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Kanser halen ¢ok ciddi bir saglik sorunudur ve tedavisinde yeni c¢ikan
ilaglara ragmen halen tam basar1 saglanamamistir. Bu nedenle, kanser tedavisinde
kullanilabilecek yeni bilesik arayisi stirmektedir. Bu ¢alisma, yeni sentez edilen
palladyum (Pd) (II) bilesiginin transforme fibroblast hiicreleri {izerindeki
antikanser etkisini belirlemeye yoneliktir.

Bu amacla ilk basamak olan in vitro sitotoksisiteyi belirlemede kullanilan
MTT ve ATP canlilik testlerinden faydalanilmistir. Ayrica hiicrelerdeki sitotoksik
aktivite gergek zamanli sitotoksisite analiz sistemi (XCELLigence RTCA) ile
dogrulanmigtir. Pd (II) bilesiginin fibrosarkom hiicreleri iizerindeki sitotoksik/
sitostatik etkilerinden sorumlu hiicre 6liimii (apoptozis/nekrozis) mekanizmasinin
belirlenmesi amaciyla akim sitometri sistemi kullanilmistir. Hiicrelerde apoptozis
varligt Hoechst 33342/PI/Calcein-AM {iglii boyama yontemi ile floresan
mikroskopta goriintiilenerek desteklenmistir.

Sonu¢ olarak, yeni sentez edilen Pd (II) bilesiginin fibrosarkom
hiicrelerinde apoptozisi indiikleyerek biiylime baskilayic1 etkiye sahip oldugu
belirlenmistir. Pd (II) bilesiginin, insan fibrosarkomlarinda yeni bir tedavi
secenegi olarak kullanilabilecegi ongoriisiiyle ileri in vivo deneylerin yapilmasi
gerektigi sonucuna varilmstir.

Anahtar Kelimeler: Kanser, Palladyum (II) bilesigi, Sarkom, Apoptozis



ABSTRACT
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INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF NOVEL SYNTHESIS
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Cancer is still a very significant health problem and there is still not enough
success its treatment despite new drugs. Therefore, the search for a new
compound in cancer therapy is going on. The aim of this study is to determine the
anticancer activity of novel Pd (II) complex on transformed fibroblast cells.

For this purpose, MTT and ATP cell viability tests are utilized to determine
in vitro cytotoxicity. Furthermore, cytotoxic activity is confirmed with real time
cytotoxicity analysis system (xCELLigence RTCA). Flow cytometry is used to
determine the cell death mechanism (apoptosis/necrosis) in cytotoxic/cytostatic
effects of Pd (II) complex on fibrosarcoma cells. Presence of apoptosis is
supported with Hoechst 33342/PI/Calcein-AM triple staining method in
fluorescence microscope.

In conclusion, it has been determined that novel Pd (II) complex has an
antiproliferative effect on fibrosarcoma cells by inducing apoptosis. It has been
concluded that there is a need for in vivo experiments with the prediction of usage

of novel Pd (II) complex as a therapy in human fibrosarcomas.

Keywords: Cancer, Palladium (II) complex, Sarcoma, Apoptosis
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1. GIRIS

Kanser, hiicrenin normal yasam dongiisiinii kontrol altinda tutan gen
dengesinin bozulmasi sonucu hiicrenin diizensiz ve 6liimsiiz yasam dongiisiine
gecmesi ve vicut homeostazisine zarar verir hale gelmesi olarak
tanimlanabilmektedir (Rieger, 2004). Fibrosarkomlar, kollajen lifleri {ireten
fibroblastlarin (bag doku hiicreleri) cogalmasiyla ortaya ¢ikan mezenkimal orijinli
malignant tliimorlerdir (Teicher, 2012). Giiniimiizde kanser tedavisi i¢in kullanilan
ilag ve yontemlerin yiiksek maliyetli olmasmin yani sira bu ilaclarm hiicresel
sitotoksisiteye ve bir¢cok yan etkiye sahip oldugu bilinmektedir. Ayrica kullanima
giren bir¢ok kanser ilacina ragmen halen kanser tedavisinde tam bir basar1 elde
edilememistir. Bundan dolay1 sitotoksisitesi ve hicbir yan etkisi olmayan
antikanser ilaclarin iiretilmesi ve yeni tedavilerin gelistirilmesi her gecen giin
onemini arttirmaktadir.

Bu ¢alismada, Uludag Universitesi Kimya Boliimii tarafindan yeni sentez
edilen Pd (II) bilesiginin sarkomlardaki antikanser etkisi arastirilmistir.
Antifungal, antiviral, antitimor ve antibakteriyel etkilere sahip Pd (II) bilesikleri,
cesitli tiimor hiicre hatlarina karsit umut verici etkilerinden dolay1 son yillarda
sentezlenmekte ve etkileri arastirilmaktadir (Abu-Surrah ve ark., 2008; Ferraz ve
ark., 2009; Garoufis ve ark., 2009; Ulukaya ve ark., 2011a). Pd (II) bilesiklerinin,
farkli kanser hiicrelerinde (insan servikal epiteloid karsinom, insan kronik
miyeloid l6semi, osteojenik sarkom, malign melanom, meme kanseri, akciger
kanseri, insan hepatoseliiler karsinom, gliyom, insan kolorektal adenokarsinom,
bas ve boyun skuamdz hiicreli karsinom, prostat kanseri, over kanseri) yiiksek
oranda sitotoksik aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir (Szucova ve ark., 2006;
Mansouri-Torshizi ve ark., 2008; Ferraz ve ark., 2009; Abu-Surrah ve ark., 2010;
Nadeem ve ark., 2010; Kontek ve ark., 2011; Guney ve ark., 2011b; Miklasova ve
ark., 2012). Bu bilesiklerin suda kolay ¢oziinebilmeleri, membranlardan kolayca
gecip hiicre icerisinde DNA’ya baglanabilmeleri, ayrica yan etkilerinin daha az

olmasi tercih edilmelerine neden olmaktadir (Abu-Surrah ve ark., 2010).



Bazi ¢alismalarda Pd tiirevli antikanser ilaclarin kanser tedavisinde etkili
olduklari, Pd (II) bilesiklerinin kanser hiicrelerinde hiicre o6liimiinii arttirarak
apoptozise neden olduklar1 gosterilmistir (Keter ve ark., 2008; Ferraz ve ark.,
2009; Ulukaya ve ark., 2011b; Ferraz ve ark., 2011). Yine farkli Pd (II)
bilesiklerinin DNA’da yiiksek diizeyde hasarlar olusturduklar1 ve apoptozisi
indiikledikleri belirlenmistir (Miklasova ve ark., 2009; Miklasova ve ark., 2012).

Bu c¢alisma; yeni sentezlenen Pd (II) bilesiginin transforme fibroblastlar
iizerindeki antikanser etkisinin belirlenmesi ve bu etkinin molekiiler
mekanizmalarmin arastirilmas: amaciyla yapilmistir. Yeni sentez edilen Pd (II)
bilesiginin SRP7 (H-Ras onkogeni transform hiicreler) ve NIH/3T3 (fare embriyo
fibroblast hiicreler) hiicreleri lizerindeki biiyiimeyi baskilayici/sitostatik/sitotoksik
etkilerinin in vitro olarak test edilmesi amaciyla MTT ve ATP canlilik testlerinden
faydalanilmistir. Ayrica Pd (II) bilesiginin hiicrelerdeki sitotoksik aktivitesinin
zamana bagli degisimi gercek zamanli sitotoksisite analiz sistemi (xCELLigence
RTCA) kullanilarak analiz edilmistir. Pd (II) bilesiginin fibrosarkom hiicreleri
iizerindeki apoptotik etkisinin belirlenmesi amaciyla akim sitometri sisteminden
faydalanilmistir. Hiicrelerde apoptozis varligini morfolojik olarak belirleyebilmek

amactyla Hoechst 33342/PI/Calcein ii¢lii boyama yontemi kullanilmastir.



1.1. Kanser

Kanser; hiicrelerin asir1 ve kontrolsiiz ¢ogalmalarina, immiin sistemin
gozetiminden kagmalarina ve sonug¢ olarak uzaktaki dokular1 istila ederek
metastazlar olusturmalarma yol acan, metabolik ve davranigsal degisiklikler
gecirdikleri ¢cok basamakli bir siiregtir. Bu degisiklikler hiicre ¢ogalmasini ve
omriinii, komsu hiicrelerle iligkilerini ve immiin sistemden ka¢cma kapasitelerini
kontrol eden genetik programlardaki modifikasyonlarin birikmesiyle ortaya
cikmaktadir. Kansere yol acan modifikasyonlar arasinda DNA dizilimini modifiye
eden genetik degisiklikler de bulunmaktadir (Merlo ve ark., 2006).

Kanser gelisimi; hiicrelerin ¢ogalma, hayatta kalma, invazyon ve metastaz
icin giderek artan kapasiteleri ile birlikte mutasyon ve seleksiyonunu da igeren bir
siire¢ olarak goriilmektedir. Bu siiregteki ilk basamak olan tiimor gelisiminin, tek
bir hiicrenin anormal ¢ogalmasina yol acan genetik degisikliklerin sonucu oldugu
diisiiniilmektedir. Hiicre proliferasyonu, klonal sekilde olusan tiimor hiicrelerinin
populasyonunun biiyiimesine neden olmaktadir. Timoér populasyonundaki
hiicrelerde olusan ek mutasyonlar ile tiimér gelisimi ilerlemektedir. Bu
mutasyonlardan bazilar1 hiicreye daha hizli biliylime gibi segici bir avantaj
saglamaktadir. Dolayistyla bir mutasyon tasiyan hiicre soyu tiimoér populasyonu
icerisinde baskin bir hale gelmektedir ve bu siire¢ klonal seleksiyon olarak
adlandirilmaktadir. Klonal seleksiyon tiimor gelisimi boyunca devam etmektedir
dolayisiyla tiimor siirekli daha hizli biiylimekte ve giderek malign (kotii huylu)
hale gelmektedir. Mutasyona ugramis tek bir hiicre, ilk olarak artan boyutu ile
benign (iy1 huylu) adenom daha sonra malign karsinom olarak ilerleyen

proliferatif hiicre populasyonuna yol agmaktadir (Cooper, 2000).
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Sekil 1.1. Tiimor gelisim asamalar1 (Cooper, 2000)

Kontrolsiiz ¢ogalma tek basina kanser hastaliinin ortaya ¢ikabilmesi i¢in
yeterli degildir. Ayrica hiicrenin invazyon (diger saglikli dokular istila etme) ve
metastaz (dolasima gecerek saglikli baska dokulara yayilma) gibi diger malign
ozelliklerini de i¢ermesi gerekmektedir (Hanahan ve Weinberg, 2000). Tiimor
hiicrelerinin ¢ogalmasiyla olusan doku belli bir boyuta geldiginde kanser
hiicrelerinden bazilar1 bu dokudan ayrilmakta ve doku igerisinde ilerlemeye
(invazyon) baslamaktadir. Hiicre bir damarla karsilastiginda bu damarin duvarini
eritir ve damar icerisine gecerek kan ile birlikte tiim viicutta dolagsmaya baslar.
Damar i¢indeki tiimor hiicreleri belirli organlarda damar yiizeyine tutunarak tekrar
damar duvarini eritmeye baslarlar ve hedef dokuya yerleserek cogalmaya devam
ederler. Kanser hiicrelerinin ylizey 6zellikleri, organin damar yapis1 ve organlarin
damar duvarindaki hiicrelerin yiizey 6zelliklerine gore kanser hiicreleri belirli
organlara metastaz yapmaktadirlar. Tiimor metastazinda Ozellikle anjiojenez
(timoriin kendi kan damarlarmi tiretmesi) ile yeni olusan tiimoér damarlar: rol

oynamaktadir (Aliustaoglu, 2009).
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Sekil 1.3. Kanserin yayilmasi (Angle, 2011)

Timor, benign veya malign olan hiicrelerin asir1 ¢ogalmasidir. Benign
timor, kendi 6zgiin bolgesi ile sinirli kalir, ne normal dokular1 iggal eder ne de
viicudun diger bolgelerine yayilir. Malign tiimor ise hem normal dokular1 isgal
etme hem de dolagim veya lenfatik sistem ile viicuda yayilma yetenegine

(metastaz) sahip olmasindan dolay1 kanser olarak adlandirilir.



Hem malign hem de benign tiimorler meydana geldikleri hiicre tiirline gore

siniflandirilmaktadirlar. Ornegin; fibrosarkom, fibroblast hiicrelerinden meydana

gelmektedir.

Kanser tiirleri ii¢ ana gruba ayrilmaktadir;

» Karsinomlar, insan kanserlerinin % 90’1 iceren epitel hiicrelerinin
maligniteleridir.

» Sarkomlar, insanlarda nadir olarak goriilen kas, kemik, kikirdak ve fibroz
doku gibi bag dokularinin solid tiimorleridir.

= Lgsemi ve lenfoma, insan tiimdrlerinin yaklagik % 8’ini icerir ayrica kan

iireten hiicreler ve immiin sistem hiicrelerinden olusmaktadir (Cooper, 2000).
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Sekil 1.4. Tiimor hiicre metastazi (Altinisik, 2002)



1.1.1. Kanser Hiicrelerinin Ozellikleri

Cogu kanser hiicresi tek bir anormal hiicreden, bazi kanserler ise birden fazla
sayida malign hiicreden olugmaktadir (klonal orijin).

Kiiltiirdeki kanser hiicreleri ve normal hiicreler arasindaki birincil ayrim,
normal hiicrelerin hiicre proliferasyonunda yogunluk bagimli inhibisyon
gostermesidir. Normal hiicrelerin ¢ogalmasi en son hiicre yogunluguna
ulagilincaya kadar devam eder daha sonra hiicrelerin ¢ogalmalar1 durur ve
hiicreler hiicre siklusunun GO fazinda dururlar. Kanser hiicreleri ise yogunluk
bagimli inhibisyona kars1 duyarli degildir ve kiiltirde yiiksek hiicre
yogunluklarma dogru biiyiimelerini siirdiirebilirler.

Kiiltiir ortaminda biiyliyen normal hiicreler ¢ogalip iizerinde biiytidiikleri tiim
yiizeyi tek tabaka halinde (“monolayer”) kapladiklarinda yani konfluent
olduklarinda boliinme Ozelliklerini kaybederler ve boliinemezler. Kanser
hiicreleri ise, hiicre kiiltiirlerinde birden fazla tabaka olusmasina ragmen
boliinmeye devam edebilirler.

Bir¢ok normal hiicrenin sadece hareketi degil ayrica ¢cogalmasi hiicre-hiicre
etkilesimi ile inhibe edilmektedir. Fakat kanser hiicreleri bu sekilde kontak
bliylime inhibisyonuna duyarli degildir. Kanser hiicreleri beslenmeleri ic¢in
gerekli besin faktdrlerini tiikketmelerine ragmen biiyiimeye devam ettiklerinden
aslinda kendi kendilerini 61diirmektedirler.

Kanser hiicreleri, ekstraselliller biiylime faktorlerinin gereksinimlerini
azaltmaktadir. Bu hiicreler genellikle ekstraseliiler matriks bilesenlerini
sindirecek proteazlar1 yapisinda bulundurmakta ve normal dokulara isgale izin
vermektedir.

Kanser hiicreleri, hiicre-hiicre ve hiicre-matriks etkilesimlerinde normal
hiicrelere gore daha zayif bagl olarak diizenlenmistir. Bir¢ok kanser hiicresi,
hiicre yiizey adezyon molekiillerinin ekspresyonlarindaki azalma sonucu
normal hiicrelere gore daha az baglanma 6zelligine sahiptir.

Kanser hiicreleri, yeni kan damarlarinin olusumunu tesvik eden biiylime

faktorleri bulundurmaktadir (Anjiyogenez).



Normal hiicrelerin bircogunun hayatta kalmasi, apoptozis olusumunu
engelleyen biliylime faktorleri sinyallerine veya ekstraseliiler matriksten gelen
sinyallere baglhdir. DNA hasarin1 takiben bircok normal hiicre apoptozise
giderken, bir¢cok kanser hiicresi i¢in ise bu durum engellenmistir.

Normal hiicrenin boliinme sayist smirlidir. Kanser hiicreleri ise smirsiz sayida
boliiniirler. immortalitenin mekanizmalarindan biri kromozom uglar1 olan
telomerlerdir. Hiicre diferansiye olurken normal hiicrelerde telomerler gittik¢e
kisalir, hiicre istirahat durumuna gecer ve ¢gogalma kapasitesini kaybettiginden
olir. Kanser hiicrelerinde ise telomerler telomeraz enziminin etkisi ile
yenilenirler, telomer uzunlugu sabit kalir ve hiicre sinirsiz sayida cogalir

(Lowitz ve Casciato, 2000; Cooper, 2000).
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Sekil 1.5. Kanserli hiicrelerin 6zellikleri (Hanahan ve Weinberg, 2000)



1.1.2. Fibrosarkom

Sarkomlar, tiim kanserlerin yaklasik % 1'ini olusturan nadir olarak goriilen
timorlerdir ve insan yas arali§1 iizerinde esit bi¢imde yayilma sikligi ile her
yastaki hastalarda goriilebilmektedir. Sarkomlar, mezenkimal orijinli malignant
timorlerdir. Osteosit, adiposit, kondrosit, fibroblastlar, sinir hiicreleri, kas
hiicreleri, stromal hiicreler gibi cesitli farklilagsmis hiicrelerin olusumuna yol agan
mezenkimal kok hiicre (pluripotent hiicre), biiyiik olasilikla sarkom i¢in temel
hiicrenin orjinidir. Mezenkimal kok hiicrede kompleks genetik degisiklikler veya
malign transformasyon olustugunda; fibrosarkom, osteosarkom, Ewing’s
sarkomu, kondrosarkom, rabdomyosarkom, sinovyal sarkom, liposarkom gibi
sarkom olusumu baslatilabilir. Fibrosarkomlar, kollajen lifleri iireten bag doku
hiicrelerinin (fibroblastlarin) ¢ogalmasiyla ortaya ¢ikan kotii huylu tiimorlerdir.
Ozellikle 40 — 60 yas iizeri hastalarda gozlenmektedir ve 40 yasin altinda goriilme

siklig1 ise % 20°dir (Teicher, 2012).
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Sekil 1.6. Mezenkimal kok hiicre veya perisitlerin pluripotent dzelliklerinin sematik olarak

tanimlanmasi (Teicher, 2012)



Fibrosarkom, kanserli olmayan bir fibromadan gelisebilece§i gibi, en
basindan kanserli olarak da meydana gelebilmektedir. Fibrosarkom, fibr6z bag
dokusu stromaya farklilasma egilimi gdsteren yumusak dokularda veya kemik
icerisinde ortaya ¢ikmaktadir. Normal kemikte olusan primer fibrosarkomun tim
osteojenik sarkomlarin % 10.9'unu olusturdugu rapor edilmistir. Kemik
fibrosarkomlar1 merkezde veya periferde olabilmektedir ayrica komsu yumusak
dokudan sekonder yayilma ile kemigi etkileyebilmektedir. Sarkomlarin en sik
yerlesim yerleri ekstremitelerdir (% 60). Diger lokalizasyonlar1 ise, govde (% 15),
retroperiton (% 19) ve bas-boyun bdlgeleridir (% 6) (Mocellin ve ark., 2006; Aksu
ve Agir, 2007). Yumusak doku sarkomlarinin ilk sirada metastaz yaptigi organ
akcigerlerdir. Bolgesel lenf nodu metastazinin sikligi ise % 5’dir ve bu oran
sinovyal sarkom, epiteloid sarkom, rabdomyosarkomlar gibi 6zel histolojik tiirlere
gore daha diisiiktiir (Moureau-Zabotto ve ark., 2004). Tiimor, basit bir fibroz
biliylimesine benzeyebilir, énemli klinik belirtileri agri, sisme, bazen dislerin
kaybi, parastezi ve mukozay1 orten yapinin iilserlesmesidir (Muzio ve ark., 1998).

Bir¢ok sarkom, herhangi bir etiyolojik faktdr tagimayan hastalarda ortaya
cikmaktadir fakat kiiclik bir oranda iyonize radyasyonda sarkomun olas1 nedenidir
(Neuhaus ve ark., 2009). Bu kanserlerin % 90" viicudun giinese maruz kalan
bolgelerinde gelismektedir. Gilines hasar1 6nemli bir karsinojenik faktor olarak
goriilmektedir. Ekvatora yakin bolgelerde ve deniz seviyesinden daha yiliksek
rakimlarda, beyaz irkta ki insidans1 artmaktadir. Mavi gozlii, acik tenli, sarisin ve
kizil sacli insanlar ve kolayca giines yanig1 olan kisiler biiyiik risk altindadir.
Gilines radyasyonu sadece ABD'de bir yilda 400.000'den fazla deri kanserine
neden olmustur. Ozellikle ultraviyole -B ve -C en zararli olanlaridir. Bilim
adamlar1 giines 15181m1n ultraviyole igeriginin, p53 tiimor baskilayici gen olarak
adlandirilan tek bir geni etkileyerek deri hiicrelerinin DNA'sinda kalici mutasyon
hasarma neden olduguna inanmaktadirlar (Lowitz ve Casciato, 2000; Lam, 2003).
Yumusak doku sarkomunun gelisme riskini arttiran ¢evresel faktorler arasinda;
eksternal radyoterapi, thorotrast, arsenik pestisitler ve ilaclar, fenoksiasidik asit
tirevleri, vinil klorid, dioksin, alkilleyici ajanlar, androjen anabolik steroidler,
insan immiin yetmezlik virlisli, insan herpes viriisii tip 8 bulunmaktadir (Zahm ve

Fraumeni, 1997).
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Yumusak doku sarkomunun gelisme riskini arttiran diger faktorler arasinda;
daha once kemoterapi almis olmak, viicudun karsinojen maddelere maruz kalmasi
(arsenik, komiir katrani, flarapnel, kurflun, implant vb.), Ras onkogen ailesi (H-
ras, K-ras, N-ras) ve N-myc, MDM-2, c-erb2 gibi onkogenlerdeki mutasyonlar,
p53 tiimor siipresdr geni mutasyonlari, travma sonucu gelisen kronik inflamasyon,
enfeksiyon ve kalitsal faktorler (Xeroderma pigmentosum, Bazal hiicreli neviis
sendromu) yer almaktadir (Lowitz ve Casciato, 2000; Aksu ve Agir, 2007).

Birgok yumusak doku tiimoriiniin klinik davranisi; histolojik grad, tiimériin
biiyiikligli-boyutu ve primer tiimoriin yeri (anatomik lokalizasyon) olmak {izere
onemli ili¢ prognostik degisken ile uyumludur. Sarkomu olan hastaya yaklagim,
kesin cerrahi miidahale yapilmadan once tani i¢in yeterli doku elde edilmesiyle
yani biyopsi ile baslamaktadir. Daha sonraki tedavi sarkomun tiirtine bagl olarak
gerceklestirilmektedir (Mocellin ve ark., 2006; Skubitz ve D’Adamo, 2007).
Lokal cerrahinin yardimci radyoterapi ile kombine edilmesi genellikle tedavinin
birinci basamagmi olusturmaktadir. Ameliyat sonrasi radyoterapinin ilave
edilmesil lokal niiksetme oranini azaltmaktadir. Ancak lokal tedavi oOzellikle
yiiksek dereceli tiimorii olan hastalarm % 50°den fazlasinda uzak bolgelere
metastaz olusumunu engelleyememektedir (Paola ve Nielsen, 2002; Mocellin ve
ark., 2006). Radikal cerrahi, yumusak doku sarkomunun en etkili tedavisidir ve
ameliyat sonrasi radyoterapi uygulanmasmin ekstremite lezyonlarindaki lokal
niiksetmeyi azalttig1 goriilmektedir. Diisliik dereceli tiimorii olan fibrosarkom
hastalarinda da tedavi sekli cerrahidir. Tiimor ¢evresi normal doku ile birlikte
cikartilmahdir (genis eksizyon). Yiiksek dereceli tiimorlerde ise ameliyat oncesi
veya sonrasi radyoterapi ve kemoterapi uygulanabilmektedir. Uygun cerrahi
sinirla ¢ikartilan yumusak doku sarkomlarinda tekrar etme oranmi1 % 5°tir. Ameliyat
sonrasinda tiimdriin ameliyat yerinde niiks edip etmedigi veya akcigere metastaz
yapip yapmadigir mutlaka kontrol edilmelidir. Cocukluk ¢agi fibrosarkomlarda
basar1 oran1 daha ytiksektir (Sabah, 2009).
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Yiiksek riskli yumusak doku sarkomu olan yetiskin hastalarda doksorubisin
ve ifosfamid ile cerrahi 6ncesi kemoterapi uygulanmasimin sonuglari, stratejisi ve
fizibilitesi incelenmistir. Hastaligin metastaz yaptig1 kisilerde doksorubisin ve
ifosfamid kombinasyonunun yanit oraninin (% 12), tek basina doksorubisin (% 3)
ajanina gore daha yiiksek oldugu bulunmustur (Gortzak ve ark., 2001). Yumusak
doku sarkomu tedavisinde dakarbazin ve ifosfamidin onemli antitimor aktivite
gosterdigi belirlenmistir (Glabbeke ve ark., 2002). Yumusak doku sarkomlarinda;
siklofosfamid, vinkristin, doksorubisin ve dakarbazin hastalar i¢in sadece lokal
niiksetmenin geciktirilmesinde tedavi destekleyici olarak kullanilmistir. Yiiksek
dereceli yumusak doku sarkomlarinda; yiliksek dozlu doksorubisin, ifosfamid ve
lenograstim kemoterapi destekleyicisi olarak test edilmistir (Paola ve Nielsen,
2002). Doksorubisin ve ifosfamid kombinasyonu, genellikle yiiksek dereceli
malign tiimorlerde yaklasik % 45 oraninda yanit verdigi ileri siiriilen en etkili
ajanlar ve agresif kombinasyon rejimleri olarak kabul edilmistir. Etopositin
yetiskin yumusak doku sarkomlarinda diisiik etkinligi oldugu belirlenmistir. Fakat
yapilan caligmalarla ifosfamid ve etoposit kombinasyonunun yetiskin yiiksek
dereceli yumusak doku sarkomlarinda yanit oraninin % 40 oldugu ortaya
konulmustur (Saeter ve ark., 1997). Sarkom tedavisi ile iliskili toksisitelerin,
doksorubisin iceren rejimlere ifosfamid eklenmesi ile belirgin sekilde arttigi
belirlenmistir. Fakat bu tedavi seklinin lokal-ileri diizeyde ve metastatik yumusak
doku sarkomu olan kisilerde kullanilmasi Onerilmemektedir (Verma ve ark.,
2008). insan fibrosarkom hiicrelerinin migrasyon ve invazyon Ozelliklerini
salidrositin inhibe ettigi belirlenmistir (Sun ve ark., 2012). Infantil fibrosarkomda
(genelde yasam 1ilk iki yilinda gézlenen yumusak doku sarkomu) kemoterapiye
en yliksek yanit orani; vinkristin, aktinomisin D, siklofosfamid veya ifosfamid ve
etoposid iceren ila¢ rejimleri ile gozlenmistir. Etkinlii agisindan ve beklenen
herhangi bir uzun siireli toksisitesi olmamas1 bakimindan VA (vinkristin ve
aktinomisin ) rejiminin kemoterapi i¢cin uygun bir secenek oldugu ve daha yogun
kemoterapi rejiminin VA kemoterapiye yanit alinamadigi durumlarda

diisiiniilmesi gerektigi ayrica belirtilmistir (Ferrari ve ark., 2012).
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1.1.3. Kanser Olusumunda Etkili Olan Genler

Kanser olusumunda, proto-onkogenlerin ve tiimor baskilayict genlerin
ekspresyonlarindaki degisiklikler olduk¢a Onemlidir. Bu genlerin protein
irlinlerinin  yetmezligi; apoptozis, genetik stabilite, hiicre farklilagmasi,
morfogenetik reaksiyonlar1 kontrol eden sinyal yollarinin yanlis diizenlenmesi ve

kanser olusumuna neden olmaktadir.

