgiilliiklerine sahip olacaklarinin 6ngoriilebilecegini ifade
etmiglerdir. Bu bakis acisiyla, calismamizda yeni sentezlenen Schiff bazi-Cu
kompleksinin testleri, aynt dokunun normal ve kanserli iki farkli hiicre tipi

kullanilarak gerceklestirilmistir. Elde ettigimiz sonuglar, molekilun normal huicrelere
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olumsuz etkilerinin olmayacagi ya da kanser hiicrelerindeki seviyelerden ¢ok daha
diisiik olacagi beklentimizi sitotoksisite agisindan in vitro kronik uygulamada bazi
dozlarda kismen karsilamistir. Apoptoz seviyeleri karsilagtirildiginda ise bu farklilik

beklenen seviyelerde olmamustir.

Osowole ve Akpan, (2012), yaptiklar1 bir ¢alismada, metal kompeksli bazi iminlerin
in vitro ortamda antikanser ve antimikrobiyal aktivitelerini arastirmiglar, Pd(1l) ve
Cu(Il) kompleklerinin MCF-7 (insan meme adenokarsinoma) hiicrelerine karsi,
Pd(Il) kompleksinin de HT-29 (kolon karsinoma) hiicrelerine karsi 6nemli 6l¢iide
etki gosterdigini bildiren ¢alisma sonuglari, ¢alismamizdaki sitotoksisite verileri ile
uyumludur. Aym hiicre hattinda farkli ve yeni sentezlenen bir kompleks ile benzer
bir sonuca ulasilmissa da normal hiicre hattinda da toksik etki potansiyeli baz1 zaman

noktalarinda bir ka¢ doz disinda diistik ¢ikmustir.

Guo ve ark., (2010), yaptiklar1 bir ¢alismada Gglii bakir kompleksli salisilaldehit-
amino bilesiklerinin BGC823 (insan gastrit kanser hiicre serisi) hiicrelerinin
proliferasyonu iizerinde etkili oldugunu, apoptozisi uyardigi ve hiicre siklusunda
degisikliklere sebep oldugunu ortaya koymuslardir. Bu sonuglar, bir liganda bakir
baglayarak elde ettigimiz kompleksin MCF-7 hiicre hattinda apoptozu arttirdig
calismamizin verileriyle paralellik gostermekte ve Schiff bazi1 Cu(Il) kompleksinin
apoptozisi uyardigina dair bulgularimizi desteklemektedir. Caligmamizda kullanilan
Schiff baz1 Cu(Il) kompleksi aynt zamanda HME1 normal meme hiicre hattinda da

apoptotik hiicre artisin1 indiiklemektedir.

Schiff bazi bakir(I) kompleksi ile yapilan ve kontrol grubu olarak cisplatin’in
kullanildig1 bir ¢alismada, bakir(I) kompleksinin MCF-7 hucrelerine sitotoksik
oldugu ve doz-zamana baghh bir sekilde hiicrelerin biiylimesini Onledigi
gosterilmigtir. Hoechst 33342 ve Annexin V-FITC/PI boyamalarinin kullanildigi
apoptoz potansiyelinin tespitinden elde edilen sonuclar, kompleksin MCF-7
hiicrelerinde doza bagli olarak apoptozisi etkin bir sekilde uyardigini gozler éniine
sermistir (Ma ve ark., 2012). S6z konusu g¢alismanin farkli yontemlerle belirlenen
sitotoksisite ve apoptozis sonuglari, MCF-7 hiicre hattinda MTT ile tespit edilen
hiicre canliigi ve AO/EtBr yoOntemiyle belirlenen apoptotik hiicre oranlari

