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KATYONIK GRUP ICEREN SCHIFF BAZI LiGANDI VE CO (IT) METAL
KOMPLEKSININ KANSER HUCRELERI UZERINE ANTIKANSER
ETKILERININ ARASTIRILMASI

OZET

En 6nemli saglik sorunlarinin basinda gelen kanser, tedavisi olduk¢a zor olan
komplike bir hastaliktir. Giin gegtikge artan kanser terapotik rejimlerine ragmen, her yil
milyonlarca kisi kanserden 6lmektedir. Kanser tedavisinde yaygin olarak sisplatin gibi
kemoterapotik ilaglar kullanilmaktadir. Bu ilaglar, baslangigta birgok kanser tiiriine klinik
basar1 gostermekte ancak ilerleyen agamalarda ciddi yan etkilere ve ilag direncine neden
olmaktadir. Bu nedenle metal bazli yeni ajanlarin gelistirilmesine ihtiya¢ vardir. Metal
bazli terapotikler i¢in yiiksek antikanser aktivite ile diisiik toksisite arasinda denge
kurabilecek temel eser elementlerin se¢imine odaklanilmaktadir. Son yillarda antikanser
ozelliklere sahip Schiff baz1 gecis metali komplekslerinin kanser tedavisinde reaktif ajan
olarak kullanilmalar1 arastirilmaktadir. Bu tez ¢alismasinda, sentezi ve karakterizasyonu
tamamlanmis 2,6-diasetilpiridin bis(4-agilhidrazon) ligand1 (H.L®) ve bu ligandin yedi
koordineli Co (II) kompleksinin farkli insan kanser hiicre hatlar1 {izerine antikanser
etkileri arastirillmigtir. Bilesiklerin, kanser hiicreleri (HT-29, Caco-2, MDA-MB-231,
A549, HepG2, LNCaP) ve saglikli hiicreler (CCD-18Co) tizerindeki sitotoksik etkisi,
doza ve zamana bagli olarak kolorimetrik MTT yontemi ile degerlendirilmis ve referans
ilag sisplatin ile karsilagtirilmigtir. Elde edilen veriler ile bilesiklerin %50 oldiiren
konsantrasyonlar1 ve sitotoksik segicilik indeksleri hesaplanmistir. Bilesiklerin Caco-2
kanser hiicreleri {lizerindeki sitotoksik etkilerini aydinlatmak i¢in Anneksin V-
FITC/Propidyum lIyodiir boyamasi ile apoptoz analizi, TMRE floresan boyas: ile
mitokondriyal membran potansiyelinin analizi ve floresan DCF probu ile reaktif oksijen
tiirlerinin analizi flow sitometrisinde gerceklestirilmistir. Sonuglar, antikanser etkileri
arastiritlan kimyasal bilesiklerin Caco-2 hiicreleri {izerine sitotoksik se¢iciliginin
sisplatine kiyasla daha yiiksek oldugunu, ayrica hiicre i¢ci ROS iiretimine ve MMP

kaybina yol acarak erken apoptotik hiicre yogunlugunu arttirdigin1 gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Antikanser, Sisplatin, Schiff Baz1 Ligandlari, Metal

Kompleksleri
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INVESTIGATION OF THE ANTI-CANCER EFFECTS OF SCHIFF
BASE LIGAND AND CO (Il) METAL COMPLEX CONTAINING CATIONIC
GROUP ON CANCER CELLS

ABSTRACT

Cancer, which is one of the most important health problems, is a complicated
disease that is very difficult to treat. Despite the increasing number of cancer therapeutic
regimens, millions of people die from cancer each year. Chemotherapeutic drugs such as
cisplatin are widely used in cancer treatment. These drugs show clinical success in many
cancer types at the beginning, but cause serious side effects and drug resistance in the
later stages. Therefore, there is a need to develop new metal-based agents. For metal-
based therapeutics, the focus is on the selection of essential trace elements that can
balance high anticancer activity with low toxicity. In recent years, the use of Schiff base
transition metal complexes with anticancer properties as reactive agents in cancer
treatment has been investigated. In this thesis, the anticancer effects of 2,6-
diacetylpyridine bis(4-acylhydrazone) ligand (H.L°) and the seven coordinated Co (1)
complex of this ligand on different human cancer cell lines were investigated. The
cytotoxic effect of the compounds on cancer cells (HT-29, Caco-2, MDA-MB-231, A549,
HepG2, LNCaP) and healthy cells (CCD-18Co) was evaluated with the colorimetric MTT
method depending on the dose and time and compared with the reference drug cisplatin.
With the obtained data, 50% Killing concentrations and cytotoxic selectivity indexes of
the compounds were calculated. In order to elucidate the cytotoxic effects of the
compounds on Caco-2 cancer cells, apoptosis analysis with Annexin V-FITC/Propidium
lodide staining, analysis of mitochondrial membrane potential with TMRE fluorescent
dye, and analysis of reactive oxygen species with fluorescent DCF probe were performed
in flow cytometry. The results showed that the cytotoxic selectivity of the chemical
compounds, whose anticancer effects were investigated, on Caco-2 cells was higher than
cisplatin, and also increased the density of early apoptotic cells by causing intracellular
ROS production and MMP loss.

Keywords: Anticancer, Cisplatin, Schiff Base Ligands, Metal Complexes
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

png: Mikrogram

ul: Mikrolitre

puM: Mikromolar

OC: Santigrat derece

Akt: Protein kinaz B

Apaf-1: Adaptor protein apoptotik proteaz aktive edici faktor 1
ATM: Ataksi telanjiektazi

ATP: Adenozin trifosfat

ATR: ATM ve RAD?3 ile iligkili protein
Bad: Bcl-2 ile iligkili hiicre 6liimii agonisti
Bak: Bcl-2 homolog antagonisti

Bax: Bcl-2 iliskili X proteini

Bcl-2: B-hiicreli lenfoma 2

Bcl-xL: B-hiicreli lenfoma ekstra biiyiik
Bid: BH3 etkilesimli domain 6liim agonisti
BRCA1/2: Meme kanseri duyarlilik geni 1/2
Cdk: Siklin bagimli kinaz

Chk1/Chk2: Kontrol noktasi kinaz 1/2
cm?: Santimetre kare

Co: Kobalt

COz: Karbondioksit

CTR1/2: Bakir tastyici protein 1/2

Cu: Bakir

DCF: 2°,7’-dikloro-floresein

dk: Dakika

DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
DMSO: Dimetil siilfoksit

DNA: Deoksiriboniikleik asit

ECM: Ekstraselliiler matris

EMT: Epitelyal-mezenkimal gecis

ER: Endoplazmik retikulum



ERCC1: Eksizyon onarimi ¢apraz tamamlayict grup 1
FAS: Timor nekroz faktor reseptorii siiper ailesi iiyesi 6
FBS: Fetal Bovin Serum

FDA: Amerika Birlesik Devletleri Gida ve Ilac¢ idaresi
FITC: Floresan izotiyosiyanat

GCO: Kiiresel Kanser Gozlemevi

GSH: Glutatyon

H2DCFDA: 2’,7’-diklorofloresein diasetat

H2L?: 2,6-diasetil piridin bis(4-acilhidrazon) Schiff baz1 ligandi
HBSS: Hank’s Balanced Salt Solution

HER2: insan epidermal biiyiime faktdrii reseptdrii 2
HIF-1a: Hipoksi ile indiiklenebilir faktor-1 o

HR: Homolog rekombinasyon

HSC: Hematopoietik kok hiicre

IARC: Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajansi

iPSC: Indiiklenmis pluripotent kok hiicre

JNK: c-Jun N-terminal kinaz

MAPK: Mitojenle aktive olan protein kinaz

Mcl-1: Indiiklenmis miyoloid 16semi hiicre farklilasma proteini
MET: Mezenkimal-epitelyal doniigiim

mg: Miligram

mL: Mililitre

mM: Milimolar

MMP: Mitokondriyal membran potansiyeli

MMR: Yanlis eslesme onarimi

MOMP: Mitokondriyal dis zar gecirgenligi

MSC: Mezenkimal kok hiicre

MT: Metallotiyonin

MTT: 3-4,5-dimetil-tiyazolil-2,5-difeniltetrazolyum bromiir
N: Nitrojen

NER: Niikleotid eksizyon onarimi

Ni: Nikel

Noxa: Forbol-12-miristat-13-asetat kaynakli protein 1
O: Oksijen



OCT1/2: Organik katyon tasiyicilar

PBS: Fosfat tamponlu salin

PDGFR: Trombosit kaynakli biiylime faktorii reseptorii
Pl: Propidyum iyodiir

PI3K: Fosfatidilinositol 3-kinaz

PKC: Protein kinaz C

pRb: Retinoblastoma proteini

PS: Fosfotidilserin

Pt: Platin

Puma: p53 yukar regiile edilmis apoptoz modiilatori
Raf: Hizla hizlandirilmis fibrosarkom

RNA: Riboniikleik asit

ROS: Reaktif oksijen tiirleri

RPA: Replikasyon proteini A

RPMI-1640: Roswell Park Memorial Institute Medium
S: Kiikiirt

SRB: Siilforhodamin B

TEM: Transendotelyal gog

TGFp: Transforme edici faktor beta

TMRE: Tetra-metilrodamin etil ester

TNF-a: Tiimor nekroz faktori o

TSL: Translezyon sentezi

U: Unite

UV: Ultraviyole

v/v: Hacimce yiizde

VEGF: Vaskiiler endotelyal biiyliime faktorii
VEGFR: Vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii reseptorii
XPA: Kseroderma pigmentosum tamamlayici grup A
XPB: Kseroderma pigmentosum tamamlayici grup B
XPC: Kseroderma pigmentosum tamamlayict grup C
XPD: Kseroderma pigmentosum tamamlayict grup D
XPF: Kseroderma pigmentosum tamamlayict grup F
XPG: Kseroderma pigmentosum tamamlayict grup G

Zn: Cinko
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1. GIRIS

Kanser, giinlimiizde ekonomik olarak gelismis ve gelismekte olan iilkelerde en
yaygin goriilen 6lim nedenleri arasinda yer almaktadir (Rocha vd., 2018). Cok hiicreli
organizmalarda hiicresel fizyolojik siireclerin bozulmasi sonucu ortaya ¢ikan kanser,
heterojen bir hastaliktir ve organizmanin farkli bolgelerine agresif bir sekilde yayilabilen,
kontrolstiz hiicre boliinmesi ve biiyiimesi ile karakterize edilir (Motofei, 2022). Cesitli
karsinojen faktorlerin (somatik mutasyonlar, iyonlastirict radyasyon, tiitiin dumani,
kimyasal ve enfeksiyoz ajanlar vb.) neden oldugu genetik ve epigenetik degisiklikler
kanser gelisiminde énemli bir rol oynar (Aggarwal vd., 2009; Yahya ve Algadhi, 2021).
Tim kanser tiirlerinin ayirt edici ortak ozelligi yiiksek genomik kararsizlik, kanser
hastalarinda tedavinin basarili olmasini biiyiik 6l¢lide engellemektedir (Aggarwal vd.,
2009; Rocha vd., 2018).

Kanser tedavisinde en ¢ok tercih edilen ve en etkili oldugu bilinen yontem
kemoterapidir. Kemoterapi, kanserin tiiriine ve evresine bagli olarak, hizli cogalan kanser
hiicrelerinin biliyiimesini ve boliinmesini engellemek icin gesitli sitotoksik bilesiklerin
veya ilaglarin kullanildigi bir yontemdir. Farkli etki mekanizmalarina sahip
kemoterapoétikler, deoksiriboniikleik asitin (DNA) kimyasal yapisim1 bozarak,
replikasyonu veya transkripsiyonu baskilayarak, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS)
iiretilmesi yoluyla DNA’da dogrudan veya dolayli olarak hasar olusturarak ve apoptotik
mekanizmalar1 harekete gegirerek kanser hiicrelerini yok etmeyi hedeflemektedir. Ancak
kemoterapoétik ajanlar, kanserli hiicrelere spesifik olmadig1 i¢in normal hiicrelere de zarar
vererek ciddi yan etkilere neden olurlar. Bununla birlikte klinikte halihazirda kullanilan
cogu kemoterapdtik ilaca karsi kazanilan ilag direnci ve hastaligin niiksetmesi tedaviyi
zorlagtirmaktadir (Anand vd., 2022; Behranvand vd., 2022; Li vd., 2022). Bu nedenle
hem ilag¢ direncinin iistesinden gelmek hem de saglikli hiicrelerde minimum yan etkilerle
kanser hiicrelerine karsi yiiksek etkinlige sahip olan yeni antikanser bilesiklerin

kesfedilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir (Hernandez-Romero vd., 2021).

Kanser kemoterapisinde yaygin olarak kullanilan platin bazli inorganik ilag

sisplatinin  [cis-Pt(NH3)2Cl2] kesfedilmesinden sonra, metal bazli komplekslerin



antikanser ilaglar olarak kullanilmas1 arastirmacilarin ilgisini ¢ekmistir. Tibbi inorganik
kimya alanindaki geligsmeler, platin bazli ilaglarin toksisitesini ve direng sorununu ortadan
kaldirmak i¢in yiiksek ozgiilliige ve daha iyi biyolojik aktiviteye sahip, platin bazl
olmayan, yeni metal bazli kemoterapoétiklerin gelistirilmesine odaklanmistir (Ahmad vd.,
2014; Ronconi ve Sadler, 2007; Zhang ve Lippard, 2003).

Diisiik molekiiler agirlikli gegis metalleri (bakir, kobalt, ¢inko, nikel, demir vb.)
biyolojik sistemlerde kararli olmalar1 ve normal hiicrelere karsit diisiik toksisite
gostermeleri nedeniyle antikanser bilesiklerin gelistirilmesi amaciyla arastirilmaktadir
(Pravin ve Raman, 2014; Tyagi vd., 2015). Son yillarda, Schiff bazi ligandlarindan
tiiretilen gecis metali komplekslerinin DNA ile etkilesimleri araciligiyla sergiledikleri
gelismis biyolojik aktiviteler koordinasyon kimyasinda biiyiik ilgi konusu olmustur
(Chang vd., 2016; Maiti vd., 2020). Aktif bir imin grubu igeren Schiff bazlari, basit
sentezleri, iyi ¢Oziiniirlikkleri ve dogal biyolojik ligandlarla yapisal benzerliklerinden
dolay1 koordinasyon kimyasinda yaygin olarak kullanilan 6nemli bir ligand sinifidir
(Basha vd., 2019). Hidrazon Schiff bazi ligandlari, ¢esitli koordinasyon bdlgelerine sahip
olmalar1 ve kanser kemoterapisini de i¢eren potansiyel biyolojik ve farmasotik aktiviteleri
nedeniyle ilgi ¢ekici ligandlar arasina girmislerdir (Sedaghat vd., 2023). Hidrazonlar, -
NH-N=CH- grubu ile karakterize edilen organik bilesiklerdir. Bunlar arasinda agil
hidrazonlar, C=0 gibi ek bir verici bolgeye sahip olmalarindan dolay: ¢esitli biyolojik
alanlarda potansiyel etkiler gosterir (Angelusiu vd., 2010). Hidrazon tiirevleri, farmasotik
uygulamalar i¢in metal komplekslerinin sentezinde potansiyel baslangic maddeleri olarak
kullanilmaktadir (Kanchanadevi, Fronczek ve Mahalingam, 2021). Ozellikle 2,6-
diasetilpiridin bis(acilhidrazonlar1) metal komplekslerinin sentezi i¢in en uygun
ligandlardir. Bu ligandlarin metallerle kompleks olugturma yetenekleri, esnekliklerine ve
yiiksek koordinasyon kapasitelerine dayanir (Darmanovi¢ vd., 2019). Hidrazonlarin gecis
metalleri ile kompleks olusturmasi, biyolojik aktivitenin birka¢ kat artmasina yol
acmaktadir ve bu bilesikler antikanser, antiviral, antimikrobiyal ve antioksidan ajan gibi
cesitli uygulama alani bulmaktadir (Shakdofa vd., 2014). Daha o6nce yapilan bir
calismada, hidrazon ge¢is metali komplekslerinin [Ni (II), Co (II), Cu (II)] DNA baglama
yetenekleri ve DNA niikleaz aktiviteleri iizerine in vitro antikanser 6zellikler gosterdigi

bildirilmistir (Krishnamoorthy vd., 2017).



Literatiirde daha once, farkli Schiff bazi ligandlar1 ile olusturulan kobalt
komplekslerinin, DNA ile etkilesime girmesi sonucu potansiyel antikanser ajanlar olarak
rol oynadiklar1 bildirilmistir (Abdel-Rahman vd., 2016b; Ali vd., 2020; Arunadevi vd.,
2019; Manojkumar vd., 2019; Raja, Bhuvanesh ve Natarajan, 2012; Rambabu vd., 2020;
Revathi vd., 2017). Bu nedenle, Schiff baz1 kobalt komplekslerinin direng gelistiren ve
niikseden kanser tiirlerinin tedavisi i¢in potansiyel ila¢ adaylar1 olarak daha fazla

arastirilmasi gerekmektedir.

Bu c¢alismada, mevcut bilgiler ve ihtiyaglar dogrultusunda, farkli insan kanser
hiicreleri lizerine saglikli hiicreye gore secici olarak giiclii antikanser aktivite gdstermesi
hedeflenen 2,6-diasetilpiridin bis(4-agilhidrazon) (H.L%) Schiff bazi ligand1 ve bu
ligandin yedi koordineli Co(ll) kompleksinin in vitro sitotoksik etkileri MTT testi ile
arastirilmistir. Ayrica, bu bilesiklerin sitotoksik etkisi geleneksel kemoterapdtik ilag
sisplatin ile karsilastirilmigtir. Bilesiklerin, sisplatine gore sitotoksik segiciliginin kolon
kanseri hiicre hatt1 (Caco-2) ilizerinde en yiiksek oldugu tespit edilmistir. Bu nedenle,
bilesiklerin Caco-2 kanser hiicrelerinde sitotoksik etkilerini aydinlatmak i¢in Anneksin
V-FITC/PI metodu ile hiicre 6liim modu analiz edilmis, ardindan mitokondriyal membran
potansiyeli (MMP) kaybi1 ve reaktif oksijen tiirleri (ROS) seviyesi arastirilmistir. Daha
once HoL® Schiff bazi ligand1 ve bu ligandin yedi koordineli Co(IT) kompleksinin farkl:
kanser hiicreleri {izerine antikanser aktivitelerinin arastirilmamis olmasi ¢alismamizi
0zgiin kilmaktadir. Bu calisma ile kanser tedavisinde mevcut kemoterapdtik ilaglarin
metalle iligkili toksisitesini azaltmak i¢in insanlarda iyi tolere edildigi bilinen kobalt
metalinin, Schiff bazi ligand: ile olusturulan kompleksin potansiyel kemoterapétik ajan
olarak olas1 kullanim1 amaglanmaktadir. Bu dogrultuda kanser tedavisi igin literatiire yeni
metal bazli kemoterapédtik ajanlarin kazandirilmasini hedeflemekteyiz ve bu alana

yapacagimiz katkinin son derece 6nemli oldugu kanaatindeyiz.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Kanser

Kanser, diinya ¢apinda milyonlarca insanin 6liimiine yol acan ciddi bir halk sagligi
sorunudur ve Oliimle sonuglanan hastaliklar arasinda ikinci sirada yer almaktadir
(Hassanpour ve Dehghani, 2017). Hem insidans1 hem de mortalite oran1 diinya ¢apinda
giderek artan kanser her yil yaklasik 19-20 milyon kiside teshis edilmektedir (Chhikara
ve Parang, 2023).

(EY] ®)

Akciger
41 264 (17.6%)

Akciger
Diger kansgrler 37 070 (20.3%)
Diger kanserler M 41378(32.8%)
85 755 (38%) Weme
24175(10.3%)
Kolorektum Karaciger Kolorektum
21191 (9.1%) 5461 (4.3%) 10 798 (8.5%)
Mesane Prostat Prostat Mide
12 248 (5.2%) 19 444 (8.3%) 5464 (4.3%) 10789 (8.5%)
Mide Tiroid Meme Pankreas
13075 (5.6%) 13 682 (5.9%) 7161 (5.7%) 8214(6.5%)
Toplam : 233 834 Toplam : 126 335

Kaynak: World Health Organization. GLOBOCAN Database, 2020.

Sekil 2.1. Her iki cinsiyet ve her yastan 2020 yilinda Tiirkiye’de goriilen kanser
tiirlerinin insidansi (A) ve mortalite (B) oranlari.

Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajanst (IARC)’nin Kiiresel Kanser Gozlemevi
(GCO) tarafindan kaydedilen GLOBOCAN 2020 verileri, kiiresel diizeydeki kanser
yiikiiniin tahminen 19,3 milyon yeni kanser hastasi oldugunu ve 10 milyon kisinin ise
kanserden 6ldiigiinii gostermektedir. Bu verilere gore diinya capinda en sik teshis edilen
kanser tiirleri arasinda meme, akciger, kolorektal, prostat, karaciger ve mide kanserleri
yer almaktadir (Sung vd., 2021). Tirkiye’de ise akciger, meme, kolorektal, prostat ve
tiroit kanserleri 2020 yilinda en sik goriilen kanser tiirleri olmustur (World Health
Organization. GLOBOCAN Database, 2020).

Kanser, ¢ok hiicreli organizmalarda hiicrelerin hayati fonksiyonlarindan sorumlu
diizenleyici mekanizmalarin bozulmasi sonucunda gelisen anormal hiicrelerin kontrolsiiz
bir sekilde ¢ogalmasi ve yayilmasi (metastaz) ile karakterize edilmektedir (Cooper ve

Hausman, 2015). Hiicresel organizasyon kontroliiniin kaybedilmesiyle stirekli cogalan



hiicreler viicutta tiimdr adi verilen kitleler olusturur. Tiimorler, benign (iyi huylu) veya

malign (kotii huylu) olmak tizere iki sekilde kategorize edilmektedir (Baran, 2018).
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Kaynak: Baran, 2018.

Sekil 2.2 Normal dokudan gelisen benign ve malign tiimorler.

Benign tiimoérler, bulunduklar1 dokudan ayrilmazlar ve c¢evre dokulara
yayilmazlar. Malign tiimorler ise viicudun diger doku ve organlarina yayilma kabiliyetine
sahiptir. Farkli hiicre tiplerinden koken alan tiimdrler; karsinomlar, sarkomlar ve 16semi
veya lenfomalar olarak siniflandirilir (Baran, 2018). Normal hiicrelerin ¢esitli nedenlere
bagli olarak malign forma doniismesiyle kanserlesme ortaya ¢ikmaktadir (Cooper ve

Hausman, 2015).

2.1.1. Kanser Olusumu

Kanser olusumu, hiicre fonksiyonlarini etkileyen, genomun dinamik yapisini ve
islevini degistiren bir¢cok genetik ve epigenetik degisikliklerin birikmesiyle meydana
gelen ¢ok asamali bir siirectir (Hanahan ve Weinberg, 2000). Hiicre genomunun kanser
olusumunda rol oynadigina dair ilk temeller David von Hansemann ve Theodor Boveri
tarafindan atilmistir. Yaptiklar arastirmalarla kanser hiicrelerinde birtakim kromozomal
anormalliklerin oldugunu go6zlemleyerek, kanserlerin kalitsal materyalde olusan
degisikliklerin bir sonucu olarak ortaya ¢iktigini ve bu degisikliklerin anormal hiicre
klonlarma yol ac¢tigimi1 bildirmislerdir (Stratton, Campbell ve Futreal, 2009). Klonal
bliylime, genetik cesitlilik ve klonal secilim siiregleri kanser gelisiminde etkili faktorlerdir
(Greaves ve Maley, 2012). Kanserin klonal evrim hipotezine dnciiliik eden Peter Nowell,
1976 yilinda ¢ogu kanserin tek bir progenitdr hiicreden kdoken aldigini ve tlimoriin
ilerlemesine neden olan genetik degisikligin en agresif klonlarin se¢ilimine izin verdigini

ileri stirmiistiir (Nowell, 1976).



Genlerde birbiri ardina gelen mutasyonlarin birikmesi sonucu genin isleyisi
degiserek kanser olusumuna neden olur. Bu degisiklikler hiicre biiylimesini ve doku
homeostazini kontrol eden hiicre dongiisiinii, apoptozu ve hiicre farklilasmas ile iliskili
olan biyolojik yollar1 etkileyerek hiicrenin klonal ¢ogalmasina, ¢evre dokulari istila
etmesine (invazyon) ve metastaz yetenegi kazanmasina yol agar (Corn ve El-Deiry, 2002;
Futreal vd., 2001). Kanser hiicrelerinin bu ay1rt edici 6zelliklere sahip olmasinin en biiyiik
nedeni; kromozomal yeniden diizenlemeler de dahil olmak iizere genomda meydana
gelen rastgele mutasyonlar sonucunda olusan genomik kararsizliktir (Hanahan ve
Weinberg, 2011). Genom boyunca rastgele olusan mutasyonlar, kanser
hiicrelerine “mutatér fenotip” 06zelligi kazandirir. Bu 6zellik bir tiimérdeki malign
hiicrelerin heterojenligine ve kemoterapiye karsi diren¢ kazanilmasina katkida bulunur

(Bielas vd., 2006).

Kanser gelisiminde rol oynayan en 6nemli genetik degisiklikler; onkogenlerin
aktivasyonu ve tiimor baskilayici genlerin inaktivasyonudur. Normal durumda proto-
onkogenler hiicre bdliinmesini, biiyiimesini ve farklilasmasini kontrol eden proteinleri
kodlar. Proto-onkogenlerde meydana gelen kromozomal translokasyon, gen
duplikasyonu, insersiyonu, delesyonu ve nokta mutasyonlar1 bu genleri onkogenlere
donustiirtir. Mutasyonlar sonucu aktiflesen onkogenlerin asir1 ekspresyonu, kanser
hiicrelerinin kontrolsiiz ¢cogalmasini baslatarak kanserin ilerlemesine neden olur. Kanser
gelisiminde rol oynayan diger bir gen ailesi olan timor baskilayici genlerin iiriinleri
normal sartlarda timor gelisiminin ve agresif hiicre gogalmasinin engellenmesinden
sorumludur. Ancak bu genler mutasyona ugradiklarinda, hiicre ¢ogalmasi tlizerindeki
negatif regiilasyonunu kaybederek tiimor gelisimini tesvik ederler (Cooper ve Hausman,
2015; Imran vd., 2017).

2.1.2. Kansere Neden Olan Faktorler

Kanser hiicrelerinde mutasyonlarin olusmasi gesitli eksojen ve endojen kaynakl
faktdrlere baghdir. Iyonlastirici radyasyon, ultraviyole (UV) 1simlar1 ve bir¢cok kimyasal
karsinojenler gibi eksojen faktorler hiicrelerde DNA hasarini ve mutasyonlari indiikleyici
etkiler gosterirler. DNA hasarini indiikleyen bagka bir etmen ise endojen faktorlerdir.
Replikasyon sirasinda meydana gelen hatalar ya da metabolizma sirasinda olusan reaktif
oksijen tiirleri endojen faktorlere 6rnek verilebilir. Normal hiicreler DNA’da meydana

gelen hasart onarmak i¢in DNA tamir mekanizmalarina sahiptir. Ancak kanser



hiicrelerinde bu mekanizmalarda ¢esitli nedenlerden dolayr hatalar meydana gelir ve
kansere yol acan mutasyonlarin olugmasi 6nlenemez (Bertram, 2000). Kansere neden
olan bu faktorlere ek olarak enfeksiydz ajanlar da karsinojenez faktorlerden biridir.
Baslica kanserojen enfeksiyoz ajanlar; Helicobacter pylori bakterisi, insan papilloma
virisleri (HPV’ler), hepatit B ve C viriisleri, insan immiin yetmezlik viriisii (HIV) ve

Epstein-Barr viriisiidiir (Parkin, 2006).

2.1.3. Kanser Hiicrelerinin Ozellikleri

Hiicre kiiltlirii ortaminda g¢ogaltilan normal hiicreler hiicre-hiicre etkilesimine
bagli olarak belirli bir yogunluga ulastiklarinda biiyiimeyi ve cogalmayi stirdiiremez. Bu,
normal hiicrelerin yogunluga bagl kontakt inhibisyondan etkilendigini gosterir. Fakat
kanser hiicreleri yakinindaki hiicrelerle temas kurmasina ragmen ¢ogalmaya devam
ederek diizensiz hiicre tabakalari olustururlar (Cooper ve Hausman, 2015). Kanser
hiicreleri normal hiicrelerden farkli olarak hiicre-hiicre ve hiicre-matriks etkilesimlerini
saglayan adhezyon molekiillerini daha az ifade ederler. Bu durum kanser hiicrelerinin
stirekli ¢ogalmasina ve biiylimesine yol agarak aynm1 zamanda invazyon ve metastaz
yeteneginin gelismesine de neden olur. Ayrica kanser hiicreleri, adherent 6zelliginin az
olmasindan dolayr morfolojik olarak normal hiicrelere gore daha yuvarlak yapidadir

(Baran, 2018).

Proliferatif sinyallemey1
stirdiirmek

Hiicre slumiine Biiyiime baskilayicilardan

direng kac1s
Anp},'ogenezm Invazyonun ve metastazin
indiiklenmesi " aktivasyonu

Sinirsiz replikatif
potansiyelin
etkinlestirilmes1

Kaynak: Hanahan ve Weinberg, 2011'den Tiirk¢elestirilmistir.

Sekil 2.3. Kanser hiicrelerinin ayirt edici 6zellikleri.



