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ÖZET 
 
 

Cisplatin, 1978 yılında Amerikan Gıda ve İlaç Dairesi (FDA) tarafından kanser 

tedavisinde kullanılmak üzere onaylanan ilk platin türevli ilaçtır. Uzun süredir 

kemoterapi alanında derin ve geniş kapsamlı bir etkiye sahip olduğu gösterilen 

cisplatinin, birçok kanser hastasının hayatta kalmasını önemli ölçüde artırdığı tespit 

edilmiştir. Bu keşfin ardından, çok sayıda platin varyantı hazırlanmış ve kanser 

hücrelerini öldürme ve tümör büyümesini inhibe etme yetenekleri açısından test edildi. 

Günümüzde, cisplatin tek başına veya diğer ilaçlarla birlikte kombine olarak birçok 

farklı kanser türüne karşı kullanılmaktadır. Ancak yan etkiler ve direnç oluşumu gibi 

çeşitli sınırlamalarla birlikte, yenilikçi ve daha etkili platin türevli ilaçların 

araştırılmasında, çok çeşitli antikanser aktiviteler sergileyen ve eş zamanlı olarak 

cisplatinin dezavantajlarının üstesinden gelen yeni analoglarının tasarımına ve 

sentezine büyük ilgi gösterildi. Bu çalışmalarda farklı tipte ligandların kullanılmasıyla 

birlikte imidazolidindion türevlerinin çalışmalarda güçlü antitümör etkisinin olduğu 

bilinmektedir.  

Bu tez çalışmasında, yeni sentezlenen farklı imidazolidindion türevleri ve platin 

(II) komplekslerinin, MCF-12A, MCF-7, MDA-MB-231, HEK293, HeLa, PC3 ve 

LNCaP hücre hatlarında antikanser özellikleri incelenmesi amaçlanmaktadır.  Bu 

kapsamda hücre proliferasyonu, apoptoz, hücre döngüsü analizlerine ek olarak, DNA 

hasarı, migrasyon ve invazyon analizleri gerçekleştirildi. Proliferasyon analizi ile 

hesaplanan IC50 değerleri ile analizler gerçekleştirildi. Yapılan çalışmalar sonucunda 

elde edilen bulgulara göre imidazolidindion türevli platin (II) komplekslerinin meme 

ve prostat kanseri hücre hatlarına farklı etkiler gösterdiği saptandı. L2aPt-Bis’in hücre 

proliferasyonunu düşürdüğü, cisplatine kıyasla meme kanseri hücrelerinde apoptozu 

ve DNA hasarını indüklediği tespit edildi. Ayrıca hücre döngüsünde duraklamaya 

neden olurken, hücrelerin migrasyon ve invazyon kapasitesini de önemli ölçüde 

azalttığı saptandı.  Sonuç olarak, L2aPt-Bis meme kanseri tedavisinde tedavisinde 

umut verici kemoterapi ajanı olarak karşımızda durmaktadır.   

 

 

Anahtar Kelimeler: Kanser, Cisplatin, İnhibisyon Konsantrasyonu (IC50). 

SUMMARY 
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Cisplatin is the first platinum-derived drug approved for use in cancer treatment 

by the US Food and Drug Administration (FDA) in 1978. Cisplatin has had a profound 

and far-reaching impact on chemotherapy and has significantly improved the survival 

of many cancer patients. Following this discovery, multiple platinum variants were 

prepared and tested for their ability to kill cancer cells and inhibit tumor growth. 

Today, cisplatin is used alone or in combination with other drugs against many 

different types of cancer. However, with various limitations such as side effects and 

resistance formation, in the search for innovative and more effective platinum-derived 

drugs, great attention has been paid to the design and synthesis of novel analogs of 

cisplatin that exhibit a wide range of anticancer activities and simultaneously 

overcome the disadvantages of cisplatin. It is known that imidazolidindione 

derivatives have strong antitumor effects in studies, together with the use of different 

types of ligands.  

In this thesis, it is aimed to investigate the anticancer properties of newly 

synthesized different imidazolidinedione derivatives and platinum (II) complexes in 

MCF-12A, MCF-7, MDA-MB-231, HEK293, HeLa, PC3 and LNCaP cell lines. In 

this context, in addition to analyzes of cell proliferation, apoptosis, cell cycle, and 

DNA damage, migration, and invasion analyzes were performed. Analyzes were 

performed with IC50 values calculated by proliferation analysis. According to the 

results of the studies, it was determined that imidazolidindione-derived platinum (II) 

complexes have different effects on breast and prostate cancer cell lines. It was found 

that L2aPt-Bis decreased cell proliferation, induced apoptosis and DNA damage in 

breast cancer cells compared to cisplatin. It was also found that while it caused arrest 

in the cell cycle, it also significantly reduced the migration and invasion capacity of 

cells. In conclusion, L2aPt-Bis stands out as a promising chemotherapy agent in the 

treatment of breast cancer. 

 

 

 

 

Key Words: Cancer, Cisplatin, Inhibition Concentration (IC50). 
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ile farklı konsantrasyonlarında muamele edilen MCF-12A hücrelerinin 

12, 24, 36 ve 48. saat hücre indeksi değerleri. b. MCF-7 hücrelerine 

farklı konsantrasyonlarda EK-25 uygulaması sonrasında tespit edilen 

12, 24, 36 ve 48. saat hücre indeks değerlerinin grafiksel gösterimi. c. 

MDA-MB-231 hücrelerine farklı konsantrasyonda EK-25 uygulaması 

sonrasında tespit edilen 12, 24, 36 ve 48. saat hücre indeks değerlerinin 
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grafiksel gösterimi. Kontrol: Sadece besiyeri, DMSO: 1/1000 oranında 

DMSO içeren besiyeri. * P<0.05, ** P<0.01, ***P<0.001. 

5.11: HEK293, HeLa, PC-3 ve LNCaP hücrelerinde EK-25 kompleksinin 

hücre proliferasyonuna etkisinin incelenmesi. a. EK-25 ile farklı 

konsantrasyonlarında muamele edilen HEK293 hücrelerinin 12, 24, 36 

ve 48. saat hücre indeksi değerleri. b. HeLa hücrelerine farklı 

konsantrasyonlarda EK-25 uygulaması sonrasında tespit edilen 12, 24, 

36 ve 48. saat hücre indeks değerlerinin grafiksel gösterimi. c. EK-25 

ile farklı konsantrasyonlarında muamele edilen PC-3 hücrelerinin 12, 

24, 36 ve 48. saat hücre indeksi değerleri.  d. LNCaP hücrelerine farklı 

konsantrasyonda EK-25 uygulaması sonrasında tespit edilen 12, 24, 36 

ve 48. saat hücre indeks değerlerinin grafiksel gösterimi. Kontrol: 

Sadece besiyeri, DMSO: 1/1000 oranında DMSO içeren besiyeri. * 

P<0.05, ** P<0.01, ***P<0.001. 

37 

5.12: MCF-12A, MCF-7 ve MDA-MB-231 hücrelerinde L1cPt-Bis ve 

cisplatinin 24 saat boyunca ilgili IC50 değerlerinde Annexin V/7-AAD 

boyaması ile apoptotik etkisinin akım sitometresi ile gösterimi. a. 

Temsili dört kadranda hücre yüzdesi belirlendi: canlı hücreler, 

(Annexin-V−/7-AAD-, alt/sol kadran); erken apoptotik hücreler 

(Annexin-V + / 7-AAD−, alt / sağ kadran); geç apoptotik hücreler 

(Annexin-V + / 7-AAD +, üst / sağ kadran); ve nekrotik hücreler 

(Annexin-V− / 7-AAD +, üst / sol kadran). b. Canlı hücrelerin bar 

grafiği ile gösterilmesi. c. Apoptotik hücrelerin bar grafiği ile 

gösterimi. d. Nekrotik hücrelerin bar grafiği ile gösterilmesi. DMSO: 

1/1000 oranında DMSO içeren besiyeri. * P<0.05, ** P<0.01, 

***P<0.001. 
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5.13: HEK293, PC-3 ve LNCaP hücrelerinde L1cPt-Bis ve cisplatinin 24 saat 

boyunca ilgili IC50 değerlerinde Annexin V/7-AAD boyaması ile 

apoptotik etkisinin akım sitometresi ile gösterimi. a. Temsili dört 

kadranda hücre yüzdesi belirlendi: canlı hücreler, (Annexin-V−/7-

AAD-, alt/sol kadran); erken apoptotik hücreler (Annexin-V + / 7-

AAD−, alt / sağ kadran); geç apoptotik hücreler (Annexin-V + / 7-AAD 

+, üst / sağ kadran); ve nekrotik hücreler (Annexin-V− / 7-AAD +, üst 
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/ sol kadran). b. Canlı hücrelerin bar grafiği ile gösterilmesi. c. 

Apoptotik hücrelerin bar grafiği ile gösterimi. d. Nekrotik hücrelerin 

bar grafiği ile gösterilmesi. DMSO: 1/1000 oranında DMSO içeren 

besiyeri. * P<0.05, ** P<0.01, ***P<0.001. 

5.14: MCF-12A, MCF-7 ve MDA-MB-231 hücrelerinde L2aPt-Bis ve 

cisplatinin 24 saat boyunca ilgili IC50 değerlerinde Annexin V/7-AAD 

boyaması ile apoptotik etkisinin akım sitometresi ile gösterimi. a. 

Temsili dört kadranda hücre yüzdesi belirlendi: canlı hücreler, 

(Annexin-V−/7-AAD-, alt/sol kadran); erken apoptotik hücreler 

(Annexin-V + / 7-AAD−, alt / sağ kadran); geç apoptotik hücreler 

(Annexin-V + / 7-AAD +, üst / sağ kadran); ve nekrotik hücreler 

(Annexin-V− / 7-AAD +, üst / sol kadran). b. Canlı hücrelerin bar 

grafiği ile gösterilmesi. c. Apoptotik hücrelerin bar grafiği ile 

gösterimi. d. Nekrotik hücrelerin bar grafiği ile gösterilmesi. DMSO: 

1/1000 oranında DMSO içeren besiyeri. * P<0.05, ** P<0.01, 

***P<0.001. 
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5.15: HEK293, PC-3 ve LNCaP hücrelerinde L2aPt-Bis ve cisplatinin 24 saat 

boyunca ilgili IC50 değerlerinde Annexin V/7-AAD boyaması ile 

apoptotik etkisinin akım sitometresi ile gösterimi. a. Temsili dört 

kadranda hücre yüzdesi belirlendi: canlı hücreler, (Annexin-V−/7-

AAD-, alt/sol kadran); erken apoptotik hücreler (Annexin-V + / 7-

AAD−, alt / sağ kadran); geç apoptotik hücreler (Annexin-V + / 7-AAD 

+, üst / sağ kadran); ve nekrotik hücreler (Annexin-V− / 7-AAD +, üst 

/ sol kadran). b. Canlı hücrelerin bar grafiği ile gösterilmesi. c. 

Apoptotik hücrelerin bar grafiği ile gösterimi. d. Nekrotik hücrelerin 

bar grafiği ile gösterilmesi. DMSO: 1/1000 oranında DMSO içeren 

besiyeri. * P<0.05, ** P<0.01, ***P<0.001. 
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5.16: MCF-12A, MCF-7 ve MDA-MB-231 hücrelerinde EK-24 ve 

cisplatinin 24 saat boyunca ilgili IC50 değerlerinde Annexin V/7-AAD 

boyaması ile apoptotik etkisinin akım sitometresi ile gösterimi. a. 

Temsili dört kadranda hücre yüzdesi belirlendi: canlı hücreler, 

(Annexin-V−/7-AAD-, alt/sol kadran); erken apoptotik hücreler 

(Annexin-V + / 7-AAD−, alt / sağ kadran); geç apoptotik hücreler 
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(Annexin-V + / 7-AAD +, üst / sağ kadran); ve nekrotik hücreler 

(Annexin-V− / 7-AAD +, üst / sol kadran). b. Canlı hücrelerin bar 

grafiği ile gösterilmesi. c. Apoptotik hücrelerin bar grafiği ile 

gösterimi. d. Nekrotik hücrelerin bar grafiği ile gösterilmesi. DMSO: 

1/1000 oranında DMSO içeren besiyeri. * P<0.05, ** P<0.01, 

***P<0.001. 

5.17: MCF-12A, MCF-7 ve MDA-MB-231 hücrelerinde EK-25 ve 

cisplatinin 24 saat boyunca ilgili IC50 değerlerinde Annexin V/7-AAD 

boyaması ile apoptotik etkisinin akım sitometresi ile gösterimi. a. 

Temsili dört kadranda hücre yüzdesi belirlendi: canlı hücreler, 

(Annexin-V−/7-AAD-, alt/sol kadran); erken apoptotik hücreler 

(Annexin-V + / 7-AAD−, alt / sağ kadran); geç apoptotik hücreler 

(Annexin-V + / 7-AAD +, üst / sağ kadran); ve nekrotik hücreler 

(Annexin-V− / 7-AAD +, üst / sol kadran). b. Canlı hücrelerin bar 

grafiği ile gösterilmesi. c. Apoptotik hücrelerin bar grafiği ile 

gösterimi. d. Nekrotik hücrelerin bar grafiği ile gösterilmesi. DMSO: 

1/1000 oranında DMSO içeren besiyeri. * P<0.05, ** P<0.01, 

***P<0.001. 
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5.18: 24 saat boyunca ilgili IC50 değerlerinde L1cPt-Bis ve cisplatin ile 

muamele edilen MCF-12A, MCF-7 ve MDA-MB-231 hücrelerinin 

hücre döngüsü analizi. a) Temsili akım sitometrisi histogramları. b) 

L1cPt-Bis ve cisplatin ile muamele edilen MCF-12A hücrelerinin G1, 

S ve G2/M fazlarının yüzde dağılımlarının bar grafiği ile gösterimi. c) 

L1cPt-Bis ve cisplatin ile muamele edilen MCF-7 hücrelerinin G1, S ve 

G2/M fazlarının yüzde dağılımlarının bar grafiği ile gösterimi.  d)  

L1cPt-Bis ve cisplatin ile muamele edilen MDA-MB-231 hücrelerinin 

G1, S ve G2/M fazlarının yüzde dağılımlarının bar grafiği ile gösterimi. 

DMSO: 1/1000 oranında DMSO içeren besiyeri. * CP<0.05, ** 

BP<0.01, ***AP<0.001. 
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5.19: 24 saat boyunca ilgili IC50 değerlerinde L1cPt-Bis ve cisplatin ile 

muamele edilen HEK293, PC-3 ve LNCaP hücrelerinin hücre döngüsü 

analizi. a) Temsili akım sitometrisi histogramları. b) L1cPt-Bis ve 

cisplatin ile muamele edilen HEK293 hücrelerinin G1, S ve G2/M 

49 



 

xix 

fazlarının yüzde dağılımlarının bar grafiği ile gösterimi. c) L1cPt-Bis 

ve cisplatin ile muamele edilen PC-3 hücrelerinin G1, S ve G2/M 

fazlarının yüzde dağılımlarının bar grafiği ile gösterimi.  d)  L1cPt-Bis 

ve cisplatin ile muamele edilen LNCaP hücrelerinin G1, S ve G2/M 

fazlarının yüzde dağılımlarının bar grafiği ile gösterimi. DMSO: 

1/1000 oranında DMSO içeren besiyeri. * CP<0.05, ** BP<0.01, 

***AP<0.001. 

5.20: 24 saat boyunca ilgili IC50 değerlerinde L2aPt-Bis ve cisplatin ile 

muamele edilen MCF-12A, MCF-7 ve MDA-MB-231 hücrelerinin 

hücre döngüsü analizi. a) Temsili akım sitometrisi histogramları. b) 

L2aPt-Bis ve cisplatin ile muamele edilen MCF-12A hücrelerinin G1, 

S ve G2/M fazlarının yüzde dağılımlarının bar grafiği ile gösterimi. c) 

L2aPt-Bis ve cisplatin ile muamele edilen MCF-7 hücrelerinin G1, S ve 

G2/M fazlarının yüzde dağılımlarının bar grafiği ile gösterimi.  d)  

L2aPt-Bis ve cisplatin ile muamele edilen MDA-MB-231 hücrelerinin 

G1, S ve G2/M fazlarının yüzde dağılımlarının bar grafiği ile gösterimi. 

DMSO: 1/1000 oranında DMSO içeren besiyeri. * CP<0.05, ** 

BP<0.01, ***AP<0.001. 
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5.21: 24 saat boyunca ilgili IC50 değerlerinde L2aPt-Bis ve cisplatin ile 

muamele edilen HEK293, PC-3 ve LNCaP hücrelerinin hücre döngüsü 

analizi. a) Temsili akım sitometrisi histogramları. b) L2aPt-Bis ve 

cisplatin ile muamele edilen HEK293 hücrelerinin G1, S ve G2/M 

fazlarının yüzde dağılımlarının bar grafiği ile gösterimi. c) L2aPt-Bis 

ve cisplatin ile muamele edilen PC-3 hücrelerinin G1, S ve G2/M 

fazlarının yüzde dağılımlarının bar grafiği ile gösterimi.  d)  L2aPt-Bis 

ve cisplatin ile muamele edilen LNCaP hücrelerinin G1, S ve G2/M 

fazlarının yüzde dağılımlarının bar grafiği ile gösterimi. DMSO: 

1/1000 oranında DMSO içeren besiyeri. * CP<0.05, ** BP<0.01, 

***AP<0.001. 
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5.22: 24 saat boyunca ilgili IC50 değerlerinde EK-24 ve cisplatin ile muamele 

edilen MCF-12A, MCF-7 ve MDA-MB-231 hücrelerinin hücre 

döngüsü analizi. a) Temsili akım sitometrisi histogramları. b) EK-24 

ve cisplatin ile muamele edilen MCF-12A hücrelerinin G1, S ve G2/M 
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fazlarının yüzde dağılımlarının bar grafiği ile gösterimi. c) EK-24 ve 

cisplatin ile muamele edilen MCF-7 hücrelerinin G1, S ve G2/M 

fazlarının yüzde dağılımlarının bar grafiği ile gösterimi.  d)  EK-24 ve 

cisplatin ile muamele edilen MDA-MB-231 hücrelerinin G1, S ve 

G2/M fazlarının yüzde dağılımlarının bar grafiği ile gösterimi. DMSO: 

1/1000 oranında DMSO içeren besiyeri. * CP<0.05, ** BP<0.01, 

***AP<0.001. 

5.23: 24 saat boyunca ilgili IC50 değerlerinde EK-25 ve cisplatin ile muamele 

edilen MCF-12A, MCF-7 ve MDA-MB-231 hücrelerinin hücre 

döngüsü analizi. a) Temsili akım sitometrisi histogramları. b) EK-25 

ve cisplatin ile muamele edilen MCF-12A hücrelerinin G1, S ve G2/M 

fazlarının yüzde dağılımlarının bar grafiği ile gösterimi. c) EK-25 ve 

cisplatin ile muamele edilen MCF-7 hücrelerinin G1, S ve G2/M 

fazlarının yüzde dağılımlarının bar grafiği ile gösterimi.  d)  EK-25 ve 

cisplatin ile muamele edilen MDA-MB-231 hücrelerinin G1, S ve 

G2/M fazlarının yüzde dağılımlarının bar grafiği ile gösterimi. DMSO: 

1/1000 oranında DMSO içeren besiyeri. * CP<0.05, ** BP<0.01, 

***AP<0.001. 

54 

5.24: 24 saat boyunca DMSO (üst satır), L1cPt-Bis (orta satır) ve cisplatin 

(alt satır) ile muamele edilmiş MCF-12A, MCF-7 ve MDA-MB-231 

hücrelerinin γ-H2AX (yeşil) ekspresyonunun immunofloresans analizi. 