1.1.3.1. Onkogenler

Proto-onkogenler (c-onc veya normal hiicre genleri) hiicrelerin biiyiime,
cogalma, farklilasma ve apoptoz icin aldiklar1 sinyalleri hiicre membranindan
baslayarak c¢ekirdege kadar ilettikleri sinyal ileti mekanizmasinda goérevi olan
bircok proteinin ekspresyonundan sorumlu olan genlerdir. Normal hiicrelerde
proto-onkogenlerin aktivasyonu; mutasyon, DNA’nin yeniden diizenlenmesi ya da
gen amplifikasyonu ile ortaya ¢gikabilmektedir.

Proto-onkogenler, hiicrenin ¢ogalma yollarin1 kontrol eden genler olup
ekspresyonlar1 kontrolsiiz hiicre ¢cogalmasii onlemek i¢in denetlenmektedir. Pro-
onkogenlerdeki mutasyonlar, hiicrelerin kontrolden ¢ikmasina, asir1 boliinmesine
ve farkli kanser tiirlerinin olusumuna neden olabilir. Insanlarda proto-onkogenler,
somatik mutasyon ile aktive olabilmektedir. Proto-onkogenler normal hiicresel
genlerdir ve amplifikasyon, modifikasyon gibi ¢esitli mekanizmalar yolu ile
onkogenlere doniigebilirler (Kopnin, 2000; Cabadak, 2008).

Onkogenler; kanser gelisimini dogrudan ve dolayli olarak -etkileyen,
ekspresyonlar1 tiimor gelisimine neden olabilen hiicresel veya viral genlerdir.
Viral onkogenlerin etki mekanizmasi hiicresel proto-onkogenlerin aktivasyonunu
(retroviriis) veya tiimor baskilayici genlerin (DNA viriisleri) inaktivasyonunu
icermektedir. Kanser hiicrelerinden elde edilen DNA’ larin normal hiicrelere
almmas1 ve hiicrelerin malignlesmesi (DNA transfeksiyonu) yoluyla hiicresel
onkogenler kesfedilmistir. Hiicresel onkogenler; neuroblastom, 16semi, karsinom,
sarkom gibi tiimorlerde bulunmaktadir. Onkogenler, aktivasyonu kanser
gelisimine katkida bulunabilen genler olarak da adlandirilmaktadir (Weinberg,

1983; Osborne ve ark., 2004).

13



Onkogenlerin {riinleri; transkripsiyon faktorleri, kromatin degistiriciler,
bliylime faktorleri, biiylime faktorii reseptorleri, sinyal dontstiiriiciiler ve
apoptozis regiilatorleri olmak iizere 6 gruba simiflandirilabilir (Croce, 2008).
Hiicre biiyiimesi, farklilasmasi ve ¢ogalmasinda rolii olan proto-onkogenlerde
olusan mutasyonlar tiimor gelisimine, timor baskilayici genlerde olusan
mutasyonlar ise hiicre siklusunun inhibisyonunu engelleyerek anormal hiicre
bliylimesine neden olmaktadir. Onkogenlerin aktivasyonu ve timor siipresor
genlerin  inaktivasyonu  hiicrelerin;  kontrolsiiz ~ c¢ogalmasma,  kontak
inhibisyonunun kaybolmasina, invazyon ve metastaz yetenegi kazanmasina neden

olmaktadir (Aliustaoglu, 2009).

= Ras Geni

Memelilerde ras gen ailesi p21s olarak adlandirilan molekiil agirligi 21 kDa
olan proteinleri kodlayan ii¢ iiyeden (H-, K- ve N-ras) olusmaktadir. p21s,
membranla iliskili proteinler olup GTP (guanin trifosfat) baglamakta ve hidrolize
etmektedirler. p21 hiicrenin proliferasyonunda ve farklilagsmasinda 6nemli rol
oynamaktadir. Ras geninin ekspresyonundaki nitel ve nicel degisiklikler hiicre
transformasyonu icin Onemlidir. insan ve deneysel tiimérlerin 6nemli bir
boliimiinde 12, 13 veya 61 nolu kodonda Ras genlerinin mutasyona ugramis
formlar1 bulunmaktadir (Quincoces ve ark., 1997).

Ras proteinleri, sitoplazmik membranin i¢ yiizeyinde lokalize olmus kiiglik
GTP baglayic1 proteinlerdir. Boylece dis ortamdan uyarilar1 alir ve hiicre
niikleusuna iletirler. Bu grup proteinler biyokimyasal olarak heterojendir. Bu
proteinler GDP (Guanozindifosfat) ve GTP ile birlesirler. Ornegin p21-GTP
kimyasal olarak aktif formdur ve niikleusdaki gesitli promotdr proteinleri aktive
eder. Bu proteinler GTPaz aktivitesine sahiptir. Bu aktivite, GAP olarak
isimlendirilen bir sitoplazmik protein tarafindan arttirilmaktadwr. GTPaz GTP’yi
GDP’ye doniistiiriir boylece protein-GTP kompleksi inaktiflesir. GTPaz bozuk
olmas1 molekiiliin GTP formunun devamli olarak aktif kalmasina yol agtigindan
niikleus proteinleri ve DNA transkripsiyonu devamli olarak aktive edilir

(Lowitz ve Casciato, 2000; Martinez ve ark, 2003).
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Normal-tip Ras proteini zayif GTPaz aktivitesine sahipken, mutant formu
daha fazla aktiviteye sahiptir (Spandidos, 2007). H-Ras ve K-Ras ilk olarak
Harvey ve Kirsten fare sarkoma virlislerinin viral (v-Ras) onkoproteinleri olarak
belirlenmis ve hiicresel transformasyonda yer aldiklar1 bulunmustur.

e N-Ras onkoproteini neuroblastoma hiicre hattinda, erkeklerde germinal doku
ve timusda,

e H-Ras genellikle ciltte ve iskelet kaslarinda,

e K-Ras ¢ogunlukla kolon ve timusda eksprese edilmektedir.

Bu genlerin herhangi birindeki mutasyon spesifik neoplazi gelismeleri ile iliskili

olup, cesitli tiimorlerde bulunmaktadir. Ornegin; K-Ras mutasyonu, akciger

(%33) , kolorektal (%44) ve pankreas tiimorlerinde (%90), H-Ras mesane (%10),

bobrek (%10) ve tiroid tiimorlerinde, N-Ras melanom (%13), hepatoselliiler

karsinom (%30) ve hematolojik malignitelerde bulunmaktadir (Macaluso ve ark.,

2002).

Son yillarda yapilan gozlemler Ras aktivasyonu, apoptozis ve hiicre
proliferasyonu arasindaki karmasik iliskiyi aciklamak amaciyla yapilmaktadir.
Ras onkogenindeki mutasyon sonucunda, Ras proteini GTPaz aktivitesini
kaybeder ve siirekli olarak GTP-baglh aktif forma doniisiir, boylece niikleusa
siirekli olarak sinyal yollar. Bunun sonucunda kansere 06zgii olan kontrol
edilemeyen hiicre ¢cogalmas1 meydana gelir. Ras genlerindeki mutasyonlar, timor
metastaz ve angiogenezde bulunan onkoproteinleri olusturmaktadir. Tiimor
biiylimesi ana kan damarlarinin (6zellikle angiogenez lizerinden) tiimor bdlgesine
araliksiz calismasma baghdir. Giiclii onkogenler kanser hiicrelerinde hem
anjiogenez uyaricilarmm hem de inhibe edicilerinin ekspresyonunu

engelleyebilmektedir (Macaluso ve ark., 2002; Spandidos, 2007).
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1.1.3.2. Tiimor Baskilayic1 Genler

Timor baskilayici genler (anti-onkogenler, TSG), hiicrelerin boliinmesine
engel olan ve kanser gelisimini baskilayan genlerdir. TSG’ler genellikle, hiicre
adezyonu ve proteaz aktivitesinin diizenlenmesi gibi hiicrelerin invazyon ve
metastaz potensiyellerini etkileyebilen biiyiime veya diger fonksiyonlarmin
negatif diizenleyicileridir (Osborne, 2004).

Normal hiicrelerde DNA hasar1 oldugunda, hiicre siklusunu GO fazinda
durdurur ve hiicreye onarim i¢in zaman kazandirir, hasar onarilamiyorsa hiicre
apoptoza gider. Timor baskilayict genler eger islevlerini kaybederlerse hiicre
biiylimesinin kontrolii ortadan kalkar dolayistyla DNA onarimmi olmadan hiicre
siklusu kontrolsiiz devam eder. TSG’lerin hiicre iizerindeki etkileri genetik
degisiklikler sonrasinda ortadan kalkmaktadir. Ayrica resesif (¢ekinik) karakterli
olduklar i¢in her iki allelde de mutasyon olmasi sonucunda TSG’ler inaktive olur
ve hiicre iizerindeki etkileri tamamen ortadan kalkar. Inaktivasyon sonrasinda
hiicre tizerindeki kisitlayici etkilerinin yok olmasma bagli olarak da kanser
gelisimi gozlenmektedir (Cabadak, 2008). Kanser agisindan en 6nemli ve en iyi
bilinen tiimor baskilayici genler Retinoblastoma (Rb) ve p53 genleridir.
¢ Rb Geni (Retinoblastoma geni)

Rb, insanm 13. kromozomu {izerinde bulunan tiimor baskilayict gendir. Rb
proteini, Rb gen iirlinii olup hiicre siklusunu diizenlemede onemli role sahip
niikleer bir fosfoproteindir. Rb proteini, S fazinda hiicresel replikasyonda yer alan
niikleer transkripsiyon faktorii olan E2F proteini ile etkilesime girmektedir. Bu
etkilesim E2F nin transkripsiyon faktorii olarak islev gérmesini dnlemektedir. Rb
proteininin fosforile formu inaktif, defosforile formu ise aktiftir. Rb aktif
hipofosforile formu E2F transkripsiyon faktorlerini baglamakta ve hiicre
siklusunun G1 fazindan S fazma ge¢mesine engel olmaktadir, hiperfosforlanmig
diizeyde ise Rb, E2F ile etkilesim kuramamakta ve hiicre siklusunun S fazina
gecmesini saglamaktadir. Rb mutantlar (yapisal fosforile olmus ve E2F
baglanmamis), S fazi restriksiyon bdlgesinde kontrolsiiz hiicre béliinmesine neden
olmaktadir dolayisiyla hiicreler tiimorojenik olabilmektedir. Rb genindeki
mutasyon sonucunda cocuklarda gbéz kanseri olusmaktadir (Kopnin, 2000;

Hanahan ve Weinberg, 2000; Sandal, 2002).

16



e p53 Siipressor Gen

p53 geni; 17 nolu kromozomun kisa kolunda lokalize olmakta, timor
baskilayic1 gen olarak islev gormekte ve 53 kDa agirliginda niikleer fosfoprotein
kodlamaktadir (Cachot ve ark., 1998). p53 proteini hiicre siklusunun
baskilanmasinda etkili olan genlerin ekspresyonlarmi diizenleyen DNA baglayict
bir proteindir (Sandal, 2002).

Bir transkripsiyon faktorii olarak p53 proteini, niikleotid “mismatche”leri,
DNA sarmali kiriklar1 gibi DNA lezyonlarmi, radyasyon veya kemoterapi ile
olusan DNA hasarlarin belirleyebilmektedir. p53 geni, hiicrede bir sekilde DNA
hasar1 (radyasyon, kemoterapi) olustu§unda hasar onarilincaya kadar hiicre
siklusunu G1 fazinda durdurur bdylece hiicrenin S fazina girmesine engel olur ve
hiicreye DNA onarimi i¢in zaman kazandirir. p53 seviyesinin artmasi ya tamir
mekanizmasi proteinlerini ya da apoptozise yol acan proteinleri indiiklemektedir.
Eger DNA hasar1 onarillamayacak diizeyde ise p53, diizensiz hiicre biiylimesini ve
kanser olusumunu engellemek icin apoptozisi indiiklemektedir. Indiiklenen p53,
bir pro-apoptotik bcl-2 ailesi iiyesi olan bax’in indiiksiyonuna yol agar ve
apoptozisi baglatmaktadir. p53 ayrica Fas ve DRS5 gibi hiicre yiizey O6lim
reseptorlerinin indiiksiyonuna neden olarak da apoptozisi baglatabilmektedir
(Lowitz ve Casciato, 2000; Potten ve Wilson, 2004). p53 proteini; DNA hasari,
riboniikleotid kayb1 veya hipoksi gibi ¢esitli uyarilara kars1 yanit olarak hiicrede
birikmektedir. Bu birikim, hiicre dongiisliniin durmasina veya apoptozise neden
olmaktadir. p53, siklin bagimli kinaz inhibitorii olan p21Wafl/Cipl proteininin
ekspresyonunu ve apoptozisin giiclii modiilatorii olan bax proteinini uyarmaktadir
(Ane ve Bechter, 1999).

Bir¢ok insan kanserlerinin mutant p53 baskilayic1 genine sahip oldugu
bulunmustur. p53 insan kanserlerinde en sik bozulan gendir ve mesane, meme,
kolon, akciger, karacier, prostat ve cilt kanserlerini de igeren kanserlerin

%350’den fazlas1 p53 mutasyonu ile iliskilidir (Sandal, 2002).
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p53 timdr baskilayict geni; DNA onarmmi, hiicre dongiisiiniin  ve
apoptozisin diizenlenmesi gibi DNA hasarma yanit olarak aktif olan cesitli
hiicresel yollarda olduk¢a Onemlidir. Bu kritik hiicre yollarmin diizensizligi
tiimorgenez stireci ile iliskilidir. p53 fonksiyon kaybi c¢ok cesitli kanser tiirleri
(fonksiyonel olmayan p53; % 15-50 meme kanseri, % 25-70 metastatik prostat
kanseri, % 25-75 akciger kanseri ve % 33-100 bas ve boyun kanseri) ile iligkilidir.
Mutant p53 varligi; akciger, kolon ve meme kanseri dahil olmak {izere birgok
insan kanseri i¢in olumsuz prognoz ile iligkilidir ve bazi tedavi edilebilir kanser
tiirlerinde (Wilm tiimorii, retinoblastom, testis kanseri, noroblastom ve akut
lenfoblastik 16semi) mutant p53 nadiren bulunmaktadir. Ayrica, p53 proteini
anjiyogenez ile ilgili olan genleri transkripsiyonel olarak diizenlemektedir ve bu
stirec solid tiimor gelisimi i¢in gereklidir. Mutant p53 geni tasiyan hiicreler, hiicre
dongiisiiniin durma sinyallerini almadiklar1 i¢in hiicre genomu stabil degildir
dolayisiyla biitiin hiicreler tiimdr olusturabilme yetenegine sahiplerdir. pS3 aracili
apoptotik yolak kaybi veya mutasyonu, tiimorlerin kemoterapi veya radyasyona
direncli hale geldikleri bir mekanizma olarak bilinmektedir. Sistematik olarak
verilen ligand-lipozom p53 gen tedavisi, tiimorii kemoterapi ve radyoterapiye
duyarl1 hale getiren fonksiyonel normal-tip p53'in ekspresyonu ile

sonuglanmaktadir (Xu ve ark., 2001; Altunkaynak ve Ozbek, 2008).
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1.2. Hiicre Siklusu

Hiicre siklusu (dongiisii), ¢ogalmak iizere uyarilmis bir hiicrede gerceklesen
ve bir dizi gegici biyokimyasal aktivitelerin ve morfolojik degisikliklerin
goriildigli bir siirectir. Cogu hiicrede hiicre siklusu; hiicre biiylimesi, DNA
replikasyonu, kardes kromozomlarin iki yavru hiicreye dagitilmasi ve hiicre
boliinmesi olmak tizere dort farkli siirecten olusmaktadir. Hiicre siklusuna giren
hiicre, morfolojik ve genetik olarak birbirine tipa tip benzeyen iki yavru hiicreye
boliinerek dongiliyii tamamlar. Hiicrelerin ikiye boliinmesi mitozis ile gerceklesir.

Hiicre siklusunun siiresi hiicreden hiicreye degisir. Hiicreler mitozise
girmeden Once bir hazirlhik safthasi (interfaz) gegirirler, bu sathada hiicreler hem
hacimce biiylirler hem de boliinmeleri icin gerekli olan cesitli diizenleyici
proteinler ve makromolekiiller sentezlenir. Interfaz kendi ierisinde G1, S, ve G2
olmak tizere gesitli alt fazlardan olusur. Mitozis ve interfaz birlikte hiicre siklusu
olarak bilinen bir siireci olustururlar. Hiicre siklusu, fazlarm isleyis sirasina gore;
Gl1, S, G2 ve M fazlarindan olusur. Hiicreler bir boliinme sinyali almadiklar1
siirece hiicre siklusunun aktif G1, S, G2 ve M fazlarma girmezler ve dinlenme fazi
denilen GO fazinda beklerler. G1 ve G2 kisaltmalar1 “gap” (ara, bosluk)
sozcliglinden gelmektedir. S fazi DNA sentezi (replikasyonu) fazini
gostermektedir. M fazi ise mitozis anlamina gelmektedir (Cooper, 2000; Ulukaya,
2001).
GO fazinda (istirahat fazi); hiicreler genellikle spesifik bir islevi gormek iizere
programlanirlar. Bu faz hiicrelerin ya boliinmek, ya farklilagsmak ya da 6lmek igin
karar verdikleri fazdir.
Gl fazinda (ara faz, interfaz); hiicreler kendi ¢evrelerini kontrol eder, sinyalleri
alir, bilylimeye devam eder, metabolik olarak aktiftirler fakat kendi DNA’larin1
replike etmezler. Bu fazda DNA sentezi (replikasyonu) i¢in hazirlik yapilir. DNA
sentezi i¢in gereken bir¢ok enzim iretilir. Bunlar DNA polimeraz I, DNA
polimeraz II, DNA polimeraz Il enzimleridir. Ayrica bu fazda spesifik hiicre

fonksiyonlar1 i¢in proteinler ve RNA sentezlenmektedir.
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S fazinda (DNA sentezi fazi); hiicre i¢indeki DNA’nin miktar1 iki katina ¢ikar. S
fazinda ayn1 zamanda kromozom organizasyonunda gorev alacak olan histon ve
non-histon proteinleri sentezlenir. Hiicrenin hacmi iki kat artar ve hiicre
boliinmesi i¢in sinyal olusturur.

G2 fazinda; DNA sentezi durur, protein ve RNA sentezi devam eder, hiicrenin
kromozom sayis1 iki katma c¢ikmustir. Histon proteinler ile DNA kompleks
yapmaya baglar. G2 fazinda; hiicrede sentezlenen tiim DNA’daki olas1 hatalar1
saptamak icin DNA replikasyonu analiz edilir ve olan hatalar diizeltilir. G2
evresinde mitozu baglatan, kromozomlarin kondensasyonunu, g¢ekirdek zarmin
kopmasini saglayan ve mitozla ilgili diger olaylar1 indiikleyen MPF protein
kompleksi (“maturation promoting factor”) birikimi vardir.

M fazinda (mitozis); protein ve RNA sentez hiz1 yavaslar, genetik materyal olusan
iki yavru hiicreye esit olarak dagilir. Mitozdan sonra olusan yeni hiicreler ya G1
ya da GO fazina girerler.

Hiicre siklusunda bir faz tamamlanmadan sonraki faza gecilirse genetik materyal
tam ve dogru kopyalanmadig1 i¢in hiicrede hasar meydana gelebilir (Lowitz ve

Casciato, 2000; Cooper, 2000; Aliustaoglu, 2009).

1.2.1. Hiicre Siklusu Kontrol Noktalar

Cogalma kapasitesine sahip hiicreler normal olarak belli kontrol
noktalarinda dururlar. Bu kontrol noktalarinda hiicrenin siklusa devam edip
etmeyecegi karar1 verilmektedir. Hiicre dongiisiinde kontrol noktalarmin
fonksiyonlarmin azalmasi, ¢ogalmanin ve genetik instabilitenin artmasiyla
iliskilidir (Doherty ve ark., 2003). Hiicre siklusunda DNA sentezinden hemen
once G1-S gecisinde, mitozisten hemen 6nce G2-M gecisinde ve metafaz-anafaz
gecisinde olmak iizere {i¢c kontrol noktas1 bulunmaktadir.

e Ik kontrol noktas1 ge¢c G1 fazinda, S fazina girmeden hemen &nce bulunur.
DNA sentezi i¢cin uygun ekstraselliiler sinyaller ve tiim mekanizma caligir
durumda olsa bile, hiicrenin G1 fazindan ayrilmadan 6nce DNA’nin hasarsiz
bir durumda olmasi gerekmektedir. Eger herhangi bir hasar saptanirsa,
hiicreler ya hasar1 onarirlar ya da apoptozise giderek oliirler. Ayrica bu kontrol

noktasi p53 proteinin etki yerlerinden biridir.
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Ikinci kontrol noktasi hiicreler M (mitozis) fazina girmeden hemen 6nce
bulunur. DNA replikasyonu tamamiyla ve dogru sekilde tamamlanmamis ise
hiicre bu kontrol noktasinda durur ve hatalar onarildiktan sonra M fazina girer.
Ugiincii kontrol noktasi (mitoz iplik¢ik kontrol noktasi) metafaz sathasindan
anafaz safhasma gecisi dilizenler. Mitoz iplik¢ik kontrol noktas;
olgunlasmamis kardes kromatidlerin ayrilmasini engeller, biitiin kinetokorlara
uygun mikrotiibiil baglanmasini kontrol eder ve kromozomlarin tam olarak

kardes hiicrelere ayrilmasini saglar.

Hiicre siklusu kontrol noktalarinda degisimler kanser gelisimine neden olabilir.

Hiicrenin homeostazisi; hiicre ¢ogalmasi, biiylimenin durdurulmasi ve apoptozis

ile saglanmaktadir. Hiicre siklusu; siklin bagiml kinazlar (cdk, katalitik altbirim)

ve siklinler (cyc, diizenleyici altbirim) tarafindan kontrol edilmektedir. Hiicre

cogalmasi ve hiicre siklusunun ilerlemesi biiylimenin kontroliinde rolii olan

genlerin ekspresyonu ile baglantilidir (Cooper, 2000; Lowitz ve Casciato, 2000;
Sandal, 2002; Cabadak, 2008).

Cdk G1-sikin

i (dk siklin

b ADP ’
~ 12 kontrol noktash— G2

! Al
W 6 - ..
sklin ' ;
j Proteazler . X

Ly |
.
—
Y|
¥ .
I =
— =
Tr =]

Sekil 1.8. Hiicre dongiisiindeki ii¢ 6nemli kontrol noktasi (Cegener, 2010)
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Hiicre siklusu evrelerini;  biliylime faktorleri, sitokinler, onkogenler,
siklinler ve siklin bagimli kinazlar gibi proteinler uyum icerisinde diizenler.

Siklinler, hiicrelerin hiicre dongiisii boyunca ilerlemesinin diizenlenmesi ile
iligkili olan molekiillerdir. Bunlar siklin bagimli kinazlar veya hiicre bolinmesi
dongiisii genleri tarafindan {iretilen proteinler ile kompleks olustururlar. Siklinler
ve kinazlar; hiicrelerin boliinlip boliinmeyecegine karar veren, kritik kontrol
noktalarmmi etkileyen hiicre i¢indeki proteinlerdir. Protein kinaz olarak bilinen
proteinler hiicre dongiisiiniin S ve M fazlarindaki kontroliinde rol oynamaktadir.
Bu enzimler hiicre dongiisiinde ¢esitli proteinlerin fosforilasyonuna yol acarak
onlarin aktivitelerini diizenler. Protein kinazlar, heterodimerik proteinlerdir. Bu
proteinin regiilator (diizenleyici) kismu “siklin ”(CYC=CLN), katalitik kismi1 ise
“siklin bagimli kinaz ” (CDK) olarak isimlendirilir. CDK, siklin (yapisal proteini)
ve kinaz (enzim) dan olusur ve her bir CDK katalitik altbirimi farkli diizenleyici
altbirim (CYC) ile biraraya gelebilir. CYC-CDK diizenlenmesi, CYC altbiriminin
hiicredeki konsantrasyonuna, fosforillenme durumuna, DNA sentezi ve mitoz i¢in
gerekli olan esansiyel substratlarin aktivasyonuna ve inhibitor molekiillere
baghdir (Arellano ve Moreno, 1997; Schulze-Gahmen ve ark., 1999; Potten ve
Wilson, 2004; Malumbres ve Barbacid, 2007).

Siklinler, CDK aktivitesinin 6nemli aracilaridir ve seviyeleri hiicre dongiisii
boyunca degismektedir. Siklinler hiicre siklusunun farkli fazlarinda bir taraftan
sentezlenirken diger taraftan da yikilirlar. G1-S siklinler, S siklinler ve M siklinler
olmak tizere ii¢ smifa ayrilmaktadir. Siklin seviyesi Oncelikle gen ekspresyonu
(trankripsiyonal diizenleme) ve protein pargalanmasi (proteolitik diizenleme) ile
diizenlenmektedir. Siklinler, farkli insan kanser tiirlerinde 6rnegin kolon kanseri
ve meme kanserinde kontrolsiiz ¢ogalmaya yol acan mitojenik sinyaller ve
planlanmamis ekspresyona yanit vermektedirler. Siklin, CDK ve CDI (siklin
bagimli kinaz inhibitorleri) diizeyleri hiicre siklusunun c¢esitli asamalarinda
farklilik gosterir ve olduk¢a komplike bir diizen iginde siklusun ilerlemesini
diizenlerler. Insan kanserlerinin 6nemli bir bdliimii, CDK aktivitesinin yanlis
diizenlenmesi sonucunda olusan mutasyonlar1 tasimaktadir (Potten ve Wilson,

2004; Shah ve Schwartz, 2006).
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CDK herhangi bir siklin ile birlesmedigi siirece hicbir katalitik aktivite
gostermez. Her bir CDK farkli bir siklin ile kompleks olusturur ve bu
kompleksdeki siklin’in tipi hangi proteinlerin fosforile edilecegini belirler. CYC-
CDK kompleksleri, gerekli proteinlerin aktiflesmesini saglayarak hiicrenin
metabolik aktivitelerini ve hiicre boliinmesini diizenlerler.

Siklin A, siklin B, siklin C, siklin D gibi en az on farkli siklin ve CDKI1,
CDK2, CDK3, CDK4, CDKS, CDK6 gibi en az sekiz farklit CDK belirlenmistir.
CDKI1 genellikle mitotik kinaz olarak kabul edilir, diger CDK’larin hiicre
boliinmesinin erken evrelerinde rol oynadig1 diisiiniilmektedir (interfaz). Siklin-
CDK komplekslerinin aktivitelerinin diizenlenmesinde de CDK inhibitorii
proteinler (CDI) etkili olmaktadir. Bu proteinler, tiimor baskilayici genler olarak
bilinen genlerin iirlinleridir. CDK inhibit6rii olan CDI; insan hiicrelerinde substrat
ozgiilliigiine gore Cip/Kip ailesi (p21Cip/Kip, p27Cip/Kip ve p57Cip/Kip) ve
INK4a ailesi (p15INK4a, pl6INK4a ve pl8INK4a) olmak iizere ikiye
ayrilmaktadir. CDI‘nin kontrolsiiz ¢ogalmada ve tiimor olusumunda koruyucu
etkisi oldugu bilinmektedir (Schulze-Gahmen ve ark., 1999; Giines, 1999; Sandal,
2002). Siklin bagimli kinaz inhibitorleri (CDI), ya siklinlere ya CDK’lara ya da
her ikisine baglanarak CDK’larin aktivitelerini inhibe eden proteinlerdir.