Proliferatif sinyallemeyi siirdiirmek

Bir¢ok molekiiler degisiklige sahip olan kanser hiicreleri saglikli hiicrelere gore
farkli 6zellikler sergilemektedir. Bu 6zelliklerin basinda kanser hiicrelerinin mitojenik
biliylime sinyallerini stirekli olarak siirdiirebilmesi yer almaktadir. Normal kosullarda
mitojenik bliylime sinyalleri hiicrelere bazi biiyiime faktorlerinin hiicre yiizeyi
reseptorlerine baglanmasiyla ve hiicre i¢inde bir dizi sinyal kaskadinin aktiflesmesiyle
iletilmektedir. Bu sinyallerin eksikliginde normal bir hiicre ¢ogalmay1 siirdiiremez ve
hiicre dongiisiiniin dinlenme evresi olarak bilinen GO evresine gecer (Hanahan ve
Weinberg, 2000; Ho ve Dowdy, 2002). Cogu kanser hiicresi biiylime faktorlerini kendileri
sentezleyerek siirekli cogalmay1 uyarir ve bu durum kanser hiicrelerinin ¢ogalmak i¢in
diger hiicrelerden salinan biiyiime faktorlerine ihtiya¢ duymadigini gosterir. Diger yandan
kanser hiicrelerinin biiylime faktdrlerine bagimli olmaksizin mitojenik biiylime
sinyallerini siirdiirebilmesi, bu hiicrelerin biiyiime faktorii reseptor proteinlerini yiiksek
seviyelerde eksprese etmesine, reseptdrlerde meydana gelen yapisal degisikliklere veya
reseptorlerle iligkili sinyal yollarinda rol alan proteinlerin aktivasyonuna yonelik
degisikliklere bagli olabilir. Ayrica kanser hiicreleri bagisiklik hiicreleri dahil olmak
tizere farkli tipteki hiicrelerle bir arada bulunur. Bu hiicreler arasindaki sinyalizasyon hem

kanser hiicrelerinin ¢ogalmasina hem de normal hiicrelerin kanserlesmesine neden

olabilir (Hanahan ve Weinberg, 2000).

Biiyiime baskilayicilardan kagis

Kanser hiicreleri, siirekli biliylimeyi ve bdliinmeyi saglayan sinyalleri
stirdiirebilmenin yan1 sira biiylimeyi baskilayan sinyallerden de kaginirlar. Anti-
proliferatif sinyaller, hiicre dongiisiiniin erken G1 fazindan ge¢ G1 fazina gegiste yer alan
restriksiyon kontrol noktasinin diizenleyicisi retinoblastoma proteini (pRb) tarafindan
yonlendirilir. Tiimor baskilayict protein olarak bilinen pRb, hiicre dongiisiiniin
ilerlemesine aracilik eden baz1 genlerin transkripsiyonundan sorumlu E2F transkripsiyon
faktorlerine baglanarak hiicre proliferasyonunun baskilanmasini saglar. pRb’nin
E2F’lerle etkilesimi, siklin ve sikline bagimli kinazlar (Cdk) tarafindan diizenlenir. Hiicre
biliylime faktorleri ile uyarildiginda siklin-Cdk kompleksleri, pRb’yi fosforilleyerek
E2F’lere baglanmasini engeller ve hiicre dongiisiiniin restriksiyon noktasindan ge¢isini
katalize eder. Onkogen olarak hareket eden siklin-Cdk komplekslerinin aktivitesi ise
INK4 inhibitor ailesinin iiyelerinden biri olan p16 proteini tarafindan engellenir. Kanser

hiicrelerinde fonksiyonel pRb’nin kayb1 ya da p16’da meydana gelen mutasyonlar hiicre



dongiisliniin ilerlemesine izin vererek hiicrelerin kontrolsiiz ¢ogalmasina yol acar
(Hanahan ve Weinberg, 2011; Harbour vd., 1999; Ho ve Dowdy, 2002). Hiicre
bliylimesini baskilayan bir diger tiimor baskilayici protein ise p53’tiir. Normalde p53,
genomda bir hasar olustugunda veya diger hiicresel stres kosullarinda hiicre dongiisiiniin
ilerlemesini baskilayan genlerin transkripsiyonunu indiikleyerek hiicre dongiisiinii
durdurabilir. Eger hasar onarilamazsa pro-apoptotik genlerin transkripsiyonunu
indiikleyerek hiicreyi apoptoza tesvik eder. Hiicrelerde p53 geninde meydana gelen
mutasyonlar ve kromozomal delesyonlar islevsel p53 kaybina neden olur. Bu durum da
genomik hasar varliginda hiicre dongiisii ilerlemeye devam ederek genetik kararsizligin
olugmasina, hiicrenin kontrolsiiz ¢cogalmasina ve sag kalimina yol acar. Birgok kanser
tiiriinde p53°iin yiiksek oranda mutasyona ugradigi bilinmektedir (Hanahan ve Weinberg,

2011; Tokino ve Nakamura, 2000).

Hiicre oliimiine diren¢

“Programlanmis hiicre 6liimii” olarak adlandirilan apoptoz, gelisim siirecinde
dokularin sekil almasinda ya da hiicresel stres altinda homeostatik dengenin korunmasi
icin zarar goren hiicrelerin yok edilmesinde gorev alan hiicre 6limii mekanizmasidir
(Baran, 2018). Bu mekanizma hem dissal hem de igsel yolaklarla tetiklenebilir. Oliim
reseptOrii yolu olarak da bilinen digsal apoptotik yol, hiicre yiizeyindeki Olim
reseptOrlerine (tiimor nekroz faktorii reseptdr siiper ailesi) ekstraselliiler ligandlarin
baglanmasi sonucunda Oliime yol agan sinyal kompleksinin (DISC) olusmasiyla
baslatilir. I¢sel apoptotik yol ise mitokondriyal yol olarak bilinir ve hiicre icinden gelen
sinyallerle uyarilarak mitokondriyal dis zar gecirgenliginin (MOMP) bozulmasiyla
aktiflesir (Fernald ve Kurokawa, 2013; Kroemer, Galluzzi ve Brenner, 2007). Apoptoz,
B-hiicreli lenfoma 2 (Bcl-2) ailesinin iiyeleri ve bir sistein proteaz ailesi olan kaspazlar
tarafindan diizenlenir. Kaspazlar, sinyale yanit olarak etkinlestirilen “baslatic1 kaspazlar”
(kaspaz-2, 8, 9, 10) ve apoptotik islemleri sonlandirici “efektor kaspazlar” (kaspaz-3, 6,
7) olmak iizere iki sinif halinde apoptotik yolda rol oynarlar (Celepli vd., 2020). Dissal
apoptotik yolda hiicre 6liim sinyali, baslatic1 kaspaz-8'in reseptdr aracili aktiflesmesiyle
iletilir. Aktive edilmis kaspaz-8 daha sonra efektor kaspazlari proteolitik olarak aktive
ederek apoptozu indiikler (Lowe ve Lin, 2000). Diger bir protein ailesi Bcl-2'nin tiyeleri,
apoptozu uyaran pro-apoptotik (Bax, Bak, Bad, Bid, Bim, Bcl-Xs, Puma ve Noxa) ve
apoptozu baskilayan anti-apoptotik (Bcl-2, Bcl-xL ve Mcl-1) proteinleri igerir. Bu

proteinler 6zellikle i¢sel apoptotik yolda 6nemli roller oynamaktadir (Celepli vd., 2020).
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Hiicre iginde genotoksik ya da sitotoksik stres varliginda pro-apoptotik proteinler Bcl-2
iligkili protein X (Bax) ve Bcl-2 antagonist katili 1 (Bak) mitokondriyal dis zarda
birikerek gozenekler olustururlar. Bu gbzeneklerden sitoplazmaya sitokrom ¢ molekiilii
salinir. Sitokrom c, sitoplazmada adaptor protein apoptotik proteaz aktive edici faktor 1°e
(Apaf-1) baglanarak prokaspaz-9'u aktive eden apoptozom kompleksinin olugmasini
saglar. Baslatict kaspaz-9, apoptozom kompleksi i¢inde aktive olduktan sonra efektor
kaspazlarin aktivasyonunu gerceklestirerek apoptozu indiikler (Fernald ve Kurokawa,
2013). Ayrica digsal apoptotik yolda yer alan kaspaz-8, mitokondriyal membran
gecirgenligini destekleyen BH3-etkilesimli 6liim agonisti (Bid) proteinini proteolitik
olarak aktive ederek dissal apoptotik yolu mitokondriyal yola baglayabilir (Kroemer,

Galluzzi ve Brenner, 2007).

Daha 6nce de bahsedildigi gibi DNA hasar1 olustugunda tiimor baskilayici protein
p53, Bcl-2 protein ailesinin pro-apoptotik tiiyeleri Noxa ve Puma proteinlerinin
transkripsiyonel aktivasyonlarin1 saglayarak apoptozu uyarir. Kanser hiicreleri farkl
stratejiler gelistirerek apoptotik sinyalleri baskilayabilirler (Fernald ve Kurokawa, 2013;
Hanahan ve Weinberg, 2011). Ornegin, mutasyona ugrayan p53’iin fonksiyonel kaybi,
malign forma doniisebilecek hiicrelerin ortadan kaldirilmasini engelleyen apoptozu devre
dis1 birakir (Bertram, 2000). Bunun haricinde kanser hiicreleri pro-apoptotik proteinlerin
ekspresyonunu, hiicre yiizeyi Oliim reseptorlerinin ve ligandlarinin ekspresyonunu
azaltarak ya da anti-apoptotik proteinleri asir1 eksprese ederek ve apoptoz indiikleyici bir
sinyal iletmeyen tuzak reseptorlerini eksprese ederek apoptozdan kurtulabilirler. Ayrica
kanser hiicreleri, insiilin benzeri biiyiime faktorii 1/2 (Igf1/2) gibi hiicre sag kalimi ile
iligkili faktorlerin ekspresyonunu indiikleyerek veya fosfatidilinositol 3-kinaz
(PI3K)/protein kinaz B (AKT) gibi hiicre hayatta kalma sinyalinin hiperaktivasyonunu
saglayarak da apoptoza karsi diren¢ mekanizmalar1 olusturabilirler (Fernald ve

Kurokawa, 2013; Hanahan ve Weinberg, 2011; Lowe ve Lin, 2000).

Replikatif oliimsiizliigii etkinlestirme

2000 yilinda yapilan bir calisma, kiiltiirlenmis normal insan hiicrelerinin
replikasyon yeteneginin siirli oldugunu gostermistir. Bu sinirlama, kromozom uglarinda
bulunan ve onlar1 koruyan tekrarli telomer dizilerinin her replikasyon dongiisii sonrasinda

kisalmasindan kaynaklanmaktadir. Cogalan normal hiicreler telomerlerin kisalmasi
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sonucunda boliinmeyi durdurarak replikatif yaslanma adi verilen bir siirece girer. Kanser
hiicreleri ise, normal somatik hiicrelerin ¢ogunda sentezlenmeyen, telomeraz enzimini
asir1 eksprese ederek replikasyon sonrasi telomer uzunlugunu koruyabilir. Bu sayede
sinirsiz replikasyon yetenegi gosteren kanser hiicreleri hem replikatif yaslanmadan hem
de hiicre oliimiinden kaginarak oliimsiizlik kazanirlar (Bertram, 2000; Hanahan ve

Weinberg, 2011; Hayflick, 2000).

Invazyon, anjiyogenez ve metastazin aktivasyonu

Epitel kokenli kanser hiicreleri, gen ekspresyon profillerini ve fenotipik
ozelliklerini degistirerek invaziv ve metastatik yetenek kazanirlar. Invazyon ve metastaz
siireci bircok asamadan olusan farkli molekiiler mekanizmalar1 igerir. Kansere bagl
Olimlerin bircogu metastazdan kaynaklanmaktadir. Metastaz, kanser hiicrelerinin ilk
cogalmaya basladigi birincil tiimdrden ayrilarak uzak dokulara veya organlara yayilmasi
olarak tanimlanir (Leber ve Efferth, 2009; Wittekind ve Neid, 2005). Karsinom hiicreler,
birincil tiimorlerden hiicre polaritesinin kayboldugu epitelyal-mezenkimal gecis (EMT)
ad1 verilen bir mekanizma ile ayrilirlar. EMT, epitel kokenli hiicrelerin ig seklindeki
mezenkimal fenotipe doniiserek hiicrelerin migrasyon (gog¢) oOzelligi kazanmasidir.
Hiicre-hiicre baglantilarinin kaybi iizerine aktiflesen EMT siireci, hiicre iskeletinin
yeniden sekillenmesini, EMT’yi diizenleyen transkripsiyon faktorlerinin (Snail, Slug,
Twist ve Zebl/2) ekspresyonunu, hiicre ylizeyi proteinlerinin ekspresyonlarin
degismesini ve ekstraselliiler matriksi (ECM) degrade eden enzimlerin {iretilmesini igerir.
Hiicre adezyon molekiillerinden ozellikle epitelyal kadherin  (E-kadherin)
ekspresyonunun kaybi ile karakterize edilen EMT gelisiminde néral kadherin (N-
kadherin) ve matriks metaloproteinazlarin ekspresyonlari artar (Dongre ve Weinberg,
2019; Wittekind ve Neid, 2005). Karsinoma hiicreleri, ECM bilesenlerini matriks
metaloproteinazlar araciligiyla parcalayarak c¢evrelerindeki stromay: istila ederler ve
boylece komsu dokulara invazyon gergeklesir. Tiimor gevresinde fibroblastlar, endotel
hiicreleri, mezenkimal kok hiicreler ve bagisiklik hiicreleri gibi farkli tipte stromal
hiicreler bulunmaktadir. Bu hiicreler ile karsinom hiicreler arasindaki heterotipik

etkilesimler tiimoriin gelismesini destekler (Valastyan ve Weinberg, 2011).

Tiimdrler daha fazla biiylimek i¢in besin ve oksijen ihtiyacin1 karsilayabildikleri
yeni kan damarlarinin olugsmasini uyarir. Mevcut damarlardan yeni kan damarlarinin

olusmasma “anjiyogenez” denir. Anjiyogenez, pro-anjiyojenik ve anti-anjiyojenik
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faktorler arasindaki denge tarafindan diizenlenir. Tiimdr hiicreleri ve tiimorle iligkili
stroma hiicreleri; vaskiiler endotelyal biiylime faktorii (VEGF), tiimor nekroz faktorii o
(TNF-0), interlokin-8 ve anjiyogenin gibi anjiyogenezi uyaran pro-anjiyojenik faktorler
uretirler. Bu faktorler arasindan oOzellikle yeni damarlarin olusumunda 6nemli rol
oynayan VEGEF, vaskiiler endotelyal hiicrelerin ¢ogalmasini saglar. Endotelyal hiicreler
cogalmalar1 i¢in uyarildiktan sonra matriks metaloproteinazlar1 salgilayarak bazal
membrani pargalar ve timor kiitlesine go¢ ederler. Burada yeni olgunlasmamis damarlar
olustururlar. Yeni olusan kan damarlari, Anjiyotensin-1,2 ve reseptorleri Tie-2 tarafindan
stabilize edilir. Anjiyogenez genellikle hipoksi tarafindan indiiklenir. Hipoksik kosullar
altinda HIF-loa’nin aktivasyonu, VEGF ekspresyonunu uyararak anjiyojenik siireci

tetiklemektedir (Farahani vd., 2014; Tonini, Rossi ve Claudio, 2003).

Biiyliyen tiimor hiicreleri, metastatik yayilim i¢in lenf veya kan damarlarinin
liimenine girerek dolasim sistemine gecerler. Tiimor hiicrelerinin damar duvarlarinin
yapisini olusturan perisit ve endotel hiicre bariyerini asarak damar i¢ine girmesi
“intravazasyon” olarak adlandirilir. Tiimor mikrogevresindeki hiicreler (makrofajlar,
fibroblastlar, noétrofiller, trombositler), proteazlar veya bazi sinyal molekiilleri
(transforme edici faktor beta (TGFf)) gibi bir¢ok faktor intravazasyona aracilik edebilir.
Ozellikle tiimorle iliskili makrofajlar (TAM) ve tiimér hiicreleri arasindaki epidermal
biiylime faktorii/koloni uyarici faktér 1 (EGF/CSF1) etkilesiminin tiimor hiicrelerinin kan
damarlarina girmesinde onemli bir faktor oldugu ortaya konulmustur (Chiang, Cabrera

ve Segall, 2016; Geiger ve Peeper, 2009; Valastyan ve Weinberg, 2011).

Dolasimdaki tiimor hiicreleri, fiziksel hemodinamik kuvvetler, bagisiklik
hiicrelerinin saldirist ve integrin aracili ECM baglantisinin kaybi iizerine indiiklenen
anoikis hiicre 6liimii gibi bir¢ok stres kosullariyla karsilasabilirler. Karsinom hiicreleri,
fiziksel stresten ve bagisiklik tepkisinden korunmak i¢in trombin, Katepsin B, matriks
metaloproteinaz-2/-14, doku faktorii veya 16kosit (L-) ve trombosit (P-) selektinler gibi
molekiiller salgilar. Bu molekiiller, tiimor hiicrelerinin etrafinda trombositlerin kalkan
gorevi gébrmesini ve boylece tiimor hiicrelerinin uzak doku bolgelerine tutuklanana kadar
dolasimda hayatta kalmalarin1 saglar (Lambert, Pattabiraman ve Weinberg, 2017;
Pachmayr, Treese ve Stein, 2017; Valastyan ve Weinberg, 2011). Bununla birlikte EMT
ile iligkili transkripsiyon faktorleri Twist ve Snail‘in, norotrofik reseptor tirozin ile iligkili

kinaz B‘nin (TrkB) aktivasyonlari veya tiimor hiicrelerinin integrin reseptorlerinde
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yaptig1 degisiklikler, anoikis hiicre Oliimiiniin baskilanmasin1 saglayarak tiimor

hiicrelerinin dolagimda sag kalimini destekler (Geiger ve Peeper, 2009).

Dolasimdaki tiimor hiicreleri, belirli organlara metastaz yapma egilimi gosterirler.
Doku tropizmi olarak adlandirilan bu durum, tiimor hiicrelerinin yiizeyinde eksprese
edilen reseptorler ile hedef bolgelerde eksprese edilen ayni kokenli ligandlarin
etkilesimlerinden kaynaklanmaktadir. Ornegin; meme kanseri hiicrelerinde kemokin
reseptoriic 4 (CXCR4) ekspresyonu, kanser hiicrelerinin bu reseptoriin CXC motifli
kemokin ligand1 12’nin (CXCL12) bol bulundugu organlara (akciger, karaciger, kemik
iligi, beyin) metastaz yapmasini saglar (Gupta ve Massagué, 2006; Pachmayr, Treese ve

Stein, 2017).

Ekstravazasyon sonrast hedef dokuya ulasan tiimor hiicrelerinin yeni gevreye
uyum saglamak i¢in pre-metastatik nis olusturduklar bilinmektedir. Pre-metastatik nis,
birincil tlimorlerin metastatik bolgelerde hayatta kalmasi igin gerekli olan mikro ortamin
hazirlanmasini igerir. Birincil tiimorler tarafindan salgilanan molekiiller, pre-metastatik
bolgelere hareket eden kemik iligi kaynakli hiicreler ve hedef doku parankiminde bulunan
stromal hiicreler pre-metastatik nis olusumunda 6nemli roller oynamaktadir (Liu ve Cao,
2016; Psaila ve Lyden, 2009). Birincil timor tipine bagl olarak farkli organlarda pre-
metastatik nis olusabilir. Ekstravaze timor hiicreleri mikrometastazlar olusturduktan
sonra yillarca uyku halinde kalabilir veya cogalarak makrometastazlar olusturabilirler.
Makrometastaz olusumunda, ECM yeniden yapilandirilir ve EMT siireci tersine
cevrilerek mezenkimal-epitelyal dontlisim (MET) gerceklesir (Geiger ve Peeper, 2009;
Pachmayr, Treese ve Stein, 2017; Sokeland ve Schumacher, 2019).

Enerji metabolizmasinin yeniden programlanmasi

Kanser hiicrelerinde goriilen anormal metabolizma da kanser gelisiminde ve
metastazinda 6nemli bir etkendir. Kanser hiicreleri ¢cogalmak, hayatta kalmak ve ¢esitli
stres kosullarina uyum saglamak i¢in hiicresel metabolizmay1 yeniden diizenlerler.
Stirekli biiyiliylip ¢ogalan kanser hiicreleri, normal hiicrelere gore daha fazla enerjiye
ithtiya¢ duyar. Normal hiicreler enerji liretmek icin oksidatif fosforilasyon mekanizmasini
kullanirken, kanser hiicreleri aerobik glikoliz mekanizmasini tercih eder. “Warburg
etkisi” olarak bilinen bu durum da oksijen varliginda bile artan glikoz tiikketimi fazla

miktarda laktat liretilmesine neden olur. Aerobik glikoliz yoluyla laktat tiretimi daha hizli
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bir sekilde enerji sentezine yol agmaktadir. Bu nedenle, kanser hiicreleri glikoz
metabolizmasini degistirerek hiicre biiylimesini ve ¢ogalmasini hizlandirabilir (Hanahan

ve Weinberg, 2011; JH Park, Pyun ve HW Park, 2020; Liberti ve Locasale, 2016).

2.2. Kanser Tedavisi

Kanser, tiimdr i¢i heterojenligi gibi ¢esitli patolojik 6zelliklere sahip oldugundan
dolay1 tedavisi zor olan bir hastaliktir. Kanserin tiiriine, siddetine ve ne kadar yayildigina
bagli olarak c¢esitli tedavi stratejileri uygulanmaktadir. Cogunlukla kullanilan
konvansiyonel tedavi yontemleri; cerrahi, radyoterapi ve kemoterapidir. Bu tedavilere ek
olarak kok hiicre tedavisi, hormon tedavisi, molekiiler hedefli tedavi, gen tedavisi ve

immiinoterapi gibi tedavi yaklasimlari da bulunmaktadir (Debela vd., 2021).

2.2.1. Cerrahi Tedavi

Cerrahi yontem, kanserin erken evresinde tiimor dokusunun viicuttan ameliyatla
c¢ikarilmasi islemidir (Debela vd., 2021; Mitra vd., 2015). Bu yontem, lokal ve metastaz
yapmamis kanserlerde birincil tedavi olarak tercih edilir (Pérez-Herrero ve Fernandez-
Medarde, 2015). Tiimor dokusu ¢ikarilirken diger dokulara zarar vermemek igin timorlii
dokunun bir kismi cerrahi yontemle ¢ikarilip sonrasinda kemoterapi ya da radyoterapi

yontemleri kullanilarak tiimoriin kiigiiltiilmesi saglanabilir (Baykara, 2016).

2.2.2. Radyoterapi

Radyoterapi, iyonlastirici radyasyonun kullanilmasiyla kanser hiicrelerini yok
etmeyi amaglayan bir tedavi yontemidir. Yiiksek enerjili radyasyon, DNAya etki ederek
hiicrelerin boliiniip ¢ogalmasini engeller. Radyoterapi, lokalize tiimorler i¢in etkili bir
tedavi yontemidir ancak ¢evre dokudaki normal hiicreler de zarar gorebilir. Normal
hiicreler radyasyondan kaynaklanan hasari kanser hiicrelerine kiyasla daha hizh
onarabilir. Radyoterapinin asil amaci, kanser hiicrelerine uygulanan radyasyon dozunu
artirarak normal hiicrelerin radyasyondan etkilenmesini azaltmaktir. Bunun igin
stereotaktik radyoterapi (SBRT), yogunluk aracili radyoterapi (IMRT) ve goriintii
kilavuzlugunda radyoterapi (IGRT) gibi 6nemli gelismeler kaydedilmistir. Bas ve boyun
karsinomlari, serviks karsinomlari, prostat karsinomlar1 ve meme karsinomlar1 gibi ¢esitli
kanser tiirlerinin tedavisinde radyoterapi yontemi kullanilmaktadir (Baskar vd., 2012;

Chen ve Kuo, 2017).
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2.2.3. Kemoterapi

Kemoterapi, kanser hiicrelerini 6ldiirmek veya ¢ogalmalarini engellemek igin
kimyasal kemoterapoétik ilaglarin kullanilmasini igerir (Zhong vd., 2021). Kanserin tiiriine
ve hassasiyetine bagli olarak farkli kemoterapotik ilaglar uygulanabilir. Cogu kemoterapi
ilacinin ortak hedefi DNA’ya zarar vermek veya hiicre boliinmesini engelleyerek hiicre
Oliimiine neden olmaktir. Kemoterapotik ilaglar etki mekanizmalarina gore alkilleyici
ajanlar, anti-metabolitler, topoizomeraz inhibitorleri, mitotik ig inhibitorleri ve anti-
timor antibiyotikler gibi cesitli gruplara ayrilirlar. Bu ilaglar hiicre bdliinmesi ile ilgili
stireclere miidahele ederek terapotik etkilerini gosterirler (Bhosle ve Hall, 2006;

Bukowski, Kciuk ve Kontek, 2020; Jones, 2016; Kashifa Fathima vd., 2022).

Alkilleyici ajanlar, DNA capraz baglanmasini, yanlis baz eslesmesini veya DNA
zincirlerinin kirilmasini saglayarak hiicre replikasyonunu ve ¢ogalmasini baskilarlar.
Nitrojen hardallar1 (Chlorambusil, Melfalan), etilen aminler (Thiotepa), platin bazli
ajanlar (Sisplatin, Karboplatin), alkil siilfonatlar (Busulfan), triazinler (Temozolomid) ve

nitroziireler (Streptozosin) alkilleyici ajanlara 6rnektir.

Anti-metabolitler, hiicre i¢in gerekli olan normal molekiillere benzerlik gosteren
bilesiklerdir. Bu benzerlik sayesinde DNA veya riboniikleik asit (RNA) yapitaslarinin
yerini alarak DNA/RNA sentezini bozabilirler veya dihidrofolat rediiktaz gibi bazi
enzimleri baskilayabilirler. Boylelikle hiicre dongiisiiniin sentez (S) fazinda hiicrenin
cogalmasini engelleyerek apoptoza yol agarlar. Metotreksat gibi antifolatlar, 5-
fluorourasil (5-FU) gibi pirimidin analoglar1 ve Kladribin gibi piirin analoglari anti-

metabolitlere 6rnek verilebilir.

Topoizomeraz inhibitorleri, DNA’nin replikasyonunda, transkripsiyonunda ve
onariminda rol oynayan topoizomeraz enzimlerinin normal aktivitelerini engelleyerek
DNA’da kalic1 zincir kirilmalarina neden olur ve bu durum hiicre dliimiiyle sonuglanir.
Irinotekan ve Topotekan topoizomeraz I'i inhibe ederken, Teniposid ve Etoposid

topoizomeraz II’yi inhibe eder.
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Mitotik ig inhibitorleri, mikrotiibiillerin olusmasini engelleyerek mitotik fazdaki
hiicrelerin boliinmesini  durdururlar. Taksanlar (Paklitaksel, Dosetaksel) ve vinka

alkaloidleri (Vinblastin) mitotik ig inhibitérleri grubunda yer almaktadir.

Anti-tiimor  antibiyotikler, kanser hiicrelerinde DNA’ya baglanarak
replikasyonu ve transkripsiyonu baskilar. Boylece kanserli hiicrelerin biiylimelerini ve
¢ogalmalarini onlerler. Antrasiklinler (Doksorubisin, Epirubisin) ve Bleomisin anti-timor
antibiyotiklerine 6rnek verilebilir (Bhosle ve Hall, 2006; Bukowski, Kciuk ve Kontek,
2020; Kashifa Fathima vd., 2022; Nygren, 2001).

Kemoterapi, hasta ve tiimor 6zelliklerine gore palyatif, adjuvan veya neoadjuvan
terapilerde kullanilabilir. ilerlemis metastatik hastalig1 teshis edilen kisilerde kemoterapi
kanseri tamamen yok edemez. Bu nedenle palyatif amagli kemoterapi kullanilir. Palyatif
kemoterapi, kanser tiirline bagl olarak gelisen semptomlarin hafifletilmesini ve yasam
kalitesini iyilestirerek genel sag kalimi artirmayi amaglar. Meme, Kkolorektal, prostat,
akciger ve bas ve boyun kanser tiirlerinin tedavisi icin palyatif kemoterapi
kullanilmaktadir. Adjuvan tedavi, cerrahi veya radyoterapi tedavileri ile belirlenemeyen
gizli mikrometastazlari ortadan kaldirmak icin ilk tedaviye ek olarak kemoterapinin
kullanilmasini igerir. Genellikle meme, kolorektal ve akciger kanseri tedavisinde adjuvan
kemoterapi uygulanmaktadir. Neoadjuvan tedavide ise kemoterapi, cerrahi veya
radyoterapiden 6nce uygulanir. Bu sekilde kemoterapi ile birincil tedaviden once tiimor
boyutu kiigiiltiilebilir ve goriilmeyen mikrometastazlar yok edilebilir. Meme kanserinde

ve osteosarkomlarin tedavisinde siklikla kullanilir (Bhosle ve Hall, 2006; Jones, 2016).