DMSO: 1/1000 oranında DMSO içeren besiyeri. Ölçek çubukları 20 

μm'yi gösterir. Tüm görüntüler immersion yağı ile 63X büyütmede 

çekildi. 

56 

5.25: 24 saat boyunca DMSO (üst satır), L1cPt-Bis (orta satır) ve cisplatin 

(alt satır) ile muamele edilmiş HEK293, PC-3 ve LNCaP hücrelerinin 

γ-H2AX (yeşil) ekspresyonunun immunofloresans analizi. DMSO: 

1/1000 oranında DMSO içeren besiyeri. Ölçek çubukları 20 μm'yi 

gösterir. Tüm görüntüler immersion yağı ile 63X büyütmede çekildi. 
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5.26: 24 saat boyunca DMSO (üst satır), L2aPt-Bis (orta satır) ve cisplatin 

(alt satır) ile muamele edilmiş MCF-12A, MCF-7 ve MDA-MB-231 

hücrelerinin γ-H2AX (yeşil) ekspresyonunun immunofloresans analizi. 

DMSO: 1/1000 oranında DMSO içeren besiyeri. Ölçek çubukları 20 
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μm'yi gösterir. Tüm görüntüler immersion yağı ile 63X büyütmede 

çekildi. 

5.27: 24 saat boyunca DMSO (üst satır), L2aPt-Bis (orta satır) ve cisplatin 

(alt satır) ile muamele edilmiş HEK293, PC-3 ve LNCaP hücrelerinin 

γ-H2AX (yeşil) ekspresyonunun immunofloresans analizi. DMSO: 

1/1000 oranında DMSO içeren besiyeri. Ölçek çubukları 20 μm'yi 

gösterir. Tüm görüntüler immersion yağı ile 63X büyütmede çekildi. 
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satır) ile muamele edilmiş MCF-12A, MCF-7 ve MDA-MB-231 

hücrelerinin γ-H2AX (yeşil) ekspresyonunun immunofloresans analizi. 

DMSO: 1/1000 oranında DMSO içeren besiyeri. Ölçek çubukları 20 

μm'yi gösterir. Tüm görüntüler immersion yağı ile 63X büyütmede 

çekildi. 
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5.29: 24 saat boyunca DMSO (üst satır), EK-25 (orta satır) ve cisplatin (alt 

satır) ile muamele edilmiş MCF-12A, MCF-7 ve MDA-MB-231 

hücrelerinin γ-H2AX (yeşil) ekspresyonunun immunofloresans analizi. 

DMSO: 1/1000 oranında DMSO içeren besiyeri. Ölçek çubukları 20 

μm'yi gösterir. Tüm görüntüler immersion yağı ile 63X büyütmede 

çekildi. 
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L1cPt-Bis, L2aPt-Bis, EK-24 ve EK-25 ile muamele edilmiş MDA-
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DMSO içeren besiyeri. * P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001. 
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LNCaP hücrelerinin migrasyon oranı. DMSO: 1/1000 oranında DMSO 

içeren besiyeri. * P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001. 
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5.32: 24 saat boyunca DMSO ve IC50 değeri ve alt konsantrasyonlarında 

L1cPt-Bis, L2aPt-Bis, EK-24 ve EK-25 ile muamele edilmiş MDA-
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63 



 

xxii 

LNCaP hücrelerinin migrasyon oranı. DMSO: 1/1000 oranında DMSO 

içeren besiyeri. * P<0.05, **P<0.01, *** P<0.001. 
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1. GİRİŞ 

 

Kanser, toplumda çok sık görülen ve hayat kalitesini en çok etkileyen 

hastalıklardan biridir. 2020 verilerine göre kanserli vakaların yaklaşık 20 milyon 

olduğu tahmin edilmektedir. Ayrıca 20 yıl içinde bu rakamın 28,8 milyon olacağı 

öngörülmektedir [1]. Bugüne kadar kemoterapi de dahil olmak üzere birçok farklı 

tedavi yöntemi çalışılmış olsa bile kanser tanısında önemli bir artış vardır.  

Cisplatin 1978’de FDA tarafından onaylandıktan sonra birçok farklı kanser türünü 

tedavi etme yeteneğiyle birlikte, kanser hastalarının mortalitesinde önemli bir 

azalmaya sebep olmaktadır [35]. Fakat sonrasında cisplatin bazlı kemoterapide, 

nefrotoksisite, kümülatif periferik nörotoksisite, ototoksisite ve ayrıca bulantı ve 

kusma gibi ciddi yan etkiler açığa çıkmaktadır [15].  

Son yıllarda, yenilikçi ve daha etkili platin türevli ilaçların araştırılmasında, çok 

çeşitli antikanser aktiviteler sergileyen ve eş zamanlı olarak cisplatinin 

dezavantajlarının üstesinden gelen yeni analoglarının tasarımına ve sentezine büyük 

ilgi gösterildi [84]. Yapılan çalışmalar sonucunda, kanser tedavisi için yalnızca iki ek 

platin bazlı ilaç (karboplatin ve oksaliplatini) FDA onayı aldı [36, 37] ve farklı 

ligandlar içeren platin türevli ilaçların araştırılmasına ilgi arttı. Ayrıca 

imidazolidindion türevlerinin çalışmalarda güçlü antitümör etkisinin olduğu 

bilinmektedir [109]. 

Bu bilgiler doğrultusunda; bu tez çalışması kapsamında farklı tipteki kanseri 

hücrelerinde yeni sentezlenen imidazolidindion türevli Pt (II) ajanları ve pozitif 

kontrol olarak kullanılan cisplatin kemoterapötik ajanın anti-proliferatif etkilerinin 

yanısıra, apoptoz, hücre döngüsü, DNA hasarı, migrasyon ve invazyon kapasiteleri 

üzerine etkileri araştırıldı. 

 

1.1. Tezin Amacı, Katkısı ve İçeriği 

 

Önerilen bu tez çalışması kapsamında, Prof. Dr. Vefa AHSEN yürütücülüğünde 

sentezlenen imidazolidindion türevli Pt (II) ajanlarının antikanser etkilerinin in vitro 

araştırılması amaçlanmıştır.  

Bu tez çalışması kapsamında normal meme epiteli hücre hattı MCF-12A, 

Luminal A tipli meme kanseri hücre hattı MCF-7, üçlü negatif kemoterapi dirençli 
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meme kanseri hücre hattı MDA-MB-231, normal embriyonik böbrek hücre hattı 

HEK293, serviks kanseri hücre hattı HeLa, androjene duyarsız prostat kanseri hücre 

hattı PC-3 ve androjen-bağımlı prostat kanseri hücre hattı LNCaP hücre hatları 

kullanıldı. İlk olarak sentezlenen ajanların hücre proliferasyonuna etkileri farklı alt 

dozlarda xCELLigence RTCA DP Analyzer sistemi kullanılarak incelendi ve ajanların 

hücreler üzerindeki IC50 değerleri belirlendi. Hücre hatları belirlenen IC50 değerlerinde 

platin kompleksleri ile muamele edilerek apoptoz ve hücre döngüsü belirteçleri analiz 

edildi. Bunun yanı sıra ajanların DNA hasarına etkileri γ-H2AX antikoru kullanılarak 

konfokal mikroskobu ile incelendi. Son olarak, yeni sentezlenen platin (II) 

komplekslerinin hücre migrasyon ve invazyon yetilerine olan etkileri CIM- plate 

kullanılarak xCELLigence RTCA DP Analyzer sistemi ile tespit edildi.  

Bu tez çalışması sonucunda, cisplatinden daha etkili yeni platin (II) 

kompleksinin kanser tedavisinde kullanılma potansiyeli bulunmaktadır. 
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2. LİTERATÜR ÖZETİ 

 

2.1. Kanser 
 

Kanser, modern toplumda en yaygın ve hayatı en çok etkileyen hastalıklardan 

biridir. GLOBOCAN 2020 verilerine göre, 2020'de yaklaşık 19,3 milyon kanser vakası 

ve 10 milyon kanser ölümünün olduğu tahmin edilmektedir. Ayrıca önümüzdeki 20 

yıl içerisinde bu rakamın 30,2 milyon olacağı öngörülmektedir [1]. Kanser, vücudun 

hemen hemen her yerindeki dokuları ve organları istila etme ve yok etme kapasitesine 

sahip anormal hücrelerin kontrolsüz büyümesi ve yayılmasıyla karakterize edilen bir 

grup hastalıktır. Kanserin nedenleri belli olmamakla birlikte kanserlerin %90-95'inin 

tütün, diyet, obezite, enfeksiyonlar, radyasyon, stres, fiziksel aktivite eksikliği ve 

çevresel kirleticiler gibi faktörlerden kaynaklandığı düşünülmektedir. Kanserlerin 

yaklaşık %5-10'unun ise kişinin ebeveynlerinden miras kalan genetik kusurlardan 

kaynaklandığı bilinmektedir [2]. 

Vücudun diğer bölgelerine yayılmayan lokalize tümörler iyi huylu olarak 

adlandırılırken, yakın dokulara göç edip dokuları istila edebilen ve metastaz oluşturan 

tümörler kötü huylu tümörlerdir. 100'den fazla kanser türü vardır ve meydana 

geldikleri organa veya doku türüne göre kategoriler halinde gruplandırılıp adlandırılır. 

Bunlardan en yaygınları karsinoma (epitel dokusundan köken alır), sarkoma (bağ 

dokusundan köken alır), lösemi (kemik iliği gibi kan hücrelerini oluşturan dokularda 

ortaya çıkar ve çok sayıda kan hücresinin üretilip kan dolaşımına girmesine neden 

olur), lenfoma ve miyelom (kökenleri bağışıklık sistemi hücrelerindedir), merkezi sinir 

sistemi kanserleridir (beyin ve omurilik dokularında başlar) [3]. 

GLOBOCAN 2020 verilerine göre kadınlarda en sık teşhis edilen kanser türü 

meme kanseridir, akciğer ve prostat kanseri ise erkeklerde en yaygın olanıdır. Genel 

olarak, dünyada kanser ölümlerinde birinci sırada meme (%11,7), ikinci olarak ise 

akciğer (%11,4) kanseri bulunmaktadır (Şekil 2.1) [1]. 
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Şekil 2.1: GLOBOCAN 2020'ye göre, her iki cinsiyette, her yaşta Dünyada kanser 
sayısı ve yüzdesi. 

 

2.1.1. Kanserin Ayırt Edici Özellikleri 

 

Kanser hücreleri, altı benzersiz özellik ile normal hücrelerden ayırt edilebilir. 

Bunlar; 

 

i) H-Ras onkogenini tetikleyerek kalıcı büyüme sinyali sağlar. Hücre bölünmesi 

ve kanser hücresinin çoğalması için mitojenik büyüme sinyali gerekli değildir 

[4, 5]. 

ii) Retinoblastoma proteinini kaybederek tümör baskılamaya dirençli hale gelir. 

Retinoblastoma proteini, neoplazm ilerlemesini baskılar, böylece bu protein 

yokluğunda tümör sürekli olarak büyür [6, 7]. 

iii) İnsülin benzeri büyüme faktörleri (IGF'ler) üreterek programlanmış hücre 

ölümünden (apoptoz) kurtulur. IGF'ler hücre çoğalmasını kolaylaştırır ve doğal 

hücre ölümünü engelleyerek ölümsüz hale gelir, bu da vücuttaki hücre sayısının 

artmasına neden olur [8]. 

iv) Kanser hücrelerine kendiliğinden büyüme ve çoğalma yeteneği sağlayan 

terminal transferaz (telomeraz) aktivitesini uyararak sonsuz replikasyon 

yeteneği kazanır [9, 10]. 
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v) Vasküler endotelyal büyüme faktörünü (VEGF) uyararak sürekli kan damarı 

oluşumunu sağlar. Böylece yeni kan damarı, hücrenin sürekli bölünmesi için 

besinleri ve uygun faktörleri sağlar [11]. 

vi) Epitelyal kaderin genini (cadherin-1) devre dışı bırakarak metastazı sağlar. 

Hücreler arası bağ cadherin-1'in aktivitesine bağlıdır, aktivitesinin kaybı kanser 

hücrelerinin istilasına ve metastaza neden olur [12, 13]. 

 

2.2. Kanser Tedavileri 

 

Deneysel ve klinik çok sayıda gelişme yaşanmasına karşın ve tıpta çok ilerleme 

kaydedilmiş olmasına rağmen, halen kanser dünya çapında milyonlarca ölümden 

sorumludur.   Güncel olarak kanserin türü, moleküler karakteristiği ve ilerleme hızına 

bağlı olan çeşitli kanser tedavisi seçenekleri bulunmaktadır.  

Kanserde tedavi yaklaşımları şunlardır: 

 

2.2.1. Cerrahi 

 

 Cerrahi, kanserli hücrelerin ve dokuların çıkarılmasına dayanan kanser 

tedavilerinden biridir. Cerrahi tedaviye, kalan kanser hücrelerini ortadan kaldırmak, 

tümör yükünü küçültmek veya kanserin büyümesini, yayılmasını veya tekrar 

oluşmasını önlemek için kemoterapi veya radyasyon tedavisinin eşlik etmesi 

gerekebilir [14]. 

Kemoterapi ve radyoterapiye kıyasla çevre dokulara en az zararı sağladığı için 

cerrahi, birçok iyi huylu ve kötü huylu tümörün en umut verici ve geleneksel 

tedavilerinden biri olarak düşünülmektedir. Cerrahiyi tercih edilen tedavi seçeneği 

olarak değerlendirmenin bir başka nedeni de gereksiz doku hasarı riski olmadan 

tümörün çıkarılabilmesidir [15]. 

 

2.2.2. Hormon Tedavisi 

 

Hormonlar, endokrin sistemin belirli organları tarafından üretilen kimyasal 

habercilerdir ve orijinlerinden uzaktaki hedeflere etki eder. Steroid hormonlar, gen 

ekspresyonunun ve hücre proliferasyonunun güçlü düzenleyicileridir. Bu nedenle, 
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yüksek düzeyde belirli hormonlar, kontrolsüz hücre çoğalmasına yol açar ve 

neoplastik dönüşüm riskini artırır. Hormona bağlı habisliklerin örnekleri arasında 

meme, endometriyal ve prostat adenokarsinomları ve rahim sarkomaları yer alır.  

Hormonal terapi, hormon üretimine veya reseptörlerin aktivitesine müdahale 

ederek endokrin sistemi manipüle etmek için hormona bağlı bir malignitede ekzojen 

hormonların uygulanmasını içerir. Ek olarak, kortikosteroidler gibi bazı hormonlar, 

genleri azaltarak düzenleme (downregulate) ve apoptozu indükleme yeteneklerinden 

dolayı genel antiproliferatif etkilere sahiptir [16]. Kemoterapi ve hedefe yönelik tedavi 

gibi, hormonal terapi de neoadjuvan, adjuvan ve metastatik dönemler dahil olmak 

üzere çeşitli zaman noktalarında maligniteleri yönetmek için kullanılabilir. 

Görüntüleme, tedaviye yanıtı izlemek ve tedaviye bağlı yan etkileri saptamak için 

kanser hastalarının bakımında rutin olarak kullanılmaktadır. Hormonal tedaviye yanıt 

genellikle tümör boyutunda görüntülemede yakalanabilen azalmalarla sonuçlanır. 

 

2.2.3. İmmünoterapi 

 

Kanser immünoterapisi, hastanın kendi immün sistemini uyarır ve kanser tedavisi 

için immün sisteminin gücünü ve özgüllüğünü kullanmaya çalışır [17, 18]. Kansere 

karşı immünoterapiler, efektör mekanizmaları uyarmaktan, inhibe edici ve baskılayıcı 

mekanizmaları önlemeye kadar çeşitli yaklaşımlardan oluşur [19]. İmmün sistemi 

hakkındaki bilgilerin hızla artışıyla birlikte, küçük moleküller, peptitler, rekombinant 

antikorlar, aşılar ve hücresel terapötik tedavi yöntemleri, immün yanıtı manipüle 

etmek için uygulanmaktadır. Halen, immünoterapiler kansere karşı dikkate değer 

faydalar sağlamaktadır [20]. İmmün kontrol noktası blokajı gibi kanser 

immünoterapilerindeki son klinik başarılar, malignitelerin önlenmesi ve ortadan 

kaldırılmasında konakçı immün sisteminin önemini yeniden teyit etmiştir [21]. 

 

2.2.4. Radyoterapi 

 

Kanser tedavisinde radyasyon, kanser hücrelerini öldürmek için kullanılan fiziksel 

araçtır. Terapide kullanılan radyasyon türü iyonlaştırıcı radyasyondur. Tesadüfen 

oluşan radyasyon biyolojik cisimlerdeki parçacıkların elektriksel olarak yüklenmesine 

neden olur; bu nedenle terim “iyonlaştırıcıdır” ve enerji bu şekilde ışınlardan içinden 
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geçtiği vücut hücrelerine aktarılır. Bu enerji ya kanser hücrelerini doğrudan öldürebilir 

ya da onları genetik olarak değiştirerek apoptoza ve hücre ölümüne yol açabilir [22]. 

Radyasyonla tedavi edilen hücrelerdeki genetik değişikliklerin altında yatan 

mekanizma, hasarlı DNA'nın onarılamaması ve dolayısıyla hücre bölünmesinin 

durdurulması ve bunun da hücrelerin ölmesine neden olmasına bağlıdır. Radyasyon 

tedavisinin olumsuz etkisi, ana tümörlü kitlenin çevresindeki normal hücrelere de etki 

etmesidir. Ancak, kanser hücrelerinin etkin onarım sistemlerinden yoksun olması 

nedeniyle, normal hücrelerin normal işlevini kanser hücrelerinden daha hızlı geri 

kazanmasına ek olarak, kanser kütlesinin doğru hedeflenmesine yönelik iyileştirilmiş 

görüntüleme teknikleri ve girişimler, radyasyonun neden olduğu net hasarı en aza 

indirir [23]. 

 

2.2.5. Moleküler Hedeflendirilmiş Terapi 

 

Moleküler hedeflendirilmiş terapi, kanser hücrelerinin büyümesini ve yayılmasını 

engellemek için belirli molekülleri hedefleyen ilaçların veya diğer maddelerin 

kullanımını ifade eder. 

Kanserde moleküler hedefli tedavilerin başarılı bir şekilde geliştirilmesi için ideal 

hedeflerin belirlenmesi gereklidir. Kanser oluşumunun temellerinden biri, hücrenin 

hayatta kalmasını ve çoğalmasını teşvik eden proteinlerde ve reseptörlerde mutasyon 

olması veya değişikliklere yol açan genetik profilin değişmesidir. Kanser hücrelerini 

normal hücrelerden ayırabilen bu 2 spesifik genetik değişiklik, bu tür ilaçların 

geliştirilmesinde moleküler hedefler olarak kullanılabilir [24].  

Araştırmacılar, kanserdeki spesifik moleküler hedeflerin fizyolojisini ve 

özelliklerini anlayarak, tümör büyümesini ve ilerlemesini engellemek için potansiyel 

moleküler stratejileri belirleyebilirler. Kanser belirteçleri, araştırmacıların normal ve 

kötü huylu hücrelerin genlerini ve protein ekspresyonlarını karşılaştırarak 

ekspresyonlarındaki değişiklikleri belirlemelerine olanak tanıyan genom dizileme 

kullanılarak belirlenebilir [25]. Sekanslama teknolojisi sayesinde, bir bireydeki kötü 

huylu ve normal hücreler arasındaki genetik heterojenliği ortaya çıkarmak için çeşitli 

kanser genomları sekanslanabilir. Bu, ilaç geliştirme için potansiyel moleküler 

hedefleri belirlemede önemlidir [26, 27]. Moleküler hedeflendirilmiş terapi için 

seçilen hedefler, büyüme faktörlerini, sinyal moleküllerini, hücre döngüsü 



 

8 

proteinlerini, apoptoz modülatörlerini ve anjiyogenezi destekleyen molekülleri içerir 

[28]. 