Farkli siklin-CDK kompleksleri hiicre ddngiisiinde spesifik noktalarda
bulunur ve faz gegislerinde onemli gorevleri vardwr. Siklin ekspresyonu hiicre
dongiistinde hiicrenin ilerlemesi ile degisir ve hiicre dongiisiindeki hiicrenin
konumuna gore 6zel siklin ekspresyonlar1 tanimlanmaktadir. Her siklin 6zellikle
spesifik CDK’ya baglanir (Shah ve Schwartz, 2001).

e FErken G evresinde sentezlenen siklin D, CDK4 ve CDK6’ya baglanir.
G1/S kontrol noktasinda bulunan en dnemli regiilator siklin D, hiicrenin S
fazina dogru ilerlemesinde onemli rol oynadig: bilinmektedir. D siklinler
baglama siklinleri olarak adlandirilirlar ve biliylime faktorleri veya
mitojenlere yanit olarak eksprese edilirler.

e Geg G evresinde siklin E sentezlenir ve hiicre S fazina girdigi anda hizla
yikilir. Siklin E, CDK2’ye baglanir. Bu ii¢ kompleks, diger aracilarla
birlikte hiicrenin S fazina girmesini ve S fazinda ilerlemesini

saglamaktadir.
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e Siklin A ve Siklin B mitotik siklinlerdir. Siklin A, S faz1 boyunca sentez
edilir, CDK2 ve CDKI‘e baglanir ve bu kompleksler hiicrenin S fazini
terk edip G; evresine girmesini saglar ve Siklin B nin olusumunu indiikler.

e Siklin B, S fazinin ge¢ doneminde sentez edilir ardindan anafazda yikilir,
CDK1’e baglanir ve bu kompleks hiicrenin G, fazini terk edip M evresine
girmesine izin verir (Ulukaya, 2001; Potten ve Wilson, 2004; Zhang ve
ark., 2005; Cabadak, 2008).

Sekil 1.9. Hiicre dongiisiiniin asamalari. Diizenleyici CDK/siklin komplekslerinin

aktiviteleri ayrica belirtilmistir (Vermeulen ve ark., 2003)

1.2.2. Hiicre Siklusu ve Kanser

Kanser hiicrelerinin en 6nemli 6zelligi anormal hiicre béliinmesidir. Memeli
hiicrelerinde hiicre boliinmesi, hiicre dongiisiiniin ¢esitli fazlarinda ilerlemesini
diizenleyen protein kinazlar tarafindan saglanmaktadwr. CDKf‘lar; hiicre
dongiisiinii, DNA sentezini ve mitoz baslangicin1 diizenlemektedir. Insan
kanserlerinde en siklikla karsilasilan durumlardan biri de, CDK’larin yanlis
diizenlenmesidir. Son arastirmalar mitotik kinaz iceren mutasyonlarinda timor
gelisimine bagimli oldugunu gdstermektedir. Hiicre dongiisiindeki kinazlarin
yanlis diizenlenmesi, plansiz cogalma ve genomik instabiliteye yol acan anormal

hiicre boliinmesinin sonucu olabilmektedir.
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Normalde hiicre boliinmesini baskilayan proteinleri (p15, p16, p21, p27 gibi CDK
inhibitorii proteinler) kodlayan ve timor baskilayici genler olarak tanimlanan
genlerde olusan mutasyonlar tiimor olusumuna neden olmaktadir (Malumbres ve
Barbacid, 2007). Hiicre dongiisii, ekstraseliiler biiylime sinyalleri, hiicre boyutu ve
DNA biitiinliigiinii belirleyen ¢ok sayida kontrol noktasini iceren bir siirectir.
CDK‘lar ve siklinler hiicre dongiisii ilerlemesini indiikleyen pozitif hizlandirici
veya diizenleyicilerdir. Siklin bagimli kinaz inhibitorleri ise diizenleyici sinyallere
yanit icin hiicre dongiisiiniin  ilerlemesini  durduran Onemli negatif
diizenleyicilerdir. Kanser, pozitif diizenleyicilerin anormal ekspresyonu veya
aktivasyonundan ve negatif diizenleyicilerin  fonksiyonel baskisindan
kaynaklanmaktadir. Timorgenezin; farkli insan kanseri hiicrelerinde c¢esitli
siklinler, CDK ve CDI ekspresyonundaki mutasyonlar veya anormalliklerle iligkili
oldugu bilinmektedir (Park ve Lee, 2003).

Mutasyonlar genellikle proto-onkogenler ve tiimor baskilayici genlerde
ortaya cikmaktadir. Proto-onkogenler veya onkogenlerden mutasyona ugramis
olanlar, tiimor biiylimesine neden olabilir. Hiicre dongiisiiniin kontrolii, kanser ile
iligkilidir ki bu da hiicre dongiisiiniin farkli diizeylerinde mutasyona ugramis
onemli proteinler ile ortaya ¢ikmaktadir. Kanserde mutasyonlar, CDK, siklin,
CDK aktive edici enzim , CDI, CDK substratlar: ve kontrol noktas: proteinlerini
kodlayan genlerde gézlenmektedir (Vermeulen ve ark., 2003).

Timor baskilayic1 genlerde olusan mutasyonlar, hasarli hiicrelerin hiicre
sikluslarinin ilerlemesine ve tiimor gelisimine neden olurlar. pS3 proteini; hiicre
biliylimesinin durdurulmasi, apoptozis, hiicre farklilasmasi ve DNA onariminin
baslatilmasinda rol alir. Tiimdr baskilanmasinda 6nemli rolii olan p53 geni
islevini kaybederse hiicre biiylimesinin kontrolii ortadan kalkar ve DNA onarimi
olmadan hiicre siklusu kontrolsiiz devam eder. p53 proteinin hiicre siklusunda en
karakteristik rolii transkripsiyon faktorii olmasidir. Kanser hiicrelerinde
mutasyona ugramis olan p53 kalintilar1 DNA’nin baglanmasi i¢in 6nemlidir.

Apoptozisi diizenleyen genlerin mutasyonu da kansere yol agmaktadir.
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Hiicre dongiisii ilerlemesinde Ras proteininin rolii; G0 fazindan ¢ikan ve
cogalmaya devam eden hiicrelerde belirgindir. Ras genlerindeki mutasyon, tiimor
metastazt ve anjiojenezde bulunan onkoproteinleri olusturmaktadir. Endojen
kaynakli Ras, hiicre dongiisii icin onemlidir ve onkogenik Ras proteini hiicre
dongiisiine giriste serbest olan biliyiime faktdrlerini arttirmaktadir. Bu gendeki
mutasyonlar genellikle 12. ve 13. kodonda olugmaktadir. Diger siklikla mutasyona
ugrayan kodonlar ise 59. ve 61. kodondur (Macaluso ve ark., 2002).

Radyasyon veya toksine maruz kalan hiicrelerde DNA‘da olusan hasara
gore hiicre siklusu kontrol noktalar1 G1’den S fazina veya G2’den mitoza gecisi
engellerler. Kanserin ilerlemesinde tiimor baskilayict fonksiyon, DNA onarimi ve
apoptozis kritik yolaklardir (Collins ve ark., 1997; Cabadak, 2008; Foster, 2008).

Hiicre dongiisiiniin diizenlenmesinde kontrol noktalar1 oldukc¢a onemlidir.
Hiicre dongiisii kontrol noktalari; DNA replikasyonu ve kromozom ayrimi gibi
kritik olaylarda hasarlar1 belirlemektedir (Collins ve ark., 1997). DNA onarimi
tamamlanmadan hiicre dongiisii kontrol noktalarmin kaldirilmasi, hiicre 6liimiine
yol acan apoptotik kaskadi aktive edebilir (Schwartz ve Shah, 2005). Hiicre
dongiisii kontrol noktalar1 kanser hiicrelerinde, hiicrelerin boliinmesini ve timor
olusumunu 6nlemek i¢cin mutlaka aktif olmalidir, kanserin gelisimini saglayan
hatali kontroller genetik hasara yol acabilmektedir. Dolayisiyla hiicre dongiisi

kontrolii kanser olusumunu anlamada oldukca énemlidir (Nurse ve ark., 1997).

1.2. Apoptozis ve Kanser Olusumundaki Etkisi

Apoptozis, ¢esitli travmatik hiicre dis1 lezyonlar (6rnegin; hormonal olarak
aktif ¢esitli maddeler, iyonize radyasyon, kemoterapiyi igeren travmatik ajanlar)
ya da genetik faktorlerle aktive edilen ve hiicrenin kendisi tarafindan
programlanmig bir mekanizma ile hiicre 6liimiinii kontrol eden aktif bir siirectir
(Altunkaynak ve Ozbek, 2008). Kerr, Wyllie ve Currie, 1972 yilinda
yayimladiklar1 bir makalede o tarihe kadar fazla tanimlanmamis ve nekrozdan
farkli morfolojik 6zellikler tasiyan diger bir hiicre 6liim seklini ifade etmisler ve
bu olay1 apoptozis olarak adlandirmislardir. Eski bir yunan terimi olan apoptozis,
bir cicegin yapraklarinin sonbaharda dokiilmesi anlamma gelmektedir (Kerr ve

ark., 1972; Gewies, 2003).
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Apoptozisin genellikle hiicre intihar1 olarak belirtilmesinin nedeni, hiicrelerin
kendi 6liimlerinde aktif olarak rol aldiklar1 bir siire¢ olmasidir. Apoptozis; farkl
biyolojik sistemlerde normal hiicre yenilenmesini, bagigiklik sistemint,
embriyonik gelisimi, metamorfoz, hormon bagimli atrofi (doku yada organin
kiiciilmesi) ve kimyasallar ile uyarilan hiicre 6limiinii de igeren fizyolojik bir
mekanizmadir. Bir kanser hiicresinin ¢ogalmasin1 ve Oliimiinli, onkogenler ve
timor baskilayict genler kontrol etmektedir. Bu genlerde meydana gelen
mutasyonlar kanser hiicresinin olusmasini ya da olusmamasmi belirlemektedir
(Dash, 2007; Rastogi ve ark, 2009).

Cok hiicreli organizmalarin hem hiicre sayilarmi belli bir aralikta sabit
tutabilmeleri icin hem de hasar géren dokularini yenileyebilmeleri i¢in ¢ogalmaya
ithtiyaglar1 vardir, dolayisiyla hiicre ¢ogalmasi ve apoptozis arasinda kontrollii bir
denge olmas1 gerekmektedir. Bu denge apoptozis yoniinde bozulursa Alzheimer,
Parkinson, Insiiline bagimli tip diyabet (tip 1 diyabet), Hepatit C enfeksiyonu ve
miyokard enfarktiisii gibi hastaliklara; hiicre ¢ogalmasi yOniinde bozulursa
otoimmiin hastaliklara, viral enfeksiyonlarin yayilmasmma ve kansere neden
olabilmektedir (Evan ve Vousden, 2001; Gewies, 2003).

Kanser hiicreleri biliylimelerini diizenlemek ve normalden daha fazla
proliferatif olabilmek i¢in normal hiicresel sinyalleri gérmezden gelmelerine izin
veren bir dizi mutasyona sahiptir. Normal sartlar altinda hasarli hiicreler
apoptozise gitmektedir fakat kanser hiicrelerinde mutasyon olusmasi durumunda
hiicrelerin apoptozise gitmesi engellenmektedir.

Sonug¢ olarak, hiicresel proliferasyon kontrol edilemediginden tiimor
olusumuna bagl olarak hastalik ilerleyebilmektedir. Cogu durumda bu tiimorleri,
hiicrelere hasar veren bir¢ok kanser tedavisi ile (radyasyon veya kimyasallar)
oldiirmek zor olabilmektedir ve apoptotik yolaktaki mutasyonlar siirekli bu tiir
saldirilara direngli hiicreler iiretmektedir. Ornegin Parkinson ve alzheimer gibi
norodejeneratif hastaliklarda, noronal Oliimiin (apoptozisin) tetiklenmesi s6z
konusudur. Apoptozisin ayrica bircok oto-immiin hastaliklarin ilerlemesinde de
rol oynadig1 diisiiniilmektedir (Dash, 2007). Bu hastaliklarin olusumlarmin
engellenmesi ve tedavi edilebilmesi ig¢in apoptozis kontrol mekanizmalarmin

bilinmesi olduk¢a dnemlidir.

27



1.3.1. Apoptozisin Morfolojik Ozellikleri

Apoptozise giden hiicrelerde morfolojik olarak ilk goézlenen degisiklik,
hiicrelerin mikrovillus gibi 6zel yilizey farklilasma yapilarini ve diger hiicrelerle
temas ylizeylerini kaybetmeleridir. Apoptotik hiicreler membran biitlinliiklerini
korurlar. Hiicre biiziilmesi, hiicre membraninin tomurcuklanmasi, kromatin
yogunlagsmasi, DNA’nin niikleozamal bolgelerden kesilmesi ve niikleus
par¢alanmast (DNA fragmentasyonu) goriilmektedir. Ayrica apoptozis,
sitoplazmik organellerin sikigmasi, endoplazmik retikulumun genislemesi, hiicre
hacmindeki azalma ile sonuglanan plazma zar1 degisiklikleri ile karakterize
edilmektedir. Apoptotik hiicre 6liimiiniin son asamasinda hiicre, organeller ya da
cekirdek parcgalari iceren kiigiik pargalara boliiniir ve apoptotik cisimcikler ortaya
cikar (Gewies, 2003; Ulukaya, 2003). Bunlar ¢ogunlukla makrofajlar bazen de
komsu hiicreler tarafindan fagosite edilirler ve apoptotik 6lim sonrasinda hiicre
membran biitiinliigiiniin korunmasiyla hiicre icerigi ortama dokiilmedigi igin
inflamatuvar yanit olusmamaktadir (Elmore, 2007; Hotchkiss, 2009). Nekroz
alternatif bir hiicre 6lim seklidir. Akut doku zedelenmesine, toksik faktorlere,
hipoksi ve iskemiye karsi bir reaksiyon olarak ortaya ¢ikabilmektedir. Nekrotik
hiicre 6liimii, enerji iiretim yetmezligi, iyon kanallarindaki bozukluklar veya pH
dengesindeki asir1 degisimler gibi birtakim fizyolojik kosullarin asiri bozulmasi
sonucunda ortaya c¢ikar ve sonu¢ olarak hiicre igerisine osmozla su girmesiyle
hiicre patlar, hiicre membran biitiinliigii kaybolur ve inflamatuvar yanit olusur.
DNA rastgele-diizensiz olarak pargalanir ve hiicrenin mitokondrisi siser (Gtiltekin

ve ark, 2008).

Sekil 1.10. Apoptotik hiicre morfolojisi (hiicrenin 6 saatlik zaman dilimi igerisindeki goriintiileri)

(Dash, 2007)
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1.3.2. Apoptozis ve Nekrozis Arasindaki Farkhhklar

Apoptozis fizyolojik kosullarda veya bazen patolojik kosullarda gbzlenen
programlt hiicre oliimiidiir. Nekrozis her zaman patolojik kosullarda hiicre
hasar1 sonucu ortaya ¢ikan 6liim seklidir.

Apoptotik hiicrenin kromatini niikleus membraninin ¢evresinde toplanir,
nekrozda ise kromatin materyali hemen hemen normal hiicredeki goriintiiye
benzemektedir.

Apoptozisin en 6nemli yonii, DNA’nin interniikleozomal bolgelerden yaklasik
180-200 baz ¢ifti veya bunun katlar1 seklinde DNA pargalar1 olusturacak
sekilde parcalanmasidir. Dolayisiyla apoptoziste niiklear fragmentasyon
olusurken, nekrozda ise niiklear par¢alanma olmamaktadir.

Apoptoziste hiicre bliziilmesi ve kiigiilmesi gozlenirken, nekrozda hiicre siser
ve boyutu artar.

Apoptoziste hiicre membran1 yiizey farklilasmalarini kaybeder, biiziiliir,
kivrmtilr goriiniim alir ve bozulmadan kalir. Nekrozda ise, hiicre zarinda ve
organel membranlarinda pargalanma gozlenir, hiicre membrani sizdiran
konuma gecer.

Apoptoziste hiicre sitoplazmasinin yogunlugu artar, hiicre organelleri normal
gortinlimlerini korurlar, nekrozda ise hiicre sitoplazmasi berrak hale gelir
ayrica hiicrenin sismesi (hiicreler tarafindan sodyum iyonlar1 ve suyun
alinmasi ile) ve organellerin sismesi belirgindir.

Apoptoziste erken hiicre-hiicre temas kaybi, nekrozda ise ge¢ hiicre-hiicre
temas kayb1 gozlenmektedir.

Apoptozis icin ATP gereklidir (aktif siireg) , nekrozda ise ATP gerekmez
clinkii pasif siirectir.

Apoptotik hiicrelerde ayrica normalde plazma membraninin i¢ yiiziinde
transloke olan fosfatidilserin, aminofosfolipid transferaz enzimi ile erken
evrede membranin dis yiliziine dogru transloke olmaktadir. Bu mekanizma
apoptotik hiicrelerin komsu hiicreler ve makrofajlar tarafindan taninmasini ve

fagosite olmasini saglamaktadir. Nekrotik hiicre ise lizise ugramaktadir.
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Apoptoziste; apoptotik hiicre veya cisimcikler komsu hiicreler veya
makrofajlar tarafindan fagosite edildiklerinden dolay1 inflamasyon olusmaz
(anti-inflamatuar cevap) fakat nekrozda hiicre icerigi dis ortama salindigindan
inflamasyon reaksiyonu (inflamatuar cevap) uyarilmaktadir.

Apoptoziste intakt hiicre membranit bulunur fakat membranda bleb’ler
olugsmaktadir. Ayrica hiicre membranla kapli, farkli miktarda niikleus ve diger
hiicre i¢i yapilar1 igceren kiiclik cisimciklere “apoptotik cisimciklere”
parcalanmaktadir.

Apoptoziste hiicreler tek tek veya bir kaci1 birarada 6lmektedir, nekrozda ise
hiicreler grup halinde 6lmektedirler.

Apoptozis yaslanmis ve yararsiz hale gelen normal hiicrelerin ortamdan yok
edilmelerini (eliminasyonlarmni) saglar.

Apoptozis organizmanin  kendi dokularmmi tamiyan T  hiicrelerinin
eliminasyonunda da rol alir. Boylece, bu hiicrelerin organizmaya karsi immun
ataglr Onlenmis olur (Robertson ve Orrenius, 2000; Ulukaya, 2003; Gewis,

2003; Potten ve Wilson, 2004; Rastogi ve ark., 2009).
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Sekil 1.11. Apoptotik ve nekrotik hiicre 6liim mekanizmalarinin karakteristik 6zellikleri

(Gewis, 2003)
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1.3.3. Apoptozisin indiiklenmesi

Apoptozis; hiicrenin i¢inden ya da disindan ¢esitli uyaranlarla 6rnegin;
hiicre yiizey reseptorlerinin ligasyonu, DNA onarim mekanizmalarindaki hatalar
sonucu olusan DNA hasari, sitotoksik ilaglar veya radyoterapi ile tedavi, yasamsal
sinyallerin eksikligi, hiicre dongiisii sinyallerindeki tutarsizlik, adezyonun kayba,
Fas veya TNFR-1 gibi 6liim reseptorlerinin aktivasyonu ile tetiklenebilmektedir.
(Gewis, 2003).

Memeli hiicrelerinde baslica iki apoptotik sinyal yolu tanimlanmaktadir.
Dis yol, ligandlarin (aktivatdor) hiicre yiizeyi reseptorlerine baglanmasi ile
reseptorlerde meydana gelen konformasyon degisikliklerine baghdir. I¢ yol,
mitokondriyal islevi icerir ve biiylime faktoriiniin eksikligi, kortikosteroidler,
radyasyon, sitotoksik ilaglarin neden oldugu DNA hasar1 tarafindan baglatilir
(Anonim). Digsal apoptoz sinyalleri, spesifik ligandlarla baglanma sonucunda
apoptotik sinyalleri ileten ve O6liim reseptorii olarak adlandirilan hiicre ylizey
reseptorlerinin aktivasyonu ile olusturulmaktadir.

Oliim reseptorleri (DR) olarak bilinen ve TNFR (Tiimdr Nekroz Faktorii
Reseptorii) geni ailesinin iiyesi olan; TNFR-1, Fas/CD95/APO-1 ve TRAIL
reseptorleri olan DR-3(TRAMP), DR-4 (TRAIL-R1) ve DR-5 (TRAIL-R2)‘in
ilgili ligandlarla etkilesime girmesi sonucunda apoptozis indiiklenir. TNFR siiper
ailesi iiyelerinin birincil yapilar1 farkli olmasina ragmen hepsi sistein bakimindan
zengin ekstraselliiler subdomainler icermektedirler. Bu 6zellik TNFR siiper ailesi
iiyelerinin kendilerine 6zgii liganlar1 tarafindan tek tek taninmasi saglamaktadir.
Oliim reseptérleri ayrica homolog sistein bakimmdan zengin 80 aminoasitlik alan
icermektedir, 6liim alan1 (DD) olarak isimlendirilen bu bdlge hiicre yiizeyinden
sinyalleri intraselliiler sinyal yollarina iletmede 6nemli rol oynamaktadir. Adaptor
molekiiller olan FADD, TRADD veya DAXX (6lim bdlgesi ile iligkili protein),
kendileri DD icerdiklerinden dolayr DR ile etkilesime girebilmektedirler
(Mahmood ve Shukla, 2010).
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Olim  reseptorlerinin  ligandlar1  yani  aktivatorleri  reseptdrlerin
oligomerizasyonuna yol acarak aktiflesmelerine neden olmaktadir. Reseptorlerin
oligomerizasyonu sonrasi, 0zgiin adaptér proteinler FADD (FAS iligkili 6lim
bolgesi proteini) ve TRADD’in (TNFR-1 iligkili 6lim bdlgesi proteini)
reseptorlere baglanmasi ile DISC (6liim uyarici sinyal kompleksi) olusmaktadir ve
kaspaz  sistemi  aktiflesmektedir. Bu  Olim  bolgeleri  prokaspaz-8’i
aktiflestirmektedir. Prokaspaz-8 molekiillerinin lokal konsantrasyonlar1 kendi
otokatalitik aktivasyonlarma ve aktif kaspaz-8 salinimimna yol agmaktadir. Aktif
kaspaz-8 ya dogrudan kaspaz-3’ i kirar ve aktiflesmesine neden olur ya da Bid
(pro-apoptotik protein ve Bcl-2 ailesi iiyesi )’1 kirar. Kirilan Bid, sitoplazmadan
mitokondriye transloke olup mitokondriden sitokrom c¢’nin salinmasina neden olur
ve hiicrede apoptotik slireci devam ettirir. Mitokondri i¢ membran ylizeyinden
sitokrom c¢‘ nin sitozole salinmasi ile sitokrom ¢, sitoplazmik protein olan Apaf-1
(apoptotik proteaz aktive edici faktor-1)‘e baglanir ve onu aktive eder, ATP‘nin
de ortamda bulunmasi ile apoptozom kompleksi olusur. Apoptozomun gorevi,
baslatict kaspaz olan kaspaz-9’u aktive etmektedir ve bu da kaspaz-3‘i aktive
ederek kaspaz kaskadina aracilik eder ve bu sekilde hiicre 6limii adim adim
gerceklesir (Ulukaya, 2003; Potten ve Wilson, 2004; Holcik ve ark., 2005; Dash,
2007; Tanel ve Averill-Bates, 2007; Aksit ve Bildik, 2008; Duprez ve ark., 2009).

Ayrica canli hiicrelerde kaspaz aktivitesini inhibe eden ve aktiviteleri Smac
veya Omi/HtrA2 gibi fonksiyonel analoglar ile engellenmis bircok IAPs
(apoptozis inhibitérleri) vardir. Olen hiicrelerde Smac ve Omi/HtrA2
(mitokondriyel proteinler, pro-apoptotik proteinler) mitokondriden salindiginda
IAPs inaktive olmaktadir boylece kaspaz-3 ve kaspaz-9 inhibisyonunu
engelleyerek hiicrelerin apoptozise gitmelerini saglamaktadir. Bu nedenle IAP
inhibisyon yolunun mitokondriyal yolak ile iliskili olabildigi diistiniilmektedir
(Holcik ve ark., 2005; Duprez ve ark., 2009).

Hiicre 6liim reseptorlerinden TNFR-1 ve DR-3 de adaptor proteinler olarak
FADD ve TRADD’1 kullanarak kaspaz-8’ in aktivasyonuna yol agmaktadir. Bu
icsel yolak ve digsal yolak mekanizmalar1 kaspaz-bagimli apoptozisi
gostermektedir. Ayrica kaspazlardan bagimsiz olarak apoptozise neden oldugu

diisiiniilen kaspaz aktivasyonunun gerceklesmedigi mekanizmada bulunmaktadir.
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Bu mekanizmada AIF (apoptozis indiikleyici faktdr) mitokondriden salmnip
niikleusa ge¢mekte ve niikleazlar1 aktiflestirerek DNA hasarina yol agmaktadir.
AIF, steroidler, granzyme B ve endonukleaz G kaspazlardan bagimsiz olarak
apoptozise neden olmaktadir. Apoptozis genotoksik ajanlarmn etkisi sonucu olusan
agir DNA hasarina kars1 gelisen p53 indiiksiyonu ile de baslamaktadir. p53’iin
indiiklenmesi bax’in (pro-apoptotik, bcl-2 ailesi iiyesi) indiiksiyonunu neden olur
ve bu sekilde apoptozisi baslatabilir. Ayrica apoptozis reaktif oksijen
radikallerinin olusturabilecegi hasarlara bagl olarakta baslatilabilir (Ulukaya,

2003; Dash, 2007).

Ligand
(FasL, TNF-a, TRAIL)

Oliim Reseptorii
(Fas, TNFR1, DR, ..)

