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OZET

Cisplatin, 1978 yilinda Amerikan Gida ve ilag Dairesi (FDA) tarafindan kanser
tedavisinde kullanilmak iizere onaylanan ilk platin tiirevli ilagtir. Uzun siiredir
kemoterapi alaninda derin ve genis kapsamli bir etkiye sahip oldugu gosterilen
cisplatinin, bir¢ok kanser hastasinin hayatta kalmasini 6nemli 6lgiide artirdig1 tespit
edilmistir. Bu kesfin ardindan, ¢ok sayida platin varyanti hazirlanmis ve kanser
hiicrelerini 6ldiirme ve tiimor biliylimesini inhibe etme yetenekleri agisindan test edildi.
Glinlimiizde, cisplatin tek basina veya diger ilaglarla birlikte kombine olarak bir¢ok
farkli kanser tiiriine kars1 kullanilmaktadir. Ancak yan etkiler ve direng olusumu gibi
cesitli smirlamalarla birlikte, yenilik¢i ve daha etkili platin tirevli ilaglarin
arastirilmasinda, cok cesitli antikanser aktiviteler sergileyen ve es zamanl olarak
cisplatinin dezavantajlarinin iistesinden gelen yeni analoglarinin tasarimina ve
sentezine biiyiik ilgi gosterildi. Bu ¢caligsmalarda farkli tipte ligandlarin kullanilmasiyla
birlikte imidazolidindion tiirevlerinin ¢alismalarda giiclii antitiimor etkisinin oldugu
bilinmektedir.

Bu tez caligmasinda, yeni sentezlenen farkli imidazolidindion tiirevleri ve platin
(IT) komplekslerinin, MCF-12A, MCF-7, MDA-MB-231, HEK293, HeLa, PC3 ve
LNCaP hiicre hatlarinda antikanser ozellikleri incelenmesi amaclanmaktadir. Bu
kapsamda hiicre proliferasyonu, apoptoz, hiicre dongiisii analizlerine ek olarak, DNA
hasari, migrasyon ve invazyon analizleri gergeklestirildi. Proliferasyon analizi ile
hesaplanan ICso degerleri ile analizler gerceklestirildi. Yapilan ¢alismalar sonucunda
elde edilen bulgulara gore imidazolidindion tiirevli platin (IT) komplekslerinin meme
ve prostat kanseri hiicre hatlarina farkl etkiler gosterdigi saptandi. L2aPt-Bis’in hiicre
proliferasyonunu diisiirdiigii, cisplatine kiyasla meme kanseri hiicrelerinde apoptozu
ve DNA hasarini indiikledigi tespit edildi. Ayrica hiicre dongiisiinde duraklamaya
neden olurken, hiicrelerin migrasyon ve invazyon kapasitesini de onemli ol¢iide
azalttig1 saptandi. Sonug olarak, L2.Pt-Bis meme kanseri tedavisinde tedavisinde

umut verici kemoterapi ajani olarak karsimizda durmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Kanser, Cisplatin, inhibisyon Konsantrasyonu (ICso).

SUMMARY



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 ICso 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, L2,Pt-Bis stands out as a promising chemotherapy agent in the

treatment of breast cancer.

Key Words: Cancer, Cisplatin, Inhibition Concentration (ICso).
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZINi

Simgeler ve  Aciklamalar

Kisaltmalar
ul : Mikrolitre
um : Mikromolar
ug :  Mikrogram
uM : Mikro Molar
mL : Mililitre
mM : Milimolar
nM :  Nanomolar
L : Litre
Molar
ng :  Nanogram
Dk :  Dakika
Y : Gama
AR :  Androjen Reseptor
Apaf-1 :  Apoptotik Proteaz Aktive Edici Faktor 1
ATM . Ataksi Telenjiektazi Mutasyona Ugramis Protein
ATR : ATM ve RAD3 ile iliskili protein
BSA :  Bovine Serum Albumin
CTR1 :  Bakar Tastyic1 Protein
CytC : Sitokrom C
DAPI : 4',6-diamidino-2-phenylindole
DMEM : Dulbecco's Modified Eagle Medium
EDTA : N,N,N',N'-Tetrametiletilendiamin
FADD . Fas Ile Iliskili Olim Domaini
FBS :  Fetal Dana Serumu
FDA :  ABD Guida ve Ilag Dairesi
FLIP . Flice Benzeri Inhibitdr Protein
gDNA :  Genomik DNA
GST :  Glutatyon S-Transferaz Enzimi

HMG . Yiksek Mobilite Grubu
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IGF
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MMR
MPT
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mtDNA
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NEAA
NER
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PTEN
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7-AAD
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SEKILLER DIZINI

Sekil No: Sayfa

2.1:  GLOBOCAN 2020'ye gore, her iki cinsiyette, her yasta Diinyada 4
kanser sayis1 ve yiizdesi.

2.2:  Cisplatin. 10

2.3:  Diinya capinda klinik onayli platin kompleksleri: cisplatin (1), 0
karboplatin (2), oksaliplatin (3).

2.4:  Bolgesel simirh klinik uygulama ile platin kompleksleri: nedaplatin
(4), heptaplatin (5), disikloplatin (6), lobaplatin (7) ve miriplatin (8). !

2.5:  Cisplatin antikanser aktivitesinin etki mekanizmasi. 13

2.6:  Cisplatin ile DNA arasinda olusan ¢apraz baglar. 15

5.1:  Ligandlarin kimyasal yapilar1 (La, Le, L1a, Lic). 29

5.2: Pt (Il) kompleksleri (LiaPt-Bis, Li.Pt-Bis, L2.,Pt-Bis, L,Pt, EK-24, 20
EK-25).

5.3:  Ajanlarin hiicre proliferasyonuna etkisinin incelenmesi. 50 puM
konsantrasyonda MCF-7, MDA-MB-231, HeLa ve PC-3 hiicreleri ile
muamele edilen ajanlarin zamana bagli hiicre indeksi grafikleri. 30
Kontrol: Sadece besiyeri, DMSO: 1/1000 oraninda DMSO igeren
besiyeri.

5.4: MCF-12A, MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinde L;.Pt-bis’in hiicre
proliferasyonuna etkisinin incelenmesi. a. LicPt-bis ile farkh
konsantrasyonlarinda muamele edilen MCF-12A hiicrelerinin 12, 24,

36 ve 48. saat hiicre indeksi degerleri. b. MCF-7 hiicrelerine farkli
konsantrasyonlarda Li.Pt-bis uygulamasi sonrasinda tespit edilen 12,
24, 36 ve 48. saat hiicre indeks degerlerinin grafiksel gosterimi. c. 1

MDA-MB-231 hiicrelerine farkli konsantrasyonda LjcPt-bis
uygulamasi sonrasinda tespit edilen 12, 24, 36 ve 48. saat hiicre indeks
degerlerinin grafiksel gosterimi. Kontrol: Sadece besiyeri, DMSO:
1/1000 oraninda DMSO igeren besiyeri. * P<0.05, ** P<0.01,
*#%P<().001.
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5.5:

5.6:

5:7

HEK?293, HeLa, PC-3 ve LNCaP hiicrelerinde LjcPt-bis’in hiicre
proliferasyonuna etkisinin incelenmesi. a. LiPt-bis ile farkh
konsantrasyonlarinda muamele edilen HEK293 hiicrelerinin 12, 24, 36
ve 48. saat hiicre indeksi degerleri. b. HelLa hiicrelerine farklh
konsantrasyonlarda Li.Pt-bis uygulamasi sonrasinda tespit edilen 12,
24, 36 ve 48. saat hiicre indeks degerlerinin grafiksel gosterimi. c.
LiPt-bis ile farkli konsantrasyonlarinda muamele edilen PC-3
hiicrelerinin 12, 24, 36 ve 48. saat hiicre indeksi degerleri. d. LNCaP
hiicrelerine farkli konsantrasyonda LicPt-bis uygulamasi sonrasinda
tespit edilen 12, 24, 36 ve 48. saat hiicre indeks degerlerinin grafiksel
gosterimi. Kontrol: Sadece besiyeri, DMSO: 1/1000 oraninda DMSO
igeren besiyeri. * P<0.05, ** P<0.01, ***P<0.001.

MCF-12A, MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinde L»,Pt-Bis’in hiicre
proliferasyonuna etkisinin incelenmesi. a. L2.Pt-Bis ile farkh
konsantrasyonlarinda muamele edilen MCF-12A hiicrelerinin 12, 24,
36 ve 48. saat hiicre indeksi degerleri. b. MCF-7 hiicrelerine farkli
konsantrasyonlarda L,Pt-Bis uygulamasi sonrasinda tespit edilen 12,
24, 36 ve 48. saat hiicre indeks degerlerinin grafiksel gosterimi. c.
MDA-MB-231 hiicrelerine farkli konsantrasyonda L2.Pt-Bis
uygulamasi sonrasinda tespit edilen 12, 24, 36 ve 48. saat hiicre indeks
degerlerinin grafiksel gosterimi. Kontrol: Sadece besiyeri, DMSO:
1/1000 oraninda DMSO igeren besiyeri. * P<0.05, ** P<0.01,
**%P<0.001.

HEK?293, HeLa, PC-3 ve LNCaP hiicrelerinde L;,Pt-Bis’in hiicre
proliferasyonuna etkisinin incelenmesi. a. L2 Pt-Bis ile farkh
konsantrasyonlarinda muamele edilen HEK293 hiicrelerinin 12, 24, 36
ve 48. saat hiicre indeksi degerleri. b. HeLa hiicrelerine farkl
konsantrasyonlarda L;,Pt-Bis uygulamasi sonrasinda tespit edilen 12,
24, 36 ve 48. saat hiicre indeks degerlerinin grafiksel gosterimi. c.
L2.Pt-Bis ile farkli konsantrasyonlarinda muamele edilen PC-3
hiicrelerinin 12, 24, 36 ve 48. saat hiicre indeksi degerleri. d. LNCaP
hiicrelerine farkli konsantrasyonda L2aPt-Bis uygulamasi sonrasinda

tespit edilen 12, 24, 36 ve 48. saat hiicre indeks degerlerinin grafiksel
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5.8:

5.9:

5.10:

gosterimi. Kontrol: Sadece besiyeri, DMSO: 1/1000 oraninda DMSO
iceren besiyeri. * P<(.05, ** P<0.01, ***P<0.001.

MCF-12A, MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinde EK-24
kompleksinin hiicre proliferasyonuna etkisinin incelenmesi. a. EK-24
ile farkli konsantrasyonlarinda muamele edilen MCF-12A hiicrelerinin
12, 24, 36 ve 48. saat hiicre indeksi degerleri. b. MCF-7 hiicrelerine
farkli konsantrasyonlarda EK-24 uygulamasi sonrasinda tespit edilen
12, 24, 36 ve 48. saat hiicre indeks degerlerinin grafiksel gosterimi. c.
MDA-MB-231 hiicrelerine farkli konsantrasyonda EK-24 uygulamasi
sonrasinda tespit edilen 12, 24, 36 ve 48. saat hiicre indeks degerlerinin
grafiksel gosterimi. Kontrol: Sadece besiyeri, DMSO: 1/1000 oraninda
DMSO igeren besiyeri. * P<0.05, ** P<0.01, ***P<0.001.

HEK?293, HeLa, PC-3 ve LNCaP hiicrelerinde EK-24 kompleksinin
hiicre proliferasyonuna etkisinin incelenmesi. a. EK-24 ile farkh
konsantrasyonlarinda muamele edilen HEK293 hiicrelerinin 12, 24, 36
ve 48. saat hiicre indeksi degerleri. b. HeLa hiicrelerine farkl
konsantrasyonlarda EK-24 uygulamasi sonrasinda tespit edilen 12, 24,
36 ve 48. saat hiicre indeks degerlerinin grafiksel gosterimi. c. EK-24
ile farkli konsantrasyonlarinda muamele edilen PC-3 hiicrelerinin 12,
24, 36 ve 48. saat hiicre indeksi degerleri. d. LNCaP hiicrelerine farkli
konsantrasyonda EK-24 uygulamasi sonrasinda tespit edilen 12, 24, 36
ve 48. saat hiicre indeks degerlerinin grafiksel gosterimi. Kontrol:
Sadece besiyeri, DMSO: 1/1000 oraninda DMSO igeren besiyeri. *
P<0.05, ** P<0.01, ***P<(.001.

MCF-12A, MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinde EK-25
kompleksinin hiicre proliferasyonuna etkisinin incelenmesi. a. EK-25
ile farkli konsantrasyonlarinda muamele edilen MCF-12A hiicrelerinin
12, 24, 36 ve 48. saat hiicre indeksi degerleri. b. MCF-7 hiicrelerine
farkli konsantrasyonlarda EK-25 uygulamasi sonrasinda tespit edilen
12, 24, 36 ve 48. saat hiicre indeks degerlerinin grafiksel gdsterimi. c.
MDA-MB-231 hiicrelerine farkli konsantrasyonda EK-25 uygulamasi

sonrasinda tespit edilen 12, 24, 36 ve 48. saat hiicre indeks degerlerinin
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5.11:

5.12:

5.13:

grafiksel gosterimi. Kontrol: Sadece besiyeri, DMSO: 1/1000 oraninda
DMSO igeren besiyeri. * P<0.05, ** P<0.01, ***P<0.001.