 

2.2.6. Kemoterapi 

 

Kemoterapi, kanser hücrelerini öldürerek veya bölünmelerini durdurarak kanserin 

ilerlemesini durduran ilaçların kullanıldığı tedavi yöntemidir. Aksine, tümör hücreleri, 

apoptoz tarafından kontrol edilmedikleri için artan bir bölünme kapasitesine ve 

ölümsüzlüğe sahiptir. Bu nedenle, fizyolojik koşullarda hücre çoğalması hücre ölümü 

ile dengelenirken, kanserli kitlelerde hücre çoğalmasının hücre ölümüne oranı 

yüksektir. Kemoterapi, tümör hücrelerinde büyümeyi durdurmaları veya ölmeleri için 

değişikliklere neden olur; bu nedenle kemoterapötik ilaçların iki farklı türü sırasıyla 

sitostatik ve sitotoksiktir [29]. 

FDA onaylı birçok kemoterapötik ilaç bulunmaktadır. Bu ilaçlar, tümör 

hücrelerini hedeflemek ve bunları genotoksik etkiyle, yani reaktif oksijen türlerinin 

üretimi ile öldürmek üzere tasarlanmıştır. Bununla birlikte, bir dereceye kadar 

vücudun normal hücreleri de bu ilaçlardan etkilenir [30]. Tek başına veya 

kombinasyon tedavilerinde kullanılabilen 100'den fazla kemoterapötik ilaç olduğu 

bilinmektedir. Her ilacın farklı bir kimyasal yapısı ve bileşimi vardır [15].  

Kemoterapide kullanılan ilaçları kimyasal yapılarına, kökenlerine, etki 

mekanizmalarına, hücre döngüsü faz özgüllüklerine vb. göre gruplandırmanın farklı 

yolları vardır. Örneklendirilmiş kısa bir sınıflandırma aşağıda gösterilmiştir [31, 32]: 

 

i) Alkile edici ve metalleştirici ajanlar - nükleofilik DNA grupları ile doğrudan 

reaksiyona girer: 

 Nitrojen mustards (melphalane, chlorambucil, ifosfamide) 

 Nitrosourea (dacarbazine, carmustine) 

 Diğer alkilleyici ajanlar (busulfan) 

 Platin kompleksleri (cisplatin, karboplatin, oksaliplatin) 

ii) Antitümör antibiyotikler ve türevleri - DNA interkalatörleri, reaktif oksijen 

türlerinin üretimi (ROS), topoizomeraz II inhibitörleri: 

 antrasiklinler (dactinomycin, doxorubicin) 

 sentetik analoglar (mitoxantrone) 
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 glikopeptitler (bleomycin) 

iii) Antimetabolitler - DNA sentezinde rol oynayan enzimleri inhibe eder; S fazına 

özgü ajanlar: 

 dihidrofolat redüktaz inhibitörleri (methotrexate) 

 ribonükleotid redüktaz inhibitörü (hydroxycarbamide) 

 pirimidin antagonistleri (gemcitabine, 5-fluorouracil) 

 pürin antagonistleri (6-mercaptopurine, 6-thioguanine) 

iv) Bitki köken ve türevlerinden antitümör ajanlar - hücre döngüsüne özgü ajanlar: 

 topoizomeraz inhibitörleri (podophyllotoxins, camptothecins) 

 tubulin polimerizasyon inhibitörleri (Vinca alcaloids, cryptophycins) 

 tubulin depolimerizasyon inhibitörleri – taxanes 

v) Hormon bazlı tedaviler - hormona bağlı kanserler için kullanılır: 

 antiandrojenler (flutamide) 

 antiöstrojenler (tamoxifen) 

 aromataz inhibitörleri (anastrazole, letrozole) 

vi) Sinyal yolakları inhibitörleri - protein kinaz inhibitörleri ve diğerleri 

vii) Diğer sitotoksik ajanlar (Asparaginase, As2O3) 

 

2.3. Platin Türevli Anti-kanser Terapi 

 

Platin türevli tedavinin başlangıcı, 1965 yılında Rosenberg [33] tarafından yapılan 

deneyler sırasında beklenmedik bir şekilde keşfedilmiştir.  Elektroliz deneyleri 

sırasında platin elektrotunun E. coli kültürlerinde hücre bölünmesini inhibe etmesinin 

tesadüfen keşfine dayanmaktadır. Daha sonra elektroliz ortamındaki maddenin 

cisplatin olduğu ve antikanser aktivitesinin olduğu keşfedilmiştir (Şekil 2.2) [34].  

Amerikan Gıda ve İlaç Dairesi'nin (FDA) cisplatini antikanser bileşiği olarak 

1978 yılında onaylamıştır. Cisplatin kemoterapi alanında derin ve geniş kapsamlı bir 

etkiye sahip olmuştur ve birçok kanser hastasının hayatta kalmasını önemli ölçüde 

artırmıştır [35]. Bu keşfin ardından, çok sayıda platin varyantı hazırlanmış ve kanser 

hücrelerini öldürme ve tümör büyümesini inhibe etme yetenekleri açısından test 

edilmiştir. Günümüzde, cisplatin tek başına veya diğer ilaçlarla birlikte kombine 

olarak birçok farklı kanser türüne karşı kullanılmaktadır. 
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Şekil 2.2: Cisplatin. 
 

2.3.1. Onaylanmış Platin Türevli İlaçlar 

 

FDA, cisplatin ve türevleri karboplatin ve oksaliplatini tek ajan olarak veya 

kombine kemoterapinin bir parçası olarak onaylamıştır (Şekil 2.3) [36, 37]. Ayrıca 

diğer beş platin türevi de bölgesel onaylıdır (nedaplatin, lobaplatin, heptaplatin, 

miriplatin ve disikloplatin) (Şekil 2.4) [38].  Cisplatin ve türevlerinin klinik başarısına 

rağmen, doz sınırlayıcı toksik yan etkiler ve onaylanmış platin bileşiklerine karşı doğal 

ve edinilmiş direnç, yeni nesil antitümör ajanların geliştirilmesine yol açmıştır [39, 40, 

41]. 

 

 
Şekil 2.3: Dünya çapında klinik onaylı platin kompleksleri: cisplatin (1), karboplatin 

(2), oksaliplatin (3). 
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Şekil 2.4: Bölgesel sınırlı klinik uygulama ile platin kompleksleri: nedaplatin (4), 
heptaplatin (5), disikloplatin (6), lobaplatin (7) ve miriplatin (8). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

12 

Tablo 2.1: İnsanlarda Kullanım için Klinik Olarak Onaylanmış Platin 
Kemoterapötikler. 
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2.3.2. Platin Türevli İlaçların Yan Etkileri 

 

Cisplatin, kanser tedavisinde çok başarılı olmasına rağmen, çok sayıda toksik yan 

etkiye neden olur [42]. Bu yan etkiler doza bağlı olarak görülebilir [43]. Yoğun 

kemoterapi tedavisinin bir sonucu olarak, hastaların bağışıklığı bozulur ve bu durum 

karmaşık enfeksiyonlara ve dolayısıyla ölüme neden olabilir. Cisplatinin başlıca yan 

etkileri nefrotoksisite, ototoksisite, hepatotoksisite, gastrointestinal toksisitedir. 

 

2.4. Cisplatinin Etki Mekanizması 

 

 
Şekil 2.5: Cisplatin antikanser aktivitesinin etki mekanizması. 

 

2.4.1. Cisplatinin Hücresel Birikimi 

 

Cisplatin hastalara intravenöz steril salin solüsyonu olarak verilmektedir [44]. 

Kan dolaşımı yoluyla tüm vücutta dolaşmaya devam eder. Plazma proteinleri albümin, 

transferin, sistein cisplatin ile güçlü bir şekilde bağlanabilir ve cisplatinin 

deaktivasyonuna neden olabilir [45,46]. Cisplatinin %65-95'inin, uygulamanın hemen 

ardından 24 saat içinde kan plazma proteinine bağlanabileceği bildirilmektedir [47]. 
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Kalan cisplatin, plazma membranını kullanarak pasif difüzyon yoluyla tümör 

hücrelerine taşınabilir [45,48,49]. Çalışmalar, bakır taşıyıcı protein CTR1'in cisplatin 

alımından da sorumlu olduğunu ortaya koymaktadır [50]. Cisplatin, CTR1 

konsantrasyonunun bozulmasına neden olabilir. Yüksek CTR1 ekspresyonuna sahip 

hücreler daha yüksek cisplatin birikimine sahip olabilir ve bu da cisplatine daha yüksek 

duyarlılık sağlar [51]. 

 

2.4.2. Cisplatinin Aktivasyonu 

 

Cisplatin hücreye girdiğinde, klorür ligandlarından birini su ligandına 

(monoaquation) dönüştürerek aktive olmaktadır. Cisplatinin bu aktivasyonu, 

sitoplazmadaki klorür konsantrasyonunun nispeten düşük olması ve güçlü elektrofil 

olmaları nedeniyle oluşmaktadır. Sülfhidril protein grupları ve nükleik asitlerin 

nitrojen donör atomları gibi bir dizi nükleofil ile reaksiyona girebilirler [51] çünkü su 

klorürden daha iyi ayrılan gruptur [42]. In vitro çalışmalar, monoaquated platinin DNA 

bağlanmasına karşı diaquated platinden daha reaktif olduğunu doğrulamıştır [50]. 

 

2.4.3. Cisplatin Tarafından Oksidatif Stres Oluşturulması 

 

Oksidatif stres, cisplatin sitotoksisitesinde çok yaygın bir mekanizmadır. 

Hidroksil radikalleri gibi reaktif oksijen türleri (ROS), cisplatin konsantrasyonuna ve 

maruz kalma süresine bağlı olarak süperoksit oluşturarak oksidatif stresi indükler [52]. 

Mitokondri, oksidatif stresin en önemli hedeflerinden biridir ve ROS, 

mitokondriyal solunum fonksiyonunu etkileyebilir ve hücresel disfonksiyona neden 

olabilir [53]. Bax (Bcl2 ile ilişkili X) ve Ca2+ ile birlikte ROS, mtDNA hasarına neden 

olur ve mitokondrinin yırtılmasını kolaylaştıran MPT'de (mitokondri permeabilite 

geçişi) [54] düşüşe neden olur [55].  

Mitokondri yırtılması, kaspaz-9'u aktive eden bir apoptozom kompleksi 

oluşturmak için sitosolik Apaf-1 (apoptotik proteaz aktive edici faktör 1) ve ATP 

(adenozin trifosfat) ile bağlanan Cyt C (sitokrom C) ve procaspase-9'u (kaspaz, sistein 

aspartata özgü proteinazdır) serbest bırakır [42]. Aktive edilmiş kaspaz-9 daha sonra 

diğer kaspazlarla etkileşime girerek kaspaz-3, kaspaz-6 ve kaspaz-7'yi aktive eder ve 
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bu da anahtar substratların bölünmesi yoluyla apoptoza yol açar (Şekil 2.5) [56]. 

Apoptoz, ATP'ye bağlı programlanmış hücre ölümüdür [57]. 

 

2.4.4. Cisplatin-DNA Bağlanması 

 

DNA, cisplatinin antikanser aktivite göstermesi için ana hedeftir [58, 59]. 

Çekirdeğe giren mono veya dihidratlanmış platin, DNA bazlarıyla reaksiyona girecek 

kadar savunmasızdır. Yapılan in vitro çalışmalar guaninin imidazol halkasının N7 

pozisyonunun, adenin veya DNA'da bulunan diğer bazlara (yani sitozin ve timin) göre 

daha çok tercih edildiği bildirilmiştir [60,61,62]. Cisplatin ve DNA bazları arasında, 

intra-strand ve inter-strand çapraz bağlar gibi farklı tipte eklentiler oluşturulabilir. 

Cisplatin, 1, 2-intrastrand DNA (GpG) eklentileri ve 1,2-intrastrand DNA (ApG) 

eklentileri oluşturmak için adenin ve guanin üzerindeki nükleofilik N7 reaktif 

merkezlerine bağlanır (Şekil 2.6). Eklentilerin %90’ı  1, 2-intrastrand DNA (GpG) 

iken, yaklaşık %10'u 1,2-intrastrand DNA'dır (ApG) [51]. Bu eklentiler, DNA 

transkripsiyonunu ve replikasyonunu inhibe eder. Dolayısıyla, DNA'ya zarar verir ve 

programlanmış hücre ölümüne neden olur [63]. 

 

 
 

Şekil 2.6: Cisplatin ile DNA arasında oluşan çapraz bağlar. 
2.4.5. Apoptoz Yoluyla Hücre Ölümü 

  

Cisplatin ayrıca hücre zarından hücre apoptozunu indükleyebilir [64]. Tip II 

transmembran proteini ve Fas ligandı (FasL), Fas reseptörünü aktive eder ve bu daha 
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sonra FADD (Fas ile ilişkili ölüm domaini) ve prokaspaz-8'den apoptozom kompleksi 

oluşturmayı kolaylaştırır [42]. Bu apoptozom kompleksi, daha sonra kaspaz-3, kaspaz-

6 ve kaspaz-7'yi aktive eden kaspaz-8'i aktive eder, bu da nihayetinde anahtar substratı 

böler ve hücre apoptozuna yol açar (Şekil 2.5). 

Cisplatinin ana hedefi genomik DNA'dır (gDNA) ancak genellikle çok az 

miktarda (∼%1) interselüler cisplatin gDNA'ya bağlanır [65]. HMG (yüksek mobilite 

grubu) proteinleri gibi çeşitli proteinler, cisplatin-DNA bağlarını kolayca tanıyabilir. 

HMG1 proteini seçici olarak 1,2-cisplatin-DNA eklentisini tanır, bunlara bağlanır [66] 

ve onarıma karşı koruyabilir [67]. Cisplatin-DNA-HMG1 kompleksi üç farklı yolu 

izleyebilir. İlk yol, DNA'nın onarımını sağlamak için NER (nükleotid eksizyon tamiri) 

mekanizmasıdır ve hücre hayatta kalır. İkinci yol, HMG proteininin cisplatin-DNA 

eklentilerini DNA onarım enzimleri tarafından tanınmaktan koruyabileceği 

varsayıldığı "onarım koruma modeli" dir [42]. Üçüncüsü, "kaçırma modeli", SSRP1 

gibi HMG proteinlerinin, DNA hasarından sonra hücre döngüsü olaylarını modüle 

edebileceğini ve hücre ölümünü tetikleyebileceğini ortaya koyar (Şekil 2.5) [42,68]. 

DNA onarım mekanizması, cisplatin sitotoksisitesinin en önemli kısımlarından 

biridir. DNA onarımı ile ilgili proteinler NER (nükleotid eksizyon tamiri) ve MMR 

(yanlış eşleşme eksizyon tamiri) proteinleridir. NER sistemi, Pt-DNA intra-strand 

çapraz bağlarını tanıyan ve daha sonra 20-29 baz çiftine kadar DNA dizilerini kesen 

17 farklı protein içerir [69]. DNA polimeraz ise kalan boşlukları doldurur [70]. MMR, 

iki bitişik guanin arasındaki intra-strand eklentisinin karşısındaki hasar görmemiş 

ipliğe doğru nükleotidi girmeye çalışacaktır [45,71]. Hasarlar tamir edemediğinde ise 

hücre apoptozu meydana gelir (Şekil 2.5). 

 

2.4.6. Hücre Döngüsü Durdurması 

 

Hücre apoptozu cisplatinin neden olduğu hücre döngüsü duraksaması (G1, S ve 

G2 fazı) yoluyla da mümkündür [72]. Bu duraksamalar, DNA sentezinden önce hasarlı 

DNA'nın onarılması için zaman tanır. Cisplatin, G ve S fazı duraksamasından sorumlu 

olan kontrol noktası kinazları Chk1 ve Chk2'yi aktive eder [73]. Bu duraksamaların 

ortadan kaldırılması, kanser hücrelerini onarılmamış DNA hasarı ile birlikte hücre 

döngüsüne erken girmeye zorlayarak ölmelerine neden olabilir [74] (Şekil 2.5). 
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2.4.7. Cisplatin ve p53 

 

Tümör baskılayıcı protein p53, cisplatin kaynaklı apoptozda merkezi bir rol 

oynayan kısa ömürlü bir proteindir. Genom mutasyonunu önleyerek stabiliteyi 

korumadaki rolü nedeniyle "genomun koruyucusu" olarak da bilinir [75]. p53, iki 

farklı kinaz ATM (ataksi telenjiektazi mutasyona uğramış protein) ve ATR (ATM ve 

RAD3 ile ilişkili protein) tarafından aktive edilir. Cisplatin önce ATR kinazı [76] 

aktive eder ve daha sonra serin-15'i fosforile ederek p53'ü aktive eder [77]. p53, hücre 

döngüsünün durmasından sorumlu olan p21, Mdm2 ve GADD45 genlerini aktive eder 

ve DNA onarımı yoluyla apoptoza yol açar [45]. p53, FLIP'in bozulması (flice benzeri 

inhibitör protein), Bcl-xL'nin (B-hücreli lenfoma-ekstra-büyük) antiapoptotik 

fonksiyonuna doğrudan bağlanma ve antiapoptotik işlevine karşı koyma, PTEN'nin 

aşırı ekspresyonu (fosfataz ve tensin homolog) gibi farklı mekanizmalarla doğrudan 

apoptoza neden olur [51,78]. Yine p53, hücre apoptozundan sorumlu olan PUMA [79], 

PIDD [80] ve MAPK protein ailesini [51] aktif hale getirir. Apoptoz Bax'ın (sitozolde 

bulunur) aktive edilerek mitokondriyal yolın tetiklenmesiyle mümkündür [81]. Ayrıca 

p53'ün, kaspaz 8, kaspaz 3 yoluyla apoptoza yol açan Fas / FasL etkileşimine olanak 

sağladığı da bildirilmiştir (Şekil 2.5) [52]. 

 

2.5. Cisplatin'in Direnci 

 

Cisplatin tedavisinin en ciddi dezavantajı kanser hücrelerinin gösterdiği ilaç 

direncidir. Cisplatin direnci kanser türlerine bağlıdır. Örneğin, testis kanseri, 

yumurtalık kanseri, baş ve boyun kanseri ve küçük hücreli akciğer kanseri cisplatine 

çok duyarlı iken küçük hücreli olmayan akciğer kanseri ve kolorektal kanser cisplatine 

çok dirençlidir [41,82]. İki tür direnç vardır: içsel direnç ve edinilmiş direnç. İçsel 

direnç, ilaçla tedavinin başlangıcından itibaren ortaya çıkan direnç iken, edinilmiş 

dirençte ilaç başlangıçta aktiftir ancak zamanla inaktif hale gelmektedir [83]. Cisplatin 

direnci, ilacın hücresel alımını azaltarak, dışarı akışını artırarak, ilaç hedefini 

değiştirerek veya DNA'nın onarımı ile mümkün olabilir [84, 85, 86]. 

Cisplatin direncinin dört farklı anda oluşabileceği kabul edilmektedir: Kan 

dolaşımı yoluyla ilaç sirkülasyonu sırasında, ilaç alımı ve hücre zarından dışarı akış 

sırasında, sitoplazmada mevcutken ve son olarak DNA bağlanmasından sonra. 
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2.5.1. Kan Dolaşımı Yoluyla İlaç Sirkülasyonu Sırasında Oluşan 
Direnç 

 

Cisplatin intravenöz olarak uygulanır ve bu nedenle kanser hücrelerine girmeden 

önce kan yoluyla dolaşır. Kan dolaşımında bulunan proteinler, özellikle insan serum 

albümini ve sistein gibi tiyol grubuna sahip olanlar cisplatin ile bağlanabilir. Bu 

protein bağlanması, cisplatinin deaktivasyonundan sorumludur [87]. Daha önce 

cisplatinin %65-95'inin bir günlük uygulamadan hemen sonra plazma proteinine 

bağlandığı belirtilmiştir [47]. 