Kemoterapi genellikle metastatik 6zellikteki kanserlerin tedavisinde kullanilan bir
yontem olup tiimor boyutunun azalmasi tedaviye verilen en iyi yanittir. Ancak
kemoterapide kullanilan sitotoksik ilaglar, aktif olarak c¢ogalan hiicrelere secicilik
sagladigindan kanserli hiicrelerin yani1 sira hizli gogalan normal hiicreleri de etkileyerek
ciddi yan etkilere neden olur. Bu durum, tedavinin etkinligini sinirlandirmaktadir.
Kemoterapi yontemi, normal hiicrelerde olusabilecek toksisiteyi belli bir seviyeye kadar
kabul ederken maksimum diizeyde kanser hiicresini 6ldiirmeyi amaglar. Bu dogrultuda
uygulanacak ilacin dozu, normal hiicrelerde olusacak hasar g6z dniinde bulundurularak

belirlenmelidir (Corrie, 2007).
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Kemoterapi yonteminin bagarisini sinirlandiran diger bir faktdr ise kanser
hiicrelerinin kemoterapi sirasinda sitotoksik ilacglara kars1 gelistirdigi ¢oklu ilag
direncidir. ilag¢ direncinin nedenleri arasinda DNA onarim yeteneginin artmasi, ilag
akisinin artmasi, ila¢ metabolizmasinin artmasi, genetik faktorler ve biiyiime faktorlerinin
etkisi yer almaktadir. Bu mekanizmalar, kullanilan sitotoksik ilaglarin etkisini azaltarak

kanser tedavisini zorlastirir (Bukowski, Kciuk ve Kontek, 2020; Dembic, 2020).

Ilag direncinin gelisimini en aza indirerek kanser hiicreleri iizerindeki tedavinin
etkinligini artirmak ve normal dokulardaki toksisiteyi engellemek icin farkli etki
mekanizmalarina sahip kemoterapdtik ilaclar  belirli kombinasyonlar halinde
uygulanabilir. Kombinasyon kemoterapisi, tiimdr heterojenitesinin neden oldugu
zorluklarin iistesinden gelerek uzun siireli iyilestirici etkiler saglayabilir. Bazi 16semilerin
ve lenfomalarin tedavisinde kombinasyon kemoterapisi siklikla kullanilmaktadir

(Nygren, 2001; Pomeroy vd., 2022).

2.2.4. Molekiiler Hedefli Tedavi

Kemoterapinin kanser hiicrelerini saglikli hiicrelerden ayirt edememesi ve 6nemli
toksik etkilerinin olmasi kanser tedavisi i¢in hedefe yonelik terapétik ajanlarin
gelistirilmesinde etkili olmustur. Hedefe yonelik tedavi, kanserin gelisiminde rol oynayan
molekiiler mekanizmalarin anlagilmasiyla ortaya ¢ikan giincel bir tedavi yaklagimidir.
Molekiiler hedefli tedavinin amaci, kanserin biiyiimesini ve ilerlemesini engellemek i¢in
kanserle iligkili spesifik molekiiler hedeflerin terapdtik ajanlar tarafindan baskilanmasini
icerir. Monoklonal antikorlar, kiiclik molekiillii inhibitérler ve immiin sistemi uyaran
kanser asilar1 molekiiler hedefli tedavide kullanilan ajanlardir. Bu terapdtik ajanlar anti-
kanser etkilerini, kanser hiicrelerinin biiyiimesini saglayan sinyalleri baskilayarak, hiicre
dongiisiiniin ilerlemesini durdurarak, apoptozu indiikleyerek, coklu ila¢ direncini tersine
cevirerek, timor mikro ¢evresini modiile ederek veya bagisiklik sistemini aktive ederek
gosterir. Ornegin; insan epidermal biiyiime faktdrii reseptdrii 2 (HER2) monoklonal
antikoru olan Trastuzumab (Herceptin®), HER2 proteinini hedefleyerek HER2-pozitif
meme kanseri hiicrelerinde bdliinmeyi azaltir, reseptoriin ic¢sellestirilmesini saglar ve
hiicre dongiisiiniin durdurulmasini tesvik eder. Kii¢iik molekiillii multikinaz inhibitorii
olan Sorafenib (Nexavar®), vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii reseptorii (VEGFR),
trombosit kaynakli biliylime faktorii reseptorii (PDGFR) ve Raf (hizla hizlandirilmig

fibrosarkom) gibi ¢esitli reseptdr tirozin kinazlari inhibe ederek ilerlemis renal hiicreli
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karsinom (RCC) ve hepatoselliiler karsinom (HCC) tedavisinde anti-anjiyojenik etkiler
gosterir. Meme, akciger, kolorektal, 16semi, lenfoma ve over kanserleri gibi ¢esitli kanser
tiirlerinin tedavisinde kullanilan Amerika Birlesik Devletleri Gida ve Ilag Idaresi (FDA)
onayl1 birgok molekiiler hedefli ilag klinik basarilar gostermistir (Lee, Tan ve Oon, 2018;
Min ve Lee, 2022; Zhong vd., 2021).

Klasik kemoterapi ilaglarina kiyasla molekiiler hedefli ilaglar, kanser hiicrelerini
hedefleyerek normal hiicreleri koruyabilirler ve bu nedenle daha diisiik toksik etkiler
gosterirler. Ancak kemoterapide oldugu gibi ilag direncinin ortaya ¢ikmast molekiiler
hedefli tedavinin 6niinde biiyiik bir engel olusturur. Ilag direncinin iistesinden gelmek i¢in
molekiiler hedefli tedavi ve kemoterapiye ek olarak radyoterapiyi de igeren kombinasyon
tedaviler uygulanabilir. Ornegin, antikor ilag konjugatlari sitotoksik kemoterapdtik
ilaglarin hedefe yonelik tasarlanan monoklonal antikorlar ile birlestirilmesiyle daha giiclii
bir tedavi sekli olusturmaktadir. Ayrica yeni terapotik hedeflerin belirlenmesi direngli
kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini  engelleyebilecek yeni anti-kanser ilaglarin
gelistirilmesine olanak saglayabilir (Ke ve Shen, 2017; Lee, Tan ve Oon, 2018; Pérez-
Herrero ve Fernandez-Medarde, 2015; Zhong vd., 2021).

2.2.5. Hormon Tedavisi

Hormonlar, viicudun belli bir bolgesinden dogal olarak sentezlenen proteinlerdir
ve hiicre yiizeyindeki reseptorlerine baglanarak cesitli sinyal yollarinda rol oynarlar.
Kanserin hormonal tedavisindeki amag, sentezlenen hormonun hiicreye baglanmasini
engelleyerek kanser hiicrelerinin biiylimesini durdurmaktir. Bu nedenle hormonal kanser
tedavisinde; hormonun sentezini baskilayan inhibitorler (aromataz inhibitorleri ve
gonadotropin salgilayan hormon analoglari), ger¢gek hormonun reseptdre baglanmasini
engelleyen hormon reseptér antagonistleri (anti-Ostrojenler ve anti-androjenler) veya
kanserli hiicreler {izerinde sitotoksik etkiyi artirmak i¢in sentetik hormon takviyesi
(progestin, sentetik ostrojen) kullanilabilir. Hormon tedavisi, birincil timoriin boyutunu
kiicliltmek i¢in neoadjuvan olarak veya kanserin tekrar goriilme riskini azaltmak igin
adjuvan olarak da uygulanabilir. Genellikle meme, prostat, over ve endometriyum
kanserlerinin tedavisinde etkili bir yontemdir (Abraham ve Staffurth, 2011; Baykara,
2016; Kashifa Fathima vd., 2022).
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2.2.6. Immiinoterapi

Immiinoterapi tedavi yontemi, kanser hiicrelerine saldirmak i¢in bagisiklik sistemi
kullanilarak kansere kars1 aktif ya da pasif bagisiklik olusturmaktir. Kanser
immiinoterapisi, bagisiklik sisteminin aktivasyonunu saglayan veya aktivitesini artiran
cesitli terapdtik ajanlarin kullanilmasiyla anti-tiimor bagisiklik yanitlarini iyilestirmeyi
ve tiimore dzgii bir immiin yanitin iiretilmesini amagclar. Immiinoterapide kullanilan

terapotik ajanlar su sekildedir:

Sitokinler: Bagisiklik sistemi hiicrelerinin  aktivitesini uyararak kanser
hiicrelerinin ¢ogalmasini baskilarlar. Immiinoterapide interferon (IFN), interlokin (IL) ve

graniilosit-makrofaj koloni uyarici faktor (GM-CSF) gibi sitokinler kullanilmaktadir.

Monoklonal antikorlar: Kanser hiicrelerindeki spesifik antijenleri hedefleyerek
cogalmalarini engellemek amaciyla kullanilirlar. Ornegin, hiicresel bagisiklik kontrol
noktalar1 sitotoksik T lenfosit antijen-4 (CTLA-4) ve programlanmis hiicre 6limii
proteini-1'in (PD-1) monoklonal antikorlar tarafindan inhibisyonu T hiicrelerinin aktif
kalmasin1 saglayarak tiimor hiicrelerinin Oliimiinii uyarabilir. Ciplak monoklonal
antikorlar, konjuge monoklonal antikorlar, radyoaktif isaretli monoklonal antikorlar ve
bispesifik monoklonal antikorlar kanser immiinoterapisinde yaygin olarak

kullanilmaktadir.

Tasarlanmis T hiicreleri: Kimerik antijen reseptorii T-hiicresi (CAR T-hiicresi) ve

T hiicresi reseptorii (TCR) tedavisi olarak bilinir. Kimerik antijen reseptorii T-hiicresi
tedavisi, hasta kanindan izole edilen T hiicrelerine timor hiicrelerinde bulunan bir
antijene Ozgli kimerik antijen reseptorii eklenerek in vitro tasarlanmis T hiicrelerinin
tekrardan hastaya verilmesini icerir. Bu hiicreler kanser hiicreleri iizerindeki spesifik
antijeni taniyarak kanser hiicrelerinin 6liimiinii uyarir. T hiicresi reseptorii tedavisi de
timOr mutasyonlarindan kaynaklanan antijenlere (neo-antijenler) 6zgii T hiicrelerinin
yeniden tasarlanmasimi igerir. T hiicresi reseptorleri, major histokompatibilite
komplekslerinin (MHC’ler) sundugu tiimorle iligkili antijenlere yanit olusturarak T

hiicresinin aktivasyonunu saglar.
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Kanser asilari: Dendritik hiicre asilari, DNA veya RNA asilari, tiimor hiicresi
lizatindan tiretilen asilar veya neo-antijen asilarini igerir. Kanser asilarinin amact, tiimdorle
iliskili antijenlerin ekspresyonuna dayanarak bagisiklik sistemini harekete gecirmektir

(Baxevanis, Perez ve Papamichail, 2009; Oiseth ve Aziz, 2017; Riley vd., 2019).

2.2.7. Kok Hiicre Tedavisi

Kok hiicreler, kemik iliginde veya periferik kanda bulunan kendi kendini
yenileyebilen ve herhangi bir viicut hiicresine doniisebilen farklilasmamis hiicrelerdir.
Farkli kaynaklardan izole edilen kok hiicrelerin ¢ogalma, goc ve farklilagsma 6zellikleri
de farklilik gosterir. Bu farklilik kanser tedavisinde kok hiicrelerin hangi amagla
uygulanacagini belirler. Kok hiicre tedavisinde yaygin olarak yetiskin kok hiicreler (ASC)
kullanilmaktadir. Kemik iligi kaynakli ASC’lerden en sik kullanilanlar1 mezenkimal kok
hiicreler (MSC) ve hematopoietik kok hiicrelerdir (HSC). Ayrica yetiskin somatik
hiicrelerden yeniden programlanan indiiklenmis pluripotent kok hiicrelerde (iPSC) kanser
tedavisi i¢in kullanilmaktadir. Kanser tedavisinde c¢esitli kok hiicre tedavi uygulamalari

bulunmaktadir:

o Yiksek doz kemoterapi veya radyoterapiden sonra HSC’lerin
transplantasyonu hemotolojik iyilestirmeyi kolaylastirir. Bu uygulama

16semi ve lenfomalarin tedavisinde kullanilmaktadir.

e Kemoterapi, radyoterapi veya cerrahi tedavilerden dolay1 hasar goren
dokularin  onarilmasinda hasta dokularindan iretilen iPSC’ler

kullanilabilir.

e Malignitelerin tedavisinden sonra uygulanan MSC’lerin infiizyonu,
farklilasmamis HSC’lerin  ¢ogalmasmi  korur, hasarli dokularin

iyilesmesini saglar veya bagisiklik sisteminin giiglii yanitlarini azaltabilir.

e Kok hiicreler modifiye edilerek kanser tedavisi icin terapotik tasiyicilar
olarak uygulanabilirler. On ilaglar1 sitotoksik iiriinlere doniistiiriicii
enzimlerin ekspresyonunu gergeklestiren kok hiicrelerin tasarlanmasi,

anti-timor ilaglar1 iceren nanopartikiillerin veya bagisiklik sistemini
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aktive etmek icin onkolitik virlislerin kok hiicreler araciligiyla timor

bolgelerine iletilmeleri bu uygulamaya 6rnek olabilir.

e Kok hiicreler, bagisiklik hiicrelerinin iiretilmesi amaciyla immiinoterapiye

dahil edilebilir.

e Normal kok hiicreler, kanserin gelisiminde rol oynayan kanser kok
hiicrelerini (CSC) hedeflemek i¢in kullanilabilir. Kok hiicre temelli anti-
kanser asilarin gelistirilmesi CSC’lerin hedeflenmesi i¢in kullanilan bir

uygulamadir (Chu vd., 2020; Sagar vd., 2007).

2.2.8. Gen Tedavisi

Gen tedavisi, hastalik gelisimine neden olan anormal genlerin fonksiyonlarinin
diizeltilmesi i¢in normal genlerin spesifik hedef hiicrelere transfer edilmesi yontemidir.
Kanser tedavisi i¢in kanserli hiicreye veya cevre dokudaki hiicrelere gen transferi,
kanserin biiylimesini yavaglatmaya ve hiicre 6liimiinii indiiklemeye aracilik eder.

Kanser hiicrelerini yok edebilen terapotik genlerin etkili bir sekilde tiimor bolgesine
iletilmesi i¢in viral (adeno-iliskili viriis, retroviriis, herpes simpleks viriisii gibi) veya viral
olmayan vektorler (katyonik polimerler, peptidler ve lipozomlar gibi) kullanilmaktadir

(Cross ve Burmester, 2006; El-Aneed, 2004a, 2004b; Gongalves ve Paiva, 2017).

Kanserli hiicrelerin gelisiminde rol oynayan genetik diizeydeki degisiklikler gen
tedavisinin hedefleri arasindadir. Kanser gen tedavisinde ¢ogunlukla pro-apoptotik genler
ve anti-onkogenler kullanilmaktadir. Bunun yani sira kemoterapi ve gen tedavisinin
kombinasyonu ile olusturulan intihar geni stratejisi de kanser tedavisinde kullanilabilir.
Intihar geni stratejisi, intihar geni tarafindan kodlanan enzim araciligiyla toksik olmayan
bir 0n ilacin kanserli hiicrelerde aktif sitotoksik iirlinlere doniistiiriilmesine dayanur.
Kanser gen tedavisi uygulamalarindan bir digeri ise anti-timor immiin yanitlari olusturan
genlerin ekspresyonudur. Bu uygulama bagisiklik sisteminden kagan kanser hiicrelerine
kars1 bagisiklik tepkisinin artirilmasini amaglar (Cross ve Burmester, 2006; Debela vd.,

2021; El-Aneed, 2004a, 2004b; Gongalves ve Paiva, 2017).
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2.3 Sisplatin

Sisplatin (cis-diamindikloroplatin (1), CDDP), anti-kanser aktiviteye sahip platin
bazli metalik bir koordinasyon bilesigidir (Dasari ve Bernard Tchounwou, 2014).
Molekiiler yapisi [cis-Pt(Cl2(NHs)2], bir cis oryantasyonunda platin atomuna (Pt (1))
koordine edilmis iki amid ve iki kloriir ligandindan olusur (Chen ve Chang, 2019).

CI ’I,", RS N H 3

Sekil 2.4. Sisplatinin kimyasal yapisi.

Sisplatin, 1844 yilinda Michele Peyrone tarafindan ilk defa sentezlenmis ve
kimyasal yapis1 1893’te Alfred Werner tarafindan agiklanmistir (Barry ve Sadler, 2014;
Peyrone, 1844). 1965 yilinda Dr. Barnett Rosenberg tarafindan yapilan bir ¢aligma ile
Escherichia coli’de hiicre boliinmesini inhibe eden sitotoksik ozellige sahip oldugu
kesfedilmistir ve bu 6zelligi sisplatinin anti-kanser ilag olarak kullanilabilecegine dikkat
cekmigstir (Rosenberg, Van Camp ve Krigas, 1965). 1978’de FDA tarafindan onaylanan
sisplatin, kanser tedavisinde kullanilan ilk metal bazli kemoterapétik ilag olmustur. Bu
durum, kanser tedavisinde potansiyel anti-kanser ajanlar olarak metal igeren inorganik

koordinasyon bilesiklerine olan ilgiyi artirmistir (Frezza vd., 2010; Kelland, 2007).

Sisplatin, testis, over, mesane, akciger ve meme kanseri gibi diger bir¢ok kati
tiimorlerin tedavisinde yaygin olarak kullanilir. Ancak tiimor biiylimesine karst basarili
terapotik etkiler gostermesine ragmen ilag direnci ve toksik yan etkileri nedeniyle klinik
kullanim1 kisitlanmaktadir. Bu nedenle arastirmacilar, klinik olarak etkili, daha az
toksisitesi olan yeni sisplatin analoglar1 gelistirmis ve bunlardan sadece karboplatin ve
oksaliplatin bilesiklerinin klinik kullanimi onaylanmistir. Ikinci nesil platin kemoterapi
ilact karboplatin, sisplatine gore daha az toksisite gostererek agresif tiimorlerin
tedavisinde yiiksek doz kemoterapi i¢in uygundur. Hem sisplatin hem de karboplatin
DNA’da benzer etki mekanizmasi gosterir ve benzer tiimorlerin tedavisinde etkilidirler.
Ancak karboplatin, testikiiler germ hiicreli kanserlerin ve mesane kanserlerinin
tedavisinde etkili degildir. Ayrica birbirleriyle ¢apraz direng gosterirler. Ugiincii nesil
platin kemoterapi ilac1 oksaliplatin ise ¢apraz diren¢ olusturmadan hiicrede farkli etkilere

neden olur ve ozellikle kolorektal kanserlerin tedavisinde oldukga etkilidir (Bergamo,
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Dyson ve Sava, 2018; Chen ve Chang, 2019; Ghosh, 2019; Rabik ve Dolan, 2007; Zhang
vd., 2022).
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Sekil 2.5. Sisplatin analoglar1 karboplatin ve oksaliplatin bilesiklerinin kimyasal
yapilari.

2.3.1. Sisplatinin Molekiiler Etki Mekanizmasi

Sisplatin, steril salin soliisyonu seklinde intravendz olarak uygulanir. Kandaki
kloriir konsantrasyonu yiiksek oldugundan (~100 mM) dolasimda bozunmadan hareket
eder ve tiim viicuda kan dolasimi yoluyla dagilir. Dolasimdaki sisplatinin biiyiik bir
kismina kan plazma proteinleri baglanabilir ve bu durum biiylik miktarda sisplatinin
deaktivasyonuna neden olur (Ghosh, 2019). Kalan sisplatinin hiicreler tarafindan alimina
pasif diflizyon veya bakir tastyicilar (CTR1 ve CTR2) ile organik katyon tasiyicilar
(OCT1 ve OCT?2) aracilik eder. Notr sisplatin hiicrelere esas olarak plazma zarindan pasif
difiizyonla taginir. Ancak bu mekanizmaya ek olarak, transmembran tasiyici proteinler
araciligiyla kolaylastirilmis difiizyon yolunu kullanarak da hiicrelere girebilir. Ozellikle
sisplatinin hiicreye tasinmasi, CTR1 tarafindan gergeklesir. Bu transmembran protein,
metiyonin ve histidin kalintilarindan zengin bir hiicre dis1 domain igerir ve hem bakir hem
de sisplatinin hiicreye taginmasi i¢in gereklidir (Makovec, 2019). Ayrica sisplatin,
CTR1I’in bozulmasina neden olarak kanser hiicrelerinde sisplatin aliminin azalmasina yol
acar. Hiicrelerde yiiksek CTRI1 ekspresyonu sisplatine karsi hassasiyeti artirir (Holzer,
Manorek ve Howell, 2006).
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Kaynak: Kartalou ve Essigmann, 2001'den Tiirk¢elestirilmistir.

Sekil 2.6. Hiicreye giren sisplatin bilesiginin aktivasyonu ve molekiiler hedefleri.

Sisplatin hiicreye girdiginde sitoplazmadaki diisiik kloriir konsantrasyonu (~4
mM), platin kompleksinin kloriir ligandlar1 ile su molekiillerinin yer degistirmesine neden
olur ve boylelikle sisplatinin aktivasyonu saglanir. Sisplatinin daha reaktif hale gelmesi,
monohidratli  [cis-(NH)PtCI(HO)]* veya dihidratli [cis-(NH)Pt(HO)]*? sisplatin
formlariin olugmasiyla gerceklesir. Olusan hidrolize tiriinler oldukca giiglii elektrofilik
ozellik gostererek proteinlerin stilthidril gruplar1 veya niikleik asitlerin nitrojen dondr
atomlar gibi niikleofilik bolgelerle reaksiyona girebilir (Dasari ve Bernard Tchounwou,

2014; Kartalou ve Essigmann, 2001; Rocha vd., 2018).

Sisplatinin anti-kanser aktivitesinin temel hedefi genomik DNA’dir. Hiicrenin
cekirdegine giren reaktif sisplatin 6zellikle DNA’daki piirin bazlarinin (guanin ve adenin)
imidazol halkasindaki N7 niikleofilik bolgeleri ile reaksiyona girerek DNA’ya kovalent
olarak baglanabilir. Reaktif platin bilesiginin DNA ile reaksiyonu sonucu yapisal olarak
farkl1 tipte adiiktlerin olusumuna yol agmaktadir. 11k olarak sisplatinin bir su molekiiliinii
kaybetmesiyle monoadiikt formlar olusmakta ancak bunlarin ¢ogu daha sonra sarmal-i¢i
veya sarmallar-arasi capraz baglar olusturmak igin tekrar reaksiyona girmektedir
(Alderden, Hall ve Hambley, 2006; Fuertes, Alonso ve Pérez, 2003).
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Kaynak: Ghosh, 2019’dan Tiirkgelestirilmistir.
Sekil 2.7. Sisplatinin DNA’daki piirin bazlar ile etkilesimi.

Piirin bazlariin sisplatin tarafindan iiretilen ¢apraz baglari; %60-65'i 1,2-d(GpG)
sarmal i¢i capraz baglar, %20-25'i 1,2-d(ApG) sarmal i¢i ¢apraz baglar, %2’si 1,3-
(GpXpG) sarmallar arasi capraz baglar1 igerirken %?2’si monoadiikt olusumunu
icermektedir. Ayrica DNA-protein ¢apraz baglar1 da sisplatin tarafindan indiiklenebilir.
Daha sik tiretilen 1,2-sarmal i¢i ¢apraz baglar, en dikkat ¢cekici DNA degisiklikleridir ve
diger capraz baglara gore sisplatin sitotoksisitesi iizerinde daha etkilidir (Fuertes, Alonso
ve Pérez, 2003; Ghosh, 2019). Ayn1 zamanda 1,2-sarmal i¢i ¢apraz baglar, baz1 ytliksek
mobilite grubu (HMG) proteinleri tarafindan spesifik olarak taninarak onarimlari
baskilanabilir (Ghosh, 2019; Rocha vd., 2018; Wang vd., 2021).

Capraz baglarin olusumu, DNA’da biikiilmelere yol acarak kanser hiicrelerinde
DNA hasarini indiiklemektedir. Hasar varliginda, DNA replikasyonu ve transkripsiyonu
engellenerek hiicre dongiisti durdurulur. Sisplatinin neden oldugu DNA’nin degistirilmis
yapisi, DNA hasar1 onarim proteinleri tarafindan taninmadiginda veya
diizeltilemediginde apoptotik sinyal yollarinin aktivasyonu ile programlanmis hiicre
Olimi uyarilir. Bununla birlikte hiicre ici sisplatinin ¢ok az bir kism1 (~%1) niikleer
DNA'’ya baglanarak apoptozu uyarabilir (Ghosh, 2019; Rocha vd., 2018; Wang vd.,
2021).

Sisplatinin birincil mekanizmas1 DNA’da hasar olusturarak kanser hiicrelerinde
apoptoz yoluyla hiicre 6liimiine neden olmaktir. Olusan DNA hasarina kars1 hiicresel

yanitlarin ortaya ¢ikarilmasinda tiimor baskilayici protein p53°iin aktivasyonu 6nemli bir
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rol oynar. Hiicrede DNA hasar ile aktive olan mutasyona ugramis ataksi telanjiektazi
(ATM) proteini veya ATM ve RAD3 ile iliskili protein (ATR), p53’iin fosforilasyonu ve
stabilizasyonunu saglayarak aktivasyonuna yol acar. Aktive edilen p53, hiicre dongiisii
ilerlemesinde, DNA onariminda ve apoptozda yer alan genlerin ekspresyonunu
diizenleyebilir (Basu ve Krishnamurthy, 2010). Sisplatinin neden oldugu hasarl
DNA’nin onarilmasi i¢in hiicre dongiisli kontrol noktalar1 (Chkl ve Chk2) aktifleserek
hiicre dongiisii durdurulur (Pabla vd., 2008). Sisplatin kaynakli DNA hasarinin
onarilmasinda niikleotid eksizyon onarimi (NER) ve yanlis eslesme onarimi (MMR) en
onemli mekanizmalardir. Hasar onarilamazsa p53, anti-apoptotik proteinlerin islevlerini
baskilayarak (Bcl-xL; B hiicreli lenfoma ekstra biiyiik, FLIP; flice benzeri inhibitor
protein) ve hem o6liim reseptorii (FAS) hem de mitokondriyal apoptotik yollarda rol
oynayan pro-apoptotik genleri (Bax ve Apaf-1 gibi) aktive ederek apoptozu
indiikleyebilir (Basu ve Krishnamurthy, 2010; Vousden ve Lu, 2002; Wang vd., 2021).
Ayrica sisplatin kaynakli genotoksik strese sadece p53 aracili tepkiler degil, ayni
zamanda ¢esitli protein kinazlarin (c-Abl;siklobutandikarboksilat, PKC; protein kinaz C,
MAPK ’ler; mitojenle aktive olan protein kinazlar gibi) aktivasyonu da eslik etmektedir

(Basu ve Krishnamurthy, 2010).

Sisplatin, DNA hasarina ek olarak hiicre 6liimiine neden olan reaktif oksijen
tirlerinin (ROS) iiretilmesini de tetikler. Sisplatin ile indiiklenen ROS olusumu,
sisplatinin konsantrasyonuna ve maruz kalma siiresine bagldir (Brozovic, Ambriovi¢-
Ristov ve Osmak, 2010). Normal sartlarda hiicre i¢i redoks homeostazi, tiyol (siilfhidril-
SH) grubu igeren antioksidan molekiiller (GSH-indirgenmis glutatyon vb.) tarafindan
kontrol edilir. Ancak bir tiyol grubu molekiiler oksijen ile etkilesime girerek serbest
radikallerin olusumuna yol agar ve bu durum ROS firetimi ile sonug¢lanir (Florea ve
Biisselberg, 2011). Asir1 ROS tiretimi, mitokondriyal ve hiicresel oksidatif strese neden
olur. Oksidatif stres, sisplatin sitotoksisitesinde yer alan mekanizmalardan biridir. Reaktif
oksijen tiirleri, oksidatif stres kosullarinda hiicresel proteinlere, lipidlere ve DNA’ya zarar
verir. Oksidatif stres, mitokondriyal lipid peroksidasyonuyla mitokondriyal membran
gecirgenligini degistirerek hiicresel islev bozukluguna neden olur. Ayrica sisplatin
mitokondriyal DNA’ya da baglanarak ROS birikimini indiikler ve oksidatif stresin
artmasina yol agar. Sonugcta, sisplatin tarafindan iiretilen ROS, oksidatif DNA hasarin1
indiikleyerek hiicre 6liimiine neden olur (Brozovic, Ambriovi¢-Ristov ve Osmak, 2010;
Sancho-Martinez vd., 2012).
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Hiicre 6liimii, sisplatin konsantrasyonuna ve hiicresel hasara bagli olarak hem
apoptotik hem de nekrotik olabilir. Sisplatin konsantrasyonu diigiik oldugunda apoptoz
indiiklenirken, daha yiiksek sisplatin konsantrasyonunda enflamasyona neden olan
nekroz 6liim sekli indiiklenir. Yiiksek dozlarda sisplatin, hiicresel enerji kaynagi adenozin
trifosfat (ATP) molekiiliine ve apoptotik siirecte rol oynayan proteinlere zarar vererek
nekrotik hiicre 6liimiine yol agabilir (Gonzalez vd., 2001; Sancho-Martinez vd., 2012).
Ayrica ROS, bozulmus sitozolik iceriklerin (organeller veya proteinler gibi) lipozomlarda
degradasyonunu igeren kendi kendine katabolik bir siire¢ olan otofaji aracili hiicre

Oliimiine de neden olabilir (Dasari ve Bernard Tchounwou, 2014).

Sisplatin ayrica endoplazmik retikulum (ER) isleyisini bozarak hiicre i¢i kalsiyum
homeostazinin degismesine ve ER’de yanlis katlanmis veya katlanmamis proteinlerin
birikmesine neden olur, bu durum ER stresini olusturur. Sisplatin aracili ER stresi, DNA
hasarindan bagimsiz olarak apoptotik hiicre ¢liimiinii indiikleyebilir (Mandic vd., 2003).
Yapilan bir caligmada sisplatine maruz kalan insan serviks kanseri hiicrelerinde ER’den
serbestlesen kalsiyum seviyelerinin arttigini ve bu durumun sisplatin kaynakli apoptozu

diizenledigi gosterilmistir (Shen vd., 2016).