HEK?293, HeLa, PC-3 ve LNCaP hiicrelerinde EK-25 kompleksinin
hiicre proliferasyonuna etkisinin incelenmesi. a. EK-25 ile farkh
konsantrasyonlarinda muamele edilen HEK293 hiicrelerinin 12, 24, 36
ve 48. saat hiicre indeksi degerleri. b. HeLa hiicrelerine farkl
konsantrasyonlarda EK-25 uygulamasi sonrasinda tespit edilen 12, 24,
36 ve 48. saat hiicre indeks degerlerinin grafiksel gosterimi. c. EK-25
ile farkli konsantrasyonlarinda muamele edilen PC-3 hiicrelerinin 12,
24,36 ve 48. saat hiicre indeksi degerleri. d. LNCaP hiicrelerine farkl
konsantrasyonda EK-25 uygulamasi sonrasinda tespit edilen 12, 24, 36
ve 48. saat hiicre indeks degerlerinin grafiksel gosterimi. Kontrol:
Sadece besiyeri, DMSO: 1/1000 oraninda DMSO igeren besiyeri. *
P<0.05, ** P<0.01, ***P<0.001.

MCF-12A, MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinde L;Pt-Bis ve
cisplatinin 24 saat boyunca ilgili ICso degerlerinde Annexin V/7-AAD
boyamasi ile apoptotik etkisinin akim sitometresi ile gosterimi. a.
Temsili dort kadranda hiicre yilizdesi belirlendi: canli hiicreler,
(Annexin-V—/7-AAD-, alt/sol kadran); erken apoptotik hiicreler
(Annexin-V + / 7-AAD—, alt / sag kadran); ge¢ apoptotik hiicreler
(Annexin-V + / 7-AAD +, iist / sag kadran); ve nekrotik hiicreler
(Annexin-V— / 7-AAD +, iist / sol kadran). b. Canli hiicrelerin bar
grafigi ile gosterilmesi. c. Apoptotik hiicrelerin bar grafigi ile
gosterimi. d. Nekrotik hiicrelerin bar grafigi ile gosterilmesi. DMSO:
1/1000 oraninda DMSO igeren besiyeri. * P<0.05, ** P<0.01,
**4P<(0.001.

HEK293, PC-3 ve LNCaP hiicrelerinde LicPt-Bis ve cisplatinin 24 saat
boyunca ilgili ICso degerlerinde Annexin V/7-AAD boyamast ile
apoptotik etkisinin akim sitometresi ile gosterimi. a. Temsili dort
kadranda hiicre ylizdesi belirlendi: canli hiicreler, (Annexin-V—/7-
AAD-, alt/sol kadran); erken apoptotik hiicreler (Annexin-V + / 7-
AAD-, alt/sag kadran); gec apoptotik hiicreler (Annexin-V +/7-AAD

+, ist / sag kadran); ve nekrotik hiicreler (Annexin-V—/ 7-AAD +, iist
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5.14:

5.15:

5.16:

/ sol kadran). b. Canli hiicrelerin bar grafigi ile gosterilmesi. c.
Apoptotik hiicrelerin bar grafigi ile gosterimi. d. Nekrotik hiicrelerin
bar grafigi ile gosterilmesi. DMSO: 1/1000 oraninda DMSO igeren
besiyeri. * P<0.05, ** P<0.01, ***P<0.001.

MCF-12A, MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinde L2.Pt-Bis ve
cisplatinin 24 saat boyunca ilgili ICso degerlerinde Annexin V/7-AAD
boyamasi ile apoptotik etkisinin akim sitometresi ile gosterimi. a.
Temsili dort kadranda hiicre yiizdesi belirlendi: canli hiicreler,
(Annexin-V—/7-AAD-, alt/sol kadran); erken apoptotik hiicreler
(Annexin-V + / 7-AAD—, alt / sag kadran); ge¢ apoptotik hiicreler
(Annexin-V + / 7-AAD +, iist / sag kadran); ve nekrotik hiicreler
(Annexin-V— / 7-AAD +, iist / sol kadran). b. Canli hiicrelerin bar
grafigi ile gosterilmesi. c. Apoptotik hiicrelerin bar grafigi ile
gosterimi. d. Nekrotik hiicrelerin bar grafigi ile gosterilmesi. DMSO:
1/1000 oraninda DMSO igeren besiyeri. * P<0.05, ** P<0.01,
**%P<0.001.

HEK?293, PC-3 ve LNCaP hiicrelerinde L2.Pt-Bis ve cisplatinin 24 saat
boyunca ilgili ICso degerlerinde Annexin V/7-AAD boyamasi ile
apoptotik etkisinin akim sitometresi ile gosterimi. a. Temsili dort
kadranda hiicre yiizdesi belirlendi: canli hiicreler, (Annexin-V—/7-
AAD-, alt/sol kadran); erken apoptotik hiicreler (Annexin-V + / 7-
AAD—, alt/ sag kadran); ge¢ apoptotik hiicreler (Annexin-V +/7-AAD
+, Uist / sag kadran); ve nekrotik hiicreler (Annexin-V—/ 7-AAD +, ist
/ sol kadran). b. Canli hiicrelerin bar grafigi ile gosterilmesi. c.
Apoptotik hiicrelerin bar grafigi ile gosterimi. d. Nekrotik hiicrelerin
bar grafigi ile gosterilmesi. DMSO: 1/1000 oraninda DMSO igeren
besiyeri. * P<0.05, ** P<0.01, ***P<0.001.

MCF-12A, MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinde EK-24 ve
cisplatinin 24 saat boyunca ilgili ICso degerlerinde Annexin V/7-AAD
boyamasi ile apoptotik etkisinin akim sitometresi ile gdsterimi. a.
Temsili dort kadranda hiicre ylizdesi belirlendi: canli hiicreler,
(Annexin-V—/7-AAD-, alt/sol kadran); erken apoptotik hiicreler
(Annexin-V + / 7-AAD—, alt / sag kadran); ge¢ apoptotik hiicreler
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5.17:

5.18:

5.19:

(Annexin-V + / 7-AAD +, {ist / sag kadran); ve nekrotik hiicreler
(Annexin-V— / 7-AAD +, {ist / sol kadran). b. Canli hiicrelerin bar
grafigi ile gosterilmesi. c. Apoptotik hiicrelerin bar grafigi ile
gosterimi. d. Nekrotik hiicrelerin bar grafigi ile gosterilmesi. DMSO:
1/1000 oraninda DMSO igeren besiyeri. * P<0.05, ** P<0.01,
**%P<0.001.

MCF-12A, MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinde EK-25 ve
cisplatinin 24 saat boyunca ilgili ICso degerlerinde Annexin V/7-AAD
boyamasi ile apoptotik etkisinin akim sitometresi ile gosterimi. a.
Temsili dort kadranda hiicre yilizdesi belirlendi: canli hiicreler,
(Annexin-V—/7-AAD-, alt/sol kadran); erken apoptotik hiicreler
(Annexin-V + / 7-AAD—, alt / sag kadran); ge¢ apoptotik hiicreler
(Annexin-V + / 7-AAD +, iist / sag kadran); ve nekrotik hiicreler
(Annexin-V— / 7-AAD +, iist / sol kadran). b. Canli hiicrelerin bar
grafigi ile gosterilmesi. c. Apoptotik hiicrelerin bar grafigi ile
gosterimi. d. Nekrotik hiicrelerin bar grafigi ile gosterilmesi. DMSO:
1/1000 oraninda DMSO igeren besiyeri. * P<0.05, ** P<0.01,
*#%kP<().001.

24 saat boyunca ilgili ICso degerlerinde Li.Pt-Bis ve cisplatin ile
muamele edilen MCF-12A, MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinin
hiicre dongiisii analizi. a) Temsili akim sitometrisi histogramlari. b)
LicPt-Bis ve cisplatin ile muamele edilen MCF-12A hiicrelerinin G1,
S ve G2/M fazlarinin ylizde dagilimlarinin bar grafigi ile gdsterimi. c)
L1Pt-Bis ve cisplatin ile muamele edilen MCF-7 hiicrelerinin G1, S ve
G2/M fazlarmin yiizde dagilimlarinin bar grafigi ile gosterimi. d)
L1.Pt-Bis ve cisplatin ile muamele edilen MDA-MB-231 hiicrelerinin
G1, S ve G2/M fazlarmin yiizde dagilimlarinin bar grafigi ile gdsterimi.
DMSO: 1/1000 oraninda DMSO igeren besiyeri. * ©P<0.05, **
BP<0.01, ***AP<(.001.

24 saat boyunca ilgili ICso degerlerinde Li.Pt-Bis ve cisplatin ile
muamele edilen HEK293, PC-3 ve LNCaP hiicrelerinin hiicre dongiisii
analizi. a) Temsili akim sitometrisi histogramlari. b) Li.Pt-Bis ve

cisplatin ile muamele edilen HEK293 hiicrelerinin G1, S ve G2/M
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5.20:

5.21:

5.22:

fazlarinin ylizde dagilimlarinin bar grafigi ile gosterimi. c) Li.Pt-Bis
ve cisplatin ile muamele edilen PC-3 hiicrelerinin G1, S ve G2/M
fazlarinin yiizde dagilimlarinin bar grafigi ile gosterimi. d) Li.Pt-Bis
ve cisplatin ile muamele edilen LNCaP hiicrelerinin G1, S ve G2/M
fazlarimin yilizde dagilimlarinin bar grafigi ile gosterimi. DMSO:
1/1000 oraninda DMSO igeren besiyeri. * “P<0.05, ** BP<(.01,
##k+AP<(,001.

24 saat boyunca ilgili ICso degerlerinde L2.Pt-Bis ve cisplatin ile
muamele edilen MCF-12A, MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinin
hiicre dongiisii analizi. a) Temsili akim sitometrisi histogramlari. b)
L2.Pt-Bis ve cisplatin ile muamele edilen MCF-12A hiicrelerinin G1,
S ve G2/M fazlarinin yiizde dagilimlarinin bar grafigi ile gésterimi. c)
L2aPt-Bis ve cisplatin ile muamele edilen MCF-7 hiicrelerinin G1, S ve
G2/M fazlarmin yiizde dagilimlarinin bar grafigi ile gosterimi. d)
L2.Pt-Bis ve cisplatin ile muamele edilen MDA-MB-231 hiicrelerinin
G1, S ve G2/M fazlarmin yiizde dagilimlarinin bar grafigi ile gdsterimi.
DMSO: 1/1000 oraninda DMSO igeren besiyeri. * ©P<0.05, **
BP<0.01, ***AP<0.001.

24 saat boyunca ilgili ICso degerlerinde L2.Pt-Bis ve cisplatin ile
muamele edilen HEK293, PC-3 ve LNCaP hiicrelerinin hiicre dongiisii
analizi. a) Temsili akim sitometrisi histogramlari. b) L2,Pt-Bis ve
cisplatin ile muamele edilen HEK293 hiicrelerinin G1, S ve G2/M
fazlarinin ylizde dagilimlarinin bar grafigi ile gosterimi. c¢) L2aPt-Bis
ve cisplatin ile muamele edilen PC-3 hiicrelerinin G1, S ve G2/M
fazlariin ylizde dagilimlarinin bar grafigi ile gosterimi. d) L2.Pt-Bis
ve cisplatin ile muamele edilen LNCaP hiicrelerinin G1, S ve G2/M
fazlarinin yilizde dagilimlarinin bar grafigi ile gosterimi. DMSO:
1/1000 oraninda DMSO igeren besiyeri. * “P<0.05, ** BP<(.01,
#4%AP<(),001.

24 saat boyunca ilgili ICso degerlerinde EK-24 ve cisplatin ile muamele
edilen MCF-12A, MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinin hiicre
dongiisii analizi. a) Temsili akim sitometrisi histogramlari. b) EK-24

ve cisplatin ile muamele edilen MCF-12A hiicrelerinin G1, S ve G2/M
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5.23:

5.24:

5.25:

5.26:

fazlarinin yiizde dagilimlarinin bar grafigi ile gosterimi. ¢c) EK-24 ve
cisplatin ile muamele edilen MCF-7 hiicrelerinin G1, S ve G2/M
fazlarinin ylizde dagilimlarinin bar grafigi ile gosterimi. d) EK-24 ve
cisplatin ile muamele edilen MDA-MB-231 hiicrelerinin G1, S ve
G2/M fazlarinin yiizde dagilimlariin bar grafigi ile gdsterimi. DMSO:
1/1000 oraninda DMSO igeren besiyeri. * “P<0.05, ** BP<(.01,
##k+AP<(,001.

24 saat boyunca ilgili ICso degerlerinde EK-25 ve cisplatin ile muamele
edilen MCF-12A, MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinin hiicre
dongiisii analizi. a) Temsili akim sitometrisi histogramlari. b) EK-25
ve cisplatin ile muamele edilen MCF-12A hiicrelerinin G1, S ve G2/M
fazlarinin yiizde dagilimlarinin bar grafigi ile gosterimi. c¢) EK-25 ve
cisplatin ile muamele edilen MCF-7 hiicrelerinin G1, S ve G2/M
fazlarinin ylizde dagilimlarinin bar grafigi ile gésterimi. d) EK-25 ve
cisplatin ile muamele edilen MDA-MB-231 hiicrelerinin G1, S ve
G2/M fazlarinin yiizde dagilimlarinin bar grafigi ile gésterimi. DMSO:
1/1000 oraninda DMSO igeren besiyeri. * “P<0.05, ** BP<(.01,
HkAP<(),001.

