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OZET

Potent Bir Anti-Kanser Bilesik: Terpiridin iceren Diniikleer Palladyum(II)
Kompleksinin {[Pd(sac)(terpy)](sac)} [Pda(terpy).(u- tas- N1,N4)]SO411H,0
Meme Kanseri Hiicreleri Uzerindeki Sitotoksik/Sitostatik Etkilerinin ve
Mekanizmalarinin Arastirilmasi

Selin Selvi
Kanser Biyolojisi ve Farmakolojisi
Danmisman: Prof. Dr. Engin Ulukaya

2019

Meme kanseri, tiim diinyada morbidite ve mortalite acisindan 6nde gelen kanser
tirlerinden biridir. Tiim diinyada kadinlar arasinda en sik goriilen kanser tipi olup,
tiim kanser oliimleri arasinda ikinci sirada yer almaktadir. Meme kanseri tedavisinde
cerrahi girisim ve radyoterapinin yani sira kemoterapi de énemli bir yer tutmaktadir.

Platin/Palladyum bazli koordinasyon bilesikleri 25 yildan uzun siiredir kemoterapi
tedavisinde kullanilmaktadir. Yapilan ¢aligmalar, sisplatinin bir¢ok kanser tiiriinde
giiclii bir anti-tiimor aktiviteye sahip oldugunu gostermistir. Fakat sisplatinin asiri
toksik olmasi, nefrotoksisiteye (bobrek hasari) ve ototoksisiteye (yiiksek isitme
kayb1) neden olmaktadir. Bu nedenle sisplatinden farkli 6zelliklere sahip, daha etkili
olabilecek yeni kompleksler sentezlenmekte ve anti-kanser aktiviteleri
arastirilmaktadir. Bu amagcla sentezlenen bilesiklerden biri de ¢ok ¢ekirdekli metal
kompleksleridir. Ozellikle DNA’ya baglanma afinitelerinin yiiksek olmas1 ve kanser
hiicreleri lizerinde giiclii sitotoksik etki gostermesi, bu kompleksleri daha etkili
tedavi yaklagimlarini ortaya ¢ikarilmasi agisindan 6nemli hale getirmistir.

Sunulan tezde, diniikleer Pd(II) kompleksinin, meme kanseri hiicrelerini
hedefleyerek giiglii bir sitotoksik ve sitostatik aktiviteye neden oldugu bulunmus
olup bulgular yeni bir tedavi secenegi olarak umut vermektedir. Sonug¢ olarak,
Diniikleer, Palladyum tedavisinin, kadin meme kanseri tedavisinde kullanilabilecegi
ongoriilerek in vivo deneylerin yapilmasi gerekmektedir.

Anahtar Kelimeler: Meme kanseri, Apoptoz, Palladyum, Sitotoksisite



ABSTRACT

A Potent Anti-Cancer Compound: Investigation of Cytotoxic / Cytostatic Effects
and Mechanisms of Dinuclear Palladium (11) Complex Containing Terpiridine
{[Pd (sac) (terpy)] (sac)} [Pd2 (terpy) 2 (n- stone- N1, N4)] on Breast Cancer

Cells

Selin Selvi
Cancer Biology and Pharmacology
Supervisor: Prof. Dr. Engin Ulukaya

2019

Breast cancer is one of the leading cancer types worldwide in terms of morbidity and
mortality. It is the most common type of cancer among women all over the world and
ranks second among all cancer deaths. In addition to surgical intervention and
radiotherapy, chemotherapy plays an important role in the treatment of breast cancer.
Platinum / Palladium-based coordination compounds have been used in
chemotherapy treatment for more than 25 years. Studies have shown that cisplatin
has strong anti-tumor activity in many types of cancer. However, excessive toxicity
of cisplatin causes nephrotoxicity (kidney damage) and ototoxicity (high hearing
loss). Therefore, new complexes with different properties than cisplatin, which may
be more effective, are synthesized and anti-cancer activities are being investigated.
One of the compounds synthesized for this purpose is multi-core metal complexes. In
particular, their high binding affinity to DNA and their strong cytotoxic effects on
cancer cells have made these complexes important for the development of more
effective treatment approaches. In this thesis, dinuclear Pd (1I) complex has been
found to cause strong cytotoxic and cytostatic activity targeting breast cancer cells.
These findings indicate that XXXX compound serve a promising a new treatment
option. In conclusion, Dinuclear, Palladium treatment can be used in the treatment of
female breast cancer.

Keywords: Breast cancer, Apoptosis, Palladium, Cytotoxicity
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Yiiksek lisans ¢aligmalarimda danigmanligimi yapan, destegiyle hep yanimda olan, benim
icin ¢ok degerli olan bilgi ve tecriibeleriyle bana her daim yol gosteren, ilgi ve yardimlarini
benden hig eksik etmeyen degerli hocam Sayin Prof. Dr. Engin ULUKAYAya,

Calismalarim siiresince bana her konuda yardimc1 olup, 6nerilerini benimle paylasarak bana
yol gbstermis olan tiim hocalarima,

Hayata kars1 durusuna hayran kaldigim, her zaman yanimda olarak tecriibeleriyle bana daima
yol gosteren, mesleki anlamda ve hayata dair bana c¢ok sey Ogreten hakkini asla
O6deyemeyecegim benim canim dostum Merve ERKISA’ya,

Tez ¢alismam boyunca bilgi, deneyim ve Onerilerini benimle paylasarak bana yol gdostermis
olan basta Remzi Okan AKAR, Buse Meri¢ ACAR, Barishan KILIC ve Hatice DINCER
olmak {izere tiim ¢alisma arkadaslarima,
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bugiinlere gelmemde en biilylik emegin sahibi, giiler yiizleriyle her zaman benim gii¢lii bir
sekilde hayata tutunmami saglayan, her zaman iyi ki benim ailem olmugsunuz diyerek
gururlandifim camim ailem, annem Zehra SELVI, babam Oktay SELVI, ablam Meltem
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olan enistem Hasan DEMIRHAN’a
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GIRIS

Gliniimiizde, mevcut ilaglar ile kemoterapi tedavisi yetersiz kalmakta ve bircok
kanser tiirlinde tedavi saglanamamaktadir. Bu nedenle kanseri Onleyici yeni ilag
gelistirme ¢alismalari umut vadeden bir alan olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Kanserde
tedaviyi olanakli kilmayr amaclayan kanser arastirmacilari, anti-kanser etkisi giicli

yeni ajan/ilag gelistirme ¢alismalari {izerine yogunlagsmaktadir.

Son yillarda kanser tedavisinde metal bilesiklerin ¢ok ¢esitli tiimor hiicre hatlarina
karst umut verici etkilerinden dolay:r ilag olarak kullanimi yaygmlasmistir (Abu-
Surrah ve ark., 2008; Ferraz ve ark., 2009; Ulukaya ve ark., 2011). Platin ve
palladyum gibi metal kompleksi igeren anti-kanser ajanlarin DNA’ya baglanarak
DNA lezyonlarinin (adduct) olusumuna yol agarak sitotoksik etki gosterdigi
bildirilmektedir (Zhu ve ark., 2009). Bu metal bilesiklerden olan Palladyum; anti-
fungal, anti-viral, anti-kanser ve anti-bakteriyal etkilere sahiptir. Bu yapidaki
kimyasallarin suda kolay c¢oziinebilmeleri, membrandan kolayca ge¢ip DNA’ya
baglanabilmeleri, ayrica yan etkilerinin daha az olmasi tercih edilmelerine neden
olmaktadir (Abu-Surrah ve ark., 2008). Ayrica yapilan c¢alismalarda Pd (II)
bilesiklerinin kanser hiicrelerinde hiicre 6liimiinii arttirarak apoptoza neden olduklar1
gosterilmistir (Keter ve ark., 2008; Ferraz ve ark., 2009; Giiney ve ark., 2011). Pd
(II) bilesiklerinin bu sitotoksik etkiyi DNA hasar1 olusturarak yaptiklar1 da
gosterilmistir (Divsalar ve ark., 2010). Pd (1) kompleksinin MCF-7 ve MDA-MB-
231 meme kanseri hiicre soylarina etkisi incelenmis, doz ve zamana bagli olarak Pd
(IT) kompleksinin giiclii anti-biiylime etkisi in vitro olarak gosterilmistir. Bu etki,
Balb/c farelerde in vivo olarak da dogrulanmistir (Ferraz ve ark., 2011). Bu galisma,
Pd (II) kompleksinin, dstrojen reseptor pozitif (MCF-7) ve Ostrojen reseptor negatif
(MDA-MB-231) meme kanseri hiicre soylar1 tizerindeki sitotoksik etkisinin
belirlenmesi ve bu etkinin molekiiler mekanizmalarinin arastirilmast amaciyla

yapilmustir.



1. GENEL BIiLGILER

1.1. MEME KANSERI

Uluslararas1 Kanser Arastirmalari Ajansi tarafindan yapilan 2018 yilina ait vaka
raporuna gore, 18.1 milyon yeni kanser vakasi bildirilmistir ve kansere bagli 9.6
milyon 6liim meydana gelmistir. Meme kanseri kadinlarda en yaygin olarak teshis
edilen kanser tiirtidiir ve 2018 yilinda yeni teshis edilmis yaklasik 2.1 milyon kisi
bulunmaktadir. 2018 y1l1 verileri g6z oniinde bulunduruldugunda yaklasik olarak her
dort kadindan biri meme kanser riski tasimaktadir (Bray, Freddie, ve ark., 2018).
Meme kanseri erkeklerde de goriilen nadir kanser tiirtidiir ve erkeklerde goriilen tiim
malingn kanser tiirleri icerisinde %]1’in altinda yer almaktadir (Giordano, S.H., ve

ark, 2004).

Rastgele

mutasyonlar /035 _— Cevresel
cogu yashiikla lgili 702V nedenler
sigara -

obezite -

viris ve bakteri -

Kalitsal geci UV isinlar -

BRCA mutasyonlar ve Lyncgencg)m{ % 1 5 a|ko| -
Ailesel Yatkinhk kimyasal karsinojenler -

Prostat kanseri, Akciger kanseri

Sekil 1.1. Kanserin nedenleri (Anonim 2018)
Meme kanserine neden olan cesitli risk faktorleri bulunmaktadir (Sekil 1.1). Son
aragtirmalar g6z Oniline alindifinda, meme kanserini tetikleyen risk faktorleri
arasinda onemli imzalardan birini genetik faktorlerin tagidigi goriiliirken, epigenetik,

hormonal, sosyobiyolojik ve psikolojik etkenlerinde rolii oldugu kabul edilmektedir.
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Meme tliimorler, genetik yaklagimlarla incelendiginde, 6zellikle p53, BRCA1 ve
BRCAZ2 gen mutasyonlarinin etkili oldugu goriilmektedir (Washbrook, 2006). Meme
kanserinde yas ve cinsiyet risk faktorleri arasinda yer alirken, yiiksek risk
faktorlerinden bir digeri ise, ailesinde meme kanseri tanis1 konan bireylerdir. Meme
kanseri erken teshis edildiginde, hasta %96 yasam sansina sahip olur bu sebeple
meme kanserinden korunmanin en etkili yolu erken teshistir. Erken teshis hastalarda
yas faktoriine bagl olarak degiskenlik gosterir. Ileri yaslara gidildik¢e meme kanseri
riski artmaktadir. Bu sebeple erken teshis konulabilmesi i¢in aliman onlemler yas
gruplaria gore degiskenlik gosterir. Kisinin kendisini belirli donemlerde muayene
etmesi ¢ok biiylik 6nem tasimaktadir ve yirmili yas gruplarinda 3 yilda bir doktor
muayenesi Onerilirken, kirkli yas gruplari ve sonrasinda her yil bir kez doktor
muayenesi olmasi1 gerekir. Bireylerin kendi kendilerine yaptiklar1t muayenede on bes
giinii asan siirede ele gelen sertlik veya kitle, deride hissedilen kalinlagma, sisme,
renk degisikligi, meme basinda kalinlagsma, kizariklik yara olugmasi, meme seklinde
veya meme baslarinin pozisyonlarinda meydana gelen degisiklik ve meme basindan
akinti gelmesi gibi belirtilerin olusma durumlarinda derhal doktor kontroliine
gidilmelidir. Doktor muayenesi sonucunda kesin tani, mamografi taramasi ardindan,
ultrason ile inceleme ve yapilacak ince igne aspirasyon biyopsisi ya da normal

biyopsi tetkikleriyle konulur (Nursal ve ark. 2015).

1.1.1 Meme Kanseri Molekiiler Biyolojisi
Meme, siit bezleri ve kanallardan olusan modifiye bir ter bezidir. Her bez kendinden
daha kiiglik bezcik diye adlandirilan yapilar igerir ve bu bezcikler kanallar araciligi

ile birbirine ve meme basina baglanirlar (Sekil 1.2).
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Sekil 1.2. Kadin meme anatomisi (Winslow 2011, degistirilerek alinmistir.)

Memedeki yapilarin arasi yag dokusuyla doludur ve yas ilerledikge bu bez yapilari
kii¢iiliip yerini giderek yag dokusuna birakmaktadir. Meme dokusunun iginde kan ve
lenf damarlar1 da vardir. Kanser hiicreleri ilk olarak bu bdlgedeki lenf nodlarna
yayilirlar. Meme kanseri ile iligkili 6liimlerin %901 metastaz ile iliskilidir. Meme
timorleri tercih mekanizmasi bilinmemekle beraber metastazda sirasiyla; akciger,
beyin, kemik ve karacigere yayilirlar. Bu yayilim organ tropizmi olarak adlandirilir
(Medeiros ve ark., 2019).

Meme kanseri olusumunu tetikleyen mekanizmalar tam olarak aydinlatilamamuistir.
Ancak karsinojenlere maruz kalma sonucunda kazanilan mutasyonlarla birlikte,
germline mutasyonlarla kalitilan genetik degisiklikler sonrasinda tiimor supresor
genlerin ve proto onkogenlerin aktivasyonlar1 apoptoz mekanizmasin1 bozar.
Apoptoz mekanizmalarinin bozulmasindan koken alan, kontrol edilemeyen hiicre
proliferasyonu sonucunun meme kanser gelisim mekanizmalarina neden oldugu 6ne
stiriilmektedir. Buna ek olarak ¢esitli biiyiime faktorleri ile iliskili reseptorlerde
olusabilecek bozukluklarin da kontrolsiiz hiicre proliferasyonunda rol oynadigi
diistintiliir. Molekiiler yapisi, mutasyon tipi, metastaz ozelligi ve tedaviye yanit
acisindan karisik ve heterojen bir hastalik olan meme kanseri, molekiiler siniflama
ile; luminal A, luminal B, Her-2, bazal ve normal meme benzeri olmak tizere bes

grup altinda incelenir (Nursal ve ark. 2015) (Tablo 1.1).



Tablo 1.1 Meme kanserinin molekiiler alt tiplerinin siniflandirilmasi (Nursal ve ark. 2015).

Luminal A ER ve/veya PR(+) ve HER-2(-) Ki67<%14
Luminal B ER ve/veya PR(+) ve HER-2(-) Ki-67>%14
Bazal-benzeri ER/PR/HER-2 (-)
HER-2 ER/PR(-) ve HER-2(+)
Normal meme benzeri Non-epitelial hiicre gen ekspresyonu(+)

Meme kanserinin genetik temelleri tizerindeki ¢alismalar dikkate alindiginda,
tiimdrogenez siirecinde birden fazla role sahip 6zellesmis genler goze ¢arpmaktadir.
Bu genler; onkogenler (ras, c-myc genleri), timor supresor genleri (p53, BRCAL,
BRCA2, nm23), biliylime faktor reseptor genleri (HER2), hiicre dongiisiiniin
diizenlenmesinde Oncii rol alan genler (telomeraz) ve apoptozda rol oynayan genler
(bcl gen ailesi) ile timoérogenez siirecinde onemli rol oynayan 6zellikli genlerdir

(Oesterreich ve ark.,1999; Cui ve ark., 2000).

1.2 APOPTOZ TERMINOLOJISI

Okaryotik organizmaya ait hiicreler dogarlar, dogum sonrasi belirli bir siire
yasamaya devam ederler ve daha sonrasinda programl bir sekilde oliirler (Bowen
1988). Yagam siiresinde belirleyici rol oynayan hiicrenin tipidir. Ornegin, bagirsak
hiicreleri 3-5 gilinlilk bir yasam dongiisiinii takip ederken, derinin epidermal
hiicrelerinde bu dongii 20-25 giinliik bir siireyi takip etmektedir. Miyokard kasi
hiicreleri veya noronlar ise omiir boyu yasamaktadirlar. Noronlarin 6lmesi ancak
sinapslarin tam olarak olugsmadigi donemden Once olur ve dogumda asir1 sayida
goriilen noronlarin sayisi uygun sinaptik agin saglanabilmesi i¢in azalir. Bahsedilen
hiicrelerde goriilmekte olan tiim bu Oliimler apoptozla gerceklesmektedir. Zamani
gelince 6len hiicreler daha dnceden programlanmis bir sekilde 6ldiiklerinden dolay:
da apoptoz programli hiicre 6liimii olarak adlandirilmaktadir (REF EKLE). Eski bir
yunan terimi olan apoptosis, kelime anlami olarak yapraklarin agagtan, petallerin
cicekten dogal olarak diismesi anlamina gelmektedir (Kerr ve ark. 1972). Gegmekte
olan her saniye yaklagik bir milyon hiicre apoptozla viicuttan uzaklastiriimaktadir.
Boylece olim (apoptoz) ve yeniden yapim (mitoz) homeostazisi korumak tizere
dinamik bir denge halindedir. Bu dengenin apoptoz lehine veya aleyhine bozuldugu
durumlar pek ¢ok hastaligin patogenezine katkida bulunur (REF ekle). Normalin

disinda apoptoz olusumu veya apoptoz olusumunun hizlandig1 hastaliklara 6rnek



olarak AIDS, norodejeneretif hastaliklar, insiilin bagimli tip diyabet, hepatit C
enfeksiyonu, miyokard enfarktiisii, ateroskleroz gibi hastaliklar verilebilirken
apoptozun yavasladigi hastaliklara 6rnek olarak ise otoimmdiin hastaliklar ve kanser
verilebilir (Fadeel ve ark. 1999, Evan ve Vousden 2001, Gewis 2003). ilk olarak
1972 yilinda apoptoz terimi nekrozdan farkli olarak gerceklesen diger bir Sliim
seklini tanimlamak i¢in kullanilmisti (Kerr ve ark. 1972).

1.2.1 Apoptoz ve Nekroz

Apoptoz hem fizyolojik hem de patolojik sartlar altinda meydana gelebilirken,
nekroz fizyolojik bir 6lim sekli degildir. Baska bir deyisle, apoptoz hastalikta ve
saglikta karsimiza ¢ikabilmektedir.

10 pm Fagosite edilmis apoptotik hicre N
Apoptotik hticre Nekrotik hiicre

Sekil 1.3:Apoptotik hiicre ile nekrotik hiicrenin morfolojik agidan farki (Fuchs ve ark. 2007).
Nekrozda hiicre igine asirt sivi girmesi sonucunda hiicre siser “cell swelling”,
apoptotik hiicrede ise tam tersine kigiiliir “cell shrinkage”. Nekrozda kromatin
patterni hemen hemen normal hiicredeki goriintiiye benzerken, apoptotik hiicrenin
kromatini niikleus membraninin ¢evresinde toplanir “chromatin aggregation” ve
kondanse olur ‘“chromatin condensation”. Nekrotik hiicre plazma membrani
biitiinliigiinii kaybeder ve hiicre i¢inden disina hiicre i¢i materyallerinin ¢ikisi olur.

Ancak apoptotik hiicre membrani intaktir ve {izerinde kii¢iik cepcikler “membran
blebs” olusur (Sekil 1.4) (Ulukaya 2003).



Tablo 1.2. Nekroz ve apoptozun karsilastirilmas: (Ulukaya 2003).

OZELLIK NEKROZ APOPTOZ
Biiyiime faktorii eksikligi
Hiicre yaslanmas1 “Senescence”
. ) HIV
Iskemi .
. . Kanser ilaglart
Hipertermi Radvasyon
Hipoksi yasy!