 

2.5.2. İlacın Hücre Zarından İçeri Girmesi veya Dışarı Akması 
Sırasında Oluşan Direnç 

 

Azalan cisplatin girişi ve artan cisplatin çıkışı, kanser hücrelerinde daha düşük 

ilaç birikimine neden olur [88]. Azalmış cisplatin birikiminin, artan ilaç çıkışından 

çok, azalmış ilaç alımına bağlı olduğu gösterilmiştir [41]. Pasif difüzyon ve bakır 

taşıma proteini Ctr1'in cisplatin girişinden sorumlu olduğu bilinmektedir. Cisplatin 

varlığı Ctr1 konsantrasyonunda bozulmaya neden olur ve bu nedenle cisplatin girişi 

önemli ölçüde azalır ve bu da ilaca dirençle sonuçlanır [51, 65]. Bir membran proteini 

TMEM205 de cisplatine hücresel dirençten sorumludur [51]. Diğer iki bakır taşıyıcı 

ATP7A ve ATP7B, cisplatinin hücreden dışarı aktarılmasına yardımcı olur ve dirence 

yol açar [89]. Ayrıca literatürde, çoklu ilaca dirençli proteinlerin (MRP) tercihen 

cisplatini sülfat, glukuronat veya GSH ile konjugasyon yoluyla hücre dışına aktardığı 

görülmektedir [51,90]. 

 

 

 

 

2.5.3. Sitoplazmada Mevcutken Oluşan Direnç 

 

Cisplatin direncinin en önemli mekanizmalarından biri, cisplatinin glutatyon ve 

metalotiyoninlerle bağlanarak hücre içi inaktivasyonudur. GSH ve cisplatin kompleksi 

daha sonra bir GS-konjuge dışarı pompası ile atılır [91]. Ya glutatyon S-transferaz 



 

19 

enziminin (GST) bu reaksiyona yardımcı olduğu ya da kendiliğinden meydana geldiği 

bildirilmektedir [92]. 

 

2.5.4. DNA Bağlanmasından Sonra Oluşan Direnç 

 

NER, cisplatin direncini indüklemek için DNA lezyonlarını ortadan kaldırmanın 

en iyi yoludur [93]. NER sistemi, her iki sarmaldaki hasarlı nükleotidleri çıkarır ve 

daha sonra genin bütünlüğünü yeniden oluşturmak için DNA'yı sentezler [94]. NER 

proteinlerinin aşırı ekspresyonu olan hücreler cisplatine çok düşük duyarlılık 

göstermektedir [95]. MMR proteini, genellikle DNA-cisplatin lezyonunu onarmaya 

çalışan çok önemli bir proteindir. Onarım başarısız olursa apoptoza yol açar [71]. Ama 

DNA'yı mükemmel şekilde onarırsa hücre hayatta kalır. c-fos, H-ras, c-abl ve c-myc 

gibi onkogenlerin ekspresyonundaki değişikliklerin ve p53 gibi tümör baskılayıcı 

genin cisplatine karşı hücresel direnç yaratabileceği iyi bilinmektedir [96]. Cisplatin 

direnci, ilaca bağlı mikroRNA fonksiyonundaki düzensizlik nedeniyle de mümkündür 

[83]. MikroRNA'nın bu düzensizliği, hücre sinyalleşmesinde, DNA metilasyonunda 

ve invazivlikte veya hücrelerin hayatta kalmasında sorunlara neden olabilir ve bu da 

cisplatin direnciyle sonuçlanır [97]. 

 

2.6. Yeni Kemoterapötik Ajanların Geliştirilmesi ve 
İmidazolidindion Bileşiğinin Kanser Tedavisindeki Yeri 
 

Cisplatinin yaygın kullanımı, ilaç direnci ve nefrotoksisite, nörotoksisite, 

ototoksisite gibi ciddi doz sınırlayıcı yan etkiler nedeniyle kısıtlanmıştır [41, 82, 83]. 

Bu nedenle, yenilikçi ve daha etkili metal bazlı ilaçların araştırılmasında, çok çeşitli 

antikanser aktiviteleri sergileyen ve eşzamanlı olarak cisplatin dezavantajlarını 

ortadan kaldıran yeni cisplatin analoglarının tasarımına ve sentezine büyük ilgi 

gösterilmiştir [98, 99]. 

Şimdiye kadar çok sayıda cisplatin benzeri kompleks veya bunların trans 

analogları araştırılmıştır. Çoğu durumda, platin kompleksleri piridin veya türevleri 

[100, 101], imidazoller [102, 103], tiyazol [104], pirazoller [105, 106], kinolin ve 

izokinolin [107], tetrazoller ve triazoller gibi farklı ligandları içermektedir [108].  
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Son zamanlarda kullanılan farklı imidazolidin ve imidazolidindion türevlerinin 

çalışmalarda güçlü antitümör, antimikrobiyal, antimalaryal etkisinin olduğu 

bildirilmektedir [109, 110, 111, 112, 113, 114, 115]. 

Ayrıca Nilutamide gibi ticari olarak prostat kanseri tedavisinde kullanılan 

imidazolidindion türevi bulunmaktadır [116]. Buna ek olarak kanser türlerinde aşırı 

ekspresse olan Bcl-2 proteini için farklı imidazolidindion türevlerinin Bcl-2 inhibitörü 

olarak geliştirildiği bildirilmiştir [117]. Genellikle çalışmalarda kullanılan 

imidazolidindion halkasındaki iki karbonil gurubu 2 ve 4 konumundadırlar. Bu tez 

kapsamında Prof. Dr. Vefa AHSEN ve ekibi tarafından sentezlenen imidazolidindion 

bileşiklerinde ise bu gruplar 2 ve 3 konumuna taşınmıştır. Böylece farklı 

konumlandırılmış gruplar ile sentezlenen imidazolidindion türevleri ile birlikle bu 

imidazolidindion bileşiklerinin oksim türevleri ve bunların platin komplekslerinin 

anti-kanser aktivitesi tez çalışması kapsamında ele alınmıştır. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3. GEREÇLER 

 

3.1. Genel Kimyasallar 
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i) EDTA (Merck) 

ii) DMSO (Merck) 

iii) Etanol (Riedel de Haen) 

iv) RNaz A Çözeltisi (Promega), Metanol (Fischer) 

v) Gliserol (Fischer Scientific) 

vi) Tris (Fischer Scientific) 

vii) HCL (Fischer Scientific) 

viii) NaCL (Fischer Scientific) 

 

3.2. Cihazlar 

 

i) Sıvı Azot tankı (Arpege 140) 

ii) Laminar Kabin, Class II Tip (PMV Clean Air) 

iii) Soğutmalı Mikrosantrifüj (Beckman Coulter microfuge 22R) 

iv) Santrifüj (Nüve, NF400) 

v) -80°C Derin Dondurucu (Thermo, Forma -86°C ULT Freezer) 

vi) Buharlı sterilizatör (Otoklav) (Hirayama, Hiclave HVE-50) 

vii) +4°C Buzdolabı (Ariston)  

viii) -20°C Derin Dondurucu (Bosch) 

ix) Buz Makinesi (BAR-LINE BF85) 

x) Soğutmalı santrifüj (Heraeus Instruments Function Line) 

xi) Su Banyosu (TECHNE, TE-10A Tempette) 

xii) Karbondioksit İnkübatörü (Labogene, Scancell) 

xiii) Votex (DragonLabs, MX-S) 

xiv) xCELLigence DP (ACEA) 

xv) LSM 880 Airyscan Konfokal Mikroskop (ZEISS) 

xvi) Accuri C6 (Becton Dickinson) 

xvii) Şarjlı pipetleyici (Thermo Fisher Scientific) 

xviii) Floresan ataşmanlı ışık mikroskobu (Nikon) 

xix) Soğurmali Santrifüj (Labogene, Scanspeed 1580R) 

xx) Hassas terazi, 0,1 mg hassasiyetli (Sartorius BL210S) 

xxi) Manyetik karıştırıcı (Denville Scientific) 
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xxii) Mikrodalga fırın (Kumtel) 

xxiii) Inverted mikroskop (Olympus CKX41) 

 

3.3. Hücre Kültürü Malzemeleri ve Kimyasal Maddeler 

 

i) Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 Medium Mix with L-glutamine, 

Gibco, New York, ABD 

ii) Dulbecco's Modification of Eagle's Medium Mix with L-glutamine, Gibco, 

New York, ABD 

iii) Fötal sığır serumu (Fetal Bovine Serum, FBS), Gibco, New York, ABD 

iv) Penisilin-Streptomisin Solüsyonu (100X), Gibco, New York, ABD 

v) Non-essential amino acid (100X) Gibco, New York, ABD 

vi) Epidermal büyüme faktörü Sigma, St. Louis, MO, ABD 

vii) Hidrokortizon Sigma, St. Louis, MO, ABD 

viii) İnsülin Sigma, St. Louis, MO, ABD 

ix) Fosfat tuz tamponu (PBS), Sigma, ABD 

x) Tripsin-Etilen Diamin Tetraasetik Asit (Tripsin-EDTA), Gibco, New York, 

ABD 

xi) Dimetil sülfoksit (DMSO), AMRESCO, Solon, ABD 

xii) Annexin V-PE (BD Biosciences)  

xiii) 7-AAD-APC Viability Staining Solution (Biolegend) 

xiv) RNaz A Çözeltisi (Promega) 

xv) APC Rat Anti-Mouse CD44 (BD) 

xvi) PE Mouse Anti-Human CD24 (BD) 

xvii) Cisplatin (Sigma) 

xviii) Anti-fosfo-Histon H2A.X (Ser139) (Merck) 

xix) Alexa Fluor® 488 Conjugate (Cell Signaling) 

xx) RTCA CIM-plate (ACEA) 

xxi) E-PLATE VIEW (ACEA) 

xxii) Matrigel (CORNING) 

xxiii) Bovine Serum Albumin (BSA) (Merck) 

 

3.4. Çözelti ve Tamponlar 
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i) 10X PBS: 80 g NaCI, 2 g KCI, 17,8 g Na2HPO4.2H2O, 2,4 g KH2PO4 bir 

litreden az miktarda ddH2O içerisinde çözülür. Daha sonra pH:7.4’ye ayarlanır 

ve sonra hacim ddH2O ile bir litreye tamamlanır. 

ii) 10X TBS: 30g Tris, 88g NaCl, 2g KCl belirli miktarda ddH2O içerisinde 

çözünlüp pH:7.5’ye ayarlandıktan sonra hacim ddH2O ile bir litreye 

tamamlanır. 

iii) TBS-T: 1X TBS ve %5 Tween-20. 

iv) 10X Bağlanma Tamponu: 10 mM HEPES/NaOH, pH 7.4, 140 mM NaCl ve 2.5 

mM CaCl2. 

v) Hücre Dondurma Solüsyonu: %90 FBS ve %10 DMSO. 

vi) %2 BSA/TBS-T: 2g BSA tartılıp son hacmi 100 ml olacak şekilde 1X TBS-T 

içerisinde çözülür. 

 

3.5. Antikorlar ve Boyalar 

 

Annexin V-PE (BD Biosciences), 7-AAD-APC Viability Staining Solution 

(Biolegend), PE Mouse Anti-Human CD24, Anti-fosfo-Histon H2A.X (Ser139) 

(Merck), Alexa Fluor® 488 Conjugate (Cell Signalling). 

 

3.6. Maddeler 

 

La, Lc, L1a, L1c, L1aPt-Bis, L1cPt-Bis, L2aPt-Bis, L2Pt, EK-24, EK-25 

 

 

 

 

 

 

4. YÖNTEMLER  

   

4.1. Hücre Kültürü ve Koşulları 
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Çalışmalar için beş kanser hücre hattı ve iki normal hücre hattı kullanıldı. Meme 

kanseri MCF-7 ve MDA-MB-231, serviks kanseri HeLa, prostat kanseri LNCaP ve 

PC3 ve kontrol amaçlı insan embriyonik böbrek HEK293 hücre hattı ve normal meme 

epitelini temsil eden MCF-12A hücre hattı kullanıldı. Tüm hücreler rutin olarak 

nemlendirilmiş, %5 CO2 ile zenginleştirilmiş bir ortamda tek tabakalı kültürler olarak 

37° C'de tutuldu. MCF-7 ve MDA-MB-231, HeLa ve HEK293 hücre hatları %10 fetal 

dana serumu, %1 penisilin-streptomisin ve %1 non-essential aminoasit ile 

zenginleştirilmiş yüksek glukoz içeren DMEM besiyerinde, LNCaP ve PC-3 hücre 

hatları %10 fetal dana serumu, %1 penisilin-streptomisin ve %1 non-essential 

aminoasit ile zenginleştirilmiş RPMI1640 besiyerinde kültüre edildi. MCF-12A ise 

%10 fetal sığır serumu, %1 penisilin-streptomisin, %1 non-essential aminoasit, 20 

ng/mL EGF, 0.5 µg/mL hidrpokortizon ve 10 µg/mL insulin ile zenginleştirilmiş 

yüksek-glukoz içeren DMEM besiyeri ile kültürlendi. Tüm deneyler, sınıf II laminer 

hava akış kabininde (PMV Clean Air) aseptik bir ortamda gerçekleştirildi. 

Kültüre edilen hücreler hücre büyüme kaplarında (petri) %80-90’a ulaştıktan 

sonra kültürün devamı için pasajlandı. Hücrelerdeki eski besiyeri uzaklaştırıldı ve 1X 

DPBS ile hücreler yıkandı. Yüzeye tutunan hücreleri kaldırmak için Tripsin-EDTA 

(2X) uygulandı. İnkübatörde 2-3 dakika bekletip hücrelerin kalkması sağlandı. Farklı 

pasaj oranlarına uygun miktarda dilüsyon yaparak taze besiyeri ilave edildi ve yeni 

petri kabına alındı. Hücre gelişimi için hücreler 37°C’de %5 CO2 koşullarında 

inkübasyona bırakıldı. 

 

4.2. Hücre Proliferasyonu Analizi 

 

MCF-12A, MCF-7, MDA-MB-231, PC3, LNCaP, HeLa ve HEK293 hücre hatları 

E-Plate 96'ya (Acea Biosciences, San Diego, CA) hücrelerin türüne göre kuyu başı 

100 µL'lik bir hacimde 7x103-10x103 olacak şekilde sayılıp ekildi.  Hücreler 

çoğaldıkça, kuyuda bulunan elektronik sensörler tarafından algılandı ve veriler gerçek-

zamanlı olarak cihaz tarafından her 15 dakikada bir 72 saat boyunca kaydedildi. 

Hücrelerin adaptasyonunu sağlamak için 24 saat inkübe edildikten sonra kuyulara 50 

µl hacimde maddelerin farklı konsantrasyonları ilave edildi. Tüm inkübasyonlar 200 

µl hacimde, 37° C'de ve %5 CO2'de bir hücre kültürü inkübatöründe tutulurken 
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xCELLigence RTCA MP sisteminde (Acea BioSciences) gerçekleştirildi. Sonuçlar 

tedavinin başlangıç noktasından itibaren hücre indeksine normalize edildi.  

İnhibitör konsantrasyon 50, IC50 değerleri, RTCA Software 2.0'ın (Acea 

Biosciences) DRC (bir zaman periyodunda eğrinin altında alan - konsantrasyon) 

fonksiyonu kullanılarak belirlendi. Analiz, replike oyukların ortalama değerine dayalı 

olarak gerçekleştirildi. Her deneyde analiz için seçilen zaman çerçevesi, bileşiklerin 

eklenmesinin ardından alınan ilk tarama ile her bir deneyin son taraması arasındaydı. 

 

4.3. Apoptoz Analizi 

 

L1cPt-Bis, L2aPt-Bis, EK-24 ve EK-25 ile devam edildi. Hücreler 6 kuyucuklu 

plakalara kuyu başı 3 x105 olacak şekilde ekildi.  24 saat sonra her bir hücre için etkili 

olan IC50 konsantrasyonlarında madde ve pozitif kontrol olarak cisplatin (Sigma) 

verildi. Hücreler 24 saat madde ile inkübe edildikten sonra toplandı ve soğuk PBS ile 

iki kez yıkandı ve daha sonra 100 ul 1X Bağlama Tamponu içinde yeniden süspanse 

edildi. 5 µl Annexin V-PE (BD Biosciences) ve 5µl 7-AAD-APC Viability Staining 

Solution (Biolegend) ile oda sıcaklığında karanlıkta 15 dk inkübe edildi.  

İnkübasyondan sonra, her bir tüpe 400 ul 1X bağlama tamponu ilave edildi. Apoptotik 

ve canlı hücre hücre yüzdesi Accuri C6 akım sitometresi cihazı ile analiz edildi. 

 Canlı hücre popülasyonu: Anneksin V (-) ve 7- AAD (-) 

 Erken apoptotik hücre popülasyonu: Anneksin V (+) ve 7- AAD (-) 

 Geç apoptotik hücre popülasyonu: Anneksin V (+) ve 7- AAD (+) 

 Nekrotik hücre popülasyonu: Anneksin V (-) ve 7- AAD (+) 

 

 

4.4. Hücre Döngüsü Analizi 

 

Maddelerin hücre döngüsü üzerindeki etkisi 7-AAD-APC Viability Staining 

Solution (Biolegend) kullanılarak akım sitometri cihazı ile analizi ile gerçekleştirildi. 

Analiz L1cPt-Bis, L2aPt-Bis, EK-24 ve EK-25 maddeleri için gerçekleştirildi. 

Hücreler 6 kuyucuklu plakalara kuyu başı 3 x105 olacak şekilde ekildi.  24 saat sonra 

her bir hücre için etkili olan IC50 konsantrasyonlarında madde ve pozitif kontrol olarak 

cisplatin (Sigma) verildi. Hücreler 24 saat madde ile inkübe edildikten sonra toplandı 
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ve soğuk PBS ile iki kez yıkandı. Ardından gece boyunda -20° C'de bekletilmiş 1 ml 

%70 etanol ile hücreler fikse edildi. Analizden önce hücreler, PBS içinde yeniden 

süspanse edildi, 10 µg / ml RNaz A Çözeltisi (Promega) ile işleme tabi tutuldu ve 5µl 

7-AAD-APC Viability Staining Solution (Biolegend) ile boyandı. Sonuçlar Accuri C6 

akım sitometresi cihazı ile analiz edildi. 

 

4.5. Hücrelerde DNA Kırıklarının Immunofloresan Analiz 
Yöntemiyle Tespiti 

 

Analiz, maddelerin hücreler üzerinde oluşturduğu DNA hasarına bakmak için 

gerçekleştirildi. Hücreler (1.5x105) lamel üzerine ekildi ve gece boyunca yapışmaya 

bırakıldı.  Ardından hücrelere 24 saat boyunca maddeler ve cisplatin (Sigma) her bir 

hücrenin belirlenen IC50 konsantrasyonunda uygulandı. İşlemden sonra ortam aspire 

edildi ve hücreler, bir saat boyunca fiksasyon ajanı metanol ile buzda fikse edildi. 