Adaptérler o
(FADD, TRADD) ‘@ ’3

prokaspaz-8 ‘ ‘
‘ ‘ i S Bm - Kaspaz -3, -6, -7
aktivasyonu

* =~ Apoptozis

aktif kaspaz-8

Sekil 1.12. Reseptor aracili kaspaz aktivasyonu (Gewis, 2003)
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Sekil 1.13. Ekstrinsik ve intrinsik apoptotik sinyal yolaklar1 (Duprez ve ark., 2009)

1.3.4. Apoptoziste Mitokondrinin Rolii

Mitokondri hiicre 6limiiniin diizenlenmesinde 6nemli rol oynamaktadir.
Mitokondri, AIF (apoptozis indiikleyici faktor ), Smac/DIABLO ve sitokrom c
gibi birgok pro-apoptotik proteini igermektedir. Bu faktorler mitokondriyal
membranda por olusumu ile mitokondriden salinmaktadir. Bu porlarin; hiicresel
stres, serbest radikal hasar1 veya biiyiime faktorii yoksunlugu gibi apoptotik
sinyaller ile aktive olan bcl-2 ailesi proteinlerinin pro-apoptotik {iyelerinin
aktivitesi yoluyla olustugu disiiniilmektedir. Bcl-2 ailesi mitokondrinin
aktivasyonuna neden olan en 6nemli faktordiir. Pro-apoptotik ve anti-apoptotik
iyelert olan bcl-2 ailesinin iiyelerinin mitokondri {izerindeki etkileri ile ya
sitokrom c sitozole salinarak apoptozis uyarilmaktadir ya da sitokrom c¢ salinimina

engel olunarak apoptozis baskilanmaktadir (Dash, 2007).
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1.3.5. Apoptoziste Bcl-2 Ailesinin Rolii

Bcl-2 ailesi tiyeleri apoptozis diizenleyici faktorlerin 6nemli bir grubunu
olusturmaktadir. Bcl-2 6zellikle mitokondri dis membranda bulunmaktadir ve
iyon transportunu diizenlemektedir. Bcl-2 proteinlerinin bazilar1 anti-apoptotiktir
(bel-2, bel-XL, Mcl-1) ve mitokondri, endoplazmik retikulum veya niiklear
membranda bulunmaktadir, bazilar1 ise pro-apoptotiktir (bax, bcl-Xs, Bad, Bim,
Bak, Bok, Bid). Apoptotik uyaranlara kars1 hiicrelerin duyarlilig1 pro-apoptotik ve
anti-apoptotik bcl-2 proteinlerinin dengesine baglhdir. Pro-apoptotik proteinler
fazla eksprese edildiginde hiicreler apoptozise daha duyarli, anti-apoptotik
proteinler daha fazla eksprese edildiginde hiicreler apoptozise daha direngli
olmaktadir. Pro-apoptotik bcl-2 proteinleri hiicresel hasar ya da stresin
algilayicilart olarak genellikle sitozolde bulunmakta ve hiicresel stres sonucu,
anti-apoptotik  proteinlerin  bulundugu mitokondri yiizeyine dogru yer
degistirmektedirler. Pro-apoptotik ve anti-apoptotik proteinler arasindaki
etkilesim, anti-apoptotik bcl-2 proteinlerinin normal islevlerini bozar ve
mitokondride porlarin olusumuna, sitokrom c ve diger pro-apoptotik molekiillerin
zarlar aras1 bolgeden aciga ¢ikmasina neden olabilir. Bu da apoptozom olusumu
ve kaspaz kaskadi aktivasyonuna yol agmaktadir (Robertson ve Orrenius, 2000;

Fan ve ark., 2005; Dash, 2007).

1.3.6. Kaspazlar

Apoptozisin erken evrelerinde biiyiik bir proteaz enzim ailesi olan kaspazlar
aktive olmaktadir. Kaspazlar, normal hiicresel fonksiyonlar i¢in gerekli olan hiicre
iskeleti yapisal proteinleri ve DNA tamirinde rol alan niiklear proteinlerin
parcalanmasimndan sorumludurlar (Kandas, 2004). Memelilerde, apoptosis
sirasinda hiicre yapismin bozulmasini saglayan kaspazlarin tiimiinde etkin bir
sistein bolgesi bulunur ve substratlar1 aspartik asit kalintilarinin ardindan keserler.
Kaspazlar, aktin dahil hiicre iskeletinin ana bilesenlerini, niiklear laminleri ve
diger yapisal proteinleri kesmektedirler. Kaspazlar normalde hiicrede etkin
olmayan prokaspazlar olarak bulunurlar. Kaspazlar birbirlerini aktiflestirerek

preteolitik bir kaskada neden olurlar.
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Baslangicta, kaspazlar mitokondride membran hasar1 olustururlar daha sonra zar
degisimleri, hiicre iskeleti ve cekirdek degisimine yol acan hasarlar ortaya
cikartirlar. Bunlarin etkinlesmesi iki yolla olmaktadir; ligandlar Fas/CD95 gibi
olim reseptorlerine baglandiklarinda 6liim reseptorii yolu tetiklenir (ekstrinsik
yol), DNA hasar1 gibi i¢ darbelerle ve hiicre dis1 sinyallerle mitokondriyel yol
tetiklenir (intrinsik yol). Bu yolun baglaticilar1 arasinda UV 1511, radyasyon, 1s1,
H,0, (hidrojen peroksit) ve sitotoksik ilaglarda bulunmaktadir. Her iki yolda da
prokaspazlar bir araya getirilmektedir. Sonrada birbirlerini keserek etkin
kaspazlar1 agiga ¢ikartmaktadirlar. Ornegin; ligandin (FasL ya da CD95L)
CD95’e baglanmasi prokaspaz-8 molekiillerini bir araya getirir, mitokondriyel
bilesenlerin salmmasi ise prokaspaz-9’lar1 bir araya getirmektedir. Daha sonra
etkinlesen kaspaz-8 ve 9, prokaspaz-3 gibi diger prokaspazlari aktiflestirmektedir
(Gewis, 2003; Holcik ve ark., 2005; Kumar ve ark., 2005). Kaspazlarin bazilar
(2, 8, 9, 10) baslatic1 kaspazlar olarak bilinirken, bazilar1 da (3, 6, 7) efektor
kaspazlar olarak bilinmektedir. Baslatic1 kaspazlarin apoptotik uyari ile baslayan
Olim sinyallerini efektdr kaspazlara iletmesi ile apoptotik hiicre morfolojisi

meydana gelmektedir (Ulukaya, 2003).

1.3.7. Apoptozisin Belirlenmesinde Kullanilan Yontemler

— Morfolojik goriintiileme yontemleri
= [sik Mikroskobu (Hematoksilen boyama, Giemsa boyama)
= Floresan Mikroskobu / Lazer Taramali Konfokal Mikroskobu
(Propidium Iyodiir, Hoechst Boyasi)
= Faz Kontrast Mikroskobu
= Elektron Mikroskobu

— Immunohistokimyasal yontemler
=  Annexin-V Yontemi
= Tunel Yontemi
= M30 Yontemi

= Kaspaz-3 Yontemi
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— Biyokimyasal yontemler
= Agaroz Jel Elektroforezi- DNA fragmentasyonu
=  Western Blotlama

=  Flow Sitometri (Annexin-V)

— Immunolojik yontemler
» ELISA (DNA fragmentasyonu, M30 diizeyi)

=  Fluorimetrik Yontem (Kaspaz aktivasyonu)

— Molekiiler biyoloji yontemleri
= DNA Microarray
= Gen ekspresyon dereceleri (Hiicre oliim reseptorleri, kaspazlar)

(Ulukaya, 2003; Aksit ve Bildik, 2008; Gtiles ve Eren, 2008).

1.4. Yeni Sentez Edilen Palladyum (II) Bilesigi
1.4.1. Palladyum (II) Bilesiginin Kanser Tedavisindeki Yeri

Kanser tedavisi i¢in kullanima giren ila¢ sayisindaki hizli artisa ragmen
tedavideki basar1 oranlar1 ayni oranda artmamistir. Bu nedenle, anti-tiimor etkisi
yiiksek yeni metal komplekslerin sentezlenmesine gereksinim duyulmaktadir.
Metal bilesikler kanser tedavisinde ilag¢ olarak yaygin sekilde kullanilmaktadir.

Cisplatin en basarili metal bazli ilag olmasma ragmen, farkh -etki
mekanizmalarma sahip tiimor inhibe edici metal komplekslerin sentezi ve sayisi
giderek artmaktadir. Palladyum (Pd) tiirevlerinin; standart platin bazli ilaglara
(cisplatin, karboplatin, oksaliplatin) benzer sekilde sitotoksik aktivite gosterdigi,
ayn1 zamanda diger agwr metal antitimor bilesiklerine gore daha az yan etkiye
sahip oldugu bilinmektedir. Pd komplekslerinin, platin (Pt) komplekslerine
kiyasla suda kolay ¢oziinebilmeleri ve membranlardan kolayca gecip hiicre
icerisinde  DNA’ya baglanabilmeleri daha fazla tercih edilmelerine neden

olmaktadir.
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Antifungal, antiviral, antitimor ve antibakteriyel etkilere sahip Pd kompleksleri,
cesitli timOr hiicre hatlarina karst umut verici etkilerinden dolay1 6zellikle son
yillarda sentezlenmekte ve etkileri arastirilmaktadir (Budzisz ve ark., 2004; Abu-
Surrah ve ark., 2008; Garoufis ve ark., 2009; Miklasova ve ark.,2009; Al-Masoudi
ve ark. 2010; Divsalar ve ark. 2010; Tamasi ve ark. 2010; Abu-Surrah ve ark.,
2010; Ulukaya ve ark., 2011a; Ulukaya ve ark., 2011b).

1978 yilinda cisplatin, tedavi edilen hastalarda bircok olumsuz yan etkileri
olmasmna ragmen onkoloji tedavisi i¢in ilk platinum bazl ila¢ olarak kabul
edilmistir. Cisplatini; antitiimor aktiviteyi gelistiren ve cisplatinin dezavantajlarini
azaltan karboplatinin 1985 yilinda (ikinci platinum bazl ilag), oksaliplatinin 1996
yilinda (liglincii platinum bazli ilag) onaylanmasi izlemistir (Starha ve ark., 2009).

Platinum ilaglar1 metal bazli antikanser ajanlar olarak kanser tedavisinde
onemli role sahiptir. Ozellikle cisplatin, karboplatin ve oksaliplatini igeren Pt
kompleksleri yaklasik 30 yildir; yumurtalik, testis, rahim, bas, boyun, kiigiik
hiicreli akciger, kolorektal, serviks ve lenfomay1 da iceren bir¢ok kanser tiirtiniin
tedavisinde klinik olarak kullanilmaktadir (Mansuri-Torshizi ve ark., 1992; Rabik
ve Dolan, 2007; Divsalar ve ark., 2007; Petrovic ve ark., 2007).

Cisplatin, cis-diamminedichloroplatinum(ll)(cis-DDP), tim diinyada
kullanilan en etkili antitimdr ilag olarak bilinmesine ragmen; nefrotoksisite,
norotoksisite ve emetojeniteyi de igeren ciddi toksik yan etkilerinin olmasi
hastalara verilen dozu sinirlamaktadir. Hiicre icerisinde ilag konsantrasyonunun
niikleofilik kiikiirt gruplar1 igeren biyomolekiillerle geri doniisiimsiiz reaksiyon ile
indirgenmesi, DNA’nin gecirdigi yapisal modifikasyonlarin onarimi ve programli
hiicre Oliimiiniin apoptotik mekanizmasmin inaktivasyonu gibi birtakim
mekanizmalar ile kanser hiicrelerine karsi aktivitesi azalan cisplatine, bir¢ok
kanser tiirii direng gelistirebilmektedir (Mansouri-Torshizi ve ark., 2011; Zhang

ve ark., 2011).
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Pd (II) komplekslerinin, kimyasal ve yapisal 6zellikleri bakimindan Pt (I1)
kompleksleri ile benzerlik gdstermesinden dolay1 antitiimor etkiye sahip olduklari
tahmin edilmektedir. Son yillarda yapilan calismalar, baz1 Pd (II) komplekslerinin
standart platin bazli ilaglar (cisplatin, karboplatin ve oksaliplatin) ile
karsilastirildiginda farkedilir diizeyde in vitro sitotoksik etki gosterdigini
kanitlamaktadir (Rau ve van Eldik, 1996; Miklasova ve ark., 2009; Guney ve ark.,
2011a). Ayrica metal igeren antitimodr ajanlarin 6nemli bir 6zelligi olarak, baz1 Pd
komplekslerinin tedavide kullanilan cisplatin ilacina gore yliksek anti-timor
aktiviteye ve daha az bobrek toksisitesine neden olduklar1 gosterilmistir (Divsalar
ve ark., 2007; Ulukaya ve ark., 2011b).

Kanser tedavisinde kullanilan standart platin bazli ilaglarin basarisi,
arastirmacilar1 gelistirilmis on ilag potansiyelleri ile yeni aktif metal kompleksleri
gelistirmeye tesvik etmektedir. Bu nedenle calismalar, standart kemoterapiye
yanit vermeyen tliimdrlerde platin direncini Onleyebilen yiiksek etkinligi olan
ilaglar lizerine odaklanmaistir.

Mono-, di-, poliniikleer Pd (II) kompleksleri ¢esitli N-donér veya S-donor
ligandlar ile kanser tedavisine umut verici ajanlar olmuslardir (Starha ve ark.,
2009). Abu-Surrah ve ark. (2002) tarafindan diamino veya kompleks aminoether
bidentat ligandlar tasiyan Pd (II) komplekslerinin antitiimor aktiviteleri
arastirilmstir.

Tiyosemikarbazonlar ve bunlarin metal kompleksleri; antimikrobiyal,
antitimoér ve  antiviral ajanlar olarak  farmakolojik  uygulamalarda
kullanilmaktadir. Miklasova ve ark. (2009) tarafindan yapilan bir c¢alismada;
benzaldehit tiyosemikarbazonun insan tiimor hiicre hatlarina (karsinom, melanom
ve 10semi) karsi sitotoksisite gosterdigi ve tiyosemikarbazondan tiiretilmis Pd (1I)
komplekslerinin cisplatin  direncli  hiicre hatlarina karsi etkili oldugu
belirlenmistir. Bunun sonucu olarak komplekslerin etki mekanizmasinin, DNA ile
intrastrand (zincir i¢i) carpraz baglanma yerine, cisplatin koordinasyon
mekanizmasinda oldugu gibi interstrand (zincirler arasi) g¢arpraz baglanmayi

icerdigi bulunmustur (Ferraz ve ark., 2009).
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Platin ve palladyum komplekslerinin tiimor hiicrelerine karsi toksisitesi,
genotoksik etkilerine dayanmaktadir. DNA’nimn biitiinliigiiniin, siklik ligandlar ile
komplekslerin metal merkezi tarafindan etkilenmis olabilecegi diisiiniilmektedir
(Kasparkova ve ark., 2010). DNA zincirleri arasinda ¢arpraz baglant1 olusturan
baz1 platin kompleksleri rapor edilmistir. Metal komplekslerin, DNA
oligoniikleotidler ile ¢capraz baglanmasi ve DNA’ya baglanma O6zellikleri birgok
standart antikanser ilacinin  sitotoksisitesinin  diizenlenmesinde ve etki
mekanizmasinda kritik faktorlerdir. DNA’nin yapisinda indiiklenmis platin ile
olusan bozulmalarin, kompleks hiicresel mekanizma boyunca apoptozise neden
oldugu belirlenmistir (Miklasova ve ark., 2012).

Ulukaya ve ark. (2011b) tarafindan Pd (II) [Pd(sac)(terpy)](sac).4H,O]
kompleksinin insan meme kanseri hiicre hatlar1 (MDA-MB-231 ve MCF-7)
iizerine biiylimeyi baskilayici/sitotoksik etkileri arastirilmis, doz ve zamana bagl
olarak Pd (II) kompleksinin giiclii anti-biiylime etkisi in vitro olarak gosterilmistir.
Ayrica bu etki, Balb/c farelerde in vivo olarak da dogrulanmistir. Pd kompleksi
MDA-MB-231 hiicrelerinde anti-invazif etkiye sahip oldugunun gostergesi olarak
matrigel lizerinde tiibiil formasyonunu etkili bicimde bozdugu goézlenmistir.
Ayrica Pd (II) kompleksinin apoptozisi DR4 ve DRS isimli apoptozis hiicre 6liim
genleri aracilig ile indiikledigi gdsterilmistir.

Ulukaya ve ark. (2011a) tarafindan yukaridaki ¢alismaya ek olarak yeni Pt
(I) ve Pd (II) bilesiklerinin biiylime inhibe edici etkilerini ti¢ farkli akciger
kanseri hiicre hattinda (A549, H1299, PC-3) arastirilmistir. Sonug olarak, Pd (II)
kompleksinin ([PdCl(terpy)](sac)-2H,0O) mitozu inhibe ederek ve nekrotik hiicre
Olimiinii uyararak biitiin hiicre hatlarinda biiylime inhibe edici etkisinin oldugu ve
bu biiyiime karsit1 etkisinin cisplatinden (akciger kanseri i¢in standart
kemoterapoétik ajan) daha fazla oldugu bulunmustur.

Matesanz ve ark. (1999) tarafindan tiyosemikarbazonlardan daha faydali
biyolojik ozellikleri olan Pd (II) bis(tiyosemikarbazon) bilesiginin sitotoksik
etkilerini HeLa (insan serviks epitel karsinom hiicresi), Pam 212 (normal fare
keratinosit), Pam-ras (H-ras onkogen transforme edilmis fare keratinosit ve cis-
DDP direngli) ve Vero (transforme maymun bobrek fibroblast hiicresi) hiicre

hatlar1 iizerinde arastirilmstir.
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Sonug olarak, Pd (II) bilesiginin [([PdL4].DMF] biitlin hiicre hatlarinda klinikte
kullanilan ilaglara goére (cis-DDP, etoposid ve adriamisin) ICso degerinin daha
diisiik oldugu ve yiiksek sitotoksik aktivite gosterdigi bulunmustur (Matesanz ve
ark., 1999).

Budzisz ve ark. (2004); Pt(II) ve Pd(II) bilesiklerinin biyolojik gelisimini,
sitotoksisitesini, alkilleyici etkisini, apoptozis indiikleyici 6zelligini ve DNA’ya
baglanma yetenegini pirazol igeren ligandlar ile (1b: 5-(2-hydroxyphenyl)-1,3-
dimethyl-4-methoxycarbonyl-1/]-2-pyrazole) test etmislerdir. Pt (II) (cis-
[Pt(1b),CL] ) ve Pd (II) (trans-[Pd(1b),Cl,]) bilesiklerinin 16semi hiicre hatlarina
(HL-60 ve NALM-6) kars1 yiiksek sitotoksisite gosterdigi ayrica kaspaz-3
aktivitesini indiikledigi bulunmustur (Budzisz ve ark., 2004).

Szucova ve ark. (2006) tarafindan siklin bagimh kinaz (CDK) inhibitorleri
ile Pt (II) ve Pd (II) komplekslerinin sentezi, karakterizasyonu ve antitimor
aktivitesi arastirilmistir. Hazirlanan kompleksler ve uygun CDK inhibitérleri
(ligand olarak kullanilmakta); kronik miyeloid 16semi (K-562), meme kanseri
(MCF-7), malign melanom (G-361) ve osteojenik sarkom (HOS) kanser hiicre
hatlarinda arastirilmistir. Ayrica komplekslerin 1Csg sitotoksik degerleri cisplatin
ve oksaliplatin gibi antitimor ajanlarla karsilagtirilmastr. Pt (II) bilesigi (cis-
[Pt(L1).CL].H,0) i¢in en diisiik 1Csy degerleri G-361 ve HOS hiicre hatlarinda
gozlenmistir. Bu degerler tek basma L1’in (6-benzylamino-9-isopropylpurine’den
tiiretilmis siklin bagimli kinaz inhibitorleri) ICsy degerlerinden daha diisiik
bulunmustur. Bu sonuclarin cisplatin i¢in elde edilen degerler ile benzer ve
oksaliplatin degerlerinden daha iyi olmasi umut verici bulunmustur.

Husain ve ark. (2007) tarafindan Pd (II) indol-3-karboksaldehid
tiyosemikarbazon komplekslerinin sentezi, karakterizasyonu ve anti-amoebic
aktivitesi arastirilmistir.

Mansouri-Torshizi ve ark. (2008), 2,2°- bipiridin ve ditiokarbamat
ligandlar1 igeren Pt (II) ve Pd (II) komplekslerini sentezlemislerdir. Bu bilesiklerin
sitotoksik etkileri in vitro kosullarda K562 (insan kronik miyeloid 16semi) hiicre
hattinda degerlendirmiglerdir. Pd (II) (ICsp: 18uM) ve Pt(Il) (ICso: 14.3uM)
bilesiklerinin % 50 sitotoksik konsantrasyon degerlerinin cisplatinden (ICsg :154

uM) daha diisiik oldugunu ve cisplatinden daha etkili oldugunu belirlemislerdir.
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Ayrica Saddler ve ark. palladyum komplekslerinin cisplatinin basarisiz oldugu
gastrointestinal bolgedeki tliimorlerin tedavisi i¢in yararli olabilecegini ileri
stirmektedirler.

Tusek-Bozic ve ark. (2008) yaptiklar1 bir ¢calismada; Pd (II) monoetil 8-
quinolyl metilfosfonat komplekslerinin sentezini, karakterizasyonu ve anti-timor
etkisini KB (insan oral epidermoid karsinom) ve L1210 (fare 16semi) hiicre
hatlarinda arastirmiglardir. Bu alanda yapilan g¢alismalar1 dogal sistemle olan
iliskisi ve biyolojik/farmokolojik 6zelliklerinden dolayi, aromatik aminofosfonath
kompleksler tizerine odaklanmistir ve ¢esitli tiimor hiicre hatlarma karsi sitostatik
etki gosteren bir dizi palladyum ve platin kompleksini sentezlemis ve karakterize
etmislerdir. ~ Komplekslerin ~ biyolojik  o6zellikleri  anti-timor  etkileri
degerlendirilerek incelenmis ve L1210 hiicre hattinin, KB hiicre hattindan ¢ok
daha hassas oldugu bulunmustur. Pd (II) komplekslerinin arasinda; farkli yapisal
ozellikler, farkli hidroliz 6zellikleri, hiicre icerisinde farkli tasima mekanizmalari,
farkl sekilde DNA’ya baglanma ve ayrilma yetenekleri olmasina ragmen, anti-
timor etki agisindan Onemli farkliliklar olmadig1 dikkat cekmistir. Bazi
durumlarda palladyum komplekslerinin kendi platin analoglarindan daha aktif
oldugu belirlenmistir.

Pd (II) ve Pt (II) bilesiklerinin koordinasyon kimyasi arasindaki benzerlik
Pd (II) komplekslerinin antitiimor ilaglar olarak kullanilmasini savunmaktadir
(Rau ve van Eldik, 1996). Platinin c¢ok kullanilir olmasi ligand degisim
kinetiginden gelmektedir. Palladyum komplekslerinde hidroliz, kendi platin
analoglaridan 105 kat daha hizli ger¢ceklesmektedir (Abu-Surrah ve ark., 2008).

Keter ve ark. (2008) yaptiklar1 calismada, Pd (II) ve Pt (II) pirazol
komplekslerinin kanser hiicrelerinde apoptozise neden olarak hiicre 6limiini
arttirdiklarin1  géstermislerdir. Bu ¢alismada; Pt (II) dikloro-bis(pirazol)
kompleksinin, insan servikal epiteloid karsinom hiicre hatlarinda (CaSki ve HeLa)
ve insan T-hiicresi 16semi hattinda (Jurkat) diger kompleslere gore daha fazla pro-
apoptotik etkiye sahip oldugu belirlenmistir. Apoptozis; fosfotidilserinin membran
dis yilizeyine transloke olmasi, kaspaz-3 aktivasyonu, DNA fragmentasyonu

yontemleri ile gosterilmistir.
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Miklasova ve ark. (2009) tarafindan yeni sentez edilen palladyum
kompleksleri ile organoarsenik ligandlarin potansiyel antitimor etkisi ve
genotoksisitesi insan timor (MLS) ve normal hiicre (Hfl-1) hatlarinda
arastirilmistir. Pd  komplekslerinin normal hiicrelerde oldugu gibi timor
hiicrelerinde de 24 saat sonunda hiicre canliligini inhibe ederek anti-proliferatif
etki gosterdigi bulunmustur. Bu ¢alismada palladyum kompleksleri; insan timor
hiicre hattinda (MLS), normal hiicre hattina (Hfl-1) gore daha yiiksek sitotoksisite
gostermis ve Oldiiriici doz standart metal bazli kemoterapotik ilaglarla
(karboplatin ve oksaliplatin) karsilastirilmistir. Biitiin  komplekslerde 1Csg
degerlert MLS hiicrelerinde Hfl-1 hiicrelerine gore daha diisiik bulunmustur.
Farkli palladyum komplekslerinin DNA’da yiiksek diizeyde hasarlar
olusturduklar1 ve apoptozisi indiikledikleri belirlenmistir. Bu komplekslerden, Pd
(II)  [PdCLL:](L:2-methoxyphenyl)-diphenylarsine) = kompleksinin  timor
hiicrelerinde apoptozisi indiiklemede 6nemli etkiye sahip oldugu bulunmustur. Bu
etkinin komplekslerin DNA ikincil yap1 ile etkilesimine bagli oldugu
belirtilmistir.

Starha ve ark., (2009) tarafindan adenin-bazli ligand igeren Pd (II) okzalato
komplekslerinin, insan kronik miyeloid losemi (K562) ve insan meme
adenokarsinomu (MCF7) kanser hiicre hatlarmma kars1 sitotoksik etkileri
arastirilmustir. Sonug olarak; Pd (IT) komplekslerinin, [Pd(L*)2(0x)] (L3:2-chloro-
N6-(2,3-dimethoxybenzyl)-9-isopropyladenine) ve [Pd(L’)x(0x)] (L5:2-chloro-N6-
(4-methylbenzyl)-9-isopropyladenine) MCF-7 meme kanseri hiicre hattinda
onemli sitotoksik etki gosterdigi ve ayni hiicre hattinda ICsy degerlerinin anti-
neoplastik ilaglar olarak kullanilan cisplatin ve oksaliplatinden daha diisiik oldugu
bulunmustur. Ayrica K562 kanser hiicre hattinda en diisik I1Cso degeri
[Pd(L’)(ox)] bilesiginde gozlenmistir.

Ferraz ve ark. (2009) tarafindan 2-Benzoil Piridin-N-(4)-tolil
tiyosemikarbazonlar ve Pd (II) komplekslerinin HepG2 (insan hepatoma), Jurkat,
HL60 (insan promiyelositik 16semi) ve HL60.Bcl-XL hiicre hatlar1 iizerindeki
sitotoksik  etkileri  arastirilmistir.  [Pd(2Bz40T)CI] ve [Pd(2Bz4mT)CI]
bilesiklerinin Jurkat ve HL60 hiicre hatlarinda cisplatine benzer sekilde sitotoksik

etki gosterigi bulunmustur.
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Bu calismada; Pd (II) bilesikleri [Pd(2Bz40T)Cl] normal-tip HL60 ve Jurkat
hiicrelerinin proliferasyonunu inhibe ederken, diren¢li HL60.Bcl-XL 16semi hiicre
hattt Pd (II) bilesigine [Pt(2Bz40T)CI] kars1 direncli bulunmustur. Hiicrelerde
Bcl-XL proteininin asir1 ekspresyonunun, ilaglar tarafindan indiiklenen ¢esitli
sitotoksik uyaranlara diren¢ kazandirdigi bilinmektedir. Bu anti-apoptotik protein,
membran potansiyelini ve mitokondrinin homeostazisini diizenlemektedir. Ayrica
hiicrelerde apoptotik uyaranlarla muamele edilmis degisiklikleri inhibe etmekte ve
apoptozis ile hiicre oliimiinii 6nleyerek hiicre canliligmi desteklemektedir. Bu
diren¢ apoptozis ile hiicre 6liimiinde bulunan mitokondriyal yolun etkisinin inhibe
edilmesine baghdir. Bu calismanmn sonucunda, Pd (II) bilesiginin,
[Pd(2Bz40T)Cl], HL60 hiicrelerine kars1 sitotoksik etkisinin apoptozis ile hiicre
Olimiiniin indiiksiyonuna bagli oldugu bulunmustur.

Nadeem ve ark. (2010) tarafindan bazi Pd (II) bilesiklerinin sitotoksik
etkilerini tuzlu su karidesi (Artemia salina) ve insan prostat kanseri hiicre hattinda
(PC-3) gostermislerdir. Arastirilan Pd (II) komplekslerinin insan prostat kanseri
hiicreleri iizerindeki etkileri doksorubisin ile karsilastirildiginda Pd (1)
komplekslerinin 6nemli sitotoksik aktivite gosterdigi sonucuna varilmistir.