24 saat boyunca DMSO (iist satir), LicPt-Bis (orta satir) ve cisplatin
(alt satir) ile muamele edilmis MCF-12A, MCF-7 ve MDA-MB-231
hiicrelerinin y-H2AX (yesil) ekspresyonunun immunofloresans analizi.
DMSO: 1/1000 oraninda DMSO iceren besiyeri. Olgek cubuklar 20
pm'yi gosterir. Tiim goriintiiler immersion yag: ile 63X biiyiitmede
cekildi.

24 saat boyunca DMSO (iist satir), Li.Pt-Bis (orta satir) ve cisplatin
(alt satir) ile muamele edilmis HEK293, PC-3 ve LNCaP hiicrelerinin
v-H2AX (yesil) ekspresyonunun immunofloresans analizi. DMSO:
1/1000 oraninda DMSO igeren besiyeri. Olgek cubuklart 20 um'yi
gosterir. Tiim goriintiiler immersion yagi ile 63X biiyiitmede ¢ekildi.
24 saat boyunca DMSO (iist satir), L2.Pt-Bis (orta satir) ve cisplatin
(alt satir) ile muamele edilmis MCF-12A, MCF-7 ve MDA-MB-231
hiicrelerinin y-H2AX (yesil) ekspresyonunun immunofloresans analizi.

DMSO: 1/1000 oraninda DMSO igeren besiyeri. Olgek cubuklar1 20
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5.27:

5.28:

5.29:

5.30:

5.31:

5.32:

5.33:

um'yi gosterir. Tim goriintiiler immersion yagi ile 63X biiyiitmede
cekildi.

24 saat boyunca DMSO (st satir), L2aPt-Bis (orta satir) ve cisplatin
(alt satir) ile muamele edilmis HEK293, PC-3 ve LNCaP hiicrelerinin
v-H2AX (yesil) ekspresyonunun immunofloresans analizi. DMSO:
1/1000 oraninda DMSO igeren besiyeri. Olgek ¢ubuklari 20 um'yi
gosterir. Tiim goriintiiler immersion yag1 ile 63X biiylitmede ¢ekildi.
24 saat boyunca DMSO (iist satir), EK-24 (orta satir) ve cisplatin (alt
satir) ile muamele edilmis MCF-12A, MCF-7 ve MDA-MB-231
hiicrelerinin y-H2AX (yesil) ekspresyonunun immunofloresans analizi.
DMSO: 1/1000 oraninda DMSO iceren besiyeri. Olgek cubuklari 20
pm'yi gosterir. Tim goriintiiler immersion yag: ile 63X biiyiitmede
cekildi.

24 saat boyunca DMSO (iist satir), EK-25 (orta satir) ve cisplatin (alt
satir) ile muamele edilmis MCF-12A, MCF-7 ve MDA-MB-231
hiicrelerinin y-H2AX (yesil) ekspresyonunun immunofloresans analizi.
DMSO: 1/1000 oraninda DMSO igeren besiyeri. Olgek cubuklar1 20
um'yi gosterir. Tim goriintiiler immersion yagi ile 63X biiyiitmede
cekildi.

24 saat boyunca DMSO ve ICso degeri ve alt konsantrasyonlarinda
LicPt-Bis, L2,Pt-Bis, EK-24 ve EK-25 ile muamele edilmis MDA-
MB-231 hiicrelerinin migrasyon orani. DMSO: 1/1000 oraninda
DMSO igeren besiyeri. * P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001.

24 saat boyunca DMSO ve ICso degeri ve alt konsantrasyonlarinda
LicPt-Bis, L2,Pt-Bis, EK-24 ve EK-25 ile muamele edilmis PC-3 ve
LNCaP hiicrelerinin migrasyon orant. DMSO: 1/1000 oraninda DMSO
iceren besiyeri. * P<(.05, ** P<(.01, *** P<0.001.

24 saat boyunca DMSO ve ICso degeri ve alt konsantrasyonlarinda
LicPt-Bis, L2,Pt-Bis, EK-24 ve EK-25 ile muamele edilmis MDA-
MB-231 hiicrelerinin invazyon orant. DMSO: 1/1000 oraninda DMSO
iceren besiyeri. * P<(.05, ** P<(.01, *** P<0.001.

24 saat boyunca DMSO ve ICso degeri ve alt konsantrasyonlarinda
LicPt-Bis, L2,Pt-Bis, EK-24 ve EK-25 ile muamele edilmis PC-3 ve
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LNCaP hiicrelerinin migrasyon orant. DMSO: 1/1000 oraninda DMSO
iceren besiyeri. * P<(.05, **P<0.01, *** P<0.001.
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TABLOLAR DIiZiNi

Tablo No:

Sayfa
2.1: Insanlarda Kullanim icin Klinik Olarak Onaylanmis Platin 12

Kemoterapotikler.

5.1: 24 saat muamele edilen komplekslerin MCF-12A, MCF-7 ve MDA- 38
MB-231 hiicrelerinde I1Cso degerleri.

5.2: 24 saat muamele edilen komplekslerin HEK293, PC-3 ve LNCaP 38

hiicrelerinde I1Cso degerleri.
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1. GIRIS

Kanser, toplumda ¢ok sik goriilen ve hayat kalitesini en ¢ok etkileyen
hastaliklardan biridir. 2020 verilerine gore kanserli vakalarin yaklagik 20 milyon
oldugu tahmin edilmektedir. Ayrica 20 yil i¢inde bu rakamin 28,8 milyon olacagi
Oongoriilmektedir [1]. Bugiine kadar kemoterapi de dahil olmak iizere bircok farkli
tedavi yontemi ¢alisilmis olsa bile kanser tanisinda énemli bir artig vardir.

Cisplatin 1978’de FDA tarafindan onaylandiktan sonra bir¢ok farkli kanser tiiriinti
tedavi etme yetenegiyle birlikte, kanser hastalarinin mortalitesinde 6nemli bir
azalmaya sebep olmaktadir [35]. Fakat sonrasinda cisplatin bazli kemoterapide,
nefrotoksisite, kiimiilatif periferik norotoksisite, ototoksisite ve ayrica bulant1 ve
kusma gibi ciddi yan etkiler agiga ¢ikmaktadir [15].

Son yillarda, yenilik¢i ve daha etkili platin tiirevli ilaglarin arastirilmasinda, ¢cok
cesitli antikanser aktiviteler sergileyen ve es zamanli olarak cisplatinin
dezavantajlarinin iistesinden gelen yeni analoglarinin tasarimina ve sentezine biiyiik
ilgi gosterildi [84]. Yapilan ¢alismalar sonucunda, kanser tedavisi i¢in yalnizca iki ek
platin bazl ila¢ (karboplatin ve oksaliplatini) FDA onay1 aldi [36, 37] ve farkh
ligandlar igeren platin tiirevli ilaclarin aragtirilmasmna ilgi artti. Ayrica
imidazolidindion tlirevlerinin ¢alismalarda giiclii antitimor etkisinin oldugu
bilinmektedir [109].

Bu bilgiler dogrultusunda; bu tez calismasi kapsaminda farkli tipteki kanseri
hiicrelerinde yeni sentezlenen imidazolidindion tiirevli Pt (II) ajanlar ve pozitif
kontrol olarak kullanilan cisplatin kemoterap6tik ajanin anti-proliferatif etkilerinin
yanisira, apoptoz, hiicre dongiisii, DNA hasari, migrasyon ve invazyon kapasiteleri

tizerine etkileri arastirildi.
1.1. Tezin Amaci, Katkisi ve icerigi

Onerilen bu tez ¢alismas1 kapsaminda, Prof. Dr. Vefa AHSEN yiiriitiiciiliigiinde
sentezlenen imidazolidindion tiirevli Pt (II) ajanlarinin antikanser etkilerinin in vitro
arastirilmasi amag¢lanmustir.

Bu tez c¢alismasi kapsaminda normal meme epiteli hiicre hattt MCF-12A,

Luminal A tipli meme kanseri hiicre hattt MCF-7, tglii negatif kemoterapi direngli



meme kanseri hiicre hattt MDA-MB-231, normal embriyonik bobrek hiicre hatti
HEK?293, serviks kanseri hiicre hattt HeLa, androjene duyarsiz prostat kanseri hiicre
hatt1 PC-3 ve androjen-bagimli prostat kanseri hiicre hattt LNCaP hiicre hatlar1
kullamldi. 1k olarak sentezlenen ajanlarmn hiicre proliferasyonuna etkileri farkli alt
dozlarda xCELLigence RTCA DP Analyzer sistemi kullanilarak incelendi ve ajanlarin
hiicreler tizerindeki ICso degerleri belirlendi. Hiicre hatlar1 belirlenen ICso degerlerinde
platin kompleksleri ile muamele edilerek apoptoz ve hiicre dongiisii belirtecleri analiz
edildi. Bunun yan1 sira ajanlarin DNA hasarina etkileri y-H2AX antikoru kullanilarak
konfokal mikroskobu ile incelendi. Son olarak, yeni sentezlenen platin (II)
komplekslerinin hiicre migrasyon ve invazyon yetilerine olan etkileri CIM- plate
kullanilarak xCELLigence RTCA DP Analyzer sistemi ile tespit edildi.

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

kompleksinin kanser tedavisinde kullanilma potansiyeli bulunmaktadir.



2. LITERATUR OZETI

2.1. Kanser

Kanser, modern toplumda en yaygin ve hayati en ¢ok etkileyen hastaliklardan
biridir. GLOBOCAN 2020 verilerine gore, 2020'de yaklasik 19,3 milyon kanser vakasi
ve 10 milyon kanser 6liimiiniin oldugu tahmin edilmektedir. Ayrica 6niimiizdeki 20
yil icerisinde bu rakamin 30,2 milyon olacagi 6ngoriilmektedir [1]. Kanser, viicudun
hemen hemen her yerindeki dokular1 ve organlari istila etme ve yok etme kapasitesine
sahip anormal hiicrelerin kontrolsiiz biiylimesi ve yayilmasiyla karakterize edilen bir
grup hastaliktir. Kanserin nedenleri belli olmamakla birlikte kanserlerin %90-95'inin
tiitlin, diyet, obezite, enfeksiyonlar, radyasyon, stres, fiziksel aktivite eksikligi ve
cevresel kirleticiler gibi faktorlerden kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Kanserlerin
yaklagik %5-10"unun ise kisinin ebeveynlerinden miras kalan genetik kusurlardan
kaynaklandig1 bilinmektedir [2].

Viicudun diger boélgelerine yayilmayan lokalize tiimérler iyi huylu olarak
adlandirilirken, yakin dokulara go¢ edip dokular istila edebilen ve metastaz olusturan
timorler koti huylu timdrlerdir. 100'den fazla kanser tiirii vardir ve meydana
geldikleri organa veya doku tiirline gore kategoriler halinde gruplandirilip adlandirilir.
Bunlardan en yayginlar karsinoma (epitel dokusundan koken alir), sarkoma (bag
dokusundan koken alir), 16semi (kemik iligi gibi kan hiicrelerini olusturan dokularda
ortaya ¢ikar ve ¢ok sayida kan hiicresinin iiretilip kan dolagimima girmesine neden
olur), lenfoma ve miyelom (kdkenleri bagisiklik sistemi hiicrelerindedir), merkezi sinir
sistemi kanserleridir (beyin ve omurilik dokularinda bagslar) [3].

GLOBOCAN 2020 verilerine gore kadinlarda en sik teshis edilen kanser tiirii
meme kanseridir, akciger ve prostat kanseri ise erkeklerde en yaygin olanidir. Genel
olarak, diinyada kanser 6liimlerinde birinci sirada meme (%11,7), ikinci olarak ise

akciger (%11,4) kanseri bulunmaktadir (Sekil 2.1) [1].



Breast
2 261 419 (11.7%)

Lung
2206 771 (11.4%)

Other cancers
8879 843 fdﬁ%}

Colorectum
1931 590 (10%)

Prostate
1414 258 (7.3%)
Stomach

1089 103 (5.6%)

Cervix uteri Liver
604 127 (3.1%) 905 677 (4.7%)

Total : 19 292 789

Sekil 2.1: GLOBOCAN 2020'ye gore, her iki cinsiyette, her yasta Diinyada kanser
sayis1 ve ylizdesi.

2.1.1. Kanserin Ayirt Edici Ozellikleri

Kanser hiicreleri, alt1 benzersiz 6zellik ile normal hiicrelerden ayirt edilebilir.

Bunlar;

1) H-Ras onkogenini tetikleyerek kalic1 bliylime sinyali saglar. Hiicre boliinmesi
ve kanser hiicresinin ¢ogalmasi i¢in mitojenik biiylime sinyali gerekli degildir
[4, 5].

i1) Retinoblastoma proteinini kaybederek tiimor baskilamaya direncgli hale gelir.
Retinoblastoma proteini, neoplazm ilerlemesini baskilar, bdylece bu protein
yoklugunda tiimér siirekli olarak biiytir [6, 7].

iii) Insiilin benzeri biiyiime faktdrleri (IGF'ler) iireterek programlanmis hiicre
oliimiinden (apoptoz) kurtulur. IGF'ler hiicre ¢ogalmasini kolaylastirir ve dogal
hiicre 6liimiinii engelleyerek 6liimsiiz hale gelir, bu da viicuttaki hiicre sayisinin
artmasina neden olur [8].

iv) Kanser hiicrelerine kendiliginden biiylime ve c¢ogalma yetenegi saglayan
terminal transferaz (telomeraz) aktivitesini uyararak sonsuz replikasyon

yetenegi kazanir [9, 10].



v) Vaskiiler endotelyal biiylime faktoriinii (VEGF) uyararak siirekli kan damari
olusumunu saglar. Boylece yeni kan damari, hiicrenin siirekli boliinmesi igin
besinleri ve uygun faktorleri saglar [11].

vi) Epitelyal kaderin genini (cadherin-1) devre dis1 birakarak metastaz1 saglar.
Hiicreler aras1 bag cadherin-1'in aktivitesine baghdir, aktivitesinin kaybi1 kanser

hiicrelerinin istilasina ve metastaza neden olur [12, 13].