2.3.2. Sisplatinin Toksik Yan Etkileri

Sisplatin, gastrointestinal toksisite, hepatotoksisite, nefrotoksisite, ototoksisite ve
norotoksisite gibi c¢esitli toksik yan etkilerle iligkilendirilmis giiclii bir kemoterapdtik
ilagtir (Tchounwou vd., 2021). Bu yan etkiler, sisplatin tedavisinin dozuna veya sistemik
ve bireysel kosullara bagli olarak ortaya ¢ikmaktadir (Astolfi vd., 2013).

Gastrointestinal Toksisite: Yan etkiler arasinda en sik goriilenidir. Hastalarin
cogunda mide bulantisi ve kusma gibi gastrointestinal semptomlar goriiliir. Bu

semptomlar, antiemetik ilaclarin uygulanmasiyla azalabilir (Astolfi vd., 2013).

Hepatotoksisite: Sisplatinin yiiksek doz uygulamasi hepatotoksisiteye neden
olur. Sisplatin tedavisi ile antioksidan savunma mekanizmasinda rol oynayan indirgenmis
glutatyon (GSH) seviyelerinin azalmasindan kaynaklanan  oksidatif  stres
hepatotoksisitenin temel nedenidir. Dolasimdaki transaminazlarin artmasi ve

serum/bilirubinde hepatik enzim seviyelerinin ylikselmesi karaciger hasarinin klinik
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belirtileridir. Sisplatin ile indiiklenen hepatotoksisitenin etkileri selenyum ve E vitamini

uygulanarak azaltilabilir (Dasari ve Bernard Tchounwou, 2014).

Nefrotoksisite: Sisplatinin renal atilimi, diger organlara gore bobreklerde daha
yiiksek sisplatin birikimine neden olur. Bu sisplatin birikimi, terminal proksimal tiibiilii
ve distal tiibiilii etkileyerek nefrotoksisiteye yol acar. Sisplatin nefrotoksisitesi, sisplatinin
hiicre icine alimini saglayan transmembran tasiyicilarin bobrek hiicrelerinde yiiksek ifade
edilmesinden kaynaklanabilir. Sisplatin ile tedavi edilen hastalarin intravendz
hidrasyonu, nefrotoksik etkileri azaltabilir. Yeni nesil sisplatin analoglar1 karboplatin ve
oksaliplatin tedavisinde nefrotoksisite daha nadir goriiliir (Astolfi vd., 2013; Rabik ve
Dolan, 2007; Tchounwou vd., 2021).

Ototoksisite: Sisplatin kaynakli ototoksisite, yiiksek doz sisplatin uygulanan
hastalarin biiyiikk bir kisminda goriiliir. Klinik belirtisi isitme kaybini icermektedir.
Sisplatin tedavisi kokleada (i¢ kulak) antioksidan enzim aktivitesini baskilayarak ROS
iiretimine ve lipid peroksidasyonunun artmasina yol acar. Bu durum, koklea hiicrelerinde
kalsiyum akisina neden olarak apoptozu indiikleyebilir. Sisplatin ototoksisitesinin
tedavisi icin antioksidanlarin ve anti-inflamatuar ajanlarin lokalize veya sistemik

uygulanmasi gibi ¢esitli yaklasimlar bulunmaktadir (Rybak vd., 2007; Sheth vd., 2017).

Norotoksisite: Noron sistemi i¢inde sisplatinin birikmesini i¢eren norotoksisite,
sisplatin dozunu smirlayan en ciddi toksisitedir. Sisplatin tedavisinde en ¢ok néron
sisteminin periferik duyu sinirleri etkilenir. Arastirmacilar, dorsal kok ganglion
noronlarinda yiiksek platin-DNA eklentilerinin birikimini tespit etmislerdir. Sisplatin
norotoksisitesi, periferik ndropati, motor fonksiyonlarinda bozukluklar ve ensefalopati
seklinde goriilebilir. Bu toksikolojik etkileri 6nlemek i¢in norotropik faktorler, kiikiirt
tiyoller, antioksidanlar ve fosforik asit antibiyotikleri gibi ¢esitli ajanlar kullanilmaktadir.
Yapilan aragtirmalar, karboplatin tedavisinde norotoksisitenin daha az yaygin oldugunu

gostermektedir (Aldossary, 2019).

2.3.3. Sisplatin Direnci

Cesitli kanser tiirlerinin tedavisinde yaygin olarak kullanilan sisplatinin
kemoterapétik etkinligini kisitlayan en Onemli dezavantaji ila¢ direncidir. Kanser

hiicreleri anti-kanser ilaclarin tedavisine yanit vermediginde ila¢ direnci ortaya
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cikmaktadir. Sisplatin tedavisinin baglangicinda kanser hiicreleri sisplatine yanit verir
fakat zamanla tiimdriin niiks ettigi ve kemoterapiye direngli hale geldigi goriiliir. Bu
durum, basaril1 sisplatin tedavisinin iyilestirici etkilerinin azalmasina neden olur
(Aldossary, 2019; Amable, 2016; Florea ve Biisselberg, 2011). Sisplatin direnci, kanser
tiirlerine gore farklilik gosterebilir. Germ hiicreli kanserler, bas ve boyun kanseri ya da
kiictik hiicreli akciger kanseri (SCLC) gibi kanser tiirleri sisplatine duyarliyken kolorektal
kanser ve kiictik hiicreli dis1 akciger kanseri (KHDAK) gibi kanser tiirleri sisplatine kars1
direnglidir (Fuertes, Alonso ve Pérez, 2003).

Ilag direnci, kazamlmis ve igsel direng olmak iizere iki sekildedir. Kazanilmis
direnc, baslangicta etkili olan ila¢ zamanla etkisiz hale geldiginde ortaya cikarken, i¢sel
direng ilagla tedavinin baslangicindan itibaren ilacin etkisiz oldugu direngtir (Florea ve
Biisselberg, 2011). ilag tedavisine duyarli olan kanser tiirleri genellikle tedavi sirasinda
kazanilmis direng gelistirirler ( Fuertes, Alonso ve Pérez, 2003). Sisplatin direncine yol
acan mekanizmalar genel olarak; ilacin degisen hiicresel birikimini, artan DNA
onarimint, apoptozda rol oynayan proteinlerin ekspresyonlarindaki degisiklikleri ve artan

sitozolik ilag inaktivasyonunu icermektedir (Amable, 2016; Koberle vd., 2010).

Sisplatinin degisen hiicresel birikimi: Hiicre i¢ine ilag aliminin azalmasi ve
hiicreye giren ilacin artan sekilde uzaklastirilmasinin bir sonucu olarak hiicre ici ilag
konsantrasyonunda azalma meydana gelir ( Fuertes, Alonso ve Pérez, 2003). Yapilan
calismalar, azalan doku Pt konsantrasyonlariin sisplatin direnci ile iliskili oldugunu
gostermektedir (Chen ve Chang, 2019). Sisplatin birikiminin kanser hiicrelerinde
azalmasi, kazanilmis direncin 6nemli bir mekanizmasidir (Florea ve Biisselberg, 2011).
Sisplatinin hiicreye aliminda rol oynayan transmembran tagiyicilarin azalan ekspresyonu
ve sisplatinin hiicre disina ¢ikarilmasinda rol oynayan bakir tasiyic1 P-tipi ATPazlarin
(ATP7A ve ATP7B) artan ekspresyonu kanser hiicrelerinde sisplatin birikiminin
azalmasma yol agarak sisplatin direncine katkida bulunur (Amable, 2016; Rabik ve
Dolan, 2007). Ayrica ATP baglayici kaset (ABC) tastyicilarinin protein ailesine ait olan
coklu ilag direnci ile iligkili proteinlerde hiicresel sisplatin direncine aracilik eder. Coklu
ilag direnci ile iligkili proteinler, ATP’ye bagli olarak sisplatini indirgenmis GSH
konjugasyonu yoluyla hiicre disina tasiyarak sisplatine direng saglar. Genellikle azalan
sisplatin birikiminin, ilacin hiicre disina taginmasindan ziyade hiicre i¢ine aliminin

azalmasina bagl oldugu kabul edilir (Amable, 2016; Fuertes, Alonso ve Pérez, 2003).
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Sisplatinin sitozolik inaktivasyonu: Sitoplazmaya giren sisplatinin aktiflesen
hidrolize formlari, GSH ve metallotiyoninler (MT’ler) gibi tiyol igeren
makromolekiillerle etkilesime girer. Bu molekiillerin hiicre i¢i yiiksek konsantrasyonlari
sisplatin direncine neden olabilir (Rabik ve Dolan, 2007). Sitozolik sisplatinin
inaktivasyonunun birincil mekanizmasi, platin-GSH konjugatlarinin olugsmasidir. Hiicre
ici glutatyon, indirgenmis siilthidril gruplar1 formunda tutularak redoks ortamini koruyan
bir antioksidan olarak rol oynar. Glutatyon S-transferaz (GST) enzimleri araciligiyla veya
kendiliginden olusan platin-GSH konjugatlar1, sisplatinin ¢Oziiniirliigiinii artirarak
ATP’ye bagimli glutatyon S-konjugat pompasi tarafindan hiicre disina uzaklastirilir.
Boylelikle inaktive edilen sisplatinin DNA ile reaksiyona girme yetenegi azalir. Bununla
birlikte sisplatine direncli hiicrelerde hiicre i¢i GSH seviyelerinin azalmasi sisplatinin
sitotoksik etkisini artirir (Amable, 2016; Fuertes, Alonso ve Pérez, 2003; Kartalou ve
Essigmann, 2001). Yapilan bir ¢alisma, sisplatine direngli insan mesane kanseri hiicre
hatlarinda, hiicre i¢i GSH konsantrasyonunu azaltan ajanlar1 kullanarak hem sisplatin
duyarliliginin hem de sitotoksisitesinin arttigini1 gostermistir (Byun vd., 2005). Sitozolik
sisplatin inaktivasyonunun diger bir mekanizmasi, MT proteinlerine baglanmasini igerir.
MT proteinleri, agir metallerin (bakir, ¢inko, kadmiyum gibi) homeostazinda ve
detoksifikasyonunda rol oynayan sistein agisindan zengin proteinlerdir. Sisplatine
baglanan MT lerin asir1 ekspresyonu, bazi kanser hiicrelerinde sisplatin direncine katkida
bulunabilir. Prostat, akciger, over ve serviks kanseri hiicre hatlarinda yapilan ¢aligmalar
artan MT ekspresyonunun sisplatin direnci ile iligkili oldugunu bildirmistir (Amable,

2016; Koberle vd., 2010).

Sisplatin kaynakhh DNA hasarmmin artan onarmm: Sisplatin tarafindan
olusturulan DNA hasar1 genel olarak NER mekanizmasi yoluyla onarilir. Hasar1 ortadan
kaldirmak i¢in birbiriyle uyumlu birden ¢ok proteinin rol oynadigi NER mekanizmasi,
DNA’dan hasarli niikleotitlerin kesilip ¢ikarilmasini ve daha sonra genom biitlinliigiiniin
korunmasi i¢in DNA sentezinin yapilmasini igerir. Bu onarim mekanizmasi, sisplatin
kaynakli ii¢ tip sarmal i¢i ¢apraz baglar (1,2-d(ApG), 1,2-d(GpG) ve 1,3-d(GpNpG)
tanir, ancak 1,3-sarmal i¢i ¢apraz baglarin onarilmasinda daha etkilidir. Cift sarmaldaki
hasar ilk olarak kseroderma pigmentosum tamamlayict grup C/insan RAD23 homolog B
(XPC/HR23B) protein kompleksi tarafindan taninir ve ATP bagimli DNA helikaz alt
birimlerini (XPD; kseroderma pigmentosum tamamlayici grup D ve XPB; kseroderma

pigmentosum tamamlayici grup B) iceren transkripsiyon faktorii II H’nin (TFIIH) ise
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alinmasi saglanir. Bu kompleks hasarli niikleotit ile karsilasana kadar DNA ¢ift sarmalini
cozer. Ardindan replikasyon proteini A (RPA), kseroderma pigmentosum tamamlayici
grup A (XPA) ve kseroderma pigmentosum tamamlayict grup G’den (XPG) olusan
endoniikleolitik boliinme oncesi kompleks bir araya getirilir ve XPG ve kseroderma
pigmentosum tamamlayict grup F/eksizyon onarimi capraz tamamlayict grup 1
(XPF/ERCCI1) endoniikleazlar1t DNA’y1 her iki taraftan keserek hasarli niikleotiti
uzaklastirir. Son olarak RPA, replikasyon faktorii C (RFC), proliferatif hiicre niikleer
antijeni (PCNA) ve replikatif DNA polimerazlarini igeren DNA onarim sentezi
kompleksi olusan boslugun doldurulmasi i¢in hareket eder ve DNA ligaz I tarafindan
DNA ligasyonu gerceklestirilerek onarim tamamlanir (Amable, 2016; Gillet ve Schirer,
2006; Menck ve Munford, 2014; Zamble vd., 1996). Calismalar, NER mekanizmasinda
yer alan bircok genin asir1 ekspresyonunu sisplatin direnci ile iliskilendirmektedir.
Ornegin, platin tedavisine direngli over kanseri hastalarinin tiimér dokularinda ERCCI,
XPA ve XPB genlerinin ekspresyon seviyelerinin yiiksek oldugu gosterilmistir
(Dabholkar vd., 1994, 2000). Diger bir NER geni olan XPF’nin over ve kolon kanseri
hiicrelerinde artan ekspresyonu sisplatin direnci ile pozitif korelasyon gostermistir
(Stevens vd., 2008). Bununla birlikte genellikle sisplatine duyarl testis kanserlerinde
XPA, ERCCI1 ve XPF ekspresyonlarin diisiik seviyelerde oldugu bildirilmektedir
(Welsh vd., 2004). Sisplatin direnci ile iliskili olan diger bir onarim mekanizmasi ise
MMR yoludur. Yanlis eslesme onarimi, DNA replikasyonu sirasinda olusan yanlis baz
eslesmesi ya da inversiyonlar ve delesyonlar gibi hatalarin diizeltilmesinden sorumlu
DNA onarim mekanizmasidir. Bu mekanizma da NER yolagina benzer sekilde; yanlis
eslesmenin taninmasi, kesilip ¢ikarilmasi, kesilen DNA dizisinin yeniden sentezini ve
ligasyonunu igerir. Onemli proteinleri arasinda hMLH1 (MutL homolog 1), hMSH2
(MutS homolog 2), h(MSH6 (MutS homolog 6) ve hPMS2 (insan yanlis eslesme onarim
proteini 2) yer alir. Replikatif hatalarin diizeltilmesinin yan1 sira MMR, sisplatin gibi
alkilleyici maddelerin neden oldugu DNA hasarini da tanir ancak bu hasarlar1 onaramaz.
Bu durum, MMR tarafindan taninan sisplatin-DNA eklentisinin ¢ikarilamayip yeni
sentezlenen DNA sarmalindaki bazin degistirilmesinden kaynaklanir. Hasar tamamen
onarilamadigindan MMR mekanizmas siirekli aktive olarak nafile bir dongiiye yol agar
ve sonugta hiicre dongiisiiniin durmasi ve apoptotik sinyalin olugsmasi tetiklenir. Yanlis
eslesme onarim mekanizmasini diizenleyen genlerde meydana gelen kusurlar, apoptotik
yanitin baskilanmasina ve dolayisiyla sisplatin direncinin ortaya ¢ikmasina neden olabilir

(Kunkel ve Erie, 2005; Martin, Lord ve Ashworth, 2010; Sergent vd., 2002). Timor
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hiicrelerinde MMR ’nin fonksiyonel eksikligi sisplatine karst 2-3 kat daha fazla direng
olusturmaktadir (Stojic, Brun ve Jiricny, 2004). Ornegin, hMLH1 fonksiyonu eksik olan
insan kolon kanseri hiicreleri (HCT116) bu proteini ifade eden hiicreler ile
karsilastirildiginda sisplatine kars1 2,1 kat daha direng gostermektedir. Benzer sekilde
insan endometriyum kanser hiicrelerinde (HEC59) hMSH2 eksikligi sisplatine karst 1,8
kat daha fazla diren¢ gelistirmektedir (Fink vd., 1996). Ayrica hMLH1 ekspresyonu
icermeyen sisplatine direngli over kanseri hiicre hattinda (A2780), hMLHI1
ekspresyonunun tekrar kazandirilmasi sisplatine olan duyarliligi arttirmistir (Durant vd.,
1999). Sisplatin tarafindan DNA’da olusturulan sarmal ici ¢apraz baglar varliginda
durdurulan DNA replikasyonu, translezyon sentezi (TLS) ad1 verilen bir DNA hasari
tolerans mekanizmasi tarafindan gerceklestirilir (Rocha vd., 2018; Shachar vd., 2009).
Onarim mekanizmalarinin yetersiz oldugu hiicreler tarafindan kullanilan TLS, hasarli
DNA’nin replikasyonu igin 6zel DNA polimerazlart kullanir; POLH, POLI, POLK,
REV1, REV3 ve REV7. Bu 6zellesmis DNA polimerazlar, hasarli DNA bolgelerinin
baypas edilmesi yoluyla DNA sentezini gergeklestirebilir. Ornegin, cisplatin-GpG
eklentileri POLH ve REV3 tarafindan baypas edilebilmektedir (Shachar vd., 2009). /n
vitro yapilan ¢aligmalar, translezyon sentezinde rol alan bazt DNA polimerazlarin sarmal
ici capraz baglar1 baypas ederek sisplatin direncinin olusmasina katkida bulundugunu
gdstermistir. Insan fibroblast hiicrelerinde REV3 ekspresyonunun azaltilmasi hiicreleri
sisplatine kars1 daha duyarli hale getirmis ve sisplatin-DNA eklentileri olustuktan sonra
artan REV3 ekspresyonunun hayatta kalan hiicrelerde ilaca karsi direncin ortaya
¢ikmasinda rol oynadigr gosterilmistir (Wu vd., 2004). Baska bir ¢calisma, MMR eksikligi
olan insan kolon karsinomu hiicrelerinde REV3 polimerazin hem sisplatin kaynakli
mutajeniteyi hem de sisplatin direncini destekledigini gostermistir (Lin vd., 2006).
Bununla birlikte sisplatin ile indiiklenen sarmallar arasi capraz baglar, homolog
rekombinasyon (HR) sistemi tarafindan onarilan ¢ift sarmal kirilmalarina yol agabilir
(Frankenberg-Schwager vd., 2005). Cift sarmal kirilmalari, ATM ve ATR gibi DNA
hasar1 sinyal faktorlerinin aktivasyonunu tetikleyerek hiicre dongiistiniin durdurulmasini
ve homolog rekombinasyon i¢in gerekli DNA onarim proteinlerinin ise alinmasini saglar
(Smith vd., 2010). Homolog rekombinasyon mekanizmasi, ¢ift sarmal kirilmalarini
diizeltmek i¢in homolog bir kardes kromatide ihtiya¢ duydugundan genellikle hiicre
dongiistiniin S ve G2 fazlarinda yer alan DNA onarim sistemidir (Hartlerode ve Scully,
2009; Venkitaraman, 2002). Ozellikle ailesel meme ve over kanserlerinde siklikla

mutasyona ugrayan timor baskilayici genler meme kanseri duyarlilik geni 1 (BRCA1) ve
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meme kanseri duyarlilik geni 2 (BRCA?2) tarafindan kodlanan proteinler, HR aracili DNA
onariminda rol oynayan Onemli proteinlerdir (O’Donovan ve Livingston, 2010;
Venkitaraman, 2002). Ayrica, NER mekanizmasmin bilesenleri, XPF ve ERCCI1
proteinleri de homolog rekombinasyonda yer almaktadir (Miyagawa, 2008). Homolog
rekombinasyon mekanizmasi eksik olan kanser hiicrelerinin sisplatin tedavisine daha
duyarli oldugu tespit edilmistir. Ornegin, over kanserlerinin sisplatine duyarliligt HR
proteinlerinin azalan ekspresyonu veya BRCA1/2’deki mutasyonlar ile iliskilidir (Sakai
vd., 2008; Swisher vd., 2008; Taniguchi vd., 2003). Ancak baslangigta sisplatin
tedavisine duyarli olan kanser hiicrelerinde mutasyona ugramis BRCA1 ve BRCA2
islevini tekrar kazandiran ikincil mutasyonlar sisplatin direncine aracilik edebilir
(Edwards vd., 2008; Sakai vd., 2008). Daha 6nceki yillarda yapilan bir ¢alisma, sisplatine
direngli meme kanseri hiicre hatlarinda BRCAT1 ekspresyonunun arttigini gostermektedir

(Husain vd., 1998).

Sisplatin direncinde apoptotik degisiklikler: Pro-apoptotik faktorlerin azalan
ekspresyonu veya kaybi ve anti-apoptotik faktorlerin artan ekspresyonu sisplatin
direncinin ortaya ¢ikmasinda etkilidir (Siddik, 2003). p53’iin kanser hiicrelerinde
sisplatine yanit olarak indiiklenen apoptotik yolda 6nemli bir rol oynadig1 bilinmektedir
(Basu ve Krishnamurthy, 2010). Mutasyona ugramis p53 igeren insan kanser hiicre
hatlarinin vahsi tip p53 igeren hiicre hatlarina kiyasla sisplatine daha direngli oldugu tespit
edilmistir (Branch vd., 2000). Glioma hiicre hatlarinda p53’iin inaktivasyonu da sisplatin
direncine yol agmistir (Xu, Mymryk ve Cairncross, 2005). Sisplatin kaynakli apoptotik
yollarda yer alan Bcl-2 ailesi proteinlerinin ekspresyonel degisiklikleri de sisplatin direnci
ile iliskilendirilmektedir. Ornegin, sisplatine direngli over kanseri hiicrelerinde anti-
apoptotik protein Bcl-xL'nin ekspresyonunda artis gézlenmektedir (Gebauer vd., 2000).
Baska bir ¢alisma, meme kanseri hiicrelerinde pro-apoptotik protein Bax’in agir1
ekspresyonunun sisplatine olan duyarlihi@ artirdigin1 gostermektedir (Sakakura vd.,
1997). Ayrica apoptozu inhibe eden Bcl-2 veya Bcl-xL'nin hiicrelere transfeksiyonu
sisplatine diren¢ saglarken, Bcl-xL ekspresyonunun azalmasi hiicreleri sisplatin gibi
apoptotik uyaranlara duyarl hale getirir (Gao ve Dou, 2000; Miyake vd., 1999; Taylor
vd., 1999). Sisplatinin hiicresel tepkisine aracilik ettigi bilinen MAPK ailesi iiyelerinin
(ERK1/2; hiicre dis1 sinyalle diizenlenen kinaz 1/2, SAPK/INK; stresle aktive olan
kinaz/c-Jun N-terminal kinaz ve p38) aktivasyonu da apoptozun diizenlenmesinde yer

almaktadir (Basu ve Krishnamurthy, 2010). Sisplatin direncli over kanseri hiicrelerinde
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yapilan bir ¢aligmada, JNK ve p38 MAPK’nin uyarilmas: Fas ligandinin (FasL)
ekspresyonunu artirarak apoptozu tetikledigi ve hiicreleri sisplatine duyarli hale getirdigi

gozlenmektedir (Mansouri vd., 2003).

2.3.4. Sisplatin ve Kombinasyon Tedavisi

Sisplatinin hiicresel alimi1 ve akisindaki degisiklikler, hiicre i¢i detoksifikasyonun
artmasi, DNA onariminin artmasi ve apoptotik sinyallemedeki kusurlar nedeniyle
sisplatin tedavisinden niiksetmis bircok kanser hastasinda goézlenen ilag direncinin ve
toksisitesinin listesinden gelmek i¢in bir¢ok kanser tiirlinlin tedavisinde sisplatin diger
anti-kanser ilaglarla kombinasyon halinde kullanilabilir (Tablo 2.1.) (Dasari ve Bernard

Tchounwou, 2014; Tsvetkova ve lvanova, 2022).

Tablo 2.1. Bazi kanser tiirlerinde sisplatin ve diger kanser ilaclarinin kombinasyon
tedavisine ornekler

Kombinasyon Kanser tiirii Kaynak
Sisplatin/Paklitaksel Over kanseri (Armstrong vd., 2006)
Sisplatin/Doksorubisin Endometriyal (Randall vd., 2006)
karsinoma
Sisplatin/Gemsitabin Safra kanseri (Valle vd., 2010)
Sisplatin/Nesitumumab/Gemsitabin Skuamé6z  kiigiik (Watanabe vd.,
hiicreli dis1 2019)
akciger kanseri
Sisplatin/Anvirzel Meme,  Kolon, (Apostolou vd.,
Akciger, Prostat, 2013)
Melanom ve

Pankreas kanseri

2.4. Schiff Bazlari

Schiff bazlari, ilk kez 1864°te Alman kimyager Hugo Schiff tarafindan kesfedilen
karbonil bilesikler (aldehit veya keton) ile primer aminler arasindaki kondenzasyon
reaksiyonlarinin iiriinleridir (Schiff, 1864). Iminler veya azometinler olarak da bilinen
Schiff bazlari yapisal olarak, karbonil grubunun (C=0) bir imin (>C=N-) veya azometin
grubuyla (-CH=N-) degistirildigi keton veya aldehit benzeri bilesiklerdir (Abu-Dief ve

Mohamed, 2015). Primer aminin aldehit ile reaksiyonu aldimin veya azometin, keton ile
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reaksiyonu ketimin veya imin olarak adlandirilir (Berber, 2020). Bu bilesiklerin genel

formiilii R1R2C=NR3 seklindedir (Sekil 2.8.).

R
C— N — R=

Rz

R1, Ro=alkil veya aril, Rs£H.
Sekil 2.8. Schiff bazinin genel yapisi.

Fonksiyonel grup olarak karbon-azot ¢ift bagi (C=N) igeren Schiff bazlarin genel
formiiliinde gosterilen Ry, R2 ve Rs yan gruplan alkil, aril, sikloalkil veya heteroaril
olabilir (Qin vd., 2013). Aril igeren Schiff bazlari, alkil icerenlere gore daha kararlidir ve
daha kolay sentezlenir (Cozzi, 2004).

2.4.1. Schiff Bazlarinin Sentezi

Schiff bazlarin sentezi igin farkli yontemler bulunmaktadir. Genellikle kolay
sentezlenen Schiff bazlarinin klasik sentez yontemi, azeotropik damitma kosullarinda
primer amin ile bir karbonil bilesiginin kondenzasyon tepkimesine dayanir (Da Silva vd.,
2011). Farkl tepkime sartlarinda sentezlenebilen Schiff bazlari, yaygin olarak organik
¢oziiciilerin kullanilmasiyla uygun asidik sartlardaki 1s1l islemlerle elde edilir (Cozzi,

2004).

0 H QII-I R .
|l 4 R—HiH, «—» R— C—NHR, «—> C=NR, + H0
e ¢ ~ primer amin | RQ/
Ry R " Schiff baz:
Karbinolamin

aldehit veya keton

Sekil 2.9. Schiff baz1 sentezinin genel gosterimi.

Iki adimda gerceklesen Schiff bazlarin sentezi, ilk olarak primer aminin nitrojen
atomunun elektrofilik karbonil bilesiklerin karbonuna niikleofilik saldiristyla kararsiz
karbinolamin ara bilesigi olusumunu, ikinci adim ise karbinolaminin asit veya baz
kataliziyle dehidrasyonu sonucu Schiff bazi olusumunu igerir. Schiff bazi olusumu iki

yonlii bir reaksiyondur ve reaksiyon hizini karbinolaminin dehidrasyonu belirler (More
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vd., 2019). Karbinolamin bir alkol oldugundan asit kataliziyle dehidrasyona ugrar. Bu
durum reaksiyonun ¢ozeltinin  pH’indan etkilendigini = gOstermektedir.  Asit
konsantrasyonu ¢ok yiiksek olursa amin protonlanir ve niikleofilik tepkimeyi baslatamaz.
Bu nedenle Schiff bazi sentezi reaksiyon hizinin en iyi oldugu hafif asidik pH’ta
gerceklestirilir (Xavier ve Srividhya, 2014). Reaksiyon hizini artirmak i¢in ZnCly, TiCly,
MgSQO4, CuSO4 ve H2SO4 gibi Lewis asitleri katalizor olarak kullanilabilir (Chakraborti,
Bhagat ve Rudrawar, 2004; Dalpozzo vd., 2006; Liu vd., 1999). Schiff bazlar1 hidrolize
karst dayanikli olmadiklar i¢in genellikle susuz ortamda hazirlanmalidir (Xavier ve
Srividhya, 2014). Reaksiyon tersine cevrilebilir oldugundan agiga ¢ikan su molekiilii;
Dean-Stark aparati, molekiiler elekler veya magnezyum siilfat gibi dehidrasyon ajanlari
ya da tetrametil ortosilikat ve trimetil ortoformat gibi ¢oziiciiler kullanilarak
uzaklastirilabilir (Cozzi, 2004; Look vd., 1995; Love ve Ren, 1993; Westheimer ve
Taguchi, 1971).

Aldehitler ile olusan Schiff baz reaksiyonlari ketonlara gore daha kolay
gerceklesmektedir (Xavier ve Srividhya, 2014). Katalizorlerin kullanilmasi ve reaksiyon
karistmindan suyun uzaklastirilmasi reaksiyon verimini %80-95'e kadar yiikseltebilir.
Aminlerle reaksiyona giren alifatik ketonlar aldehitlere gore daha yavas imin
olusturmaktadir ve bu durum reaksiyon siiresinin uzamasina neden olur. Aromatik
ketonlar ise imin olusumunda alifatik ketonlara kiyasla daha az reaktiftir ve sert reaksiyon

kosullar1 gerektirir (Qin vd., 2013).