Yol acan nedenler

Litik viral enfeksiyon
Toksik maddelerin yiiksek
konsantrasyonlar1
Siddetli oksidatif stress

Yiiksek doz glukokortikoid
Fas veya TNFR-1(tumor nekrozis
factor reseptorii-1) reseptorlerinin

aktivasyonu
Sitotoksik T lenfositler
Cok siddetli olmayan oksidatif
stress

Morfolojik 6zellikler

Hiicre membrani biitiinliigiiniin
kayb1
Kromatin “flocculation”u
Hiicre sigsmesi
Organellerin disintegrasyonu
Endoplazmik retikulumun
dilatasyonu
Biiyiik vakuollerin olusumu
Hiicre lizisi

Intakt hiicre membrani fakat
membranda “bleb”’lerin olusumu
Kromatinin niikleer membran
civarinda toplanmasi ve
yogunlagmasi
Hiicre kiiciilmesi
Organellerde disintegrasyon yok
Hiicrenin intact mitakondri,
ribozom, nucleus pargalari ve
diger organelleri igeren
membranla kapli apoptotic
cisimciklere pargalanmast

Biyokimyasal ozellikler

Bozulmus iyon hemostazisi
ATP gerekmez (pasif siireg)
o

+4 C’de gerceklesebilir
DNA rastgele pargalanir (agaroz
jel elektroforezinde “smear”
gOrlintlisii)
Postlitik DNA
fragmentasyonu(Sliimiin ge¢
sathasinda)

Iyi kontrollu, baz1 aktivasyonlarin
ve enzimatik basamaklarin olmast
ATP gereklidir (aktif siireg)

o

+4 C’de gerceklesmez)
DNA internukleozomal alanlarda
180 kb ¢iftinin katlar1 olacak
sekilde kirilir mono ve
oligonukleozomlara ayrilir (agaroz
jel elektroforezinde merdiven
patterni=apoptozisin en 6nemli
belirteci)
Prelitik DNA fragmentasyonu
(=erken evrede gergeklesir)

Diger ozellikler

Hiicreler gruplar halinde 6liir
Fizyolojik olmayan (patolojik)
etkiler sonucu gergeklesir
Lizozomal enzimler salinir
inflamasyona neden olur

Hiicreler tek tek veya birkagt
birarada oliir
Fizyolojik sartlarda da
gergeklesebilir
Komsu hiicreler veya makrofajlar
tarafindan fagosite edilirler
Inflamasyon goriilmez
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Sekil 1.4. Apoptoz ve Nekrozun sematik karsilastiriimast (Anonim 2016)
Nekrotik hiicreler lizise ugrarken, apoptotik hiicreler kiiciik cisimciklere “apoptotik
bodies” parcalanir. Nekroza ugrayan hiicrelerde, hiicre igerigi dis ortama
salindigindan dolay1 inflamasyon uyarilir ama apoptozda apoptotik hiicre veya
cisimcikler komsu hiicreler veya makrofajlar tarafindan fagosite edildiklerinden
inflamasyon olusmaz. Apoptozun en énemli 6zgiin yonii DNA nin internukleozomal
bolgelerden yaklasik 180-200 baz ¢ifti veya bunun katlar1 boyutunda DNA parcalari
olusturacak sekilde pargalanmasi ve agaroz jel elektroforezinde merdiven goriintiisii
imajinin “ladder pattern” ortaya g¢ikmasidir. Bu durum hiicre tipine bagl olarak
degisebilir ya da sadece yaklasik 50 kilo baz c¢ifti (kbp) boyutunda bir DNA
fragmentasyonu da goriilebilir. DNA’y1 parcalayan bir Ca/Mg-bagimh
endoniikleazdir. Ayrica, DNase I ve [I’de DNA parcalanmasindan sorumludur.
Hangi parcalayic1 enzimin rol alacagi hiicre tipine ya da uyaranin 6zelligine gore
degisebilir. Apoptotik hiicrede normalde plazma membraninin i¢ yiliziinde bulunan

fosfatidilserin (PS)’in erken evrede membranin dis yiiziine dogru transloke olur. Bu



mekanizma apoptotik hiicrelerin  komsu hiicreler ve makrofajlar tarafindan

taninmasini saglamaktadir (Ulukaya 2003).

1.2.2 Apoptoz Siirecinde Kaspazlarin Rolii

Bir “’prodomain’’ bir p20 biiyiik alt birim ve bir p10 kii¢iik alt birim iceren inaktif
(zimojen) sekilde sentez edilen sistein proteazlar kaspaz olarak adlandirilir. Aspartik
asitten sonraki peptid bagmi kirarark proteolitik olarak birbirlerini aktiflestirirler.
Memelilerde su ana kadar en az 14 kaspaz tamimlanmis olup, filogenetik analiz
sonucunda gen ailesinin ICE (Kaspaz-1) ile iligkili ve Ced-3 benzeri olmak iizere iki
alt grubu oldugu goriilmektedir. Ancak proenzimlerin kisa (Kaspaz 3, 6, 7) veya
uzun prodomain barindirmalarina gore de kaspazlari daha alt gruplara ayirmak
miimkiindiir. Kaspazlarin aktivasyonlar1 zimojenlerin proteolitik kesimi sonucu,
biiyiik ve kiiciik alt birimlere ayrilirken, “’prodomainler’’leri ise uzaklastirilir ve p20
alt biriminde yer alan katalitik rezidiileri, Cys285 ve His237’den olusan aktif bir
alandan olusur (Fuentes-Prior ve ark., 2004). Kaspazlar, subtratlarinda birbirini takip
eden en az dort amino asit (P4-P3-P2-P1) yapisim1 tanirlar ve C-terminal
rezidiisiinden (P1) sonra kirarlar. Bu ise genellikle Asp (aspartik asit) rezidiisiidiir

(Fuentes-Prior ve ark. 2004, Timmer ve Salvasen 2007).
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Sekil 1.5. Kaspazlarin aktiflesme mekanizmasi (Clarke 2009 degistirilerek alinmistir).
Baglatic1  kaspazlar, protein-protein etkilesim motiflerini barindiran uzun bir
“prodomain” igerir. Bu motifler, ya 6liim etkileyici alan (DED; “death effector 15
domain”) ya da kaspaz takviye alamidir (CARD; “caspase recruitment domain”)

(Sekil 1.6). Kaspazlar bu motifler sayesinde adaptor molekiillerle etkilesimlerini



saglarlar. llerletici kaspazlar, kisa bir “prodomain” igerirler ve apoptozisin

ilerlemesini saglamak icin ¢ok cesitli hiicresel substratlari kirarlar (Lamkanfi 2011).
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Sekil 1.6. Baslatict ve efektor kaspazlar (Forro 2012 degistirilerek alinmistir).
Bagslatic1 kaspazlar 6liim sinyalini ilerletici kaspazlara iletirler. Bu iletim kaspazlarin
birbirlerini aktiflestirerek aktivasyonun saglanmasi prensibine dayandigi i¢in, kaspaz
aktivasyonu proteolitik bir selale (kaskad) mekanizmasiyla calisir. Kaspaz 3, DNA
onariminda gorevli olan PARP’ 1 kirarak inaktive eder ve DNA onarim
mekanizmasin1  engeller. Bazilarinin  ise DNaz’1 aktive ederek DNA’nin
parcalanmasina yol agtigi bilinmektedir (Ulukaya 2001, Oliver ve Valette 2005).
Apoptoz inhibitorleri (IAP) sitozolde bulunurlar ve inaktif veya aktif kaspaz
formlarina baglanarak fonksiyonlarint  baskilamaktadirlar. Smac/ DIABLO
mitokondrinin i¢ zarinda bulunurlar ve apoptoz siirecinde sitokrom c ile beraber
salinarak, apoptoz inhibitorlerini baskilayip kaspaz aktivasyonu siirecine yardim

etmektedirler (Zimmermann ve ark. 2001, Zhang ve ark. 2003).



1.2.3 Apoptoz Siirecinde Mitokondrinin Rolii

Mitokondrinin  apoptoz siirecindeki  kilit rolli, mitokondri dig membran
permeabilizasyonudur (MOMP). Mitokondri dis membran permeabilizasyonunun
sonucunda; sitokrom c, mitokondri tiirevli kaspaz aktivatori/IAP baglayic1 protein
Smac/DIABLO, HtrA2/Omi, apoptozis indiikleyici faktdr (AIF) ve endoniikleaz D
(EndoG) gibi mitokondri membran proteinleri sitozole salinir. Mitokondri i¢
membran ylizeyinden sitokrom c’nin sitozole salinmasi ile sitokrom c, sitoplazmik
protein olan Apaf-1(apoptotik proteaz aktive edici faktor-1)’e baglanarak, Apaf-1’in
aktivasyonunu gergeklestirir. ATP’nin de ortamda bulunmasi ile Apaf-1/sitokrom c
kompleksi heptamerik bir yapiya oligomerize olur ve bu yapinin olusmasi, prokaspaz

9’un Apaf-1 ile etkilesimini miimkiin kilarak apoptozom kompleksi olusur (Sekil

1.7).
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Sekil 1.7. A Kaspaz aktivasyonunun mitokondriyal yolu B.Apoptozom olusumu ve aktivasyonu (Gewies 2004,
degistirilerek alinmistir.)
Apoptozomun baslica gorevi, baslatici kaspazlardan olan kaspaz 9’u aktive etmektir.
Aktif kaspaz 9 kaspaz kaskadinda, kaspaz-3’ii veya diger ilerletici kazpazlari aktive
ederek rol oynar. Ayrica kaspaz aktivitesini inhibe eden ve aktiviteleri Smac veya
Omi/HtrA2 gibi fonksiyonel analoglar ile engellenmis bircok apoptozis inhibitdrleri
vardir. Olen hiicrelerde Smac ve Omi/HtrA2 (mitokondriyel proteinler, pro-apoptotik
proteinler) mitokondriden salindiginda apoptoz inhibitorleri inaktive olmaktadir. Bu
sekilde ilerletici kaspazlarin inhibisyonu engellenerek hiicrelerin apoptozise gitmeleri

saglanir (Ulukaya, 2003; Riedl ve ark., 2007; Li ve ark., 2008; Duprez ve ark., 2009).
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1.2.4 Apoptoz Siirecinde Bcl-2 Ailesinin Rolii

Apoptozu diizenlemede kritik rollere sahip onkoprotein olan Bcl-2 ailesi birbirine zit
etkili islevlere sahip iki gruptan olusur (Altunkaynak ve Ozbek 2008). Bunlar anti-
apoptotik (Bcl-2 ve Bcl-XL gibi) apoptozu baskilayan ve pro-apoptotik (Bax, Bid
gibi) apoptozu indiikleyen etkilere sahip gruplardir. (Sekil 1.8) Anti-apoptotik
olanlar, sitokrom c’nin salinmasin1 engeller; pro-apoptotik olanlar ise sitokrom c¢’nin
sitoplazmaya salinmasini indiikler (Kumar ve ark. 2005). Hiicrelerin apoptotik uyar1
stireci pro-apoptotik ve anti-apoptotik Bcl-2 proteinleri arasindaki dengeye baglidir
(Burlacu 2003). Anti-apoptotik Bcl-2 proteinlerin asirt ekspresyonu apoptozu
baskilarken, pro-apoptotik iiyelerin asir1 ekspresyonu apoptoza neden olur (Kumar ve

ark. 2005).

Anti-apoptotik BCL-2 proteinleri
Al

' 4 BCL-2
BCL-w
BH4 BH3 BH1 BH2 ‘ ™ BCL-xL
v MCL-1
Pro-apoptotik BCL-2 proteinleri
Efektor
BAK
BH4 BH3 BH1 BH2 ™ BAX
y
BH3
BID, BIM
BH3 ™ BAD, BIK, BMF, bNIP3, HRK, Noxa, PUMA

BH3 ligand

Sekil 1.8. Apoptozun mitokondri yolunda yer alan Bcl-2 ailesi tiyeleri (Anvekar ve ark. 2011°den degistirilerek
almmustir).

Pro-apoptotik ve anti-apoptotik proteinler arasindaki etkilesim, anti-apoptotik Bcl-2
proteinlerinin normal fonksiyonunu bozar ve mitokondride porlarin olusumuna,
sitokrom c¢ ve diger pro-apoptotik molekiillerin zarlar arasi bolgeden salinimina
neden olur (Sekil 1.9). Bu da apoptozom olusumu ve kaspaz kaskadi aktivasyonuna

yol agmaktadir (Robertson ve Orrenius 2000, Fan ve ark. 2005).
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Sekil 1.9. Apoptozom olusumu ve kaspaz aktivasyonu (Anvekar ve ark. 2011°den degistirilerek alinmistir).
1.2.5 Apoptoz Mekanizmalari
Apoptoz aktivasyonunda rol oynayan ii¢ temel sinyal yolaklari,
1. Hiicre yiizeyindeki reseptorlere baglanan 6liim aktivatorleri ile tetiklenme/
Ekstrinsik (digsal) yolak
2. Mitokondri/Sitokrom-C aracil1 apoptozis olusturulmasi/Intrinsik (igsel) yolak

3. Endoplazmik retikulum aracili apoptozis olusturulmasi

1.2.5.1 Ekstrinsik (Dussal) Yolak

Ekstrinsik yolak da, 6liim reseptorleri (DR) olarak bilinen ve Tiimor Nekroz Faktori
Reseptorii (TNFR) geni ailesinin iiyesi olan; TNFR-1, Fas/CD95/APO-1 ve TNF-
Iliskili Apoptozis Indiikleyici Ligand (TRAIL) reseptérleri olan DR-3 (TRAMP),
DR-4 (TRAIL-R1) ve DR-5 (TRAIL-R2)‘in ilgili ligandlarla etkilesime girmesi
sonucunda apoptoz indiiklenmektedir. TNFR siiper ailesi iiyeleri, tip I transmembran
proteinleri olup hepsi sistein bakimindan zengin ekstraselliiler bdlgeler
(subdomainler) icerir ve bu 6zellik TNFR siiper ailesi iiyelerinin kendilerine 6zgii
ligandlar1 tarafindan tek tek taninmasini saglamaktadir. Oliim reseptorleri ayrica
apoptotik sinyalin transdiiksiyonu i¢in gerekli olan 80 aminoasit uzunlugunda

intraseliiler Oliim Bolgesi (DD) igerir. Oliim reseptdrlerine baglanan ligandlar (FasL,
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TNFa VE TRAIL) yapisal olarak reseptorler ile iliskili proteinler olup TNF siiper
ailesine aittirler. Bu 6liim ligandlar tip II transmembran proteinleri gibi eksprese
edilirler. Baz1 durumlarda, bu proteinler proteolitik kirilabilir ve serbest kalabilirler
(Ghobrial ve ark. 2005, Guicciardi ve ark. 2009). Oliim reseptorlerinin ligandlar
yani aktivatorleri reseptorlerin oligomerizasyonuna yol agarak aktiflesmelerine neden
olmaktadir. Reseptérlerin aktivasyonu, Oliim Indiikleyici Sinyal Kompleksi (DISC)
denilen ve proteinlerden meydana gelen bir kompleks olusumuna sebep olur. DISC,
adaptor protein Fas iligkili 6liim alanim1 (FADD) ve TNFR-1 iliskili 6liim bolgesi
proteinini (TRADD) igerir. Bu oliim bolgeleri prokaspaz-8’i aktiflestirmektedir.
DISC yapisinda yer alan prokaspaz 8’in aktivasyonunu takiben kaspaz 8 sirastyla
kaspaz 3, 6 ve 7’nin aktive oldugu bir kaspaz kaskatini1 harekete gegirir. Kaspaz 8’in
aktif hale ge¢mesi ayrica Bid’in aktive olmasina neden olur. Kirilmis Bid (tBid)
sonrasinda mitokondriye gecer ve sitokrom ¢, SMAC (Ikinci mitokondri tiirevli
kaspaz aktivatori) ve kalsiyum salinimini uyarir (Sekil 1.10) (Elmore 2007,
Solakoglu 2009, Dickens ve ark. 2012).
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Sekil 1.10. Reseptor aracili kaspaz aktivasyonu (Fulda ve Debatin 2006’dan degistirilerek alinmistir).

1.2.5.2 Intrinsik (I¢sel) Yolak

Mitokondriyal yolak olarak bilinen intrinsik yolak, Bcl-2/Bax gen ailesi ile

diizenlenmekte olup uyarildiginda mitokondriden sitokrom-c salinimina ve bdylece
6liim sinyaline sebep olur.

Temelde iki yolak da (ekstrinsik ve intrinsik), diizenleyici ve yapisal molekiilleri
kirarak kaspaz aktivasyonunu igeren ortak bir yolda birlesirler ve hiicrenin 6liimiine
sebep olurlar (Ghobrial ve ark. 2005). Anti-apoptotik iyeler, kaspazlarin oncii
formlarmi1 durdurarak ya da apoptogenik faktorlerin mitokondriden saliniminm
engelleyerek hiicrenin yasamasini tesvik ederken; pro-apoptotik iiyeler hiicreyi
apoptoza tesvik ederler. Normal durumda Bax ve Bak proteinleri Bel-2 tarafindan
inaktif halde tutulur. Apoptotik sinyal olustugunda Bcl-2 inaktif hale gegerken
aktiflesen Bax ve Bak mitokondri dis membraninda porlarin olusmasina ve zar
potansiyelinde degisime neden olurlar. Mitokondriyal yolun kilit olayr mitokondri
dis membran permeabilizasyonudur (MOMP) ve sonucunda; sitokrom c, mitokondri
tiirevli kaspaz aktivatorii/IAP baglayici protein Smac/DIABLO, HtrA2/Omi, AIF ve
endoniikleaz D (EndoG) gibi mitokondri membran proteinleri sitozole salinir.
Mitokondri i¢ membran yiizeyinden sitokrom c¢’nin sitozole salinmasi ile sitokrom c,
sitoplazmik protein olan Apoptotik Proteaz Aktive Edici Faktor-1 (Apaf-1)’e
baglanir ve onu aktive eder, dATP/ATP’nin de ortamda bulunmasi ile Apaf-

1/sitokrom ¢ kompleksi heptamerik bir yapiya oligomerize olur. Bu yapinin
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olugsmasi, prokaspaz 9’un Apaf-1 ile etkilesimini miimkiin kilar ve apoptozom
kompleksi olusur (Sekil 1.11). Apoptozomun gorevi, baslatici kaspaz olan kaspaz 9’u
aktive etmektir. Aktif kaspaz 9, kaspaz-3’ii veya diger ilerletici kazpazlar1 aktive

ederek kaspaz kaskadina aracilik eder.

Anti-apoptotik

Yasam Bcl-2 ailesi

Sinyali \

Pro-apoptotik 4 Bel-2
Bcl-2 ailesi |:> {\
Hiicresel a e :'Pe Sitokrom ¢
Stres Il ™
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o Apaf-1
O
APOPTOZOM 4 ﬁ
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Q] Q Prokaspaz 3 Prokaspaz 9
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© (&) © [:> Substratlar l:> APOPTOZIS
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Sekil 1.11. Mitokondri/Sitokrom-C aractl apoptozis olusturulmasi (Zimmermann ve ark. 2001).
Aktif kaspaz 3, kaspazla aktive edilmis DNaz inhibitorii (ICAD; “inhibitor of
caspase-activated DNase”) poli (ADP-riboz) polimeraz (PARP, DNA tamir enzimi),
Rho iligkili sarmal olusturan kinaz I (ROCKI; “Rho-associated coiledcoil forming
kinase 17), aktin, fodrin ve lamin gibi hiicresel substratlar1 kirarak apoptotik
morfolojinin olusumunu saglar. CAD normal hiicrelerde ICAD’iine bagh ve inaktif
halde bulunur ve aktif hale gectiginde kromatin yogunlagsmasina ve DNA’nin
niikleozamal fragmentlere kesilmesine neden olur. Ayrica kaspaz aktivitesini inhibe
eden ve aktiviteleri Smac veya Omi/HtrA2 gibi fonksiyonel analoglar ile engellenmis
birgok IAP’lar (apoptozis inhibitdrleri) vardir. Olen hiicrelerde Smac ve Omi/HtrA2
(mitokondriyel proteinler, pro-apoptotik proteinler) mitokondriden salindiginda
IAP’lar inaktive olmakta ve bdylece ilerletici kaspazlarin inhibisyonu engellenip
hiicrelerin apoptozise gitmeleri saglanmaktadir (Ulukaya 2001, Zhang ve ark. 2003,
Riedl ve ark. 2007, Li ve Yuan 2008, Aksit ve Bildik 2008, Duprez ve ark. 2009).
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Bu igsel ve digsal yol mekanizmalar1 kaspaz-bagimli apoptozisi gostermektedir.
Ayrica kaspazlardan bagimsiz olarak apoptozise neden oldugu diisiiniilen kaspaz
aktivasyonunun ger¢eklesmedigi bir mekanizma da bulunmaktadir. Bu mekanizmada
AIF mitokondriden salinip niikleusa ge¢mekte ve niikleazlar1 aktiflestirerek DNA
hasarina yol agmaktadir. AIF, steroidler, granzyme B ve endonukleaz G kaspazlardan

bagimsiz olarak apoptozise neden olmaktadir (Ulukaya 2003, Dash 2007).

1.2.5.3 Endoplazmik Retikulum Aracilt Apoptozis Olusturulmast

Son zamanlarda amiloid B norotoksisitesine katkida bulunan kaspaz 12’ye bagiml
Endoplazmik retikulum aracili apoptotik yol tarif edilmistir (Nakamura ve ark. 2000,
Keane ve ark. 2001). Bu yol mitokondrial/sitokrom-c ve oliim reseptor aracili
apoptozisten farkli bir yol olup kaspaz 12, Endoplazmik retikulum membraninda
lokalize halde bulunur ve Endoplazmik retikulum aracili apoptozis i¢in gerekli bir
kaspazdir. Son ¢alismalar gostermistir ki Ca++ seviyelerinin yiikselmesi ve kalpainin
endoplazmik retikulumu etkilemesi ile prokaspaz 12 aktiflesir. Aktiflesen kaspaz 12
sitoplazmaya yonelerek kaspaz 9 ile etkilesir ve sitozolik kaspaz kaskadini aktive

eder (Rao ve ark. 2001).