2.2. Kanser Tedavileri

Deneysel ve klinik cok sayida gelisme yasanmasina karsin ve tipta ¢ok ilerleme
kaydedilmis olmasina ragmen, halen kanser diinya ¢apinda milyonlarca 6liimden
sorumludur. Giincel olarak kanserin tiirii, molekiiler karakteristigi ve ilerleme hizina
bagli olan ¢esitli kanser tedavisi secenekleri bulunmaktadir.

Kanserde tedavi yaklasimlar1 sunlardir:

2.2.1. Cerrahi

Cerrahi, kanserli hiicrelerin ve dokularin ¢ikarilmasina dayanan kanser
tedavilerinden biridir. Cerrahi tedaviye, kalan kanser hiicrelerini ortadan kaldirmak,
timor yiikiinii kiigiiltmek veya kanserin biiylimesini, yayilmasim1i veya tekrar
olugsmasint Onlemek icin kemoterapi veya radyasyon tedavisinin eslik etmesi
gerekebilir [14].

Kemoterapi ve radyoterapiye kiyasla ¢evre dokulara en az zarari sagladigi i¢in
cerrahi, birgok iyi huylu ve kotii huylu timériin en umut verici ve geleneksel
tedavilerinden biri olarak diisiiniilmektedir. Cerrahiyi tercih edilen tedavi secenegi
olarak degerlendirmenin bir baska nedeni de gereksiz doku hasar1 riski olmadan

tiimoriin ¢ikarilabilmesidir [15].

2.2.2. Hormon Tedavisi

Hormonlar, endokrin sistemin belirli organlar1 tarafindan iiretilen kimyasal

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

ekspresyonunun ve hiicre proliferasyonunun giiglii diizenleyicileridir. Bu nedenle,



yiiksek diizeyde belirli hormonlar, kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasina yol agar ve
neoplastik doniislim riskini artirir. Hormona bagli habisliklerin 6rnekleri arasinda
meme, endometriyal ve prostat adenokarsinomlari ve rahim sarkomalari yer alir.
Hormonal terapi, hormon {iretimine veya reseptorlerin aktivitesine miidahale
ederek endokrin sistemi manipiile etmek i¢cin hormona bagli bir malignitede ekzojen
hormonlarin uygulanmasini igerir. Ek olarak, kortikosteroidler gibi bazi hormonlar,
genleri azaltarak diizenleme (downregulate) ve apoptozu indiikleme yeteneklerinden
dolay1 genel antiproliferatif etkilere sahiptir [16]. Kemoterapi ve hedefe yonelik tedavi
gibi, hormonal terapi de neoadjuvan, adjuvan ve metastatik donemler dahil olmak
lizere cesitli zaman noktalarinda maligniteleri yonetmek i¢in kullanilabilir.
Gorlintlileme, tedaviye yanit1 izlemek ve tedaviye bagl yan etkileri saptamak i¢in
kanser hastalarinin bakiminda rutin olarak kullanilmaktadir. Hormonal tedaviye yanit

genellikle tiimor boyutunda goriintiilemede yakalanabilen azalmalarla sonuglanir.
2.2.3. Immiinoterapi

Kanser immiinoterapisi, hastanin kendi immiin sistemini uyarir ve kanser tedavisi
icin immiin sisteminin giiclinii ve 6zgiilliglinii kullanmaya ¢alisir [17, 18]. Kansere
kars1 immiinoterapiler, efektor mekanizmalar1 uyarmaktan, inhibe edici ve baskilayici
mekanizmalar1 dnlemeye kadar gesitli yaklasimlardan olusur [19]. Immiin sistemi
hakkindaki bilgilerin hizla artisiyla birlikte, kiiclik molekiiller, peptitler, rekombinant
antikorlar, asilar ve hiicresel terapotik tedavi yontemleri, immiin yaniti manipiile
etmek i¢in uygulanmaktadir. Halen, immiinoterapiler kansere kars1 dikkate deger
faydalar saglamaktadir [20]. Immiin kontrol noktas1 blokaji gibi kanser
immiinoterapilerindeki son klinik basarilar, malignitelerin dnlenmesi ve ortadan

kaldirilmasinda konak¢1 immiin sisteminin 6nemini yeniden teyit etmistir [21].
2.2.4. Radyoterapi

Kanser tedavisinde radyasyon, kanser hiicrelerini 61diirmek i¢in kullanilan fiziksel
aractir. Terapide kullanilan radyasyon tiirii iyonlastirici radyasyondur. Tesadiifen
olusan radyasyon biyolojik cisimlerdeki pargaciklarin elektriksel olarak yiiklenmesine

neden olur; bu nedenle terim “iyonlastiricidir” ve enerji bu sekilde 1sinlardan iginden



gectigi viicut hiicrelerine aktarilir. Bu enerji ya kanser hiicrelerini dogrudan oldiirebilir
ya da onlar1 genetik olarak degistirerek apoptoza ve hiicre 6liimiine yol agabilir [22].
Radyasyonla tedavi edilen hiicrelerdeki genetik degisikliklerin altinda yatan
mekanizma, hasarli DNA'nin onarilamamasi ve dolayisiyla hiicre boliinmesinin
durdurulmasi ve bunun da hiicrelerin 6lmesine neden olmasina baglidir. Radyasyon
tedavisinin olumsuz etkisi, ana tiimorlii kitlenin ¢evresindeki normal hiicrelere de etki
etmesidir. Ancak, kanser hiicrelerinin etkin onarim sistemlerinden yoksun olmasi
nedeniyle, normal hiicrelerin normal islevini kanser hiicrelerinden daha hizli geri
kazanmasina ek olarak, kanser kiitlesinin dogru hedeflenmesine yonelik iyilestirilmis
goriintiileme teknikleri ve girisimler, radyasyonun neden oldugu net hasari en aza

indirir [23].

2.2.5. Molekiiler Hedeflendirilmis Terapi

Molekiiler hedeflendirilmis terapi, kanser hiicrelerinin biiyiimesini ve yayilmasini
engellemek i¢in belirli molekiilleri hedefleyen ilaglarin veya diger maddelerin
kullanimini ifade eder.

Kanserde molekiiler hedefli tedavilerin basarili bir sekilde gelistirilmesi igin ideal
hedeflerin belirlenmesi gereklidir. Kanser olusumunun temellerinden biri, hiicrenin
hayatta kalmasini ve ¢ogalmasini tesvik eden proteinlerde ve reseptorlerde mutasyon
olmas1 veya degisikliklere yol acan genetik profilin degismesidir. Kanser hiicrelerini
normal hiicrelerden aymrabilen bu 2 spesifik genetik degisiklik, bu tiir ilaglarin
gelistirilmesinde molekiiler hedefler olarak kullanilabilir [24].

Aragtirmacilar, kanserdeki spesifik molekiiler hedeflerin fizyolojisini ve
ozelliklerini anlayarak, tiimdr biiylimesini ve ilerlemesini engellemek i¢in potansiyel
molekiiler stratejileri belirleyebilirler. Kanser belirtecleri, arastirmacilarin normal ve
kotii huylu hiicrelerin  genlerini ve protein ekspresyonlarini karsilastirarak
ekspresyonlarindaki degisiklikleri belirlemelerine olanak taniyan genom dizileme
kullanilarak belirlenebilir [25]. Sekanslama teknolojisi sayesinde, bir bireydeki kotii
huylu ve normal hiicreler arasindaki genetik heterojenligi ortaya ¢ikarmak i¢in ¢esitli
kanser genomlar1 sekanslanabilir. Bu, ilag gelistirme i¢in potansiyel molekiiler
hedefleri belirlemede 6nemlidir [26, 27]. Molekiiler hedeflendirilmis terapi igin

secilen hedefler, biiylime faktorlerini, sinyal molekiillerini, hiicre dongiisii



proteinlerini, apoptoz modiilatorlerini ve anjiyogenezi destekleyen molekiilleri igerir

[28].

2.2.6. Kemoterapi

Kemoterapi, kanser hiicrelerini 6ldiirerek veya boliinmelerini durdurarak kanserin
ilerlemesini durduran ilaglarin kullanildig: tedavi yontemidir. Aksine, tiimor hiicreleri,
apoptoz tarafindan kontrol edilmedikleri i¢in artan bir bdliinme kapasitesine ve
oliimsiizliige sahiptir. Bu nedenle, fizyolojik kosullarda hiicre ¢ogalmasi hiicre 6liimii
ile dengelenirken, kanserli kitlelerde hiicre c¢ogalmasmin hiicre Oliimiine orani
yuksektir. Kemoterapi, tiimor hiicrelerinde biiyiimeyi durdurmalar1 veya 6lmeleri igin
degisikliklere neden olur; bu nedenle kemoterapétik ilaglarin iki farkl tiirii sirasiyla
sitostatik ve sitotoksiktir [29].

FDA onayli bircok kemoterapdtik ilag bulunmaktadir. Bu ilaglar, tiimor
hiicrelerini hedeflemek ve bunlar1 genotoksik etkiyle, yani reaktif oksijen tiirlerinin
tretimi ile Oldiirmek iizere tasarlanmistir. Bununla birlikte, bir dereceye kadar
viicudun normal hiicreleri de bu ilaglardan etkilenir [30]. Tek basina veya
kombinasyon tedavilerinde kullanilabilen 100'den fazla kemoterapotik ilag oldugu
bilinmektedir. Her ilacin farkli bir kimyasal yapisi ve bilesimi vardir [15].
Kemoterapide kullanilan ilaglar1  kimyasal yapilarina, kokenlerine, etki
mekanizmalarina, hiicre dongiisii faz 6zgiilliiklerine vb. gore gruplandirmanin farkl

yollar1 vardir. Orneklendirilmis kisa bir siniflandirma asagida gosterilmistir [31, 32]:

1) Alkile edici ve metallestirici ajanlar - niikleofilik DNA gruplar ile dogrudan
reaksiyona girer:
e Nitrojen mustards (melphalane, chlorambucil, ifosfamide)
e Nitrosourea (dacarbazine, carmustine)
e Diger alkilleyici ajanlar (busulfan)
e Platin kompleksleri (cisplatin, karboplatin, oksaliplatin)

1) Antitiimor antibiyotikler ve tiirevleri - DNA interkalatorleri, reaktif oksijen
tiirlerinin iiretimi (ROS), topoizomeraz II inhibitérleri:

e antrasiklinler (dactinomycin, doxorubicin)

e sentetik analoglar (mitoxantrone)



o glikopeptitler (bleomycin)
1i1) Antimetabolitler - DNA sentezinde rol oynayan enzimleri inhibe eder; S fazina
0zgl ajanlar:
e dihidrofolat rediiktaz inhibitorleri (methotrexate)
e riboniikleotid rediiktaz inhibitorii (hydroxycarbamide)
e pirimidin antagonistleri (gemcitabine, 5-fluorouracil)
e plirin antagonistleri (6-mercaptopurine, 6-thioguanine)
iv) Bitki koken ve tiirevlerinden antitiimdr ajanlar - hiicre dongiisiine 6zgii ajanlar:
e topoizomeraz inhibitdrleri (podophyllotoxins, camptothecins)
e tubulin polimerizasyon inhibitorleri (Vinca alcaloids, cryptophycins)
e tubulin depolimerizasyon inhibitdrleri — taxanes
v) Hormon bazli tedaviler - hormona bagl kanserler i¢in kullanilir:
e antiandrojenler (flutamide)
e antidstrojenler (tamoxifen)
e aromataz inhibitorleri (anastrazole, letrozole)
vi) Sinyal yolaklar1 inhibitorleri - protein kinaz inhibitérleri ve digerleri

vii) Diger sitotoksik ajanlar (Asparaginase, As203)

2.3. Platin Tirevli Anti-kanser Terapi

Platin tiirevli tedavinin baslangici, 1965 yilinda Rosenberg [33] tarafindan yapilan
deneyler sirasinda beklenmedik bir sekilde kesfedilmistir. Elektroliz deneyleri
sirasinda platin elektrotunun E. coli kiiltiirlerinde hiicre boliinmesini inhibe etmesinin
tesadiifen kesfine dayanmaktadir. Daha sonra elektroliz ortamindaki maddenin
cisplatin oldugu ve antikanser aktivitesinin oldugu kesfedilmistir (Sekil 2.2) [34].