Son zamanlarda imin sentezinde ¢oziicli igermeyen yontemler de onerilmektedir.
Bu yontemler genellikle daha ucuz, kolay ve cevre kirliligi agisindan daha az sorunlu
oldugu i¢in 6nemli avantajlar saglar (Naeimi, Salimi ve Rabiei, 2006; Van Den Ancker,
Cave ve Raston, 2006). Bunlardan biri mikrodalga 1s1ma yontemidir. Mikrodalga 1s1ma
yontemi, reaksiyon hizini artirarak kisa siirede yiiksek verim elde edilmesini sagladig

icin yaygin olarak kullanilmaktadir (Gopalakrishnan vd., 2007; Grewal vd., 2013).

2.4.2. Schiff Bazlar1 ve Koordinasyon Kimyasi

Schiff bazlari, yapisal 6zelliklerinden dolayr koordinasyon kimyasinda ligand
olarak rol oynar. Ilk kez 1933 yilinda Pfeiffer tarafindan ligand olarak kullanilan Schiff
bazlar1 6nemli bir organik ligand sinifidir (Pfeiffer vd., 1933; Sumrra vd., 2014). Schiff

bazi ligandlar (HL), azometin nitrojeni ile metal iyonlarini iyi koordine edebilir ve
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olduk¢a onemli metal kompleksleri olusturabilirler (Ghanghas vd., 2021). Azometin
nitrojeni lizerinde eslesmemis elektronlar bulundurdugu i¢in Schiff bazlari elektron verici
Ozellige sahiptir ve karakteristik olarak baziktir. Bu ligandlar, koordinasyon bilesiklerinin
olusumu sirasinda metal iyonlarina bir veya daha ¢ok elektron verirler. Geg¢is metalleri
ile kararli kompleksler olusturmak icin Schiff bazlar1 ayrica azometin grubuna yakin
bulunan ve yer degistirebilir hidrojen atomu ig¢eren ikinci bir niikleofilik grup igermelidir.
Bu grup hidroksil (-OH), amin (-NH2) veya tiyol (-SH) gruplar1 olabilir (Subasi, 2023).
Azometin grubunun yaninda baska bir niikleofilik grup bulunmasi Schiff bazi
ligandlarinin koordinasyon yeteneklerini arttirir ve kararli metal komplekslerinin

olugmasini saglar (Tsantis vd., 2020).

Gegis metali koordinasyon kimyasinda selatlayici ligandlar olarak yer alan Schiff
bazlarinin ¢esitli donor (verici) atomlar1 (O; oksijen, N; nitrojen ve S; kiikiirt) metal
komplekslerinin olusumunda 6nemlidir (Ghanghas vd., 2021; Gupta ve Sutar, 2008). Bu
dondr ligandlarin ve metal iyonlarin etkilesimi farkli geometrilerde kompleksler verir ve
literatiirdeki mevcut bilgiler, bu komplekslerin biyolojik olarak aktif bilesikler oldugunu
ortaya koymaktadir. Koordinasyon bilesiklerinin sentezinde ligand olarak kullanilan
Schiff bazlar1 kimyacilar tarafindan giinlimiizde de hazirlanmakta olup, aktif ve iyi
tasarlanan Schiff bazi ligandlar1 “ayricalikli ligandlar” olarak kabul edilmektedir. Bu
ligandlar, cesitli metalleri oksidasyon durumunda stabilize ederek metal komplekslerinin

katalitik doniisiimlerdeki performanslarini kontrol eder (Cozzi, 2004).

Esnek ve farkli yapilara sahip olan Schiff bazlar iki disli, ti¢ disli, dort disli veya
alt1 digli ligandlar olarak gérev yaparlar. Bu durum ortak ¢oziiciilerdeki kolay sentezleri,
gliclii ¢oziintirlikkleri, yapisal gesitlilikleri, manyetik, spektral, redoks ve katalitik
ozelliklerinden kaynaklanabilir (EI-Gammal, Bekheit ve Tahoon, 2015).

En ¢ok calisilan Schiff bazi ligandlarindan biri, Salen tipi ligandlardir. Bu
ligandlar, salisilaldehit bilesiklerinin diamin tiirevleri ile kondenzasyonu sonucu olusur.
Salen tipi ligandlar, merkezi metal katyonunu N, N, O, O dondr atomlar ile koordine
edebilen dort disli ligandlar sinifidir. iki degerlikli gecis metalleri (6rnegin, Cu (II) ve Ni
(IT) vb.) salen tipi ligandlarla dort koordinasyonlu kompleksler olusturur. Bunun yani sira
tic degerlikli gec¢is metalleri (6rnegin, Co (III), Fe (III) vb.) salen tipi ligandlarla alt1
koordineli kompleksler de olusturabilmektedir (Karmakar ve Chattopadhyay, 2019).
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Hidrazon fonksiyonel gruplari iceren Schiff bazi ligandlar1 da, hem metal
iyonlarina kars1 farkli koordinasyon modlar1 sergileme hem de cesitli biyolojik ve
farmakolojik 6zelliklere sahip olmalarindan dolay1 koordinasyon kimyasinda yer alan
onemli ligandlardir (Bulhac vd., 2017). Hidrazonlar, aldehitlerin veya ketonlarin
hidrazitlerle (-NH2-NH: fonksiyonel grup iceren bilesikler) reaksiyonunda, oksijenin
hidrazonun NNH; fonksiyonel grubu ile yer degistirmesiyle olusan Schiff bazlaridir.
Gegis metallerini selatlama Ozellikleri agisindan ¢ok disli ligandlar olarak davranirlar
(Pouralimardan vd., 2007; Szklarzewicz vd., 2020). Bu bilesikler hidrazona bagl
aromatik halkadaki yan gruplar araciligiyla metal merkezine iki disli, ti¢ disli veya dort
disli sekilde koordine olabilirler (Szklarzewicz vd., 2020). Hidrazon ligandlar1 iceren
bakir, kobalt ve nikel Schiff baz1 komplekslerine fizyolojik ve biyolojik aktivitelerinden
dolay1 biiyiik ilgi duyulmaktadir (Cao vd., 2018; Li vd., 2016; Mondal vd., 2016).
Ozellikle acil hidrazonlarin siklik iiriinleri anti-bakteriyel, anti-inflamatuar ve anti-tiimor
gibi genis uygulamalara sahip heterosiklik bilesikler oldugu bilinmektedir (Chang vd.,
2015; Singh vd., 2016). Acil hidrazonlar, metanol veya etanol ¢oziiciilerde asit hidrazidin
cesitli karbonil bilesikleriyle reaksiyonundan sentezlenirler (Singh vd., 2016).

o) R,

il
Ri—C—NH—-N=C
R

<

Kaynak: Andjelkovic, Sumar ve Ivanovié-Burmazovié, 2001.

Sekil 2.10. Acil hidrazonun sematik yapisi.

Sentezlenen hidrazonlarin  yapilarindaki  heterosiklik  halkanin  varligi
farmakolojik 6zelliklerini genisletmede 6nemli bir rol oynar (Xu vd., 2017). Ek olarak,
biyolojik aktivite, kondenzasyon reaksiyonu sirasinda farmakolojik olarak aktif karbonil
bilesiklerinin bir hidrazite baglanmasindan etkilenebilir. Bu sekilde sentezlenen agil
hidrazon tiirevleri, herhangi bir biyoelementin baglanmasi i¢in selatlama maddesi olarak
kullanilir. Uygun bir metal ve fonksiyonel karbonil bilesiginin seg¢ilmesi, baslangic
hidrazit maddesine gore daha yiiksek biyolojik aktivite ile sonuglanabilir (Andjelkovié,
Sumar ve Ivanovi¢-Burmazovié, 2001). Agil hidrazon ligandlarin biyoaktivitesi, ¢oklu
koordinasyon bdlgelerinin varlifina ve organizmalarin metabolizmalar1 i¢in gerekli
esansiyel metal iyonlar1 (demir, ¢inko, bakir gibi) ile kararli selatlar olusturabilmelerine

baglidir (P Singh, DP Singh ve VP Singh, 2014).
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Son zamanlarda ¢alismalar, acil hidrazon analoglarinin merkezi metal atomunun
lipofilikligini artirdigini ve bdylece hidrazon komplekslerinin hiicre zar1 gegirgenligine
yardimci olan ligandlar olarak rol oynadigin1 gostermektedir (Aly ve Fathalla, 2020; Yao
vd., 2019).

2.4.3. Schiff Bazlarinin Metal Kompleksleri

Schiff bazlarinin metal kompleksleri ana grup ve ge¢is metali koordinasyon
kimyasinda onemli stereokimyasal modellerdir (Das vd., 2014). Schiff bazlarinin metal
kompleksleri li¢ yontemle sentezlenir. Bu yontemler; Schiff bazi sentezlendikten sonra
uygun bir ¢oziicii iginde metal iyonuyla etkilesimini (Akhter vd., 2017), aldehit, amin ve
metal bilesiginin tek asamali bir reaksiyonda etkilesime girmesini (Fernandez-G vd.,
2001) ve aldehit veya amin metal kompleksini digeriyle (aldehit veya aminle) reaksiyona
sokarak Schiff bazin1 metal selat formunda hazirlanmasini (Kim vd., 2004) igerir. Metal
komplekslerinin 6zellikleri kullanilan Schiff bazi ligandlarin tipine, koordinasyon
bolgelerine ve metal iyonlarina gore degisiklik gosterir (Tverdova vd., 2012). Metal
tyonunun biiyiikligii, yiikii, iyonlasma potansiyeli ve Schiff bazi ligandlarinin nitrojenine
bagli yan gruplar metal komplekslerinin kararliliginda etkili unsurlardir (Subasi, 2023).
Gegcis metalleri, 0zellikle Cu (IT), Co (II), Ni (II) ve Zn (II), dogadaki kararliliklar1 ve
diisiik toksisiteleri nedeniyle genellikle Schiff bazi ligandi ile metal komplekslerinin

sentezlenmesinde kullanilmaktadir (Pravin ve Raman, 2014).

elektgon cifti

Koordine kovalent bag

. M X O Tek disli ligand
L <D + MC=>L @ M ~

Schiffbaza Metal iyonu Koordine kovalent bag

(ligand)
/o x

“% > iki disli ligand

& X

Kaynak: Ghanghas vd., 2021'den Tiirkgelestirilmistir.
(M: metal iyonu, X: O, N, S).

Sekil 2.11. Schiff baz1 metal kompleksinin sentezi.

Schiff bazlar1 ve metal kompleksleri yapisinda bulunan dondr atomlarin tiiriine ve
sayisina gore smiflandirilirlar. Dondr atomlar (O, N, S); NN, ON- iki disli ligandlar,
NNN, ONO, NNS, ONS- ii¢ disli ligandlar ve ONNO, NNNN, NSNO- dort disli ligandlar
ve NNOQOSS- alt1 disli ligandlar seklinde bulunabilir (Morgan, El-Sonbati ve Eissa, 2017,

Raczuk vd., 2022). Schiff bazi olusumunda kullanilan karbonil bilesigi ve amin tiirii
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dondr atomlarin tipini etkileyebilir (Dalia vd., 2018). Schiff bazlarinin metal
kompleksleri farkli sekillerde bulunabilir: Merkezi metal iyonuna baglh 6zdes ligandlar
iceren kompleksler homoleptik, farkli ligandlar igeren heteroleptik kompleksler olarak
adlandirilir (Dar vd., 2019; Yusof vd., 2020). Schiff bazi metal kompleksi tek bir merkezi
metal iceriyorsa monometalik (mononiikleer), iki veya daha fazla metal iyonu igeriyorsa
polimetalik (poliniikleer) olarak adlandirilir (Abdel-Rahman vd., 2016a; Dey vd., 2014;
Puzari, Borah ve Das, 2022). Yapilarindaki Schiff bazlar1 simetrik veya asimetrik sekilde
bulunabilir. Asimetrik Schiff bazi, farkli koordinasyon modlarini igeren bir, iki veya daha

fazla metal merkezine baglanabilme 6zelligine sahiptir (Pouralimardan vd., 2007).

Schiff bazlar1 ve metal kompleksleri ¢esitli yapisal 6zelliklerinden dolay1 genis
bir uygulama alanina sahiptirler. Bu kompleksler, iyi bir fotokromik ve termokromik
ozelliklere sahip oldugundan modern teknolojide optik bilgisiyarlar, goriintiileme
sistemleri, foto stabilizatorler, gilines filtreleri ve dogrusal olmayan optik davraniglar
nedeniyle elektronik ve fotonik cihazlarda kullanilmaktadir (Yeap vd., 2003). Ayrica
Schiff bazlar1 ve metal kompleksleri endiistriyel sanayide boyalar, pigmentler ve polimer
stabilizatorleri olarak kullanilirlar (Abuamer vd., 2014; Lasri vd., 2018; Sabaa, Mohamed
ve Oraby, 2009). Bunlarin yaninda ¢esitli kimyasal reaksiyonlarda iyi bir katalizor olarak
rol oynadiklart bilinmektedir (Kargar vd., 2021, 2022). Schiff bazlarinin farkli metaller
i¢in korozyon inhibitorii olarak islev gordiigii de bildirilmistir (Abd El-Lateef, Abu-Dief
ve El-Gendy, 2015).

Ozellikle biyokimyasal, klinik ve farmakolojik olarak cesitli dzelliklere sahip olan
Schiff baz1 metal kompleksleri son yillarda tip alaninda biiyiik gelismeler gostermektedir
(Ghanghas vd., 2021). Tibbi inorganik kimya alanindaki gelismeler, metal bazli ilaglarin
hazirlanmasini ve ¢esitli hastaliklarin teshisi veya tedavisi i¢in metal igeren terapdtik
ajanlarin gelistirilmesine olanak saglamaktadir (Akhter vd., 2017). Baz1 ilaglarin, metal
kompleksleri olarak uygulanmasi serbest organik bilesiklerden daha fazla aktiviteye sahip
oldugu bilinmektedir (Golcu vd., 2005). Yapilarindaki azometin grubunun varligi, Schiff
bazi metal komplekslerinin biyolojik aktivitelerinde 6nemli rol oynar. Azometin
grubundaki nitrojenin eslesmemis elektron ciftleri, hiicrelerdeki cesitli biyomolekiillerin
aktif merkezleri ile hidrojen bagi olusturarak normal hiicre siire¢lerine miidahale eder
(Uddin, Ahmed ve Alam, 2020). Schiff bazi iceren metal komplekslerin biyolojik
aktivitesi, Schiff bazi ligandlarindan daha yiiksektir (Karmakar ve Chattopadhyay, 2019;
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Soroceanu ve Bargan, 2022). Bu komplekslerin bilinen en 6nemli biyolojik uygulamalari
sunlardir: antibakteriyel (Gaballa vd., 2007; Mohamed, Omar ve Hindy, 2005), anti-
inflamatuar (Pontiki, Hadjipavlou-Litina ve Chaviara, 2008), antiviral (Karakiigiik-
Iyidogan vd., 2011), antifungal (Neelakantan vd., 2008; Raman, Johnson Raja ve
Sakthivel, 2009), antitiimor (Hajrezaie vd., 2014; Xiao vd., 2022) ve antioksidan (Wang
vd., 2007). Bunlara ek olarak, antimalaryal, antitiiberkiiloz, antikonviilsan, analjezik ve
antipiretik gibi bir¢cok sayida biyolojik uygulama alanina sahiptirler (Uddin, Ahmed ve
Alam, 2020).

2.4.4. Metal Komplekslerinin Antikanser Aktivitesi

Platin bazli antikanser ilaclarinin gelismesi, inorganik metal komplekslerine olan
ilgiyi artirmis ve yeni nesil antikanser ilaglarinin gelistirilmesi i¢in zemin olusturmustur.
Mevcut kemoterapétiklerin ciddi yan etkileri nedeniyle de giiniimiizde antikanser
aktivitelere sahip yeni bilesiklerin arastirilmasi devam etmektedir. Daha once de
bahsedildigi gibi platin bazli kemoterapdtik ilaglarin kanser hiicrelerindeki birincil hedefi
DNA molekiiliidiir (Sun vd., 2021). Bu nedenle ge¢is metal kompleksleri ve DNA
arasindaki etkilesim, kanser tedavisi i¢in yeni terapdtik ajanlarin tasariminda énemlidir
(Abdel-Rahman vd., 2014). Gegis metal kompleksleri genellikle kovalent veya kovalent
olmayan etkilesimlerle DNA’ya baglanabilir. Kovalent baglanma modu, DNA nin azotlu
bazinin veya fosfat grubunun merkezi metal iyonuna baglanmasini igerir (Indumathy vd.,
2008). Sisplatinin DNA’ya kovalent baglanarak replikasyonu baskiladigr 1iyi
bilinmektedir (Barone vd., 2013). Kovalent olmayan baglanma modlar1 ise molekiiliin
DNA nin baz ciftleri arasina girdigi interkalasyonu, DNAnin biiyiik veya kii¢lik oluguna
yerlestigi oluk baglanmayr ve DNA’nin dis ylizeyi boyunca etkilesime girdigi
elektrostatik baglanmay1 igerir (Indumathy vd., 2008). Bu baglanmalar arasinda en
onemlisi interkalasyondur, clinkii her zaman hiicresel bozulmaya yol acar (Dalia vd.,

2018).

Metal komplekslerinin DNA ile etkilesimleri, ligand donériiniin atom tipi,
ligandin koordinasyon geometrisi, hidrofobikligi, spin durumu, redoks potansiyeli ve
kompleksler iizerindeki hidrojen baglama 6zelligi gibi ¢esitli faktorler tarafindan yonetilir
(Indumathy vd., 2008). Niikleik asitlerin baz ve fosfat omurgasi metal iyonunun tipine
gore farkli afinite gdsterir. Daha once yapilan bir calisma DNA’nin fosfat omurgasina

gdre metal afinitesinin Mg*2>Co0*"?>Ni*?>>Mn*?>Zn*2>Cd*2>Cu*? seklinde oldugunu
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bildirmistir (Barone vd., 2013). Literatiirde Co (II), Ni (II), Zn (II) ve Cu (II) Schiff baz1
komplekslerinin DNA ile etkilesimlerini igeren bir¢ok ¢alisma mevcuttur ve giiniimiizde
de aktif olarak calisilmaya devam etmektedir (Gokge, Dilek ve Gup, 2015; Khan vd.,
2011). Ayrica yapilan arastirmalar Schiff bazi gecis metali komplekslerinin niikleaz
aktivitesi gosterdigini belirtmektedir (Raman, Dhaveethu Raja ve Sakthivel, 2007).
Yapay metaloniikleazlar olarak bilinen ge¢is metali kompleksleri niikleik asitlerin

oksidatif veya hidrolitik boliinmesine aracilik edebilirler (Cowan, 2001).

Potansiyel antikanser ajanlar olarak Schiff bazi ligandlar1 ve metal
komplekslerinin antitiimor aktivitelerinin mekanizmasi tam olarak bilinmemekle birlikte
karsinom hiicrelerinde DNA ile etkilesime girerek heliks yapisinin bozulmasini ve
mitokondriyal disfonksiyonu indiikleyerek hiicre 6liimiinii destekledikleri bilinmektedir
(Alfonso-Herrera vd., 2022). Son birkag¢ yilda Schiff bazi metal komplekslerinin
antikanser aktiviteleri 6nemli bir arastirma alani haline gelmistir. Xiao ve ark. (2017),
sentezledikleri iki farkli Schiff bazi ligandina sahip Co (Il) komplekslerinin insan cilt
kanseri hiicrelerinin (A-431, HT-144, SK-MEL-40) biiylimesini engelledigini
gostermistir (Xiao vd., 2022). Zhang ve ark. (2012), sentezledikleri gecis metali
koordinasyon komplekslerinin (Cu*?, Zn*? ve Cd*?) insan meme kanseri hiicrelerinde
(MDA-MB-231) hiicresel proliferasyonu engelleyerek apoptozu indikledigini
gostermistir (Zhang vd., 2012). Hajrezaie ve ark. (2014), Schiff bazi bakir (II)
kompleksinin insan kolon kanseri hiicrelerinde (HT-29) giiclii antiproliferatif etkiler
gosterdigini, G1 fazindaki hiicrelerin apoptoza ugradigini ve ROS fliretiminde artisa yol
actigin1 gostermistir (Hajrezaie vd., 2014). Abdel-Rahman ve ark. (2016), tarafindan
yapilan bir ¢alismada, potansiyel farmasotik aktivitelerini vurguladiklar: Fe (III) ve Cu
(IT) metalleriyle olusturulan koordinasyon bilesiklerinin ¢esitli kanser hiicre hatlarinda
sitotoksik olarak etkili oldugu gosterilmistir (Abdel-Rahman vd., 2016a). Baz1 Schiff bazi
ve metal komplekslerinin 16semi hiicrelerinde ilag¢ direncini tersine c¢evirdigi ve hiicre

biiylimesini yavaglattig bildirilmistir (Majumder vd., 2006).

2.4.5. Kobalt Metalinin Biyolojik Onemi ve Antikanser ila¢ Potansiyeli

Kobalt, periyodik tabloda demir ve nikel arasinda yer alan birinci sira gecis
metalidir. Cesitli oksidasyon formlarinda olusabilir, en ¢ok Co*? ve Co*? oksidasyon
formlar1 bilinmektedir (Kobayashi ve Shimizu, 1999). Cesitli metabolik islevlerde rol

oynayan kobalt diger birinci sira gecis metallerine gore insan viicudunda ve dogada daha
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az bulunmaktadir (Okamoto ve Eltis, 2011). Yasam i¢in gerekli eser metallerden biri olan
kobalt canli organizmalarda inorganik ve organik formlarda bulunabilir. Organik
formdaki kobalt, DNA sentezini dolayli olarak diizenleyen B12 vitaminin (kobalamin)
onemli bir bilesenidir ve hiicresel mitozda koenzim olarak rol oynar. Ayrica sinir
hiicrelerinde miyelin kilift olusturmak i¢in bazi aminoasitlerin ve proteinlerin
olusumunda ve organizmanin diizgliin ¢aligmasi igin gerekli norotransmitterlerin
olusumunda da yer almaktadir (Abdel-Rahman vd., 2014). iyon halindeki inorganik
formu ise insan viicudu i¢in toksiktir ve uzun siire depolanmasi1 durumunda hiicre hasarina
neden olabilmektedir. Toksik 6zelligi, redoks aktivitesiyle ROS olusumuna yol agmasi
ve metalloenzimlerdeki demirin yerine gecerek siibstitiisyonel inert kompleksler
olusturmasindan kaynaklanir (Czarnek, Terpilowska ve Siwicki, 2015; Renfrew vd.,
2018). Bununla birlikte hiicreler toksik agir metallerin aksine fazla kobalt1 uzaklagtirmak
icin mekanizmalar gelistirmistir. Bu nedenle kobalt, insanlar i¢in gerekli olmayan platin

gibi metallerden daha diisiik toksisiteye neden olur (Munteanu ve Suntharalingam, 2015).

Kobaltin, sisplatin gibi metal bazli kemoterapétik ajanlara kiyasla daha az toksik
olmast ve in vivo uyumlulugu arastirmacilari bu metalin koordinasyon bilesiklerini
farmasotik alanda aragtirmaya yonlendirmistir (King vd., 2019; Munteanu ve
Suntharalingam, 2015). Kobalt komplekslerin biyolojik aktivitesi ilk olarak 1952°de
Dwyer ve arkadaglar1 tarafindan bildirilmistir. Arastirmacilar ¢alismalarinda Co (III)
Schiff bazi kompleksinin farelerde bakteriyosidal aktivite gosterdigini ve diisiik
toksisiteye neden oldugunu bulmustur (Dwyer vd., 1952). Yapilan bu ¢aligsma ile kobalt
iceren komplekslerin biyolojik olarak aktif bilesikler olabilecegi gosterilmistir. Bundan
dolayr kobalt kompleksleri, ila¢ dagitimi icin yapr iskeleleri (O’Neill vd., 2017),
potansiyel antikanser ajanlar (Xiao vd., 2017), enzim inhibitorleri (Holbrook vd., 2015)
ve antiviral ilaglar gibi tibbi uygulamalar1 arastirilmistir. Kobalt kompleksleri c¢ok
yonliiliigiine ragmen diger gecis metali komplekslerle karsilastirildiginda inorganik
ilaglar olarak detayli bir sekilde incelenmemistir (Heffern vd., 2013). Simdiye kadar
klinik denemelere ulasan tek kobalt bazli terapétik ajan, ilaca direngli herpes simplex
virtis 1’e kars1 etkili Co (III) Schiff baz1 kompleksi olan Doxovir’dir (Schwartz, Lium ve
Silverstein, 2001). Biyoaktif kobalt kompleksleri, terapotik ozellikler ortaya ¢ikarmak
icin farklh etkiler gosterir. Bunlar; ligand degisimi yoluyla dogrudan biyomolekiiller

tizerinde etki eden kobalt kompleksleri, biyoaktif ligandlarin aktivitesini degistiren kobalt
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kompleksleri ve hiicre i¢i redoks ile aktive olan kobalt kompleksleri seklinde siralanabilir

(Heffern vd., 2013).

Literatiirde kobalt komplekslerinin, farkli terapotik etkileri ile antikanser
potansiyele sahip olduklar1 gosterilmistir. Co (II) ve Co (III) komplekslerinin G/C
acisindan zengin sekansta DNA’nin kiigiik oluguna baglanabildigi ve yapay niikleazlar
gibi davranarak DNA’y1 hidrolitik veya oksidatif yolla pargalayabildigi ve sonugta ROS
olusumunu veya topoizomerazi inhibe ederek apoptozu tetikledikleri bildirilmistir (Beebe
vd., 2020; Massoud vd., 2014). Indumathy ve arkadaslar1 (2008), kobalt komplekslerin
DNA’ya interkalasyon yoluyla baglanabildigini ve DNA’y1 oksidatif yolla
par¢alamasindan dolay1 terapdtik uygulamalarda yer bulabilecegini gostermistir
(Indumathy vd., 2008). Ayrica kobaltin DNA onarimini engelleyerek oksidatif DNA
hasarima yol ac¢tig1 da gosterilmistir (Hengstler, 2003). Kobalt komplekslerinin, DNA ile
olan etkilesimleri ve mevcut kemoterapotik ajanlardan daha az toksisite gostermeleri

kanser tedavisinde reaktif ajan olarak kullanilmas1 umut vaad etmektedir.

Bu tez calismasinda, Mugla Sitki Kogman Universitesi Anorganik Kimya
Arastirma Laboratuvari tarafindan sentezi ve karakterizasyonu tamamlanan yapisinda
katyonik gruplar igeren 2,6-diasetil piridin bis(4-agilhidrazon) Schiff baz1 ligand1 (H2L®)
ve bu ligandin yedi koordineli Co (II) gecis metali kompleksinin antikanser etkileri
arastirilmistir. Metal kompleksinin merkezi Co (II) 1iyonu, bes disli hidrazon ligandinin
N502 (O, N, N, N, O) azometin nitrojen atomu ve hidroksil grubunun oksijen atomu ile
yedi koordinasyonludur ve besgen-bipiramidal koordinasyon geometrisine sahiptir. 2,6-
diasetil piridin bis(4-agilhidrazon) Schiff bazi ligandinin Co (II) gegis metali
kompleksinin DNA’ya interkalasyon yoluyla baglandigi ve giiclii niikleaz aktivitesi
gosterdigi tespit edilmistir (Gokge, Dilek ve Gup, 2015).
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(@) Yapisinda katyonik gruplar iceren 2,6-diasetil piridin bis(4-acilhidrazon) Schiff baz1 ligand: (H,L°) ve
(b) bu ligandin yedi koordineli Co (II) ge¢is metali kompleksinin sematik yapist.

Sekil 2.12. Sentezlenen bilesikler.
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3. YONTEM

3.1. Arastirma Modeli

Bu ¢aligmada, katyonik gruplar igeren 2,6-diasetil piridin bis(4-agilhidrazon)
Schiff bazi ligandi (H2L®) ve bu ligandin yedi koordineli Co (II) gecis metali
kompleksinin antikanser etkilerini aragtirmak amaciyla hiicre kiiltiirii, MTT sitotoksisite

testi, Anneksin V-FITC/Propidyum Iyodiir (PT), MMP tayini ve ROS 6l¢iimii yapildi.

Hiicre kiiltiirii, hiicrelerin laboratuvar ortaminda (in vitro) uygun kosullarda
biiyiitiilmesini saglamak ic¢in kullanilan bir yontemdir (Langdon, 2004). Bu calismada
farkli kanser hiicre hatlar1 (HT-29, Caco-2, MDA-MB-231, A549, HepG2, LNCaP) ve
saglikli hiicre hatti (CCD-18Co) lizerine antikanser etkileri arastirilan kimyasal
bilesiklerin hiicrelere uygulanabilmesi i¢in hiicre Kkiiltiirii ortaminda hiicrelerin

biiyiitiilmesi saglandi.