Gao ve ark. (2010) tarafindan yapilan bir ¢alismada; tetraniiklear Pd (II)
kompleksi [Pds(phen)s(p-pydc)s]. 10H,O (phen=1,10-phenanthroline,
pydc=pyridine-3,4-dicarboxylate) ve cisplatinin sitotoksik etkileri insan serviks
epiteloid karsinom hiicreleri (HeLa), insan hepatoseliiler karsinom hiicreleri (Hep-
G2), insan oral epitelyal kanser hiicreleri (KB) ve insan akciger kanseri
hiicrelerinde (AGZY-83a) arastirilmistir. Kompleksin biitlin hiicre hatlarma kars1
sitotoksik etki gdsterdigi tespit edilmistir. Ayrica Pd (II) kompleksinin HeLa ve
Hep-G2 hiicrelerine karsi cisplatin ile benzer sekilde sitotoksik etki gosterdigi
fakat KB ve AGZY-83a hiicrelerine karsi cisplatinden daha az etki gdsterdigi

bulunmustur.
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Vujic ve ark. (2010) tarafindan yapilan bir baska ¢alismada; Ryedda tiirevi
ligandlar ile birlikte Pd (II) bilesiginin sentezi, karakterizasyonu ve kronik
lenfositik 16semi hiicrelerine (CLL) karst in vitro anti-timoral etkisi
arastirilmustir. Pd (II) komplekslerinin cisplatinden daha fazla antitiimdral aktivite
sergiledigi gozlenmistir. CLL hiicrelerinde Pd (II) bilesiginin ([PdCL{(S,S)-
nPryeddl}] cisplatinden 13,6 kat daha fazla etkili oldugu bulunmustur.

Gliney ve ark. (2011b) tarafindan bis(2-piridil metil) amin (bpma) ve
sakkarinat (sac) igeren Pd (II) ve Pt (II) bilesiklerinin sentezi, karakterizasyonu,
yapisi, A549 (akciger kanseri), C6 (sican beyin gliom hiicresi) ve CHO (¢in
hamsteri yumurtalik hiicresi) hiicre hatlar1 iizerindeki sitotoksik etkileri
arastirilmistir. Yeni kompleslerin sitotoksik etkileri standart kemoterapdtik ilag
olan cisplatin ile karsilagtirilmistir. Pt (1D komplekslerinin
[Pt(bpma)(sac)](sac).2H,O  ve  [Pt(bpma)(sac)]Cl.1,5H,O biitiin  hiicre
hatlarindaki  etkisi az olmasma ragmen, Pd (II) komplekslerinin
[Pd(bpma)(sac)](sac).2H>O ve [Pd(bpma)Cl](sac).2H,O duyarh hiicre hatlar1
iizerinde onemli bir sitotoksisite gosterdigi belirlenmistir. Ozellikle, Pd (II)
bilesiginin, [Pd(bpma)Cl](sac).2H,0, tim hiicre hatlarinda hiicre 6limiini
indiiklemede 6zellikle etkili oldugu bulunmustur.

Mansouri-Torshizi ve ark. (2011) tarafindan yapilan ¢aligmada, Pd (II)
kompleksinin insan kronik miyeloid 16semi hiicrelerine (K562) karsi biiylime
inhibe edici etkisinin cisplatinden daha fazla oldugu bulunmustur. Pd (II)
kompleksinin ICso (15.6 puM) degeri cisplatinin ICso (154 uM) degeri ile
karsilastirildiginda Pd (II) kompleksinin ICsy degerinin cisplatine gore ¢ok daha
diisiik oldugu belirlenmistir. Bu ¢alismada; kompleksin secici ve siirekli olarak
DNA biyosentez oranmi inhibe etmesinden dolayl, kompleksin hedef
molekiiliiniin hiicre DNA's1 oldugunu ileri siirtilmiistir.

Karakiigiik-lyidogan ve ark. (2011) tarafindan yapilan bir baska ¢alismada;
S-siibstituetiyofen-2-karboksaldehitlerden tiiretilen tiyosemikarbazonlarm Pt (II)
ve Pd (II) bilesiklerinin in vitro anti-viral ve sitostatik/sitotoksik etkileri

arastirilmstir.
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Bu ¢alismada biitiin komplekslerin sitotoksik etkileri; insan lenfosit (CEM), insan
serviks kanseri (HeLa), felin bobrek Crandell (CRFK), Madin-Darby kopek
bobrek (MDCK) ve insan akciger fibroblast hiicrelerine (HEL) karsi
belirlenmistir. Pt (I) kompleksinin (C;2HoN4O,S,CLPt) insan serviks hiicrelerine
kars1 en fazla sitostatik etkiye sahip oldugu bulunmustur. Pd (II) komplekslerinin
genel olarak Pt (II) komplekslerinden daha az sitostatik oldugu sonucuna
varilmistir.

Kontek ve ark. (2011) tarafindan ligand olarak dietil (piridin-2-il-metil)
fosfatlar1 iceren trans-palladyum (II) kompleksinin; normal lenfositlerde, insan
kiigiik hiicreleri akciger (A549) ve insan kolorektal adenokarsinom (HT29)
hiicrelerinde apoptozis ve nekrozisi indiikledigi bulunmustur. Elde edilen sonuglar
ile yeni trans-palladyum (II) kompleksinin in vitro kosullarda A549 ve HT29
timOr hiicrelerinde, normal hiicrelere kiyasla daha fazla sitotoksik oldugu ve
hiicre bliylimesini inhibe ettigi gosterilmistir. Ayrica bu calismada, yeni trans-
palladyum (II) kompleksinin arastirilan biitiin kanser hiicre hatlarinda apoptozisi,
normal lenfosit hiicrelerine gore daha fazla indiikledigi bulunmustur.

Ferraz ve ark. (2011) tarafindan yapilan bir calismada N(4)-tolil-2-benzoil
piridin tlirevli tiyosemikarbazonlarin ve bunlarin Pd (II) ve Pt (IT) komplekslerinin
insan  solid tiimér  hiicrelerine  kars1  sitotoksisitesi  arastirilmistir.
Tiyosemikarbazonlarin; karaciger kanser hiicresi (HepG2) ve melanom (UACC-
62) hiicre hatlarina kars1 anti-proliferatif etkisinin, insan epidermoid karsinom
(A431) hiicrelerinde daha yiikksek diizeyde oldugu belirlenmistir. A431
hiicrelerine kars1 sitotoksik etki mekanizmasinin arastirilmas: ile Pd (II)
kompleksinin [Pd(2Bz40T)Cl] hiicrelerde DNA fragmentasyonu ve apoptozisi
indiikledigi bulunmustur. A431 hiicrelerine karsi tiyosemikarbazonlarin ve Pd (II)
[Pd(2Bz40T)Cl] kompleksinin yiiksek diizeyde anti-proliferatif etkisi ile birlikte
pro-apoptotik etkisinden dolayr Pd (II) kompleksinin kemoterapdtik ilag adayi
olabilecek potansiyele sahip oldugu ileri siiriilmiistiir.

Zhang ve ark. (2011) tarafindan Pd (II) komplekslerinin; immatiir graniilosit
l6semi (HL-60), karaciger kanseri (Bel-7402), mide kanseri (BGC-823) ve
nazofarenks kanseri (KB) olmak iizere farkli insan kanser hiicre hatlarina karsi

sitotoksik etkisi arastirilmistir.
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Bu calismada; Pd (II) bilesiklerinin biitiin hiicre hatlarinda sitotoksik etki
gosterdigi fakat sitotoksisitesinin cisplatinden daha az oldugu belirlenmistir. Buna
bagli olarak biitiin aminoasitlerin, N-igeren ligandlarin ve metal iyonlarmin
sitotoksisite iizerinde ©Onemli etkisinin oldugu fakat ICsy degerlerinin ¢esitli
aminoasitler, N-iceren ligandlar ve metal iyonlar1 ile belirli bir korelasyon
gostermemesinden dolay1 komplekslerin sitotoksisitesinin tiimdr hiicresinin tiirii
ile iligkili oldugu ileri siirtilmiistiir.

Juribasic ve ark. (2011) tarafindan yapilan bir calismada Pd (II) kinolinil
aminofosfonat komplekslerin sentezi, yapisal karakterizasyonu, anti-timor ve
anti-mikrobiyal aktivitesi arastirilmistir. Pd (II) komplekslerinin; kolon kanseri
(SW 620 ve HCT 116), akciger kanseri (H 460), meme kanseri (MCF-7) ve T-
lenfoblast 16semi (MOLT-4) insan kanser hiicre hatlarina kars1 anti-timor etkisi in
vitro olarak belirlenmistir.

Bu caligmada, dibiitil ester L6 'dan tiiretilen dipalladyum komplekslerinin
[Pdy(L6)3Cly] ve [Pda(L6)3Brs] diisiik mikromolar araliginda hiicre biiylimesini
inhibe edici etkiye ve yiiksek aktiviteye sahip oldugu gozlenmistir.

Khan ve ark. (2011) tarafindan yapilan bir ¢alismada; karisik ligandli
ditiyokarbamat Pd (II) komplekslerinin sentezi, karakterizasyonu ve anti-kanser
etkisi arastirilmistir. Sentezlenen metal bazli ilaglarin anti-kanser etkisi DU145
insan prostat kanseri (HTB-81) hiicrelerinde arastirilmistir. ICso degerlerinden Pd
(IT) komplekslerinin cisplatin direngli DU145 insan prostat kanseri hiicrelerine
kars1 onemli diizeyde etkili oldugu gosterilmistir.

Ghani ve Mansour, (2012) tarafindan yaptiklar1 bir ¢alismada; Pd (II) ve Pt
(I) 1H-benzimidazol-2-il-metil-N-(4-bromo-fenil)-amin komplekslerinin yapisi
ve anti-kanser aktivitesi arastirilmistir. Komplekslerin, insan meme kanseri
(MCF-7), hepatokarsinom (HepG2) ve kolon kanseri (HCT) hiicrelerine kars1
sitotoksik etki gosterdigi belirlenmistir. Pt (IT) (C14H;,BrC1,N3Pt) bilesiginin 1Csg
degeri (10.2 uM), cisplatin (9.91 uM) ile karsilastirildiginda MCF-7 hiicre hattina
kars1 benzer anti-tiimor etkiye sahip olduklar1 gosterilmistir.

Miklasova ve ark. (2012) tarafindan Pd (II) ve Pt (II) komplekslerinin; insan
hepatik kanser kok hiicre, normal hepatik kok hiicre ve normal hepatoselliiler

karsinom (HepG2) hiicre hatlarindaki anti-proliferatif etkisi aragtirilmastir.
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Bu ¢alismada; komplekslerin normal hepatoselliiler karsinom hiicreleri tizerindeki
sitotoksik etkisinin, oksaliplatinden farkli olarak, tiimor hiicre hatlar1 ile
karsilastirildiginda daha az oldugu sonucuna varilmistir. Pt (II) trans-[Ptl,{2-
PriOCsH4As(CsHi1)2-kAs}2] ve Pd (II)  trans-[PdCly {2-MeOCcHsAs(CeHi1)2-
kAs},] kompleksleri ile kok hiicre tedavisinin DNA hasarina neden oldugu
bulunmustur. Ayrica bu bilesiklerin anti-mitotik etkilerinin genotoksisitelerine ve
DNA zincirleri arasinda c¢arpraz bag olusturma kapasitelerine bagh oldugu
belirlenmistir. Pt (II) komplekslerinin DNA'da lezyonlarin artisina yol agarak
hiicrelerde apoptozisi indiikledigi gozlenmistir. Pt (I1) komplekslerinin tiimor kok
hiicrelerine kars1 oksaliplatinden daha fazla sitotoksik etki gdsterdigi
bulunmugstur. Pd (II) kompleksleri ve Pt (II) kompleksinin (trans-[Ptl{2-
PriOCsH4As(CsHi1)2-kAs}2]) kanser kok hiicrelerine karsi yiiksek sitotoksisite
gosterdigi bulunmustur.

Al-Noaimi ve ark. (2012) tarafindan fenilazo aril metin bagh ligandlar
iceren Pd (II) komplekslerinin sentezi, spektral ve anti-tiimdr etkisi arastirilmustir.
Klonal biiylime inhibisyonu; insan duktal gogiis karsinom (T47D), sigan meme
adenokarsinom (MTLn3) ve sican l6semi (RAW 264.7) kanser hiicre hatlarinda
belirlenmistir. Sonug olarak biitiin Pd (II) komplekslerin anti-tiimor etki gosterdigi

tespit edilmistir.

1.4.2. Yeni Sentez Edilen Palladyum (II) Bilesiginin Kimyasal Yapisi
Palladyum metali ilk olarak 1803 yilinda William Hyde Wollaston
tarafindan kesfedilmistir. Platin ve palladyum 10. Grup, Nikel grubu
elementlerindendir. Palladyum [Kr] 4d'°5s°, platin ise [Xe] 4f*5d°6s' elektronik
diizenine sahiptir. Pd (II) ve Pt (II) d* gecis metal iyonlaridir ve komplekslerinde
cogunlukla sp°d hibritlesmesi yaparak kare diizlem kompleksler meydana
getirirler. Palladyum, rodyum, iridyum, osmiyum, rutenyum ve platin elementleri
‘platin grubu elementler’ olarak adlandirilir. Palladyum metali diger platin grubu
metalleri ile birlikte bulunur. Mineralinin nitrik asit veya hidroklorik asit ile
¢Ozlinmesi sonucunda altm, platin ve palladyumun H,MCls kompleksleri olusur.
Cozeltideki altin FeCl, ile c¢oktiirtilerek, platin ise (NH4),PtCls seklinde

¢Oktiiriilerek ¢ozeltiden uzaklastirilir.
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Palladyum, NH4OH ve HCI ile ¢oktiiriilerek PdCl(NH3), kompleksi elde edilir.
Bu bilesigin yanmasi ile de metalik palladyum elde edilir. Palladyum saf
haldeyken altinimsi beyaz renktedir. Platin grubu metalleri arasinda yogunlugu en
az, erime noktasi en diislik olanidir (Greenwood ve Earnshaw, 1997).

Pt (II) ve Pd (I) yumusak Lewis asidi olarak bilinmektedirler. Pd (II)
yumusak Lewis asidi olmasindan dolayr yumusak Lewis bazlarmna (CI, Br, I'
...gibi ligantlar ve P, S, Se, As, Sb.... iceren ligantlarla) kars1 yiiksek affinite
gostermektedirler. Bu nedenle oksijen dondrlerinden (sert bazlar) ise, nitrojen
veya kiikiirt donorleri (yumusak bazlar) ile giiclii baglar olustururlar. Azot kiiglik
yaricap1 ve yiikksek elektronegatifligi nedeniyle sert baz sinifindandir. Ancak
elektronegatifligini azaltacak sekilde bagli olan siibstitlientler varliginda davranisi
degiserek Pt (II) ve Pd (II) ile kararli kompleksler olusturabilir (Pearson, 1967).
Pd (II) ve Pt (II) iyonlar1 6zellikle azot ve kiikiirt uclu ligantlarla kompleksler
olustururlar.  Anti-tiimoér ve anti-mikrobiyal Pd (II) komplekslerinin
olusturulmasinda azot ve kiikiirt dondr ligandlar1 olarak genellikle
tiyosemikarbazonlar ve ditiyokarbazatlar kullanilmaktadir. Bu ligandlar; antiviral,
antimalarial, antifungal, antimikrobiyal, antitiimor aktiviteye ve kendi etki
mekanizmalarma sahiptir (Petrovic ve ark., 2007; Birinci, 2008; Garoufis ve ark.,
2009). Pd (IT) komplekslerinin yapisina ditiyokarbamat pargasi ilavesi, antikanser
ligandlarin antiproliferatif etkilerinin gelistirilmesi ve tasiyici protein yapisinda

daha az etkisi olmasi agisindan 6nemli bir role sahiptir (Divsalar ve ark., 2007).

Cizelge 1.1. Palladyumun fiziksel ve kimyasal 6zellikleri

Palladyum
Atom numarasi 46
Atomik sembol Pd
Atom agirhigi 106,42
Elektronik yap1 [Kr] 4d"°5s°
Erime noktas1 (°C) 15549
Kaynama noktasi (°C) 2963
Yogunluk (g/cm’) 12,023
Kararl: yiikseltgenme basamaklari 0, +1,+2,+4
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Pt (II) kompleksleri termodinamik ve kinetik olarak Pd (II)
komplekslerinden daha kararli olmalarina ragmen, Pd (II) kompleksleri ¢éziinme
ve ligand degisim reaksiyonlarma Pt (II) komplekslerine gére 105 kat daha hizli
ugramaktadir (Garoufis ve ark., 2009). Ozellikle gegis metalleri, yaygin organik
bazli ilaglardan daha fazla avantaja sahiptir. Pt (II) ve Pd (II) kompleksleri
arasindaki yapisal ve termodinamik benzerlik temelde, Pd (II) tiirevlerinin
potansiyel antikanser ilaglar olarak arastirilmasina dayanmaktadir (Zhang ve ark.,
2011).

Bu ¢alismada kullanilan, [PdCl(terpy)](sac).2H,O olarak formiile edilen
yeni sentez edilen Pd (II) kompleksi, Uludag Universitesi Fen Fakiiltesi Kimya
boliimii tarafindan sentezlenmis ve yaymnlanmistr (Guney ve ark., 2010b).
Sakkarin (sacH, 1,2-benzoisothiazol-3(2H)-one-1,1-dioxide) gilinlimiizde en
yaygin olarak kullanilan yapay tatlandiricilardan biridir ve sulu ¢6zeltisinde imin
protonunu kaybederek sakkarinat (sac) anyonunu olusturmaktadir. Bu bilesigin
sodyum tuzu olan Na(sac), suda ¢ok yiiksek oranda ¢6ziiniir (20°C’de 830 g/1) ve
gerek ligand olarak, gerekse tatlandirici olarak bu bilesigin kullanimi oldukga
yaygindir. Sakkarinat (sac); imino azot, karbonil ve siilfonil oksijen atomu donor
bolgelerinin varlig1 ile mono-, bi- veya tridentat polifonksiyonel ligand olarak
hareket etmektedir. Bdylece tiim bu verici kisimlar1 ile metallere koordine
olabilmektedir. Ayrica koordinasyon yetenegi sayesinde, mononiikleer tiirlerden
koordinasyon polimerlerine kompleksler olusturarak bircok gecis metali iyonlarini
diizenlemektedir. Son 20 yildir farkli arastrma gruplari, c¢ok sayida yeni
sakkarinat-metal komplekslerini iceren caligmalar yapmaktadirlar (Haider ve ark.,

1985; Nabors ve Robert, 1991; Baran ve Yilmaz, 2006; Giiney ve ark., 2011a).
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Bu arastirmada kullanilan Pd (II) kompleksi sentezinde Pd (II) iyonlar;

sakkarinat, Cl” ve terpiridin ile koordinasyonu sonucu olusmaktadir. Sakkarin ve

sodyum sakkarinatin fiziksel 6zellikleri ve agik yapisi asagida verilmistir.

Cizelge 1.2. Sakkarin ve Sodyum sakkarinatin fiziksel 6zellikleri

Sakkarin (SacH) Sodyum sakkarinat [Na(sac)]
C7H5NO3S C7H4NO3SNa

Mol kiitlesi 183,19 gmol’ 204,19 gmol™

Erime Noktas1 228,8-229.7 °C 226-230 °C

Suda Coziiniirligi 3,45 gL' (20 °C)

830 gL (20 °C)

/2

Sekil 1.14. Sakkarin (a) ve sodyum sakkarinatin (b) agik yapisi (Baran ve Yilmaz, 2006)
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Sekil 1.15. Palladyum (IT) kompleksinin kimyasal yapis1 [PdCl(terpy)](sac).2H,0,
sac:sakkarinat, terpy:2,2°:6°,2’- terperidin, Pd:palladyum (Giiney ve ark., 2010)
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1.4.3. Palladyum (II) Bilesiginin Biyolojik Etki Mekanizmalar

Hem Pt (II) hem de Pd (II) komplekslerinin DNA ile etkilesimlerinin
mekanizmalar1 arastirilmis ve DNA’yr iki farkli mekanizma {izerinden
etkiledikleri anlagilmistir.

Birinci mekanizma Pt (II) veya Pd (II) iyonlarinin DNA sarmalindaki amino
uglarma baglanarak koordinasyon bilesigi olusturmasina dayanmaktadir. Cisplatin
gibi kii¢iik hacimli Pt (II) veya Pd (II) kompleksleri DNA' y1 olusturan piirin
bazlar1 guanin ve adenin ile etkilesir. Guanin ve adenin DNA sarmalinin kolay
ulagilabilecek konumunda bulunur ve niikleofilik 6zellik gosterirler. Metabolizma
icinde yaklasik 2,5 saat icinde 6nce hidroliz olur, daha sonra bu uglardan DNA
sarmalina baglanrlar. Pt (II) veya Pd (II) iyonlarmm DNA ile etkilesimi
sonucunda hiicre boliinmesinde DNA sentezi imkansiz hale gelmekte ve DNA'
sin1 tamir edemeyen hiicre 6lmektedir (Petrovic ve ark., 2007).

Ikinci mekanizma ise daha hacimli ligantlarin baglhi oldugu Pt (II) veya Pd
(IT) komplekslerinin DNA sarmalinda araya girerek (interkalasyon) ve DNA’ya
hidrojen baglar1 ile tutunarak hiicre bolinmesini durdurmasi ile gergceklesmektedir
(Howe-Grant ve ark., 1976; Petrovic ve ark., 2007).

Platin bazli antikanser ilaglarmnin (cisplatin gibi) DNA hasarina yol acarak
etki gosterdikleri diistiniilmektedir. Platinli ajanlar hiicre igerisine girdikten sonra
DNA, RNA ve proteinlere baglanarak lezyonlar olusturabilirler ve olusan
lezyonlarda sitotoksisiteye neden olabilmektedir. Platinli ajanlar DNA’da tek ya
da c¢ift zincir kiriklarma neden olmakta ve apoptozisi arttirmaktadirlar.
Oksaliplatin, diger bir platin bazli ilag olan cisplatin ile ¢esitli mekanik 6zellikleri
bakimindan benzerdir. Iki ilagta ¢iplak DNA'da GC (guanin-sitozin) bakimindan
zengin ayni bolgelerle reaksiyona girmektedir ve benzer sekilde hiicresel DNA'nin
GC bakimindan zenginlestirilmis bolgelerini se¢cmektedirler. Cisplatin  gibi
oksaliplatin de esas olarak interstrand (zincirler arasi, DNA’nmn karsilikli
zincirlerinde) carpraz baglarin ve ayni zamanda hiicresel DNA'da intrastrand
(zincir i¢i, tek DNA zincirinde) carpraz baglarin ve DNA-protein ¢arpraz baglarin
olusumunu indiikler. Tiim bu oksaliplatinin indiikledigi DNA lezyonlarimin hiicre

biiylimesi inhibisyonunda rol oynamasi muhtemeldir (Faivre ve ark., 2003).
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Cisplatin, karboplatin ve oksaliplatin gibi platinli kompleksler kanser
hiicrelerinde kompleks sinyal yolaklarmi aktive ederler (Kartalou ve Essigmann,
2001). Bu yolaklar sonucunda aktive olan transkripsiyon faktorleri genlerin
ekspresyonuna neden olarak kanser hiicre 6liimiinii arttirirlar (Rabik ve Dolan,
2007). Cisplatin, endoplazmik retikulum stres yolaklarmi uyararak apoptotik
kaspazlarin aktiflesmesini (Mandic ve ark., 2003) ve apoptozisi inhibe eden
proteinlerin ekspresyonunu engelleyerek (Li ve ark., 2001) apoptozisin artmasini
saglamaktadir. Oksaliplatin ise apoptozis inhibitérii olan survivin protein
ekspresyonunu ve Bcl-2, Bax fosforilasyonlarm1 azaltarak apoptozisi
arttirmaktadir (Fujie ve ark., 2005).

Pt (II) ve Pd (II) komplekslerinin DNA‘da yiiksek diizeyde hasar
olusturduklar1 (Miklasova ve ark., 2009) ve apoptozisi indiikledikleri
bilinmektedir (Keter ve ark., 2008). Pd(II) kompleksinin apoptozisi DR4 ve DRS5
isimli apoptozis 6liim genleri lizerinden indiikledigi bulunmustur (Ulukaya ve
ark., 2011b).

Pd  kompleksleri;  N-N-diaminler, O-S-donér, N-S-aminotiyoeter,
diaminoasitler, dikarboksilik asitler ve en Onemlisi ditiyokarbamatlar gibi
selatlama ligandlarma sahiptir. Selatlama ligandlarmin sadece Pd (II)
komplekslerinin cis koordinasyonunu diizenlemedigi ayni zamanda aqua,
hidrokso veya poliniikleer tiirlerin olusumunu 6nledigi kabul edilmektedir. Platin
ve palladyum antikanser maddeleri i¢in genellikle kabul edilen temel hedef, DNA
olmaktadir. Cisplatinin, DNA biyosentezini inhibe etttigi ve transkripsiyon
seviyesinde in vivo etkisini kanitladigr bildirilmistir fakat hiicre 6liimiine neden
olan reaksiyon mekanizmasi dogrulanmaya devam etmektedir. Platin temelli
ilaclarin sitotoksisitesi, bu ilaglarin neden oldugu cesitli lezyonlarin ortak etkisine
baghdir. Palladyum kompleksi DNA'y1 esit olmayan iki parcaya ayirir ve hafif
DNA pargasi yerine agir pargaya gii¢lii bir sekilde baglanir (Mansouri-Torshizi ve
ark., 2008).
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Koordinasyon molekiilii canli hiicre icerisinde bir kez ayristiginda ligandlar
ve metaller sinerjitik yararli etkiye sahip olabilirler. Metal kompleksin belirli
kriterlere uymasi gerekmektedir;

= koordinasyon molekiilleri kanda tasmabilmesi ve fazla degisiklik
olmadan bazi koruma boélgelerini gegebilmesi i¢in optimal kinetik
inertlik

= belirli ortam ve dokular tarafindan emilimi saglayan uygun lipofilisite

= serbest ligandtan farmakolojik etki ve DNA replikasyonunu, ayrica
genetik bilgi aktarimini engellemek icin metal merkezin yiiksek
etkinligi

= saglkli dokular ve saglikli organlara karsi sitotoksisiteyi azaltmak
(Tamasi ve ark., 2010).