Amerikan Gida ve Ilag Dairesi'nin (FDA) cisplatini antikanser bilesigi olarak
1978 yilinda onaylamistir. Cisplatin kemoterapi alaninda derin ve genis kapsamli bir
etkiye sahip olmustur ve bir¢ok kanser hastasinin hayatta kalmasin1 6nemli 6l¢iide
artirmistir [35]. Bu kesfin ardindan, ¢ok sayida platin varyanti hazirlanmis ve kanser
hiicrelerini 6ldiirme ve tiimdr biiyiimesini inhibe etme yetenekleri acisindan test
edilmistir. Gilinlimiizde, cisplatin tek basina veya diger ilaglarla birlikte kombine

olarak bir¢ok farkli kanser tiirline kars1 kullanilmaktadir.
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Sekil 2.2: Cisplatin.

2.3.1. Onaylanms Platin Tiirevli ilaclar

FDA, cisplatin ve tiirevleri karboplatin ve oksaliplatini tek ajan olarak veya
kombine kemoterapinin bir parcasi olarak onaylamistir (Sekil 2.3) [36, 37]. Ayrica
diger bes platin tiirevi de bolgesel onayhdir (nedaplatin, lobaplatin, heptaplatin,
miriplatin ve disikloplatin) (Sekil 2.4) [38]. Cisplatin ve tiirevlerinin klinik basarisina
ragmen, doz sinirlayici toksik yan etkiler ve onaylanmis platin bilesiklerine kars1 dogal
ve edinilmis direng, yeni nesil antitiimor ajanlarin gelistirilmesine yol agmustir [39, 40,

41].

O
Cl NH o} NH ° -0 :i” R
~ N~ > ~,
a— \NH3 o \NH3 B 0/ \u -
) o ) g 3)

Sekil 2.3: Diinya ¢apinda klinik onayli platin kompleksleri: cisplatin (1), karboplatin
(2), oksaliplatin (3).
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Sekil 2.4: Bolgesel sinirli klinik uygulama ile platin kompleksleri: nedaplatin (4),

heptaplatin (5), disikloplatin (6), lobaplatin (7) ve miriplatin (8).
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Tablo 2.1: Insanlarda Kullanmim i¢in Klinik Olarak Onaylanmis Platin
Kemoterapdtikler.

ilag Onay Yil Pazar Durumu Klinik Kullanimi Doz Sinirlayici
Toksisite

Karboplatin 1989 Dinya ileri yumurtallk  Miyelosupresyon
kanseri, bas ve
boyun kanseri,

akciger kanseri

1996 Japonya Kuglk ve kiigik  Miyelosupresyon

hticreli olmayan

Nedaplatin

akciger kanseri,
bas ve boyun,
ozofagus kanseri,
mesane,
yumurtahk ve

serviks kanseri

2005 Kore Mide kanseri Nefrotoksisite
/intraabdominal

Heptaplatin

kanama
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2.3.2. Platin Tiirevli ilaclarin Yan Etkileri

Cisplatin, kanser tedavisinde ¢ok basarili olmasina ragmen, ¢ok sayida toksik yan
etkiye neden olur [42]. Bu yan etkiler doza bagli olarak goriilebilir [43]. Yogun
kemoterapi tedavisinin bir sonucu olarak, hastalarin bagisikligi bozulur ve bu durum
karmasik enfeksiyonlara ve dolayisiyla 6liime neden olabilir. Cisplatinin baslica yan

etkileri nefrotoksisite, ototoksisite, hepatotoksisite, gastrointestinal toksisitedir.

2.4. Cisplatinin Etki Mekanizmasi

Cisplatin
Agquated Cizplati
aDNA 0N
Cisplatin DA MIDNA damage
Crosslink and adducts
Fas/FasL
MPT
U‘Mﬂ damage
g\ FADD + Procaspase 8 L
Cell E)'l:|= mIDNA rupture
checkpaints I'II'IG-I ATM, R'IR
Apuplnsnm:
Pnlrmmu \c-aolmm ONA-HMG Complex gyt + Procapase-9
Com:lls:-c ps:l- f —~ Apal-1
= Bax +ATP
MMR
G1, &, 52 1 Apaptosarm Complex
arrest Mdm2 Caspas 8
GADD4S Bc 2L Gi:pnﬁ 5
MARK PJDD
I-'LIP Caspase-3.67
FND:E:M Mot H.epﬂllable F.H *
repaira
\ Cleave Key Substrate
: Apoptos,s : /
___________ |
1 Cell Survival |
____________ 4

Sekil 2.5: Cisplatin antikanser aktivitesinin etki mekanizmasi.

2.4.1. Cisplatinin Hiicresel Birikimi

Cisplatin hastalara intravendz steril salin soliisyonu olarak verilmektedir [44].
Kan dolagimi yoluyla tiim viicutta dolagsmaya devam eder. Plazma proteinleri albiimin,
transferin, sistein cisplatin ile gliclii bir sekilde baglanabilir ve -cisplatinin
deaktivasyonuna neden olabilir [45,46]. Cisplatinin %65-95"inin, uygulamanin hemen

ardindan 24 saat i¢inde kan plazma proteinine baglanabilecegi bildirilmektedir [47].
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Kalan cisplatin, plazma membranin1 kullanarak pasif diflizyon yoluyla tiimor
hiicrelerine taginabilir [45,48,49]. Calismalar, bakir tastyici protein CTR1'in cisplatin
allmindan da sorumlu oldugunu ortaya koymaktadir [50]. Cisplatin, CTRI1
konsantrasyonunun bozulmasina neden olabilir. Yiiksek CTR1 ekspresyonuna sahip
hiicreler daha yiiksek cisplatin birikimine sahip olabilir ve bu da cisplatine daha yiiksek

duyarlilik saglar [51].

2.4.2. Cisplatinin Aktivasyonu

Cisplatin hiicreye girdiginde, klorlir ligandlarindan birini su ligandina
(monoaquation) doniistiirerek aktive olmaktadir. Cisplatinin bu aktivasyonu,
sitoplazmadaki kloriir konsantrasyonunun nispeten diisiik olmasi ve giiglii elektrofil
olmalar1 nedeniyle olusmaktadir. Siilthidril protein gruplar1 ve niikleik asitlerin
nitrojen dondr atomlar1 gibi bir dizi niikleofil ile reaksiyona girebilirler [51] ¢linkii su
kloriirden daha 1yi ayrilan gruptur [42]. In vitro ¢alismalar, monoaquated platinin DNA

baglanmasina kars1 diaquated platinden daha reaktif oldugunu dogrulamistir [50].

2.4.3. Cisplatin Tarafindan Oksidatif Stres Olusturulmasi

Oksidatif stres, cisplatin sitotoksisitesinde ¢ok yaygin bir mekanizmadir.
Hidroksil radikalleri gibi reaktif oksijen tiirleri (ROS), cisplatin konsantrasyonuna ve
maruz kalma siiresine bagli olarak siiperoksit olusturarak oksidatif stresi indiikler [52].

Mitokondri, oksidatif stresin en Onemli hedeflerinden biridir ve ROS,
mitokondriyal solunum fonksiyonunu etkileyebilir ve hiicresel disfonksiyona neden
olabilir [53]. Bax (Bcl2 ile iliskili X) ve Ca** ile birlikte ROS, mtDNA hasarina neden
olur ve mitokondrinin yirtilmasini kolaylagtiran MPT'de (mitokondri permeabilite
gecisi) [54] diisiise neden olur [55].

Mitokondri yirtilmasi, kaspaz-9'u aktive eden bir apoptozom kompleksi
olusturmak i¢in sitosolik Apaf-1 (apoptotik proteaz aktive edici faktor 1) ve ATP
(adenozin trifosfat) ile baglanan Cyt C (sitokrom C) ve procaspase-9'u (kaspaz, sistein
aspartata 6zgii proteinazdir) serbest birakir [42]. Aktive edilmis kaspaz-9 daha sonra

diger kaspazlarla etkilesime girerek kaspaz-3, kaspaz-6 ve kaspaz-7'yi aktive eder ve
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bu da anahtar substratlarin bdliinmesi yoluyla apoptoza yol agar (Sekil 2.5) [56].
Apoptoz, ATP'ye bagli programlanmus hiicre 6limiidiir [57].

2.4.4. Cisplatin-DNA Baglanmasi

DNA, cisplatinin antikanser aktivite gostermesi i¢in ana hedeftir [58, 59].
Cekirdege giren mono veya dihidratlanmis platin, DNA bazlariyla reaksiyona girecek
kadar savunmasizdir. Yapilan in vitro c¢alismalar guaninin imidazol halkasinin N7
pozisyonunun, adenin veya DNA'da bulunan diger bazlara (yani sitozin ve timin) gore
daha ¢ok tercih edildigi bildirilmistir [60,61,62]. Cisplatin ve DNA bazlar1 arasinda,
intra-strand ve inter-strand ¢apraz baglar gibi farkl tipte eklentiler olusturulabilir.

Cisplatin, 1, 2-intrastrand DNA (GpGQG) eklentileri ve 1,2-intrastrand DNA (ApQG)
eklentileri olusturmak i¢in adenin ve guanin iizerindeki niikleofilik N7 reaktif
merkezlerine baglanir (Sekil 2.6). Eklentilerin %90°1 1, 2-intrastrand DNA (GpG)
iken, yaklasik %10'n 1,2-intrastrand DNA'dir (ApG) [51]. Bu eklentiler, DNA
transkripsiyonunu ve replikasyonunu inhibe eder. Dolayisiyla, DNA'ya zarar verir ve

programlanmis hiicre 6liimiine neden olur [63].

H SN—-Pt—jﬁ, 1,2-Pt-d(GpG)
\}' 1 intrastrand crosslink
1,2-Pt-d{ApG)
intrastrand crosslink

NH5
Pt<_
TSNH,

1, 3-P-d{GpXpG)
intrastrand crosslink

: &)
PL-d(GG) r

interstrand crosslink

Sekil 2.6: Cisplatin ile DNA arasinda olusan ¢apraz baglar.
2.4.5. Apoptoz Yoluyla Hiicre Oliimii

Cisplatin ayrica hiicre zarindan hiicre apoptozunu indiikleyebilir [64]. Tip II

transmembran proteini ve Fas ligand1 (FasL), Fas reseptoriinii aktive eder ve bu daha
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sonra FADD (Fas ile iligkili 61iim domaini) ve prokaspaz-8'den apoptozom kompleksi
olusturmay1 kolaylastirir [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 substrati
boler ve hiicre apoptozuna yol agar (Sekil 2.5).

Cisplatinin ana hedefi genomik DNA'dir (gDNA) ancak genellikle ¢ok az
miktarda (~%]1) interseliiler cisplatin gDNA'ya baglanir [65]. HMG (yiiksek mobilite
grubu) proteinleri gibi ¢esitli proteinler, cisplatin-DNA baglarini kolayca taniyabilir.
HMGT1 proteini segici olarak 1,2-cisplatin-DNA eklentisini tanir, bunlara baglanir [66]
ve onarima karsi koruyabilir [67]. Cisplatin-DNA-HMGI1 kompleksi ii¢ farkli yolu
izleyebilir. Ilk yol, DNA'nin onarimini saglamak i¢in NER (niikleotid eksizyon tamiri)
mekanizmasidir ve hiicre hayatta kalir. Ikinci yol, HMG proteininin cisplatin-DNA
eklentilerini DNA onarim enzimleri tarafindan tanimmaktan koruyabilecegi
varsayildig1 "onarim koruma modeli" dir [42]. Ugiinciisii, "ka¢irma modeli", SSRP1
gibi HMG proteinlerinin, DNA hasarindan sonra hiicre dongiisii olaylarin1 modiile
edebilecegini ve hiicre 6liimiinii tetikleyebilecegini ortaya koyar (Sekil 2.5) [42,68].

DNA onarim mekanizmasi, cisplatin sitotoksisitesinin en dnemli kisimlarindan
biridir. DNA onarimu ile ilgili proteinler NER (niikleotid eksizyon tamiri) ve MMR
(yanlis eslesme eksizyon tamiri) proteinleridir. NER sistemi, Pt-DNA intra-strand
capraz baglarini taniyan ve daha sonra 20-29 baz ciftine kadar DNA dizilerini kesen
17 farkli protein igerir [69]. DNA polimeraz ise kalan bosluklar1 doldurur [70]. MMR,
iki bitisik guanin arasindaki intra-strand eklentisinin karsisindaki hasar gérmemis
iplige dogru niikleotidi girmeye calisacaktir [45,71]. Hasarlar tamir edemediginde ise

hiicre apoptozu meydana gelir (Sekil 2.5).