sonuclarimizla paralellik gostermektedir.
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Insan meme kanseri MCF-7 hiicreleri, prostat kanseri (PC-3) ve insan meme kanseri
(MDA-MB-231) hiicreleri ile yapilan ¢alismada, sentezlenen gesitli Schiff bazi-bakir
komplekslerinden bazilarinin 24 saat muamelesi sonunda hiicrelerde apoptoza bagl
morfolojik degisiklikler gozlemlenmistir (Zou ve ark., 2013). Arastiricilar, s6z
konusu komplekslerin proteazom yolaginin inhibisyonuna ve p53 deaktivasyonuna
mudahil olarak apoptozu tesvik ettikleri ihtimali tizerinde durmaktadirlar. Benzer bir
caligmada HeLa hiicrelerinin apoptozisinin, kaspaz-9 ve kaspaz-3 aktivasyonuna
bagli olarak intrinsik mitokondriyal apoptotik yol ile bakir kompleksi tarafindan
indiiklendiginin goriilmesi apoptotik siireci tegvik edici bir potansiyele isaret
etmektedir. Ayrica Schiff bazi-Cu kompleksinin, HeLa hucrelerinde sitopatolojik
etkilerini ve hiicre dongiisiiniin S fazinda durdurarak apoptozisi tesvik ettigi de
belirtilmektedir (Qiao ve ark., 2011). Ayni1 molekiil grubunun farkli veya ayni1 kanser
hatlarinda apoptozis potansiyelini isaret eden bu ¢alismalar, farkli hiicre ve yontemle
elde ettigimiz verilerle benzerlik gostermektedir. Genel bir bakisla, ¢alismamizda
kullanilan doz ve muamele siireleri hesaba katildiginda benzer apoptotik etkiler
goriilmiistiir. Fakat calismamizda diisiik dozlarda ve siirelerde bu etkinin sinirh

seviyede oldugu belirlenmistir.

Lai ve ark., (2015)'de yaptiklar1 ¢alismada, A549 hiicrelerini 24 saat boyunca
Polipiridil-Ru kompleksi ile muamele etmislerdir. Bu ¢alismada MTT sonucu diisiik
ICso degeri ve yiiksek sitotoksisite tespit edilmistir. Ayrica AO/EtBr boyamasiyla
apoptoz artis1 gdzlenmistir. Arastiricilar bu sonuglari, hiicre dongiisiiniin inhibisyonu,
reaktif oksijen tiirleri araciligiyla mitokondri islev bozuklugu, niikleer biiziisme ve
kromatin yogunlagmasi, apoptotik proteinlerin ekspresyonu gibi verilerle
desteklemislerdir. Calismamizda ayni1 yontemlerle benzer sonuglar elde edilmis olup,
daha ytuiksek ICs degerlerine ek olarak ve belirlenen toksik potansiyeller gérece daha
yuksek dozlarda ortaya ¢ikmustir. Bu farkliligin olagan sebebi ¢alismamizin farkl bir
hiicre hattina imin tlirevi-bakir kompleksi muamelesini icermesidir. Yukaridaki etki
mekanizmalarindan baska; nekroz, otofaji, proteazom inhibisyonu gibi farkli
mekanizmalarin da ¢aligmamizda elde edilen sonuglarin ortaya ¢ikisina sebep olma
thtimalleri bulunmaktadir. Calismamizda, HMEL hiicre hattinin sinanan kompleks
molekille MCF-7’den hafif¢ce daha direngli olmasina ragmen, s6z konusu sonuglarin

kanserli ve normal hiicre hatlar1 tarafindan paylasilmasi tezimize konu Schiff bazi-
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Cu kompleksinin anti-tiimoral anlamda umut verici bir ajan olmasmin oniinde bir

engel olusturmasi muhtemeldir.

4 farkli kiral Schiff bazi-Cu komplekslerinin meme adenokarsinom hiicre hatti olan
MDA-MB-231 hiicreleri, HeLa ve A549 hiicre hatlarinda denendigi calisma, tiim
molekiillerin biitiin hiicrelerde {ist seviyede sitotoksisite meydana getirdigini
gostermistir. Ayrica 6zellikle iki molekiiliin Go/M faz1 gecikmesine sebep oldugu ve
MDA-MB-231 hiicrelerinde ROS olusumu ve kaspaz-3 aktivasyonu ile apoptozu ve
hlcre 6limiini arttirdigi rapor edilmistir (Zhou ve ark., 2016).