Bloklama tamponu %2 BSA/TBS eklenip 1 saat boyunca bloklama yapıldı.  Bloklama 

işleminin ardından 2 μg/mL primer antikor anti-fosfo-Histon H2A.X (Ser139) (Merck) 

ile 90 dakika inkübasyon yapıldı. TBS ile 5 dakika yıkanıp, bloklama tamponuna 

sekonder antikor Alexa Fluor® 488 Conjugate (Cell Signalling) 1:1000 sulandırarak 

eklendi ve karanlıkta 1 saat inkübe edildi. Hücreler 5 kez TBS ile yıkandıktan sonra 

15 dakika DAPI (1:1000) içerisinde inkübe edildi. Son olarak distile su ile yıkanan 

lameller sabitleme ajanı (%80 gliserol) yardımıyla lam üzerine 45°açı ile ters 

çevrilerek kapatıldı. Hazırlanan preperatlar Zeiss LSM 880 Airyscan Konfokal 

Mikroskop ile görüntülenip fotoğraflandı. 

 

 

4.6. Hücre Migrasyon ve İnvazyon Analizi 

 

4.6.1. Hücre Migrasyonu 

 

Migrasyon, madde uygulanmış ve uygulanmamış hücreler arasında fonksiyonel 

farklılıkları test etmek için xCELLigence yöntemi kullanılarak değerlendirildi. 

xCELLigence sistemi (xCELLigence RTCA DP Instrument) hücre göçünü gerçek 

zamanlı olarak ölçer. Cihaz, xCELLigence analizör platformunu (ACEA Biosciences, 
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San Diego) kullanarak her biri modifiye edilmiş bir Boyden chamber içeren 16 

kuyudan oluşan bir CIM-plate’i analiz eder. Plaka, üst bölmeye ekilen hücrelerin 

mikro gözenekli membrandan bir kemoatraktan (%10 FBS) içeren, alt bölmeye doğru 

göç ettiği iki ayrılabilir bölümden oluşur. Plakalar, hücre göçünü veya bir polietilen 

tereftalat membranın 8 μm gözeneklerinden membranın alt tarafındaki altın elektrotlar 

üzerindeki göçünü ölçmek için kullanılabilir. Mikroelektrot sensörlerine yapışan 

hücreler, empedanstaki artışla ölçülür. 

MDA-MB-231, PC3 ve LNCaP hücreleri 6 kuyucuklu plakalara kuyu başı 3 

x105 olacak şekilde ekildi.  24 saat sonra hücrelere hem IC50 dozunda hem de bu dozun 

1:2, 1:5 ve 1:10 oranlarında madde uygulandı ve 24 saat boyunca inkübe edildi. 

%10 FBS (uyaran) içeren besiyeri, 160 µl'lik bir hacimde bir CIM-plate’in alt 

bölmesindeki her oyuğa ilave edildi. Üst bölme kapatılıp bağlandı ve 1 saat boyunca 

inkübatörde bekletildi. İnkübasyon sonunda her kuyuya 50 μL SFM eklendi. RTCA 

DP cihazında blank ölçümü alındı. Hücreler SFM ile toplandı ve thoma lamı ile sayıldı. 

Kuyu başı 4x104 hücre olacak şekilde 100 μL içinde ilave edildi. Plaka, hücre 

bağlanmasına izin vermek için oda sıcaklığında 30 dakika inkübe edildi, ardından 

plate, %5 CO2 içinde 37°C'de RTCA analizörüne yerleştirildi. Hücre empedansı 40 

saat boyunca her 15 dakikada bir ölçüldü. 

 

4.6.2. Hücre İnvazyonu 

 

Tüm invazyon tahlillerinde CIM-plate’in üst odacıkları soğuk SFM'de 

seyreltilmiş 800 μg/mL'de matrigel (CORNING) ile kaplanmıştır. Analiz 4.6.1'de 

açıklandığı gibi xCELLigence Sistemi kullanılarak gerçekleştirilmiştir. Her bir üst 

bölmeye 50 μl 'de Matrigel ilave edildi, bunun 30 μl 'si kuyularda eşit bir matrigel 

kaplaması sağlamak için hemen çıkarıldı. Üst bölme daha sonra matrigelin 

polimerizasyonuna izin vermek için 4 saat boyunca 37 °C'ye yerleştirildi. İnvazyon 

deneyleri 40 saat inkübasyon süresince takip edildi. 

 

4.7. İstatistiksel Analizler 

 

Görüntü analizleri ZEN Black Edition programı kullanılarak yapıldı. İstatistiksel 

analiz için Graphpad Prism Yazılımı (Sürüm 6) kullanıldı. Hücre dizileri arasındaki 
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tedavi etkinliğini karşılaştırmak için iki yönlü varyans analizi (ANOVA) ve ardından 

Bonferroni'nin çoklu karşılaştırma testi kullanıldı. İnvazyon ve migrasyon 

analizlerinde tek yönlü karşılaştırma analizi (ANOVA) testi ve ardından Tukey çoklu 

karşılaştırma testi kullanıldı. 0.05'in altındaki P değerleri istatistiksel olarak anlamlı 

kabul edildi. Tüm deneyler üç tekrar halinde yapıldı. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5. BULGULAR 

 

5.1. Bileşiklerin Sentezi 

 

Önerilen tez çalışmasında kullanılan dion türevleri La, Lc, dionların dioksim 

türevleri L1a, L1c (Şekil 5.1) ve bu ligandarın farklı platin (II) kompleksleri olan L1aPt-

Bis, L1cPt-Bis, L2aPt-Bis, L2Pt, EK-24 ve EK-25 (Şekil 5.2) Prof. Dr. Vefa AHSEN 

ve ekibi tarafından sentezlenmiştir. 
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Şekil 5.1: Ligandların kimyasal yapıları (La, Lc, L1a, L1c). 

 

 
 
Şekil 5.2: Pt (II) kompleksleri (L1aPt-Bis, L1cPt-Bis, L2aPt-Bis, L2Pt, EK-24, EK-

25). 
 

 

 

 

5.2. Bileşiklerin Antitümör Aktivitelerinin Ölçülmesi 

 

5.2.1. Yüksek Konsantrasyonda Bileşiklerin Hücre Proliferasyonu 
Üzerine Etkisinin İncelenmesi 
 

Çalışmada ilk olarak Prof. Dr. Vefa AHSEN ve ekibi tarafından sentezlenen 

ajanlar xCELLigence gerçek zamanlı analiz sistemi ile 50 µM konsantrasyonda MCF-

7, MDA-MB-231, HeLa, PC-3 hücre hatlarına hücre proliferasyonu üzerindeki 

etkilerini görmek için uygulandı. 50 µM konsantrasyon uygulandıktan sonra 24. 

saatten başlayarak L1cPt-Bis, L2aPt-Bis, EK-24 ve EK-25 komplekslerinin bütün 



 

30 

hücre hatlarında anti-proliferatif etki yaptığı gözlemlendi (Şekil 5.3). Daha ileri 

çalışmalara bu komplekslerle devam edildi. 

 

 
Şekil 5.3: Ajanların hücre proliferasyonuna etkisinin incelenmesi. 50 µM 

konsantrasyonda MCF-7, MDA-MB-231, HeLa ve PC-3 hücreleri ile muamele 
edilen ajanların zamana bağlı hücre indeksi grafikleri. Kontrol: Sadece besiyeri, 

DMSO: 1/1000 oranında DMSO içeren besiyeri. 
 

 

 

 

 

 

5.2.2. Platin Türevli Maddelerin Anti-Proliferatif Aktiviteleri 

 

50 µM konsantrasyonda etkin olduğu görülen L1cPt-Bis, L2aPt-Bis, EK-24, EK-

25’in antiproliferatif aktiviteleri, xCELLigence gerçek zamanlı analiz sistemi ile 

MCF-12A, MCF-7, MDA-MB-231, HEK293, HeLa, PC-3 ve LNCaP hücre hatlarında 

belirlendi.  

Analiz sonuçlarına göre L1cPt-Bis, L2aPt-Bis, EK-24, EK-25 uygulanan MCF-

12A, MCF-7 ve MDA-MB-231 hücre hatlarında 24. saatten itibaren hücre 

proliferasyonunun baskılandığı ve baskılanmanın kontrol MCF-12A hücresine oranla 

meme kanseri hücrelerinde istatistiksel olarak anlamlı olduğu tespit edildi (Şekil 5.4). 
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HEK293, HeLa, PC-3 ve LNCaP hücre hatları L1cPt-Bis ve L2aPt-Bis ile muamele 

edildiğinde ise 24. saatten itibaren proliferasyonun 5 μM konsantrasyondan itibaren 

PC-3 ve LNCaP hücrelerde sağlıklı HEK293 hücrelerine oranla daha fazla 

baskılandığı gözlendi. HeLa hücreleri L1cPt-Bis ve L2aPt-Bis muamelesinden sonra 

24. saatte HEK293 hücrelerine kıyasla anti-proliferatif etki göstermedi (Şekil 5.5). 

L1cPt-Bis’in hücrelere uygulanmasıyla birlikte 24. saatten itibaren anti-proliferatif etki 

yaptığı görüldü. MDA-MB-231 hücrelerinde 12 saat 20 μM ve 24 saat 5 μM madde 

uygulanması sonrası hücre çoğalmasında azalma belirlendi. Diğer yandan, MCF-7 

hücrelerinin madde uygulamasına daha dirençli olduğu ve 12 saatlik muamelede ancak 

en yüksek dozlar olan 25 ve 30 μM, 24. saat sonuçlarında ise 20 μM konsantrasyondan 

itibaren anti-proliferatif etkinin gerçekleştiği rapor edildi (Şekil 5.4). L1cPt-Bis PC-3 

hücrelerinin proliferasyonunda 12 saat 5 μM madde uygulaması sonrasında anlamlı 

fakat az bir düşüşe yol açarken (Şekil 5.5), HEK293, HeLa ve LNCaP hücrelerinde 12 

saat madde uygulanan en yüksek dozlarda bile anti-proliferatif etki gözlemlenmedi.  

24. saatte de sadece PC-3 hücrelerinde 5 μM konsantrasyondan itibaren hücrelerin 

proliferasyonlarında kontrol hücre grubuna göre baskılama tespit edildi (Şekil 5.5). 

 L1cPt-Bis için 24. saatteki IC50 değerleri MCF12-A, MCF-7 ve MDA-MB-231 

hücreleri için sırasıyla 16.3, 19 ve 9.8 μM olarak hesaplanırken (Tablo 5.1), HEK293, 

PC-3 ve LNCaP hücreleri için 24, 10.2 ve 29 μM olarak hesaplandı (Tablo 5.2). 

 

 
Şekil 5.4: MCF-12A, MCF-7 ve MDA-MB-231 hücrelerinde L1cPt-bis’in hücre 

proliferasyonuna etkisinin incelenmesi. a. L1cPt-bis ile farklı konsantrasyonlarında 
muamele edilen MCF-12A hücrelerinin 12, 24, 36 ve 48. saat hücre indeksi 

değerleri. b. MCF-7 hücrelerine farklı konsantrasyonlarda L1cPt-bis uygulaması 
sonrasında tespit edilen 12, 24, 36 ve 48. saat hücre indeks değerlerinin grafiksel 

gösterimi. c. MDA-MB-231 hücrelerine farklı konsantrasyonda L1cPt-bis 
uygulaması sonrasında tespit edilen 12, 24, 36 ve 48. saat hücre indeks değerlerinin 

grafiksel gösterimi. Kontrol: Sadece besiyeri, DMSO: 1/1000 oranında DMSO içeren 
besiyeri. * P<0.05, ** P<0.01, ***P<0.001. 
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Şekil 5.5: HEK293, HeLa, PC-3 ve LNCaP hücrelerinde L1cPt-bis’in hücre 

proliferasyonuna etkisinin incelenmesi. a. L1cPt-bis ile farklı konsantrasyonlarında 
muamele edilen HEK293 hücrelerinin 12, 24, 36 ve 48. saat hücre indeksi değerleri. 

b. HeLa hücrelerine farklı konsantrasyonlarda L1cPt-bis uygulaması sonrasında 
tespit edilen 12, 24, 36 ve 48. saat hücre indeks değerlerinin grafiksel gösterimi. c. 
L1cPt-bis ile farklı konsantrasyonlarında muamele edilen PC-3 hücrelerinin 12, 24, 

36 ve 48. saat hücre indeksi değerleri.  d. LNCaP hücrelerine farklı konsantrasyonda 
L1cPt-bis uygulaması sonrasında tespit edilen 12, 24, 36 ve 48. saat hücre indeks 

değerlerinin grafiksel gösterimi. Kontrol: Sadece besiyeri, DMSO: 1/1000 oranında 
DMSO içeren besiyeri. * P<0.05, ** P<0.01, ***P<0.001. 

 

MCF12-A, MCF-7 ve MDA-MB-231 hücre hatlarına L2aPt-Bis uygulandığı 

zaman 24. saatte hücre proliferasyonun kontrol hücresine oranla kanser hücrelerinde 

azaldığı görüldü (Şekil 5.6). Ayrıca L2aPt-Bis kompleksi HEK293, HeLa, PC-3 ve 

LNCaP hücrelerine uygulandığı zaman 24. saatten itibaren hücre proliferasyonunda 

kontrol hücresine oranla sadece LNCaP hücre hattında 5 μM konsantrasyondan 

itibaren zamana bağımlı düşüş meydana geldi (Şekil 5.7). L2aPt-Bis PC-3 hücrelerinde 

ise ancak 15, 25 ve 30 μM konsantrasyonda hücre proliferasyonunda anlamlı bir 

düşüşe neden oldu.  

L2aPt-Bis için 24. saatteki IC50 değerleri MCF12-A, MCF-7 ve MDA-MB-231 

hücreleri için sırasıyla 16.7, 13.6 ve 17 μM olarak hesaplanırken (Tablo 5.1), HEK293, 

PC-3 ve LNCaP hücreleri için 10.4, 24 ve 19.4 μM olarak hesaplandı (Tablo 5.2). 
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Şekil 5.6: MCF-12A, MCF-7 ve MDA-MB-231 hücrelerinde L2aPt-Bis’in hücre 
proliferasyonuna etkisinin incelenmesi. a. L2aPt-Bis ile farklı konsantrasyonlarında 

muamele edilen MCF-12A hücrelerinin 12, 24, 36 ve 48. saat hücre indeksi 
değerleri. b. MCF-7 hücrelerine farklı konsantrasyonlarda L2aPt-Bis uygulaması 
sonrasında tespit edilen 12, 24, 36 ve 48. saat hücre indeks değerlerinin grafiksel 

gösterimi. c. MDA-MB-231 hücrelerine farklı konsantrasyonda L2aPt-Bis 
uygulaması sonrasında tespit edilen 12, 24, 36 ve 48. saat hücre indeks değerlerinin 

grafiksel gösterimi. Kontrol: Sadece besiyeri, DMSO: 1/1000 oranında DMSO içeren 
besiyeri. * P<0.05, ** P<0.01, ***P<0.001. 

 

 

 

 

 
 

Şekil 5.7: HEK293, HeLa, PC-3 ve LNCaP hücrelerinde L2aPt-Bis’in hücre 
proliferasyonuna etkisinin incelenmesi. a. L2aPt-Bis ile farklı konsantrasyonlarında 
muamele edilen HEK293 hücrelerinin 12, 24, 36 ve 48. saat hücre indeksi değerleri. 

b. HeLa hücrelerine farklı konsantrasyonlarda L2aPt-Bis uygulaması sonrasında 
tespit edilen 12, 24, 36 ve 48. saat hücre indeks değerlerinin grafiksel gösterimi. c. 
L2aPt-Bis ile farklı konsantrasyonlarında muamele edilen PC-3 hücrelerinin 12, 24, 
36 ve 48. saat hücre indeksi değerleri.  d. LNCaP hücrelerine farklı konsantrasyonda 

L2aPt-Bis uygulaması sonrasında tespit edilen 12, 24, 36 ve 48. saat hücre indeks 
değerlerinin grafiksel gösterimi. Kontrol: Sadece besiyeri, DMSO: 1/1000 oranında 

DMSO içeren besiyeri. * P<0.05, ** P<0.01, ***P<0.001. 
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EK-24 kompleksi 48 saat hücrelere uygulandıktan sonra MCF-7 hücre hattında 

12. saatten itibaren hücrelerde belirgin bir şekilde anti-proliferatif etki yaptığı rapor 

edildi (Şekil 5.8). Kemoterapi dirençli meme kanseri hücre hattı olan MDA-MB-231 

hücre hattında ise 24. saatten itibaren hücrelerin proliferasyonunda belirgin baskılama 

görüldü (Şekil 5.8). EK-24 kompleksi meme kanseri hücreleriyle birlikte kontrol 

hücre grubunda da proliferasyonda baskılama gerçekleştirdi. Fakat 24. saat hücre 

indeks değerleri sırasıyla MCF-12A, MDA-MB-231 ve MCF-7 hücreleri için 0.49, 

0.13 ve 0.22 olarak tespit edildi. Kompleks HeLa, PC-3, LNCaP ve kontrol hücre hattı 

HEK293 hücrelerine uygulandığı zaman ise HeLa hücre hattının proliferasyonunun 

baskılamasına karşın benzer baskılama profilinin kontrol hücre hattında da 

gerçekleştiği tespit edildi (Şekil 5.9). Ayrıca EK-24 maddesinin anti-proliferatif 

etkisinin PC-3 ve LNCaP hücre hatlarında da kontrol hücresi HEK293’e göre daha az 

olduğu tespit edildi (Şekil 5.9).  

EK-24 kompleksinin etkin olduğu düşünülen MCF12-A, MCF-7 ve MDA-MB-

231 hücrelerinde 24. saatteki IC50 değerleri, 14.1, 10.6 ve 12.7 μM olarak saptandı 

(Tablo 5.1).  

 

 
 

Şekil 5.8: MCF-12A, MCF-7 ve MDA-MB-231 hücrelerinde EK-24 kompleksinin 
hücre proliferasyonuna etkisinin incelenmesi. a. EK-24 ile farklı 

konsantrasyonlarında muamele edilen MCF-12A hücrelerinin 12, 24, 36 ve 48. saat 
hücre indeksi değerleri. b. MCF-7 hücrelerine farklı konsantrasyonlarda EK-24 

uygulaması sonrasında tespit edilen 12, 24, 36 ve 48. saat hücre indeks değerlerinin 
grafiksel gösterimi. c. MDA-MB-231 hücrelerine farklı konsantrasyonda EK-24 

uygulaması sonrasında tespit edilen 12, 24, 36 ve 48. saat hücre indeks değerlerinin 
grafiksel gösterimi. Kontrol: Sadece besiyeri, DMSO: 1/1000 oranında DMSO içeren 

besiyeri. * P<0.05, ** P<0.01, ***P<0.001. 
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Şekil 5.9: HEK293, HeLa, PC-3 ve LNCaP hücrelerinde EK-24 kompleksinin hücre 

proliferasyonuna etkisinin incelenmesi. a. EK-24 ile farklı konsantrasyonlarında 
muamele edilen HEK293 hücrelerinin 12, 24, 36 ve 48. saat hücre indeksi değerleri. 
b. HeLa hücrelerine farklı konsantrasyonlarda EK-24 uygulaması sonrasında tespit 
edilen 12, 24, 36 ve 48. saat hücre indeks değerlerinin grafiksel gösterimi. c. EK-24 
ile farklı konsantrasyonlarında muamele edilen PC-3 hücrelerinin 12, 24, 36 ve 48. 
saat hücre indeksi değerleri.  d. LNCaP hücrelerine farklı konsantrasyonda EK-24 

uygulaması sonrasında tespit edilen 12, 24, 36 ve 48. saat hücre indeks değerlerinin 
grafiksel gösterimi. Kontrol: Sadece besiyeri, DMSO: 1/1000 oranında DMSO içeren 

besiyeri. * P<0.05, ** P<0.01, ***P<0.001. 
 