2.4.6. Hiicre Dongiisii Durdurmasi

Hiicre apoptozu cisplatinin neden oldugu hiicre dongiisti duraksamasi (G1, S ve
G2 fazi1) yoluyla da miimkiindiir [72]. Bu duraksamalar, DNA sentezinden dnce hasarli
DNA'nin onarilmasi i¢in zaman tanir. Cisplatin, G ve S fazi duraksamasindan sorumlu
olan kontrol noktasi kinazlar1t Chk1 ve Chk2'yi aktive eder [73]. Bu duraksamalarin
ortadan kaldirilmasi, kanser hiicrelerini onarilmamig DNA hasart ile birlikte hiicre

dongiisiine erken girmeye zorlayarak 6lmelerine neden olabilir [74] (Sekil 2.5).
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2.4.7. Cisplatin ve p53

Tiimor baskilayicit protein p53, cisplatin kaynakli apoptozda merkezi bir rol
oynayan kisa Omiirli bir proteindir. Genom mutasyonunu Onleyerek stabiliteyi
korumadaki rolii nedeniyle "genomun koruyucusu" olarak da bilinir [75]. p53, iki
farkli kinaz ATM (ataksi telenjiektazi mutasyona ugramis protein) ve ATR (ATM ve
RAD?3 ile iliskili protein) tarafindan aktive edilir. Cisplatin dnce ATR kinazi [76]
aktive eder ve daha sonra serin-15'1 fosforile ederek p53'ii aktive eder [77]. p53, hiicre
dongiisiiniin durmasindan sorumlu olan p21, Mdm2 ve GADDA45 genlerini aktive eder
ve DNA onarimi yoluyla apoptoza yol agar [45]. pS3, FLIP'in bozulmasi (flice benzeri
inhibitdér protein), Bcl-xL'nin (B-hiicreli lenfoma-ekstra-biiyiik) antiapoptotik
fonksiyonuna dogrudan baglanma ve antiapoptotik islevine kars1 koyma, PTEN'nin
asir1 ekspresyonu (fosfataz ve tensin homolog) gibi farkli mekanizmalarla dogrudan
apoptoza neden olur [51,78]. Yine p53, hiicre apoptozundan sorumlu olan PUMA [79],
PIDD [80] ve MAPK protein ailesini [51] aktif hale getirir. Apoptoz Bax'in (sitozolde
bulunur) aktive edilerek mitokondriyal yolin tetiklenmesiyle miimkiindiir [81]. Ayrica
p53'in, kaspaz 8, kaspaz 3 yoluyla apoptoza yol acan Fas / FasL etkilesimine olanak
sagladigi da bildirilmistir (Sekil 2.5) [52].

2.5. Cisplatin'in Direnci

Cisplatin tedavisinin en ciddi dezavantaji kanser hiicrelerinin gosterdigi ilag
direncidir. Cisplatin direnci kanser tiirlerine baghdir. Ornegin, testis kanseri,
yumurtalik kanseri, bas ve boyun kanseri ve kiigiik hiicreli akciger kanseri cisplatine
cok duyarli iken kii¢iik hiicreli olmayan akciger kanseri ve kolorektal kanser cisplatine
cok direnclidir [41,82]. Iki tiir direng vardir: igsel direng ve edinilmis direng. I¢sel
direnc, ilagla tedavinin baglangicindan itibaren ortaya c¢ikan direng iken, edinilmis
direncte ilag baslangicta aktiftir ancak zamanla inaktif hale gelmektedir [83]. Cisplatin
direnci, ilacin hiicresel alimini azaltarak, disar1 akisini artirarak, ila¢ hedefini
degistirerek veya DNA'nin onarimi ile miimkiin olabilir [84, 85, 86].

Cisplatin direncinin dort farkli anda olusabilecegi kabul edilmektedir: Kan
dolagimi yoluyla ilag sirkiilasyonu sirasinda, ila¢ alim1 ve hiicre zarindan disart akis

sirasinda, sitoplazmada mevcutken ve son olarak DNA baglanmasindan sonra.

17



2.5.1. Kan Dolasimi Yoluyla Tlac Sirkiilasyonu Sirasinda Olusan
Direncg

Cisplatin intravendz olarak uygulanir ve bu nedenle kanser hiicrelerine girmeden
once kan yoluyla dolasir. Kan dolasiminda bulunan proteinler, 6zellikle insan serum
albiimini ve sistein gibi tiyol grubuna sahip olanlar cisplatin ile baglanabilir. Bu
protein baglanmasi, cisplatinin deaktivasyonundan sorumludur [87]. Daha Once
cisplatinin %65-95'inin bir gilinliik uygulamadan hemen sonra plazma proteinine

baglandig1 belirtilmistir [47].

2.5.2. ilacin Hiicre Zarindan iceri Girmesi veya Disar1 Akmasi
Sirasinda Olusan Direncg

Azalan cisplatin girisi ve artan cisplatin ¢ikisi, kanser hiicrelerinde daha diisiik
ilag birikimine neden olur [88]. Azalmis cisplatin birikiminin, artan ila¢ ¢ikisindan
cok, azalmis ilag alimma bagl oldugu gosterilmistir [41]. Pasif difiizyon ve bakir
tagima proteini Ctrl'in cisplatin girisinden sorumlu oldugu bilinmektedir. Cisplatin
varlig1 Ctrl konsantrasyonunda bozulmaya neden olur ve bu nedenle cisplatin girisi
onemli Ol¢lide azalir ve bu da ilaca direncgle sonuglanir [51, 65]. Bir membran proteini
TMEM205 de cisplatine hiicresel direncten sorumludur [51]. Diger iki bakir tasiyici
ATP7A ve ATP7B, cisplatinin hiicreden disar1 aktarilmasina yardimci olur ve dirence
yol agar [89]. Ayrica literatiirde, ¢oklu ilaca direngli proteinlerin (MRP) tercihen
cisplatini stilfat, glukuronat veya GSH ile konjugasyon yoluyla hiicre disina aktardigi

goriilmektedir [51,90].

2.5.3. Sitoplazmada Mevcutken Olusan Direng

Cisplatin direncinin en dnemli mekanizmalarindan biri, cisplatinin glutatyon ve
metalotiyoninlerle baglanarak hiicre i¢i inaktivasyonudur. GSH ve cisplatin kompleksi

daha sonra bir GS-konjuge disar1 pompasi ile atilir [91]. Ya glutatyon S-transferaz
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enziminin (GST) bu reaksiyona yardimei oldugu ya da kendiliginden meydana geldigi

bildirilmektedir [92].
2.5.4. DNA Baglanmasindan Sonra Olusan Direnc¢

NER, cisplatin direncini indiiklemek i¢in DNA lezyonlarini ortadan kaldirmanin
en iyi yoludur [93]. NER sistemi, her iki sarmaldaki hasarli niikleotidleri ¢ikarir ve
daha sonra genin biitiinliiglinli yeniden olusturmak i¢in DNA'y1 sentezler [94]. NER
proteinlerinin asir1 ekspresyonu olan hiicreler cisplatine ¢ok diisiik duyarlilik
gostermektedir [95]. MMR proteini, genellikle DNA-cisplatin lezyonunu onarmaya
calisan ¢ok 6nemli bir proteindir. Onarim basarisiz olursa apoptoza yol agar [71]. Ama
DNA'y1 miikemmel sekilde onarirsa hiicre hayatta kalir. c-fos, H-ras, c-abl ve c-myc
gibi onkogenlerin ekspresyonundaki degisikliklerin ve p53 gibi tiimor baskilayici
genin cisplatine kars1 hiicresel direng yaratabilecegi iyi bilinmektedir [96]. Cisplatin
direnci, ilaca bagli mikroRNA fonksiyonundaki diizensizlik nedeniyle de miimkiindiir
[83]. MikroRNA'min bu diizensizligi, hiicre sinyallesmesinde, DNA metilasyonunda
ve invazivlikte veya hiicrelerin hayatta kalmasinda sorunlara neden olabilir ve bu da

cisplatin direnciyle sonuglanir [97].

2.6. Yeni Kemoterapotik Ajanlarin Gelistirilmesi ve
Imidazolidindion Bilesiginin Kanser Tedavisindeki Yeri

Cisplatinin yaygin kullanimi, ilag direnci ve nefrotoksisite, ndrotoksisite,
ototoksisite gibi ciddi doz sinirlayici yan etkiler nedeniyle kisitlanmistir [41, 82, 83].
Bu nedenle, yenilik¢i ve daha etkili metal bazli ilaclarin arastirilmasinda, ¢ok ¢esitli
antikanser aktiviteleri sergileyen ve eszamanli olarak cisplatin dezavantajlarini
ortadan kaldiran yeni cisplatin analoglarinin tasarimina ve sentezine biiyik ilgi
gosterilmistir [98, 99].

Simdiye kadar c¢ok sayida cisplatin benzeri kompleks veya bunlarin trans
analoglar1 aragtirillmistir. Cogu durumda, platin kompleksleri piridin veya tiirevleri
[100, 101], imidazoller [102, 103], tiyazol [104], pirazoller [105, 106], kinolin ve

1zokinolin [107], tetrazoller ve triazoller gibi farkl ligandlar1 igermektedir [108].
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Son zamanlarda kullanilan farkli imidazolidin ve imidazolidindion tiirevlerinin
caligmalarda giiclii antitimdr, antimikrobiyal, antimalaryal etkisinin oldugu
bildirilmektedir [109, 110, 111, 112, 113, 114, 115].

Ayrica Nilutamide gibi ticari olarak prostat kanseri tedavisinde kullanilan
imidazolidindion tiirevi bulunmaktadir [116]. Buna ek olarak kanser tiirlerinde asir1
ekspresse olan Bcl-2 proteini i¢in farkli imidazolidindion tiirevlerinin Bcl-2 inhibitorii
olarak gelistirildigi  bildirilmistir [117]. Genellikle ¢alismalarda kullanilan
imidazolidindion halkasindaki iki karbonil gurubu 2 ve 4 konumundadirlar. Bu tez
kapsaminda Prof. Dr. Vefa AHSEN ve ekibi tarafindan sentezlenen imidazolidindion
bilesiklerinde ise bu gruplar 2 ve 3 konumuna tasinmistir. Boylece farkl
konumlandirilmis gruplar ile sentezlenen imidazolidindion tiirevleri ile birlikle bu
imidazolidindion bilesiklerinin oksim tiirevleri ve bunlarin platin komplekslerinin

anti-kanser aktivitesi tez ¢alismasi kapsaminda ele alinmustir.

3. GERECLER

3.1. Genel Kimyasallar
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1) EDTA (Merck)

i) DMSO (Merck)

1i1) Etanol (Riedel de Haen)

iv) RNaz A Cozeltisi (Promega), Metanol (Fischer)
v) Gliserol (Fischer Scientific)

vi) Tris (Fischer Scientific)

vii)HCL (Fischer Scientific)

viil) NaCL (Fischer Scientific)

3.2. Cihazlar

1) Sivi Azot tanki (Arpege 140)

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

1i1) Sogutmal1 Mikrosantrifiij (Beckman Coulter microfuge 22R)
iv) Santrifiij (Niive, NF400)

v) -80°C Derin Dondurucu (Thermo, Forma -86°C ULT Freezer)
vi) Buharli sterilizator (Otoklav) (Hirayama, Hiclave HVE-50)
vii)+4°C Buzdolabi (Ariston)

viii) -20°C Derin Dondurucu (Bosch)

ix) Buz Makinesi (BAR-LINE BF85)

x) Sogutmali santrifiij (Heraeus Instruments Function Line)
xi) Su Banyosu (TECHNE, TE-10A Tempette)

xii) Karbondioksit Inkiibatérii (Labogene, Scancell)

xiii) Votex (DragonLabs, MX-S)

xiv) XCELLigence DP (ACEA)

xv) LSM 880 Airyscan Konfokal Mikroskop (ZEISS)

xvi) Accuri C6 (Becton Dickinson)

xvii) Sarjli pipetleyici (Thermo Fisher Scientific)

xviii) Floresan atagsmanli 151k mikroskobu (Nikon)

xix) Sogurmali Santrifiij (Labogene, Scanspeed 1580R)

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

xxi) Manyetik karistiric1 (Denville Scientific)
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xxii) Mikrodalga firin (Kumtel)
xxiil) Inverted mikroskop (Olympus CKX41)

3.3. Hiicre Kiiltiirii Malzemeleri ve Kimyasal Maddeler

1) Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 Medium Mix with L-glutamine,
Gibco, New York, ABD

i1)) Dulbecco's Modification of Eagle's Medium Mix with L-glutamine, Gibco,
New York, ABD

1i1) Fotal sigir serumu (Fetal Bovine Serum, FBS), Gibco, New York, ABD

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

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

vi) Epidermal biiyiime faktorii Sigma, St. Louis, MO, ABD

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

viii) Insiilin 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 siilfoksit (DMSO), AMRESCO, Solon, ABD

xii) Annexin V-PE (BD Biosciences)

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

xiv) RNaz A Cozeltisi (Promega)

xv) APC Rat Anti-Mouse CD44 (BD)

xvi) PE Mouse Anti-Human CD24 (BD)

xvii) Cisplatin (Sigma)

xviil) 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. Cozelti ve Tamponlar
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1) 10X PBS: 80 g NaCl, 2 g KCI, 17,8 g Na2HPO4.2H:0, 2,4 g KH2PO4 bir
litreden az miktarda ddH20 igerisinde ¢6ziiliir. Daha sonra pH:7.4’ye ayarlanir
ve sonra hacim ddH20 ile bir litreye tamamlanir.

1) 10X TBS: 30g Tris, 88g NaCl, 2g KCI belirli miktarda ddH2O igerisinde
coziinllip pH:7.5’ye ayarlandiktan sonra hacim ddH2O ile bir litreye
tamamlanir.

ii1) TBS-T: 1X TBS ve %5 Tween-20.

iv) 10X Baglanma Tamponu: 10 mM HEPES/NaOH, pH 7.4, 140 mM NacCl ve 2.5
mM CaCla.

v) Hiicre Dondurma Soliisyonu: %90 FBS ve %10 DMSO.

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

igerisinde ¢oziiliir.

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 (Serl39)
(Merck), Alexa Fluor® 488 Conjugate (Cell Signalling).