Piridin ve pirol temelli Schiff bazi-Cu komplekslerinin test edildigi ¢aligmada (Seth
ve ark., 2016) serviks karsinom hiicre hatt1 HeLa ve akciger fibroblast normal hiicre
hatt1 WI-38 kullanilmistir. MTT testi ile hiicre cogalmasina ve akis sitometrisi ile
apoptoza etkileri incelenmistir. Aragtiricilar, sentezledikleri molekiillerden bir
tanesinin hiicre ¢ogalmasi {izerine segici bir inhibisyona sahip oldugunu ve WI-38’de
%85 olan hiicre canliligin1 HeLLa’da %39 seviyelerine diisiirdiigiinii rapor etmislerdir.
Akis sitometrisi sonuglari, bu molekiiliin HeLa’da hiicre Oliimiinii arttirarak
proliferasyonu diisiiren etkisinin nekrozdan ziyade apoptozis oldugunu gdstermistir.
S6z konusu Schiff bazi-Cu kompleksinin ortaya ¢ikan kanser ve normal hiicreler
arasindaki bu secici inhibisyon o6zelligi, etkili bir antitimor ilag olmanin temel
kriterlerinden birini karsilamasi acisindan 6nemlidir. Calismamizda kanser ve normal
meme hiicresi hatlarinda benzer bir hareket tarzi1 MTT testi ile 6zellikle 72 saatlik
uygulamada ve diisliik-orta dozlarda tespit edilmistir. Apoptotik popiilasyon
seviyelerinde ise bu segicilik gézlenememistir. Kimyasal ajanlarin hiicreler tizerinde
sahip olduklar1 sitotoksik potansiyelleri (nekroz, otofaji, ROS olusumu, organel
islevsizligi, biyomolekiillerin sentez-yikim dengesinin degisimi gibi) ¢ok farkl
tarzlarda ortaya ¢ikarabildikleri diisiiniildiigiinde, molekiil i¢in bagka bir hareket tarzi

varlig1 ihtimali diisiiniilebilir.

MCF-7 ile birlikte iki kanser hatti ve bir normal hiicre hattit MRC-5 ile yapilan
calismada 20 tane ligand ve gesitli metallerle hazirlanmis komplekslerin antikanser
aktivitesi doksorubisin standardi ile karsilastirilarak arastirilmistir (Devi ve ark.,
2018). Deneysel sonuglardan; bazi komplekslerin kanser hatlarinda énemli sitotoksik

seviyeler gosterirken, normal hiicredeki ICsy degerlerinin standarttan 10 kata kadar
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daha fazla oldugu dolayisiyla normal hiicreye karsi cok daha az toksik oldugu
anlasilmistir. Bu yeni kompleksler arasinda Cu metali igerenlerin etkinligi sirasiyla
Zn, Ni ve Co iceren komplekslerin ulagtig1 seviyede olmamistir. Bu sebeple 6zellikle
Zn iceren kompleksler arastiricilar tarafindan antitiimdral potansiyelli bilesikler
olarak tanimlanmis ve umut verici sitotoksik ila¢ olarak Onerilmistir. Calismamizda
da benzer bir yol izlenmis olup antitiimdral potansiyeli incelenen yeni bir bilesigin
sitotoksik Ozellikleri kanserli ve normal hiicre hattlarinda incelenmis ve
karsilagtirilmigtir. Devi ve ark.’nin farkli hiicre tiplerindeki degisken 1Cso degerleri
terapdtik indeks (TI) agisindan Onemlidir. Normal hiicredeki yiiksek inhibitor
konsantrasyonu ile kanser hiicresindeki diisiik 1Csp arasindaki fark (TI= normal
hicrenin ICsp / kanser hucresinin ICsp) terapotik indeks degerini artiracaktir ki bu,
antikanser ajani olarak kullanilabilme giivenirlilik oranimi ytiikseltebilir. Bununla
birlikte ¢aligmamizda iki farkl: hiicre hattinin ICso degerlerinin birbirine gorece yakin
¢cikmast aragtirmamizda kullanilan kompleksin antitiimoral 6zelliginin = zayif

oldugunu diisiindiirebilir.

Gouda ve ark. 2018 yilinda yayimladiklar1 ¢alismanin sonucunda pirrolizin ligandi
ve Cu komplekslerinin iki tanesinin kanser hatlari ve normal hiicre hatt1 arasinda
gosterdigi yiiksek segici sitotoksisite ve erken apoptotik hiicre popiilasyonunu 2-3
kata kadar arttirmasi sebebiyle ileri in vitro ve in vivo arastirmalar igin temel
olusturacagini savunmuslardir. Bu ¢alismada, insana ait 3 adenokarsinom hiicre hatti
MCF-7 (meme), A2780 (yumurtalik) ve HT29 (kolon), ayrica bir tane de normal
hiicre hattt MRC5 (akciger fibroblast) kullanilmistir. Tiim hiicreler Schiff bazi-Cu
komplekslerine MTT ile sitotoksisite incelemesi icin 72 saat, Annexin V yontemi ile

apoptozun belirlenmesi icin ise 24 saat siire ile maruz birakilmistir.