Metal organik ilaclarin (cisplatin gibi) metal merkezleri pozitif yikli
oldugundan negatif yiiklii biyo-molekiillere baglanma yetenegine sahiptirler. Bu
nedenle proteinler ve niikleik asitler bu ilaglar icin miikemmel hedeflerdir. Bu
bilesiklerin reaktivitesi, metal iyona bagh ligandlarin stereokimyasina baghdir.
Yeni metal bazli antikanser ilaglar biyoaktiviteyi gelistirmek i¢in ligandlari
degistirirken cisplatin ve analoglarinin kimyasal yapisimi korumalidir. Eslesmemis
elektronlar ile oksijen, nitrojen ve siilfiir atomlarni igeren niikleofilik gruplar
cisplatine baglanma yetenegine sahiptir. Bu gruplar DNA, RNA ve proteinlerde
bulunmaktadir ve cisplatin bu biyolojik molekiiller ile kompleks
olusturabilmektedir. Cisplatin-DNA baglantismin olusumu DNA transkripsiyonu
ve replikasyonunu bloke etmekte ve hiicrelerin hiicre dongiisiiniin G2 fazinda

durmasin1 saglamaktadir (Keter ve ark., 2008).
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Materyal

2.1.1. Kimyasal maddeler

-Yeni sentez edilen palladyum (II) bilesigi, Uludag Universitesi Fen Fakiiltesi
Kimya Boliimii

-MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2)-2,5-diphenyl tetrazolium bromid), Sigma

-Fetal Bovin Serumu (FBS), Biochrom AG

-Penisilin-Streptomisin Soliisyonu (10000U/ml penisilin,10 mg/ml streptomisin),
Gibco

-Dulbecco’s sodyum-fosfat Tamponu (PBS), Gibco

-Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM), Gibco
-Tripsin-Etilendiamintetraasetik asit (Tripsin/EDTA), Sigma

-Dimetil siilfoksit (DMSO), Sigma

-Triton X-100, Sigma, USA

-Annexin V-FITC Apoptosis Detection Kit,BD Pharmingen™, San Jose, CA USA
-FLASC-1KT Adenosine 5'- triphosphate (ATP) bioluminescent somatic cell
assay kit, Sigma, Steinheim, Almanya

-Cell Viability Imaging kit, Roche, Almanya

-Tripan blue soliisyonu (%0,5), Biological Industries, Israil

-SDS Molecular Biology grade, BioChemica Applicham, Almanya

2.1.2. Sarf malzemeler

-25 cm® ve 75 cmt” “lik flask, Orange Scientific

-6 kuyulu plate, Orange Scientific

-96 kuyulu flat plate, Orange Scientific

-E-Plate 96, Roche, Almanya

-10 ml’lik pastor pipetler, Corning Incorporated Costar

-25 ml’lik pastdr pipetler, Lp Italiana Spa Italya

-2 ml‘lik cam pastor pipetler, Heinz Herenz

-5 ml ve 10 ml hacimlerinde enjektorler, Set inject

-10 pl’lik pipet uclari, Biohit

-100 pl’lik pipet uglari, Expell

-1000 pl’lik pipet uclari, Ayset
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-Steril tek kullanimlik filtreler (0,2 mikron ¢apinda), Orange Scientific
-Steril santrifiij tlipleri (15 ml), Orange Scientific

-Steril santrifiij tiipleri (50 ml), Nest

-1 ml ve 5 ml‘lik Kombi tip, Eppendorf

-Analiz tiipleri, 12x75 mm, BD Pharmingen™, San Jose, CA USA
-Thoma lami, Bright —Line, Hausser Scientific Horsham, PA, USA
-Kriyovial, Corning Incorporated Corning

-Otoklavlanabilir cam sise, Isolab, Almanya

2.1.3. Cihazlar

-Akis sitometri cihazi, FACSAria flow cytometer (BD Pharmingen™,San Jose,
CA USA)

-Spektrofotometre (FLASHScan S12, Analytik Jena, Almanya)
-Hassas terazi, SHIMADZU AUW220D

-Luminometre (FL.800 Mikroplate Floresans Okuyucu)

-CO; inkiibatorii, Sanyo, Japonya

-Mikroplate inkiibator ve calkalayici, Heidolph, Almanya

-Buharli sterilizator (Otoklav), Niive OT4060, Tiirkiye

-S1v1 azot tanki, Taylor-warton.model-rs serisi

-Steril kabin, ESCO, Singapur

-Multipipet cihazi, Multipette eppendorf, Hamburg, Almanya
-Inverted mikroskop, Olympus CKX41, Japonya

-Gtli¢ kaynagi tinitesi, Olympus, U-RFLT50, Japonya
-xCELLigence RTCA cihazi, Roche, Almanya

-Aspirator, Rocker 300, Tayvan

-Kuru hava sterilizatorii, Elektro-mag M 420, Tiirkiye

-Santrifiij, Rotina 35R, Almanya

-10 pl, 100 pul ve 1000 pl’lik pipet seti, Orange Scientific

-0,5 -5 ml pipet, Brand

-10 ml pipet, Eppendorf

-5-50 pl Transferpipet, Thermo Scientific

-Pipet boy, ISO fill

-20-200 pl Transferpipet, Brand, Almanya
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2.2. Yontem
2.2.1. Hiicre Kiltiiri

Hiicre kiiltiirti, hiicrelerin kontrollii sartlar altinda yetistirilmesi siirecidir.
Deneylerde, sican embriyo fibroblast SRP7 (H-ras onkogeni transform hiicreler)
hiicreleri ve NIH/3T3 fare embriyo fibroblast hiicreleri kullanilmistir. NIH/3T3
(fare embriyo fibroblast) hiicre serisi George Todaro ve Howard Green tarafindan
1963 yilinda; SRP7 sican embriyo fibroblast (H-ras onkogeni transform hiicreler)

hiicreleri ise Garbisa ve arkadaglar1 tarafindan 1987 yilinda tiiretilmistir.

2.2.1.1. Hiicre Soylarimin Stoktan Cikartilmasi

Hiicreleri ¢ogaltmak amaciyla kriyovialler -80 °C’den alinarak sicak su
banyosunda hizli bir sekilde ¢d6ziildii. Hiicre siispansiyonu; % 10 FBS, % 1
penisilin-streptomisin ve % 1 L-glutamin iceren 5 ml DMEM (Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium) besiyeri icerisine alindi. Falkon tiip 800 rpm’de 5 dk
santrifiij edildikten sonra siipernatant kisim aspire edildi ve hiicre peleti lizerine 1
ml besiyeri ilave edilerek hiicrelerin siispansiyon hale gelmesi saglandi. Falkon
tiip iizerine 4 ml besiyeri ilave edildi ve 5 mI’lik hiicre siispansiyonu 25 cm’‘lik

flasklar i¢erisine almarak 37 °C’de, % 5 CO, igeren ortamda inkiibe edildi.

2.2.1.2. Hiicre Soylarinin Pasajlanmasi

Deneylerde  kullanilan  hiicre  soylari, flask yiizeyini tamamen
kapladiklarinda (konfluent olduklarinda) flask igerisindeki besiyeri aspire edildi.
Hiicrelerin serumdan arindirilmasi i¢in 25 cm?’lik flask icerisine 2 ml 1xPBS
ilave edildi ve hiicrelerin yiizeylerinin hafif¢e yikanmasi saglandi. PBS ortamdan
aspire edilerek uzaklastirildiktan sonra flask ylizeyine yapisan hiicrelerin
yiizeyden ayrilmalart i¢gin 0.5 ml 1xTripsi/EDTA soliisyonu kullanildi ve
hiicreler 37 °C’de, % 5 CO,’li ortamda 5 dk inkiibe edildi. Mikroskopla
bakildiginda flask ylizeyinden ayrildig1 kabul edilen hiicrelere, tripsinin inhibe
edilmesi i¢in en az iki kat1 kadar besiyeri ilave edildi. Boylece tripsinin hiicreleri
ylizeyden aywrdiktan sonra hiicre membranlarina zarar vermeye baslamasi

engellenmis oldu.
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Flask igerisindeki hiicre slispansiyonu, icerisinde besiyeri bulunan (falkondaki
toplam hacim tripsinin 10 kat1 olmali) 15 ml’lik falkon tiip icerisine alindi. 800
rpm‘de 5 dk santrifiij yapildiktan sonra silipernatant kisim aspire edildi ve elde
edilen hiicre peleti 1 ml hiicre besiyerinde ¢6zlindiikten sonra 9 ml 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 ¢ogalmalar1 saglanda.

2.2.1.3. Hiicre Soylarimin Stoklanmasi

Hiicreler flask ylizeyini tamamen kapladiklarinda flask icerisindeki besiyeri
aspire edilerek ortamdan uzaklastirildi. Hiicreler 1xPBS ile hafifce yikandiktan
sonra PBS aspire edilerek uzaklastirildi ve hiicrelerin flask yiizeyinden
kalkmalarini saglamak igin 1xTripsin/EDTA soliisyonu eklendi. Hiicreler 37 °C’
de, % 5 CO;’li ortamda 5 dk inkiibasyona birakildi. Mikroskopla bakildiginda
flask yiizeyinden ayrildig1 kabul edilen hiicrelere, tripsinin inhibe edilmesi i¢in en
az iki kati1 kadar besiyeri ilave edildi. Flask igerisindeki hiicre siispansiyonu
icerisinde besiyeri bulunan 15 ml’lik falkon tiip igerisine alindi. 800 rpm‘de 5 dk
santrifiij yapildiktan sonra siipernatant kisim aspire edildi ve pelet {izerine her bir
kriyovial i¢in 1.5 ml dondurucu medium (5 ml DMSO + 5 ml FBS + 40 ml
DMEM) karanlik ortamda ilave edildi. Hiicre slispansiyonu kriyovialler igerisine

dagitilarak -80°C’ye kaldirildi.

2.2.1.4. Kullamlan Besiyerinin Hazirlanmasi

NIH/3T3 ve H-Ras 5RP7 hiicre soylar1 i¢in kullanilan besiyeri ortami i¢in
% 10 FBS (Fetal Bovine Serum, Biochrom AG), % 1 Penisilin-Streptomisin
Soliisyonu (10000U/ml penisilin,10 mg/ml streptomisin, Gibco), % 1 L-glutamin
(Gibco) igeren Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM, Gibco) soliisyonu
kullanildi.
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2.2.1.5. Hiicrelerin Sayim ve Bilesigin Hazirlanmasi

Hiicreleri sayabilmek amaciyla tripsinizasyon islemi sonucunda elde edilen
hiicre siispansiyonundan 10 pl ependorf tiipe alind1 ve {izerine 10 pl tripan blue
boyas1 konarak iyice karigmasi saglandi. Bu karisimdan 10 pl alinarak thoma
lamina koyuldu ve mikroskopta hiicre sayimi yapildi. Bulunan say1 sulandirma
katsayisi ile ¢arpilarak 1 ml mediumda ne kadar hiicre oldugu hesaplandi.

Uludag Universitesi Kimya Boliimii tarafindan yeni sentez edilen
Palladyum (II) bilesiginin stok c¢ozeltisi; 10 ml DMEM igerisinde 59.3 mg
Palladyum (II) bilesiginin ¢6ziilmesi ile hazirlandi.

2.2.2. MTT (Metiltiazotetrazolium) Canhlik Metodu

MTT yontemi, ilk kez Mosmann ve ark. tarafindan 1983 yilinda
belirlenmistir ve hiicre Kkiiltiiriinde biiyiitiilen hiicrelerdeki mitokondriyel
dehidrogenaz enzim aktivitesinin kolorimetrik Glgiilmesi esasmna dayanmaktadir
(Mossman ve ark., 1983).

Bu enzim aktivitesi yasayan hiicrelerde gozlenirken, 6len hiicrelerde ise
gozlenmemektedir. Ortama konulan bilesige yanit olarak eger hiicreler oOliirse
enzim aktivitesinin azaldig1 veya kayboldugu goriilmektedir. Bu nedenle hiicreler
mitokondriyel dehidrogenaz enziminin degisime ugrattigi MTT maddesine
(tetrazolyum (3-(4,5-dimetiltiyazol -2)-2,5-difenil tetrazolyum bromid) maruz
birakilirlar. MTT, sart renkli suda c¢Oziinebilen tetrazolium tuzu olup canli
hiicreler tarafindan almir ve mitokondriyel siiksinat dehidrogenaz enzimleri
tarafindan suda c¢oziinmeyen koyu mavi-mor renkli formazan kristallerine
dontstiiriiliir. Dolayisiyla indirgenme ve formazan kristallerinin  olusum
bolgelerinin mitokondri oldugu kabul edilmektedir. Sitotoksik bilesiklerin
hiicrelere zarar vermesi MTT tetrazoliumun formazana indirgenmesini
azaltmaktadir. Sonug olarak; canli ve mitokondri fonksiyonu bozulmamis hiicreler
mavi-mor renkte boyanmakta, 6lii veya mitokondri fonksiyonu bozulmus hiicreler
ise boyanmamaktadir. Daha sonra olusan bu formazan kristalleri SDS (% 10
sodyum dodesil siilfat + steril distile su + 0.01N HCI ) kullanilarak suda ¢oziiniir
hale getirilir ve olusturduklar1 renk siddeti 570 nm dalga boyunda

spektrofotometre ile ol¢iiliir.
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Sonug olarak; baslangicta ayni sayida ekilmis hi¢ ila¢ uygulanmamis kontrol
hiicrelerindeki (MO) renk siddeti ile ilaca maruz birakilmig hiicrelerdeki renk
siddeti oranlanarak ilaca maruz birakilmis hiicrelerdeki canlilik orani (ylizdesi)
hesaplanmis olur.

MTT yontemi i¢in; hazirlanan stok ¢ozeltiden ¢esitli seyreltmeler yapilarak
Palladyum (II) bilesiginin 1000 uM, 100 uM, 10 uM, 1 uM, 0.1 uM, 0.01 uM ve
0.001 uM konsantrasyonlar1 100 ul icerinde olacak sekilde 96 kuyulu hiicre kiiltiir
kaplarina uyguland: (3 tekrarlr). Hiicreler de 100 pl igerisinde 1x10%/ml hiicre
olacak sekilde her bir kuyuya ilave edildi. Plate 48 saat 37 °C, % 5 CO,’li ortamda
inkiibasyona birakildi. MTT maddesi, 5 mg/ml PBS tamponu igerisinde Ph 7.2
olacak sekilde stok olarak hesaplandi. Hazirlanan MTT ¢o6zeltisi filtre edilerek
steril hale getirildi. 48 saat sonunda NIH/3T3 ve H-Ras 5RP7 hiicrelerine her bir
kuyucuga 20 pl MTT boyasi eklendikten sonra hiicreler 37 °C de 4 saat siireyle
inkiibasyona birakildi. Olusan formazan kristallerini ¢oziiniir hale getirmek i¢in
biitiin kuyucuklarm tizerine % 10‘luk SDS soliisyonundan 100 pl eklenerek 18
saat 37 °C¢de % 5°lik CO,‘li etiivde inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi sonunda
hiicrelerde olusan renk siddeti spektrofotometrede (FLASHScan S12, Jena,
Almanya) 570 nm dalga boyunda 6lciildii ve okunan absorbanslar kullanilarak
hiicrelerin canlilik oranlar1 belirlendi. Deneyde kullanilan palladyum (II)
bilesiginin 0.001-1000 pM arasindaki doz konsantrasyonlar1 3 tekrarli olmak
iizere, bu yontem NIH/3T3 ve H-Ras 5RP7 hiicre hatlarinda 3’er defa tekrar
edildi.

2.saatteki Tz (baslangi¢ populasyonu optik dansite) degerinin belirlenmesi
icin, ila¢ uygulanmayan kontrol hiicreleri 96 kuyulu kiiltiir kaplarma ekilip
inkiibatore kaldirildiktan 2 saat sonra Tz degerinin belirlenece§i kuyucuklara 20
uL MTT boyasi eklendi ve 96 kuyulu kiiltiir kab1 4 saat 37 °Cde % 5°lik CO,* li
etlivde inkiibasyona birakildi. 4 saatlik siirenin sonunda bu kuyucuklara % 10° luk
SDS soliisyonundan 100 pl eklenerek, 18 saat 37 °C¢de % 5°lik CO,li etiivde
inkiibe edildi. Tz degerlerinin oldugu kuyular 18 saat sonunda bir baska 96 kuyulu
kiiltiir kabina aktarilarak spektrofotometrede 570 nm dalga boyunda okutuldu.
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% Canlilik hesabi: 1lag uygulanmamis kontrol hiicre (MO) canliligi % 100 olarak
kabul edilerek, ilag uygulanan hiicrelerin canlilik oranlar1 asagidaki formiil
kullanilarak hesaplandi. Deney igerisinde her bir konsantrasyon birbirinden
bagimsiz li¢ farkli kuyuda tekrarlandi.

Canlilik (%) = [100 x (Bilesik ile tedavi edilen hiicre absorbansi - kor ortalama) /

(Kontrol hiicre absorbansi - kor ortalama)]

TZ (Baslangic populasyonu optik dansite) hesabi; 2.saat sonundaki Tz

degerlerinin (%3 tekrarli) her birinden 2.saatteki kor ortalamasinin (x3 tekrarl)

cikartilip elde edilen degerlerin ortalamasinin alinmasi ile hesaplandi.

Yeni sentez edilen palladyum (II) bilesiginin NIH/3T3 ve H-Ras 5RP7
hiicreleri iizerindeki sitotoksik, sitostatik ve anti-proliferatif etkileri asagidaki
formiil kullanilarak hesaplanmistir. Bu veriler ile hiicrelerin canliliginm % 50’ye
ulastig1 konsantrasyon icin Glso degerleri belirlenebilmektedir.

— Glso parametresi; yeni sentez edilen Pd (II) bilesiginin, kontrol hiicrelerine
gore tedavi sonrasindaki hiicrelerin % 50’den fazla biiylimesini baskilayan
konsantrasyonunu gostermektedir ve “100x(D—-Tz)/(C—Tz) = 50 “ denklemi
ile hesaplanmaktadir.

— TGI; bilesigin sitostatik etki (total biiylimesini inhibe eden etki) gosterdigi
konsantrasyondur ve 100x(D—Tz)/(C—Tz) =0 denklemi ile hesaplanmaktadir.

— LCso; yeni sentez edilen Pd (II) bilesiginin, tedavi sonrasinda ilk andaki hiicre
populasyonunu % 50 oraninda azaltan konsantrasyonunu gostermektedir ve
100x(D—Tz)/Tz = -50 denklemi ile hesaplanmaktadir.

C: Tedavi siiresi (48 saat) ile ayn1 siire inkiibe edilmis, tedavi edilmemis
hiicrelerdeki (kontrol) absorbans degerini, Tz: bilesigin hiicrelere uygulandig:
andan itibaren 2 saat sonundaki kontrol hiicrelerdeki absorbans degerini, D:
bilesigin hiicrelere uygulandig1 tedavi siiresi (48 saat) sonundaki absorbans

degerini belirtmektedir (Matsingou ve ark., 2005; Matsingou ve ark., 2006).
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Sekil 2.1. TGI, LCs ve Glso degerlerinin hesaplanmasi

2.2.3. ATP (Adenozin trifosfat) Canhiik Metodu

MTT yontemi, siklikla kullanilan ucuz bir yontem olmasina ragmen ATP
yontemi, liiminesans bazli metodolojiye bagli olarak teknolojik agidan daha
gelismistir ve in vitro sitotoksisite Ol¢iimlerini MTT yOntemine gore cok daha
hassas ve giivenilir yapabilmektedir.

ATP hiicre igerisindeki en 6nemli enerji deposudur ve biyolojik sentez,
sinyal iletimi, tagima, hareket gibi stiregler i¢cin kullanilmaktadir. Hiicresel ATP
hiicre canliligmmi 6lgmede en hassas u¢ noktalardan biridir. Bu yontemin prensibi
hiicre kiiltiirtinde biiyiitiillen kanser veya normal hiicrelerdeki intraseliiller ATP
iceriginin dlgiilmesi esasma dayanmaktadir. Intraselliiler ATP iceriginin seviyesi
yasayan hiicrelerin sayisinin belirlenmesinde kullanilan bir gostergedir (Maehara
ve ark., 1987; Andreotti ve ark., 1995; Dexter ve ark., 2003; Ulukaya ve ark.,
2008).

Hiicrelerde 6rnegin; kemoterapotik ajanlar veya mitokondriyal toksinler ile
Oldiiriicii hasarlar olustugunda ATP seviyesi onemli Olglide azalmaktadir. Bu
amacla, yeni sentezlenmis bilesiklerle tedavi edilmis hiicrelerdeki intraseliiler
ATP igerigi ATP kiti (SIGMA FLASC-1KT Adenosine 5' triphosphate
bioluminescent + somatic cell assay kit) kullanilarak belirlenmektedir. ATP
yontemi; liisiferinin Mg+2 ve ATP varliginda liisiferaz enzimi ile oksiliisiferine

katalize olup liiminesans sinyal olusturmasina dayanmaktadir.
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Liiminesans sinyal ve ATP konsantrasyonu veya hiicre sayis1 arasinda dogrusal
bir iligki bulunmaktadir (Andreotti ve ark., 1995; Mueller ve ark., 2004;
Wadhawan ve ark., 2010).

Lusiferaz
ATP+Liisiferin+02 ————»———— Oksiliisiferin+AMP+2PI+ CO: + Foton (RLU)
Mg

Sekil 2.2. ATP elde edilme reaksiyonu (Andreotti ve ark., 1995)

ATP yOntemi icin; hazirlanan stok c¢ozeltiden cesitli seyreltmeler yapilarak
Pd (II) bilesiginin 1000 pM, 100 pM, 10 uM, 1 uM, 0.1 uM, 0.01 uM ve 0.001
uM konsantrasyonlar1 100 pl igerinde olacak sekilde 96 kuyulu hiicre kiiltiir
kaplarina uygulandi. Hiicreler de 100 pl igerisinde 1x10*ml hiicre olacak sekilde
kuyulara ilave edildi. 96 kuyulu hiicre kiltiir kaplar1 48 saat 37 °C, % 5 CO>’li
ortamda inkiibasyona birakildi. Deneyde kullanilan Pd (II) bilesiginin 0.001-1000
puM arasindaki doz konsantrasyonlar1 3 tekrarli olmak tizere, bu yontem NIH/3T3
ve H-Ras 5RP7 hiicre hatlarinda 3’er defa tekrar edildi.

Negatif kontrol (maksimum canlilik, MO, tedavi edilmemis hiicre kontrolii)
icin 100 pl besiyeri igerisine 100 pl 1x10* hiicre ekildi. Ko7 i¢in ayrilan kuyular
icerisine ise 200 ul besiyeri ilave edildi. Pozitif kontrol ( minumum canlilik, MI,
% 100 oldiiren doz) olarak 100 pl hiicre siispansiyonu igerisine 100 pl hiicre
Olimiinii % 100 indiikledigi bilinen % 1°lik Triton X-100 ilave edildi. Hiicreler 37
C de % 5 “lik CO, ‘li etiivde 48 saat inkiibasyona birakildu.

Inkiibasyon sonrasinda intraseliiler ATP igerigi ATP kiti kullanilarak
belirlendi. ilk olarak 96 kuyulu hiicre kiiltiir kaplarndaki her kuyudan 150 pl
atildi. ATP kitinin igerisindeki hiicre lizis tamponundan 50 pl her kuyuya ilave
edildi ve boylece hiicre igerisindeki ATP’nin disar1 ¢ikmasi saglandi. 20 dakikalik
bekleme siiresini takiben hiicre kiiltlir siispansiyonundan 50 pl beyaz renkli 96
kuyulu hiicre kiiltiir kaplarina aktarildi. Ardindan her kuyuya 50 uplkuyucuk

lusiferin-lusiferaz enzimi iceren soliisyon ilave edildi.

64



Elde edilen ATP miktar1 sekil 2.2°de formiiliize edildigi gibi lusiferin-lusiferaz
bioluminesans reaksiyonu yardimiyla 6lgcme zamani 1 saniye olacak sekilde
luminometre (FL.800 Mikroplate Floresans Okuyucu) kullanilarak 6lgiildii.
Sonuglar rolatif 1s1k tinitesi (RLU) olarak verilecektir. Boylece tedavi alan ve
almayan hiicrelerin RLU degerlerine gore yeni sentezlenmis bilesiklerin
sitotoksik/sitastatik etkileri hakkinda bilgi edinilecektir.

(%) Canlilik hesabt = [100 x (Bilesik ile tedavi edilen hiicre absorbansi - MI) /

(Kontrol hiicre absorbans1 — MI)] olarak hesaplanmaktadir.

2.2.4. Ger¢cek Zamanh xCELLigence Empedans Analizi

Hiicresel olaylar xCELLigence sistemi ile higbir isaretleme yapmadan
gercek zamanli olarak analiz edilebilmektedir. Sistem, hiicre kiiltiiri E-
Plate’lerinin zeminine yerlestirilmis mikro-elektrodlar sayesinde, gercek zamanli
hiicresel durumu belirlemek icin elektriksel empedans olger. Bu 6l¢iim sirasinda
elektrotlara uygulanan gerilim yaklasik 20 mV civarindadir. Diisiik voltajh
alternatif akim sinyallerinin uygulanmasi ile elektrodlar arasinda bir elektrik alani
olusmasima sebep olur. Sensor elektrodlarmin elektronik empedansi; elektrotlar
iizerindeki hiicrelerin fiziksel degisikliklerinin izlenmesine ve belirlenmesine izin
vermek i¢in Olclilmektedir. Elektrotlar arasinda oOlgiilen empedans, elektrot
geometrisine, iyon konsantrasyonuna ve hiicrelerin elektrotlara bagh olup
olmamasina baghdir. Hiicrelerin yoklugunda elektrot empedansi, elektrot ¢ozeltisi
ara yilizeyinde ve biitiin ¢ozeltideki iyon ortamu ile belirlenmektedir. Hiicrelerin
varliginda, elektrot sensorii yiizeyine hareket eden hiicreler yalitkanlar olarak
davranmaktadir. Empedans okumasi; hiicre sayisi, hiicre canliligi, hiicre 6liimii,
hiicre morfolojisi ve adezyonundaki degisiklikleri belirler ve hiicrelerin bu
biyolojik durumlar1 hakkinda kantitatif bilgi verir (Urcan ve ark., 2010; Anonim,
2012).
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Sekil 2.3. Empedans &l¢iim semasi (Urcan ve ark., 2010)

Gergek zamanlhi xCELLigence sisteminde; hiicreler altin mikroelektrotlarla
entegre E-plate’lere ekilir. Bu elektrotlar; kuyucuklar igerisindeki mediumun
iyonik cevresi ile etkilesim halinde oldugundan elektrotlar1 saran hiicrelerin sayisi,
morfolojisi ve yapigsma giicliyle siirekli olarak degisebilir. xCELLigence sistemi
gergek zamanli olarak yeni sentez edilen Pd (II) bilesiginin NIH/3T3 ve H-Ras
SRP7 hiicre hatlarinda sitotoksik etkilerini, hiicre biiylimesini, proliferasyonunu,
morfolojik degisikliklerini ve canliligini goriintiilemek i¢in kullanilmistir.

xCELLigence Ger¢ek Zamanli Hiicre Analiz Sistemi i¢in, 96 kuyulu E-plate
icerisindeki her kuyuya 100 pl besiyeri koyuldu ve 30 dakika 37°C, %5 CO,’li
ortamda inkiibasyonu takiben bazal 6l¢iim yapilmak iizere E-plate xCELLigence
cihazina yerlestirildi. Ol¢iim tamamlandiktan sonra E-plate cihazdan ¢ikartildi ve
hiicre soylar1 100 pl besiyeri igerisinde 1x10* hiicre/kuyucuk (4 tekrarli) olacak
sekilde 96 kuyucuklu altin mikroelektrodlarla entegre E-plate’lere ekildi. 30
dakika 37°C, % 5 CO;’li ortamda inkiibasyon sonunda E-plate cihaza yerlestirildi.
96 saat 37°C, % 5 CO;’li ortamda inkiibasyonu takiben yapismis olan hiicreler
iizerinden hiicrelere zarar vermeden 100 pl besiyeri uzaklastirildi. Yeni sentez
edilen Pd (II) bilesiginin konsantrasyonlar:t 100 pl icerisinde 800 uM, 400 uM,
200 uM, 100 uM, 50 uM, 25 uM, 12.5 uM, 6.25 uM, 3.12 uM, 1.5 uM ve 0.78
uM olacak sekilde hiicreler iizerine uygulandi. Hiicreler 37 °C¢de % 5 CO,‘li
etlivde xCELLigence cihazinda 48 saat inkiibasyona birakildi ve zamana bagh

hiicre indeksi grafigi RTCA software programi kullanilarak goriintiilendi.
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2.2.5. Akim Sitometri

Akim sitometri ile bir siispansiyon halindeki hiicre ya da partikiiller lazer
15181 ile aydinlatilmakta olan bir bolmeden gegirilir; hiicrelerin 151¢1in Oniinden
gecerken verdikleri sinyaller toplanarak analiz edilir. Olgiim sirasinda hiicreler
swv1 igerisinde tek tek askida olmali ve hiicreleri iceren siispansiyon siirekli bir
akigla lazer 1sm1 icinden ge¢cmelidir. Akim sitometri cihazinda bir saniyede
binlerce hiicre, lazer 1511 ile karsilastiklar1 flow cell ad1 verilen béliimden gecer
ve hiicreler lazer 15181 ile uyarilirlar. Her bir hiicre lazer 1s1gmm bir kismini
saptirir ve ayni zamanda lazer 15181 tarafindan uyarildiklarindan yani ekstra enerji
yiiklenmis oldugundan, floresan 15181 yayarlar. Olusan sinyallerin kaynagi,
hiicrenin biiytikliik, graniilarite gibi fiziksel 6zellikleri olabildigi gibi; hiicreye
baglanan cesitli florokromlar (floresan 6zellikte boyalar) da olabilir. Bu sinyaller
histogramlar olarak ekrana aktarilir. Histogramlar dl¢iilen parametrelerin frekans
dagilimlarinin gorsel sunumudur. Boylece hiicre ya da partikiiliin immunfenotipi,
DNA igerigi, enzim aktiviteleri, hiicre membran potansiyeli, canlilig1 gibi cesitli
ozellikleri hakkinda bilgi elde edilebilir (Macey, 2007; Karaboz ve ark., 2008).