3.6. Maddeler

La, Le, Lia, Lic, L1aPt-Bis, LicPt-Bis, L2aPt-Bis, L2Pt, EK-24, EK-25

4. YONTEMLER

4.1. Hiicre Kiiltiiri ve Kosullar

23



Caligsmalar icin bes kanser hiicre hatt1 ve iki normal hiicre hatt1 kullanildi. Meme
kanseri MCF-7 ve MDA-MB-231, serviks kanseri HeLa, prostat kanseri LNCaP ve
PC3 ve kontrol amagli insan embriyonik bobrek HEK293 hiicre hatt1 ve normal meme
epitelini temsil eden MCF-12A hiicre hatt1 kullanildi. Tiim hiicreler rutin olarak
nemlendirilmis, %5 CO?2 ile zenginlestirilmis bir ortamda tek tabakali kiiltiirler olarak
37° C'de tutuldu. MCF-7 ve MDA-MB-231, HeLLa ve HEK293 hiicre hatlar1 %10 fetal
dana serumu, %] penisilin-streptomisin ve %1 non-essential aminoasit ile
zenginlestirilmis yiiksek glukoz igeren DMEM besiyerinde, LNCaP ve PC-3 hiicre
hatlar1 %10 fetal dana serumu, %1 penisilin-streptomisin ve %1 non-essential
aminoasit ile zenginlestirilmis RPMI1640 besiyerinde kiiltiire edildi. MCF-12A ise
%10 fetal sigir serumu, %1 penisilin-streptomisin, %1 non-essential aminoasit, 20
ng/mL EGF, 0.5 pg/mL hidrpokortizon ve 10 pg/mL insulin ile zenginlestirilmis
ylksek-glukoz igeren DMEM besiyeri ile kiiltiirlendi. Tiim deneyler, sinif II laminer
hava akis kabininde (PMV Clean Air) aseptik bir ortamda gergeklestirildi.

Kiiltiire edilen hiicreler hiicre biiyiime kaplarinda (petri) %80-90’a ulastiktan
sonra kiiltiiriin devamui icin pasajlandi. Hiicrelerdeki eski besiyeri uzaklastirildi ve 1X
DPBS ile hiicreler yikandi. Yiizeye tutunan hiicreleri kaldirmak i¢in Tripsin-EDTA
(2X) uygulandi. inkiibatérde 2-3 dakika bekletip hiicrelerin kalkmasi saglandi. Farkli
pasaj oranlarina uygun miktarda dillisyon yaparak taze besiyeri ilave edildi ve yeni
petri kabima alindi. Hiicre gelisimi i¢in hiicreler 37°C’de %5 CO: kosullarinda

inkiibasyona birakildi.

4.2. Hiicre Proliferasyonu Analizi

MCF-12A, MCF-7, MDA-MB-231, PC3, LNCaP, HeLa ve HEK293 hiicre hatlar1
E-Plate 96'ya (Acea Biosciences, San Diego, CA) hiicrelerin tiiriine gére kuyu basi
100 pL'lik bir hacimde 7x10°-10x10° olacak sekilde sayilip ekildi. Hiicreler
cogaldik¢a, kuyuda bulunan elektronik sensorler tarafindan algilandi ve veriler gercek-
zamanli olarak cihaz tarafindan her 15 dakikada bir 72 saat boyunca kaydedildi.
Hiicrelerin adaptasyonunu saglamak i¢in 24 saat inkiibe edildikten sonra kuyulara 50
ul hacimde maddelerin farkli konsantrasyonlari ilave edildi. Tiim inkiibasyonlar 200

ul hacimde, 37° C'de ve %5 COqz'de bir hiicre kiiltiirli inkiibatoriinde tutulurken
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xCELLigence RTCA MP sisteminde (Acea BioSciences) gerceklestirildi. Sonuglar
tedavinin baslangi¢ noktasindan itibaren hiicre indeksine normalize edildi.

Inhibitér konsantrasyon 50, ICso degerleri, RTCA Software 2.0'm (Acea
Biosciences) DRC (bir zaman periyodunda egrinin altinda alan - konsantrasyon)
fonksiyonu kullanilarak belirlendi. Analiz, replike oyuklarin ortalama degerine dayali
olarak gerceklestirildi. Her deneyde analiz i¢in secilen zaman cergevesi, bilesiklerin

eklenmesinin ardindan alinan ilk tarama ile her bir deneyin son taramasi arasindaydi.

4.3. Apoptoz Analizi

L1.Pt-Bis, L,,Pt-Bis, EK-24 ve EK-25 ile devam edildi. Hiicreler 6 kuyucuklu
plakalara kuyu bas1 3 x10° olacak sekilde ekildi. 24 saat sonra her bir hiicre i¢in etkili
olan ICso konsantrasyonlarinda madde ve pozitif kontrol olarak cisplatin (Sigma)
verildi. Hiicreler 24 saat madde ile inkiibe edildikten sonra toplandi ve soguk PBS ile
iki kez yikandi ve daha sonra 100 ul 1X Baglama Tamponu i¢inde yeniden siispanse
edildi. 5 ul Annexin V-PE (BD Biosciences) ve Sul 7-AAD-APC Viability Staining
Solution (Biolegend) ile oda sicakliginda karanlikta 15 dk inkiibe edildi.
Inkiibasyondan sonra, her bir tiipe 400 ul 1X baglama tamponu ilave edildi. Apoptotik
ve canli hiicre hiicre yiizdesi Accuri C6 akim sitometresi cihazi ile analiz edildi.

e (Canl1 hiicre poptilasyonu: Anneksin V (-) ve 7- AAD (-)

e Erken apoptotik hiicre popiilasyonu: Anneksin V (+) ve 7- AAD (-)
e Geg apoptotik hiicre popiilasyonu: Anneksin V (+) ve 7- AAD (+)
e Nekrotik hiicre popiilasyonu: Anneksin V (-) ve 7- AAD (+)

4.4. Hiicre Dongiisii Analizi

Maddelerin hiicre dongiisti lizerindeki etkisi 7-AAD-APC Viability Staining
Solution (Biolegend) kullanilarak akim sitometri cihazi ile analizi ile gergeklestirildi.
Analiz Li.Pt-Bis, L2.Pt-Bis, EK-24 ve EK-25 maddeleri i¢in gerceklestirildi.
Hiicreler 6 kuyucuklu plakalara kuyu bas1 3 x10° olacak sekilde ekildi. 24 saat sonra
her bir hiicre i¢in etkili olan ICso konsantrasyonlarinda madde ve pozitif kontrol olarak

cisplatin (Sigma) verildi. Hiicreler 24 saat madde ile inkiibe edildikten sonra toplandi
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ve soguk PBS ile iki kez yikandi. Ardindan gece boyunda -20° C'de bekletilmis 1 ml
%70 etanol ile hiicreler fikse edildi. Analizden 6nce hiicreler, PBS i¢inde yeniden
stispanse edildi, 10 ug / ml RNaz A Cozeltisi (Promega) ile isleme tabi tutuldu ve Sul
7-AAD-APC Viability Staining Solution (Biolegend) ile boyandi. Sonuglar Accuri C6

akim sitometresi cihazi ile analiz edildi.

4.5. Hiicrelerde DNA Kiriklarinin Immunofloresan Analiz
Yontemiyle Tespiti

Analiz, maddelerin hiicreler iizerinde olusturdugu DNA hasarina bakmak i¢in
gergeklestirildi. Hiicreler (1.5x10°) lamel {izerine ekildi ve gece boyunca yapigsmaya
birakildi. Ardindan hiicrelere 24 saat boyunca maddeler ve cisplatin (Sigma) her bir
hiicrenin belirlenen ICso konsantrasyonunda uygulandi. Islemden sonra ortam aspire
edildi ve hiicreler, bir saat boyunca fiksasyon ajanit metanol ile buzda fikse edildi.
Bloklama tamponu %2 BSA/TBS eklenip 1 saat boyunca bloklama yapildi. Bloklama
isleminin ardindan 2 pg/mL primer antikor anti-fosfo-Histon H2A.X (Ser139) (Merck)
ile 90 dakika inkiibasyon yapildi. TBS ile 5 dakika yikanip, bloklama tamponuna
sekonder antikor Alexa Fluor® 488 Conjugate (Cell Signalling) 1:1000 sulandirarak
eklendi ve karanlikta 1 saat inkiibe edildi. Hiicreler 5 kez TBS ile yikandiktan sonra
15 dakika DAPI (1:1000) igerisinde inkiibe edildi. Son olarak distile su ile yikanan
lameller sabitleme ajani (%80 gliserol) yardimiyla lam iizerine 45°ag1 ile ters
cevrilerek kapatildi. Hazirlanan preperatlar Zeiss LSM 880 Airyscan Konfokal
Mikroskop ile goriintiilenip fotograflandi.

4.6. Hiicre Migrasyon ve Invazyon Analizi

4.6.1. Hiicre Migrasyonu

Migrasyon, madde uygulanmis ve uygulanmamus hiicreler arasinda fonksiyonel
farkliliklar1 test etmek icin xCELLigence yoOntemi kullanilarak degerlendirildi.
xCELLigence sistemi (xCELLigence RTCA DP Instrument) hiicre gociinii gercek

zamanl olarak dlger. Cihaz, xXCELLigence analizor platformunu (ACEA Biosciences,
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San Diego) kullanarak her biri modifiye edilmis bir Boyden chamber igeren 16
kuyudan olusan bir CIM-plate’i analiz eder. Plaka, {ist bolmeye ekilen hiicrelerin
mikro gozenekli membrandan bir kemoatraktan (%10 FBS) igceren, alt blmeye dogru
g0 ettigi iki ayrilabilir boliimden olusur. Plakalar, hiicre gogiinii veya bir polietilen
tereftalat membranin 8 pm gézeneklerinden membranin alt tarafindaki altin elektrotlar
tizerindeki gogiinii 6lgmek icin kullanilabilir. Mikroelektrot sensorlerine yapisan
hiicreler, empedanstaki artigla 6l¢iiliir.

MDA-MB-231, PC3 ve LNCaP hiicreleri 6 kuyucuklu plakalara kuyu bas1 3
x10° olacak sekilde ekildi. 24 saat sonra hiicrelere hem ICso dozunda hem de bu dozun
1:2, 1:5 ve 1:10 oranlarinda madde uygulandi ve 24 saat boyunca inkiibe edildi.

%10 FBS (uyaran) iceren besiyeri, 160 pl'lik bir hacimde bir CIM-plate’in alt
bélmesindeki her oyuga ilave edildi. Ust bolme kapatilip baglandi ve 1 saat boyunca
inkiibatorde bekletildi. inkiibasyon sonunda her kuyuya 50 pL SFM eklendi. RTCA
DP cihazinda blank 6l¢timii alindi. Hiicreler SFM ile topland1 ve thoma lamu ile sayildi.
Kuyu bas1 4x10* hiicre olacak sekilde 100 pL icinde ilave edildi. Plaka, hiicre
baglanmasina izin vermek i¢in oda sicakliginda 30 dakika inkiibe edildi, ardindan
plate, %5 COz2 i¢inde 37°C'de RTCA analizoriine yerlestirildi. Hiicre empedanst 40
saat boyunca her 15 dakikada bir 6l¢iildii.

4.6.2. Hiicre Invazyonu

Tim invazyon tahlillerinde CIM-plate’in iist odaciklar1 soguk SFM'de
seyreltilmis 800 pg/mL'de matrigel (CORNING) ile kaplanmistir. Analiz 4.6.1'de
aciklandig1 gibi xCELLigence Sistemi kullanilarak gergeklestirilmistir. Her bir {ist
bolmeye 50 pl 'de Matrigel ilave edildi, bunun 30 pl 'si kuyularda esit bir matrigel
kaplamas1 saglamak i¢in hemen ¢ikarildi. Ust bolme daha sonra matrigelin
polimerizasyonuna izin vermek icin 4 saat boyunca 37 °C'ye yerlestirildi. Invazyon

deneyleri 40 saat inkiibasyon stiresince takip edildi.

4.7. istatistiksel Analizler

Goriintii analizleri ZEN Black Edition programi kullanilarak yapilds. Istatistiksel

analiz i¢in Graphpad Prism Yazilimi (Siirlim 6) kullanildi. Hiicre dizileri arasindaki
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tedavi etkinligini karsilastirmak i¢in iki yonlii varyans analizi (ANOVA) ve ardindan
Bonferroni'nin ¢oklu karsilastirma testi  kullamildi. Invazyon ve migrasyon
analizlerinde tek yonlii karsilastirma analizi (ANOVA) testi ve ardindan Tukey ¢oklu
karsilastirma testi kullanildi. 0.05'in altindaki P degerleri istatistiksel olarak anlaml

kabul edildi. Tiim deneyler ii¢ tekrar halinde yapild.

5. BULGULAR

5.1. Bilesiklerin Sentezi

Onerilen tez ¢alismasinda kullanilan dion tiirevleri La, L, dionlarin dioksim
tiirevleri L1a, L1c (Sekil 5.1) ve bu ligandarin farkli platin (IT) kompleksleri olan LiaPt-
Bis, L1.Pt-Bis, L2,Pt-Bis, LoPt, EK-24 ve EK-25 (Sekil 5.2) Prof. Dr. Vefa AHSEN

ve ekibi tarafindan sentezlenmistir.
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Sekil 5.2: Pt (I1) kompleksleri (L1aPt-Bis, LicPt-Bis, L2.Pt-Bis, L,Pt, EK-24, EK-
25).