Schiff baz1 HoL® ligand1, Co (IT) kompleksi ve sisplatinin HT-29, Caco-2, MDA-
MB-231, A549, HepG2, LNCaP ve CCD-18Co hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkilerini
belirlemek i¢in 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromid (MTT) yontemi
kullanildi. Bilesiklerin sitotoksisiteleri, pozitif kontrol olarak kullanilan antikanser ilag
sisplatine kars1 degerlerlendirildi. Mosmann (1983), tarafindan gelistirilen MTT yontemi,
in vitro kosullarda sitotoksisiteyi 6lgmek icin canli hiicrelerin metabolik aktivitesine
dayanan kantitatif kolorimetrik bir yontemdir (Mosmann, 1983). Sar1 renkli tetrazolyum
tuzu olan MTT, canli hiicrelerin mitokondrisinde bulunan siiksinat dehidrogenaz enzimi
tarafindan suda ¢6ziinemeyen mavi-mor renkli formazan kristallerine indirgenir. Bu
enzim, canli hiicrelerde aktif oldugu i¢in formazan kristallerinin olusumu canli hiicre
sayist ile dogrudan iligkilidir (Denizot ve Lang, 1986; Horakovéa vd., 2001). Formazan
kristalleri, dimetil siilfoksit (DMSO) ile ¢oziiniir hale getirilir ve olusan renk siddeti
belirli dalga boyunda spektrofotometrik olarak oSlgiilerek (Wachsmann ve Lamprecht,

2012) canl1 hiicrelerin sayis1 belirlenir.

Kimyasal bilesiklerin, Caco-2 hiicre hattinda hiicre 6liim seklini belirlemek i¢in
Anneksin V-FITC/PI boyama yontemi kullanildi. Bu yontem, hiicrelerin membran

biitiinliigii ve gecirgenligine dayanarak apoptotik hiicrelerin saptanmasinda yaygin olarak
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kullanilan tekniklerden biridir. Apoptozun erken asamasinda, hiicrelerin membran
asimetrisi kaybolur ve normalde i¢ ylizeyde bulunan fosfatidilserin (PS) molekiilii,
hiicrenin dis yiizeyine dogru yerlesir. Yesil floresan etiketli (FITC, floresan
izotiyosiyanat) Anneksin-V, PS’ye baglanarak apoptotik hiicrelerin goriiniir hale
gelmesini saglar. Ancak, Anneksin V-FITC, membran biitiinliigli kaybolan nekrotik
hiicreleri de boyadigindan PI ile birlikte kullanilir. Kirmizi renkli floresan prob PI,
membran biitiinliigli tamamen bozulan hiicrelerin boyanmasini saglar. Yalnizca, nekrotik
hiicrelerin ve apoptozun son asamasindaki hiicrelerin membrani PI gecirgen oldugu igin,
PI boyamasi kullanilarak apoptotik ve nekrotik hiicrelerin birbirinden ayirt edilmesi

saglanir (Crowley vd., 2016; Rieger vd., 2011).

Kimyasal bilesiklerin, Caco-2 hiicre hattinda mitokondriyal membran
potansiyelindeki (MMP) degisikliklere ve reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusumuna
etkisini incelemek i¢gin MMP tayini ve ROS 0l¢iimii yapildi. MMP’deki kantitatif
degisiklikler, mitokondriyal fonksiyona bagli olarak incelenmektedir. Mitokondri,
hiicresel enerjinin oksidatif fosforilasyon araciligiyla tiretilmesinde yer alir (Sakamuru,
Attene-Ramos ve Xia, 2016) ve ayrica ROS iiretiminin gergeklestigi ana bolgedir.
Mitokondride oksidatif stresin artmasi sonucu mitokondriyal membran potansiyeli
bozulur ve hiicresel ROS {iretiminde artis meydana gelir. Apoptozun erken asamasinda
goriilen MMP kaybi, mitokondriden sitokrom c salinmasini tetikleyerek apoptozun
uyarilmasina yol acar. Bu nedenle mitokondrideki morfolojik ve molekiiler degisiklikler
apoptozun 6nemli bir asamasidir (Rehfeldt, Laufer ve Goettert, 2021). Bununla birlikte
artan ROS seviyesi, tiim hiicresel biyomolekiillere (lipitler, proteinler, niikleik asitler vb.)
zarar verir (Marrocco, Altieri ve Peluso, 2017) ve geri doniisii olmayan oksidatif hasara
neden olarak hiicre 6liimiine yol agar. Yiiksek ROS seviyeleri kanser hiicrelerinin ortak
bir biyokimyasal 6zelligidir. Normal hiicrelere kiyasla kanser hiicrelerinde yiiksek
endojen ROS seviyesi terapotik segicilik icin onemlidir. Farmakolojik olarak aktif
bilesikler, kanser hiicrelerinde ROS seviyelerini artirarak hiicre 6liimiinii tetikler (Zhu
vd., 2014). Bu nedenle, HL® ligand1 ve Co (II) kompleksi uygulanan Caco-2 kanser
hiicrelerinde, hiicre 6liimiiniin MMP seviyesi kaybindan ve ROS {iiretimindeki artistan

kaynakl1 olup olmadig1 arastirildi.
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3.2. Arastirma Evren ve Orneklemi/Arastirma Materyali

Tez calismasinda ticari olarak Avrupa Hiicre Kiiltiirleri Koleksiyonundan

(ECACC, UK) satin alinan yedi adet insan hiicre hatt1 kullanilmistir. Kullanilan hiicre

hatlar1 su sekildedir:

. Kolon kanseri hiicre hatlar1 HT-29 (ECACC 91072201) ve Caco-2
(ECACC 86010202)

. Meme kanseri hiicre hattt MDA-MB-231 (ECACC 92020424)

. Prostat kanseri hiicre hatt1 LNCaP (ECACC 89110211)

. Akciger kanseri hiicre hatt1 A549 (ECACC 86012804)

. Saglikli kolon fibrablast hiicre hattt CCD-18Co (ECACC 90070503)

. Karaciger kanseri hiicre hatti HepG2 (ECACC 85011430)

Tez c¢alismasinda antikanser etkileri arastirilan 2,6-diasetilpiridin  bis(4-
acilhidrazon) Schiff bazi ligand1 (H2L®) ve bu ligandin yedi koordineli Co (IT) kompleksi,
Mugla Sitki Kogman Universitesi, Fen Fakiiltesi Kimya Boliimii, Anorganik Kimya
Arastirma Laboratuvar1 tarafindan sentezlenmistir ve karakterizasyonu yapilmistir

(Gokee, Dilek ve Gup, 2015).

3.3. Veri Toplama Araglan

Kimyasal bilesiklerin hiicreler iizerindeki sitotoksik aktivitesini 6lgmek {iizere
kullanilan MTT sitotoksisite testinin analizi i¢in hazirlanan plakalar, Mikroplaka
Okuyucu’da (Molecular Devices, SpectraMax® i3) olusan renk siddetine bagli olarak
540 nm dalga boyunda okutuldu ve absorbans degerleri SoftMax® Pro Yazilimi
kullanilarak elde edildi.

Anneksin V-FITC/PI boyamasi, MMP tayini ve ROS 6l¢iimiiniin verileri BD
FACSCanto™ II flow sitometri (BD Biosciences, San Jose, CA, USA) cihazi kullanilarak
elde edildi. Flow sitometrisi, soliisyondaki tek hiicrelerin siirekli bir akisla lazer 151
kullanilarak floresan 151k sinyallerinin iretilmesi aracilifiyla hiicre miktarinin

Olciilmesine dayanir (McKinnon, 2018).

3.3.1. Arastirmada Kullanilan Cihazlar

- +4 Buzdolab1 (Bosch)
- CO Inkiibatérii (Thermo Scientific)
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Steril Kabin (Thermo Scientific)

Hassas Terazi (Shimadzu, TX423L)

Inverted Mikroskop (Leica DMI3000 B)

Vortex (Dragon)

Santrifiij (Niive, NF 400)

-20 Derin Dondurucu (AEG)

Mikroplaka Okuyucu (Molecular Devices, SpectraMax® 13)

Flow Sitometri (BD FACSCanto™ II, BD Biosciences, San Jose, CA, USA)

3.3.2. Arastirmada Kullanilan Sarf Malzemeler

Sisplatin (Cipintu 10 mg/10 mL)

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) (Sigma D6429)
Roswell Park Memorial Institute Medium (RPMI-1640) (Sigma R8758)
Penisilin/Streptomisin (100 U/mL penisilin, 100 pg/mL streptomisin) (Sigma
P4333)

L-Glutamin (Euroclone ECB3004D)

Fetal Bovin Serum (FBS) (Sigma F7524)

%0.25 Tripsin-EDTA Soliisyonu (Sigma T4049)

Fosfat Tamponlu Salin (PBS) (EuroClone ECB4004L)

Dimetil Siilfoksit (DMSO) (MERCK K38436331)

Tripan Mavisi Soliisyonu (Sigma T8154)

Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide (MTT tuzu) (Sigma M5655)
FITC Anneksin V Apoptoz Belirleme Kiti (BD Pharmingen™, 556547)
ROS Assay Kit (ABP Biosciences, USA, A057)

Mitokondriyal Membran Potansiyeli Kiti (BD Pharmingen™ MitoStatus TMRE,
564696)

6 Kuyucuklu Plaka (Thermo Scientific 130184)

96 Kuyucuklu Plaka (Thermo Scientific AB1400W)

25 cm?’lik Flask (Thermo Scientific 130189)

75 cm?’lik Flask (Biologix 07-8075)

1-10 ul’lik pipet uglart (Biologix 20-0010)

20-200 pl’lik pipet uglari (Biofil®)

100-1000 pl’lik pipet uglar (Biologix 20-1000)

Pastor Pipetler (Tarsons 940091)
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- Serolojik Pipetler (Sorfa Life Science 314100)

- Sarjli Pipet Pompas1 (Thermo S1)

- Santrifiij Tiipleri (BIOFIL®)

- Cok Kanalli Otomatik Pipet (Thermo Transferpette ® S-8)

3.4. Veri Toplama Siireci

Bu ¢alismada tiim veriler in vitro laboratuvar ortamindan elde edildi.

3.5. Deneysel Kurgu

MTT Sitotoksisite Testi

Anneksin V-
FITC/Propidvum Ivodiir

| T~

Tleri analizler icin hicre Mitokondriyal Flow Sitomelri cihazinda analiz
hattimn secilmesi Membran Potansiveli ™" B

Tayini

Reaktif Oksijen
Tiirlerinin Olgiinyii

540 mm dalaga bovunda
Mikroplaka Okwyuon da
aleiim

s

Sekil. 3.1. Calismanin akis diyagrami.
3.5.1. Hiicre Kiiltiirii

HT-29, Caco-2, A549, HepG2 ve CCD18Co hiicreleri %10 (v/v) 1s1 ile inaktive
edilmis Fetal Bovin Serum (FBS), %1 Penisilin (100 U/mL)/Streptomisin (100
png/ml), %1 L-glutamin (292.3 mg/ml) ile zenginlestirilmis yiiksek glukoz iceren DMEM
besiyeri i¢inde, MDA-MB-231 ve LNCaP hiicreleri %10 (v/v) 1s1 ile inaktive edilmis
FBS, %1 Penisilin (100 U/mL)/Streptomisin (100 pg/mL), %1 L-glutamin (292.3
mg/mL) ile zenginlestirilmis RPMI-1640 besiyeri iginde steril 25 cm?lik kiiltiir
flasklarinda 37°C’de, %5 CO2 ve %95 nem igeren inkiibatorde kiiltiire edilerek ¢cogaltildi.
Kiiltiir flask1 her giin inverted mikroskop altinda kontrol edildi ve ¢ogalan hiicreler 25

cm?lik kiiltiir flaskin yiizeyini tamamen kapladiklarinda (konfluent) pasajlama islemi
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yapildi. Pasajlama i¢in ilk olarak, flask igerisindeki hiicrelerin iizerindeki besiyeri pipet
yardimiyla uzaklastirildi ve hiicreleri serumdan arindirmak i¢in flaska 2 mL 1X PBS
eklenerek hiicrelerin hafifge yikanmasi saglandi. Yikama islemi tamamlandiktan sonra
PBS pipet yardimiyla uzaklastirildi. Flask yiizeyine yapisan (adherent) hiicreleri
yiizeyden ayirmak igin tripsinizasyon islemi uygulandi. Bu islem i¢in hiicrelere 0,5 mL
1X (%0.25’lik) Tripsin-EDTA soliisyonu ilave edilerek 37°C’de, %5 COz2’li inkiibatorde
yaklasik 3 dk inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi, mikroskop altinda kiiltiir flaskinin
yiizeyinden ayrildig1 kontrol edilen hiicrelere 5 mL taze besiyeri ortami eklenerek tripsin
etkisiz hale getirildi. Flask igerisindeki hiicre siispansiyonu 15 mL’lik steril falkon tiipe
aktarildi ve 1500 rpm’de 3 dk santrifiij edildi. Santrifiijden sonra silipernatant kisim
uzaklastirildi ve hiicre pelleti 1 mL uygun taze besiyeri ile homojen olacak sekilde
¢ozdiiriildiikten sonra {izerlerine 9 mL besiyeri eklendi. 10 mL’lik hiicre siispansiyonlar1
75 cm?’lik kiiltiir flasklarina aktarildi ve 37°C’de, %5 CO2’li inkiibatorde inkiibasyona

birakildi. Bu sekilde hiicrelerin istenilen sayiya ulasincaya kadar ¢cogalmalari saglandi.

Hiicre sayim

Hiicre sayimi igin %0.25’lik tripsin-EDTA soliisyonu ile yiizeyden ayrilan
hiicrelerin santrifiijii yapildiktan sonra hiicre pelleti iizerine uygun hacimde besiyeri
eklenmesi sonucu olusan hiicre siispansiyonundan 18 pL alinarak 1.5 mL’lik ependorf
tiipe aktarildi ve lizerine esit miktarda %0.5 tripan mavisi eklenerek homojen bir sekilde
karigmasi i¢in hafif¢e pipetleme islemi yapildi. Bu karisimdan 12 pL alinarak Thoma
lamina konuldu ve mikroskop altinda hiicre sayimi yapildi. Sayilan hiicre sayisi, Formdiil
3.1’de gosterildigi gibi, sulandirma katsayisi ile carpilarak 1 mL’deki hiicre sayisi
bulundu.

(Formiil 3.1.) Hiicre/mL= Hiicre SayisixSeyreltme faktoriix10*

Kullamilan kimyasal bilesiklerin hazirlanmasi

Schiff baz1 H,L® ligand1 ve Co (IT) kompleksinden olusan ana stok ¢ozeltileri (10
mM) dimetilformamid (son konsantrasyonu %0.5’1 ge¢cmeyecek sekilde) icinde
hazirland1 (Gokge vd., 2015) ve stok c¢ozeltiler -20°C’de saklandi. Pozitif kontrol olarak
kullanilan antikanser bilesik sisplatin 100 mg/100 mL stok konsantrasyonu olacak sekilde
alikotlar halinde -20°C’de saklandi. Bilesiklerin, hiicrelere sitotoksik etkisini ve ileri
analizlerde kullanilacak dozlarimi belirlemek i¢in uygun besiyerleri ile seyreltme islemi

yapildi.
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3.5.2. 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromid (MTT) Sitotoksisite
Testi

Tiim hiicreler thoma laminda sayildiktan sonra MTT testi icin, 96 kuyucuklu
plakalara 100 uL besiyeri icinde 5x102 hiicre/kuyucuk 3 tekrarli olacak sekilde ekildi ve
24 saat 37 °C’de %5 CO’li inkiibatorde inkiibasyona birakildi. Siire sonunda hiicrelere
200, 100, 50, 25, 12.5, 6.25 ve 3.125 uM konsantrasyonlarda HoL® ligand1 ve Co (II)
kompleksi kuyucuklardaki son hacim 200 pL olacak sekilde uygulandi. Pozitif kontrol
olarak kullanilan sisplatin ise 100-1.5 uM konsantrasyonlar arasinda yedi seri diliisyon
seklinde plakalara ekilen hiicrelere uygulandi. Negatif kontrol grubu i¢in 96 kuyucuklu
plakalarin son kuyucuklarindaki hiicrelere 100 pL uygun besiyeri eklendi. Hiicrelere
H,L° ligand1, Co (II) kompleksi ve sisplatin uygulamasini takiben plakalar 24, 48, 72 saat
siireyle 37 °C’de %5 CO2’li inkiibatdrde inkiibasyona birakilds.

Stok MTT c¢ozeltisi (5 mg/mL), steril fosfat tamponu (PBS) igerisinde hazirlandi.
Inkiibasyon siireleri sonrasinda plakalardaki her bir kuyucuga 20 uL MTT ¢ozeltisi ilave
edildi ve hiicreler etiivde 3 saat inkiibe edildi. Siire sonunda kuyucuklardaki tiim
besiyerleri bosaltildiktan sonra formazan kristallerini ¢oziindiirmek amaciyla her bir
kuyucuga 100 puL DMSO eklendi ve oda sicakliginda karanlik bir ortamda 20 dk
bekletildi. Hiicrelerde olusan renk siddeti Mikroplaka Okuyucu’da (SpectraMax 13) 540
nm dalga boyunda o6l¢iildii. Ol¢iim sonrasi okunan absorbans degerleri kullanilarak
hiicrelerin negatif kontrol grubu %100 canli kabul edildi ve etken madde uygulanan
hiicrelerden elde edilen absorbans degerlerine oranlanarak %50 oldiiren
konsantrasyonlar1 (ICsp) hesaplandi. Sonuglar, ortalamatstandart sapma olarak

verilmistir.
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P Hiicrelere farkh konsantrasyonlarda
96 kuyucuklu plaklara hiicre 24 saat inkiibasyon kimyasal bilegiklerin uygulanmas:

ekimi (5000 hiicre/kuyu

24,48, 72 saat
inkiibasyon

- )
e
W=k
- ‘ 20 pL/kuyu MTT ¢ozeltisinin eklenmesi
Inverted mikroskop altinda ’
Thoma lam ile hilcre sayimi

Formazan kristallerinin
DMSO ile ¢ozdiiriilmesi

Mikroplaka okuyucuda dlgiim

Sekil. 3.2. MTT sitotoksisite testinin akis semasi.

3.5.3. Anneksin V-FITC/Propidyum Iyodiir (PI) Boyama Yontemi ile Apoptoz
Analizi

Schiff bazt HzL® ligand1 ve Co (II) kompleksinin Caco-2 hiicreleri iizerindeki
sitotoksisitesinden apoptozun sorumlu olup olmadigini aragtirmak i¢in apoptoz geciren
hiicre popiilasyonunu saptamak ic¢in, FITC Anneksin V BD Pharmingen™ (BD
Biosciences, San Jose, CA, USA) apoptoz belirleme kiti kullanildi. Ilk olarak, Caco-2
hiicreleri 6 kuyucuklu plakalara 1.5 mL DMEM besiyerinde 25x10* hiicre/kuyucuk 3
tekrarl1 olacak sekilde ekildi ve 24 saat boyunca 37 °C’de %5 CO2’li inkiibatorde
inkiibasyona birakildi. Siire sonunda hiicrelere, MTT sitotoksisite testi sonucu hesaplanan
ICso dozlarinda (0, 25, 50, 100 uM) H»L® ligand1 ve Co (II) kompleksi son hacim 3 mL
olacak sekilde uygulandi ve CO2’li inkiibatorde 48 saat inkiibasyona birakildi (negatif
kontrol grubuna sadece besiyeri eklenmistir). Inkiibasyon sonrasi, kuyucuklardaki
hiicreler tripsinizasyon ile plakanin ylizeyinden kaldirilarak ayr falkon tiiplere toplandi
ve 2000 rpm’de 3 dk santrifiij yapildi. Siipernatant kisim atildi1 ve hiicreler 2 defa soguk
1X PBS (I mL) ile 2000 rpm’de 3 dk santrifiij edilerek yikandi. Yikama islemi
tamamlandiktan sonra PBS uzaklastirildi ve hiicre pelletleri tizerine 100 pL 1X Annexin
V baglama tamponu eklenerek hiicreler yeniden siispanse edildi. Bunun {izerine her bir
tipe 5 uL Anneksin V-FITC eklendi ve tiipler oda sicakliginda (25°C) 15 dk karanlikta
bekletildi. Iinkiibasyondan sonra tiiplere 400 uL 1X baglama tamponu eklendi ve hiicreler

flow sitometrisinde incelenmeden hemen 6nce 5 pL PI ile boyandi. Ardindan apoptotik,
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nekrotik ve canli hiicre oranlar1 BD FACSCanto™ II flow sitometri cihazinda (BD

Biosciences, San Jose, CA, USA) analiz edildi.

3.5.4. Mitokondriyal Membran Potansiyeli (AWYm) Tayini

Hiicre apoptozunun erken asamasinda MMP’deki kantitatif degisiklikler, BD
Pharmingen™ MitoStatus TMRE (Tetra-metilrodamin etil ester) mitokondriyal membran
potansiyeli kiti (BD Biosciences, San Jose, CA, USA) kullanilarak belirlendi. HL°
ligand1 ve Co (II) kompleksinin Caco-2 hiicre hatt1 izerine MMP analizi i¢in hiicreler ilk
olarak 6 kuyucuklu plakalara 1.5 mL DMEM besiyerinde 25x10* hiicre/kuyucuk 3
tekrarli olacak sekilde ekildi ve 24 saat boyunca 37 °C’de %5 CO2’li inkiibatdrde
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyondan sonra hiicreler MTT sitotoksisite testi ile
belirlenen ICso dozlarda (0, 25, 50, 100 uM) HL® ligand1 ve Co (II) kompleksi ile
muamele edildi ve 37 °C’de %5 CO2’li inkiibatorde 48 saat inkiibasyona birakild: (negatif
kontrol grubuna sadece besiyeri eklenmistir). Siire sonunda hiicreler tripsinizasyon ile
ayr1 ayri falkon tiiplere toplandi ve 2000 rpm’de 3 dk santrifiij edildi. Santrifiijden sonra
hiicre pelleti lizerinde 1 mL besiyeri kalacak sekilde siipernatantin bir kismi atildi ve
tizerine 1 pL floresan boya TMRE (400 nM) eklenerek 30 dk siireyle 37°C, %5 CO2’li
inkiibatorde inkiibe edildi. Ardindan 2000 rpm’de 3 dk tekrar santrifiij yapildi ve daha
sonra hiicreler 2 defa 1X PBS (1 mL) ile 2000 rpm’de 3 dk santrifiij edilerek yikandi. En
son santrifiij tamamlandiktan sonra hiicre pelletleri tizerine 1’er mL PBS eklenerek
hiicreler yeniden siispanse edildi. TMRE, kirmiz1 renkli floresan bir boyadir. Hiicreler
TMRE ile boyandiktan sonra MMP’deki degisiklikler TMRE’nin floresan 1sima
yogunluguna gére BD FACSCanto™ II flow sitometri cihazinda (BD Biosciences, San
Jose, CA, USA) analiz edildi.

3.5.6. Reaktif Oksijen Tiirlerinin (ROS) Ol¢iimii

Schiff bazi H>L® ligandinin ve Co (II) kompleksinin Caco-2 hiicrelerinde hiicre ici
ROS olusumuna etkisini degerlendirmek ve tespit etmek icin ROS test kiti (ABP
Biosciences, USA) kullanildi. ROS test kiti, hiicre i¢ci ROS’u tespit etmek igin 2°,7’-
diklorofloresein diasetat (H2DCFDA) probunu igerir. Bu prob, floresan 6zellikte degildir
ve hiicre i¢ine girdikten sonra asetat gruplari hiicresel esterazlar tarafindan Ho.DCF
olusturmak tizere wuzaklastirillir. Reaktif oksijen tiirleri tarafindan H2DCF’nin
oksidasyonu, floresan 6zellikteki 2°,7’-dikloro-floresein (DCF) verir. ROS 6l¢iimii igin

Caco-2 hiicreleri 6 kuyucuklu plakalara 1.5 mL besiyerinde 25x10* hiicre/kuyucuk 3
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tekrarli olacak sekilde ekildi ve 24 saat 37 °C’de %5 CO2’li inkiibatérde inkiibe edildi.
Daha sonra hiicreler ROS {iretimini indiiklemek i¢in 48 saat boyunca ICso dozlarda (0, 25,
50, 100 pM) HzL® ligand1 ve Co (IT) kompleksi ile muamele edildi. Siire sonunda hiicreler
tripsinizasyon ile ayr1 ayr1 falkon tiiplere toplandi ve 2000 rpm’de 3 dk santrifiij edildi.
Stipernatant uzaklastirildi ve tiiplere 1X H2DCFDA boyama soliisyonundan (10 uM) 100
nL eklenerek hiicreler yeniden siispanse hale getirildi. Yavas bir sekilde pipetleme islemi
yapildiktan sonra hiicreler 37 °C’de 30 dk inkiibe edildi. Siire sonunda 2000 rpm’de 3 dk
santrifiij yapildi ve daha sonra hiicreler 6nceden 1sitilmig tamponla (HBSS) ii¢ kez
yikandi. Yikama islemi tamamlandiktan sonra hiicrelere 6nceden 1sitilmisg 1 mL besiyeri
eklendi ve hiicresel esterazlarin asetat gruplarini hidrolize etmesi ve boyay1 oksidasyona
duyarl1 hale getirmesi igin 37 °C’de 20 dk kadar inkiibasyona birakildi. Canl1 hiicrelerdeki
toplam ROS seviyeleri, 488 nm’de BD FACSCanto™ II flow sitometri cihazinda (BD

Biosciences, San Jose, CA, USA) analiz edildi.

3.6. istatistiksel Analiz

Hiicreleri 6ldiiren %50 konsantrasyon degerlerinden (ICso) elde edilen veriler
ortalamatstandart sapma olarak gosterilmistir. Gruplar arasindaki farklilik tek yonli
ANOVA ile analiz edildi. Coklu karsilastirmalar, Tukey HSD testi ile yapildi. Istatistiksel
olarak onemli farkliliklar p<0.05 ile dogrulanmistir. Tiim analizler IBM SPSS Statistics
21.0 paket programu ile gergeklestirilmistir.

3.7. Etik Onay

Bu tez ¢alismasinda etik onay gerekmemektedir.

3.8. Arastirmanin Simirhiliklar:

Calismamizi sinirlandirict bir etki bulunmamaktadir
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4. BULGULAR

4.1 MTT Testi Bulgular

Mugla Sitki Kogman Universitesi, Fen Fakiiltesi Kimya Boliimii, Anorganik
Kimya Arastirma Laboratuvari tarafindan sentezlenen ve karakterizasyonu yapilan, 2,6-
diasetilpiridin bis(4-acilhidrazon) Schiff bazi ligandi (HzL®) ve bu ligandin yedi
koordineli kobalt (II) iceren gecis metali kompleksinin 3.125-200 pM arasinda degisen
konsantrasyonlari ile 24, 48 ve 72 saat muamele edilen HT-29 ve Caco-2 insan kolon
kanseri hiicreleri, MDA-MB-231 insan meme kanseri hiicresi, LNCaP insan prostat
kanseri hiicresi, A549 insan akciger kanseri hiicresi, HepG2 insan karaciger kanseri
hiicresi ve CCD18-Co insan saglikli kolon fibroblast hiicreleri iizerindeki sitotoksik
etkileri MTT testi ile belirlendi ve elde edilen sonuglar ayn1 kosullar altinda pozitif
kontrol olarak kullanilan antikanser ilag sisplatin (1.5-100 pM) ile karsilastirildi. Tim
hiicre hatlarinda test edilen bilesiklerin, sitotoksik dozlarin1 belirlemek i¢cin MTT testi ile
elde edilen verilerden ICso (hiicre proliferasyonunda %350 azalmaya neden olan

inhibisyon konsantrasyonlar1) degerleri hesaplandi (Tablo 4.1).

4.1.1. CCD-18Co Hiicre Hatti Uzerindeki MTT Testi Bulgular

CCD-18Co hiicrelerine 24, 48 ve 72 saat boyunca uygulanan HzL°® ligandinin, Co
(I1) kompleksinin ve sisplatinin sitotoksik ICsp dozlar1 Tablo 4.1 ve Sekil 4.1°de
gosterilmistir. HoL® ligandimin CCD-18Co hiicre hattindaki ICso degerleri sirasiyla
175.08+0.21; 137.74+0.56; 114.74+0.53 uM olarak hesaplandi. Co (II) kompleksinin
CCD-18Co hiicre hattindaki ICso degerleri sirasiyla 164.42+0.79; 133.7+0.58;
93.034+0.85 uM olarak hesaplandi. Son olarak sisplatinin CCD-18Co hiicre hattindaki
ICso degerleri sirasiyla 18.69+0.16; 15.19+0.07; 10.02+0.07 uM olarak hesaplandi.
Bilesiklerin CCD-18Co hiicre hattinda ICso degerlerinin zamana ve doza bagl olarak

azaldig1 gozlendi.
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Sekil 4.1. CCD-18Co hiicre hattinda H2L°, Co (I1) kompleksi ve sisplatinin zamana
bagh I1Cso degerleri (uM).

4.1.2. Caco-2 Hiicre Hatt1 Uzerindeki MTT Testi Bulgular

Caco-2 hiicrelerine 24, 48 ve 72 saat boyunca uygulanan HoL® ligandinin, Co (II)
kompleksinin ve sisplatinin sitotoksik 1Cso dozlar1 Tablo 4.1 ve Sekil 4.2°de
gosterilmistir. HpL® ligandimin Caco-2 hiicre hattindaki ICso degerleri sirasiyla
145.31+0.33; 90.45+0.73; 89.24+0.12 uM olarak; Co (II) kompleksinin, Caco-2 hiicre
hattindaki 1Cso degerleri sirasiyla 147.03+0.85; 62.74+0.54; 36.25+0.69 uM olarak
hesaplandi. Sisplatinin, Caco-2 hiicre hattindaki ICso degerleri sirasiyla 48.92+0.34;
32.69+0.87; 12.5+0.89 uM olarak hesaplandi. Tiim bilesiklerin Caco-2 hiicre hattinda

ICso degerlerinin zamana ve doza bagli olarak azaldig1 gozlendi.
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Sekil 4.2. Caco-2 hiicre hattinda H2L°, Co (11) kompleksi ve sisplatinin zamana
bagh ICso degerleri (nM).