EK-25 kompleksinin analiz sonuçlarına göre bileşiğin MCF-7 ve MDA-MB-231 

hücrelerinde belirgin proliferasyon baskılaması gerçekleştirdiği belirlendi. Hücrelerin 

12 saat 10 μM EK-25 ile muamelesi sonrasında, MCF-7 %54, MDA-MB-231 %72 ve 

MCF-12A %35 oranında hücre çoğalmasında inhibisyon gösterdi. Hücrelerin 24 saat 

10 μM EK-25 ile inkübasyonu sonrası MCF-7’de %88, MDA-MB-231’de %99 ve 

MCF12A’da %60 anti-proliferatif etki saptandı (Şekil 5.10). Kontrol hücresi HEK293 

hücresinde ise EK-25 kompleksinin kanser hücrelerine göre daha az 

konsantrasyonlarda anti-proliferatif etki gösterdiği tespit edildi (Şekil 5.11). 

EK-25 komleksinin MCF12-A, MCF-7 ve MDA-MB-231 hücrelerinde 24. 

saatteki IC50 değerleri ise sırasıyla 13.9, 8.1 ve 5.3 μM olarak hesaplandı (Tablo 5.1). 
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Şekil 5.10: MCF-12A, MCF-7 ve MDA-MB-231 hücrelerinde EK-25 kompleksinin 

hücre proliferasyonuna etkisinin incelenmesi. a. EK-25 ile farklı 
konsantrasyonlarında muamele edilen MCF-12A hücrelerinin 12, 24, 36 ve 48. saat 

hücre indeksi değerleri. b. MCF-7 hücrelerine farklı konsantrasyonlarda EK-25 
uygulaması sonrasında tespit edilen 12, 24, 36 ve 48. saat hücre indeks değerlerinin 

grafiksel gösterimi. c. MDA-MB-231 hücrelerine farklı konsantrasyonda EK-25 
uygulaması sonrasında tespit edilen 12, 24, 36 ve 48. saat hücre indeks değerlerinin 

grafiksel gösterimi. Kontrol: Sadece besiyeri, DMSO: 1/1000 oranında DMSO içeren 
besiyeri. * P<0.05, ** P<0.01, ***P<0.001. 

 
 

 
Şekil 5.11: HEK293, HeLa, PC-3 ve LNCaP hücrelerinde EK-25 kompleksinin 

hücre proliferasyonuna etkisinin incelenmesi. a. EK-25 ile farklı 
konsantrasyonlarında muamele edilen HEK293 hücrelerinin 12, 24, 36 ve 48. saat 

hücre indeksi değerleri. b. HeLa hücrelerine farklı konsantrasyonlarda EK-25 
uygulaması sonrasında tespit edilen 12, 24, 36 ve 48. saat hücre indeks değerlerinin 
grafiksel gösterimi. c. EK-25 ile farklı konsantrasyonlarında muamele edilen PC-3 
hücrelerinin 12, 24, 36 ve 48. saat hücre indeksi değerleri.  d. LNCaP hücrelerine 

farklı konsantrasyonda EK-25 uygulaması sonrasında tespit edilen 12, 24, 36 ve 48. 
saat hücre indeks değerlerinin grafiksel gösterimi. Kontrol: Sadece besiyeri, DMSO: 

1/1000 oranında DMSO içeren besiyeri. * P<0.05, ** P<0.01, ***P<0.001. 
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Tablo 5.1: 24 saat muamele edilen komplekslerin MCF-12A, MCF-7 ve MDA-
MB-231 hücrelerinde IC50 değerleri. 

 

 

 

Tablo 5.2: 24 saat muamele edilen komplekslerin HEK293, PC-3 ve LNCaP 
hücrelerinde IC50 değerleri. 

 

 

 

5.3. Annexin V/7-AAD Boyaması 

 

MCF-12A, MCF-7 ve MDA-MB-231 hücrelerine 24 saat IC50 değerinde L1cPt-

Bis uygulaması sonrasında MCF-12A hücrelerinde cisplatine kıyasla erken ve geç 

apoptoz uyarılırken (p <0.001) MCF-7 ve MDA-MB-231 hücrelerinde önemli bir 

apoptotik etki görülmemiştir (p> 0.05). Kemoterapi dirençli meme kanseri hücre hattı 

olan MDA-MB-231 hücre hattında cisplatin uygulaması sonrasında apoptotik hücre 

oranının L1cPt-Bis uygulanan hücre grubuna oranla daha fazla olduğu görüldü (p 

<0.001) (Şekil 5.12.c). 
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Şekil 5.12: MCF-12A, MCF-7 ve MDA-MB-231 hücrelerinde L1cPt-Bis ve 
cisplatinin 24 saat boyunca ilgili IC50 değerlerinde Annexin V/7-AAD boyaması ile 
apoptotik etkisinin akım sitometresi ile gösterimi. a. Temsili dört kadranda hücre 
yüzdesi belirlendi: canlı hücreler, (Annexin-V−/7-AAD-, alt/sol kadran); erken 

apoptotik hücreler (Annexin-V + / 7-AAD−, alt / sağ kadran); geç apoptotik hücreler 
(Annexin-V + / 7-AAD +, üst / sağ kadran); ve nekrotik hücreler (Annexin-V− / 7-

AAD +, üst / sol kadran). b. Canlı hücrelerin bar grafiği ile gösterilmesi. c. Apoptotik 
hücrelerin bar grafiği ile gösterimi. d. Nekrotik hücrelerin bar grafiği ile gösterilmesi. 
DMSO: 1/1000 oranında DMSO içeren besiyeri. * P<0.05, ** P<0.01, ***P<0.001. 

 

L1cPt-bis kompleksi HEK293, PC-3 ve LNCaP hücrelerine 24 saat IC50 

değerinde uygulandığı zaman, hücrelerin erken ve geç apoptoz oranını anlamlı bir 

şekilde artırdı (p <0.001). En yüksek apoptotik hücre oranı ise prostat kanseri 

hücrelerine kıyasla sağlıklı hücre hattı olan HEK293 hücrelerinde görüldü. Prostat 

kanseri hücrelerinde ise apoptotik hücre oranı cisplatine kıyasla daha fazla olduğu 

tespit edildi (p <0.001) (Şekil 5.13.c). Ayrıca L1cPt-bis uygulanan HEK293 ve LNCaP 

hücrelerinin canlılığı cisplatin uygulananlara kıyasla daha çok azalırken, L1cPt-bis 
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PC-3 hücrelerine uygulandığında hücrelerin canlılığında küçük ama anlamlı bir artış 

meydana geldi (p <0.001). Cisplatin ise PC-3 hücrelerinin canlılığını önemli ölçüde 

etkilemedi (p> 0.05) (Şekil 5.13.b). 

 

 
Şekil 5.13: HEK293, PC-3 ve LNCaP hücrelerinde L1cPt-Bis ve cisplatinin 24 saat 
boyunca ilgili IC50 değerlerinde Annexin V/7-AAD boyaması ile apoptotik etkisinin 

akım sitometresi ile gösterimi. a. Temsili dört kadranda hücre yüzdesi belirlendi: 
canlı hücreler, (Annexin-V−/7-AAD-, alt/sol kadran); erken apoptotik hücreler 

(Annexin-V + / 7-AAD−, alt / sağ kadran); geç apoptotik hücreler (Annexin-V + / 7-
AAD +, üst / sağ kadran); ve nekrotik hücreler (Annexin-V− / 7-AAD +, üst / sol 

kadran). b. Canlı hücrelerin bar grafiği ile gösterilmesi. c. Apoptotik hücrelerin bar 
grafiği ile gösterimi. d. Nekrotik hücrelerin bar grafiği ile gösterilmesi. DMSO: 

1/1000 oranında DMSO içeren besiyeri. * P<0.05, ** P<0.01, ***P<0.001. 
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Hücre hatları arasındaki karşılaştırmalara bakıldığında, L1cPt-Bis, cisplatine 

kıyasla LNCaP (P<0.001) hücrelerinde en yüksek apoptoz oranına sahip olduğu 

saptandı. Ayrıca sağlıklı hücre grubu HEK293 hücrelerine kıyaslandığında da L1cPt-

Bis’in LNCaP hücrelerinde daha yüksek apoptoz oranına neden olduğu saptandı. Fakat 

L1cPt-Bis MCF-7, MDA-MB-231 ve PC-3 hücrelerinde, MCF-12A ve HEK293 

sağlıklı hücre gruplarına oranla daha düşük apoptoz oranına sahip olduğu görüldü. 

Sonuç olarak L1cPt-Bis tedavisinin androjen bağımlı prostat kanserinin modeli olan 

LNCaP hücrelerinde daha yüksek apoptoz oranlarına yol açtığı tespit edildi. 

L2aPt-bis kompleksi 24 saat IC50 değerinde muamele edildiğinde MCF-12A (p 

<0.001), MCF-7 (p <0.001) ve MDA-MB-231 (p <0.001) hücrelerinde erken ve geç 

apoptozu önemli ölçüde artırdığı saptanırken kanser hücreleri MCF-7 ve MDA-MB-

231 hücrelerinde bu oranın MCF-12A hücresine oranla daha fazla olduğu görüldü. 

Cisplatin ile tedavi sonrasında da apoptotik hücre oranının anlamlı bir şekilde arttığı 

saptandı. Fakat bu artış, MCF-7 (p <0.001) ve MDA-MB-231 (p <0.001) hücrelerinde 

L2aPt-bis uygulandığında daha fazla iken, MCF-12A hücresinde cisplatin 

uygulandığında daha fazla olduğu saptandı (Şekil 5.14.c). Ayrıca hem L2aPt-bis 

kompleksi hem de cisplatin uygulanan MCF-7 hücre hattında nekroz oranı önemli 

ölçüde değişmezken (p> 0.05), MDA-MB-231 hücresinde nekroz seviyesini anlamlı 

bir şekilde artırdığı saptandı (p <0.001). MCF-12A hücresinde ise cisplatinin L2aPt-

bis kompleksine göre nekroz seviyesini oldukça artırdığı görüldü (p <0.001) (Şekil 

5.14.d). 
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Şekil 5.14:  MCF-12A, MCF-7 ve MDA-MB-231 hücrelerinde L2aPt-Bis ve 

cisplatinin 24 saat boyunca ilgili IC50 değerlerinde Annexin V/7-AAD boyaması ile 
apoptotik etkisinin akım sitometresi ile gösterimi. a. Temsili dört kadranda hücre 
yüzdesi belirlendi: canlı hücreler, (Annexin-V−/7-AAD-, alt/sol kadran); erken 

apoptotik hücreler (Annexin-V + / 7-AAD−, alt / sağ kadran); geç apoptotik hücreler 
(Annexin-V + / 7-AAD +, üst / sağ kadran); ve nekrotik hücreler (Annexin-V− / 7-

AAD +, üst / sol kadran). b. Canlı hücrelerin bar grafiği ile gösterilmesi. c. Apoptotik 
hücrelerin bar grafiği ile gösterimi. d. Nekrotik hücrelerin bar grafiği ile gösterilmesi. 
DMSO: 1/1000 oranında DMSO içeren besiyeri. * P<0.05, ** P<0.01, ***P<0.001. 

 

L2aPt-bis kompleksi 24 saat ilgili IC50 değerinde uygulandığı zaman hücrelerin 

canlılığında anlamlı (P<0.001) azalışa sebep olduğu görülürken, cisplatinin PC-3 (p> 

0.05) ve LNCaP (P<0.01) hücrelerinde L2aPt-bis kadar hücre canlılığını düşürmediği 

tespit edildi (Şekil 5.15.b). L2aPt-bis hem PC-3 hem de LNCaP hücrelerinde cisplatine 

oranla erken ve geç apoptozu önemli ölçüde artırırken, HEK293 hücrelerinde L2aPt-

bis kompleksinin cisplatin kadar erken ve geç apoptozu artırdığı görüldü (Şekil 

5.15.c). Ayrıca sadece L2aPt-bis ile muamele edilen HEK293 hücrelerinin nekroz 

seviyelerinde anlamlı bir azalma meydana geldiği tespit edildi (P<0.05) (Şekil 5.15.d). 
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Şekil 5.15: HEK293, PC-3 ve LNCaP hücrelerinde L2aPt-Bis ve cisplatinin 24 saat 
boyunca ilgili IC50 değerlerinde Annexin V/7-AAD boyaması ile apoptotik etkisinin 

akım sitometresi ile gösterimi. a. Temsili dört kadranda hücre yüzdesi belirlendi: 
canlı hücreler, (Annexin-V−/7-AAD-, alt/sol kadran); erken apoptotik hücreler 

(Annexin-V + / 7-AAD−, alt / sağ kadran); geç apoptotik hücreler (Annexin-V + / 7-
AAD +, üst / sağ kadran); ve nekrotik hücreler (Annexin-V− / 7-AAD +, üst / sol 

kadran). b. Canlı hücrelerin bar grafiği ile gösterilmesi. c. Apoptotik hücrelerin bar 
grafiği ile gösterimi. d. Nekrotik hücrelerin bar grafiği ile gösterilmesi. DMSO: 

1/1000 oranında DMSO içeren besiyeri. * P<0.05, ** P<0.01, ***P<0.001. 
 

L2aPt-Bis ile tedavi sonrasında hücre hatları arasındaki kıyaslamalara 

bakıldığında ise MCF-7 hücrelerinin en yüksek apoptotik hücre popülasyonuna sahip 

olduğunu ve aynı zamanda MCF-12A hücrelerinin hem MCF-7 hem de MDA-MB-

231 hücrelerine kıyasla önemli ölçüde daha düşük apoptoza sahip olduğu görüldü 

(Şekil 5.14.c). Prostat kanseri hücrelerinde de L2aPt-Bis benzer etki göstererek 

cisplatine kıyasla apoptotik hücre oranını artırdığı tespit edildi. Ancak, sağlıklı hücre 

grubunda cisplatin ve L2aPt-Bis benzer oranda apoptozu artırdı. 
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EK-24 uygulanan MCF-12A (p <0.001) ve MCF-7 (p <0.01) hücrelerinin canlı 

popülasyonlarında anlamlı miktarda düşme görülürken kompleksin MDA-MB-231’de 

apoptotik etkiye sebep olmadığı tespit edildi (Şekil 5.16b). Hücrelere aynı miktarda 

cisplatin uygulandığında ise MCF-12A (p <0.001) ve MCF-7 (p <0.001) hücrelerinde 

çok daha az apoptotik etki görülürken MDA-MB-231 hücrelerinde cisplatin EK-

24’ten daha iyi apoptotik etki gösterdi (p <0.01) (Şekil 5.16.c). Ayrıca EK-24 

cisplatine kıyasla sağlıklı hücre grubunda az miktarda nekrozu artırdı (p> 0.05) (Şekil 

5.16d). 
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Şekil 5.16: MCF-12A, MCF-7 ve MDA-MB-231 hücrelerinde EK-24 ve cisplatinin 
24 saat boyunca ilgili IC50 değerlerinde Annexin V/7-AAD boyaması ile apoptotik 

etkisinin akım sitometresi ile gösterimi. a. Temsili dört kadranda hücre yüzdesi 
belirlendi: canlı hücreler, (Annexin-V−/7-AAD-, alt/sol kadran); erken apoptotik 

hücreler (Annexin-V + / 7-AAD−, alt / sağ kadran); geç apoptotik hücreler 
(Annexin-V + / 7-AAD +, üst / sağ kadran); ve nekrotik hücreler (Annexin-V− / 7-

AAD +, üst / sol kadran). b. Canlı hücrelerin bar grafiği ile gösterilmesi. c. Apoptotik 
hücrelerin bar grafiği ile gösterimi. d. Nekrotik hücrelerin bar grafiği ile gösterilmesi. 
DMSO: 1/1000 oranında DMSO içeren besiyeri. * P<0.05, ** P<0.01, ***P<0.001. 

 

EK-25 uygulanan tüm hücre hatlarında canlılık kontrol gruplarına kıyasla 

düşerken, cisplatin EK-25 kompleksine kıyasla MCF-7 (P<0.001) hücrelerinde 

canlılık oranını diğer hücre hatlarından daha çok düşürmüştür (Şekil 5.17.b). EK-25, 

MCF-7 hücre hattında apoptozu indüklemezken MDA-MB-231 hücre hattında 

apoptozu küçük ama anlamlı bir şekilde artırdı (P<0.05). Diğer yandan EK-25 MCF-

12A hücrelerinde apoptotik hücre oranını oldukça artırdı (p <0.001) (Şekil 5.17b). EK-

25, MCF-7 hücrelerinde cisplatine kıyasla nekrozu indükledi (P<0.05), ancak MDA-

MB-231 hücrelerinde nekrozu etkilemediği görüldü (P>0.05). Sağlıklı hücre grubu 

MCF-12A hücrelerinde ise cisplatinin (P<0.001) EK-25 kompleksinden çok daha 

fazla nekroz seviyelerini indüklediği görüldü. 

 



 

45 

 

 
Şekil 5.17: MCF-12A, MCF-7 ve MDA-MB-231 hücrelerinde EK-25 ve cisplatinin 
24 saat boyunca ilgili IC50 değerlerinde Annexin V/7-AAD boyaması ile apoptotik 

etkisinin akım sitometresi ile gösterimi. a. Temsili dört kadranda hücre yüzdesi 
belirlendi: canlı hücreler, (Annexin-V−/7-AAD-, alt/sol kadran); erken apoptotik 

hücreler (Annexin-V + / 7-AAD−, alt / sağ kadran); geç apoptotik hücreler 
(Annexin-V + / 7-AAD +, üst / sağ kadran); ve nekrotik hücreler (Annexin-V− / 7-

AAD +, üst / sol kadran). b. Canlı hücrelerin bar grafiği ile gösterilmesi. c. Apoptotik 
hücrelerin bar grafiği ile gösterimi. d. Nekrotik hücrelerin bar grafiği ile gösterilmesi. 
DMSO: 1/1000 oranında DMSO içeren besiyeri. * P<0.05, ** P<0.01, ***P<0.001. 

 
 

 

5.4. Hücre Döngüsü Analizi 

 

Komplekslerin kanser hücreleri üzerindeki sitotoksik etkisinin moleküler 

mekanizmasını araştırmaya başlamak için nükleer DNA'nın 7-AAD ile 

etiketlenmesinden sonra akım sitometrisi ile hücre döngüsü analizi gerçekleştirildi. 
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24 saat L1cPt-Bis tedavisi MCF-12A hücrelerinde G0/G1 fazında önemli ölçüde 

azalmaya yol açtı (P<0.001). S fazında (P<0.001) ise anlamlı bir artışa neden olurken 

cisplatin tedavisinin G2/M fazı duraklamasına neden olduğu saptandı (P<0.001) (Şekil 

5.18b). L1cPt-Bis MCF-7 hücrelerinde G0/G1 fazında duraksamaya (P<0.001), MDA-

MB-231 hücrelerinde ise G2/M fazında (P<0.01) duraksamaya yol açtı. Buna bağlı 

olarak her iki hücre hattında S fazında (P<0.001) azalma görüldü. Cisplatin, MDA-

MB-231 hücre hattında G2/M fazında duraksamaya neden olurken (P<0.001), MCF-7 

hücre hattında G2/M fazında anlamlı bir değişikliğe neden olmadı (Şekil 5.18c-d).  