Akim sitometri de apoptozis ile ilgili ilk belirlenebilecek farklilik 11k
sacilimindaki (SSC/FCS) degisikliktir. Isigm ileri dogru sagilimi (Forward light
scatter, FCS) hiicre boyutu ile iliskilidir. 90 derece ile yana sacilim (Side Scatter,
SSC) 151831 kirilma ve yansimasini verir, hiicrenin graniilaritesi ve kompleks
yapist ile ilgilidir. Apoptotik hiicre 6liimiinde hiicre boyutundaki kii¢iilmeden
dolay1 FSC sinyalinde diisiis gozlenirken, DNA fragmentasyonu, sitoplazma ve
kromatin kondensasyonu nedeni ile SSC sinyalinde artis goézlenmektedir. Bu
sekilde canli ve 6li hiicreler 151k sacilim plotunda belirgin sekilde ayrilmaktadir

(Ormerod ve ark., 1995; Macey, 2007).
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Sekil 2.4. Flow sitometri cihazinin mekanizmasi
(http://missinglink.ucsf.edu/lm/molecularmethods/flow.htm)

Akim sitometri ile floresan bir madde ile isaretlenmis antikor kullanilarak
apoptoziste  eksprese oldugu bilinen herhangi bir yiizey proteini
saptanabilmektedir. Kolay uygulanabilir olmasi, uzun zaman almamasi ve
kantitatif sonuglar vermesi acisindan klinikte apoptozisin saptanmasinda oldukg¢a
kullaniglt bir yontemdir (Ulukaya, 2003).

Annexin V-FITC (floresan izotiyosiyanat), bir populasyon icerisinde aktif
olarak apoptozis gegiren hiicrelerin ylizdesini kantitatif olarak belirlemek i¢in
kullanilmaktadir. Bu durum apoptozisin erken evrelerinde hiicrelerin membran
asimetrilerini kaybetme Ozelliklerine dayanmaktadir. Normalde fosfolipidler
plazma membranmin i¢ ve dis tabakasinda asimetrik olarak dagilmislardir. Bu
asimetri apoptozis siirecinde bozulur ve membran fosfolipidi olan fosfotidilserin
(PS), plazma zarinin i¢ kismindan dis kisima transloke olmasi ile yiiksek affinite
gosteren antikoagulant protein Annexin V’in baglanmasina agik hale gelir.
Annexin V, diger bir¢cok fosfolipide gore fosfotidilserin i¢in yiiksek affiniteye
sahip kalsiyum bagimli fosfolipid baglayici protein olup, fosfotidilserin salinimi
ile apoptotik hiicrelerin belirlenmesinde kullanilmaktadir (Koopman ve ark.,1994;

Macey, 2007).
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Propidium iyodiir (PI), DNA fragmentasyonu ve hiicre dongiisii analizleri
icin siklikla kullanilan bir boyadir ve ¢ift sarmal DNA’nin baz ciftleri arasina
yerlesir. PI, canli hiicreleri 6lii hiicrelerden ayirt etmede kullanilan standart bir
flow sitometrik canlilik probudur. Intact membrana sahip olan canli hiicreler PI
gecirmez iken, Olii ve hasarli hiicrelerin membranlar1 PI gec¢irmektedir (Geg
apoptoz + nekroz). PI boyasi, Oli hiicrelerin niikleuslarinin boyanmasini
saglayarak hiicrelerin apoptotik ya da nekrotik olmalar1 hakkinda bilgi
vermektedir. Annexin V ve PI ile boyanan hiicrelerde; apoptoz (erken ve gec
olmak {izere), nekroz ve canli hiicre populasyonlar1 yilizde olarak ifade
edilmektedir. Bu amacla, yeni sentezlenmis Pd (II) bilesigi ile tedavi edilmis
hiicrelerdeki apoptotik hiicre yiizdesi ‘BD Pharmingen FITC Annexin-V

Apoptosis Detection Kiti’ kullanilarak belirlenmektedir.

«PI+ «PI+
+ ANNEXIN V FITC - + ANNEXIN V FITC +
s Q
Propidium Ivediir QL i GEC
(PT) APOPTOZ
Q3 Q4
CANLI ERKEN
HUCRE APOPTOZ
+PI - -PI -
« ANNEXIN V FITIC - « ANNEXIN V FITC +

Annexin V-FITC

Sekil 2.5. Annexin V ile apoptotik hiicre analizinde canli ve apoptotik hiicre populasyonlarinin
dagilimi
Q1: PI. Annexin V-FITC _ nekrotik hiicrelerin,
Q2: PI. Annexin V-FITC ., gec apoptoza (sekonder nekroz) ugrayan hiicrelerin,
Q3: PI. Annexin V-FITC . canli hiicrelerin,
Q4: PI. Annexin V-FITC . erken apoptoza ugrayan hiicrelerin populasyon yiizdesi
hakkinda bilgi vermektedir.
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Yeni sentez edilen Pd (II) bilesiginin hiicre soylar1 lizerindeki apoptotik
etkilerini dlemek icin hiicreler 1 ml ‘de 1x10%ml olacak sekilde 6 kuyulu kiiltiir
kab1 icerisine ekildi. MTT canlilik testi sonucuna gore her iki hiicre soyu icin
belirlenen Pd (I1) bilesiginin ICsy ve 1Cqo¢ konsantrasyonlar1 1 ml igerisinde olacak
sekilde 6 kuyulu kiiltiir kabindaki hiicreler {lizerine ilave edildi. Hiicreler 48 saat
37°C, % 5 CO,‘li ortamda inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda; 6 kuyulu kiiltiir
kabindaki kontrol hiicrelerinin besiyeri aspire edilirken, I1Csy ve I1Cyy dozlarmin
bulundugu kuyular igerisindeki besiyeri direk 15 ml’lik falkon tiip igerisine alindi.
6 kuyulu kiiltiir kab1 yiizeyine yapisan hiicrelerin ylizeyden kaldirilmasi i¢in her
kuyunun igerisine 1xtripsi/EDTA ilave edildi. Tripsinizasyon islemi sonunda
tripsinin hiicre membranlarma olas1 hasarmi 6nlemek i¢in kuyular icerisine hiicre
besiyeri ilave edildi ve hiicre siispansiyonu 15 ml’lik falkon tiip i¢erisine toplandi.
800 rpm de 5 dk santrifiij yapildiktan sonra hiicrelerin siipernatant kisimlar1 aspire
edildi ve pellet iizerine 2 ml soguk 1xPBS koyularak tekrar santrifiij islemi
gergeklestirildi. Soguk 1xPBS ile yikama islemi bir kez daha tekrar edildi.
Santrifiij isleminden sonra tekrar siipernatant kisim aspire edildi ve pellet iizerine
100 pl 1xAnnexin V baglayici tampon eklendi ve iyice siispanse edildikten sonra
hiicre soliisyonundan 100 pl almarak flow tiiplerine aktarildi. Daha sonra her bir
tiipe 5 pul Annexin V-FITC ve 5 ul PI eklendi. Oda sicakliginda 15 dakika karanlik
ortamda inkiibe edildikten sonra her bir tiipe 400 pl 1xAnnexin-V baglayici
tampon ilave edildi ve hiicreler 1 saatlik boyama siiresi igerisinde analize alindi.
FACSAria flow cytometer cihazinda Diva 6.0 software kullanilarak hiicrelerin

yiizdeleri saptanda.
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2.2.6. Hoechst 33342, Propidium iodide, Calcein-AM ile Ucli Boyama
Yontemi

Floresan boyalar DNA’ya baglanabildiklerinden hiicrenin kromatini
dolayisiyla niikleusu goriiniir hale gelebilmektedir. Hoechst 33342, DNA'ya
baglanabilen hiicreden gecebilen bir boyadir ayrica canli veya Oli
(apoptotik/nekrotik) hiicrelerin ¢ekirdeklerini boyamak i¢in kullanilmaktadir.

Propidium 1iyodiir (PI), sadece hasarli hiicrelerin membranlarindan
gecebilen, Olii tiim hiicreleri (ge¢ apoptotik / sekonder nekrotik veya primer
nekrotik) boyayabilen floresan niikleik asit boyasidir. Bu boya canli hiicreler
tarafindan disar1 atilmaktadir.

Calcein-AM, hiicre membranindan gegebilen fakat kendi basma floresan bir
Ozelligi olmayan bir molekiildiir. Canli hiicrelerde bulunan esteraz, calcein
(floresan molekiil) iiretmek i¢in Calcein-AM ile etkilesime girmektedir. Sadece
canli hiicreler Calcein-AM ile tedavi sonrasinda boyanmaktadir. Bu sekilde
boyanan hiicreler floresan mikroskopu ile taninabilmektedirler.

Hiicre kiiltiirii ortaminda apoptozise giden hiicrelerin membranlar1 intakt
(erken apoptozda) olmasina ragmen daha ileri donemlerde gec apoptoz/sekonder
nekrozun gelismesi ile hiicrelerin membran biitiinliikleri bozulmaktadir. Sekonder
nekroz asamasma kadar olan siire i¢inde hiicreler non-vital boyalar denilen (PI)
boyalar ile boyanacak olurlarsa apoptozis baslamis olmasma ragmen membran
intakt olmasindan dolay1 bu boyalarla boyanamazlar. Yani PI negatif, Calcein-
AM pozitif ve Hoechst boyasi pozitif boyanmaktadirlar. Sekonder nekroz
gelistikten sonraki asamalarda hiicreler membran biitiinliiklerinin bozulmasi ile
non-vital boyalar ile boyanmaya baglarlar. Dolayisiyla PI pozitif, Calcein-AM
negatif ve Hoechst pozitif boyanmaktadirlar (Ulukaya ve ark., 2011).

Uglii boyama yontemi kullanilarak yeni sentezlenen komplekslere maruz
kalmis hiicrelerin apoptozisle veya nekrozisle 6liip 6lmediklerinin ayrimi niikleus
morfolojisine  bakilarak  yapilabilir. ~ Apoptotik  hiicrelerde;  ¢ekirdek
fragmentasyonunun normal hiicrelere goére daha kiiciik olmasi ve daha ¢ok boya
alma oOzelligi aranirken, nekrotik hiicrelerde ise ¢ekirdegin normal hiicrelerden

biraz daha biiyiik olmasi1 ve daha az boya almas1 6zelligi aranmaktadir.
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Bu amagla, yeni sentezlenmis Pd (II) bilesiginin hiicre soylar1 iizerindeki
etkilerinin morfolojik olarak floresan mikroskopta goriintiilenebilmesi i¢in Cell
Viability Imaging kit, Roche kullanilmstir.

Ucglii boyama ydntemi igin; ilk olarak 96 kuyulu plate de her kuyuda 100 pl
igerisinde 1x10* hiicre/ml olacak sekilde ekim yapildi. Yeni sentez edilen Pd (II)
bilesiginin 50 uM ve 100 uM konsantrasyonlar1 100 pl icerisinde olacak sekilde
kuyulara ilave edildi. Hiicreler 24 saat 37°C, %5 CO;‘li ortamda inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonrasmda kit prosediir islemlerinin karanlik ortamda yapilmasi
gerekmektedir. Kit igerisinde bulunan 3 bilesenin (Hoechst 33342, Propidium
Iodide (PI), Calcein-AM) oda 1sisina gelmesi saglandi ve her biri kisa siireli
vorteks yapildi. 5 ml Hoechst, 5 ml PBS (1x, CaCl, +, MgCl, +) igerisine
pipetlendi ve kisa bir vorteks yapildi. Bu hazirlanan karigima 25 pl PI pipetlendi
ve kisa bir vorteks yapildi. En son bu hazirlanan karisima 3 pl Calcein-AM
pipetlendi ve kisa siireli vorteks yapildi. Plate de bulunan hiicreler iizerinden 50 pl
hiicrelere zarar vermeden uzaklastirildi ve her kuyuya 50 pl hazirlanmig olan bu
karisimdan ilave edildi. Her kuyuda hiicreleri kaldirmamaya dikkat edilerek
pipetaj yapildi. Plate 37°C, %5 CO;‘li ortamda 30 dk inkiibasyona birakildi ve

inkiibasyon sonrasinda floresan mikroskop altinda degerlendirildi.

2.2.7. Istatistiksel Analiz

MTT ve ATP canlilik test sonuglarinin istatistiksel analizleri SPSS 20.0
bilgisayar paket programi kullanilarak yapildi. Yiizde canlilik degerleri tek yonlii
varyans analizi (ANOVA) kullanilarak hesaplandi. 3 tekrarli yapilan tiim
analizlerin sonuglar1 ortalama ve standart sapma ile verildi. Istatistiksel olarak

anlamli veriler p<0.05 degerine gore belirlendi.
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3. BULGULAR
3.1. MTT Canhlik Testi Bulgulan

Yeni sentez edilen palladyum(Pd) (II) bilesiginin farkl konsantrasyonlarinin
(0.001-1000 uM) NIH/3T3 ve H-Ras SRP7 hiicre soylarinin canlilig1 iizerine olan
etkisini belirleyebilmek i¢cin MTT canlilik testi yapildi. Hiicre soylarina 48 saat
sire ile Pd (II) bilesigi uygulandiginda ortaya c¢ikan sonuclar sekil 3.1°de
gosterildi. Pd (1) bilesiginin uygulandig1 hiicre soylarinda konsantrasyon arttik¢a
hiicrelerin canlilik yiizdesinde, uygulanan tiim konsantrasyonlarda, istatistiksel
olarak anlamli azalmalar goézlendi (p<0.05). Pd (II) bilesigi uygulanan hiicre
soylarmin 48 saatlik tedavi sonrasinda hesaplanan canlilik yiizde degerleri ¢izelge

3.1°de verildi.
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Sekil 3.1. Yeni sentez edilen Pd (II) bilesigi uygulanan H-Ras SRP7 ve NIH/3T3 hiicrelerinin
canlilik yiizdelerinin grafigi. Her bir veri noktasi 3 bagimsiz kuyunun ortalamasini
temsil etmektedir

*  Ayni hiicre soyunda Pd (II) bilesiginin farkli konsantrasyonlari ile tedavi edilmis hiicreler,

kontrol hiicreleri ile karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamliligi (p<0.05) ifade

etmektedir.
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Cizelge 3.1. Yeni sentez edilen Pd (II) bilesigi uygulanan hiicre soylarmin 48 saatlik tedavi

sonrasindaki canlilik yiizde degerleri

DOZLAR (uM) 48 saatlik tedavi sonrasindaki canhlik yiizdeleri (%)
H-Ras SRP7 NIH/3T3

1000 uM -2.3 -1.8
100 uM 6.6 4.7

10 pM 38.8 35.1

1 uM 39.6 39.0

0.1 pM 65.8 61.9
0.01 uM 82.5 79.4
0.001 pM 85.6 82.0

Pd (II) bilesiginin; hangi konsantrasyonlarda hiicre soylarinda sitotoksik,
sitostatik ya da anti-proliferatif etkiye neden oldugunu belirlemek i¢in biiyiime
hiz1 grafigi olusturuldu (Sekil 3.2). Sonuclara gore, Pd (II) bilesiginin 100 uM ve
1000 uM dozlarmin hiicrelerde sitotoksik etkiye; 0.001-10 uM arasindaki dozlarin
ise hiicrelerde anti-proliferatif etkiye neden oldugu bulundu. Pd (II) bilesiginin
sitotoksik aktivitesinin gosterilmesinde 6nemli olan ICsy (kontrol hiicrelerine
kiyasla tedavi sonrasi hiicrelerin % 50’sini Oldiiren konsantrasyon) ve I1Co
(kontrol hiicrelerine kiyasla tedavi sonrasi hiicrelerin % 90’nmi oSldiiren
konsantrasyon) degerleri her iki hiicre hatt1 icin de MTT testi sonuglarina gore
belirlendi. ICsg ve ICyy degerleri Gen5 ™ programi kullanilarak hesaplandi. H-Ras
SRP7 hiicreleri i¢in ICso dozu 18.2 uM, 1Cqy dozu 84.5 uM; NIH/3T3 hiicreleri
icin ICso dozu 16.7 uM, 1Cqp dozu 78.8 uM olarak bulundu (Cizelge 3.2). Pd (II)
bilesiginin 0.001-1000 pM arasindaki dozlarmin hiicre soylar1 iizerine olan
etkileri kontrol grubu ile karsilastirildiginda doz artisina bagli olarak canlilik

yiizdesinde istatistiksel olarak anlamli azalmalar oldugu tespit edildi (p<0.05).
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Sekil 3.2. Yeni sentez edilen Pd (IT) bilesigi uygulanan H-Ras SRP7 ve NIH/3T3 hiicrelerinin

biiylime hiz1 grafigi

Cizelge 3.2. Yeni sentez edilen Pd (II) bilesigi uygulanan H-Ras SRP7 ve NIH/3T3 hiicrelerinin

IC5() %S IC9() degerleri

Doz (uM) SRP7 NIH/3T3
IC s 18.2 16.7
IC o 84.5 78.8

Biiyiime hiz1 grafigine gore Glso, TGI ve LCsq degerleri hesaplandi. Gls

parametresi; yeni sentez edilen Pd (II) bilesiginin, kontrol hiicrelerine gore tedavi

sonrasindaki hiicrelerin biiylimesini % 50 oraninda baskilayan konsantrasyonu

gostermektedir. SRP7 hiicreleri i¢in Glso degeri 0.18 uM, NIH/3T3 hiicreleri i¢in

ise Glso degeri 0.09 uM olarak bulundu. TGI; bilesigin sitostatik etki (hiicrelerin

gelisimini durduran, total biiylimesini inhibe eden) gosterdigi konsantrasyonu

gostermektedir ve SRP7 hiicreleri i¢cin TGI degeri 26.2 uM iken NIH/3T3

hiicreleri i¢in TGI degeri 22.0 uM olarak bulundu. LCs, parametresi; yeni sentez

edilen Pd (II) bilesigi ile tedavi sonrasinda, ilk andaki hiicre populasyonunu % 50

oraninda azaltan konsantrasyonu gostermektedir ve LCsy degeri SRP7 hiicreleri

icin 75.3 uM, NIH/3T3 hiicreleri i¢in 69.7 uM olarak belirlendi (Cizelge 3.3).
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Cizelge 3.3. Yeni sentez edilen Pd (II) bilesigi uygulanan H-Ras SRP7 ve NIH/3T3 hiicrelerinin
Glso, TGL, LCs, degerleri

Doz (uM) 5RP7 NIH/3T3

MTT canlilik testi uygulamasi asamasinda; Pd (II) bilesiginin 0.001-1000 uM
konsantrasyonlarinin 48 saatlik tedavi sonrasinda H-Ras SRP7 ve NIH/3T3
hiicreleri {iizerindeki etkileri MTT koyulmadan once morfolojik olarak faz-

kontrast mikroskobunda goriintiilendi (Sekil 3.3 ve 3.4).

Sekil 3.3. MTT testi uygulamasindan nce H-Ras SRP7 hiicrelerinin morfolojik goriintiileri
A: H-Ras 5RP7 kontrol hiicreleri B: 1000 uM Pd (II) bilesigi C: 100 uM Pd (II) bilesigi
D: 10 uM Pd (II) bilesigi E: 1 uM Pd (II) bilesigi F: 0.1 uM Pd (II) bilesigi G: 0.01 uM
Pd (II) bilesigi H: 0.001 uM Pd (II) bilesigi
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Sekil 3.4. MTT testi uygulamasimdan 6nce NIH/3T3 hiicrelerinin morfolojik goriintiileri
A: NIH/3T3 kontrol hiicreleri B: 1000 uM Pd (II) bilesigi C: 100 uM Pd (II) bilesigi
D: 10 uM Pd (II) bilesigi E: 1 uM Pd (1I) bilesigi F: 0.1 uM Pd (II) bilesigi G: 0.01 uM
Pd (II) bilesigi H: 0.001 uM Pd (1) bilesigi

Pd (IT) bilesiginin 0.001-1000 uM konsantrasyonlarinin 48 saatlik tedavi
sonrasinda H-Ras S5RP7 ve NIH/3T3 hiicreleri tizerindeki etkileri MTT
koyulduktan 4 saat sonra morfolojik olarak faz-kontrast mikroskobunda
gortintillendi (Sekil 3.5 ve 3.6). Sonug¢ olarak; Pd (II) bilesiginin yiiksek
konsantrasyonlarinin sitotoksik etkisinden dolayr MTT tetrazolium tuzunun
formazana indirgenmesini azalttigr goriildii. Ayrica kontrol hiicrelerinde,
mitokondriyel siiksinat dehidrogenaz enzimleri tarafindan suda ¢oziinmeyen koyu
mavi-mor renkli formazan kristallerinin olusumu gozlenirken, 6li hiicrelerde ise

formazan kristal olusumu gézlenmedi.



Sekil 3.5. MTT testi uygulamasindan sonra H-Ras SRP7 hiicrelerinde olusan formazan
kristallerininin goriinimii
A: H-Ras 5RP7 kontrol hiicreleri B: 1000 uM Pd (II) bilesigi C: 100 uM Pd (II) bilesigi
D: 10 uM Pd (II) bilesigi E: 1 uM Pd (II) bilesigi F: 0.1 uM Pd (II) bilesigi G: 0.01 uM
Pd (II) bilesigi H: 0.001 uM Pd (II) bilesigi
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Sekil 3.6. MTT testi uygulamasindan sonra NIH/3T3 hiicrelerinde olusan formazan
kristallerininin goriinimii
A: NIH/3T3 kontrol hiicreleri B: 1000 uM Pd (II) bilesigi C: 100 uM Pd (1) bilesigi
D: 10 uM Pd (II) bilesigi E: 1 uM Pd (II) bilesigi F: 0.1 uM Pd (II) bilesigi G: 0.01 uM
Pd (II) bilesigi H: 0.001 uM Pd (II) bilesigi

Bu caligmaya ek olarak, Pd (II) bilesiginin 3.12 uM ve 25 uM disiik
konsantrasyonlarinin, 48 saatlik tedavi sonrasinda H-Ras SRP7 ve NIH/3T3 hiicre
soylar1 lizerindeki etkileri, hiicrelerin kollajen kapl kiiltiir kaplarina ekilmesi ile
morfolojik olarak faz-kontrast mikroskobu ile goriintiilendi (Sekil 3.7 ve 3.8).
Pozitif kontrol olarak, sarkom tedavisinde kemoterapdtik ajan olarak kullanilan
etopositin 25 pM konsantrasyonu kullanildi. Pd (II) bilesiginin her iki hiicre soyu
tizerindeki etkisini etoposit ile karsilastirmak amaciyla Pd (II) bilesiginin de 25

uM konsantrasyonu kullanildi.
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Pd (IT) bilesiginin konsantrasyonundaki artisa bagl olarak hiicrelerin sayisinda
kontrol hiicrelerine kiyasla azalmalar gézlendi. Pd (II) bilesiginin 3.12 uM ve 25
uM konsantrasyonlarmin uygulandigi her iki hiicre hattinda da 48 saat sonunda
hiicrelerin substratumdan ayrildig1 ve yuvarlaklastigi goriildii. Ayrica H-Ras SRP7
hiicrelerine uygulanan 25 uM Pd (II) bilesigi ile 25 puM etopositin etkileri
karsilastirildiginda hiicreler iizerinde benzer etkiye neden olduklar1 belirlendi.
NIH/3T3 hiicrelerinde ise 25 uM etopositin, 25 uM Pd (II) bilesigine gore daha
etkili oldugu goriildi.