1.2.6 Apoptozis-Karsinogenez Iliskisi

Karsinogenez siireci, homeostatik “feedback” mekanizmalara yanit veren normal
hiicrelerin bu mekanizmalarin kontrolundan ¢ikip, kontrolsuz ve spontan olarak
bliyliyebilen ve komsu dokulara invazyon yapabilen hiicre sekillerine doniismelerini
kapsayan siire¢ olarak tanimlanabilmektedir. Bu siirecte rol alan kanser hiicrelerinin;
kendi kendine yeterli olan biiylime sinyalleri iiretme, biiyiime baskilayici sinyallere
duyarsiz olma, hiicre 6liimiine direng, sinirsiz replikasyon potansiyeline sahip olma,
anjiogenezi uyarma, invazyon ve metastazi uyarma gibi 6ne ¢ikan alt1 farkli biyolojik
yetenegi vardir. Son yillarda, enerji metabolizmasini yeniden programlama ve
bagisiklik tahribinden kaginma ozellikleri de bu listeye eklenmistir (Sekil 1.12)
(Hanahan ve Weinberg 2011).
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Sekil 1.12. Kanser hiicresinin 6zellikleri (Hanahan ve Weinberg 2011°den degistirilerek almmustir).
Apoptozisin gerceklesmesi karsinogenez siirecinde kritik bir éneme sahiptir (Letai
2008). Timor hiicreleri 6rnegin DNA hasarma cevap olarak bircok sinyal iiretir ve
onkojenik aktivasyon meydana gelir ve bu durumda da apoptozis uyarilmaktadir.
Bununla birlikte mutasyona ugrayan tiimor hiicreleri apoptotik cevaptan kagabilir,
sonugta sagkalim olur ve hiicreler ¢ogalirlar. Apoptozisden kagma mutasyonlarin
birikimine yol agar. Timor hiicreleri, normal hiicrelere kiyasla birgok apoptozisi
uyaran sinyal (6rnegin oksidatif stres ve onkogen aktivasyonu) alir ve bu yiizden
timor hiicreleri normal hiicrelere oranla apoptotik cevabi tetiklemeye ¢ok daha
yatkindir. Bununla birlikte, apoptotik yol tiimor hiicrelerinde ¢ogu kez hatalidir. Bu
hatalar, tiimiir hiicrelerine hipoksik kosullardan ve oksidatif stresten korunma
saglamis olur. Bu yiizden tiimor hiicrelerinde 6rnegin; p53°ii hedef alarak apoptotik
yolun onarimi hedefleyen calismalar yeni kanser terapdtiklerinin tasarimi agisindan
onemli bir degere sahiptir. Bunun yani sira Bel-2’ yi hedef alan yeni inhibitdrlerin
gelistirilmesi, PKB/Akt (Protein kinaz B) sinyalinin inhibisyonu ve fotodinamik
tedavi gibi yeni stratejiler apoptozis ve hiicre sagkaliminin molekiiler
mekanizmalarinin aydinlatilmasi kanser tedavisinde yeni stratejilerinin gelismesine

olanak saglamistir (Anderson ve ark. 2016, Silva ve ark. 2016).
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1.3. METAL BAZLI BILESIKLERIN KANSER TEDAVISINDEKI YERI

Sisplatin testis, over, mesane, bas-boyun, akciger ve meme gibi bir¢cok kanser
tiirliniin tedavisinde kullanilan ve tedavi siirecinde olduk¢a fazla yan etkiye sahip
oldugu klinik ¢aligmalar sonucu gosterilmis bir ilagdir (Florea ve ark., 2011). Bazi
kanser tiirlerinde sisplatine kars1 gézlenen dogal direng diginda, baglangicta tedaviye
olumlu yanit veren fakat ileriki donemlerde gelisen bir diren¢ mekanizmasi da
mevcuttur. Sisplatinin doz sinirlayici nefrotoksisite, norotoksisite ve ototoksisite gibi
ciddi yan etkilere sahip olmasi disinda hastalarin bir¢ogunda yiiksek tansiyon, ishal,
siddetli bulant1 ve kusma gibi belirtiler gézlenmektedir. Platin grubu bir diger ilag
olan karboplatin, sisplatinin neden oldugu bu ciddi yan etkilere daha az sebep olan
klinikte sisplatinden daha yiiksek dozlarda uygulanabilen bir ilagdir. Fakat yine de ne
karboplatin ne de daha sonrasi sentez edilen platin tiirevleri (AMD-473, oxaliplatin)
diisiik dozlarda giiclii bir sitotoksik aktiviteye sahip olamadigi gibi direng

mekanizmalarinin da iistesinden gelememistir.

Sisplatinin kesfinden bu yana, gelistirilen yeni platin veya palladyum tabanli kanser
ilaglari, etkinligi arttirllmig, daha az toksik ve saglikli hiicreye zarar vermeyecek
sekilde tasarlandi, fakat bunlardan sadece birka¢i faz calismalarinda basarili olup
Klinikte tedavi de yerlerini almistir (Wilson ve ark., 2013; Harper ve ark., 2015). Bu
yiizden aragtirmacilar, sisplatin ile yapisal olarak benzemeyen, kemoterapi i¢in
uygun genis bir spektrumda aktivite gosteren ve DNA ile farkli interaksiyonlar kuran
yeni bilesiklerin sentezine yoneldiler (Cheung-Ong vr ark., 2013). Carmichael ve
arkadaslarinin yaptiklari, faz II klinik denemelerine kadar ilerleyen c¢aligmada,
sisplatinden farkli yapida olan yiikli trinlikleer bilesik BBR 3464’iin yeni DNA
adduct yapilarinin olusmasina neden oldugu gosterilmistir (Carmichael ve ark.,
1987).

Cok ¢esitli stratejiler kullanilarak multi niikleer metal komplekslerinin etkinligi
arttirilmaya  calisilmugtir.  Ozellikle  terpiridin  igeren  diniikleer [Pt(terpy)]
komplekslerinin mononiikleer [Pt(terpy)] komplekslerine gore daha sitotoksik oldugu
belirtilmistir (Wheate ve ark., 2007). Bu sitotoksik etki, artmis elektriksel yiik
sayesinde DNA baglanma afinitesinin daha fazla olmasi ile iliskilidir. Diniikleer Pt
(Il) kompleksleri ile yapilan ¢alismalarda bu komplekslerin normal ve kanser

hiicrelerinin DNA sekanslarindaki farkliliklara karsi yiliksek segicilik ve 6zgiilliik
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gosterdigi ortaya konmustur (Chaires ve ark., 1997). Bu durum kanser tedavisi igin
biiylik 6nem arz etmektedir.

Fakat sinirli sayidaki kanser tiirii platin-bazli ilaglar ile tedavi edilebilmektedir ki bu
ilaglarin hastalar tizerinde gosterdigi yan etkiler oldukca fazladir. Bunun disinda
kemoterapideki basarisizligin en 6nemli sebebi olan ilag direnci platin-bazli ilaglara
olan ilgiyi azaltmistir (Galanski ve ark., 2005). Son yillarda, diniikleer Pt (I1)
komplekslerine kiyasla daha ¢oziiniir ve daha az nefrotoksik olan diniikleer Pd (II)
kompleksleri ile yapilan ¢alismalarda basarili sonuglar alinmaktadir (TuSek-Bozi¢ ve

ark., 1998; Ulukaya ve ark., 2011).

Tiim bunlarin umut vaadeden terpiridin iceren Pd (II) kompleksinden diniikleer

Pd(IT) kompleksi gelistirilerek sentez edilmistir (Sekil 1.13).

H
no; (N\f DMF
\ (0]
N—NH

o e tat

Sekil 1.13. Proje galismasinda kullanilacak olan Diniikleer Pd (IT) kompleksinin agik molekiil yapist
Bu tez kapsaminda anlatilan bilgilerin 15181nda, kanser tedavisinde kullanilabilecek
yeni bir ilag aday1 olabilecegini diisiindiigiimiiz diniikleer Pd (11) kompleksini, meme
kanseri ve sagliklt meme hiicreleri tizerine olan sitotoksik/sitostatik, apoptotik

etkileri ve molekiiler mekanizmasi arastirilmistir.

20



2. MATERYAL ve YONTEM

2.1. MATERYAL

2.1.1. Kimyasal Maddeler

-Palladyum (II) bilesigi, Uludag Universitesi Fen Fakiiltesi Kimya Béliimii
-Klorokin, Sigma, Almanya

-3 Metil Adenin, Sigma, Almanya

-SRB (Sulforhodamine B), Santa Cruz, ABD

-Adenosine 5'-triphosphate (ATP) bioluminescent somatic cell assay kit, Sigma,
Almanya

-Muse® Annexin V & Dead Cell Assay Kit, Merck Millipore

-Muse® Caspase-3/7 Assay Kit, Merck Millipore

-Muse® Mitopotential Assay Kit, Merck Millipore

-Muse® Oxidative Stress Kit, Merck Millipore

-Muse® H2A.X Activation Dual Detection Kit, Merck Millipore

-Muse® Bcl-2 Activation Dual Detection Kit, Merck Millipore

-Muse® Cell Cycle Kit, Merck Millipore

-Fetal sigir serumu (FBS), PAA, USA

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

-L-glutamin, Gibco

-Fosfat tuz tamponu (PBS), HyClone, Thermo Scientific, USA

-Roswell Park Memorial Institute Medium (RPMI), Lonza

-0,05% Tripsin-Etilen Diamin Tetraasetik Asit (Tripsin-EDTA), Gibco, USA
-Dimetil siilfoksit (DMSO), Sigma, Almanya

-Triton X-100, Sigma, Almanya, Israil

-Tripan mavisi (%0,5), Biological Industries

-SDS Molecular Biology grade, BioChemica Applicham, Almanya

-Annexin V-Fluos, Roche
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-Cell Viability Imaging kit, Roche, Almanya

-Hoechst dye 33342 ve and Propidium lodide (PI), Sigma Aldrich, USA
-Bovine Serum Albumin (BSA), Amresco, USA

-Triz baz1 (Tris base), Scharlau, ispanya

-Sodyum kloriir (NaCl), Merck, Almanya

-Kristal viyole, Sigma, ABD

-Tween20, Amresco, USA

-3-merkaptoetanol, Merck, Almanya

2.1.2. Sarf Malzemeler

-25cm?2 ve 75cm?2’lik flask, Corning

-6 kuyulu plate, Corning

-96 kuyulu flat plate, Corning

-5ml ve 10ml hacimlerinde enjektorler, Set inject

-10ul’lik pipet uglari, Biohit

-100ul’1ik pipet uglari, Biohit

-1000ul’lik pipet uglar1 Biohit

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

-Steril santrifiyj tiipleri (50ml), Nest

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

-Kriyovial, Corning

2.1.3. Cihazlar

-Spektrofotometre, BGM Labtech

-Hassas terazi, SHIMADZU AUW?220D

-CO2 inkiibatorii, Panasonic

-Buzdolabi, Panasonic

-Steril kabin, Telstar

-Muse Cell Analyzer, MerckMillipore Sigma, Toronto
-Multipipet cihazi, Multipette eppendorf

-Inverted mikroskop, Nikon, Japonya

-Santrifiij, Hitachi, Japonya

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

-5-50ul Transferpipet, Thermo Scientific
-Pipet boy, ISO fill

-20-200pul Transferpipet, Brand, Almanya

2.2. YONTEMLER

2.2.1. Zonguldak Biilent Ecevit Universitesi Kimya Boliimii Tarafindan Sentez
Edilen Diniikleer Pd (I1) Kompleksinin Hazirlanmasi
Zonguldak Biilent Ecevit Universitesi Kimya Boliimii tarafindan yeni sentez edilen

Pd (IT) bilesiginin stok ¢6zeltisi (40 mM); molekiiler biyolojik su igerisinde ¢oziildii.

2.2.2. Hiicre Kiiltirt

Hiicre kiiltiirli, hiicrelerin kontrollii sartlar altinda yetistirilmesi siirecidir. Ticari
olarak Amerika Hiicre Kiiltiir Koleksiyonundan satin alinan MDA-MB-231 ve MCF-
7 insan meme kanseri hiicre soylari kriyovial denen kaplar igerisinde -80°C

dolaplarda saklandi. Kullanilan hiicre soylarinin o&zellikleri asagida belirtilen

sekildedir.

MCF-7 Hiicre Soyu:

Insan meme kanseri hiicre soyu
Ostrojen reseptdrii (+)
E-kaderin (+)

Kaspaz 2: (+/-), Kaspaz 3: (-)

NN

Daha az oranda yayilabilir.

MDA-MB-231 Hiicre Soyu:

Insan meme kanseri hiicre soyu

Ostrojen reseptorii (-)

Epidermal growth factor (EGF) (+)

Transforming growth factor alpha (TGF alpha) (+)
E-kaderin (-)

Kaspaz 2: (+), Kaspaz 3: (+)

SR N N N SR NN

Yiiksek oranda yayilabilir.
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2.2.2.1. Hiicre Soylarinin Stoktan Cikartilmasi

Hiicreleri ¢ogaltmak amaciyla kriyovialler -80°C den alinarak sicak su banyosunda
hizli bir sekilde ¢oziildii. Hiicre siispansiyonu; %5 FBS, %1 penisilin-streptomisin ve
%1 L-glutamin (Gibco)igeren 5ml RPMI (Gibco) besiyeri igerisine alindi. Falkon tiip
800 rpm’de 5 dk santrifiij edildikten sonra siipernatant kisim aspire edildi ve hiicre
peleti ilizerine Iml besiyeri ilave edilerek hiicrelerin siispansiyon hale gelmesi
saglandi. Falkon tiip tizerine 4 ml besiyeri ilave edildi ve 5 ml’lik hiicre
stispansiyonu 25cm” ik flasklar (Corning) igerisine alinarak 37°C’de, %5 CO; igeren
ortamda inkiibe edildi.

2.2.2.2. Hiicre Soylarinin pasajlanmasti

Deneylerde kullanilan hiicre soylari, flask yilizeyini tamamen kapladiklarinda
(konfluent olduklarinda) flask igerisindeki besiyeri aspire edildi. Hiicrelerin
serumdan arindirilmast icin 25cm®lik flask igerisine 2 ml 1X PBS (Gibco) ilave
edildi ve hiicrelerin yiizeylerinin hafif¢ce yikanmasi saglandi. PBS ortamdan aspire
edilerek uzaklastirildiktan sonra flask ylizeyine yapisan hiicrelerin yiizeyden
ayrilmalar1 i¢in 0.5 ml %0,05 Tripsin-EDTA (Gibco) soliisyonu kullanildi ve
hiicreler 37°C’de, %5 CO2’li ortamda 5dk inkiibe edildi. Mikroskopla bakildiginda
flask yiizeyinden ayrildigi kabul edilen hiicrelere, tripsinin inhibe edilmesi i¢in en az
iki kat1 kadar besiyeri ilave edildi. Boylece tripsinin hiicreleri yiizeyden ayirdiktan
sonra hiicre membranlarina zarar vermeye baglamasi engellenmis oldu.

Flask igerisindeki hiicre siispansiyonu, igerisinde besiyeri bulunan (falkondaki
toplam hacim tripsinin 10 kat1 olmali) 15 ml’lik falkon tiip igerisine alindi. 800rpm’e
5 dk santrifiij yapildiktan sonra siipernatant kisim aspire edildi ve elde edilen hiicre
pelleti 1ml hiicre besiyerinde ¢oziindiikten sonra 9ml besiyeri ilave edildi ve 10
ml’lik hiicre siispansiyonu 75cm®’lik flasklara alinarak 37°C’de, %5 CO, igeren
ortamda inkiibasyona birakildi. Bu sekilde hiicreler istenilen sayiya gelene kadar

cogalmalar1 saglandi.

2.2.2.3. Hiicre Soylarimin Stoklanmast

Hiicreler flask ylizeyini tamamen kapladiklarinda flask igerisindeki besiyeri aspire
edilerek ortamdan uzaklastirildi. Hiicreler 1X PBS ile hafifce yikandiktan sonra PBS
aspire edilerek uzaklastirildi ve hiicrelerin flask ylizeyinden kalkmalarini saglamak
igin %0,05 Tripsin-EDTA (Gibco) soliisyonu eklendi. Hiicreler 37°C’de, %5 CO;’li
ortamda 5 dk inkiibasyona birakildi. Mikroskopla bakildiginda flask yiizeyinden

24



ayrildig1 kabul edilen hiicrelere, tripsinin inhibe edilmesi i¢in en az iki kat1 kadar
besiyeri ilave edildi.Flask igerisindeki hiicre siispansiyonu igerisinde besiyeri
bulunan 15 ml’lik falkon tiip icerisine alindi. 800 rpm’de 5 dk santrifiij yapildiktan
sonra siipernatant kisim aspire edildi ve pellet tizerine her bir kriyovial i¢in 1 ml
dondurucu medium (5 ml DMSO + 5 ml FBS + 40 ml DMEM) karanlik ortamda

ilave edildi. Hiicre siispansiyonu kriyovialler igerisine dagitilarak -80°C’ye kaldirildu.

2.2.2.4. Kullanilan Besiyerinin Hazirlanmast

MDA-MB-231 ve MCF-7 hiicre soylar1 i¢in kullanilan besiyeri ortami i¢in %5 Fetal
Bovine Serum (Capricorn Scientific), %21 Penisilin-Streptomisin soliisyonu
(10.000U/ml penisilin, 10mg/ml streptomisin, Gibco), %1 L-glutamin (Gibco) igeren
RPMI 1640 (Gibco) soliisyonu kullanildi.

2.2.2.5. Hemositometre ile Hiicrelerin Sayimi

Hiicre saymmi yapabilmek amaciyla oOncelikle hiicrelere tripsinizasyon islemi
uygulandi. Elde edilen hiicre siispansiyonundan 10 pl alindi ve 96 kuyucuklu bir
hiicre kiiltiirii kabinin bos bir kuyusuna eklendi. Uzerine esit miktarda %0,5 tripan
mavisi (Biological Industries, Israil) konularak iyice karismasi saglandi. Bu
karisimdan 10 pl alinarak thoma lamina koyuldu ve mikroskopta bu lam tizerinde bes
alanda hiicre sayim1 yapildi. Bulunan say1 sulandirma katsayisi ile garpilarak 1 ml

besiyerinde ne kadar hiicre oldugu hesaplandi.

2.2.3. Sulforhodamine B (SRB) Canlilik Metodu

SRB metodu, Amerika’da bu konularda referans merkez olarak kabul edilen NCI
(National Cancer Institute)’niin de kabul goren hiicre canlilik metodudur. Yontemin
prensibi  Siilforadamin B (SRB) molekiiliniin asidik ortamda proteinlere
stokiyometrik olarak baglanmasi prensibine dayanmaktadir (Vichai ve ark.,2006).
Uygulamada hiicreler, 2500-7500 aras1 degisen yogunlukta, kuyucuk basina 100 pl
olacak sekilde 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir kaplarina ekildi. Hiicrelerin adaptasyonunu
saglamak lizere, hiicreler 24 saat boyunca inkiibe edildikten sonra dintikleer Pd(II)
kompleksi (0,7-50 uM/ml dozlar1 arasinda) 24, 48 ve 72 saat siireyle muamele
edilerek tedavi siiresi sonunda hiicreler %50 (w/v) soguk TCA ile 60 dk in situ fikse
edildi ve ardindan %1 asetik asit icinde %0,4 (w/v) SRB ile boyandi. Boyama siiresi

sonunda hiicrelere baglanan SRB boyasi, tamponlanmamis 10 mM Tris kullanarak
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cikarilarak ve optik yogunluk (absorbans) 530 nm’de “microplate” okuyucusunda

(LUMIStar Omega, BMG Labtech, Almanya) dlgiilerek degerlendirildi.

% Canlilik hesabi:

llag uygulanmamis kontrol hiicre canliign %100 olarak kabul edilerek, ilag
uygulanan hiicrelerin canlilik oranlar asagidaki formiil kullanilarak hesaplandi.
Deney igerisinde her bir konsantrasyon birbirinden bagimsiz ii¢ farkli kuyuda
tekrarlandi. % Canlilik=[100%(Bilesik ile muamele edilen hiicre absorbansi
ortalamasi-kor ortalama)/(Kontrol hiicre absorbansi ortalamasi-kor ortalama)] olarak

hesaplandi.

2.2.4. ATP (Adenozin Trifosfat) Canlilik Metodu

ATP yontemi liminesans bazli metodolojiye bagh olarak in vitro sitotoksite 6lgiimleri
acgisindan SRB yontemine gore ¢ok daha hassas ve giivenilir olarak yapilabilmektedir.
Hiicre igerisindeki en 6nemli enerji deposu olan ATP; biyolojik sentez, sinyal iletimi,
tasima, hareket gibi Onemli siiregler icin kullanilmaktadir. Hiicresel ATP hiicre
canliligin1 6lgmede en hassas u¢ noktadir. Bu yoOntemin prensibi hiicre kiiltiiriinde
biiyiitiilen hiicrelerdeki intraseliiler ATP igeriginin Slgiilmesi esasina dayanmaktadir.
Intraselliler ATP igeriginin seviyesi yasayan hiicrelerin sayisinin belirlenmesinde
kullanilan bir gostergedir (Andreotti ve ark. 1995, Dexter ve ark. 2003, Ulukaya ve ark.
2008).