HEK293 ve PC-3 hücreleri L1cPt-Bis ile muamele edildiğinde G0/G1 fazını (P<0.001) 

arttırdığı, S fazını değiştirmediği (P>0.05) ve G2/M fazını ise azaltarak (sırasıyla 

P<0.01, P<0.001) G0/G1 fazında duraksamaya neden olduğu tespit edildi (Şekil 

5.19.b). Aksine cisplatinin her iki hücrede de G0/G1 fazını (P<0.001) anlamlı ölçüde 

azalttığı, G2/M fazını (P<0.001) ise artırarak G2/M fazında duraksamaya neden 

olduğu görüldü. LNCaP hücrelerinde ise hem L1cPt-Bis hem de cisplatinin G0/G1 

fazını (P<0.001) anlamlı ölçüde azalttığı, S (P<0.001) ve G2/M fazını (P<0.001) ise 

artırarak G2/M fazında duraksamaya neden olduğu görüldü (Şekil 5.19). 
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Şekil 5.18: 24 saat boyunca ilgili IC50 değerlerinde L1cPt-Bis ve cisplatin ile 
muamele edilen MCF-12A, MCF-7 ve MDA-MB-231 hücrelerinin hücre döngüsü 

analizi. a) Temsili akım sitometrisi histogramları. b) L1cPt-Bis ve cisplatin ile 
muamele edilen MCF-12A hücrelerinin G1, S ve G2/M fazlarının yüzde 

dağılımlarının bar grafiği ile gösterimi. c) L1cPt-Bis ve cisplatin ile muamele edilen 
MCF-7 hücrelerinin G1, S ve G2/M fazlarının yüzde dağılımlarının bar grafiği ile 

gösterimi.  d)  L1cPt-Bis ve cisplatin ile muamele edilen MDA-MB-231 hücrelerinin 
G1, S ve G2/M fazlarının yüzde dağılımlarının bar grafiği ile gösterimi. DMSO: 
1/1000 oranında DMSO içeren besiyeri. * CP<0.05, ** BP<0.01, ***AP<0.001. 
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Şekil 5.19: 24 saat boyunca ilgili IC50 değerlerinde L1cPt-Bis ve cisplatin ile 

muamele edilen HEK293, PC-3 ve LNCaP hücrelerinin hücre döngüsü analizi. a) 
Temsili akım sitometrisi histogramları. b) L1cPt-Bis ve cisplatin ile muamele edilen 
HEK293 hücrelerinin G1, S ve G2/M fazlarının yüzde dağılımlarının bar grafiği ile 
gösterimi. c) L1cPt-Bis ve cisplatin ile muamele edilen PC-3 hücrelerinin G1, S ve 

G2/M fazlarının yüzde dağılımlarının bar grafiği ile gösterimi.  d)  L1cPt-Bis ve 
cisplatin ile muamele edilen LNCaP hücrelerinin G1, S ve G2/M fazlarının yüzde 

dağılımlarının bar grafiği ile gösterimi. DMSO: 1/1000 oranında DMSO içeren 
besiyeri. * CP<0.05, ** BP<0.01, ***AP<0.001. 

 

Hem L2aPt-Bis hem de cisplatin MCF12A hücrelerinde G2/M fazını önemli 

ölçüde artırıp aynı profili sergiledi (P<0.001), kontrol ile karşılaştırıldığında G0/G1 

(P<0.001) ve S (P> 0.05) fazlarında azalma meydana geldi (Şekil 5.20b). L2aPt-Bis, 

MCF-7 (P<0.01) ve MDA-MB-231 (P<0.05) hücrelerinde G0/G1 fazını artırarak 

G0/G1 fazı durdurmasına neden olduğu düşünülürken, cisplatin MDA-MB-231 

(P<0.01) hücresinde G2/M fazının, MCF-7 (P<0.01) hücresinde ise S fazının 

durmasına neden oldu (Şekil 5.20b-c).  L2aPt-Bis, HEK293 ve PC-3 hücrelerinde 

hücre döngüsü durmasını indüklemedi. Cisplatinin ise her iki hücrede de G0/G1 fazını 
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azaltıp, G2/M fazının artmasına neden olduğu tespit edildi (Şekil 5.21b-c). LNCaP 

hücre hattında ise L2aPt-Bis ve cisplatinin G0/G1 fazını anlamlı bir şekilde azaltıp 

(P<0.001), G2/M fazının artmasına (P<0.001) neden olduğu saptandı. Kontrole 

kıyasla LNCaP hücrelerinde iki uygulama sonrasında S fazında fark gözlemlenmedi 

(P<0.05) (Şekil 5.21d). 

 

 
 

Şekil 5.20: 24 saat boyunca ilgili IC50 değerlerinde L2aPt-Bis ve cisplatin ile 
muamele edilen MCF-12A, MCF-7 ve MDA-MB-231 hücrelerinin hücre döngüsü 

analizi. a) Temsili akım sitometrisi histogramları. b) L2aPt-Bis ve cisplatin ile 
muamele edilen MCF-12A hücrelerinin G1, S ve G2/M fazlarının yüzde 

dağılımlarının bar grafiği ile gösterimi. c) L2aPt-Bis ve cisplatin ile muamele edilen 
MCF-7 hücrelerinin G1, S ve G2/M fazlarının yüzde dağılımlarının bar grafiği ile 

gösterimi.  d)  L2aPt-Bis ve cisplatin ile muamele edilen MDA-MB-231 hücrelerinin 
G1, S ve G2/M fazlarının yüzde dağılımlarının bar grafiği ile gösterimi. DMSO: 
1/1000 oranında DMSO içeren besiyeri. * CP<0.05, ** BP<0.01, ***AP<0.001. 
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Şekil 5.21: 24 saat boyunca ilgili IC50 değerlerinde L2aPt-Bis ve cisplatin ile 
muamele edilen HEK293, PC-3 ve LNCaP hücrelerinin hücre döngüsü analizi. a) 

Temsili akım sitometrisi histogramları. b) L2aPt-Bis ve cisplatin ile muamele edilen 
HEK293 hücrelerinin G1, S ve G2/M fazlarının yüzde dağılımlarının bar grafiği ile 
gösterimi. c) L2aPt-Bis ve cisplatin ile muamele edilen PC-3 hücrelerinin G1, S ve 

G2/M fazlarının yüzde dağılımlarının bar grafiği ile gösterimi.  d)  L2aPt-Bis ve 
cisplatin ile muamele edilen LNCaP hücrelerinin G1, S ve G2/M fazlarının yüzde 

dağılımlarının bar grafiği ile gösterimi. DMSO: 1/1000 oranında DMSO içeren 
besiyeri. * CP<0.05, ** BP<0.01, ***AP<0.001. 

 

MCF-12A hücrelerine 24 saat IC50 değerinde hem EK-24 hem de cisplatin 

uygulandığı zaman G0/G1 fazında anlamlı bir azalma olurken (P<0.001), G2/M-

fazında duraksama gözlendi (P<0.001). Hem EK-24 kompleksi hem de cisplatin ile 

tedavi sonrasında MCF-7 hücrelerinde önemli bir farklılık saptanmadı (Şekil 5.22c). 
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MDA-MB-231 hücrelerinde EK-24 G2/M-fazı duraksamasına sebep olurken, MDA-

MB-231 hücrelerine cisplatin uygulandığında ise önemli bir değişiklik görülmedi 

(Şekil 5.22d).  

 

 

 
Şekil 5.22: 24 saat boyunca ilgili IC50 değerlerinde EK-24 ve cisplatin ile muamele 
edilen MCF-12A, MCF-7 ve MDA-MB-231 hücrelerinin hücre döngüsü analizi. a) 
Temsili akım sitometrisi histogramları. b) EK-24 ve cisplatin ile muamele edilen 

MCF-12A hücrelerinin G1, S ve G2/M fazlarının yüzde dağılımlarının bar grafiği ile 
gösterimi. c) EK-24 ve cisplatin ile muamele edilen MCF-7 hücrelerinin G1, S ve 

G2/M fazlarının yüzde dağılımlarının bar grafiği ile gösterimi.  d)  EK-24 ve 
cisplatin ile muamele edilen MDA-MB-231 hücrelerinin G1, S ve G2/M fazlarının 

yüzde dağılımlarının bar grafiği ile gösterimi. DMSO: 1/1000 oranında DMSO 
içeren besiyeri. * CP<0.05, ** BP<0.01, ***AP<0.001. 
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EK-25 ve cisplatin, MCF-12A hücrelerinde G0/G1 fazında anlamlı bir azalmaya 

yol açarken (P<0.001), özellikle EK-25 uygulanmış hücrelerde daha fazla G2/M-fazı 

duraksamasına neden oldu (P<0.001) (Şekil 5.23b).  MDA-MB-231 hücre hattında 

EK-25 (P<0.001) G2/M fazında duraksamaya sebep olurken, MCF-7 hücrelerinde S 

fazında (P<0.01) artış görüldü. MCF-7 hücreleri cisplatin ile tedavi edildiği zaman ise 

G2/M fazının azalmasıyla birlikte G0/G1 (P<0.001) ve S (P<0.05) fazlarında anlamlı 

bir artış gözlemlenirken aksine MDA-MB-231 hücreleri cisplatinle tedavi edildiği 

zaman G0/G1 fazının (P<0.01) azalması ile birlikte G2/M fazında (P<0.05) anlamlı 

bir artış görüldü (Şekil 5.23c-d). 
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Şekil 5.23: 24 saat boyunca ilgili IC50 değerlerinde EK-25 ve cisplatin ile muamele 
edilen MCF-12A, MCF-7 ve MDA-MB-231 hücrelerinin hücre döngüsü analizi. a) 
Temsili akım sitometrisi histogramları. b) EK-25 ve cisplatin ile muamele edilen 

MCF-12A hücrelerinin G1, S ve G2/M fazlarının yüzde dağılımlarının bar grafiği ile 
gösterimi. c) EK-25 ve cisplatin ile muamele edilen MCF-7 hücrelerinin G1, S ve 

G2/M fazlarının yüzde dağılımlarının bar grafiği ile gösterimi.  d)  EK-25 ve 
cisplatin ile muamele edilen MDA-MB-231 hücrelerinin G1, S ve G2/M fazlarının 

yüzde dağılımlarının bar grafiği ile gösterimi. DMSO: 1/1000 oranında DMSO 
içeren besiyeri. * CP<0.05, ** BP<0.01, ***AP<0.001. 

 

Sonuç olarak, cisplatin tüm hücre hatlarında G2/M fazı duraksamasına yol 

açarken sadece MCF-7 hücrelerinde S fazı duraksamasına yol açtı. Yapılan hücre 

döngüsü analizlerinde EK-24 ve EK-25 meme kanseri hücre hatlarında ve MCF-12A 

sağlıklı meme epiteli hücrelerinde cisplatine benzer bir profil sergiledi. Öte yandan, 

L1cPt-Bis ve L2aPt-Bis MCF-7 hücrelerinde G0/G1 birikimini indüklerken LNCaP 
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hücrelerinde G2/M fazı duraksamasına neden oldu. Bileşiklerin hepsi MCF-12A 

hücrelerinde G2/M duraksamasına neden olurken, L1cPt-Bis S fazı duraksamasına 

neden oldu. L2aPt-Bis ise HEK293 ve PC-3 hücrelerinde hücre döngüsü 

duraksamasına neden olmadı. 

 

5.5. DNA Hasarının Görüntülenmesi 

 

Cisplatin ve farklı kompleksler ile tedavi edilen hücrelerin, histon γ-H2AX 

boyamasını saptamak için konfokal mikroskobu kullanarak 24 saat IC50 değerinde 

hasarlı DNA sinyali verip vermediği araştırıldı. 

L1cPt-Bis ile tedavi edilen MCF-7 ve MDA-MB-231 hücrelerinde DNA hasarı 

seviyesinin cisplatine kıyasla çok daha yüksek seviyede olduğu γ-H2AX boyaması 

(yeşil) ile gözlemlendi. MCF-12A hücrelerinde ise L1cPt-Bis DNA hasarını 

indüklemezken aynı konsantrasyonda cisplatinle muamele edildiğinde DNA hasarının 

indüklendiği görüldü (Şekil 5.24). 

PC-3 hücrelerinde L1cPt-Bis uygulandığı zaman oluşan hasarın cisplatin 

uygulamasına kıyasla daha fazla olduğu görüldü. LNCaP hücrelerine L1cPt-Bis ve 

cisplatin uygulaması sonrasında DNA hasarı eşit seviyelerde görüldü. Kontrol hücre 

grubu HEK293 hücrelerinde ise L1cPt-Bis hücre hasarına neden olmazken cisplatin 

tedavisi DNA hasarını indükledi (Şekil 5.25).  
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Şekil 5.24: 24 saat boyunca DMSO (üst satır), L1cPt-Bis (orta satır) ve cisplatin (alt 

satır) ile muamele edilmiş MCF-12A, MCF-7 ve MDA-MB-231 hücrelerinin γ-
H2AX (yeşil) ekspresyonunun immunofloresans analizi. DMSO: 1/1000 oranında 

DMSO içeren besiyeri. Ölçek çubukları 20 μm'yi gösterir. Tüm görüntüler 
immersion yağı ile 63X büyütmede çekildi. 
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Şekil 5.25: 24 saat boyunca DMSO (üst satır), L1cPt-Bis (orta satır) ve cisplatin (alt 
satır) ile muamele edilmiş HEK293, PC-3 ve LNCaP hücrelerinin γ-H2AX (yeşil) 
ekspresyonunun immunofloresans analizi. DMSO: 1/1000 oranında DMSO içeren 

besiyeri. Ölçek çubukları 20 μm'yi gösterir. Tüm görüntüler immersion yağı ile 63X 
büyütmede çekildi. 

 

L2aPt-Bis kompleksi hem MCF-7 hem de MDA-MB-231 hücrelerinde DNA 

hasarına neden olurken MDA-MB-231 hücrelerinde hasarının daha yüksek seviyede 

olduğu görüldü. Her iki kanser hücresinde de cisplatin hasara neden olurken L2aPt-Bis 

daha yüksek DNA hasarını indükledi. MCF-12A hücrelerinde ise cisplatin, aynı 

miktarda uygulanan L2aPt-Bis kompleksine oranla DNA hasarını daha fazla indükledi 

(Şekil 5.26). 

PC-3 ve LNCaP hücrelerinde L2aPt-Bis ve cisplatin tedavisi sonrasında 

hücrelerde DNA hasarının indüklendiği görüldü. PC-3 hücrelerinde γ-H2AX 

boyaması eşit seviyelerde görülürken LNCaP hücrelerinde γ-H2AX boyamasının 

cisplatin uygulandığı zaman çok daha fazla olduğu tespit edildi. HEK293 hücre 
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grubunda ise hem L2aPt-Bis hem de cisplatin DNA hasarını az oranda indükledi (Şekil 

5.27).  

 

 
 
Şekil 5.26: 24 saat boyunca DMSO (üst satır), L2aPt-Bis (orta satır) ve cisplatin (alt 

satır) ile muamele edilmiş MCF-12A, MCF-7 ve MDA-MB-231 hücrelerinin γ-
H2AX (yeşil) ekspresyonunun immunofloresans analizi. DMSO: 1/1000 oranında 

DMSO içeren besiyeri. Ölçek çubukları 20 μm'yi gösterir. Tüm görüntüler 
immersion yağı ile 63X büyütmede çekildi. 
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Şekil 5.27: 24 saat boyunca DMSO (üst satır), L2aPt-Bis (orta satır) ve cisplatin (alt 
satır) ile muamele edilmiş HEK293, PC-3 ve LNCaP hücrelerinin γ-H2AX (yeşil) 
ekspresyonunun immunofloresans analizi. DMSO: 1/1000 oranında DMSO içeren 

besiyeri. Ölçek çubukları 20 μm'yi gösterir. Tüm görüntüler immersion yağı ile 63X 
büyütmede çekildi. 

 

Hücreler EK-24 kompleksi ile tedavi edildiğinde hem MCF-7 hem de MDA-

MB-231 hücrelerinde γ-H2AX seviyesinin yüksek seviyelerde olduğu görülürken 

MCF-12A hücresinde DNA hasarının indüklenmediği tespit edildi. Hücrelere cisplatin 

ile muamele edildiğinde ise MCF-12A hücrelerinde DNA hasarına neden olurken, hem 

MCF-7 hem de MDA-MB-231 hücrelerinde DNA hasarı gözlemlenmedi (Şekil 5.28). 
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Şekil 5.28: 24 saat boyunca DMSO (üst satır), EK-24 (orta satır) ve cisplatin (alt 
satır) ile muamele edilmiş MCF-12A, MCF-7 ve MDA-MB-231 hücrelerinin γ-

H2AX (yeşil) ekspresyonunun immunofloresans analizi. DMSO: 1/1000 oranında 
DMSO içeren besiyeri. Ölçek çubukları 20 μm'yi gösterir. Tüm görüntüler 

immersion yağı ile 63X büyütmede çekildi. 
 

Hücrelere EK-25 kompleksi uygulandığında ise cisplatine kıyasla sadece MDA-

MB-231 hücrelerinde DNA çift iplik kırıklarının oluştuğu tespit edildi. Diğer 

hücrelerde ise hem EK-25 hem de cisplatin ayrı ayrı uygulandığında DNA hasarı 

indüklenmedi (Şekil 5.29). 
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Şekil 5.29: 24 saat boyunca DMSO (üst satır), EK-25 (orta satır) ve cisplatin (alt 
satır) ile muamele edilmiş MCF-12A, MCF-7 ve MDA-MB-231 hücrelerinin γ-

H2AX (yeşil) ekspresyonunun immunofloresans analizi. DMSO: 1/1000 oranında 
DMSO içeren besiyeri. Ölçek çubukları 20 μm'yi gösterir. Tüm görüntüler 

immersion yağı ile 63X büyütmede çekildi. 
 

5.6. Gerçek Zamanlı Migrasyon ve İnvazyon Analizi 

 

Platin türevli ajanların kanser hücrelerinin migrasyon ve invazyonuna etkilerini 

incelemek için invaziv özellikleri bilinen MDA-MB-231, LNCaP ve PC3 hücreleri 

gerçek zamanlı olarak CIM-Plate ile analiz edildi. Kompleksler hücrelere hem IC50 

dozunda hem de bu dozun 1:2, 1:5 ve 1:10 oranlarında uygulandı. 

Bütün kompleksler (L1cPt-Bis, L2aPt-Bis, EK-24 ve EK-25), yüksek oranda 

invaziv insan üçlü negatif meme adenokarsinomu MDA-MB-231 hücrelerinin 

migrasyon kapasitesini IC50 değerinde önemli ölçüde azaltırken (P<0.001), L2aPt-Bis 

ve EK-24 komplekslerinin IC50/2 (P<0.001) konsantrasyonda da migrasyon 

kapasitesini önemli ölçüde azalttığı görüldü (Şekil 5.30).  L1cPt-Bis ve L2aPt-Bis 
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kompleksleri PC-3 ve androjen bağımlı prostat kanseri hücre hattı LNCaP hücre 

hatlarında benzer profili sergiledi. İki kompleksin de IC50 değerinde uygulandığında 

hücrelerin migrasyon kapasitesini düşürdüğü saptandı (Şekil 5.31). 

 

 
Şekil 5.30: 24 saat boyunca DMSO ve IC50 değeri ve alt konsantrasyonlarında L1cPt-

Bis, L2aPt-Bis, EK-24 ve EK-25 ile muamele edilmiş MDA-MB-231 hücrelerinin 
migrasyon oranı. DMSO: 1/1000 oranında DMSO içeren besiyeri. * P<0.05, ** 

P<0.01, *** P<0.001. 
 

 
Şekil 5.31: 24 saat boyunca DMSO ve IC50 değeri ve alt konsantrasyonlarında L1cPt-
Bis, L2aPt-Bis, EK-24 ve EK-25 ile muamele edilmiş PC-3 ve LNCaP hücrelerinin 

migrasyon oranı. DMSO: 1/1000 oranında DMSO içeren besiyeri. * P<0.05, ** 
P<0.01, *** P<0.001. 