Sekil 3.7. Pd (1) bilesigi ve etoposit (pozitif kontrol) uygulanmis H-Ras SRP7 hiicrelerinin
morfolojik goriintiileri
A: H-Ras 5SRP7 kontrol hiicreleri (negatif kontrol) B: 25 uM Pd (II) bilesigi C: 3.12 uM
Pd (IT) bilesigi D: Etoposit 25 pM (pozitif kontrol)
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Sekil 3.8. Pd (1) bilesigi ve etoposit (pozitif kontrol) uygulanmis NIH/3T3 hiicrelerinin
morfolojik goriintiileri
A: NIH/3T3 kontrol hiicreleri (negatif kontrol) B: 25 uM Pd (1) bilesigi C: 3.12 uM Pd
(IT) bilesigi D: Etoposit 25 uM (pozitif kontrol)
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3.2. ATP Canhlik Testi Bulgulan

ATP canlilik testi ile hiicrelerde canliligin bir gdstergesi olan intraselliiler
ATP miktar1 belirlendi. 0.001-1000 uM doz aralifinda hazirrlanan Pd (II)
bilesiginin 48 saatte H-Ras SRP7 ve NIH/3T3 hiicre hatlarindaki intraselliiler ATP
miktarma olan etkisi Sekil 3.9’da  gosterildi. Pd (II) bilesiginin,
konsantrasyonundaki artisa bagl olarak uygulandig: hiicre soylarinda intraseliiler
ATP miktarinda azalmalara neden oldugu belirlendi. Ayrica Pd (II) bilesigi
uygulanan H-Ras SRP7 ve NIH/3T3 hiicrelerinin canlilik yiizde degerleri ¢izelge
3.4’te gosterildi. Sonug¢ olarak, Pd (II) bilesiginin 1-1000 uM arasindaki
konsantrasyonlarinin hiicre soylar1 iizerinde sitotoksik etkiye sahip oldugu
bulundu. Pd (II) bilesiginin 0.1-1000 uM arasindaki dozlarinin hiicre soylar1
iizerine olan etkileri kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak

anlamli oldugu (p<0.05) bulundu.
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Sekil 3.9. Yeni sentez edilen Pd (IT) bilesigi uygulanan H-Ras SRP7 ve NIH/3T3 hiicrelerinin
canlilik yiizdelerinin grafigi. Her bir veri noktasi 3 bagimsiz kuyunun ortalamasini
temsil etmektedir

*  Ayni hiicre soyunda Pd (II) bilesiginin farkli konsantrasyonlar: ile tedavi edilmis hiicreler,

kontrol hiicreleri ile karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamliligi (p<0.05) ifade

etmektedir.
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Cizelge 3.4. Yeni sentez edilen Pd (II) bilesigi uygulanan H-Ras SRP7 ve NIH/3T3 hiicrelerinin
canlilik yiizde degerleri

DOZLAR (pM) 48 saatlik tedavi sonrasindaki canhlik yiizdeleri (%)
H-Ras 5RP7 NIH/3T3

1000 pM -0.06 -0.01
100 pM 9.5 6.9

10 tM 6.2 3.9
1M 5.8 5.5

0.1 pM 55.6 54.1
0.01 pM 83.3 92.0
0.001 uM 95.7 95.8

3.3. Akim Sitometri Bulgularn

Yeni sentez edilen Pd (II) bilesiginin H-Ras 5RP7 hiicreleri ve NIH/3T3
hiicreleri iizerindeki apoptotik etkisine bakildiginda 48 saat sonunda doza bagl
olarak canlilik yiizdesinde azalma gozlendi. 48 saatlik tedavi sonrasinda H-Ras
SRP7 hiicre hattina uygulanan 18.2 uM (ICsy) konsantrasyonda canlilik ytizdesi %
52.0, apoptotik oran yiizdesi % 47.2; 84.5 uM (ICyy) konsantrasyonunda ise
canlilik yiizdesi %14.5, apoptotik oran yiizdesi % 83.9 olarak bulundu (Cizelge
3.5, Sekil 3.10). 48 saatlik tedavi sonrasinda NIH/3T3 hiicreleri iizerindeki
etkisine bakildiginda uygulanan 16.7 uM (ICsp) olan konsantrasyonda canlilik
ylizdesi % 36.5; ylizde apoptotik oran % 55.7; 78.8 uM (ICy) olan
konsantrasyonda canlilik yiizdesi % 17.0; yiizde apoptotik oran % 78.6 olarak
bulundu (Cizelge 3.6, Sekil 3.11). Annexin V-FITC ve PI (Propidyum iyodiir)
negatif olan bdlge canli hiicreleri (Q3), Annexin V-FITC ve PI pozitif olan bolge
gec apoptotik hiicreleri (Q2), Annexin V-FITC pozitif ve PI negatif olan bolge
erken apoptotik hiicreleri (Q4), Annexin V-FITC negatif ve PI pozitif olan bolge

ise nekrotik hiicrelerin ylizde degerlerini gostermektedir.
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Cizelge 3.5. Yeni sentez edilen Pd (II) bilesiginin uygulandigi H-Ras SRP7 hiicrelerinde Annexin

V-FITC degerlendirmesi ile elde edilen 48 saatlik apoptotik yiizde degerleri

48 Saat Q1(%) Q2(%) Q3(%) Q4(%)
Kontrol 0.6 1.9 96.3 1.2
18.2 yM
0.8 1.9 52.0 45.3
(ICs0)
84.5 uM
1.5 14.1 14.5 69.8
(ICy0)

Cizelge 3.6. Yeni sentez edilen Pd (II) bilesiginin uygulandigi NIH/3T3 hiicrelerinde Annexin V-

FITC degerlendirmesi ile elde edilen 48 saatlik apoptotik yiizde degerleri

48 Saat Q1(%) Q2(%) Q3(%) Q4(%)
Kontrol 0.2 1.3 95.9 2.6
16.7 pM
7.8 10.9 36.5 44.8
(ICsp)
78.8 uM
43 23.1 17.0 55.5
(ICyy)
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Sekil 3.10. Yeni sentez edilen Pd (II) bilesiginin uygulandigi SRP7 hiicrelerinde, Annexin V-FITC
degerlendirmesi ile elde edilen apoptotik yiizde degerlerinin 48 saatlik histogramlari

(Q1=Nekroz, Q2=Geg¢ Apoptoz, Q3=% Canlilik, Q4=Erken Apoptoz)
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Sekil 3.11. Yeni sentez edilen Pd (II) bilesiginin uygulandigi NIH/3T3 hiicrelerinde, Annexin V-
FITC degerlendirmesi ile elde edilen apoptotik yiizde degerlerinin 48 saatlik
histogramlar1 (Q1=Nekroz, Q2=Ge¢ Apoptoz, Q3=% Canlilik, Q4=Erken Apoptoz)
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3.4. Hoechst 33342, Propidium iodide (PI), Calcein-AM ile Uclii Boyama
Yontemi Bulgulan

H-Ras 5RP7 hiicreleri ve NIH/3T3 hiicrelerine Pd (II) bilesiginin 50 uM ve
100 uM konsantrasyonlar1 uygulandi. 24 saat ilag uygulamasini takiben gl
boyama yontemi uygulanarak floresan mikroskopta degerlendirme yapild: (Sekil
3.12 ve 3.17). Yeni sentez edilen Pd (II) bilesigi uygulanmig H-Ras SRP7 ve
NIH/3T3 hiicrelerinde ¢ok sayida piknotik niikleus varlig1 gdzlendi.

Pd (II) bilesiginin 50 uM ve 100 uM dozlarmin hiicre soylar1 tizerindeki
etkilerine bakildiginda; Hoechst 33342 boyasi ile gozlenen niikleer fragmentasyon
varlig1 ayn1 bolge i¢in Calcein-AM ile boyama sonucunda Calcein-AM pozitif
(hiicre membrani intakt, hiicre parlak yesil renkli boyanir), propidium iyodiir ile
boyanma sonucunda ise PI negatif goriilmesi (hiicre kirmiz1 boyanmaz) hiicrenin
O0lim modunun apoptoz (erken apoptoz) oldugunu gostermektedir. Ayrica
Hoechst 33342 boyasi ile belirlenen niikleer fragmentasyon varlig1 ayni bdlge icin
Calcein-AM ile boyama sonucunda Calcein-AM negatif (hiicre membrani intakt
degil, hiicreler yesil renkli boyanmazlar icleri hafif kirmizidir), PI ile boyama
sonucunda ise PI pozitif goriilmesi (hiicreler parlak kirmizi boyanir) hiicrenin

6liim modunun ge¢ apoptoz = sekonder nekroz oldugunu gostermektedir.

87



H-Ras SRP7TKONTROL

Sekil 3.12. H-Ras SRP7 kontrol hiicrelerinin floresan mikroskop goriintiileri
A: Hoechst 33342 ile boyama,
B: Calcein-AM ile boyama,

C: Propidium iyodiir ile boyama. Hiicreler 24 saatlik tedavi sonunda boyandilar.
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Sekil 3.13. 50 uM Palladyum (II) bilesigi uygulanan H-Ras SRP7 hiicrelerinin floresan mikroskop
goriintiileri

A: Hoechst 33342 ile boyama,
B: Calcein-AM ile boyama,

C: Propidium iyodiir ile boyama. Hiicreler 24 saatlik tedavi sonunda boyandilar.

— Apoptozis ile hiicre 6liimiinii temsil eden piknotik niikleus varligimi géstermektedir.
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Sekil 3.14. 100 uM Palladyum (II) bilesigi uygulanan H-Ras SRP7 hiicrelerinin floresan
mikroskop goriintiileri
A: Hoechst 33342 ile boyama,
B: Calcein-AM ile boyama,

C: Propidium iyodiir ile boyama. Hiicreler 24 saatlik tedavi sonunda boyandilar.

— Apoptozis ile hiicre 6limiinii temsil eden piknotik niikleus varligimi géstermektedir.
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NIH/3T3 KONTROL

Sekil 3.15. NIH/3T3 kontrol hiicrelerinin floresan mikroskop goriintiileri
A: Hoechst 33342 ile boyama,

B: Calcein-AM ile boyama,
C: Propidium iyodiir ile boyama. Hiicreler 24 saatlik tedavi sonunda boyandilar.
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Sekil 3.16. 50 uM Palladyum (II) bilesigi uygulanan NIH/3T3 hiicrelerinin floresan mikroskop

goriintiileri
A: Hoechst 33342 ile boyama,
B: Calcein-AM ile boyama,

C: Propidium iyodiir ile boyama. Hiicreler 24 saatlik tedavi sonunda boyandilar.

— Apoptozis ile hiicre 6liimiinii temsil eden piknotik niikleus varliginin gézlenmesi.
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Sekil 3.17. 100 uM Palladyum (II) bilesigi uygulanan NIH/3T3 hiicrelerinin floresan mikroskop
goriintiileri
A: Hoechst 33342 ile boyama,
B: Calcein-AM ile boyama,

C: Propidium iyodiir ile boyama. Hiicreler 24 saatlik tedavi sonunda boyandilar.

— Apoptozis ile hiicre 6liimiinii temsil eden piknotik niikleus varliginin gézlenmesi.

93



3.5. Ger¢cek Zamanh xCELLigence Empedans Analizi Bulgulan

Pd (II) bilesiginin 0.78 - 800 uM arasindaki konsantrasyonlarmnin H-Ras
SRP7 ve NIH/3T3 hiicrelerindeki etkisi ger¢ek zamanli sitotoksisite analiz sistemi
kullanilarak 48 saat siire ile izlendi (Sekil 3.18 ve 3.20). H-Ras 5RP7
hiicrelerinde; ilag uygulanmadan 6nce hiicre indeks degeri 0,7 iken, uygulama
sonrast 2 ila 15 saat icinde bu degerin en yliksek konsantrasyon olan 6
konsantrasyonda (800 uM, 400 uM, 200 puM, 100 uM, 50 uM ve 25 uM)
konsantrasyonun azalmasina bagli olarak artan saatlerde hiicre indeksinin 0‘a
distiigii, tim hiicrelerin 6ldiigi gozlendi. Bu bulgular 1s1ginda ilk 6 dozun
sitotoksik etkiye neden oldugu belirlendi. 12.5 puM dozunda ila¢ uygulanan
hiicrelerin yasamlar1 xCELLigence sistemi ile yine 48 saat boyunca izlendiginde,
hiicre indeks degerlerinin kontrol hiicrelerine benzer ve paralel sekilde seyrettigi
ancak daha diisiik oldugu gozlendi. Bu bulgular, H-Ras 5SRP7 hiicrelerinde 12.5
uM dozunun sitostatik oldugunu diisiindiirse de zamanla kiiltiir ortamindaki
besinlerin tiiketilmesine bagli olarak hem kontrolde hem de 12.5 uM ve daha
diisiik konsantrasyonlarda (6.25 uM, 3.13 uM, 1.58 uM ve 0.78 uM ) hiicrelerin

olimii nedeniyle giderek hiicre indeksinin diistiigii gozlendi.
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Sekil 3.18. Pd (II) bilesiginin 0.73 - 800 uM arasindaki konsantrasyonlarinin H-Ras SRP7
hiicrelerindeki 48 saat siireyle hiicre indeks degerleri [Grafigi olusturan

konsantrasyonlar farkli renklerde ve “ uM “ birimi ile gosterilmektedir (Sekil 3.19)]
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Sekil 3.19. Gergek zamanli xCELLigence sisteminde kullanilan Pd (IT) bilesiginin

konsantrasyonlarinin farkli renklerde ve pM birimi kullanilarak gosterilmesi

NIH/3T3 hiicrelerinde; ilag uygulanmadan 6nce hiicre indeks degeri 1 iken,
uygulama sonrasi 2 ila 6 saat i¢cinde bu degerin en yiiksek 3 konsantrasyonda (800
uM, 400 uM ve 200 uM) konsantrasyonun azalmasina bagli olarak artan saatlerde
hiicre indeksinin 0‘a diistiigii (tlim hiicrelerin 61diigii deger) gozlendi. Bu bulgular
1s1g¢inda ilk 3 dozun sitotoksik etkiye neden oldugu belirlendi. 100 uM ve 50 uM
konsantrasyonlarinda ila¢ uygulanmasini takiben, ilk birka¢ saatte hiicre indeks
degerlerinin 1.3 degerlerine kadar yiikseldigi fakat kisa bir siire icerisinde (~ 6-10
saat) hiicre indeks degerinin 0’a diistiigli gozlendi. Bu bulgular ile 100 uM ve 50
uM konsantrasyonlarinin da hiicrelerde sitotoksik etkiye neden oldugu belirlendi.
Ayni etki 25 pM konsantrasyonunda ise 30 saat igerisinde gozlendi. 12.5 pM ve
daha diistik konsantrasyonlarda (6.25 uM, 3.13 uM, 1.58 uM ve 0.78 uM ) ilag
uygulanan hiicrelerin yasamlar1 xCELLigence sistemi ile 48 saat boyunca
izlendiginde, hiicre indeks degerleri grafiginin benzer ve kontrol hiicrelerine
paralel sekilde seyrettigi gozlendi. Dolayisiyla 6.25 uM’dan daha diisiik ilag

dozlarinin herhangi bir etkisinin olmadig1 sonucuna varildi.
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Sekil 3.20. Pd (II) bilesiginin 0.73 - 800 uM arasindaki doz konsantrasyonlarm NIH/3T3
hiicrelerindeki 48 saat siireyle hiicre indeks degerleri [Grafigi olusturan

konsantrasyonlar farkli renklerde ve “ uM “ birimi ile gosterilmektedir (Sekil 3.19)]
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4. TARTISMA, SONUC VE ONERILER

Sarkomlar, tiim kanserlerin yaklagik % 1' ini olusturan nadir olarak goriilen
mezenkimal orijinli malignant tiimorlerdir (Teicher, 2012). Son yillarda kanser
tedavisinde sitotoksik ajanlar olarak, Pd (II) ve Pt (II) bilesiklerinin uygulanmasi
ile kanser hiicrelerinin yok edilmesi amaclanmistir. Pd (II) ve Pt (II) bilesiklerinin
koordinasyon kimyas1 arasindaki 6nemli benzerlikten dolayr Pd (II) bilesiklerinin
anti-tiimor ilaclar olarak arastirilmasi kanseri tedavi etmeye yonelik yeni bir
yaklagimdir (Rau ve van Eldik, 1996; Abu-Surrah ve ark., 2002). Son yapilan
calismalar, baz1 Pd (II) komplekslerinin standart platin bazli ilaglar (cisplatin,
karboplatin ve oksaliplatin) ile karsilastirildiginda farkedilir diizeyde in vitro
sitotoksik etki gosterdigini kanitlamaktadwr. Pd (II) bilesikleri, potansiyel
kemoterapotik ajanlar olarak kabul edilmektedir (Keter ve ark., 2008; Giiney ve
ark., 2011b; Ulukaya ve ark., 2011a; Miklasova ve ark., 2012). Bu nedenle Pd (II)
bilesikleri, gesitli tiimor hiicre hatlarma karsi umut verici etkilerinden dolay1 son
yillarda sentezlenmekte ve etkileri arastirilmaktadir.

Bu calismada, yeni sentez edilen Pd (II) bilesiginin, H-Ras SRP7 ve
NIH/3T3 hiicreleri iizerindeki biliylimeyi baskilayici/sitostatik/sitotoksik etkileri
degerlendirilmigtir. MTT canlilik testi sonuglarina gore, her iki hiicre soyunda da
konsantrasyon artisina bagli olarak canlilik yiizdesinde anlamli azalmalar
bulunmustur. MTT testi verileri ile Pd (II) bilesiginin; hangi konsantrasyonlarda
hiicre soylarinda sitotoksik, sitostatik yada antiproliferatif etkiye neden oldugunu
gosteren biiylime hiz1 grafiginde, Pd (II) bilesiginin her iki hiicre soyunda da 100-
1000 uM konsantrasyonlarmin hiicrelerde sitotoksik etkiye neden oldugu
belirlenmistir. Daha 6nce yapilan calismalarda da Pd (II) bilesiklerinin; farkli
kanser hiicrelerinde (I6semi, 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; Juribasic ve ark., 2011; Khan ve ark., 2011; Kontek ve
ark., 2011; Giiney ve ark., 2011b; Karakiiciik-Iyidogan ve ark., 2011; Ghani ve
Mansour, 2012).
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Son yillarda yapilan bir bagka calismada Pd (II) bilesiginin karaciger kanser kok
hiicrelerinde de sitotoksik aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir (Miklasova ve
ark. 2012).

Literatiirde Pd (II) bilesiklerinin 1Csy degerleri arasindaki farklilik bilesigin
yapist ve biyolojik aktivitesi arasindaki iliskiye dayanarak agiklanabilmektedir.
Gliney ve ark. (2011b) tarafindan Pd (II) bis(2-piridilmetil) amin bilesiginin farkl
hiicre hatlarinda farkli 1Csy degerleri ile sitotoksik etkiye neden oldugu
belirlenmistir. Bir baska ¢alismada Pd (II) bilesiginin K562, HelLa ve L1929 hiicre
hatlarina kars: sitotoksik etkisi arastirilmistir. Pd (II) bilesiginin aktivitesi, K562
(miyeloid 16semi) hiicrelerinde (ICsp. 55.9 uM); {i¢ standart kemoterapétik ilaca
gore (cisplatin ICso: 16.3 uM, karboplatin: 32.9 uM ve oksaliplatin: 0.5 uM) daha
az etkili bulunmustur. HelLa (serviks karsinom) hiicrelerinde Pd (II) bilesiginin
(ICsp: 86.1 uM) ve 3 standart kemoterapotik ilacin (cisplatin 94.3 uM, karboplatin
104,3 uM ve oksaliplatin 71.3 uM) benzer etkiye sahip oldugu bulunmustur (Abu-
Surrah ve ark., 2002). MTT yontemi ile elde ettigimiz bulgular 151g1nda 1Cs dozu
H-Ras 5RP7 hiicreleri i¢in 18.2 uM, NIH/3T3 hiicreleri i¢in ise 16.7 uM olarak
belirlenmistir. Calismamizda Pd (I1) bilesiginin hiicre ¢esidine bagh olarak az da
olsa sitotoksik aktivitesinde farklilik oldugu belirlenmistir. Calismamizda
kullandigimiz fibrosarkom hiicresinin bir bagka soyunda (Lo,9) Abu-Surrah ve ark.
(2002) tarafindan yapilan bir ¢alismada; Pd (II) bilesiginin (¢rans-bis{(R)-(+)-
bornylamino} palladyum (II) dikloriir) ve ii¢ standart kemoterapdtik ajanin
(cisplatin, karboplatin ve oksaliplatin) sitotoksik etkisi MTT yontemi ile
arastirilmistir. MTT testi sonuglarina gore 1Cso degerini; Pd (II) bilesigi icin
>111.9 uM, cisplatin i¢cin 9.3 puM, karboplatin i¢in >134.8 uM ve oksaliplatin i¢in
15.8 uM olarak belirlemislerdir. Bizim ¢calismamizda kullanilan Pd (II) bilesiginin
benzer hiicre soyu olan fare fibrosarkom hiicre hattinda (H-Ras SRP7) ¢ok daha
diisiik I1Csp degerinin belirlenmesi ile bu bilesigin etkisinin daha fazla oldugu

sonucuna varilmistir.
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Bizim ¢alismamizda kullandigimiz Pd (II) bilesiginin ([PdCl(terpy)](sac)-2H,0)
etkileri insan kiiclik hiicreleri akciger kanseri hiicre soylarinda (A549, H1299 ve
PC-3) Ulukaya ve ark. (2011a) tarafindan arastirilmistir. Pd (II) bilesiginin ICs
degerleri1 A549 hiicrelerinde (2.1 uM), H1299 hiicrelerinde (1.8 uM) ve PC-3
hiicrelerinde (1.8 uM) belirlenmistir ve bu degerin diger komplekslere ve
cisplatine gore daha diisiik oldugu ayrica daha fazla biiylime inhibe edici etkisinin
oldugu gozlenmistir. Bizim ¢alismamizda ise ayn1 Pd (I) bilesigi H-Ras SRP7 ve
NIH/3T3 hiicrelerinde kullanilmistir. Pd (II) bilesiginin 1Cso dozu H-Ras SRP7
hiicreleri i¢cin 18.2 uM, NIH/3T3 hiicreleri i¢in ise 16.7 uM olarak belirlenmistir.
Buradan farkl: sitotoksisite seviyelerinin sadece Pd (II) bilesiginin yapisi ile ilgili
olmadig1 ayrica hiicre tiirii ile de iliskili olabildigi gériisiine varilmaktadir.

Elde ettigimiz bliylime hiz1 grafigine gore, Pd (II) bilesiginin her iki hiicre
soyunda da daha disiik konsantrasyonlarda (0.001-10uM)  yiiksek
konsantrasyonlarin aksine hiicrelerde biiylime baskilayici etkiye neden oldugu
belirlenmistir. Alinan sonuglar Pd (II) bilesiginin farkli konsantrasyonlarda farkl
etkiye neden oldugunu gostermektedir. Yapilan caligmalarda da Pd (1)
bilesiklerinin; farkli kanser hiicreleri (akciger, losemi, kolorektal, epitelyal,
karaciger) iizerinde anti-proliferatif (bliylimeyi baskilayici) etkiye sahip olduklari
bulunmustur (Divsalar ve ark., 2007; Tusek-Bozic ve ark., 2008; Ulukaya ve ark.,
2011; Kontek ve ark., 2011; Mansouri-Torshizi ve ark., 2011; Ferraz ve ark.,
2011; Miklasova ve ark., 2012).

MTT canlilik testinde hiicre canlilig1 tizerine olan etki, dehidrogenaz enzim
aktivitesi miktarina gore belirlenirken, ATP testinde ise intraseliiler ATP
diizeylerine gore belirlenmektedir. Her iki canlilik testi de hiicrelerdeki metabolik
aktiviteyi gostermesine ragmen, elde edilen sonuglar birbirinden farkl
olabilmektedir. Bu durum, kullanilan ilacin etki mekanizmasina gore
degismektedir. 48 saat Pd (II) bilesigi uygulamasi sonucunda H-Ras SRP7 ve
NIH/3T3 hiicrelerinde ATP seviyesinde doz artisina bagimli olarak anlaml bir

azalma gbzlenmistir.
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Bulgulara gore bazi Pd (II) konsantrasyonlarinda (10 uM, 1 uM ve 0,1 uM ) ATP
seviyesindeki azalma ile hiicre canliligindaki diisiisiin MTT testi sonuglarina gore
daha fazla olmasindan dolayi, hiicrelerin Oliiyor olmasina ragmen halen
dehidrogenaz icerigini devam ettirdigini sonucuna varidmistr. MTT Oncesi ve
sonrast ¢ekilen faz-kontrast mikroskop goriintiileri ile 10 uM, 1 uM ve 0,1 uM
konsantrasyonlarindaki hiicre canliligindaki azalma desteklenmistir. Daha 6nce
“Ulukaya ve ark. (2008)” yilinda yaptiklar1 bir calismada MTT testinin hiicrelerde
yasam aktivitesini ATP testine gore yalanci olarak daha yiiksek belirleyebildigini
(inhibisyonu daha az gosterdigini) gostermislerdir. Pd (I) bilesiginin 3.12-25 uM
konsantrasyonlarinin H-Ras SRP7 ve NIH/3T3 hiicre hatlar1 {izerindeki etkileri 48
saatlik ila¢ uygulamas1 sonrasinda morfolojik olarak faz-kontrast mikroskobu ile
goriintiilenmigtir. Pd (I1) bilesiginin dozundaki artisa bagli olarak her iki hiicre
hattinda da kontrol hiicrelerine kiyasla hiicrelerin sayisinda azalmalar
gozlenmistir. Sarkom tedavisinde kemoterap6tik ajan olarak kullanilan etopositin
25 uM konsantrasyonu ile Pd (II) bilesiginin 25 pM konsantrasyonunun
karsilagtirilmas: sonucunda, H-Ras S5RP7 hiicrelerinde benzer etkiye neden
olduklar1 fakat NIH/3T3 hiicrelerinde etopositin Pd (II) bilesigine gore daha etkili
oldugu goriilmiistiir. Gerek mitozisde gerekse apoptozisin erken evresinde
hiicreler {izerine yapistiklar1 substratuma yayilmis halde degil, tam tersine
yuvarlaklagmis ve kii¢lilmiis olarak goriliirler. Pd (II) bilesiginin uygulandigi her
iki hiicre hattinda da subtratumdan ayrilan hiicrelerin yuvarlaklastiginin
gozlenmesi Pd (II) bilesiginin H-Ras SRP7 ve NIH/3T3 hiicrelerinde apoptozise
neden olabilecegi goriisiine onciiliik etmektedir.

Calismanm bir sonraki kisminda, Pd (II) bilesiginin etkisini daha genis doz
araliginda (0.78-800 uM) inceleyebilmek icin gercek zamanl sitotoksisite analiz
sistemi kullanilmistir. XCELLigence sistemi hiicre canliliginin ve sitotoksisitenin
hizlt bir sekilde belirlenmesinde kullanilan yeni ve giincel bir yontemdir (Urcan
ve ark., 2010). xCELLigence sonuclarmna gore yiiksek konsantrasyonlarda hiicre
indeks degerinin giderek artan saatlerde O‘a diistiigliniin gozlenmesi (tlim
hiicrelerin 6ldiigii deger), bu konsantrasyonlarin sitotoksik etkiye neden oldugunu

belirtmistir.
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Her iki hiicre hattinda da ila¢ uygulanmasmi takiben hiicrelerin yasamlar1
xCELLigence sistemi ile 48 saat boyunca izlendiginde daha diisiik
konsantrasyonlar da ise hiicre indeks degerleri grafiginin benzer ve kontrol
hiicrelerine paralel sekilde seyrettigi gdzlenmistir. Zamanin ilerlemesi ile kiiltiir
ortamindaki besin 6gelerinin yetersizligine bagli olarak hiicre indeks degerlerinin
hem diisiik konsantrasyonlu ila¢ uygulanan hiicrelerde hem de kontrolde giderek
azaldig1 gozlenmistir. Alinan sonuglar Pd (I1) bilesiginin H-Ras SRP7 ve NIH/3T3
hiicrelerinde sitotoksik aktiviteye sahip oldugunu bir baska yoOntemlede
desteklemistir. Daha o6nce bu hiicrelerle yapilan bir calisma olmamasi
calismamizin literatiire yeni ve degerli bilgiler getirecegini gostermektedir.

Pd (II) bilesiginin H-Ras 5RP7 hiicreleri ve NIH/3T3 hiicreleri iizerindeki
apoptotik etkisi Annexin V-FITC ile akim sitometride degerlendirildiginde; 48
saat sonunda konsantrasyon artisina bagli olarak hiicre canlilik yilizdesinde
azalma, apoptotik hiicre oran yiizdesinde ise artig belirlenmistir. Pd (II) bilesiginin
her iki hiicre hattinda da apoptozise neden oldugu Hoechst 33342, Propidium
iodide, Calcein-AM iiglii boyama yontemi ile morfolojik olarak goriintiilenerek de
dogrulanmistir. Pd (IT) bilesigi uygulanmis H-Ras SRP7 ve NIH/3T3 hiicrelerinde,
apoptozis ile hiicre 6liimiinii temsil eden piknotik nukleus varliginin gézlenmesi
bu hiicrelerin 6liim modunun apoptozis oldugunu belirtmistir. Her iki hiicre
hattinda gozlenen apoptotik hiicrelerin varligi akim sitometri sonuglarini destekler
niteliktedir. Yapilan calismalarda Pd (II) bilesiklerinin; farkl kanser hiicrelerinde
(akciger, over, serviks, kolorektal, meme, epitel, karaciger) DNA’da yiiksek
diizeyde hasar olusturduklar1 (Miklasova ve ark., 2009; Miklasova ve ark., 2012)
ve apoptozisi indiikledikleri belirlenmistir (Malesevic ve ark., 2006; Keter ve ark.,
2008; Miklasova ve ark., 2009; Ulukaya ve ark., 2011a; Ulukaya ve ark., 2011b;
Kontek ve ark., 2011; Ferraz ve ark., 2011; Miklasova ve ark. 2012).

Bu in vitro ¢aligma sonucunda; yeni sentez edilen Pd (II) bilesiginin
transforme fibroblastlar {izerindeki sitotoksik/apoptotik etkileri belirlenmis ve bu
konuda ¢ok az olan literatiir bilgisine katkida bulunulmustur. Bu sonuglara gore
kullanilan Pd (II) bilesiginin sarkom tedavisindeki biiylime baskilayict etkisinin
bir sonraki inceleme basamagi olan in vivo olarak arastirilmasi gerektigi sonucuna

varilmistir.
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