Kemoterapotik ajanlar veya mitokondriyal toksinler ile muamele sonucu hiicrelerde
ATP seviyesi anlamli sekilde azalmaktadir. ATP yontemi; lisiferinin Mg”* ve ATP
varliginda liisiferaz enzimi ile oksiliisiferine katalize olup liiminesans sinyal
olusturmasina dayanmaktadir (Sekil 2.1). Liiminesans sinyal ve ATP konsantrasyonu
veya hiicre sayisi arasinda dogrusal bir iliski bulunmaktadir (Andreotti ve ark. 1995,

Mueller ve ark. 2004, Wadhawan ve ark. 2010).
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Sekil 2.1. ATP elde edilme reaksiyonu (Andreotti ve ark. 1995 degistirilerek alinmustir).
Bu amagla, MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre hatlari, 5x10° hiicre/kuyu olacak sekilde
96 kuyucuklu hiicre kiiltiir kaplarina ekildikten sonra dintikleer Pd(IT) kompleksi
(0,7-50 uM/ml) 24, 48 ve 72 saat siireyle uygulanacaktir. Tedavi uygulanmis
hiicrelerdeki ve kontrol hiicrelerindeki ATP igerigi, yukarida gosterilen lusiferin-
lusiferaz bioluminesans reaksiyonu yardimiyla 6lgme zamani 1 saniye olacak sekilde
luminometre (LUMIStar Omega, BMG Labtech, Almanya) kullanilarak 6lciilecektir.
Sonuglar rolatif 151k {initesi (Relative Light Unit, RLU) olarak alinacaktir. Boylece,
tedavi uygulanmis ve kontrol hiicrelerinden elde edilecek RLU degerlerine gore

orneklerin % canlilig1 hesaplanacaktir. Canlilik hesab1 asagidaki sekilde yapilacaktir.
Canlihk (%) = [100 x (Ornek RLU) / (Kontrol RLU)]

2.2.5. Floresan Boyama Yéntemi ile Oliim Modunun Belirlenmesi

2.2.5.1. Anneksin-V Boyama Metodu

Normal hiicrelerde hiicre zarmin sitoplazmik yiiziinde membran lipidlerinden biri
olan PS bulunmaktadir. Eger hiicre apoptozisle dliirse normalde i¢ yiizde yerlesmis
olan PS molekiilleri hiicre zarinin dis yiiziine transloke olurlar (Sekil 2.2). Bu yer
degistirme apoptotik hiicrelerde henliz membran biitlinliigiiniin bozulmadig1 yani
6liimiin erken donemlerinde meydana gelir (Ulukaya 2013). Anneksin-V, hiicrenin
dis ylizeyine transloke olan PS’ye baglanabilen bir protein oldugu i¢in, floresan bir
madde (6rn. FITC) ile isaretlenerek apoptotik hiicreler goriiniir hale getirilir ve
floresan mikroskobu ile incelenebilir. Nekrotik hiicrelerin ylizeylerinde de Anneksin-

V baglanmasi goriilebildigi i¢in yontem galisilirken ikinci boya olarak propidyum
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iyodiir (PI) eklenmektedir. PI, sadece membran hasarli hiicrelere girebilen,
dolayistyla tiim 6lii hiicreleri (primer nekrotik veya ge¢ apoptotik/sekonder nekrotik)
boyayabilen floresan niikleik asit boyasidir. Bu boya canli hiicreler tarafindan disar
atilmaktadir. Primer nekrozis (hiicre hacminin artmasi fakat fragmente ya da piknotik
nukleuslarin gozlenmemesi) toksik kosullar (hipoksi, iskemi, hipertermi vb.) altinda
gerceklesen klasik olim seklidir. Sekonder nekrozis ise, piknotik ya da fragmente
niikleus ile karakterize olup, apoptozisin ge¢ sathasidir. Hiicre kiiltiirii ortaminda
apoptozise giden hiicrelerin membranlari intakt (erken apoptozda) olmasina ragmen
daha ileri donemlerde gec¢ apoptozis/sekonder nekrozun gelismesi ile hiicrelerin
membran biitiinliikleri bozulmaktadir. Sekonder nekroz asamasina kadar olan siire
icinde hiicreler non-vital boyalar denilen (P1) boyalar ile boyanacak olurlarsa
apoptozis baslamis olmasina ragmen membran intakt olmasindan dolay1 bu boyalarla
boyanamazlar. Sekonder nekroz gelistikten sonraki asamalarda hiicreler membran
biitiinliiklerinin bozulmasi ile non-vital boyalar ile boyanmaya baslarlar. Dolayisiyla
PI pozitif ve Hoechst pozitif boyanmaktadirlar. Hiicreler es zamanli olarak
Anneksin-V-Fluorescein (yesil floresan) ve non-vital boya olan propidyum iyodiir
(kirmiz1 floresan) ile boyanir. Canli hiicreler; FITC-/Pl-, erken apoptotik hiicreler;
FITC+/Pl- ve gec apoptotik veya nekrotik hiicreler; FITC+/PI+ boyanirlar ve bu
sekilde birbirlerinden ayirt edilirler (Giiles ve Eren 2008, Ulukaya ve ark. 2011).

Atsin¥
Das Yiizey Anneksin-V
ﬁiﬁ,ﬁﬁfiﬁ«:ﬁ fiﬁ"ﬁjiﬁ '5’;1‘, ==z ﬁflﬁ';}}‘ £ -J;_r{‘ﬁ} % — Fosfotidil serin
e ‘ il o ,)
R i e e
i¢ Yiizey
Normal hiicre Apoptotik hiicre

Sekil 2.2. Apoptotik hiicrelerde fosfotidil serin translokasyonu (Van Engeland ve ark. 1998’den degistirilerek
almmustir).
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Dintikleer Pd(IT) kompleksi ile tedavi edilen hiicrelerin apoptoz veya nekrozla 6liip
Olmediklerinin ayrimi nukleus morfolojisine ve membran biitiinliigiine bakilarak
yapildi. MCF-7 VE MDA-MB-231 meme kanser hiicreleri sayilarak 96 kuyulu hiicre
kiltir kaplarina 100 pl igerisinde 5x10° hiicre olacak sekilde (3 tekrarl) ekim
yapildi. 24 saat 37°C, %5 CO;’li ortamda inkiibasyonu takiben her iki hiicre soyu da
dintikleer Pd(11) kompleksinin IC90 dozu ile muamele edilerek 12 ve 24 saat siireyle
37°C, %5 CO2’li ortamda inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siirelerinin sonunda
hiicreleri zedelemeden iizerlerinden tiim besiyeri (yaklasik 180 pl) uzaklastirilarak
Anneksin-V-FLUOS Staining Kit (Roche, Manheim, Germany) igerigine uygun
olarak calisildi. 500 ul Incubation Buffer igerisine 5 ul Anneksin-V-Fluorescein ve 5
pul PI boyast pipetlendi. Ayrica hiicrelerin niikleus morfolojisini de incelemek
amaciyla Hoechst 33342 (200 pg/ml) boyasi son konsantrasyonu 5 pg/ml (40X
sulandirilarak) olacak sekilde bu karigima eklendi. Her kuyuya boya karisimindan 30
ul pipetlenerek yarim saat oda 1sisinda inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda
tedavilerin hiicrelerde sebep oldugu o6lim sekli floresan mikroskop altinda

degerlendirildi.
2.2.6. M30-Antijen Testi ile Oliim Modunun Belirlenmesi

Sitokeratinler (CK), kanser tanisinda kullanilan intermediate filament protein ailesine
ait proteinlerdir. Apoptozis esnasinda sitoiskeletin dnemli bir protein olan CK18
sadece apoptotik hiicrelerde aktiflesen bir enzim grubu olan kaspazlarin etkisiyle
kirilarak, kirtlmis CK18’i (CK18-Asp396) olusturmaktadir (Leers ve ark., 1999).
M30 monoklonal antikor, ozellikle CK18’in Asp396’da kirillan fragmanini (M30
antijen) tanityarak CK’lerin apoptotik bir belirte¢ olarak kullanimini saglamaktadir
(Ueno ve ark., 2003). Boylece apoptoza 6zgii bir belirteg olan kirilmig CK18, ELISA
yontemiyle saptanmaktadir (Sekil 2.3). Bu 6zel CK18’i taniyan M30 antikoru,
hiicrelerin bulundugu ortamla temas ettirilirse ve eger ortamda apoptotik hiicreler de

var ise, apoptozun varligi gosterilmis olur.
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SITOKERATIN-18

Kaspaz-3, -7, -9
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Sekil 2.3. Sitokeratin 18’in kaspazlar araciligiyla kesimi ve bu bolgenin M30 antikoru ile taninmasinin sematik
gosterimi (Micha ve ark., 2008)

ELISA metoduyla M30 Antijen fragmentini belirlemek i¢in, MCF-7 hiicreleri
sayilarak 96 kuyulu hiicre kiiltiir kaplarina 100 pl igerisinde 5x10° hiicre olacak
sekilde (3 tekrarli) ekim yapildi. 24 saat 37°C, %5 CO;’li ortamda inkiibasyonu
takiben diniikleer Pd(IT) kompleksi IC90 dozlar1 100 pl igerisinde olacak sekilde
muamele edilerek 48 saat siireyle 37°C, %5 COy’li ortamda inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon sonunda tiim kuyulara 10pl %10’luk NP-40 (Sigma, St. Louis, MO)
ilave edildi. 15 dakika oda sicakliginda 600 rpm ¢alkalayicida inkiibasyona birakildi.
Tiim kuyulardaki supernatant toplandi ve 2000 rpm’de 30 saniye santrifiij edilip M30
Apoptosense ELISA (M30-Apoptosense ELISA Kit, Peviva, Bromma, Sweden) kit
igerigine uygun olarak ¢alisildi. Supernatantlar, kitin igerisinde yer alan CKI18’i
tantyan fare monoklonal M30 antikoru kapli striplere 25 pl pipetlendi. Tiim ornekler
tizerine 75 pl horseradish peroksidaz konjugati eklendi. 4 saat boyunca 600 rpm
calkalayicida oda sicakliginda inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresi sonunda
orneklere 250 pl yikama soliisyonu ilave edilerek 5 kez yikama yapildi ve hemen
ardindan 200 pl TMB substrat1 ilave edilerek 20 dakika karanlikta oda sicakliginda
bekletildi. Reaksiyonu durdurmak i¢in 1N H,;SO, igeren 50 ul stop ¢ozeltisi ilave
edildi ve olusan renk siddeti, spektrofotometrik olarak 450 nm’de okundu.

2.2.7. Akim Sitometri Analizleri

Akim sitometresindeki analizler ic¢in hiicrelerin sivi i¢inde siispansiyon halinde
bulunmas: gerekmektedir. Olgiim sirasinda hiicreler sivi igerisinde tek tek askida
olmali ve hiicreleri iceren siispansiyon siirekli bir akisla lazer 1sm1 iginden

geemelidir. Akim sitometri cihazinda bir saniyede binlerce hiicre, lazer 1s1m ile
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karsilastiklar1 flow cell adi verilen boliimden gecer ve hiicreler lazer 15181 ile
uyarilirlar. Her bir hiicre lazer 15181n1n bir kismini saptirir ve ayni1 zamanda lazer 15181
tarafindan uyarildiklarindan yani ekstra enerji yiiklenmis oldugundan, floresan 15181
yayarlar. Hiicreler yiizeylerindeki veya hiicre i¢indeki proteinlere 6zgiin antikorlarla
inkiibe edilerek antijenlere baglanmalar1 saglanir. Her spesifik antikor FITC, PE,
PerCP (Peridinin klorofil), 7-AAD (7-Aminoaktinomisin D) gibi floresan boyalarla
isaretlenmistir. Boylece belirli antijene sahip hiicrelerin lazer 1s1n1 ile karsilastiginda
verdigi floresan sinyalleri degerlendirerek o hiicrenin hangi spesifik antijeni tasidigi

belirlenebilir (Karaboz ve ark. 2008).

2.2.7.1. Kazpaz 3/7 Testi

Kaspazlar, programli hiicre 6limii olan apoptoz siirecinde merkezi bir 6neme sahip
sistein proteazlardir (Riedl ve ark. 2004). Apoptotik sinyal boyunca etkili olan
efektor kaspazlardan: kaspaz 3/7 aktivasyonu membran integritesi ve hiicre oliimii
hakkinda 6nemli bilgiler vermektedir.

Kaspaz 3/7 testi i¢cin MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicreleri sayilarak 6 kuyulu hiicre
kiiltiir kaplarina MCF-7 1 ml igerisinde 100x10° hiicre MDA-MB-231 1 ml
icerisinde 100x10° olacak sekilde ekim yapildi. 24 saat 37°C, %5 CO.’li ortamda
inkiibasyonu takiben iizerlerine diniikleer Pd(II) kompleksi 1 ml besiyeri icerisinde
olacak sekilde IC90 dozlar ile muamele edilerek 12 ve 24 saat siireyle siireyle
uygulanarak, 37°C, %5 CO’li ortamda inkiibasyona birakildi. Negatif kontrol
kuyularindan 1 ml besiyeri uzaklastirildi ve yerine 1 ml taze besiyeri ilave edildi.
Tedavi siireleri sonunda Oncelik olarak kitin bilesenlerinin oda sicakligina gelmesi
saglandi. 6 kuyulu hiicre kiiltiir kaplar1 icerisindeki besiyeri aspire edildi. Hiicreleri
serumdan uzaklastirmak amaciyla kuyular 2 ml 1X PBS (Gibco) ilave edilerek hiicre
yiizeyinin yikanmasi saglandi. PBS ortamdan aspire edilerek uzaklastirildiktan sonra
yiizeye yapisan hiicrelerin yiizeyden ayrilmalari igin 0.5 ml %0.05 Tripsin-EDTA
(Gibco) soliisyonu kullanildi ve hiicreler 37°C’de, %5 CO3z’li ortamda 5 dk inkiibe
edildi. Inkiibasyon siiresi sonunda mikroskopla incelendiginde yiizeyden ayrildig
gozlenen hiicreler, tripsinin inhibe olmasi i¢in on kati besiyeri ile muamele edildi.
Boylelikle tripsinin hiicreler yiizeyden ayrildiktan sonra hiicre membranina zarar
vermeye baslamasi engellenmis oldu. 6 kuyulu hiicre kiiltiir kaplart igerisindeki
hiicre siispansiyonu, igerisinde besiyeri bulunan 15 ml’lik falkon tiip i¢erisine alindi.

800 rpm’de 5 dk santrifiij yapildiktan sonra siipernatant kisim aspire edildi ve 1
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ml’sinde 2x10%- 5x10° hiicre olacak sekilde hiicre peleti sulandirildi. Tedavi
gruplarini igeren etiketli ependorflara hiicre siispansiyonundan 50 pl eklendi. Daha
sonra kaspaz 3/7 ¢alisma soliisyonundan her bir tedavi grubunu igeren ependorflara 5
pl konuldu. Kisa bir pipetaj isleminin ardindan ependorflar kapaklari agik bir seklide
37°C’de, %5 CO’li ortamda 30 dk inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi sonunda
ependorf igerisinde hiicre siispansiyonlarina 150 pul DNA’ya baglanabilen 7-AAD
eklenerek kisa bir pipetaj gerceklestirildi. Daha sonra oda sicakligindan karanlik
ortamda 5 dk inkiibasyona birakildi. Daha sonra Muse cihazinda kaspaz 3/7 aktivitesi
degerlendirildi.

2.2.7.2. Anneksin-V Testi

Anneksin-V, PS igin yiiksek afinite ile Ca®* baglayic1 bir proteindir ve FITC gibi
floresan bir madde ile isaretlenerek apoptotik hiicreleri goriiniir hale
getirilebilmektedir. PS molekiillerinin Ca®* iyonu varligimda Anneksin-V-FITC
komplesi ile baglanmasi sonucu apoptotik hiicre 6liim yiizdesi belirlenmektedir. Bu
yontemde ayrica 7-Aminoaktinomisin D (7-AAD) boyasi da kullanilmaktadir. Bu
boya DNA icin giiclii afiniteye sahip floresans 6zellikte bir kimyasal bilesiktir. Intakt
(saglam) hiicre zarindan kolayca gegemez, bu nedenle zar biitiinliigli bozulmus
hiicrelerde (ge¢ apoptotik; nekrotik) ¢ift zincirli DNA’nin GC bakimindan zengin

bolgelerine baglanmaktadir.
Boyalarin hangi asamadaki hiicrelerle nasil yanit verdigi asagida 6zetlenmistir;
Non-apoptotik hiicreler: Anneksin V (-) ve 7- AAD (-)

Erken apoptotik hiicreler: Anneksin V (+) ve 7- AAD (-)

Gec apoptotik hiicreler ve 6lii hiicreler: Anneksin V (+) ve 7- AAD (+)

Cok fazla niikleer debris: Anneksin V (-) ve 7- AAD (+)

Muse Annexin V & Dead Cell Kiti, MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicreleri iizerinde
denendi. 100x10%/1 ml MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicreleri sayilarak 6 kuyulu hiicre
kiiltir kaplarina ekim yapildi. 24 saat boyunca 37°C, %5 CO3’li ortamda inkiibe
edildi. Devaminda, hiicreler diniikleer Pd(Il) kompleksinin 1C90 dozlari ile 1 ml
besiyeri i¢erisinde muamele edilerek 12 ve 24 saat siireyle 37°C, %5 CO;’li ortamda
inkiibasyona birakildi. Negatif kontrol kuyularindan 1 ml besiyeri uzaklastirildi ve
yerine 1 ml taze besiyeri ilave edildi. Tedavi siireleri sonunda kit bilesenleri oda
sicakligina getirildi. Inkiibasyon sonunda ilag uygulanan kuyularm siipernatantlari,

15 ml’lik falkon tiiplere toplandi ve negatif kontrol kuyularimin siipernatanti
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uzaklagtirildi. Hiicreler tripsin ile kaldirild1 ve ilgili falkon tiiplere topland1 ve 800
rpm’de 5 dk santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi slipernatantlar uzaklastirildi ve 100 pl
%1 FBS igeren besiyeri pelet iizerine eklendi ve pelet siispanse edildi. Etiketli
ependorflara 100ul hiicre siispansiyonu alindi. Bu ependorflara 100ul Muse™
Annexin V & Dead Cell soliisyonu eklendi. Orta hizda yaklasik 5 saniye vorteks
yapildi. Karanlik ortamda 20 dk oda isisinda inkiibasyon sonunda Muse™ Cell

Analyzer cihazi ile 6l¢tim yapildi.

2.2.7.3. Mitokondri Membran Potansiyeli Testi

Mitokondride meydana gelecek degisiklikler, hiicre saghigi ve stresi hakkinda bilgi
veren dnemli belirteclerdendir Mitokondri apoptoz siirecinde dnemli bir role sahip
olan regiilatorlerden biridir. Apoptotik yollarin kesistigi bir kavsak noktasi olan
mitokondri aktivasyonu (sitokrom c¢’nin mitokondriden sitoplazmaya salinmasi)
apoptotik siiregte geri doniisiimsiiz noktayr gosterir (Finkel 2001). Bu ylizden
apoptotik  uyarty1  takiben, hiicrelerde mitokondriyal biitlinliigiin  kayb1
gozlemlenmektedir.

Mitokondri membran potansiyeli testi icin MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicreleri
baslangi¢ hiicre sayisi 1 ml igerisinde 100x10° olacak sekilde ayarlanarak, 6 kuyulu
hiicre kiiltiir kaplarma ekim yapildi. 24 saat 37°C, %5 CO;’li ortamda inkiibasyonu
takiben hiicreler diniikleer Pd(I) kompleksinin IC90 dozlari ile 1 ml besiyeri
icerisinde muamele edilerek 12 ve 24 saat silireyle 37°C, %5 CO;’li ortamda
inkiibasyona birakildi.. Negatif kontrol kuyularindan 1ml besiyeri uzaklagtirildi ve
yerine 1ml taze besiyeri ilave edildi. Tedavi siireleri sonunda oncelik olarak kitin
bilesenlerinin oda sicakligina gelmesi saglandi. 6 kuyulu hiicre kiiltiir kaplar
icerisindeki besiyeri aspire edildi. Hiicreleri serumdan uzaklastirmak amaciyla
kuyular 2 ml 1X PBS (Gibco) ilave edilerek hiicre yiizeyinin yikanmasi saglandi.
PBS ortamdan aspire edilerek uzaklastirildiktan sonra yiizeye yapisan hiicrelerin
yiizeyden ayrilmalari i¢in 0,5 ml %0,05 Tripsin-EDTA (Gibco) soliisyonu kullanildi
ve hiicreler 37°C’de, %5 CO>’li ortamda 5 dk inkiibe edildi. Inkﬁbasyon sonunda ilag
uygulanan kuyularin siipernatantlari, 15 ml’lik falkon tiiplere topland1 800 rpm’de 5
dk santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi siipernatantlar1 uzaklastirildi ve %1 FBS iceren
besiyeri ile hiicre peletleri siispanse edildi. Ardindan 95 pl ¢alisma soliisyonu eklendi
pipetleme ile kisa siire karistirildiktan sonra hiicreler 20 dk 37°C’de, %5 CO2’li

inkiibatorde inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresi sonunda hiicrelere 5 pl 7-AAD
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boyas1 eklenerek orta hizda yaklasik 5 saniye vorteks yapildi. Ornekler 5 dk oda

sicakliginda bekletildikten sonra Muse™ Cell Analyzer cihazi ile 6l¢iim yapildi.