 

IC50 değerinde L2aPt-Bis (P<0.001) ve EK-24 (P<0.01) ile tedavi edilen yüksek 

oranda invaziv kemoterapi dirençli MDA-MB-231 hücrelerinin invazyon 

kapasitesinin önemli ölçüde azaldığı saptandı. MDA-MB-231 hücrelerinin L1cPt-Bis 

(IC50) (P>0.05) ile tedavisi hücre invazyonunu önemli ölçüde etkilemedi, ancak EK-

25 ile tedavi MDA-MB-231 hücrelerinin invazyonunu hem IC50 değerinde hem de 

daha alt konsantrasyonlarda önemli ölçüde azalttı (Şekil 5.32). L2aPt-Bis, PC-3 ve 

LNCaP hücrelerinde aynı eğilimi gösterip hücre invazyon kapasitesini IC50 dozu ve alt 

konsantrasyonlarda anlamlı bir şekilde inhibe etti (Şekil 5.33). L1cPt-Bis tedavisi ise 

invaziv özellikli PC-3 ve LNCaP hücrelerinde bir etki göstermedi (P>0.05) (Şekil 

5.33). 
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Şekil 5.32: 24 saat boyunca DMSO ve IC50 değeri ve alt konsantrasyonlarında L1cPt-

Bis, L2aPt-Bis, EK-24 ve EK-25 ile muamele edilmiş MDA-MB-231 hücrelerinin 
invazyon oranı. DMSO: 1/1000 oranında DMSO içeren besiyeri. * P<0.05, ** 

P<0.01, *** P<0.001. 
 

 
Şekil 5.33: 24 saat boyunca DMSO ve IC50 değeri ve alt konsantrasyonlarında L1cPt-
Bis, L2aPt-Bis, EK-24 ve EK-25 ile muamele edilmiş PC-3 ve LNCaP hücrelerinin 

migrasyon oranı. DMSO: 1/1000 oranında DMSO içeren besiyeri. * P<0.05, 
**P<0.01, *** P<0.001. 
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6. TARTIŞMA ve SONUÇ 

 

Hücrelerin kontrolsüz büyümesi olan kanser, tüm dünyada hayatı en çok 

etkileyen hastalıklardan biridir ve önemli bir ölüm nedenidir. 2020'de dünya çapında 

~ 10 milyon insanın kanserden öldüğü tahmin edilmektedir [1].  Son verilere göre 

kadınlarda en çok görülen kanser türü meme kanseri iken akciğer ve prostat kanseri 

ise erkeklerde en yaygın olanıdır. Genel olarak, dünyada her iki cinsiyet için de kanser 

ölümlerinin önde gelen nedeni meme kanseridir (%11,7) [1]. 

Kansere birçok farklı tedavi türü geliştirilmekle birlikte anti-kanser ilaçların en 

önemli hedefi DNA’dır. Platin türevli tedavilerin anti-kanser aktivite göstermeleri için 

temel olarak ana hedefi DNA’dır [58, 59]. Bu ajanlar DNA’da farklı eklentiler 

oluşturarak DNA transkripsiyonunu ve replikasyonunu inhibe eder. Dolayısıyla, 

DNA'ya zarar verir ve programlanmış hücre ölümüne neden olur [63]. Bu nedenle son 

zamanlarda DNA’nın hedef alındığı yeni platin türevli ilaç adayları sentezlenmektedir 

[118]. Çoğu durumda, platin kompleksleri farklı ligandları içermektedir [108]. Son 

zamanlarda kullanılan farklı imidazolidin ve imidazolidindion türevlerinin 

çalışmalarda güçlü antitümör, antimikrobiyal, antimalaryal etkisinin olduğu 

bildirilmektedir [109, 110, 111, 112, 113, 114, 115].  Bu tez çalışmasında temel olarak 

imidazolidindion türevli Pt (II) kompleksleri kullanılmıştır. Farklı Pt (II) kompleksleri 

meme kanseri hücre hatlarından MCF-7 ve MDA-MB-231 hücreleri üzerinde 

incelenmiş ve komplekslerin cisplatine kıyasla daha güçlü anti-prolifereatif etkilerinin 

olduğu gösterilmiştir [119]. Yine başka bir çalışmada farklı platin komplekslerinin 

cisplatine kıyasla serviks (HeLa) ve prostat (LNCaP ve PC3) kanseri hücre hatlarında 

sitotoksik özellik gösterdiği tespit edilmiştir [120, 121]. Birçok çalışmada platin 

türevli ajanların DNA’da hasarlar oluşturarak anti-proliferatif etkiye neden olduğu ve 

bununla birlikte apoptotik hücre ölümünün uyarıldığı bildirilmiştir [121, 122, 123]. 

Bu tez çalışmasında, yeni sentezlenen bileşikler beş farklı kanser hücre hattında 

(MCF-7, MDA-MB-231, HeLa, PC-3 ve LNCaP) ve iki farklı sağlıklı hücre hattında 

(MCF-12A ve HEK293) test edildi. Bileşiklerin öncelikle anti-proliferatif etkisi 

incelenerek kanser hücrelerinde çoğalmayı etkileyen bileşiklerin IC50 değerleri 

belirlendi. Belirlenen IC50 değeri ile daha sonra ileri çalışmalar yapıldı ve ajanların 

hücreler üzerindeki apoptotik etkisi, hücre döngüsüne olan etkisi ve DNA hasarı 
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incelendi. Daha sonra ise ajanların, migrasyon ve invazyon kapasitelerine olan etkileri 

araştırıldı. 

Öncelikle imidazolidindion türevleri ve platin (II) kompleksleri insan meme 

(MCF-7 ve MDA-MB-231), serviks (HeLa) ve prostat (PC-3 ve LNCaP) kanseri hücre 

hatları üzerinde xCELLigence gerçek zamanlı analiz sistemi yöntemiyle araştırıldı. 

Kanser hücre hatlarının her birine kompleksler son konsantrasyonu 50 µM olacak 

şekilde verildiği zaman sadece platin türevli L1cPt-Bis, L2aPt-Bis, EK-24 ve EK-25 

ajanlarının 24. Saatten itibaren anti-proliferatif etkisinin olduğu saptandı. Daha sonra 

bu ajanların farklı alt konsantrasyonları ile her birinin IC50 değerleri tespit edildi.  

Elde edilen sonuçlara göre L1cPt-Bis, L2aPt-Bis, EK-24, EK-25 ajanları ile 

tedavi sonrasında 24. saatten itibaren MCF-12A hücresine oranla MCF-7 ve MDA-

MB-231 kanser hücrelerinde hücre proliferasyonunun daha fazla baskılandığı görüldü. 

L1cPt-Bis ve L2aPt-Bis komplekslerinin ise PC-3 ve LNCaP hücrelerinde HEK293 

hücrelerine oranla daha fazla hücre proliferasyonunu baskılandığı tespit edildi. HeLa 

hücrelerinde ise L1cPt-Bis ve L2aPt-Bis muamelesinden sonra 24. saatte HEK293 

hücrelerine kıyasla anti-proliferatif etki görülmediği için çalışmanın devamında HeLa 

hücreleri kullanılmadı. 24 saat L1cPt-Bis ile tedavi sonrasında, MCF12-A, MCF-7 ve 

MDA-MB-231 hücreleri için IC50 değerleri sırasıyla 16.3, 19 ve 9.8 μM olarak tespit 

edilirken, HEK293, PC-3 ve LNCaP hücreleri için 24, 10.2 ve 29 μM olarak tespit 

edildi. 24 saat L2aPt-Bis ile muameleden sonra, MCF12-A, MCF-7 ve MDA-MB-231 

hücreleri için IC50 değerleri sırasıyla 16.7, 13.6 ve 17 μM olarak tespit edilirken, 

HEK293, PC-3 ve LNCaP hücreleri için 10.4, 24 ve 19.4 μM olarak saptandı. EK-24, 

24 saat uygulandığında IC50 değerleri MCF12-A, MCF-7 ve MDA-MB-231 hücreleri 

için sırasıyla 14.1, 10.6 ve 12.7 μM olarak tespit edilirken, EK-25 için bu değerler 

13.9, 8.1 ve 5.3 μM olarak saptandı. Literatürde bulunan farklı çalışmalarda, 

cisplatinin 24 saat in vitro uygulamasından sonra IC50 değerleri MCF12-A, MCF-7, 

MDA-MB-231, HEK293, PC-3 ve LNCaP hücrelerinde sırasıyla 1.1, 14.1, 82, 7.8, 75, 

85.8 μM olarak tespit edilmiştir [124, 125, 126, 127, 128, 129]. Çalışmalarda bulunan 

IC50 değerleri arasındaki farklılıklar, hücre hatları arasındaki farklılıktan 

kaynaklanmaktadır. 

Apoptoz, istenmeyen veya potansiyel olarak zararlı hücreleri ortadan kaldırarak 

normal hücresel homeostazın korunması için gerekli olan sıkı bir şekilde düzenlenmiş 

hücre ölüm mekanizmasıdır. Apoptotik yolaklardaki düzensizlikler, kanser dahil 

çeşitli patolojik durumlarla ilişkilidir [130]. Apoptoz, platin türevli antikanser ilaçlar 
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için ana yolaklardan biridir [51]. Yapılan çalışmalarda cisplatinin apoptoz yoluyla 

hücre ölümünü indüklediği ve apoptotik yolaklardaki bir kusurun da cisplatin 

direncine neden olabileceği gösterilmiştir [51]. Her bir hücre için hesaplanan IC50 

değeri ile tedavi sonrasında L1cPt-Bis, meme kanseri hücrelerinde apoptotik ve 

nekrotik bir yanıt başlatmadığı, aksine kontrol hücrelerinde önemli ölçüde apoptozu 

uyardığı tespit edildi. HEK293, PC-3 ve LNCaP hücrelerinde L1cPt-Bis tedavisi, 

nekrotik bir yanıt başlatmadan apoptozu teşvik ederek tüm hücre dizilerinde apoptozu 

önemli ölçüde artırdı. Fakat kontrol hücre grubundaki apoptoz oranındaki artışın 

kanser hücrelerine kıyasla daha fazla olduğu görüldü. HEK293, PC-3 ve LNCaP 

hücreleri cisplatin ile muamele edildiğinde ise apoptotik yanıt oluşmadan, sadece 

LNCaP hücrelerinde nekrotik yanıt görüldü. L2aPt-Bis bütün hücrelerde kontrol 

gruplarına kıyasla canlılığın azalmasına sebep olurken, bütün hücrelerde kontrol 

gruplarına kıyasla apoptozu teşvik etti. Kanser hücrelerinde L2aPt-Bis cisplatine 

kıyasla apoptozun artmasına daha çok sebep olurken, sağlıklı hücre gruplarında benzer 

etkiler görüldü. Cisplatin sağlıklı hücre gruplarında nekroz yolağını etkilerken L2aPt-

Bis’in hem MCF-12A hem de MCF-7 hücrelerinde nekroz yolağını etkilemediği tespit 

edildi. MDA-MB-231 hücrelerinde ise cisplatin L2aPt-Bis’e kıyasla daha az nekrozu 

uyardı. EK-24 muamelesi sonrasında MCF-12A ve MCF-7 hücrelerinde apoptoz oranı 

cisplatine kıyasla artarken, MDA-MB-231 hücrelerinde sadece cisplatinin apoptozu 

indüklediği görüldü. EK-25 ise sağlıklı hücre gruplarında apoptoz yolağını tetiklerken 

kanser hücrelerinde bu etkinin görülmediği, buna karşın cisplatinin apoptoza neden 

olduğu saptandı. MCF-7 hücrelerinde ise hem sağlıklı hücre grubunda hem de 

cisplatinle muamele edilenlere göre nekrozu artırdığı saptandı. Hem L1cPt-Bis hem de 

EK-25’in kontrol gruplarına kıyasla meme kanseri gruplarında apoptozu başlatmada 

etkili olmadığı saptanırken nekroz yolağını cisplatine kıyasla MCF-7 hücrelerinde 

sadece EK-25 uyardı. Platin türevleri arasındaki karşılaştırmalar sonucunda, L2aPt-bis 

tedavisinin cisplatine ve kontrol hücre gruplarına kıyasla apoptozu indükleme 

açısından en etkili olduğu tespit edildi. 

Hücre döngüsü akım sitometrisi analizi, hücrelerin G0/G1 (replikasyon öncesi 

hücreler), S (bölünen hücreler) ve G2/M (post replikatif ve mitotik hücreler) boyunca 

sahip olduğu DNA miktarındaki farklılıklara dayanmaktadır. Apoptoz ve hücre 

döngüsü duraksaması çeşitli yollarla birbirine bağlanan iki prosestir. G2/M fazı 

duraksaması, apoptozun uyarılması için olası mekanizmalardan biridir. Öte yandan, 

G0/G1 fazının duraksaması ise genellikle hücrelerin çoğalmasını durdurur, ancak 
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hücrelere, antikanser ajanların neden olduğu kusurları onarma olanağı sağlar [131]. S-

fazındaki hücre döngüsü duraksaması ise, tümör hücrelerinde DNA sentezinin inhibe 

edilebileceğini düşündürür. Bazı kompleksler tarafından indüklenen S-fazında hücre 

döngüsü durmasının, DNA hasarı aracılı p53 fosforilasyonuna bağlanabileceği 

bildirilmiştir [132]. Daha önce yapılan çalışmalarda cisplatin ve platin türevli 

ajanların, farklı hücre hatları üzerinde G1/G0 [133, 134], S [135] ve G2/M [136, 137] 

fazlarında hücre döngüsü duraksamasını indüklediği gösterildi. Bu çalışmada da 

cisplatinin MCF-7 hariç diğer hücre hatlarında G2/M fazında duraksamaya, MCF-7 

hücresinde ise S fazı duraksamasına neden olduğu görüldü.  Yeni sentezlenen platin 

(II) komplekslerinden EK-24 ve EK-25’in sağlıklı hücre grubu MCF-12A ve 

kemoterapi dirençli meme kanseri MDA-MB-231 hücre hatlarında G2/M fazı 

duraksamasını indüklediği görüldü. L1cPt-Bis MCF-12A hücre grubunda S fazı 

duraksamasına neden olurken, HEK293, MCF-7 ve PC-3 hücrelerinde G1/G0, MDA-

MB-231 ve LNCaP hücrelerinde ise G2/M fazı duraksamasını teşvik ettiği tespit 

edildi. L2aPt-Bis ise MCF-12A hücrelerinde G2/M duraksamasına neden olurken 

MCF-7 ve MDA-MB-231 hücrelerinde G1/G0 fazı duraksamasına neden olduğu 

saptandı. L2aPt-Bis kompleksinin sağlıklı hücre grubu HEK293 ve androjene duyarsız 

prostat kanseri hücre hattı PC-3 hücrelerinde hücre döngüsü duraksamasını 

indüklemediği görüldü. L2aPt-Bis ile tedavi sonrasında androjen-bağımlı prostat 

kanseri hücre hattı LNCaP hücrelerinde ise G2/M duraksamasının indüklendiği 

görüldü.  Aynı kompleksin farklı hücre hatlarında test edilmesi sonucunda, hücre 

döngüsü kontrol noktası proteinleri kanserde yaygın olarak düzensiz olduğundan farklı 

sonuçlara yol açabilmektedir [138]. 

γ-H2AX’ın (fosforile edilmiş histon H2A varyantı) immünofloresan analizi, 

DNA'daki çift zincir kırıklarının (DSB'ler) hem görselleştirilmesi hem de nicelenmesi 

için yaygın olarak kullanılan bir araçtır [139, 140, 141, 142]. Literatürde yer alan 

çalışmalarda platin türevli ajanlar, serin 139 (γ-H2AX) üzerinden H2AX 

fosforilasyonunu uyarır [143]. γ-H2AX oluşumu, DNA onarım aktivitelerinin 

koordinasyonu için önemli olan DNA hasarındaki en erken kromatin modifikasyon 

olaylarından biridir [144]. L1cPt-Bis’in L2aPt-Bis ve EK-24 ajanlarının hem cisplatine 

hem de sağlıklı hücrelere kıyasla DNA hasarını önemli ölçüde indüklediği konfokal 

mikroskop kullanılarak görülürken sadece L2aPt-Bis ile tedavi edilen LNCaP 

hücrelerinde cisplatine kıyasla daha az DNA hasarı tespit edildi.  MCF-7 hücreleri hem 

EK-25 hem de cisplatin ile tedavi edildiğinde DNA hasarı görülmezken, kemoterapi 
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dirençli hücre dizisi MDA-MB-231’de cisplatine kıyasla DNA hasarının daha fazla 

indüklendiği saptandı.  Literatürdeki bilgilere göre hücre döngüsünün duraksaması ve 

apoptozun aktivasyonu, DNA hasarına verilen hücresel tepkilerdir [145].  Hücre 

döngüsü duraksaması ve artan apoptoz ile açıkça ilişkili olan ajanların hücrelere 

uygulanmasını tedavisini takiben γ-H2AX'te belirgin bir artış gözlemlendi. 

Kanserle tedavide hücre göçünü hedeflemek, kanserin metastatik yayılmasını 

kontrol etmek için destekleyici bir strateji sunabilir. Bu nedenle, platin türevli 

komplekslerin hücre göçü ve in vitro invazyon üzerindeki etkisi bu çalışmada 

incelendi. Üçlü negatif meme kanseri MDA-MB-231, PC-3 ve LNCaP invaziv ve 

metastatik nitelikte olduğundan [146, 147], platin türevli komplekslerin, hücresel 

migrasyon ve invazyon davranışı üzerindeki etkilerini bu hücrelerde araştırdık. 

Sonuçlarımız platin türevli ajanların tedavisinin agresif meme kanseri MDA-MB-231, 

androjene duyarsız prostat kanseri PC-3 ve androjene duyarlı prostat kanseri LNCaP 

hücreleri üzerinde doğrudan bir etkisi olduğunu gösterdi.  L2aPt-Bis, EK-24 ve EK-

25 ajanlarının tedavisinin MDA-MB-231 hücrelerinin göçünü ve invazyonunu 

baskıladığı görüldü. L1cPt-Bis tedavisinin ise sadece hücre göçünü inhibe ettiği fakat 

hücre invazyonuna etkisinin olmadığı tespit edildi.  LNCaP hücreleri AR (androjen 

reseptör) için pozitiftir, hormona duyarlıdır ve düşük metastatik potansiyele sahiptir. 

PC-3 hücreleri ise, AR için negatif, hormona dirençlidir ve daha yüksek metastatik ve 

malign özelliklere sahiptir [147]. Bu nedenle L2aPt-Bis ajanının hem hücre 

migrasyonunu hem de invazyonunu LNCaP hücrelerinde PC-3 hücrelerinden daha 

düşük konsantrasyonlarda, daha fazla inhibe edildiği tespit edildi.  

Yapılan tüm bu çalışmalar ile yeni sentezlenen imidazolidindion türevli plati (II) 

komplekslerinin meme ve prostat kanseri hücre hatlarına farklı etkiler gösterdiği 

saptandı. Bununla birlikte, özellikle L2aPt-Bis’in hücre proliferasyonunu düşürdüğü, 

sağlıklı hücre grubuna kıyasla meme kanseri hücrelerinde apoptozu ve DNA hasarını 

indüklediği ve cisplatinden daha fazla apoptotik etki gösterdiği açıkça görülmektedir. 

Ayrıca hücre döngüsünde duraksamaya neden olurken, hücrelerin migrasyon ve 

invazyon kapasitesini de önemli ölçüde azalttığı tespit edildi.  Sonuç olarak, en sık 

görülen kanser türü olan meme kanseri ve farklı alt tiplerinde bu platin (II) türevinin 

etkinliği in vitro çalışmalar ile gösterilmiş olup, L2aPt-Bis’in meme kanseri tedavisine 

yönelik öncül ilaç adayı olabileceği düşünülmüştür. in vivo tümör modellerinde 

gerçekleştirilecek ileri çalışmalar ile bu kompleksin bir ilaç adayı olarak etkinliğinin 

ve değerliliğinin daha iyi anlaşılabilmesi mümkün olacaktır. 
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