Son yillarda, farkli ligandlar ve onlarin degisik metallerle hazirlanan kompleks
bilesikleriyle yapilmis pek ¢ok ¢alisma vardir. Bunlardan birinde, Hu ve ark. (2017)
sentezledikleri Cu kompleksinin HelLa hucrelerindeki sitotoksik aktivitesinin
cisplatinle karsilastirildiginda daha yiiksek oldugunu bildirmislerdir. Ayrica bu
hicrelerde hicre dongisii  Schiff bazi-Cu  kompleksi tarafindan  Gy’de
durdurulmustur. Digerinde Koley ve ark. (2018) iki farkli Cu kompleksinin 24 saat
muamele sonunda, MTT ile MCF-7 ve A549 kanser hatlarinda diisiik 1Csp, yiksek
sitotoksisite, normal embriyonik htcresi L132’de ise yiksek ICsp ve diisiik
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sitotoksisite tespit etmislerdir. AO/PI (Propidyum iyodiir) testi sonucunda ise A549
hattinda apoptotik ve nekrotik hiicreler bulundugunu, ayn1 dozda L132 hiicrelerinde
hi¢ veya ¢ok az DNA fragmentasyonu bildirmislerdir. Calismamizda kullanilan imin
tirevi liganda benzer bir molekiil ve onlarin Cu kompleksleri ile, yine bu tezde
kullanilan ayni dokuya ait kanser tipinin farkli bir hiicre hattt MDA-MB-231 ile
sigan normal myoblasti L6 hiicrelerinde, ayni1 iki yontemi kullanarak yapilan baska
bir ¢alismanin (Rafi ve ark., 2018) sonuglar1 standart bir kemoterapi ilag olan
cisplatinden daha yiiksek bir etkisi oldugu yoniindedir. Schiff bazi-Cu
komplekslerine 24 saat maruz birakilan iki hiicre tipinin hiicre canliliklart MTT ve
Klonojenik test ile degerlendirildiginde elde edilen ICso degerleri gostermistir ki bazi
kompleksler normal hicreye cisplatinden daha az toksik kanser hicrelerine ise
cisplatinden daha fazla toksik olmustur. Bu seciciligin kimyasal bir ajan icin
kemoterapide kullanilabilir olmasi adina 6nemli bir avantaj oldugu bilinmektedir.
Calismamizda olumlu bir yon olarak degerlendirilebilecek bu 6zellik hafifce tespit
edilmistir, bunun yaninda etkisi bilinen bir molekiiliin ya da kemoterapéotik bir ajanin
karsilagtirmada kullanilmamasi calismamiz acgisindan olumsuz bir yon olarak
diistintilebilir. Hela (serviks), MCF-7 (meme), A549 (akciger), HepG2 (karaciger)
adenokarsinomlart ve HUVEC (umbilikal ven) normal hiicresinde bes amin tiirevi
ligand ve Cu kompleksleri ile yapilan 2018 tarihli bir ¢alismada benzer sonuglar elde
edilmistir (Zhao ve ark. 2018). Ligandlardan ikisi HepG2 hicreleri Uzerine
doksorubisinden yiiksek sitotoksisiteye sahipken hiicre sagkalimini normal hiicreye
gore 180 kat fazla inhibe etmistir. Ayrica, bu molekiiller diisiik konsantrasyonlarda

yine HepG2’de apoptozisi tesvik etmistir.