2.2.7.4. Gamma H2A.X Aktivasyonu ile DNA Hasarinin Belirlenmesi

DNA molekiilii stirekli olarak genotoksik strese yol agan gesitli faktorlerin etkisi
altindadir. Endojen ve ekzojen kdkenli pek cok fiziksel, kimyasal ve biyolojik faktor
DNA zincir kiriklarinin olusumuna neden olan seker-fosfat omurgasinda kirilmalara
yol agar. Ozellikle DNA ¢ift zincir kiriklari, hiicrenin yasami boyunca siirekli olarak
ortaya ¢ikabilen en tehlikeli lezyon tiirleridir ve bunlarin etkili bir sekilde onarilmasi
hiicrenin saglikli bir sekilde fonksiyonlarini devam ettirebilmesi i¢in son derece
onemlidir. Ciinkii tamir edilemeyen bu hasar; genomik kararsizlik, kanser gelisimi ve
neoplastik transformasyona yol acan mutasyonlarin olusumuna neden olabilmektedir
(Kuo ve Yang 2008, Podhorecka ve ark. 2010).

DNA tamirinin gerceklestigi kromatinlerin yapisal ve islevsel birimleri
niikleozomlardir. Her niikleozom 147 baz ¢iftinden olusan DNA zinciri ve bu
zincirin etrafinda sarildigi dort ¢ekirdek histonundan her birinin iki kopyasindan
olusur. Niikleozom yapisint meydana getiren dort ¢ekirdek histon ailesi H2A, H2B,
H3 ve H4’tiir. H2A histon protein ailesinin de H2A1, H2A2, H2AX ve H2AZ gibi
varyantlar1 vardir. Onemli bir H2A tipi olan H2AX proteini, hiicre ve doku tipine
bagli olarak memeli H2A histon havuzunun %2-25’lik bir boliimiinii olusturur.
Ayrica karboksil kuyruk kisminda son derece korunmus 6zel bir diziye sahip oldugu
icin H2AX proteini, Okaryotlarda 6nemli 6l¢iide korunmus olan bir H2A histon
tipidir. Diger H2A histon ailesi iiyeleri gibi, H2AX de fosforilasyon, asetilasyon ve
ubikitinasyona ugrayarak pek cok hiicresel olayin diizenlenmesini saglar. Hasarli
bolgelerde gorev alan bu histon tipi, DNA hasar tamiri siirecinde anahtar bir rol
oynadigi igin, hiicre boliinmesi ve biiyiimesi, immiino-reseptdrlerin diizenlenmesi
gibi pek cok hiicresel olay, genomik kararsizlik ve DNA hasar tamiri ile ilgili
sendromlarla yakindan iligkilidir (Kinner ve ark. 2008, Rakiman ve ark. 2008).
H2AX, DNA hasarmna yanit yollarda gorev alan ilk proteinlerden birisidir. Fosforile
olmus H2AX, gammaH2AX (yH2AX) admi alir ve DNA ¢ift zincir kiriklari
olustugunda goriilebilir niikleer odaklar olusturur. Bu nedenle YH2AX’nin
ekspresyonu DNA c¢ift zincir kiriklarinin tespitinde hassas bir indikatér olarak son
yillarda siklikla kullanilmaktadir. DNA tamiri gergeklestikten sonra y-H2AX, protein
fosfataz 2A tarafindan defosforile edilir ve boylece hiicredeki y-H2AX seviyesi
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diizenlenir. Bu nedenle y-H2AX ‘in de fosforilasyonu DNA tamir ¢aligmalar1 igin de
cok uygun bir parametre olusturur.

v-H2AX ‘in fosforilasyonu belirlemek amaciyla Muse™ H2A.X Activation Dual
Detection Kit kullanildi. Bu amagla oncelikle, MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicreleri
sayilarak 6 kuyulu hiicre kiiltiir kaplarina MCF-7 1 ml igerisinde 100x10% hiicre
MDA-MB-231 1 ml icerisinde 100x10° olacak sekilde ekim yapildi. 24 saat 37°C,
%5 CO_’li ortamda inkiibasyonu takiben, iizerlerine diniikleer Pd(IT) kompleksi 1 ml
besiyeri i¢erisinde IC90 dozlar1 ile muamele edilerek 12 ve 24 saat, 37°C, %5 CO,’li
ortamda inkiibasyona birakildi. Negatif kontrol kuyularindan 1 ml besiyeri
uzaklastirildt ve yerine 1 ml taze besiyeri ilave edildi. Tedavi siireleri sonunda
oncelik olarak kitin bilesenlerinin oda sicakligina gelmesi saglandi. 6 kuyulu hiicre
kiiltiir kaplan icerisindeki besiyeri aspire edildi. Hiicreleri serumdan uzaklagtirmak
amaciyla kuyular 2 ml 1X PBS (Gibco) ilave edilerek hiicre yiizeyinin yikanmasi
saglandi. PBS ortamdan aspire edilerek uzaklastirildiktan sonra yiizeye yapisan
hiicrelerin ylizeyden ayrilmalari i¢in 0,5 ml %0,05 Tripsin-EDTA (Gibco) soliisyonu
kullanild1 ve hiicreler 37°C’de, %5 COy’li ortamda 5 dk inkiibe edildi. Inkijbasyon
sonunda Ornekler 300 g’de 5 dk santrifiij edildi. Santrifiij sonunda 6rnekler 1X PBS
ile yikandi. Fiksasyon agsamasi i¢in kit igerigindeki fiksatif kullanilarak 6rnekler buz
tizerinde 5 dk fikse edildi. Daha sonra 6rnekler 300 g’de 5 dk santrifiij edildi ve
supernatantlar ~ atilarak  hiicreler permeabilizasyon i¢in kit igerisindeki
permeabilizasyon soliisyonu ile 5 dk buz iizerinde inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonrasinda ornekler 300 g’de 5 dk santrifiij edildi ve daha sonra supernatant kismi
atilarak kit igerisindeki antikorlar ile hazirlanan calisma soliisyonu ile 30 dk
karanlikta oda sicakliginda inkiibasyona birakild1. Inkiibasyon sonunda hiicreler 300
g’de 5 dk santrifiij edildi ve ¢alisma soliisyonu ile sulandirilarak DNA hasarinin
belirlenmesi iizerine Muse™ Cell Analyzer cihaz1 ile Ol¢lim yapilarak

degerlendirildi.

2.2.7.5. Oksidatif Stres Belirlenmesi

ROS (Reaktif oksijen tiirleri) normal oksijen metabolizmasi sirasinda az miktarda
olusan siiperoksit radikali (O, ), hidrojen peroksit (H,O;) ve hidroksil radikali
(OHe)'dir. ROS, ¢esitli serbest radikallerin olustugu serbest radikal zincir
reaksiyonlarii baslatabilirler ve hiicrede karbon merkezli cesitli serbest radikallerin

olusumuna neden olurlar. Hiicrede normal metabolik yollardaki enzimatik

35



reaksiyonlarda enzimlerin aktif yerinde ara iirlinler olarak devamli serbest radikaller
olusabilir. ROS olusumu enflamasyon, radyasyon, yaslanma, normalden yiiksek
parsiyel oksijen basinci (pO,), 0zon (O3) ve azot dioksit (NOz¢), kimyasal maddeler
ve ilaglar gibi bazi uyarilarin etkisiyle artar ve hiicrelerin lipid, protein, DNA,
karbonhidrat ve enzim gibi tiim 6nemli bilesiklerine etki ederler. Kanser, alzheimer,
sepsis, diyabet ve kardiyovaskiiler rahatsizliklar gibi ¢esitli patofizyolojik
hastaliklarda 6nemli rol oynamaktadir (Dumont ve Beal 2011, Pelicano 2014).
Kullanilan Muse® Oksidatif Stres kiti de hiicre i¢i stiperoksit radikallerini saptayarak
hiicrelerde goriilen oksidatif stres yiizdesi hakkinda bilgi vermektedir. Kit
icerigindeki oksidatif stress solusyonuda hiicrelerdeki ROS seviyesini saptamaktadir.
Oksidatif stres testi i¢cin, MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicreleri sayilarak 6 kuyulu
hiicre kiiltiir kaplarina MCF-7 1 ml igerisinde 100x10° hiicre, MDA-MB-231 1 ml
icerisinde 100x10° olacak sekilde ekim yapildi. 24 saat 37°C, %5 CO,’li ortamda
inkiibasyonu takiben iizerlerine diniikleer Pd(II) kompleksi 1 ml besiyeri igerisinde
IC90 dozlar ile muamele edilerek 12 ve 24 saat siireyle, 37°C, %5 CO3’li ortamda
inkiibasyona birakildi. Negatif kontrol kuyularindan 1ml besiyeri uzaklastirildi ve
yerine 1 ml taze besiyeri ilave edildi.

Tedavi siireleri sonunda Oncelik olarak kitin bilesenlerinin oda sicakligina gelmesi
saglandi. 6 kuyulu hiicre kiiltiir kaplar1 icerisindeki besiyeri aspire edildi. Hiicreleri
serumdan uzaklastirmak amaciyla kuyular 2 ml 1X PBS (Gibco) ilave edilerek hiicre
yiizeyinin yikanmasi saglandi. PBS ortamdan aspire edilerek uzaklastirildiktan sonra
yiizeye yapisan hiicrelerin yilizeyden ayrilmalari igin 0,5 ml %0,05 Tripsin-EDTA
(Gibco) soliisyonu kullanildi ve hiicreler 37°C’de, %5 CO3’li ortamda 5 dk inkiibe
edildi. Inkiibasyon sonunda ilag uygulanan kuyularin siipernatantlari, 15 ml’lik
falkon tiiplere toplandi ve 800 rpm’de 5 dk santrifiij edildi. Santrifiij sonrast hiicre
pelleti ml’sinde 1x10°1x10" hiicre olacak sekilde kit icerigindeki oksidatif stres
calisma soliisyonu ile muamele edilerek kisa pipetleme ile karistirildt ve 30 dk
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda &rneklerin Slgiimii Muse™ Cell

Analyzer cihaz ile gergeklestirildi.

2.2.7.6. Bcl-2 aktivasyonunun belirlenmesi
Bcl-2 ailesinin iiyeleri anti-apoptotik ve pro-apoptotik proteinler olmak iizere iki alt
gruptan olusmaktadir. Anti-apoptotik Bcl-2 proteini, mitokondriyal membran

gecirgenligini  kontrol eden proteinleri diizenleyerek sitokrom ¢ saliniminin
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onlenmesinden sorumludur ve Bcl-2’nin anti-apoptotik fonksiyonu fosforilasyon
diizeyinde diizenlenmekte olup 6zellikle Ser70 fosforilasyonunun apoptoz ve otofaji
siireclerinde 6nemli role sahip oldugu bilinmektedir (Murphy ve ark. 2000, Wei ve
ark. 2008). Bu yontemin prensibi, Bcl-2’nin total (anti-Bcl-2-PECy5) ve
fosforlanmis (anti-phospho-Bcl-2 (Ser70)-Alexa Fluor®555) diizeylerini belirleyen
iki farkli antikor kullanimi ile total Bcl-2 ifadesine gére Bcl-2 fosforilasyonunun
Ol¢iilmesi esasina dayanmaktadir. Bcl-2 aktivasyonunun belirlenmesi i¢in, MCF-7 ve
MDA-MB-231 hiicreleri sayilarak 6 kuyulu hiicre kiiltiir kaplarina MCF-7 1 ml
icerisinde 100x10% hiicre, MDA-MB-231 1 ml icerisinde 100x10% olacak sekilde
ekim yapildi. 24 saat 37°C, %5 CO’li ortamda inkiibasyonu takiben, {izerlerine
diniikleer Pd(I) kompleksi 1 ml besiyeri igerisinde IC90 dozlari ile muamele
edilerek 12 ve 24 saat siireyle, 37°C, %5 CO;’li ortamda inkiibasyona birakildi.
Negatif kontrol kuyularindan 1ml besiyeri uzaklastirildi ve yerine 1ml taze besiyeri
ilave edildi. Tedavi siireleri sonunda Oncelik olarak Kkitin bilesenlerinin oda
sicakligina gelmesi saglandi. 6 kuyulu hiicre kiiltiir kaplar1 igerisindeki besiyeri
aspire edildi. Hiicreleri serumdan uzaklagtirmak amaciyla kuyular 2 ml 1X PBS
(Gibco) ilave edilerek hiicre ylizeyinin yikanmasi saglandi. PBS ortamdan aspire
edilerek uzaklastirildiktan sonra ylizeye yapisan hiicrelerin yilizeyden ayrilmalari i¢in
0,5ml %0,05 Tripsin-EDTA (Gibco) soliisyonu kullanildi ve hiicreler 37°C’de, %5
CO2’li ortamda 5 dk inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda ornekler 300 g’de 5 dk
santrifiij edildi. Santrifiij sonunda 6rnekler 1X PBS ile yikandi. Fiksasyon asamasi
i¢in kit icerigindeki fiksatif kullanilarak 6rnekler buz tizerinde 5 dk fikse edildi. Daha
sonra Ornekler 300 g’de 5 dk santrifiij edildi ve supernatantlar atilarak hiicreler
permeabilizasyon igin kit igerisindeki permeabilizasyon soliisyonu ile 5 dk buz
lizerinde inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasinda drnekler 300 g’de 5 dk santrifiij edildi
ve daha sonra supernatant kismi atilarak kit igerisindeki antikorlar ile hazirlanan
calisma soliisyonu ile 30 dk karanlikda oda sicakliginda inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon sonunda hiicreler 300 g’de 5 dk santrifiij edildi ve calisma soliisyonu ile
sulandirilarak Bcl-2 aktivasyonunun belirlenmesi tizerine Muse™ Cell Analyzer

cihazi ile 6l¢lim yapilarak degerlendirildi.

2.2.1.7. Hiicre Dongiisii Analizi
Hiicre dongiisii analizi, “Muse® Cell Cycle Assay Kit” kullanilarak yapildi. Hiicre
dongiisii analizi i¢in, MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicreleri sayilarak 6 kuyulu hiicre
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kiiltiir kaplarina MCF-7 1 ml igerisinde 100x10% hiicre, MDA-MB-231 1 ml
icerisinde 100x10° olacak sekilde ekim yapildi. 24 saat 37°C, %5 CO,’li ortamda
inkiibasyonu takiben, iizerlerine tizerlerine diniikleer Pd(IT) kompleksi 1 ml besiyeri
igerisinde 1C90 dozlar ile muamele edilerek 12 ve 24 saat siireyle, 37°C, %5 CO;’li
ortamda inkiibasyona birakildi. Negatif kontrol kuyularindan Iml besiyeri
uzaklastirildt ve yerine 1 ml taze besiyeri ilave edildi. Tedavi siireleri sonunda,
hiicreler lizerindeki besiyeri 15 ml santrifiij tiiplere toplandi. Ardindan, hiicreler
soguk 1X PBS ile yikandi ve tekrar ayni tiiplere toplandi. Hiicreleri yiizeyden
kaldirmak amaciyla, kuyu bagma 0,5 ml %0,05 Tripsin-EDTA ilave edildi ve
hiicreler 37°C’de, %5 CO>’li ortamda 5 dakika inkiibe edildi. Siire sonunda,
mikroskopla pleyt yiizeyinden kalktigi dogrulanan hiicreler lizerine 5 ml besiyeri
ilave edilerek ayni 15 ml’lik santrifiij tiiplere topland1 ve 4°C’de 300 g’de 5 dakika
santrifiij edildi. Siipernatant aspire edildi ve pellet tizerine 500 ul %70’lik etanol
(PBS ile hazirlanan) eklenerek, igerik 1,5 ml’lik santrifiij tiiplere aktarildi, 5 saniye
vorteks yapildi ve -20°C’de 3 saat boyunca fikse edildi. Fiksasyon sonunda, hiicre
stispansiyonu 4°C’de 300 g’de 5 dakika santriflij edildi. Santrifiij sonrasinda,
siipernatant aspire edildi. Etanolii uzaklastirmak amaciyla, hiicreler iizerine 500 pl
1X PBS eklendi ve 5 saniye vorteks sonrasi tekrar 300 g’de 5 dakika santrifiij edildi.
Santrifiij sonrasinda, siipernatant aspire edildi ve 1 pl’de 300 hiicre olacak sekilde
hiicreler tizerine “Cell Cycle Reagent” pipetlendi, 5 saniye vorteks yapildi ve
hiicreler oda sicakliginda, karanlikta 20 dakika inkiibasyona birakildi. Siire sonunda,
hiicrelerin dongii fazlarindaki dagilimlari, 5000 event ile Muse® cihazinda

degerlendirildi.

2.2.8. Koloni Olusturma Yetenegi Testi

MCF-7 ve MDA-MB-231 meme kanseri hiicreleri 6 kuyucuklu hiicre kiiltiir
kaplarina kuyu basina 1x10° hiicre olacak sekilde ekildi. Ardindan diniikleer Pd (II)
kompleksinin IC 50 dozlarinda uygulamalari yapildi ve hiicreler 14 giin inkiibe
edildi. Siire sonunda koloniler kristal viole ile boyanarak ve fotograflandiktan sonra

degerlendirildi.
2.2.9. Yara lyilesmesi Testi

Meme kanseri hiicre hatlarinin yatay goc etme yeteneginin tedavi ile degisimi, yara
iyilesmesi deneyi ile degerlendirildi. Hiicrelerin, 6 kuyucuklu kiiltiir kaplarinin i¢ine

%90 konfluensi saglanacak sekilde ekim yapildiktan sonra yara cizgileri, her bir

38



kuyunun ortasinda bir plastik pipet ucu (1 mm) uygulayarak olusturuldu. Hiicre
artiklarinin temizlenmesi ve yiizen hiicrelerin uzaklastirilmasi ig¢in kuyucuklar ii¢ kez
1XPBS ile yikandi1 ve sonrasinda, 24 saat siireyle diniikleer Pd(II) kompleksi ile
tedavisi gerceklestirildi. Yara yiizeyine hiicre gocli goriintiileri, belirtilen zaman

noktalarinda invert mikroskop altinda incelenerek, goriintiilendi.
2.2.10. Matrijel Hiicre invazyon Testi

Hiicre invazyonunu test etmek amaciyla kullanilacak insertler, 200 pl matrijel, 3 ml
serum i¢cermeyen besiyeri ile homojen sekilde karistirildi. 24 kuyucuklu hiicre kiiltiir
kaplarina yerlestirilen insertler, hazirlanan matrijel karisimiyla kuyu basma 100 pl
olacak sekilde kaplanarak matrijellerin donmasi saglandi. Diniikleer Pd(II)
kompleksi ile tedavi edilen meme kanseri hiicre hatlar1 tripsin ile yiizeyden
toplandiktan sonra, matrijel kaplanmis insertlerin i¢ine kuyu basina yaklasik 5x10%-
8x10% olacak sekilde serumsuz besiyeri icinde ekilerek insertlerin disina
kemoatraktan 6zellikli ortam saglamak amaciyla, %10 FBS igeren besiyeri eklendi
ve hiicreler 24 saat inkiibe edildi. Bu siire sonunda hiicreler Hema 3 boyama Kkiti
kullanilarak boyama islemi gerceklestirildi. Boyama protokolii basamaklar1 agsagida
belirtildigi gibidir:

+ Insertlerin digarisina ve igerisine kuyuyu tamamen kaplayacak sekilde fiksatif
eklenerek, oda 1sisinda 20 dakika inkiibe edildi. Sonra kuyulardan uzaklastirilip

soliisyon-1 eklendi.

* Soliisyon-1 kuyu ve insertlerden uzaklastirilarak ve soliisyon-2 eklendi. 10 dakika

oda 1s1sinda inkuibe edildi.

+ Kuyu ve insertlerden soliisyon-2 uzaklastirildi. Insertler, distile su igerisinde fazla

boyalardan uzaklastirilmasinin ardindan oda 1sisinda kurutuldu.

* Bir sonraki gilin arka plandaki fazla boyamalar1 temizlemek amaciyla, pamuklu
cubuk 1slatilarak insertlerin i¢ kisimlarindaki fazla boyalar dikkatlice temizlendi ve
bistiiri yardimiyla insertlerin taban kismi kesilerek, membranlar lam {izerine aktarilip
ve permount kapatma soliisyonu damlatilarak tizerlerine lamel kapatildi. Her bir
insert igin rastgele 5 alan mikroskop ile (Nikon Eclipse Ts2) fotograflanarak
degerlendirildi.
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2.2.11. Western Blot Analizi
Hiicrelerden elde edilen bir protein karisiminda hedef proteinin varligini tespit etmek

ve molekiiler agirligini belirlemek amaciyla kullanilan 6zel yontemdir.