4.1.3. HT-29 Hiicre Hatti Uzerindeki MTT Testi Bulgular

HT-29 hiicrelerine 24, 48 ve 72 saat boyunca uygulanan HzL® ligandimin, Co (II)
kompleksinin ve sisplatinin sitotoksik I1Cso dozlar1 Tablo 4.1 ve Sekil 4.3 te gosterilmistir.
Ho:L® ligandmin, HT-29 hiicre hattindaki ICso degerleri sirasiyla 167.62+0.76;
87.89+0.31; 71.83+0.85 uM olarak hesaplandi. Co (II) kompleksinin, HT-29 hiicre
hattindaki ICso degerleri sirasiyla 129.26+0.27; 77.14+0.69; 45.88+0.63 uM olarak
hesaplandi. Sisplatinin, HT-29 hiicre hattindaki ICso degerleri sirasiyla 7.02+0.22;
3.68+0.03; 3.64+0.03 uM olarak hesaplandi. Tiim bilesiklerin HT-29 hiicre hattinda ICsg

degerlerinin zamana ve doza bagli olarak azaldig1 gézlendi.
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Sekil 4.3. HT-29 hiicre hattinda H2L°, Co (I1) kompleksi ve sisplatinin zamana
bagh I1Cso degerleri (uM).

4.1.4. MDA-MB-231 Hiicre Hatt1 Uzerindeki MTT Testi Bulgular

MDA-MB-231 hiicrelerine 24, 48 ve 72 saat boyunca uygulanan H,L° ligandinin,
Co (1) kompleksinin ve sisplatinin sitotoksik 1Cso dozlar1 Tablo 4.1 ve Sekil 4.4°te
gosterilmistir. HoL® ligandinin, MDA-MB-231 hiicre hattindaki ICso degerleri sirasiyla
153.7+0.46; 78.67+0.64; 70.28+0.4 uM olarak hesaplandi. Co (II) kompleksinin, MDA -
MB-231 hiicre hattindaki ICso degerleri sirasiyla >200; 172.22+0.44; 133.52+0.65 uM
olarak hesaplandi. Sisplatinin, MDA-MB-231 hiicre hattindaki ICso degerleri sirasiyla
8.43+0.01; 2.1940.02; 1.78+0.01 uM olarak hesaplandi. Tiim bilesiklerin MDA-MB-231

hiicre hattinda ICso degerlerinin zamana ve doza bagl olarak azaldig: gézlendi.
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Sekil 4.4. MDA-MB-231 hiicre hattinda H2L°, Co (I1) kompleksi ve sisplatinin
zamana bagh ICso degerleri (uM).

4.1.5. LNCaP Hiicre Hatt1 Uzerindeki MTT Testi Bulgular

LNCaP hiicrelerine 24, 48 ve 72 saat boyunca uygulanan H,L° ligandinin, Co (II)
kompleksinin ve sisplatinin sitotoksik ICso dozlar1 Tablo 4.1 ve Sekil 4.5°te gosterilmistir.
HL® ligandinin ve Co (II) kompleksinin, LNCaP hiicre hattindaki ICso degerlerinin
uygulanan doz araligindan (>200 uM) daha yiiksek oldugu tespit edildi. Sisplatinin,
LNCaP hiicre hattindaki ICso degerleri sirasiyla 26.05+0.58; 25.95+0.48; 10.33+0.28 uM
olarak hesaplandi. H,L® ligandinin ve Co (IT) kompleksinin LNCaP hiicre hatt1 {izerine
sitotoksik etkilerinin 3.125-200 uM doz araligindan daha yiiksek oldugu belirlendi.
Sisplatinin, LNCaP hiicre hattindaki ICso degerleri zamana ve doza bagli olarak azaldig:

tespit edildi.
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Sekil 4.5. LNCaP hiicre hattinda Hz2L°, Co (11) kompleksi ve sisplatinin zamana
bagh ICso degerleri (nM).

4.1.6. A549 Hiicre Hatt1 Uzerindeki MTT Testi Bulgular

A549 hiicrelerine 24, 48 ve 72 saat boyunca uygulanan H,L® ligandinin, Co (II)
kompleksinin ve sisplatinin sitotoksik 1Cso dozlar1 Tablo 4.1 ve Sekil 4.6‘da
gosterilmistir. HoL® ligandinin, A549 hiicre hattindaki ICso degerleri sirasiyla >200;
133.1+£0.75; 17.89+£0.14 uM olarak hesaplandi. Co (II) kompleksinin, A549 hiicre
hattindaki ICso degerleri sirastyla >200; 114.7+0.58; 64.11+0.36 uM olarak hesaplandi.
Sisplatinin, A549 hiicre hattindaki ICso degerleri sirasiyla 18.44+0.14; 3.65+0.03;
1.36+0.01 uM olarak hesaplandi. Tiim bilesiklerin AS549 hiicre hattindaki ICso

degerlerinin zamana ve doza bagli olarak azaldig1 gozlendi.
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Sekil 4.6. A549 hiicre hattinda H2L°, Co (II) kompleksi ve sisplatinin zamana bagh
1Cs0 degerleri (uM).

4.1.7. HepG2 Hiicre Hatt1 Uzerindeki MTT Testi Bulgular

HepG2 hiicrelerine 24, 48 ve 72 saat boyunca uygulanan H,L® ligandinin, Co (II)
kompleksinin ve sisplatinin sitotoksik 1Cso dozlar1 Tablo 4.1 ve Sekil 4.7°de
gosterilmistir. HoL® ligandinin, HepG2 hiicre hattindaki ICso degerleri sirasiyla
115.55+0.87; 89.96+0.02; 71.73+0.73 uM olarak hesaplandi. Co (II) kompleksinin
HepG2 hiicre hattindaki ICsp degerleri sirasiyla 164.06+0.79; 100.13+0.57; 62.97+0.8
uM olarak hesaplandi. Sisplatinin, HepG2 hiicre hattindaki ICso degerleri sirasiyla
14.30+0.13; 5.07+0.03; 1.35+0.02 uM olarak hesaplandi. Tiim bilesiklerin HepG2 hiicre

hattindaki ICso degerlerinin zamana bagli olarak azaldig1 gozlendi.
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Sekil 4.7. HepG2 hiicre hattinda H2L°, Co (I1) kompleksi ve sisplatinin zamana

bagh ICso degerleri (nM)
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Tablo 4.1. H2L° ligandinin, Co (II) kompleksinin ve sisplatinin tiim hiicre hatlarinda

24, 48 ve 72 saat icin MTT testi sonuclarindan elde edilen I1Cso dozlari.

HoL®

Co(ll)
Kompleksi

Sisplatin

CCD-18Co

175.08+0.2
1

137.74+0.5
6

114.74+0.5
3

164.42+0.7

9

133.7+£0.58

93.03+0.85

18.69+0.16

15.19+0.07

10.02+0.07

Hiicre Hatlar1 (ICso (uM))

Caco-2

14531+
0.33

90.45+0.
73

89.24+0.
12

147.03+
0.85

62.74+0.
54

36.25+0.
69

48.92+0.
34

32.69+0.
87

12.5+0.8
9

HT-29

167.62
+0.76

87.89+
0.31

71.83+
0.85

129.26
+0.27

77.14+
0.69

45.88+
0.63

7.02+
0.22

3.68+
0.03

3.64+
0.03

MDA-
MB-231

153.7+0.4
6

78.67+£0.6
4

70.28+0.4

>200

172.22+0.
44

133.52+0.
65

8.43+
0.01

2.19+
0.02

1.78+
0.01

LNCaP

>200

>200

>200

>200

>200

>200

26.05+
0.58

25.95+
0.48

10.33+
0.28

A549

>200

133.1=£0.

75

17.89+0.

14

>200

114.7+0.

58

64.11+0.

36

18.44+
0.14

3.65+
0.03

1.36+
0.01

HepG2

115.55+0.8
7

89.96+0.02

71.73+0.73

164.06+0.7
9

100.13+0.5
7

62.97+0.8
14.30+
0.13

5.07+0.03

1.35+£0.02

Bilesiklerin farkli kanser hiicrelerine (Caco-2, HT-29, MDA-MB-231, A549,
HepG2) karst segici etkisini degerlendirmek igin saglikli hiicrelerin (CCD-18Co) 1Cs

degerleri kanser hiicrelerinin ICs, degerlerine oranlanarak sitotoksik segicilik indeksleri

(SI) hesapland: (Tablo 4.2) H,L°ligandinin, Co (II) kompleksinin ve sisplatinin kanser

hiicrelerine kars1 48 saat inkiibasyon i¢in hesaplanan SI degerleri sirasiyla Slicco-1scorcaco-
2):1.54, 2.13 ve 0.46 LLM, SI(CCD.lch/HT.zg):1.56, 1.73 ve 4.12 “M, SI(CCD-18C0/MDA-MB-231):1-751
0.77 ve 6.93 MM, SI(CCD.18001A549):1.03, 1.16 ve 4.16 HM, SI(CCD.18C0/HepGQ)=1.53, 133 ve 299

uM olarak bulundu.
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Tablo 4.2. H2L° ligandimin, Co (II) kompleksinin ve sisplatinin 48 saat icin
hesaplanan sitotoksik secicilik indeksleri (SI) (uM)

Bilesikler CCD-18Co/  CCD-18Co/ CCD-18Co/ CCD-18Co/ CCD-18Co/
Caco-2 HT-29 MDA-MB-231 A549 HepG2
H,L° 1.54 1.56 1.75 1.03 1.53
Co (1) 2.13 1.73 0.77 1.16 1.33
kompleksi
Sisplatin 0.46 4.12 6.93 4.16 2.99

SI; sitotoksik segicilik indeksi (normal hiicrelerde SI= ICsy/ kanser hiicrelerinde ICs olarak ifade edilir.

4.2. Anneksin V-FITC/Propidyum Iyodiir (PI) Yontemi ile Apoptoz Analizinin
Bulgular:

Caco-2 hiicreleri, 1Cs dozlarda (0, 25, 50, 100 uM) H.L® ligand1 ve Co (II)
kompleksi ile 48 saat muamele edildikten sonra apoptotik etkileri Anneksin-V/PI
boyamasi yapilarak flow sitometri cihazinda analiz edildi. Elde edilen bulgular, Sekil 4.8,
Sekil 4.9, Sekil 4.10 ve Sekil 4.11°de verilmistir. Anneksin V-FITC/PI boyamasinin flow
sitometri analiz sonuglari, apoptotik Caco-2 hiicrelerinin erken apoptozda (kadran Q2)
oldugunu gosterdi. Kontrol hiicrelerinde %6.30 oraninda erken apoptoz (kadran Q4)
tespit edildi. H.L® ligandinin 25, 50, 100 uM dozlar1 ile muamele edilen Caco-2
hiicrelerinde sirasiyla %6.30, %7.80 ve %15.50 oraninda erken apoptoz; Co (II)
kompleksi ile muamele edilen Caco-2 hiicrelerinde sirasiyla %14.80, %18.20 ve %20.00
oraninda erken apoptoz gozlendi. Her iki bilesik i¢in de nekroz (Q1) ve geg¢ apoptoz (Q2)
gozlenmedi (Sekil 4.10.). Apoptoz analizi i¢in n=3 tekrarli olmak {izere, tek yonli
ANOVA Tukey HSD testi yapildi. Hiicrelere uygulanan H,L°ligandinin 100 pM dozunda
diger gruplara kiyasla apoptoz yiizdesinde istatistiksel olarak anlamli bir artis oldugu
tespit edildi (p<0.001). Co (II) metal kompleksi uygulanan hiicrelerde ise negatif kontrole
kiyasla tiim dozlarda apoptoz yiizdesinin anlamli olarak arttig1 tespit edildi (p<<0.001).
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Q3-sol alt kadran= canl1 hiicreler; Q1-sol iist kadran= nekroz geciren hiicreler; Q4-sag alt kadran= erken
apoptotik hiicreler; Q2-sag iist kadran= ge¢ apoptotik hiicreler.

Sekil 4.8. Farkl konsantrasyonlardaki HzL® ligandinin 48 saat inkiibasyon sonrasi
Caco-2 hiicreleri iizerindeki apoptotik etkisinin flow sitometri analizi.

H,L’° Ligand1
18,00 =

%k %k k
16,00
14,00

12,00

10,00

Apoptoz (%)

8,00

6,00

4,00

2,00

0,00
Negatif Kontrol 25 uM 50 um 100 M

Konsantrasyon (uM)

Sonuglar ortalama+standart hata (n=3) olarak verildi. Tek yonlii ANOVA Tukey HSD testi
yapildi. Veriler, negatif kontrol grubu ile karsilastirildi (***p<0.001).

Sekil 4.9. H2L®° ligandimin farkh konsantrasyonlarinda apoptotik hiicrelerin bar
diyagramina gore yiizdeleri (%).



67

Negatif Kontrol 25 uM
] o]
E :
< -]
=3 EE
b 4 3
g ] W
Tl L I = Q| Q2
=3 (%40.0) | (%0.0) 3 (400 (%60.0)
: s == Qs
1 (%93.7) | (%6.3) 3 ©685.2)] (al49)
D L | LU RLLLL) PR B B LR B R AL B $ LLLLLALREY § LRI P AL L. P
E 010 10 10 10
187 ANNEXIN FITC-A 1,208 ANNEXIN FITC-A v
50 pM 100 M
"e— o]
h 4 ] o
5 =3 < *
& 7 i al| @
er Y Q| Q2 N :
T %y (2%0.0)| (%40.0) o (%0.0)(20.0)
- = - L.
g 3 w 3 (%80.0)|(%20.0)
:~ !||u|n||”||||||||||:| T IIIII'I.!‘ T IIIIIIIIAS T 3 sl_‘g?l‘ol“-:gl2l T lllll:o| T ||u||1|'; T |||n::)s T
1,542 ANNEXIN FITC-A i ANNEXIN FITC-A

Q3-sol alt kadran= canl1 hiicreler; Q1-sol iist kadran= nekroz geciren hiicreler; Q4-sag alt kadran= erken
apoptotik hiicreler; Q2-sag iist kadran= ge¢ apoptotik hiicreler.

Sekil 4.10. Farkh konsantrasyonlardaki Co (II) kompleksinin 48 saat inkiibasyon
sonrasi Caco-2 hiicreleri iizerindeki apoptotik etkisinin flow sitometri analizi.

25,00 Co (II) Kompleksi
20,00

* %k %
15,00

Apoptoz (%)

10,00

5,00

0,00

Negatif Kontrol

25 uM

50 um
Konsantrasyon (uM)

100 uM

Sonuglar ortalama+standart hata (n=3) olarak verildi. Tek yonlii ANOVA Tukey HSD testi
yapildi. Veriler, negatif kontrol grubu ile karsilastirildi (***p<0.001).

Sekil 4.11. Co (II) metal kompleksinin farkl konsantrasyonlarinda apoptotik
hiicrelerin bar diyagramina gore yiizdeleri (%).

4.3. Mitokondriyal Membran Potansiyeli (A¥Ym) Analizinin Bulgular:

Caco-2 hiicreleri, ICso dozlarda (0, 25, 50, 100 pM) HL® ligand1 ve Co (II)

kompleksi ile 48 saat muamele edildikten sonra hiicrelerdeki mitokondriyal membran
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potansiyelindeki kantitatif degisiklikler floresan boya TMRE kullanilarak flow sitometri
ile analiz edildi. Etken madde uygulanmayan kontrol grubunda (0 uM) MMP
seviyelerinin kayb1 %5.56, H,L®ligandinin 25, 50, 100 uM dozlar1 ile muamele edilen
hiicrelerde sirasiyla %5.93, %11.50 ve %13.10 (Sekil 4.12.), Co (II) kompleksi ile
muamele edilen hiicrelerde %11.86, %13.86 ve %44.2 (Sekil 4.13.) olarak bulundu.
Negatif kontrol grubuna kiyasla, hiicrelere uygulanan HzL® ligandinin 50 ve 100 uM
dozlarinda, MMP kayb1 yiizdesinin istatistiksel olarak anlamli seviyede arttig1 tespit
edildi (p<0.001). Kobalt (II) kompleksinin 25, 50, 100 uM dozlarinda negatif kontrol
grubuna kiyasla MMP kaybi yiizdesinin anlamli olarak arttig tespit edildi (p<0.001).

16,0 H2L9 Ligand1
Xk ok
4,0
* k¥
120
- 10,0
s
<
2
é’ 8,0
[0
=
<
< 60
40
2,0
0,0
Negatif Kontrol 25 uM 50 ym 100 pM

Konsantrasyon (uM)

Sonuglar ortalama=+standart hata (n=3) olarak verildi. Tek yonliit ANOVA Tukey HSD testi
yapildi. Veriler, negatif kontrol grubu ile karsilastirildi (***p<0.001).

Sekil 4.12. HzL® ligandimin farkh konsantrasyonlari ile muamele edilmis Caco-2
hiicrelerinin MMP seviyeleri kaybinin yiizdesi.
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Sonuglar ortalama=+standart hata (n=3) olarak verildi. Tek yonliit ANOVA Tukey HSD testi
yapildi. Veriler, negatif kontrol grubu ile karsilastirildi (***p<0.001).

Sekil 4.13. Co (II) metal kompleksinin farkli konsantrasyonlari ile muamele
edilmis Caco-2 hiicrelerinin MMP seviyeleri kaybinin yiizdesi.

4.4. Reaktif Oksijen Tiirleri Analizinin Bulgular

Caco-2 hiicreleri, ICso dozlarda (0, 25, 50, 100 uM) HoL® ligand1 ve Co (II)
kompleksi ile 48 saat muamele edildikten sonra ROS 6l¢iimii floresan DCF probu
kullanilarak flow sitometri cihazinda analiz edildi. Elde edilen ROS degerleri, Sekil 4.14
ve Sekil 4.15’te gosterilmistir. Etken madde uygulanmayan kontrol grubunda (0 pM)
ortalama ROS degeri %3.60 olarak bulundu. HoL® ligandinin 25, 50, 100 uM dozlari ile
muamele edilen Caco-2 hiicrelerinde ortalama ROS degerleri sirasiyla %6.13, %11.23
ve %21.10 olarak tespit edilirken; Co (Il) kompleksinin ROS degerleri
strastyla %21.10, %27.90 ve %30.60 olarak tespit edildi. Bilesiklerin uygulanan tiim
dozlarinda ortalama ROS degerleri, negatif kontrol grubuna kiyasla anlamli olarak arttig1
tespit edildi ve ayrica tiim dozlar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark oldugu bulundu

(p<0.001).
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Sonuglar ortalama+standart hata (n=3) olarak verildi. Tek yonliit ANOVA Tukey HSD testi
yapildi. Veriler, negatif kontrol grubu ile karsilastirildi (***p<0.001).

Sekil 4.14. H2L®° ligandimin farkh konsantrasyonlari ile muamele edilmis Caco-2
hiicre hattinda ROS seviyelerinin negatif kontrole orani.
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Sonuglar ortalama+standart hata (n=3) olarak verildi. Tek yonlii ANOV A Tukey HSD testi
yapildi. Veriler, negatif kontrol grubu ile karsilastirildi (¥**p<0.001).

Sekil 4.15. Co (IT) metal kompleksinin farkl konsantrasyonlari ile muamele
edilmis Caco-2 hiicre hattinda ROS seviyelerinin negatif kontrole oranu.
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5. TARTISMA

Kanser, hiicrelerin kontrolsiiz ¢ogalmasi ve yayilmasi ile karakterize edilen
oldukga karmasik ve oliimciil bir hastaliktir (Garcia-Oliveira vd., 2021). Tiim diinyada
insidans1 ve mortalitesi hizla artan kanser, giiniimiizde insan saglhigi i¢in tehdit
olusturmaya devam etmektedir (Bray vd., 2018; Siegel vd., 2022). Kanser tedavisi i¢in
farkli stratejik yaklasimlar bulunmakla birlikte kanser hastalarinin tedavisinde baslica
kemoterapi yontemi kullanilmaktadir (Liu, 2009; Shumi vd., 2022). Kemoterapi, klinikte
kemoterapétik ilaglarin kullanilmasiyla hastalarin sagkalimini artirmayr ve yasam
kalitesini iyilestirmeyi hedeflemektedir (Liu, 2009). Ancak sisplatin gibi yaygin olarak
kullanilan metal bazli kemoterapétik ilaclarin ytliksek toksik yan etkileri, ilag direncinin
gelismesi ve hastaligin tedavi sonrasinda metastaz gelistirmesi nedeniyle klinik
kullanimlar1 sinirhdir (Bruijninex ve Sadler, 2008). Bu nedenle diisiik toksisiteye ve
tyilestirilmis terapotik dzelliklere sahip olan yeni metal bazh ilaglarin kesfedilmesine

ithtiya¢ duyulmaktadir (L1, Yang ve Wu, 2010; Saygideger Demir vd., 2022).

Ozel bir ligand sistemi olan Schiff bazlar1, gecis metali iyonlarim koordine ederek
kararli metal kompleksleri olusturmalar1 nedeniyle son zamanlarda potansiyel antikanser
ajanlar olarak biiyiik ilgi ¢ekmektedirler (Alorini vd., 2022; Matela, 2020). Metallerin
koordinasyon bilesiklerinin 6zellikleri, ligandlarin yapisina ve metal iyonuna bagli dondr
atomlar1 tarafindan belirlenmektedir. Ligandlar, metal komplekslerin lipofilikligini
saglayarak hedef bolgelere tasinmasinda gorev alirlar (Yusof vd., 2020). Farmakolojik
olarak aktif Schiff bazi ligandlarinin antikanser aktiviteleri metallerle koordinasyonu ile
arttirllmaktadir (Ali vd., 2020). Canli organizmalarin biyolojik hiicre i¢i ortaminda temel
eser elementlerinden biri olan kobaltin diisiik molekiiler agirlikli olmasi ve Schiff bazlar
ile esnek koordinasyon modlarina sahip olmasi nedeniyle Schiff bazi kobalt kompleksleri,

kanser tedavisinde potansiyel antikanser ila¢ adaylar1 olarak arastirilmaktadir (Ali vd.,

2020; Banerjee vd., 2013; Tyagi vd., 2015).

Kanser tedavisi i¢in birincil hiicre i¢ci hedef DNA molekiiliidiir. Bu nedenle
kemoterap6tik ajanlar olarak gelistirilecek yeni metal komplekslerinin kanser
hiicrelerinde DNA ile etkilesimlerinin incelenmesi antikanser aktiviteleri i¢in 6onemlidir

(Abdel-Rahman vd., 2017). Simdiye kadar farkli Schiff bazi ligandlar1 i¢eren kobalt
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komplekslerinin DNA ile etkilesimleri arastirilmis olup bu komplekslerin DNA’y1 etkili
bir sekilde bagladigi ve DNA’y1 endoniikleolitik olarak parcaladiklari bildirilmistir
(Arunadevi vd., 2019; Banerjee vd., 2013; Jiao vd., 2005; Maiti vd., 2020; Rambabu vd.,
2020; Shahabadi, Kashanian ve Darabi, 2010). Ayrica kobalt komplekslerinin reaktif
oksijen tiirleri (ROS) olusumu yoluyla DNA hasarini indiikleyerek antikanser aktivite
sergiledikleri gosterilmistir (Zhang ve Sadler, 2017). Ghosh ve ark. (2013), redoks aktif
kobalt komplekslerinin ROS aracili niikleaz aktivitelerinin arttigini ve bu nedenle
oksidatif DNA parcalama aktivitesinde 6nemli bir rol oynadigini bildirmislerdir (Ghosh
vd., 2013). Daravath ve ark. (2018), sentezledikleri benzotiyazol Schiff bazi ligandi Co
(IT) kompleksinin, DNA’ya interkalatif mod yoluyla baglandigi ve ROS un aracilik ettigi
oksidatif DNA parcalanmasina yol agtigini ortaya koymustur (Daravath vd., 2018).

Biyoaktif Schiff bazi1 kobalt komplekslerinin, DNA ile etkilesimi, ROS iiretimi ve
hiicre dongiistinii G2-M fazinda durdurmasi yoluyla apoptozu indiikleyebilecegi
gosterilmistir (Ambika vd., 2019; Dasgupta vd., 2022). Apoptozun indiiklenmesi, kanser
tiirtine 6zgii olmadig1 igin yeni kesfedilen antikanser bilesiklerin apoptotik etkileri kanser
tedavisinde terapotik bir strateji olusturmaktadir (Pfeffer ve Singh, 2018). Kanser
hiicrelerini hedef alan yeni antikanser bilesiklerin gelistirilmesi i¢in in vitro kosullarda
sitotoksik etkilerinin ve apoptotik etkilerinin insan kanser hiicre hatlar1 {izerine
arastirilmasi gerekmektedir (Das vd., 2014).

Tez ¢aligmas: kapsaminda, Mugla Sitki Kogman Universitesi, Fen Fakiiltesi
Kimya Boliimii, Anorganik Kimya Arastirma Laboratuvar tarafindan sentezlenen ve
karakterizasyonu tamamlanan, yapisinda katyonik gruplar igeren 2,6-diasetil piridin
bis(4-agilhidrazon) Schiff bazi ligandinin (H2L®) ve bu ligandin yedi koordineli kobalt
(IT) kompleksinin antikanser etkileri arastirilmistir. Gokge ve ark. (2015), sentezledikleri
Co (1) (2) kompleksinin interkalasyon yoluyla DNA’ya baglanabildigini ve oksidatif
yolla DNA’y1 pargalayabildigini bildirmistir (Gokge, Dilek ve Gup, 2015). Bu bilgiler
15131nda, calismamizda éncelikle HoL® ligandinin ve yedi koordineli Co (IT) kompleksinin
doza (200- 3.125 uM) ve zamana (24, 48 ve 72 saat) bagl olarak saglikli (CCD-18Co)
ve farkli kanser hiicre hatlar1 (HT-29, Caco-2, MDA-MB-231, LNCaP, A549 ve HepG2)
tizerine sitotoksik etkileri in vitro kosullarda yaygin olarak kullanilan MTT testi ile
aragtirtlmistir. Pozitif kontrol olarak, geleneksel kemoterapétik ilag sisplatin (100-1.5

uM) kullanilmistir. Elde edilen MTT wverilerine gore her kimyasal bilesik igin
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hiicrelerin %50 biiylimesini engelleyen konsantrasyonlar1 (ICsp) 24, 48 ve 72 saat
inkiibasyon i¢in ayr1 ayr1 hesaplanmistir. Sitotoksik etkinin gostergesi olarak diisiik ICso
degeri yiiksek sitotoksisiteyi, yiiksek ICso degeri diisiik sitotoksisiteyi gostermektedir
(Ulukaya vd., 2008). Buna gore HoL® ligandiin, Co (IT) kompleksinin ve sisplatinin 24,
48 ve 72 saat i¢in Caco-2, HT-29, MDA-MB-231, A549 ve HepG2 hiicre hatlari
tizerindeki ICso degerlerinin zamana bagli olarak distiigii, dolayisiyla sitotoksisitenin
arttign tespit edilmistir. HoL® ligandinin ve Co (II) kompleksinin tiim kanser hiicre
hatlarindaki ICso degerleri, sisplatinin ICso degerleri ile karsilastirildiginda daha diisiik
sitotoksisite gosterdikleri gdzlenmistir. HoL® ligandmin, 24 saat inkiibasyon sonrasi
HepG2 kanser hiicre hattina (ICs0=115.554+0.87 uM), 48 saat inkiibasyon sonrast MDA -
MB-231 kanser hiicre hattina (ICs50=78.67+0.64 uM) ve 72 saat inkiibasyon sonras1 A549
kanser hiicre hattina (ICs50=17.89+0.14 uM) kars1 en yliksek sitotoksik etkiyi gosterdigi
tespit edilmistir. Co (IT) kompleksi, 24 saat inkiibasyon sonrasi HT-29 kanser hiicre
hattina (ICs0=129.26+0.27 uM) en yiiksek sitotoksik etkiyi gosterirken, 48 ve 72 saat igin
Caco-2 kanser hiicre hattinda (sirastyla ICs0=62.74+0.54 uM; ICs50=36.25+0.69 pM) en
yiiksek sitotoksik etkiyi gdstermistir. LNCaP kanser hiicre hattinda HoL° ligandinin ve Co
(1) kompleksinin tiim inkiibasyon siireleri igin ICso degerleri 200 pM’dan daha yiiksek
hesaplandig1 i¢in LNCaP kanser hiicrelerinin etken maddelere karsi direngli oldugu

sOylenebilir.

Bilesiklerin kanser hiicreleri lizerindeki sitotoksik etkilerinin yani sira saglikli
hiicreler tlizerindeki sitotoksik etkilerini gozlemlemek icin CCD-18Co saglikli insan
kolon fibroblast hiicre hatt1 ile ¢alisilmistir. Bilesiklerin ve sisplatinin CCD-18Co saglikli
hiicre hatt1 iizerindeki 24, 48 ve 72 saat i¢in hesaplanan ICsg degerleri karsilastirildiginda,
sisplatinin H2L® ligandi ve Co (IT) kompleksine gore saglikli hiicrelere daha toksik etki
gosterdigi tespit edilmistir. Bu sonug, sentezlenen bilesiklerin sisplatine kiyasla CCD-
18Co saglikl1 hiicre hattina daha az zarar verdigini gostermektedir. Ek olarak, elde edilen
ICso degerlerine gore HzL® ligandinin CCD-18Co saglikli hiicreler iizerine Co (II)
kompleksine kiyasla daha diisiik sitotoksik etki gosterdigi ve daha az zararli oldugu tespit
edilmistir. Bunun nedeni, Co (II) kompleksinin molekiiler agirligimin HzL® ligandindan
daha yiiksek olmasindan kaynakli olabilir.