Bunlarin yaninda, yeni sentezlenen komplekslerin agirlikla kimyasal analizlerinin ve
antifungal-bakteriyel 6zelliklerinin belirlendigi bir ¢alisma da bu y1l yayimlanmustir.
Bu calismada Schiff bazi ligandi ve Cu kompleksi sadece meme kanser hiicresi
(MCF-7) kullanilmis ve bir pozitif kontrol olmaksizin, tek uygulama siiresinde (24
saat) test edilmistir (Alothman ve ark., 2019). Yazarlar, MTT ve AO/EtBr boyamasi
sonrast elde edilen hiicre sagkalim inhibisyonu, apoptoz indiiksiyonu ve ROS
olusumu sonuglarinin, kompleks 1’in MCF-7 (zerinde sitotoksik etkisini
destekledigini ve s6z konusu molekiiliin antikanser ajan olarak potansiyeline isaret

ettigine inandiklarini bildirmislerdir.
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Yine bu yil yayimlanan bir ¢alismada, nano Olcekte yeni sentezlenen amino tirevi
Schiff bazi-Cu kompleksi bilesiklerinin insan gastrik kanser hiicre (MGC-803) ve
insan normal embriyonik bobrek hiicre (HEK-293) hatlarina 24 saat muamelesi
sonrasinda hiicre sayim kiti ile proliferasyon, Anneksin V boyasiyla ve Kaspaz
aktivitesiyle apoptotik hiicre ve apoptoz orani, hiicre i¢i ROS 6l¢iimii ile oksidatif
stres etkisi incelenmistir (Qi ve ark., 2019). Pozitif kontrol Okzaliplatin ile
kiyaslandiginda komplekslerden birt MGC-803 kanser hiicrelerinde hiicre canlili1
tizerine doza bagl olarak pozitif kontrolden daha yiiksek inhibitor etki gdsterirken,
normal HEK-293 hiicrelerinde ise herhangi bir inhibisyon gozlenmemistir. Kaspaz
aktivasyonu ve Anneksin V yontemleri sonucu aymi kompleks apoptotik hiicre
Olimund pozitif kontrol cisplatin seviyesinde indiiklemistir. Arastiricilar hiicre igi
ROS ol¢iimii sonucunun kompleksin bu antikanser aktivitesini destekledigini
bildirmiglerdir. Yukarida da bahsedildigi gibi, potansiyel bir antitiimoral molekiiliin
mitokondri disfonksiyonu, proteozom inhibisyonu, topoizomeraz inhibisyonu, ROS
olusumu, kaspaz aktivitesi gibi mekanizmalarda kanser hiicresi iizerine segici
ozellikte olmasi temel kistaslardan biridir. Bir digeri de bu etkileri normal hiicrelerde
hic gostermemesi ya da telafisi mumkun kabul edilebilecek seviyelerde
gostermesidir. Bu ¢alismada hiicre canliligi disinda uygulanan diger yontemlerde
boyle bir veri bulunmamaktadir. Caligmamizda hiicre sagkalimi disinda bu veri
apoptotik hiicre oranin1 veren AO/EtBr boyamasindan elde edilmisse de normal

HMET] hiicre hattindaki oran tatmin edici seviyede olmamustir.
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5. SONUC ve ONERILER

Bilimdeki gelismelere ragmen kanser hala diinyadaki en 6nemli saglik sorunlarindan
ve Oliimlerin ana nedenlerindedir. Bu nedenle DNA’y1 hedef alan ilaglarin kesfi,
kanser tedavisi i¢in yeni ilaglarin gelistirilmesi temel yaklagimdir. Ayrica
kemoterapide kullanilan ilaglara karsi olusan direng de ciddi bir sorundur. Bu
nedenle bilim insanlarini1 tedavide kullanilacak daha giivenli, daha etkili ve daha az

yan etkilere sahip olan yeni ajan arayislarina yonlendirmektedir.