Immiinoblotlama olarak da adlandirilan bu teknigin uygulanabilmesi i¢in oncelikle
hedef proteini taniyarak ona baglanabilen bir antikor mevcut olmalidir. Western

blotlama temel olarak dort asamada gerceklestirilir:

1. Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE) yontemiyle

ornek karisimda bulunan proteinlerin jel {izerinde birbirlerinden ayrilmalar1 saglanir.

ii. Jelde biiyiikliklerine gore ayrilarak bantlar olusturan protein molekiilleri,

elektrotransfer teknigi ile nitroseliilloz membrana aktarilirlar.

iii. Membrana sirasiyla, hedef proteine 6zgii antikor, bu antikoru taniyan ve yapisina

enzim ilave edilmis ikincil bir antikor ile muamele uygulanir.

iv. Son olarak s6z konusu enzimin substrati ile muamelesi sonucunda meydana gelen
151k aracilig1 ile hedef proteinin membran iizerinde goriintiilenmesi saglanir (Sekil
2.4).

Proteinlerin safliginin kontrolii ve molekiiler agirliklarinin saptanmasi amaciyla
kullanilan SDS-PAGE yontemi Western blot analizinin ilk asamasini olusturur.
Western blot yonteminde toplayici jel ve ayirict jel olmak iizere iki farkli jel
kullanilir. Toplayict jel hafif asidik (pH:6,8) olup diisiik akrilamid konsantrasyona
sahiptir ve bu sayede gozenekli jel olusur. Ayirici jel baziktir (pH:8,8) ve yiiksek
poliakrilamid icerigi ile jel gozenekleri daha dardir. Proteinler bu sayede
biiyiikliiklerine gore ayrilir ve biiyiik proteinlere kiyasla kiiciik proteinler daha kolay
ve hizli ilerler.

SDS-PAGE yontemi ile ayrilmak istenilen proteinlerin sadece biiyiikliiklerine gore
ayrimini saglamak icin once 1s1 ile denatiire edilmeleri ve sonra Sodyum Dodesil
Siilfat (SDS) ile muamele edilmeleri gereklidir. Anyonik bir deterjan olan SDS,
proteinlere baglanip negatif yiiklii hale getirerek lineer forma doniismelerini saglar.
SDS sayesinde negatif yiik ile yiiklenen proteinler elektroforez sirasinda anoda gog
ederler. Elektroforez islemi tamamlandiginda farkli biiyiikliikteki proteinler jel
boyunca ilerlerken ayrisarak farkli protein bantlar1 halinde odaklanirlar. SDS-PAGE
isleminden sonra jeldeki protein bantlarinin goriintiilenmesi i¢in kemiluminesans

prensibinden yararlanilir (Coskun-Ar1 2003, Mahmood ve Yang 2012).
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Western blot Q
Lizis buffer (Orn: RIPA) kullanarak R

Ornek Hazirlanisi ornekler lizis edilir

Protein konsantrasyonu
belirlenir

Sample buffer (SDS ve B-merkaptoetanol) eklenir. 95 °C'de
5 dakika isitilir.

Jele Yukleme

20-30 ug protein jele yuklenir

Jelde Yuritme

100V-150V, 50-90 dk

Jel ylizdesi proteinin buyutklugtne
baghdir.

4-40 kDa 20%

12-45 kDa 15%

10-70 kDa 12,5%

15-100 kDa 10%

+ 25-200 kDa 8%

l

Transfer buffer hazirlanir.

Kuguk proteinler
(negatif yukli)
katoda dogru daha
hizli hareket eder.

Proteinlerin jelden
membrana aktariimasi l

+ . +

s Siinger 100 V-60-120 dk, 4 °C
p — :I Filtre Kagidi

= M?mbran Negatif yiiklt
Je proteinler pozitif
= — :l Filtre Kagidi katoda dogru

: - hareket eder ve
A mmmm——————————, sunger membrana geger.

Bloklama Membrani %5 sut veya BSA ile 1-2 saat inkiibe et

l

Primer antikor Protein bandi

inkiibasyonu
Membran primer antikorla 1-2 A

saat veya 4 °C'de overnight
inktbe edilir.

. Membran
Sekonder antikor 3 sekonder
inkiibasyonu antikorla konjuge
enzimle

(Orn:HPR) 1-3
saat inktibe edilir.

Substrat ‘ Antijen

Gorintuleme . Primer antikor
Isiga hassas uriin

Konjuge
sekonder antikor

Sekil 2.4. Western Blot Asamalarinin Sematik Gosterimi (Anonim 2010).
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Protein Orneklerinin hazirlanmasi i¢in MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicreleri 1 ml’de
2,5x10° hiicre/kuyu olacak sekilde 6 kuyucuklu hiicre kiiltiir kaplarina ekim yapildi.
24 saat 37°C’°, %5 COy’li ortamda inkiibasyonu takiben lizerlerine diniikleer Pd(II)
kompleksi 1 ml besiyeri icerisinde IC 90 dozlari ile muamele edilip 12 ve 24 saat
streyle, 37°C, %5 CO;’li ortamda inkiibasyona birakildi.. Negatif kontrol
kuyularindan Iml besiyeri uzaklastirildi ve yerine 1 ml taze besiyeri ilave edildi.

Inkiibasyon siiresinin sonunda bir sonraki asama olan protein izolasyonuna gegildi.
2.2.11.1. Protein Orneklerinin Hazirlanis:

2.2.11.1.1. Cozeltiler

Lizis tamponu: 3 ml lizis tamponu (RIPA lysis buffer, Santa Cruz Biotechnology
Inc., CA, USA) i¢in 30 pl 200 mM PMSF (Santa Cruz, CA, USA), 30 pul 100 mM
sodyum ortovanadat (Santa Cruz, CA, USA), 45 ul proteaz inhibitor kokteyl (Santa
Cruz, CA, USA) eklendi. Soliisyon karanlikta hazirlandi.

Bu asamada, ilag uygulanan kuyularin siipernatantlari, buz tizerinde tutulan falkon
tiiplere toplandi ve negatif kontrol kuyusunun siipernatanti uzaklastirildi. Kuyulara 1
ml soguk PBS ilave edilip hiicreler “scraper” (Corning) ile kaldirildi ve ilgili falkon
tiiplere aktarildi. Siispansiyon 4°C’de 1000 g’de 5 dakika santrifiij (Hettich
Zentrifugen, Almanya) edildi. Santrifiij sonrasi tiiplerden siipernatantlar uzaklastirildi
ve pelet iizerine 0,05 ml lizis tamponu pipetlendi. Ornkler, karanlikta 45 dakika buz
tizerinde bekletildi ve bu esnada 10 dakikada bir sonikasyon islemi gergeklestirildi.
Stire bitiminde sollisyonlar 1.5 ml’lik tiiplere aktarildi ve 4°C’de 13.000 g’de 15
dakika santrifiij edildi (Eppendorf AG, Hamburg, Germany). Siipernatantlar

0.5ml’lik tiiplere topland1 ve protein miktarlar1 6l¢iildii.
2.2.11.2. Proteinlerin Bicinkoninik asit (BCA) Yontemi ile Konsantrasyonlarinin
Olciilmesi

2.2.11.2.1. Cozeltiler
Bicinchoninic Acid Kit (Sigma, St. Louis, MO)

Bovine Serum Albumin (BSA, Amresco, Solon, OH, USA) Standardi
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2.2.11.2.2. BSA Standartlarimin Hazirlanmasi
BCA ile protein miktarlarii 6l¢ebilmek igin sigir serum albumin (BSA) proteininin

degisik konsantrasyonlar1 ultra saf dH,O ile hazirlanarak bir standart egri grafigi

¢izildi. 1 ml’sinde 1, 0.8, 0.6, 0.4 ve 0.2 mg BSA bulunan standartlar hazirlandi.

2.2.11.2.3. BCA Ol¢iimiiniin Yapilmas:
BCA protein tayin yonteminde bakir siilfat, BCA soliisyonuna eklendiginde olusan

kompleks elma yesili bir renk alir. Bu soliisyon, protein soliisyonuna ilave
edildiginde, proteinin peptit baglar ile etkilesir ve Cu’" iyonlar1 Cu® iyonlarina
doniisiir. Neticesinde kompleksin rengini mora ¢evirir. Bu yontem hizli, hassas ve
kesindir ancak deterjan ve organik solventlerle etkilesimlerine dikkat etmek
gerekmektedir.

Olgiim icin Biginkoninik Asit Kit ve 96 kuyuluk plate kullanildi. Her bir kuyuya 0,
20, 40, 60, 80 ve 100 pl standart ve 10 pl konsantrasyonu bilinmeyen Ornekler
pipetlendi. Konsantrasyonu bilinmeyen Ornekler 10 kere ultrasaf dH,O ile
seyreltilerek 6l¢iim yapildi, bu nedenle 10 pl 6rnekler 90 pl, standartlar ise 100 pl’ye
tamamlanacak sekilde ultrasaf dH,O ile tamamlandi ve bu seyreltme katsayisi,
hesaplamalarda dikkate alindi. Kuyularin tizerine 200 pl ¢alisma ayiraci pipetlendi ve
plate 15 dakika oda sicakliginda inkiibasyona birakildi. Siire sonunda olusan renk

siddeti, spektrofotometde 570 nm’de okundu.
2.2.11.3. Western Blot Yontemi ile Proteinlerin Nitroseliiloz Membrana Aktarilmasi

2.2.11.3.1. Cozeltiler
MES SDS Running Buffer (Nu-PAGE, 20X, Invitrogen, CA, USA): 30ml Running

buffer, 570ml ultra saf H20O ile tamamlandi.

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

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

Nu-PAGE Antioksidant (Invitrogen, CA, USA)

Kaleidoscope Prestained Standarts (Biorad, CA, USA)

%4-12 gradient, NUPAGE Bis-Tris Mini Gels, 1mm, 12 kuyucuk (Invitrogen, CA,
USA)

10X pH:7,6 TBS-T (Tris-Buffer Saline-Tween20): Tris base 24,23 g (Scharlau,
Barcelona, Spain) NaCl (Merck, Darmstadt, Germany)

80,06 g ve 5 ml Tween20 (Dako, CA, USA) 1L ultra saf H,O ile ¢o6ziildii.
Chemiluminescent Detection Kit, Mouse (Amersham, Buckinghamshire, UK)
Phototope®-HRP Western Blot Detection System (Cell signalling, MA, USA)

43



2.2.11.3.2. Proteinlerin Yiiklenmesi ve Jelde Yiiriitiilmesi
Ornekler istenen hacimlerde toplam protein miktar1 20 pg (BCA ydntemiyle

belirlenen) ve “sample buffer” ve “reducing agent” 1X olacak sekilde 0.5 ml’lik
tiiplere pipetlendi. Ardindan tiipler 95°C’de 5 dk bekletildi. Bu esnada jel,
elektroforez tankina yerlestirildikten sonra SDS running buffer, doluluk smirina
kadar eklendi. Hazir jelde bulunan koruma sivisi uzaklastirildiktan sonra 500 pl
antioksidan eklendi. Marker (5 ul) ve 6rnekler kuyulara pipet yardimiyla belirlenen
miktarlarda yiiklendi. Yiikleme islemi sonunda 90 dakika boyuncalOO0V elektrik

uygulanarak protein 6rnekleri jel igerisinde elektrik akimk yoniinde yiiriitiild.

2.2.11.3.3. Proteinlerin Transferi
Transfer islemi icin I-Blot jel transfer cihazina sirasiyla anot bakir (+), jel, filtre

kagidi (ultra saf H,O ile 1slatilir), katot bakir (-) ve siinger yerlestirildi. Uretici

firmanin Onerileri dogrultusunda 8 dakika transfer islemi gergeklestirildi.
2.2.11.4. Proteinlerinin Belirlenmesi

2.2.11.4.1. Bloklama
Uygun protein i¢in, TBS-T igerisinde %5’lik siit ¢6zeltisi hazirland1 ve 60 dakika oda

sicakliginda, ¢alkalayici tlizerinde inkiibe edildi. Siire sonunda, 3 defa 5 dakika TBS-
T ile yikama yapildi.

2.2.11.4.2. Birincil Antikor
Uygun birincil antikor 1:1000 olacak sekilde %5°lik BSA veya %5’lik siit ¢ozeltisi

icerisinde hazirland1 ve 18 saat 4°C’de calkalayicida inkiibasyona birakildi. Siire

sonunda, 3 defa 5 dakika TBS-T ile yikama yapildi.

2.2.11.4.3. Ikincil Antikor
Ikincil antikor igin, uygun Anti-Rabbit veya Anti-Mouse 1:2000 olacak sekilde

%35’lik stit ¢ozeltisi igerisinde hazirland1 ve ¢alkalayicida 60 dakika inkiibasyona

birakildi. Siire sonunda, 3 defa 5 dakika TBS-T ile yikama yapildi.

2.2.11.4.4. Goriintiileme
Gortintiileme i¢in; Lumiglo reagent A (20X, Cell Signaling, MA, USA) ve

Peroksidaz reagent B (20X, Cell Signaling, MA, USA) iki kat seyreltilerek
kullanildi. Membranlar hazirlanan soliisyon ile 1 dakika inkube edildikten sonra
aciga ¢ikan kemiluminesans sinyal, ImageQuant LAS 500 chemiluminescence CCD
camera cihaz1 kullanilarak goriintiilendi. Bu sekilde nitroseliilloz membran iizerine

transfer edilmis olan proteinlere baglanan antikorlar gériintiilendi.
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2.2.11.4.5. Birincil ve Ikincil Antikorlarin Membrandan Uzaklastirilmas:
Birincil ve ikincil antikorlart membrandan uzaklastirmak (Stripping) igin iiretici

firmanin (Cell Signaling, MA, USA) Western blot yeniden isaretleme (reprobing)
protokolii kullanildi. Stripping soliisyonu hazirlamak icin; 100 ml ultrasaf su
icerisine 0,76 g Tris-base (Scharlau, Barcelona, Spain), 2 g SDS (Applichem,
Darmstadt, Germany) ve 700 ul B-merkaptoetanol (Merck, Schuchard, Germany)
eklendi (1X, pH:6,8). Membran 4 kez 5 dakika TBS-T ile yikandiktan sonra stripping
solisyonu eklenerek 150-300 rpm, 37°C’de 30 dakika inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon siiresi sonunda 2 kez 5 dakika TBS-T ile yitkama yapild1 ve membranda
sinyal olup olmadigini kontrol etmek amaciyla goriintiileme yapildi. Goriintiileme
sonunda membranlarda sinyal yoksa 4 kez 5 dakika TBS-T ile yikama yapilarak

bloklama agamasina gegildi.

2.2.12. istatistiksel Analiz
Istatistiksel analizler Graph Pad programi araciligit ANOVA testi ile degerlendirildi.
3 tekrarli yapilan tiim analizlerin sonuglar1 ortalama ve standart sapma ile verildi.

Istatistiksel olarak anlamli veriler p<0,05, p<0,01, p<0,001 degerine gore belirlendi.
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3.BULGULAR

3.1. SRB VE ATP CANLILIK TESTI BULGULARI

Diniikleer Pd (II) kompleksinin yedi farkli konsantrasyonunun MCF-7, MDA-MB-
231 ve MCF-10F hiicre soylarinin canlilig1 tizerine olan etkisini belirleyebilmek i¢in
SRB ve ATP canlilik testleri yapildi. Hiicre soylarina 24, 48 ve 72 saat siirelerinde
diniikleer Pd (IT) kompleksi ile muamele edilerek ortaya ¢ikan sonuglar Sekil 3.1’de
gosterildi. Bilesigin uygulandigi hiicre soylarinda konsantrasyon arttik¢a hiicrelerin
canlilik yiizdesinde, uygulanan konsantrasyonlarda hem istatistiksel olarak hem de
faz fotograflari ile uyumlu bir sekilde anlamli azalmalar gozlendi (Sekil 3.1, 3.2 ve
3.3).

SRB Assay ATP Assay
MCF-7 MCF-7
140-
€3 24h @8 24h
€3 48h 1204 @l 48h
= £ 72h 1007 . 72h
z z 80-
g E 60-{NEN BN NEN -
> > 404
20-
S PP S e
&
DOSE (uM) DOSE (uM)
SRB Assay ATP Assay
MDA-MB-231 MDA-MB-231
140- 140-
€3 24h @8 24h
1207 €3 48h 3207 @m 48h
_ 100+ - s
S 80 :
i 2
> >

DOSE (uM) DOSE (uM)

Sekil 3.1. Diniikleer Pd (II) kompleksiyle muamele edilen MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinin canlilik yiizdelerinin
grafikleri. Her bir veri noktasi 3 bagimsiz kuyunun XXX ortalamasini temsil etmektedir.* Ayni zaman periyodu i¢inde kontrole
gore farkli dozlar karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamliligr (*: p<0,05 **:p<0,01 ***:p<0,001) ifade etmektedir.
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24 h

Sekil 3.2. Diniikleer Pd (II) kompleksiyle muamele edilen MCF-7 hiicre soyunda faz fotograflari. A: 24 saat, B:
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Sekil 3.3. Diniikleer Pd (IT) kompleksiyle muamele edilen MDA-MB-231 hiicre soyunda faz fotograflari. A: 24
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Tablo 3.1. MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre soylarinin IC50 ve IC90 dozlarinin belirlenmesi

MCEF-7 hiicre soyu IC50 1C90
24h 5,6 uM >40 uM
48h 2,7 uM 16,2 nM
72h 2,7 uM 4,8 uM

MDA-MB-231 IC50 1C90
hiicre soyu
24h 9,3 uM 33 uM
48h 6,5 uM 8,7 uM
72h 2,9 uM 8,4 uM

3.2. HOECHST 33342, PROPIDIUM 1YODUR (PI) VE ANNEKSIN-V iLE UCLU
BOYAMA YONTEMI BULGULARI

MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerine diniikleer Pd (II) kompleksinin 1C90 dozu
uygulandi. 12. ve 24. saat ilag uygulamasmi takiben ii¢lii boyama yoOntemi
uygulanarak elde edilen floresan mikroskop goriintiileri degerlendirildi. Diniikleer Pd
(I1) kompleksinin muamelesi sonucunda, Hoechst 33342 boyasi ile her iki hiicre
soyunda gozlenen niikleer fragmentasyon varli§i ve/veya piknoz tespit edilmistir.
Ayn1 bolgeler i¢in Anneksin-V boyama sonuglar1 pozitif goriiliirken propidium
iyodiir boyamasi negatif goriilmiistiir. Bulgular hiicrelerin 6liim modunun apoptoz
oldugunu diistindiirtmektedir (Sekil 3.4 ve 3.5).



m

Sekil 3.4. Diniikleer Pd (IT) kompleksi ile yapilan 12 ve 24 saatlik tedavi sonrasi, MCF-7 hiicrelerinin floresan
mikroskop goriintiileri. A: Hoechst 33342 ile boyama (Mavi), B: Anneksin-V (Yesil), C: Propidyum iyodiir ile
boyama (Kirmizi1) D: Hoechst 3342, Anneksin-V ve Propidyum iyodiir boyalarinin merge edildigi alanlar. E:
MCF-7 12. saat kontrol hiicreleri, F: MCF-7 hiicreleri 12. saat tedavi hiicreleri, G: MCF-7 24. saat kontrol
hiicreleri, H: MCF-7 hiicreleri 12. saat tedavi hiicreleri
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Sekil 3.5. Diniikleer Pd (IT) kompleksi ile yapilan 12 ve 24 saatlik tedavi sonrasi, MDA-MB-231 hiicrelerinin
floresan mikroskop goriintiileri.. A: Hoechst 33342 ile boyama (Mavi), B: Anneksin-V (Yesil), C: Propidyum
iyodiir ile boyama (Kirmizi) D: Hoechst 3342, Anneksin-V ve Propidyum iyodiir boyalarinin merge edildigi
alanlar. E MDA-MB-231 12. saat kontrol hiicreleri, F: MDA-MB-231 hiicreleri 12. saat tedavi hiicreleri, G:
MDA-MB-231 24. saat kontrol hiicreleri, H: MDA-MB-231 hiicreleri 12. saat tedavi hiicreleri

3.3. M30-ANTIJEN (KASPAZLA KIRILMIS SITOKERATIN 18) BULGULARI

Dintikleer Pd (II) kompleksinin hiicreler iizerinde sitotoksik aktivite gosterdigi
belirlendikten sonra hiicre 6lim modunu arastirmak amaciyla apoptoza 6zgii bir
belirte¢ olan kaspazla-kirilmis CK18 (M30) diizeylerine bakildi. MDA-MB-231
hiicrelerinde CK18 ekspresyonu olmadigi i¢in MCF-7 hiicrelerinde CK18
diizeylerine bakildi (Sommers, Connie L. ve ark., 1989). M30-Antijen 6l¢iimlerinin
degerlendirilmesi i¢in Ol¢iilen absorbanslar formiil {izerinden degerlendirilerek M30
miktarlart U/L cinsinden hesaplandi (Sekil 3.6). 1C90 dozunda dintikleer Pd (II)
kompleksiyle muamelesi sonucunda 24 ve 48 saatte MCF-7 hiicrelerinde, zamana

bagli olarak M30 seviyelerinde artis oldugu belirlendi (Sekil 3.6).
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Sekil 3.6. Diniikleer Pd (IT) kompleksiyle tedavilerinin 24 ve 48 saatte MCF-7 hiicre soyunda M30
seviyeleri lizerine etkisi. * ayn1 dozlar i¢in farkli zaman periyotlarina gore karsilagtirildiginda

istatistiksel olarak anlamlilig1 ***:p<0,001) ifade etmektedir.
3.4. AKIM SITOMETRI BULGULARI

3.4.1.Kaspaz 3/7 Testi

Apoptotik hiicre Oliimiinlin gerceklesmesinde, kaspaz proteazlarin aktiflesmesi
onemli rol oynamaktadir. Apoptotik sinyal boyunca etkili olan efektor kaspazlardan:
kaspaz 3/7 aktivasyonu membran integritesi ve apoptotik hiicre oliimii hakkinda

bilgiler veren apoptotik belirte¢lerdendir.