Potansiyel kemoterapdtik bir ajandan beklentimiz, kanser hiicrelerine yliksek
sitotoksik etki gdsterirken saglikli hiicrelere diisiik toksisite gostermesidir. Bundan dolay1

H,L® ligand1, Co (II) kompleksi ve sisplatinin 48 saat inkiibasyonlar1 sonrasinda kanser
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hiicrelerine kars1 segici etkilerini degerlendirmek igin sitotoksik segicilik indeksleri (SI)
hesaplanmustir. Sitotoksik secicilik indeksi, saglikli hiicrelerin (CCD-18Co) ICso
degerinin kanser hiicrelerinin (Caco-2, HT-29, MDA-MB-231, A549 ve HepG2) ICso
degerine orani seklinde hesaplanmaktadir. Segicilik indeksinin yiiksek olmasi aktif
bilesiklerin saglikli hiicrelere kiyasla kanser hiicrelerine karst secici olarak daha
sitotoksik oldugunu gostermektedir (Wu vd., 2019). Secicilik indeksi >2 ise bilesigin
kemoterapotik olarak degerli oldugu anlamina gelmektedir. Bilesiklerin SI degerleri
karsilastirildiginda HT-29, MDA-MB-231, A549 ve HepG2 hiicrelerinde sisplatinin en
yiiksek sitotoksik secicilige sahip oldugu tespit edilmistir. Buna karsilik, Caco-2
hiicrelerinde H,L® ligandinin ve Co (II) kompleksinin SI degerleri sisplatinden sirasiyla
3.3 ve 4.6 kat daha yiiksek oldugu gézlenmistir. Ozellikle Co (II) kompleksinin Caco-2
hiicrelerinde SI degeri [SI (ccp-18coicaco-2) = 2.13 pM] 2’den yiiksek olarak tespit edilmistir.
Bu sonug, Co (II) kompleksinin Caco-2 hiicrelerinde gii¢lii antikanser aktiviteye sahip
oldugunu ve bunun yani sira CCD-18Co saglikli kolon hiicrelerine daha az zararh
oldugunu gostermektedir. Buna gore, Co (II) kompleksinin Caco-2 hiicrelerinde serbest
H,L® ligandindan ve sisplatinden kemoterapétik olarak daha etkili oldugu soylenebilir.
Co (I1) kompleksinin Caco-2 hiicreleri iizerine yiiksek sitotoksik etkisi, HoL® ligand ile

koordinasyon 6zelligine bagl olabilir.

Literatiirde farkli Schiff bazi ligandlar1 kullanilarak sentezlenen Co (II) metal
komplekslerinin, ¢esitli kanser hiicre hatlar1 lizerine sitotoksik etkilerini arastiran benzer
caligmalar mevcuttur. Alkis ve ark. (2021), sentezledikleri pirimidin bazli Schiff bazi
ligandi (L) ve bu ligandin Co (II) metal kompleksinin, Caco-2 insan kolon kanseri ve I-
929 normal fare fibroblast hiicre hatlari {izerine in vitro sitotoksik etkilerini MTT testi ile
incelemislerdir. Sentezlenen bilesiklerin 24 saat inkiibasyonu sonrasinda Co (II) metal
kompleksinin (ICso= 609.6 uM) serbest liganda (ICso= 803.65 uM) kiyasla Caco-2 kanser
hiicrelerinde daha yiiksek sitotoksik etki gosterdigi ve saglikli 1-929 fibroblast
hiicrelerinde ise ¢cok daha diisiik sitotoksik etkiye sahip oldugu bulunmustur (Alkis vd.,
2021). Calismamizda ise Caco-2 kanser hiicreleri iizerine H2L® ligandimin ve Co (IT) metal
kompleksinin 24 saat inkiibasyon sonrasi esit oranda sitotoksik etki gosterdigi ve benzer
sekilde bilesiklerin CCD-18Co saglikli kolon hiicrelerine karsi daha diisiik sitotoksik
etkiye sahip oldugu tespit edilmistir. Bununla birlikte Alkis ve ark., tarafindan yapilan

arastirmaya kiyasla calismamizda antikanser etkileri incelenen bilesiklerin ICsg



75

degerlerinin (H2L%=145.31 uM; Co (I1)=147.03 uM) ¢ok daha diisiik oldugu, dolayisiyla
daha yiiksek sitotoksik etkiye sahip oldugu goriilmektedir.

Martinez-Bulit ve ark. (2015), sentezledikleri Schiff baz1 ligandi [2,6-
bis(arilimino)piridin] (L) ve bu ligandin yedi koordineli Co (II) kompleksinin, in vitro
sitotoksik aktivitelerini insan serviks kanseri (HelLa), insan kolon kanseri (HCT-15),
insan meme kanseri (MCF-7) ve insan prostat kanseri (PC-3) hiicre hatlarinda
Stiilforhodamin B (SRB) testi ile incelemisler ve pozitif kontrol olarak kullanilan
sisplatinin  sitotoksik etkilerine karsi degerlendirmislerdir. Bilesiklerin 48 saat
inkiibasyonu sonrasinda ICsg degerlerine goére Co (II) kompleksinin ayni kosullar
altindaki serbest liganda kiyasla PC-3 (ICs0= 99.9 uM - 130.2 uM) ve HCT-15 (ICs0=
45.6 uM - 65.1 uM) kanser hiicre hatlar lizerinde daha yiiksek sitotoksisite gosterdigini
tespit etmiglerdir. Bununla birlikte ligandin ve metal kompleksinin kanser hiicre hatlarina
kars1 sitotoksik etkilerinin sisplatine kiyasla daha diisiik oldugunu gostermislerdir
(Martinez-Bulit vd., 2015). Benzer sekilde galismamizda, HzL® ligandinin ve Co (II)
kompleksinin kanser hiicre hatlarina kars1 sitotoksik etkilerinin sisplatine kiyasla daha
diisiik oldugu tespit edilmistir. Bununla birlikte, Co (II) kompleksi, serbest H2L® ligandina
gore en iyi sitotoksik etkilerini insan kolon kanseri hiicre hatlarina (Caco-2 ve HT-29)

kars1 gdstermistir.

Raja ve ark. (2012), sentezledikleri hidrazon Schiff bazi ligandi [2-0kso-1,2-
dihidrokinolin-3-karbaldehit (izonikotinik) hidrazon] (H2L) ve bu ligandin Co (II)
kompleksinin interkalasyon yoluyla DNA’ya baglandigini tespit ettikten sonra
bilesiklerin, insan karaciger karsinoma hiicre hattt (HepG2), insan girtlak kanseri hiicre
hatt1 (HEp-2), insan servikal kanseri hiicre hatt1 (HeLa), insan deri kanseri hiicre hatti
(A431) ve normal fare embriyonik fibroblast hiicre hatti (NIH 3T3) iizerine in vitro
sitotoksisite calismalarint MTT testi ile aragtirmiglardir. Bilesiklerin sitotoksik etkileri,
sisplatin ile karsilastirarak degerlendirmislerdir. Sentezledikleri Co (11) kompleksinin 48
saat inkiibasyonu sonrasinda HeLa, HEp-2 ve HepG2 kanser hiicreleri lizerindeki
sitotoksik etkisinin neredeyse sisplatinin etkisine esit oldugunu tespit etmislerdir. Co (II)
kompleksinin HepG2 kanser hiicre hattina kars1 sitotoksik aktivitesinin (1C50=3.35+0.18
uM) sisplatine gore (ICsp=11.9+£0.7 uM) daha yiiksek oldugu gosterilmistir. Ayrica Co
(I1) kompleksinin (IC50>350 uM) normal hiicre hatti NIH 3T3’e kars1 sisplatine
(IC50=198+11 uM) kiyasla daha az toksik oldugunu tespit etmislerdir (Raja, Bhuvanesh
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ve Natarajan, 2012). Benzer sekilde calismamizda, H,L° ligandi igeren Co (1)
kompleksinin CCD-18Co saglikli hiicre hatt1 lizerine sisplatine kiyasla daha az toksik
oldugu ve bilesiklerin saglikli hiicreye kiyasla kanser hiicrelerinde daha yiiksek sitotoksik

aktiviteye sahip oldugu gézlenmistir.

Revathi ve ark. (2016), yeni bir Schiff baz1 ligand1 [2-(4,6-dimetilpirimidin-2-
ylimino)metil)-4-nitrofenol] (HL) ve bu ligandin Co (II) metal kompleksini
sentezlemigler ve kompleksin DNA’ya oluk baglama modu ile baglandigim
gostermislerdir. Bunun lizerine sentezledikleri bilesiklerin sitotoksik etkilerini insan
meme kanseri hiicre hattt (MCF-7), insan servikal kanseri hiicre hatt1 (HeLa), insan
girtlak kanseri hiicre hatt1 (HEp2) ve normal insan dermal fibroblast hiicre hattt (NHDF)
tizerine MTT testi ile arastirmislardir. Bilesiklerin hiicreler tizerindeki 72 saat
inkiibasyonu sonrasinda ICsp degerleri karsilastirildiginda tiim kanser hiicre hatlarinda Co
(IT) kompleksinin, serbest Schiff bazi ligandina gore daha giiglii sitotoksik aktiviteye
sahip oldugunu gostermislerdir. Bununla birlikte, Co (II) kompleksinin NHDF normal
hiicrelerine kars1 liganda kiyasla daha az toksik oldugunu tespit etmislerdir (Revathi vd.,
2017). Revathi ve ark., tarafindan yapilan calismadan farkli olarak, ¢alismamizda
incelenen bilesiklerin ICsp degerleri karsilastirildiginda 72 saat inkiibasyon sonrasinda en
yiiksek sitotoksik etkiyi HoL® ligandimin (A549, ICso= 17.89+0.14 uM) gosterdigi
goriilmektedir. Ancak sitotoksik secicilik indeksine gore Co (II) kompleksinin,
kemoterapotik bir bilesikten beklenildigi gibi, saglikli hiicrelere kiyasla Caco-2 kanser
hiicrelerine daha fazla sitotoksik olmasindan dolayr serbest liganda oranla daha iyi

antikanser aktiviteye sahip oldugu sdylenebilir.

Patil ve ark. (2022), sentezledikleri hidrazon Schiff baz1 ligand1 [(E)-N’-(2,5-
dimetoksibenziliden)-2-hidroksibenzohidrazit] (HY) ve bu ligandin Co (II) metal
kompleksinin in vitro antikanser aktivitelerini insan meme kanseri (MCF-7) ve insan
servikal kanseri (HeLa) hiicre hatlarina karst MTT testi ile arastirmiglardir ve sisplatine
kars1 degerlendirmislerdir. Her iki hiicre hatt1 i¢in Co (II) kompleksinin serbest liganda
kiyasla daha yiiksek antikanser aktivite gosterdigini bulmuslardir. Ayrica kompleksin
hiicreler iizerindeki antikanser aktivitesinin sisplatine ¢ok yakin oldugunu

bildirilmislerdir (Patil vd., 2022).
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Devi ve ark. (2021), sentezledikleri hidrazon ligandlar1 (HL-HL*) ve bu
ligandlarin Co (II) komplekslerinin (5), (9), (13), (17) sitotoksik etkisini, insan akciger
kanser hiicre hatt1 (A549), prostat kanser hiicre hatt1 (DU145) ve kolorektal kanser hiicre
hatt1 (SW620) tizerine MTT testi ile aragtirmislar ve standart antikanser ilag paklitaksel
etkilerine kars1 degerlendirmislerdir. Sentezlenen tiim kobalt komplekslerinin antikanser
aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir. Bununla birlikte, kompleks (17)’nin ii¢ kanser
hiicre hattina kars1 (<30 uM) en iyi aktivite gosterdigini tespit etmisler, bunun yani sira
kompleks (5) ve (9)’un aktivitesinin A549 hiicre hattina kars1 (<30 uM) daha iyi oldugunu
bulmuslardir. Kompleks (13)’lin ise orta derece aktivite gosterdigi bulunmustur. Tim
komplekslerin sentezlenen ligandlara kiyasla daha yiiksek sitotoksik aktiviteye sahip
oldugu gosterilmistir ve ligandlarin, antikanser aktivitesi i¢in metal kompleksinin gerekli
oldugunu bildirmislerdir. Ayrica ¢calismamiza benzer sekilde sentezlenen bilesiklerin ICso
degerleri standart ilag paklitaksel’e kiyasla daha diisiik oldugunu tespit etmislerdir (Devi
vd., 2022).

Yapilan in vitro sitotoksisite calismalari, Co (II) metal komplekslerinin serbest
Schiff bazi ligandlarina kiyasla farkli kanser hiicre hatlari {izerine daha yiiksek sitotoksik
aktiviteye sahip oldugunu ortaya koymustur. Bu durum, komplekslerdeki merkezi kobalt
metalinin koordinasyon giiciiniin antikanser aktivite tizerinde 6nemli bir etkisi oldugunu
gostermektedir. Arastirmacilar bunun nedenini, merkezi metal atomunun ligandlarla
selasyonu ile lipofilik dogasimi arttirdigt ve hiicre zarinin lipit tabakasi boyunca
komplekslerin gecirgenligini destekleyen metal iyon yiikiiniin azalmasindan kaynakl
olabilecegini bildirmislerdir (Joseyphus ve Nair, 2010; Vamsikrishna vd., 2020). Tez
caligmasinda hem HoL® ligandi hem de Co (II) kompleksinin farkli kanser hiicreleri
tizerine sitotoksik etki gosterdigi tespit edilmistir. Bununla birlikte SI degerlerine gore,
yapilan c¢alismalarla uyumlu olarak, Caco-2 kanser hiicrelerinde Co (II) kompleksinin
serbest HoL® ligandindan ve sisplatinden ¢ok daha yiiksek sitotoksik aktiviteye sahip
oldugu bulunmustur. Bu nedenle ileri antikanser aktivite ¢alismalarina Caco-2 hiicreleri

ile devam edilmistir.

Schiff baz1 HoL® ligand1 ve Co (II) metal kompleksinin Caco-2 kanser hiicre hatti
tizerine olan sitotoksik etkilerini belirlemek amaciyla Anneksin V-FITC/PI boyamasi,

MMP analizi ve ROS 6l¢iimii yapilmistir.
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Anneksin V, apoptoz sirasinda hiicre zarinin dis ylizeyine yerlesen negatif ylikli
fosfotidilserin molekiiliine baglanarak apoptotik hiicreleri erken agamada tespit etmek
icin kullanilan yaygin bir yontemdir. Apoptotik hiicreleri saptamak i¢in Anneksin-V,
floresan bir 1s1ma veren FITC maddesi ile etiketlenir ve hiicre boyamasinin analizi flow
sitometrisi ile gerceklestirilir. Anneksin V-FITC konjugati, nekroz gegiren hiicrelere de
baglanabildiginden apoptotik ve nekrotik hiicreleri ayirt etmek icin propidyum iyodiir
(PI) boyamasi da yapilir. Propidyum iyodiir, yalnizca olii hiicreleri boyayabilir. Bu
nedenle Anneksin V-FITC boyamas: ile erken apoptotik hiicreler tespit edilirken, PI
boyamasi ile geg apoptotik ve nekrotik hiicreler tespit edilmektedir (Brumatti, Sheridan
ve Martin, 2008). Bu tez ¢alismasinda, Caco-2 hiicrelerinin ICso dozlarda (25, 50 ve 100
uM) HzL® ligand1 ve Co (IT) kompleksi ile 48 saat muamele edildikten sonra sitotoksik
hiicre 6lim modu, Anneksin V-FITC/PI boyama yontemi ile flow sitometride
aragtirtlmistir. Elde edilen bulgulara gore, Caco-2 hiicrelerinin Anneksin V-FITC
pozitif/PI negatif boyanmasi iizerine test edilen bilesiklerin sitotoksik etkilerinin erken
apoptozdan kaynaklandigi tespit edilmistir. Flow sitometri analizi sonuglari, Caco-2
hiicreleri tlizerine uygulanan tiim bilesiklerin doza bagimli bir sekilde apoptozu
indiikledigini  gostermektedir. Test edilen bilesiklerin  apoptoz  yiizdeleri
karsilastirildiginda, en yiiksek apoptotik etkinin 100 uM konsantrasyonda Co (II)
kompleksi ile muamele edilen Caco-2 hiicrelerinde (%20.00) oldugu tespit edilmistir.
Negatif kontrol grubuna gore (%6.30), Co (II) kompleksinin 25, 50 ve 100 puM
konsantrasyonlarinda apoptoz yiizdesinin anlamli olarak arttigi gézlenmistir. Bununla
birlikte H2L® ligandmin Caco-2 hiicrelerinde negatif kontrol grubuna (%6.30) kiyasla en
yiikksek konsantrasyonda (%15.50) apoptoz yilizdesinin anlamli olarak arttig1 tespit
edilmistir. Her iki bilesiginde Caco-2 hiicrelerinde apoptozu indiikledigi, bunun yani1 sira
Co (II) kompleksinin apoptotik etkisinin serbest liganda kiyasla daha yiiksek oldugu

gbzlenmistir.

Mahdy ve ark. (2022), insan meme kanseri hiicre hatti (MCF-7) {izerinde
sentezledikleri imidazol bazli Schiff bazi ligandi Co (II) metal kompleksinin (CoL3)
hiicre 6lim modunu 48 saatlik inkiibasyon sonrasinda Anneksin V-FITC/PI yontemi ile
flow sitometrisinde aragtirmiglardir. CoL3 kompleksinin (IC50=0,90+0,05 pg/mL) MCF-
7 hiicrelerinde apoptotik hiicre popiilasyonunu arttirdig1 bildirilmistir. Erken apoptoz
oranlari, kontrol grubuna kiyasla % 0.66’dan CoL3 kompleksi ile tedavi edilen grupta %
4.33’¢e ylkseldigi, ge¢ apoptoz oraninin ise % 0.14ten % 23.18’¢ yiikseldigi
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gosterilmistir (Mahdy vd., 2022). Bu ¢alisma MCF-7 hiicrelerinin daha ¢ok ge¢ apoptotik
evrede oldugunu gosterirken, calismamizda farkli olarak Caco-2 hiicrelerinin erken

apoptotik evrede oldugu belirlenmistir.

Qi ve ark. (2019), sentezledikleri yeni Schiff bazi ligand1i Co (II) metal
kompleksinin, insan mide kanseri hiicre hattt (MGC-803) iizerine 24 saat inkiibasyonu
sonrasinda apoptotik etkisini Anneksin V-FITC/PI boyama yontemi ile flow
sitometrisinde analiz etmislerdir. Flow sitometri sonuglari ile Co (II) kompleksinin MGC-
803 hiicrelerinde apoptozu indiikleyemedigi gosterilmistir (Qi vd., 2019). Bu ¢alismadan
farkli olarak, ¢alismamizin sonuglar1 HzL® ligand1 igeren Co (II) kompleksinin Caco-2

hiicrelerinde apoptozu indiikledigi gozlenmistir.

Caco-2 kanser hiicrelerinde hiicre 6liimiinii yoneten apoptotik mekanizmay1 daha
fazla dogrulamak icin MMP ve ROS olgiimii flow sitometrisinde analiz edilmistir.
Mitokondriyal membran potansiyeli, hiicre dliimiiniin bir belirteci olarak kullanilir ve
mitokondriyal fonksiyon i¢in dnemlidir (Morcelli vd., 2016). Asir1t ROS, mitokondriyal
membran gegirgenliginin artmasina neden olur ve solunum zincirine zarar vererek ROS
tiretiminin artmasina yol agar. Erken apoptozun karakteristik bir belirteci olan
mitokondriyal membran potansiyelinin kaybi, mitokondriden sitokrom c salinimini
tetikleyerek apoptoza neden olan olaylar1 baslatabilir (Yilmaz vd., 2018). Calismamizda,
ICso dozlarda (25, 50, 100 pM) H,L® ligand1 ve Co (IT) kompleksi ile 48 saat muamele
edilen Caco-2 hiicrelerinin mitokondriyal membran potansiyelindeki degisiklikler,
floresan probu TMRE kullanilarak degerlendirilmistir. Flow sitometri analizi, her iki
bilesiginde Caco-2 hiicrelerinde mitokondriyal membran potansiyeli kaybinin doza bagh
bir sekilde arttirdig1 tespit edilmistir. Bununla birlikte, Co (II) kompleksinin 100 uM
konsantrasyonu ile muamele edilen hiicrelerde MMP kaybinin en yiiksek seviyede oldugu
gozlenmistir. Negatif kontrole kiyasla Co (II) kompleksinin, hiicrelerdeki MMP
seviyeleri kaybini %5.56’dan, %11.86’ya (25 uM), %13.86’ya (50 uM) ve %44.2’ye (100
uM) arttirdign tespit edilmistir. Bu artig, istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Ek
olarak, HzL%ligandinin 50 uM (%11.50) ve 100 pM (%13.10) dozlarinda negatif kontrole
kiyasla MMP seviyeleri kaybinda anlamli bir artis oldugu tespit edilmistir. Bu sonuglar,
Anneksin V-FITC/PI boyama yontemi ile Caco-2 hiicrelerinde tespit edilen erken apoptoz
sonuglari ile uyumludur. Her iki etken maddenin de, mitokondriyal membran potansiyel

kaybini artirarak erken apoptozu indiikledigi gézlenmistir.
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Morcelli ve ark. (2016), iki farkli grup igeren Schiff bazi ligandlariin Co (II)
komplekslerini (2) ve (3) sentezleyerek, bu bilesiklerin histiositik lenfoma hiicre hattiinda
(U937) hiicre 6liimiine neden olan mekanizmay1 Anneksin V-FITC/Pl ve MMP analizi
ile aragtirmiglardir. Komplekslerin hiicreler {izerindeki 80uM dozunda 24 saat
muamelesinden sonra, kompleks (3)’tin %95 oraninda apoptozu indiikledigi, kompleks
(2)’nin ise %11 oraninda apoptozu indiikledigi gosterilmistir. Bununla Dbirlikte
calismamizdan farkli olarak hiicrelerin ge¢ apoptotik asamada oldugu gosterilmistir.
Ayrica arastirmacilar, kompleks (3)’tin U937 hiicrelerinin %98’inde MMP kaybin
destekledigi, kompleks (2)’nin ise hiicrelerin yalnizca %9’unda MMP kaybina neden
oldugunu gostermistir. Komplekslerin, U937 hiicre hattina kars1 toksisitesinin, dogrudan
mitokondriyal membran potansiyelinin kaybi ile iliskili olan intrinsik apoptoz yoluyla
aracilik ettigi bildirilmistir (Morcelli vd., 2016). Benzer sekilde ¢alismamizda da, Co (II)
kompleksinin Caco-2 hiicrelerinde MMP kaybina neden olarak erken apoptoz yoluyla

sitotoksik etki gosterdigi tespit edilmistir.

Hiicre i¢i asir1 ROS firetimi, apoptotik hiicre dliimiine yol agan oksidatif DNA
hasarmin temel nedenini olusturmaktadir. Antikanser aktivitesine sahip bilesiklerin, ROS
iretimini artirarak ve mitokondriyal fonksiyon kaybini tetikleyerek kanser hiicrelerinin
apoptoz aracili 6liimiinii destekleyebilecegi one siirlilmektedir (Qin vd., 2016). Redoks
aktif kobalt komplekslerinin kanser hiicrelerinde ROS olusumunu arttirdig1 ve oksidatif
stres kaynakli apoptozu indiikledigi gosterilmistir (Mondal vd., 2016). Bu ¢alismada,
Caco-2 hiicrelerinde HoL® ligandi ve Co (II) kompleksinin hiicre i¢i ROS iiretimine
aracilik edip etmedigi flow sitometrisinde floresan DCF probu kullanilarak analiz
edilmistir. Caco-2 hiicrelerinin ICso dozlarda (25, 50, 100 pM) 48 saat siireyle HpL®
ligand1 ve Co (II) kompleksi ile muamele edilmesinden sonra hiicre i¢ci ROS seviyesinin
doza bagl olarak artt1g1 tespit edilmistir. Hem H,L° ligand1 hem de Co (II) kompleksi,
hiicre i¢ci ROS seviyesini negatif kontrol grubuna kiyasla tiim dozlar arasinda anlamli
sekilde arttirmistir. HoL® ligandinin 25, 50, 100 uM dozlar1 ile muamele edilen Caco-2
hiicrelerinde negatif kontrole kiyasla hiicre i¢i ROS {iiretiminin sirastyla 1.7, 3.1 ve 5.8
kat arttig1; Co (II) kompleksinin 4.0, 5.3 ve 5.8 kat arttig1 tespit edilmistir. Bilesiklerin
ROS degerleri karsilastirildiginda, Co (II) kompleksinin serbest liganda kiyasla Caco-2
hiicrelerinde hiicre i¢i ROS iiretimini daha ¢ok arttirdigr goézlenmistir. Devi ve ark.,
tarafindan yapilan ¢alismada, hidrazon Schiff bazi ligand1 igeren Co (II) kompleksinin (9)

20 uM konsantrasyonda A549 kanser hiicrelerine 24 saat uygulanmasindan sonra, hiicre
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ici ROS iretimini ve mitokondriyal membran potansiyel kaybimi 6nemli 6lgiide
arttirdigin1 ve bu sonuglarin, kanser hiicrelerini intrinsik apoptoz yoluyla o6ldiirdiigii
bildirilmistir (Devi vd., 2022). Calismamizda benzer sekilde, Co (II) kompleksinin Caco-
2 kanser hiicrelerinde doza baglh olarak MMP kaybin1 ve hiicre i¢i ROS iiretimini

arttirdigi, buna bagl olarak kanser hiicrelerini erken apoptoz yoluyla 6ldiirdiigli sonucuna

varilmgtir.
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Sekil 5.1. Schiff bazi H2L® ligandinin yedi koordineli kobalt (IT) metal
kompleksinin kanser hiicrelerindeki hiicre ici ROS ve MMP aracil apoptozun
sematik gosterimi.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

6.1. Sonuclar

Bu ¢alismada 2,6-diasetilpiridin bis(4-agilhidrazon) Schiff bazi ligandi (H.L®) ve
bu ligandin yedi koordineli Co (IT) metal kompleksinin farkli kanser hiicreleri iizerine
antikanser etkileri arastirildi. Arastirmanin sonuglari, her iki bilesiginde bes farkli (Caco-
2, HT-29, MDA-MB-231, A549 ve HepG2) kanser hiicre hatt1 iizerinde sitotoksik etkiye
sahip oldugunu gosterdi. Kemoterapotik bir ilagtan beklendigi gibi bilesiklerin saglikli
hiicrelere oranla kanser hiicrelerine karsi daha fazla sitotoksik oldugu tespit edildi. /n
Vitro sitotoksisite ¢alismamizin 6nemli sonuglarindan biri de, bilesiklerin kemoterapotik
ilac sisplatine kiyasla saglikli hiicrelere daha az toksik olmalaridir. Bilesiklere karst en
direncli kanser hiicre hattinin LNCaP, en duyarli kanser hiicre hattinin ise Caco-2 oldugu
tespit edildi. Ozellikle Co (II) kompleksi, Caco-2 kanser hiicrelerine karsi1 serbest H,L®
ligandina ve sisplatine kiyasla daha yiiksek segicilik gosterdi. H.L® ligandinin ve Co (II)
kompleksinin, Caco-2 hiicrelerinde sitotoksik etkisinin erken apoptozdan kaynaklandigi
tespit edildi. Bununla birlikte flow sitometri sonuglari, bilesiklerin doza bagli bir sekilde,
hiicre i¢i ROS fretimini ve MMP seviyeleri kaybini artirarak erken apoptozu
indiikledigini gosterdi. Bu sonug ile yapilan diger ¢aligmalara benzer sekilde, H,L°
ligandinin ve Co (II) kompleksinin Caco-2 kanser hiicrelerini intrinsik apoptoz
araciligiyla o6ldiirdiigli diistintilebilir. Sonug olarak verilerimiz, Schiff bazi ligand1 ve Co
(IT) kompleksinin sisplatine kiyasla orta derecede antikanser aktivite gdsterdigini, bunun
yani sira Co (II) kompleksinin serbest liganda oranla daha iyi antikanser aktiviteye sahip
oldugunu gosterdi. Boylece, H,L° ligandindan tiiretilen Co (II) kompleksinin kanser
tedavisi i¢in potansiyel ajan olabilecegi Ongoriilmekte ve ileriye doniik antikanser

caligmalari i¢in temel olusturabilecek niteliktedir.

6.2. Oneriler

Farkli kanser tiirlerinin tedavisi i¢in potansiyel antikanser bilesiklerin
arastirilmasi halen devam ettigi i¢in ¢alismamizin sonuglari literatiire yeni bilesiklerin
kazandirilmas1 ve bu alanda yapilacak diger g¢alismalara katki saglamasi agisindan
onemlidir. Ileri analizler yapilarak Co (II) kompleksinin kanser hiicrelerinde neden
oldugu apoptoz mekanizmasi, kaspaz aktivasyonu gibi apoptotik belirtegler ile daha fazla

aydinlatilmalidir. Ayrica, bir sonraki asamada ¢alismanin antikanser etkilerinin in vivo
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deneysel tiimor modellerinde dogrulanmasi 6nerilmektedir. Bu sayede kanser tedavisinde

klinikte kullanilmalar1 test edilebilir.
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