Yaptigimiz  ¢alismada, NMPA-Cu kompleksinin 24, 48 ve 72 saatlik
uygulamalarinda kontrollere kiyasla hiicre sagkaliminin énemli derecede azalmasi,
bu Schiff bazi-Cu kompleksinin MCF-7 insan meme adenokarsinom hiicrelerinde
sitotoksik potansiyeli oldugunu g0stermektedir. Ayrica bu potansiyel MCF-7
hicrelerinde 1Csy civarinda %60 seviyelerinde apoptotik hiicre popiilasyonu
belirlenmesiyle desteklenmistir. NMPA-Cu kompleksinin bu sitotoksisite potansiyeli
meme adenokarsinom hiicrelerinde doza ve zamana bagli bir sekilde ortaya ¢ikmistir.
Gilintimiizde terapdtik bir ajan olabilmenin kistaslarindan biri; normal doku ve hiicre
Uzerine sitotoksik etki gostermeme veya tolere edilebilecek seviyelerde kalmasidir.
Bu paralelde, ¢alismamizin kontrol hiicre hatt1 olan HME1’de diisiik sitotoksisiteye
isaret edecek cok daha yiiksek bir ICso degeri tahmini karsilik bulmamistir. Her ne
kadar HME1 ile MCF-7 ICsp degerleri arasinda yaklasik %50 oraninda bir fark
gozlenmisse de, benzer molekiillerin etkinliginin arastirildigi literatiirlerde
molekdllerin normal hicre ile timor hicresindeki etkinlik veya 1Cso seviyeleri
arasindaki 10-200 kathik farklar ile kiyaslandiginda tatmin edici bir antikanser
aktivitesi olarak degerlendirilemeyecektir. Ayrica hedef hiicredeki secici inhibisyona
karsilik gelen bu oOzellige ek olarak genelde bu tiir molekiillerin umut verici
potansiyelleri kanser hiicrelerindeki c¢ok daha diisiik ICsp konsantrasyonlar ile
anlamli olmaktadir. Herhangi bir arastirmada boyle bir potansiyelin belirmesi
durumunda da etkisi bilinen baska bir molekiil ya da mevcut bir kemoterapétik ile
karsilastirilmast  gerekmektedir. S6z konusu pozitif kontrol karsilagtirmasi,
calismamizda iki hiicre kiyasi ile ortaya cikabilecek bir potansiyel sonrasina

birakildigi i¢in dahil edilememistir.
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Cozelti igerisinde kompleks madde igerecek sekilde sentezlenmis olan antipirin
tirevli NMPA-Cu etken maddesi, MCF-7 ve hTERT-HMEI hiicre hatlarinda
sitotoksisite Ol¢iimleri ilk kez ve karsilastirmali olarak bu ¢alismada arastirilmustir.
Calismamizin sonuglarina bagli olarak, bu bilesigin antitiimor ve kemoterapotik ajan
olabilme potansiyeli hakkinda ilk bilgiler elde edilmistir. Bu ¢alisma NMPA-Cu
bilesigi o6zelinde veya c¢esitli kimyasal modifikasyonlarla g¢esitlendirilecek ligand
veya komplekslerin mutlaka hiicre seciciligine dayanmasi gereken antikanser

aktivitelerinin belirlenecegi yeni yaklagimlara 6nderlik edebilecektir.

Literatiirlerde benzer c¢alismalar molekiillerin pek c¢ok tiirevleri ve farkli metal
kompleksleriyle gerceklestirilmistir. Dahasi, bu gesitli tiirev ve komplekslerin etkileri
bol miktarda, farkli karakterdeki ve morfolojide hiicrelerde simnanmistir. Biyolojik
sistemleri olusturan hiicrelerin farkli davramiglari, farkli hiicresel yanitlar1 ve
ihtiyaglar1 diistintildiigiinde, tez ¢alismamiza konu Schiff bazi-Cu kompleksinin
baska hiicrelerde ve hatta farkli yontemlerle de smanmasi bir gereklilik olarak
oniimiizde durmaktadir. Ileride bu fikir, molekiiliin kimyasal alternatifleriyle ve
farkli baska metallerle cesitlendirilmesi ile gelistirilerek amaca yonelik olasilik
artirilabilir. Bu bizleri daha fazla ve farkli ligand ya da komplekslerin, bagka ve
cesitli hiicre hatlarinda, giincel, hassas ve gilivenilir farkli yontemlerle test edilecegi

yeni aragtirmalara yonlendirecektir.

Calismamiz ve benzerleri sayesinde olduk¢a Onemli bir saglik problemi olan
kanserin tedavisinde kullanilmak {izere, tUmor hucrelerine yiksek sitotoksik
potansiyele sahip ama normal hiicrelere hi¢ ya da en az diizeyde etki edecek yeni
molekillerin kesfi ile umut verici ilaglarin tasarimi gergeklestirilebilecek ve yeni

tedavi stratejileri gelistirilebilecektir.
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