Apoptotik hiicre 6liim mekanizmasinin akim sitometrisinde Kaspaz 3/7 aktivitesi
degerlendirilmesi sonucunda; 12 saatlik tedavi sonrasinda diniikleer Pd (II)
kompleksi uygulanmis (IC90) MCF-7 hiicrelerinde apoptotik oran %65,75 (Q2+Q4),
MDA-MB-231 hiicrelerinde apoptotik oran %38,15 (Q2+Q4)’dir. 24 saatlik tedavi
sonrasinda dintikleer Pd (II) kompleksi uygulanmig (IC90) MCF-7 hiicrelerinde
apoptotik oran %65 (Q2+Q4), MDA-MB-231 hiicrelerinde apoptotik oran %61,25

(Q2+Q4)’dir.
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Kontrol IC 90
4. APOPTOSIS PROFILE 4. APOPTOSIS PROFILE
2 {Dead Apoptotic/Dead 2 |Dead Apoptotic/Dead
11.50 % 11.90 % 0.60 % 27.85 %
4 1 2 4
34 Q ® Q
r ] z
| —
m 2 m
< <
> =
@ @
3.60 % 37.90 %
2 Q4 Apoptotic £ 0 Apoptotic
2 3 4 0 2 3 4
Live CASPASE-3/7T Apoptotic Live CASPASE-3/7 Apoptotic
12 saat
[
4. APOPTOSIS PROFILE 4. APOPTOSIS PROFILE
2 {Dead Apoptotic/Dead z {Dead Apoptotic/Dead
13.35% 13.85% 3.70 % 52.35 %
34
£ =
1 —
m 24 m
< <
= . =
1. @ L
2.65 % 12.65 %
£ 0 Apoptotic E 0 Apoptotic
0 2 3 4 0 2 3 4
Live CASPASE-3/7T Apoptotic Live CASPASE-3/7 Apoptotic
24 saat
o .

Sekil 3.7. Diniikleer Pd (II) kompleksiyle tedavi sonrasinda (IC 90) MCF-7 insan meme kanseri hiicrelerinde
kaspaz 3/7 degerlendirmesi ile elde edilen apoptotik yiizde degerlerinin 12 ve 24 saatlik histogramlari
(Q1(Dead)=Nekroz, Q2(Apoptotic/Dead)=Ge¢ Apoptoz, Q3(Live)=% Canlilik, Q4(Apoptotic)=Erken Apoptoz)
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APOPTOSIS PROFILE

IC 90
APOPTOSIS PROFILE

£ " IDead Apoptotic/Dead £ " IDead Apoptotic/Dead
1.50 % : 6.05 % 1.85 % 23.30 %
3 Ql [ Q2 3 [
> ) >
L L
- -
m 2 T 2
s s
= =
1 L 4 1 L 4
Q4 3.20 % 14.85 %
= 0 Apoptotic = 0 Apoptotic
0 2 3 4 0 1 2 3 4
Live CASPASE-3/7 Apoptotic Live CASPASE-3/7 Apoptotic
12 saat
[ a
. APOPTOSIS PROFILE o APOPTOSIS PROFILE
2 iDead Apoptotic/Dead 3 Dead Apaptotic/Dead
10.90 % 5.85 % 0.50 % 32.10 %
34 o 34 o
> >
E =
— —
@ 2 &
= =
> >
4 4
3.25% 29.15 %
s Apoptotic = 0 L Apoptotic
2 3 4 o 1 2 3 4
Live CASPASE-3/7 Apoptotic Live CASPASE-3/7 Apoptotic
24 saa
[ a

Sekil 3.8. Diniikleer Pd (II) kompleksiyle tedavi sonrasinda (IC 90) MDA-MB-231 insan meme kanseri hiicrelerinde kaspaz 3/7
degerlendirmesi ile elde edilen apoptotik yiizde degerlerinin 12 ve 24 saatlik histogramlar1 (Q1(Dead)=Nekroz,
Q2(Apoptotic/Dead)=Ge¢ Apoptoz, Q3(Live)=% Canlilik, Q4(Apoptotic)=Erken Apoptoz)

3.4.2. Anneksin-V Degerlendirilmesi

Anneksin-V
12 saatlik tedavi sonrasinda diniikkleer Pd (II)
kompleksi uygulanmis (IC90) MCF-7 hiicrelerinde apoptotik oran %18,55 (Q2+Q4),
MDA-MB-231 hiicrelerinde apoptotik oran %38,8 (Q2+Q4)’dir. 24 saatlik tedavi
sonrasinda diniikleer Pd (Il) kompleksi uygulanmis (IC90) MCF-7 hiicrelerinde
apoptotik oran %99,15 (Q2+Q4), MDA-MB-231 hiicrelerinde apoptotik oran %49,9
(Q2+Q4)’dir.

Apoptotik  hiicre 6lim mekanizmasinin  akim  sitometrisinde

degerlendirilmesi sonucunda;
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Annexin V-FITC ve 7-AAD (negatif olan bdlge canli hiicreleri (Q3), Annexin V-
FITC ve 7-AAD pozitif olan bolge ge¢ apoptotik hiicreleri (Q2), Annexin V-FITC
pozitif ve 7-AAD negatif olan bolge erken apoptotik hiicreleri (Q4), Annexin V-
FITC negatif ve 7-AAD pozitif olan bolge ise nekrotik hiicrelerin yiizde degerlerini

gostermektedir.
Kontrol IC 90
4 APOPTOSIS PROFILE N APOPTOSIS PROFILE
Dead Late Apop./Dead iDead Late Apop./Dead
13.54 % _ 17.36 % 5.90 % 18.00 %
3. Ql 4 . Q2 3- :

= =
| = 5]
2 <
> =
. @
453 % 0.55 %
0 .Q4 Early Apop. | Early Apop.
0 1 2 3 4 2 3 4
Live ANNEXIN V Apoptatic Live ANNEXIN V Apoptotic
12 saat
9
N APOPTOSIS PROFILE 4. APOPTOSIS PROFILE
| Dead Late Apop./Dead 1Dead Late Apop./Dead
2.50 % 12.80 % 0.05% 50.90 %
3 3 ®
S =
| |
T 24 3 2
2 <
> =
1 o ! ¢ .
i 6.15 % 10.80 % PR 48.25 %
0 ive Early Apop. 0 Live ) Early Apop.
0 1 2 3 4 0 1 2 3 4
Live ANNEXIN WV Apoptotic Live ANNEXIN WV Apoptotic
24 saat
o 9

Sekil 3.9. Diniikleer Pd (II) kompleksiyle tedavi sonrasinda (IC 90) MCF-7 insan meme kanseri hiicrelerinde
Anneksin-V degerlendirmesi ile elde edilen apoptotik yiizde degerlerinin 12 ve 24 saatlik histogramlari
(Q1(Dead)=Nekroz, Q2(Apoptotic/Dead)=Ge¢ Apoptoz, Q3(Live)=% Canlilik, Q4(Apoptotic)=Erken Apoptoz)
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3.4.3. Mitokondri Membran Potansiyel Degisiklikleri

Mitokondriyal membran permeabilitesinin degisimi apoptotik siirecde gozlenen
onemli degisiklikleriden biridir. 12 saatlik tedavi sonrasinda dintikleer Pd (II)
kompleksi uygulanmis (IC90) MCF-7 hiicrelerinde mitokondrisi depolarize olan
hiicrelerin total yiizdesi %64 (Q1+Q3), MDA-MB-231 hiicrelerinde mitokondrisi
depolarize olan hiicrelerin total yiizdesi %34,5 (Q1+Q3)’dir. 24 saatlik tedavi
sonrasinda diniikleer Pd (II) kompleksi uygulanmig (IC90) MCF-7 hiicrelerinde
mitokondrisi depolarize olan hiicrelerin total yiizdesi %90,7 (Q1+Q3), MDA-MB-
231 hiicrelerinde mitokondrisi depolarize olan hiicrelerin total yilizdesi %40,6

(Q1+Q3)’dir (Sekil 3.10 ve 3.11).
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Kontrol

CELL HEALTH PROFILE

IC 90

CELL HEALTH FROFILE

= 4 - 4
2 1Depolarized/Dead Déad 2 1Depolarized/Dead Dgad
3.65% 10.70 % %
3 3
©
© F 1 z
n 2, Q = .
N < ~0—
- > = T
14 4 14
Q3 Q
6.15 % 88.90 % 5330% | -ufE 34.65 %
= ,|DepolarizediLive /- Live | £ U_Dr:.\pol_ar_izr:.\d;_fi___-f\f-‘_’éf;___ - Live
D - - T | T - T
Low MITOPOTENTIAL High Low MITOPOTENTIAL High
. CELL HEALTH PROFILE . CELL HEALTH PROFILE
2 1Depolarized/Dead 2 1Depolarized/Dead
3.10 % 20.05 %
3 3
]
S E =
" oz 2 =2
=L =L
§ > >
14 14
4.65 % . 90.25 % 70.65% - _ 8.10 %
= ,|Depolarized/Live ' Live = | Depolarized/Live /. Live
o 1 T2 2 T a o 1 T2 3 a4
Low MITOPOTENTIAL High Low MITOPOTENTIAL High

Sekil 3.10. Diniikleer Pd (II) kompleksiyle tedavi sonrasinda (IC 90) MCF-7 insan meme kanseri hiicrelerinde
mitokondri membran potansiyel degisimi yiizde degerlerinin 12 ve 24 saatlik histogramlari (Q1=Depolarize/Oli,

Q2= Olii, Q3=Depolarize/Canli, Q4= Canli)
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Kontrol IC 90

. CELL HEALTH PROFILE CELL HEALTH PROFILE
£ 1Depolarized/Dead ead § | Depolarized/Dead ead
10.45% 0/70 % 110.25 %
34 34
- _. !
@ £ Q1 -
w2, 3,
~ 2% 2 2
v > > 1
14 14
1 Q3 -
11.35% : 12425 %
2, Depolarized/Live £ 0 Depolarized/Live
0 1 0 {
Low MITOPOTENTIAL High Low MITOPOTENTIAL High
. CELL HEALTH PROFILE CELL HEALTH PROFILE
2 iDepolarized/Dead g {Depolarized/Dead
11.05% 111.20%
34 34
. i i
@ E f
0n 2 4
@ 24 3 24
T < <
N> >
14 14
10.50 % 97.55 % 129.40 % ;.- 43.10 %
2 o |Depolarized/Live Live I Depolarized/Livé Live
0 1 2 3 4 0 1 2 3 4
Low MITOPOTENTIAL High Low MITOPOTENTIAL High

Sekil 3.11. Diniikleer Pd (IT) kompleksiyle tedavi sonrasinda (IC 90) MDA-MB-231 insan meme kanseri
hiicrelerinde mitokondri membran potansiyel degisimi yiizde degerlerinin 12 ve 24 saatlik histogramlar

(Q1=Depolarize/Olii, Q2= Olii, Q3=Depolarize/Canli, Q4= Canl)

3.4.4. DNA Hasarinin Belirlenmesi

YH2AX’nin ekspresyonu DNA c¢ift zincir kiriklarinin tespitinde hassas bir belirtegtir.
Akim sitometrisinde p-yH2AX’nin degerlendirilmesi sonucu, 12 saatlik tedavi
sonrasinda diniikleer Pd (II) kompleksi uygulanmigs (IC90) MCF-7 hiicrelerinde
%51,10 (Q2), MDA-MB-231 hiicrelerinde %34,20 (Q2) olarak DNA hasarina neden
olur. 24 saatlik tedavi sonrasinda ise dintikleer Pd (II) kompleksi uygulanmis (IC90)
hiicrelerde bu oranlar, MCF-7 hiicrelerinde %79 (Q2), MDA-MB-231 hiicrelerinde
olan %57,50 (Q2)’dir (Sekil 3.12 ve 3.13).
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Kontrol IC 90
POPULATION PROFILE EXPRESSION (%)

100%
£ Tracivated e ZOF:JGLATIONPROFILEM 1009 EXPRESSION (%)
4809 109 S {Inactiva ival
z . 9480 % 510% - _° s
= & /. S 34 75%]
7)) w
© w X 7}
n x @ i ofe 2 5110
~ g 2] & 509%f g 2 4 50% Lo I
w i n] 5 .
S 25%] S R 25%]
I T
4 o009 5 %
Zplhe e):vpressingw . 0% 00 % - - T —
0 1 2 3 4 activated Activ - 0 1 2 3 4 nactivated Activat N
ract PHOSPHORYLATION 4t Ol Q2 ewes ., in2<t PHOSPHORYLATION 2
POPULATION PROFILE 6 EXPRESSION (%) 4, POPULATION PROFILE it EXPRESSION (%)
& {inactivated 91.00 & {Inactivated ctivated
2 Jer00% 860 % 2 {19s0% 79.00 %
S 3 75%] S 34 75%]
@ y @
© g 24 50%] g 24 ; : 50%]
] 5 " X : -
<+ * .8 >
N § 14 : 25%; § 1 25% 19,80
. 0‘1;2{ . os}y(
50 No| ex?ressmg‘ . 0%_ éO No EX?I'ESSIHQI : 0%_

0 1 2 3 4
Inzct PHOSPHORYLATION Act

0 1 2 3 4 ctivated  Ac
Inact PHOSPHORYLATION Act

Sekil 3.12. Diniikleer Pd (II) kompleksiyle tedavi sonrasinda (IC 90) MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde p-
YH2AX yiizde degerlerinin 12 ve 24 saatlik histogrami (Q1=yH2AX, Q2= p-yH2AX, Q3= yH2AX eksprese

etmeyen)
Kontrol IC 90
POPULATION PROFILE 100% EXPRESSION (%) POPULATION PROFILE 100 EXPRESSION (%)
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Sekil 3.13. Diniikleer Pd (II) kompleksiyle tedavi sonrasinda (IC 90) MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerinde
p-yH2AX yiizde degerlerinin 12 ve 24 saatlik histogrami (Q1=yH2AX, Q2= p-yH2AX, Q3=yH2AX eksprese
etmeyen)

3.4.5. Oksidatif Stresin (ROS) Belirlenmesi

DNA hasarmmin ROS kaynakli m1 yoksa degil mi sorusuna yanit olarak akim
sitometrisinde ROS miktar1 incelendi. MCF-7 hiicrelerinde diniikleer Pd (II)
kompleksiyle tedavi uygulamasmin sonucunda ROS miktarlari, Kontrol hiicreleri

ROS miktar: 13,65 ve 12 saat diniikleer Pd (II) kompleksiyle tedavi gormiis
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hiicrelerin ROS miktari: 38,55°dir (Sekil 3.14). MDA-MB-231 hiicrelerinde
dintikleer Pd (II) kompleksiyle tedavi uygulamasmin sonucunda ROS miktarlari,
Kontrol hiicreleri ROS miktar1 8,45 ve 12 saat diniikleer Pd (II) kompleksiyle tedavi
gormiis hiicrelerin ROS miktart: 29,65°dir (Sekil 3.15). MCF-7 hiicrelerinde
dintikleer Pd (II) kompleksiyle tedavi uygulamasmin sonucunda ROS miktarlari,
Kontrol hiicreleri ROS miktar1 21,35 ve 24 saat diniikleer Pd (II) kompleksiyle tedavi
gormiis hiicrelerin ROS miktar1 62,40’dir (Sekil 3.14). MDA-MB-231 hiicrelerinde
dintikleer Pd (I) kompleksiyle tedavi uygulamasmin sonucunda ROS miktarlari,
Kontrol hiicreleri ROS miktar1 15,15 ve 24 saat diniikleer Pd (II) kompleksiyle tedavi
gormiis hiicrelerin ROS miktar1 32,25 dir (Sekil 3.15).

Kontrol IC 90
0 ROS PROFILE 0 ROS PROFILE
9 M1: 86.35% 90- M1:60.67%
80-: M2: 13.65% 80] M2: 38.55%
gg_‘ 9 M1 0 gg Q M1 0
- £ M2 £ M2
& 30
20,
10;
3
0 1 2 3 4 0 1 2 3 4
Neg. ROS Pos. Neg. ROS Pos.
0 ROS PROFILE 100 ROS PROFILE
904 M1:78.48% 90- M1:35.85%
801 M2:21.35% 80- M2:62.40%
70 M1 0 M1 0
= E 604 M2 I ?7 M2
© 3 0 4 5
2 0 0
N 304
20
104
O e
0 1 2 3 4 0 1 2 3 4
Neg. ROS Pos. Neg. ROS Pos.

Sekil 3.14. Diniikleer Pd (II) kompleksiyle tedavi sonrasinda (IC 90) MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde ROS
yiizde degerlerinin 12 ve 24 saatlik histogrami. M1: ROS negatif hiicreler (—); M2: ROS pozitif hiicreler ROS (+)
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Kontrol IC 90
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Sekil 3.15. Diniikleer Pd (II) kompleksiyle tedavi sonrasinda (IC 90) MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerinde
ROS yiizde degerlerinin 12 ve 24 saatlik histogrami. M1: ROS negatif hiicreler (-); M2: ROS pozitif hiicreler
ROS (+)

3.4.6. Bcl-2 Aktivasyonu

Bcl-2 aktivitesindeki azalma, mitokondriyal aracili apoptozun diizenlenmesiyle
ilgilidir ve bu nedenle Bcl-2'nin aktivasyonundaki degisiklik, akis sitometrisinde
incelenmistir. MCF-7 hiicrelerinde diniikleer Pd (II) kompleksiyle tedavi
uygulamasinin sonucunda; kontrol hiicreleri Bcl-2 inaktivasyonu: %4, ve 12 saat
diniikleer Pd (II) kompleksiyle tedavi gormiis hiicrelerin Bcl-2 inaktivasyonu
%25,50’dir (Sekil 3.16). MDA-MB-231 hiicrelerinde diniikleer Pd (IT) kompleksiyle
tedavi uygulamasinin sonucunda Bcl-2 inaktivasyonu; Kontrol hiicreleri Bcl-2
inaktivasyonu: %3,50 ve 12 saat diniikleer Pd (IT) kompleksiyle tedavi gormiis
hiicrelerin  Bcl-2 inaktivasyonu %31,90’dir (Sekil 3.17). MCF-7 hiicrelerinde
diniikleer Pd (II) kompleksiyle tedavi uygulamasinin sonucunda Bcl-2 inaktivasyonu,
Kontrol hiicreleri Bcl-2 inaktivasyonu: %7 ve 24 saat diniikleer Pd (II) kompleksiyle
tedavi gérmiis hiicrelerin Bcl-2 inaktivasyonu: %30,50°dir (Sekil 3.16). MDA-MB-
231 hiicrelerinde diniikleer Pd (IT) kompleksiyle tedavi uygulamasinin sonucunda

Bcl-2 inaktivasyonu, kontrol hiicreleri Bcl-2 inaktivasyonu: %9 ve 24 saat diniikleer
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Pd (Il) kompleksiyle tedavi gérmiis hiicrelerin Bcl-2 inaktivasyonu: %98,80’dir
(Sekil 3.17). Bulgulara gore, her iki hiicre soyunda da diniikleer Pd(II) kompleksiyle
tedavi sonucunda kontrole kiyasla artan Bcl-2 inaktivasyonlar1 apoptozun mitokondri

aracili yolak tlizerinden gerceklestigini diisiindiirtmektedir.

Kontrol IC 90
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Sekil 3.16. Diniikleer Pd (II) kompleksiyle tedavi sonrasinda (IC 90) MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde Bcl-2
aktivasyonu yiizde degerlerinin 12 ve 24 saatlik histogrami. Q1: Bcl-2 inaktivasyonu, Q2: Bcl-2 aktivasyonu, Q3:

Eksprese edilmeyen.
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Sekil 3.17. Diniikleer Pd (II) kompleksiyle tedavi sonrasinda (IC 90) MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerinde
Bcl-2 aktivasyonu yiizde degerlerinin 12 ve 24 saatlik histogrami. Q1: Bcl-2 inaktivasyonu, Q2: Bcl-2

aktivasyonu, Q3: Eksprese edilmeyen.

62



3.4.7. Hiicre Dongiisti Analizleri

Bu calismada, diniikleer Pd (II) kompleksinin sitostatik etkilerini arastirmak igin
hiicre dongiisii analizi yapilmistir. Ozellikle MCF-7 hiicrelerinde diniikleer Pd (II)
kompleksiyle muamele sonrasinda zamana bagli olarak kontrole (%10) kiyasla S

fazinda (%50,7) artis gozlendi (Sekil 3.18 ve Sekil 3.19).
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Sekil 3.18. MCF-7 hiicrelerinin diniikleer Pd (II) kompleksiyle tedavi sonrasinda (IC90) dongii fazlarindaki
(G0/G1, S ve G2/M) dagilimimin 12 ve 24 saatlik histogrami
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Kontrol IC 90
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Sekil 3.19. MDA-MB-231 hiicrelerinin diniikleer Pd (II) kompleksiyle tedavi sonrasinda (IC 90) dongii
fazlarindaki (GO/G1, S ve G2/M) dagiliminin 12 ve 24 saatlik histogrami

3.5. KOLONI FORMASYONU
Diniikleer Pd (II) kompleksinin her iki meme kanser hiicre soyunda da koloni
olusturabilme yetenegi iizerine etkisini degerlendirmek amaciyla koloni olusturma

testi (koloni formasyon testi) gergeklestirildi. Diniikleer Pd (II) kompleksiyle tedavi
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edilen MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinin koloni olusturabilme yeteneklerinin
onemli diizeyde baskilandigi gozlendi (Sekil 3.20 ve 3.21).

£ Q. BEys

3 .w" o

Kontrol . % IC 50 .
- # S

e o

Kontrol B gk N IC 50
*.\J).'.:, 'R

'}gﬁ"d X . .

Sekil 3.21. MDA-MB-231 hiicrelerinin koloni olusturma yeteneklerinin koloni formasyon testi ile 6lgtimii.
3.6. YARA IYILESMESI BULGULARI
MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre soylarinda, diniikleer Pd (II) kompleksiyle tedavi
sonucunda metastatik siirece olan etkisini degerlendirmek amaciyla migrasyon testi
gergeklestirildi. MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinde diniikleer Pd (II)
kompleksiyle tedavisi sonucunda, diniikleer Pd (II) kompleksi uygulanmamig

hiicrelere kiyasla migrasyon yeteneklerinin azaldig1 gozlendi (Sekil 3.22 ve 3.23).
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Kontrol Tedavi(1C50)

0 saat

12 saat
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48 saat

Sekil 3.23. Diniikleer Pd (II) kompleksi uygulanan MDA-MB-231 hiicrelerinde migrasyon yetenegi

3.7. MATRIJEL HUCRE INVAZYON BULGULARI

MDA-MB-231 hiicrelerinin, diniikleer Pd (II) kompleksiyle tedavi sonucunda
metastatik  siirece olan etkisini degerlendirmek amaciyla invazyon testi
gerceklestirildi. MDA-MB-231 hiicrelerinde diniikleer Pd (II) kompleksiyle tedavisi
sonucunda, dintikleer Pd (IT) kompleksi uygulanmamuis hiicrelere kiyasla invaziv olan

kanser hiicrelerinin invazyon yeteneklerinin azaldig1 gézlendi (Sekil 3.24).
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Sekil 3.24. Diniikleer Pd (IT) kompleksiyle 12 ve 24 saatlik tedavi sonucunda MDA-MB-231 hiicrelerinde
invazyon yetenegi

3.8. WESTERN BLOT BULGULARI

Western blot analizi, 20 pg protein lizati ve kontrol olarak da GAPDH antikorlari
kullanilarak gerceklestirildi. Yapilan deney sonucunda; Dintikleer Pd (II)
kompleksinin 12 ve 24 saatlik muameleleriyle her iki hiicre soyunda da Kaspaz 8’in
kirildigi bulundu (Sekil 3.25).
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Sekil 3.25. Diniikleer Pd (IT) kompleksiyle 12 ve 24 saatlik tedavi sonucunda MCF-7 ve MDA-MB-231
hiicrelerinde western blot sonucu bant profilleri
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4. TARTISMA ve SONUC

Glinlimiiziin en Oonemli saglik sorunlarindan biri kanserdir ve her yil milyonlarca
insan kanserden yasaminmi kaybetmektedir. Giincel olarak kanser tedavisinde,
kemoterapide kullanilan 60°dan fazla sitotoksik ila¢ bulunmaktadir. Tedavi siirecinde
ve sonrasinda karsilagilan en 6nemli sorun ise kanser hiicresinin bu ilaglara karsi
gosterdigi direnctir. Bu nedenle, kemoterapi rejimlerinde bu direng mekanizmalarini
hedeflemek, arastirmacilar i¢in onem tasimaktadir. Metal bilesikler klinikte anti-
kanser ila¢ olarak kullanilmaktadir. Giiniimiizde yaygin olarak kullanilan, platin
grubu bir kemoterapdtik ajan olan sisplatinin kullanimi birgok kanser tiiriinde bagarili
sonuclar vermesine ragmen yol actig1 ciddi yan etkiler ve hiicrelerde gelisen platin
direnci arastirmacilar1 yeni metal bilesiklerin sentezine yoneltmistir (Reedijk 2003,
Alderden ve ark., 2006; Dasari ve ark., 2014). Pd (II) bilesiklerinin antifungal,
antiviral, antitimor ve antibakteriyal aktivitelere sahip oldugu ¢esitli ¢aligmalarda
gosterilmis olmakla birlikte 6zellikle 6nemli anti-tlimor aktivite sergilemeleri ve
sisplatine kiyasla daha diigiik yan etkilere sahip olmalar1, aragtirmacilar i¢in yeni bir
umut niteligini tasimaktadir (Gao ve ark., 2010). Cesitli ¢alismalarda Pd (1)
bilesiklerinin, farkli kanser hiicrelerinde yiiksek sitotoksik aktivite gostererek
apoptotik hiicre oliimiinii indiikledigi ve bu toksisitenin DNA’da yiiksek diizeyde
hasarlar olusturmalariyla iligkili oldugu gosterilmistir (Szucova ve ark., 2006;
Mansouri-Torshizi ve ark., 2008; Abu-Surrah ve ark., 2010; Giiney ve ark., 2011).

Tiim bunlarin 15181nda Biilent Ecevit Universitesi Kimya Boliimii arastirma grubu
tarafindan, umut vaadeden terpiridin iceren Pd (IT) kompleksi gelistirilerek dintikleer
Pd(Il) kompleksi sentez edildi ve bu tez kapsaminda insan meme kanser hiicre
soylar1 {izerine olan sitotoksik etkileri calisildi. SRB ve ATP canlilik testi
sonuclarina goére, MCF-7 hiicrelerinde 24, 48 ve 72 saat diniikleer Pd(II)
kompleksinin uygulanmasi sonucu 0.6, 1.25, 2.5, 5, 10, 20 ve 40 uM dozlarinda

kontrole kiyasla hiicre canlilifininda istatiksel agidan anlamli azalmalar goriildii.
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Ayni sekilde MDA-MB-231 hiicre soyunda da 24,48 ve 72 saat diniikleer Pd (II)
kompleksinin uygulanmasi sonucu 0.6, 1.25, 2.5, 5, 10, 20 ve 40 pM dozlarinda
kontrole kiyasla hiicre canliliginda istatiksel agidan anlamli azalmalar belirlendi .
Daha 6nce yapilan caligmalarda da farkli yapida olan Pd (II) bilesiklerinin; farkl
kanser hiicrelerinde (l6semi, sarkom, deri, meme, karaciger, akciger, over, prostat,
beyin, bobrek, kolon) yiiksek oranda sitotoksik aktiviteye sahip oldugu bulunmustur
(Abu-Surrah ve ark., 2002; Budzisz ve ark., 2004; Divsalar ve ark., 2007; Tusek-
Bozic ve ark., 2008; Garoufis ve ark., 2009; Ferraz ve ark., 2009; Abu-Surrah ve
ark., 2010; Giiney ve ark., 2011a; Karakiiciik-lyidogan ve ark., 2011b; Ghani ve ark.,
2012; Yildiz ve ark., 2019). Literatiirde yer alan galismalar incelendiginde, Pd (II)
bilesiklerinin IC50 degerleri arasindaki farklilik bilesigin yapis1 ve biyolojik
aktivitesi arasindaki iligkiye dayanarak agiklanabilmektedir. Giiney ve ark. (2011)
tarafindan Pd (II) bis(2-piridilmetil) amin bilesiginin farkli hiicre hatlarinda farkli
IC50 degerleri ile sitotoksik etkiye neden oldugu belirlenmistir. Baska bir ¢calismada
Pd (II) bilesiginin K562 (miyeloid 16semi), HeLa (insan serviks adenokarsinomu)
hiicre soylarina kars1 sitotoksik etkisi arastirilmistir (REF ekle). Pd (II) bilesiginin
aktivitesi, K562 hiicrelerinde (IC50: 55.9 uM); {i¢ standart kemoterapotik ilaca gore
(sisplatin 1C50: 16.3 puM, karboplatin: 32.9 uM ve oksaliplatin: 0.5 uM) daha az
etkili bulunmustur. HeLa hiicrelerinde Pd (II) bilesiginin (IC50: 86.1 uM) ve 3
standart kemoterapdtik ilacin (sisplatin 94.3 uM, karboplatin 104.3 uM ve
oksaliplatin 71.3 uM) benzer etkiye sahip oldugu bulunmustur (Abu-Surrah ve ark.
2002). ATP yontemi ile elde ettigimiz bulgular 1s18inda bu tez kapsaminda kullanilan
dintikleer Pd (IT) kompleksinin IC50 dozu MCF-7 hiicreleri i¢in 2.7 pM, MDA-MB-
231hiicreleri i¢in ise 6.5 uM olarak belirledik veya belirlendi.Yukarida verilen farkli
Pd (1) bilesklerine ait IC50 degerlerine bakildiginda MCF-7 ve MDA-MB-231
hiicrelerinde bizim kullandigimiz Pd (II) bilesigi ile muamele sonrasinda daha diisiik
degerler saptandi. IC50 degerleri arasindaki degiskenlik Pd (II) bilesiginin yapisinin
calismalarda farkli olmasina ek olarak farkli hiicre tiirlerinin kullanilmasi ile de
iligkili olabilecegi diisiindiirmektedir.

Diniikleer Pd (II) kompleksi tarafindan tetiklenen hiicre 6lim modunu belirlemek
amaciyla apoptotik belirtegler arastirildi. Oncelikle bir apoptozis belirteci olan
Anneksin-V-FITC boyamast yapildi ve floresan mikroskobu altinda degerlendirildi.
Anneksin-V  boyama yontemi ile erken donem apoptotik hiicreler

belirlenebilmektedir. Bunun nedeni Anneksin-V fosfotidilserine baglanmasi
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membran hasarlanmadan once niiklear kondensasyon sathasimna denk gelmektedir
(Koopman ve ark. 1994, Boersma ve ark. 1996, Zhang ve ark. 1997). Ancak hiicreler
membran biitlinliigiinii kaybetmeye basladiginda (ge¢ apoptosis/sekonder nekrozis
veya primer nekrozis) Anneksin-V intraseliiler fosfotidilserine baglanarak pozitif
sonug verir. Bu nedenle membrani hasarli hiicreleri belirleyebilmek i¢in propidyum
iyodiir ile birlikte kullanilir (Hammill ve ark. 1999). MCF-7 hiicrelerinin diniikleer
Pd(Il) kompleksiyle tedavisi sonucunda Anneksin-V pozitif boyanan bolgelerde PI
negatif sonu¢ verdi. MDA-MB-231 hiicrelerinin diniikleer Pd(IT) kompleksiyle
tedavisi sonucunda 12 ve 24 saat muamelesi sonrasinda Anneksin-V pozitif boyanan
bolgelerde PI’de negatif sonug verdigi gozlendi. Goézlemler sonucunda hiicrelerde
apoptoz gelistigi belirlenmistir. Bu ayrimi daha net yapabilmek agisindan yontem
calisilirken ortama Hoechst boyasi eklenerek niikleus morfolojisine de bakildi.
Kontrole kiyasla hiicrelerin niikleuslarinin kii¢iildiigti (piknotik) gozlendi. Kontrole
gore kiiclilmiis (piknotik) ve/veya fragmente niikleuslarin varligi apoptoza 06zgi
belirteglerdendir (Ulukaya 2011). Calismanin bir sonraki kisminda, hiicrelerin 6liim
modunu belirlemek amaciyla apoptoz belirteci olan kaspazla-kirilmig sitokeratin 18
(M30) diizeylerine bakildi. Bu durumda M30 testi, sadece sitokeratin 18’1 eksprese
eden hiicrelerde g¢aligmaya uygundur. MDA-MB-231 hiicrelerinde CK18
ekspresyonu olmadigi i¢in MCF-7 hiicrelerinde CK18 diizeylerine bakildi (Sommers
ve ark., 1989). MCF-7 hiicreleri M30 diizeylerinde zamana bagli olarak anlamli bir
artis gbzlenmis olup 3’1l boyama sonuglariyla korelasyon igerisinde 6liim modunun
apoptoz oldugunu disiindiirtmektedir. Diniikleer Pd(II) kompleksiyle muamelesi
sonucunda MCF-7 hiicreleri lizerindeki apoptotik etkisi kaspaz 3/7 testi ile akim
sitometride degerlendirildiginde; 12 ve 24 saat tedavilerin sonunda hem hiicre
canlilik yiizdesinde azalma, hem de apoptotik hiicre oran yiizdesinde artis belirlendi.
MDA-MB-231 hiicreleri iizerindeki kaspaz 3/7 aktivitesi degerlendirildiginde ise, 12
ve 24 saat siiren tedavi sonunda hem hiicre canlilik yiizdesinde azalma hem de
apoptotik hiicre oran yilizdesinde artis belirlendi. Anneksin-V testi ile akim
sitometride degerlendirildiginde; diniikleer Pd(ll) kompleksiyle muamelesi
sonucunda her iki hiicre soyunda da 6zellikle 24 saatlik tedavide hem hiicre canlilik
yiizdesinde azalma, hem de apoptotik hiicre oran yiizdesinde artis belirlendi. Bu
sonug her iki hiicre soyunda da Hoechst 33342, Anneksin-V ve Propidyum iyodiir
boyama yontemi sonucu elde edilen goriintilleri de destekler niteliktedir. Bu

caligmalar1 takiben her iki hiicre soyunda da mitokondri membran potansiyelindeki
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degisimler incelendi. Diniikleer Pd(II) kompleksiyle muamelesi sonucunda her iki
hiicre soyunda da 12 ve 24 saatlik tedavide mitokondri membran potansiyelinin
bozularak mitokondri membranlarinda depolarizasyon gergeklestigi belirlendi.

Yapilan ¢alismalarda metal komplekslerinin hem ekstrinsik (digsal) yolak hem de
mitokondriyal yolak araciligiyla apoptozu tetikledigi gosterilmektedir (Tan ve ark.
2010, Art ve ark. 2013). Pd (II) bilesikleriyle yapilan arastirmalarda; farkli kanser
hiicrelerinde (akciger, over, serviks, kolorektal, meme, epitel, karaciger) DNA’da
yiiksek diizeyde hasar olusturduklar1 (Miklasova ve ark., 2009; Miklasova ve ark.,
2012) ve apoptozu indiikledikleri rapor edilmistir (Malesevic ve ark., 2006; Keter ve
ark., 2008; Miklasova ve ark., 2009; Ulukaya ve ark., 2011; Kontek ve ark., 2011;
Ferraz ve ark., 2011; Miklasova ve ark., 2012). Bu ¢alismada da MCF-7 ve MDA-
MB-231 hiicrelerinde diniikleer Pd(II) kompleksiyle tedavi sonucunda kontrole
kiyasla DNA’da yiiksek seviyede hasar olusturuldugu tespit edildi. Oksidatif stresin,
farkli mekanizmalar ile DNA iizerinde baz ve seker modifikasyonlari, tek ve ¢ift
zincir kiriklari, abazik bolgeler, DNA-protein capraz baglanmasi gibi birtakim
lezyonlara neden olarak hasara yol actig1 bilinmektedir (Williams ve Jeffrey 2000,
Cooke ve ark. 2003). Calismamizda, MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinde goriilen
DNA hasarmin oksidatif stres kaynaklt m1 sorusuna yanit olarak akim sitometrisinde
ROS miktar1 saptandi. Her iki hiicre soyunda da diniikleer Pd(IT) kompleksiyle
tedavi sonucunda kontrole kiyasla ROS miktarinin belirgin derecede arttig1 goriildii.
Bulgularimiz, diniikleer Pd(IT) kompleksi tedavisinin hiicre soylarinda olusan yiiksek
seviyedeki DNA hasarinin nedeninin ROS kaynakli gergeklestigini 6nermektedir.
Diniikleer Pd(IT) kompleksiyle tedavi sonunda her iki hiicre soyunda da goriilen Bcl-
2 in inaktivasyonundaki arts, apoptozun mitokondri aracili yolak {iizerinden
gerceklestigini diisiindiirtmektedir. Hiicre dongiisii, 4 fazdan meydana gelir. Bunlar
Gl, S, G2 ve M olup, G1 ve G2 dinlenme fazlar1 iken, S sentez periyodu, M ise
duplike edilen DNA’nin yavru hiicrelere dagitildigi mitoz stirecidir. Kanser ilaglar
sitotoksik ve sitostatik olarak siniflandirilabilir. Sitotoksik ilaglar, hiicrelere toksik
olup onlar1 oldiirebilirken, sitostatik ilaglar hiicreleri 6ldiirmez ve dongiilerinde
onlar1 tutarak c¢ogalmalarini durdurmaktadir. Bu caligmada, diniikleer Pd (II)
kompleksinin hiicre dongiisii tizerindeki MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerine olan
etkileri arastirildiginda, 6zellikle MCF-7 hiicrelerinde diniikleer Pd (1) kompleksiyle
muamele sonrasinda zamana bagli olarak kontrole (%10) kiyasla S fazinda %50,7

artis gozlendi. Bu durum literatiirde S faz1 blokaj1 olarak adlandirilmaktadir (Ren X

74



ve ark., 2019). Hiicre dongiisii analizleri sonucunda diniikleer Pd(IT) kompleksinin
sitotoksik ve sitostatik etkilerinin oldugu diisiiniilmektedir.

MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinin diniikleer Pd (II) kompleksiyle muamelesi
sonucunda koloni olusturma ve migrasyon yetenekleri degerlendirildiginde; her iki
hiicre hiicre soyunda da diniikleer Pd (II) kompleksi tedavisinin koloni olusturma
kapasitesini ve migrasyonu inhibe ettigi belirlendi. Metastatik meme kanser hiicre
soyu olan MDA-MB-231 hiicrelerinde diniikleer Pd (II) kompleksi tedavisiyle
invazif olan kanser hiicrelerinin invazyon yeteneklerini kaybettikleri belirgin bir
sekilde gozlemlendi. MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre soylarinda apoptozu
indiikleyen diniikleer Pd (II) kompleksinin bu siirecte hangi mekanizmalar
etkinlestirdigi lizerine fikir vermesi i¢in Western blot yontemiyle calisilmistir. MCF-
7 hiicrelerinde diniikleer Pd (II) kompleksiyle tedavi sonrasinda TNFR
ekspresyonlarinin azalmasi reseptor aktivasyonunu diisiindiiriirken, kirilmis kaspaz
8’deki artig aktivasyonu dogrular niteliktedir. MDA-MB-231 hiicrelerinde diniikleer
Pd (II) kompleksiyle tedavi sonrasinda ise 12 saatde baslayan ekstrinsik yolak
aktivasyonu, 24 saatde asir1 derecede kirilmis olan kaspaz 8 ile dogrulanmistir. Her
iki hiicre soyunda da DR5 ve FADD igin bir artistan bahsedilemezken bu durum
TNFR1 ve onun ligandi TRADD {izerinden giden ekstrinsik yolagi isaret etmektedir.
Sonug olarak, diniikleer Pd (IT) kompleksinin her iki hiicre soyu tizerindeki 6liim
etkisini  apoptozun  ekstrinsik  yolagim1  aktive ederek  gerceklestirdigini
disiindiirmektedir.

Bu tez ¢aligmasinin sonuglarindan yola ¢ikarak, diniikleer Pd (IT) kompleksinin insan
meme hiicre soylarinda (MCF-7 ve MDA-MB-231) giiclii bir apoptotik etkiye neden
oldugu, ayn1 zamanda molekiiler diizeyde hiicrenin sagkalim ve 6liim siireglerinde
farkli molekiiler hedefleri etkiledikleri tespit edilmis olup yeni bir terapotik hedef
olabilecegi acik¢a ortaya koymustur. Bir sonraki inceleme basamagi olarak bu
bilesigin klinige uyarlanabilmesi i¢in in vivo olarak arastirilmasi gerektigi sonucuna

varilmistir.
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