5.2. Bilesiklerin Antitiimér Aktivitelerinin Olciilmesi

5.2.1. Yiiksek Konsantrasyonda Bilesiklerin Hiicre Proliferasyonu
Uzerine Etkisinin Incelenmesi

Calismada ilk olarak Prof. Dr. Vefa AHSEN ve ekibi tarafindan sentezlenen
ajanlar xCELLigence gercek zamanli analiz sistemi ile 50 uM konsantrasyonda MCF-
7, MDA-MB-231, HeLa, PC-3 hiicre hatlarina hiicre proliferasyonu iizerindeki
etkilerini gérmek i¢in uygulandi. 50 pM konsantrasyon uygulandiktan sonra 24.

saatten baglayarak Li.Pt-Bis, L2.Pt-Bis, EK-24 ve EK-25 komplekslerinin biitiin
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hiicre hatlarinda anti-proliferatif etki yaptigi gozlemlendi (Sekil 5.3). Daha ileri

caligsmalara bu komplekslerle devam edildi.
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Sekil 5.3: Ajanlarin hiicre proliferasyonuna etkisinin incelenmesi. 50 uM
konsantrasyonda MCF-7, MDA-MB-231, HeLa ve PC-3 hiicreleri ile muamele
edilen ajanlarin zamana bagli hiicre indeksi grafikleri. Kontrol: Sadece besiyeri,

DMSO: 1/1000 oraninda DMSO igeren besiyeri.

5.2.2. Platin Tiirevli Maddelerin Anti-Proliferatif Aktiviteleri

50 uM konsantrasyonda etkin oldugu goriilen L1Pt-Bis, L2.Pt-Bis, EK-24, EK-
25’in antiproliferatif aktiviteleri, xCELLigence gercek zamanli analiz sistemi ile
MCF-12A, MCF-7, MDA-MB-231, HEK293, HeLa, PC-3 ve LNCaP hiicre hatlarinda
belirlendi.

Analiz sonuglaria gore Li.Pt-Bis, L2aPt-Bis, EK-24, EK-25 uygulanan MCF-
12A, MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre hatlarinda 24. saatten itibaren hiicre
proliferasyonunun baskilandigi ve baskilanmanin kontrol MCF-12A hiicresine oranla

meme kanseri hiicrelerinde istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit edildi (Sekil 5.4).
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HEK?293, HeLa, PC-3 ve LNCaP hiicre hatlar1 L;.Pt-Bis ve L2,Pt-Bis ile muamele
edildiginde ise 24. saatten itibaren proliferasyonun 5 uM konsantrasyondan itibaren
PC-3 ve LNCaP hiicrelerde saglikli HEK293 hiicrelerine oranla daha fazla
baskilandig1 gozlendi. HeLa hiicreleri Li.Pt-Bis ve L2aPt-Bis muamelesinden sonra
24. saatte HEK293 hiicrelerine kiyasla anti-proliferatif etki gostermedi (Sekil 5.5).
L1.Pt-Bis’in hiicrelere uygulanmasiyla birlikte 24. saatten itibaren anti-proliferatif etki
yaptig1 goriildii. MDA-MB-231 hiicrelerinde 12 saat 20 uM ve 24 saat 5 uM madde
uygulanmasi sonrasi hiicre ¢ogalmasinda azalma belirlendi. Diger yandan, MCF-7
hiicrelerinin madde uygulamasina daha direncli oldugu ve 12 saatlik muamelede ancak
en yiiksek dozlar olan 25 ve 30 uM, 24. saat sonuclarinda ise 20 pM konsantrasyondan
itibaren anti-proliferatif etkinin gergeklestigi rapor edildi (Sekil 5.4). LicPt-Bis PC-3
hiicrelerinin proliferasyonunda 12 saat 5 uM madde uygulamasi sonrasinda anlamli
fakat az bir diisiise yol agarken (Sekil 5.5), HEK293, HelLa ve LNCaP hiicrelerinde 12
saat madde uygulanan en yiiksek dozlarda bile anti-proliferatif etki gdzlemlenmedi.
24. saatte de sadece PC-3 hiicrelerinde 5 pM konsantrasyondan itibaren hiicrelerin
proliferasyonlarinda kontrol hiicre grubuna gore baskilama tespit edildi (Sekil 5.5).

L1.Pt-Bis icin 24. saatteki ICso degerlert MCF12-A, MCF-7 ve MDA-MB-231
hiicreleri i¢in sirastyla 16.3, 19 ve 9.8 uM olarak hesaplanirken (Tablo 5.1), HEK293,
PC-3 ve LNCaP hiicreleri i¢in 24, 10.2 ve 29 uM olarak hesaplandi (Tablo 5.2).

a. b. c.
MCF-128 MCE-7
MDA-MB-231
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Sekil 5.4: MCF-12A, MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinde LicPt-bis’in hiicre
proliferasyonuna etkisinin incelenmesi. a. LicPt-bis ile farkli konsantrasyonlarinda
muamele edilen MCF-12A hiicrelerinin 12, 24, 36 ve 48. saat hiicre indeksi
degerleri. b. MCF-7 hiicrelerine farkli konsantrasyonlarda LjcPt-bis uygulamasi
sonrasinda tespit edilen 12, 24, 36 ve 48. saat hiicre indeks degerlerinin grafiksel
gosterimi. c. MDA-MB-231 hiicrelerine farkli konsantrasyonda LicPt-bis
uygulamasi sonrasinda tespit edilen 12, 24, 36 ve 48. saat hiicre indeks degerlerinin
grafiksel gosterimi. Kontrol: Sadece besiyeri, DMSO: 1/1000 oraninda DMSO igeren
besiyeri. * P<0.05, ** P<0.01, ***P<0.001.
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Sekil 5.5: HEK293, HeLa, PC-3 ve LNCaP hiicrelerinde LicPt-bis’in hiicre
proliferasyonuna etkisinin incelenmesi. a. LicPt-bis ile farkli konsantrasyonlarinda
muamele edilen HEK293 hiicrelerinin 12, 24, 36 ve 48. saat hiicre indeksi degerleri.

b. HeLa hiicrelerine farkli konsantrasyonlarda LicPt-bis uygulamasi sonrasinda
tespit edilen 12, 24, 36 ve 48. saat hiicre indeks degerlerinin grafiksel gosterimi. c.
LicPt-bis ile farkli konsantrasyonlarinda muamele edilen PC-3 hiicrelerinin 12, 24,

36 ve 48. saat hiicre indeksi degerleri. d. LNCaP hiicrelerine farkli konsantrasyonda
L1cPt-bis uygulamasi sonrasinda tespit edilen 12, 24, 36 ve 48. saat hiicre indeks
degerlerinin grafiksel gosterimi. Kontrol: Sadece besiyeri, DMSO: 1/1000 oraninda
DMSO igeren besiyeri. * P<0.05, ** P<0.01, ***P<(.001.

MCF12-A, MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre hatlarina Lz,Pt-Bis uygulandigi
zaman 24. saatte hiicre proliferasyonun kontrol hiicresine oranla kanser hiicrelerinde
azaldig1 gorildi (Sekil 5.6). Ayrica L2.Pt-Bis kompleksi HEK293, HeLa, PC-3 ve
LNCaP hiicrelerine uygulandigi zaman 24. saatten itibaren hiicre proliferasyonunda
kontrol hiicresine oranla sadece LNCaP hiicre hattinda 5 uM konsantrasyondan
itibaren zamana bagimli diisiis meydana geldi (Sekil 5.7). L2aPt-Bis PC-3 hiicrelerinde
ise ancak 15, 25 ve 30 pM konsantrasyonda hiicre proliferasyonunda anlamli bir
diistise neden oldu.

L2.Pt-Bis icin 24. saatteki 1Cso degerleri MCF12-A, MCF-7 ve MDA-MB-231
hiicreleri i¢in sirasiyla 16.7, 13.6 ve 17 uM olarak hesaplanirken (Tablo 5.1), HEK293,
PC-3 ve LNCaP hiicreleri i¢in 10.4, 24 ve 19.4 uM olarak hesaplandi (Tablo 5.2).
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Sekil 5.6: MCF-12A, MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinde L2,Pt-Bis’in hiicre
proliferasyonuna etkisinin incelenmesi. a. L2aPt-Bis ile farkli konsantrasyonlarinda
muamele edilen MCF-12A hiicrelerinin 12, 24, 36 ve 48. saat hiicre indeksi
degerleri. b. MCF-7 hiicrelerine farkli konsantrasyonlarda L2.Pt-Bis uygulamasi
sonrasinda tespit edilen 12, 24, 36 ve 48. saat hiicre indeks degerlerinin grafiksel
gosterimi. c. MDA-MB-231 hiicrelerine farkli konsantrasyonda L».Pt-Bis
uygulamasi sonrasinda tespit edilen 12, 24, 36 ve 48. saat hiicre indeks degerlerinin
grafiksel gosterimi. Kontrol: Sadece besiyeri, DMSO: 1/1000 oraninda DMSO igeren
besiyeri. * P<0.05, ** P<0.01, ***P<0.001.
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Sekil 5.7: HEK293, HeLa, PC-3 ve LNCaP hiicrelerinde L2,Pt-Bis’in hiicre
proliferasyonuna etkisinin incelenmesi. a. L2aPt-Bis ile farkli konsantrasyonlarinda
muamele edilen HEK293 hiicrelerinin 12, 24, 36 ve 48. saat hiicre indeksi degerleri.

b. HeLa hiicrelerine farkli konsantrasyonlarda L2.Pt-Bis uygulamasi sonrasinda
tespit edilen 12, 24, 36 ve 48. saat hiicre indeks degerlerinin grafiksel gosterimi. c.
L2aPt-Bis ile farkli konsantrasyonlarinda muamele edilen PC-3 hiicrelerinin 12, 24,
36 ve 48. saat hiicre indeksi degerleri. d. LNCaP hiicrelerine farkli konsantrasyonda

L2.Pt-Bis uygulamasi sonrasinda tespit edilen 12, 24, 36 ve 48. saat hiicre indeks
degerlerinin grafiksel gosterimi. Kontrol: Sadece besiyeri, DMSO: 1/1000 oraninda
DMSO igeren besiyeri. * P<0.05, ** P<0.01, ***P<0.001.
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EK-24 kompleksi 48 saat hiicrelere uygulandiktan sonra MCF-7 hiicre hattinda
12. saatten itibaren hiicrelerde belirgin bir sekilde anti-proliferatif etki yaptig1 rapor
edildi (Sekil 5.8). Kemoterapi direngli meme kanseri hiicre hattt olan MDA-MB-231
hiicre hattinda ise 24. saatten itibaren hiicrelerin proliferasyonunda belirgin baskilama
goriildi (Sekil 5.8). EK-24 kompleksi meme kanseri hiicreleriyle birlikte kontrol
hiicre grubunda da proliferasyonda baskilama ger¢eklestirdi. Fakat 24. saat hiicre
indeks degerleri sirasiyla MCF-12A, MDA-MB-231 ve MCF-7 hiicreleri i¢in 0.49,
0.13 ve 0.22 olarak tespit edildi. Kompleks HeLa, PC-3, LNCaP ve kontrol hiicre hatti
HEK?293 hiicrelerine uygulandigi zaman ise HeLa hiicre hattinin proliferasyonunun
baskilamasina karsin benzer baskilama profilinin kontrol hiicre hattinda da
gerceklestigi tespit edildi (Sekil 5.9). Ayrica EK-24 maddesinin anti-proliferatif
etkisinin PC-3 ve LNCaP hiicre hatlarinda da kontrol hiicresi HEK293’e gore daha az
oldugu tespit edildi (Sekil 5.9).

EK-24 kompleksinin etkin oldugu diisiiniillen MCF12-A, MCF-7 ve MDA-MB-
231 hiicrelerinde 24. saatteki ICso degerleri, 14.1, 10.6 ve 12.7 uM olarak saptandi
(Tablo 5.1).
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Sekil 5.8: MCF-12A, MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinde EK-24 kompleksinin
hiicre proliferasyonuna etkisinin incelenmesi. a. EK-24 ile farkl
konsantrasyonlarinda muamele edilen MCF-12A hiicrelerinin 12, 24, 36 ve 48. saat
hiicre indeksi degerleri. b. MCF-7 hiicrelerine farkli konsantrasyonlarda EK-24
uygulamasi sonrasinda tespit edilen 12, 24, 36 ve 48. saat hiicre indeks degerlerinin
grafiksel gosterimi. c. MDA-MB-231 hiicrelerine farkli konsantrasyonda EK-24
uygulamasi sonrasinda tespit edilen 12, 24, 36 ve 48. saat hiicre indeks degerlerinin
grafiksel gosterimi. Kontrol: Sadece besiyeri, DMSO: 1/1000 oraninda DMSO igeren
besiyeri. * P<0.05, ** P<0.01, ***P<0.001.
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Sekil 5.9: HEK293, HeLa, PC-3 ve LNCaP hiicrelerinde EK-24 kompleksinin hiicre
proliferasyonuna etkisinin incelenmesi. a. EK-24 ile farkli konsantrasyonlarinda
muamele edilen HEK293 hiicrelerinin 12, 24, 36 ve 48. saat hiicre indeksi degerleri.
b. HeLa hiicrelerine farkli konsantrasyonlarda EK-24 uygulamasi sonrasinda tespit
edilen 12, 24, 36 ve 48. saat hiicre indeks degerlerinin grafiksel gosterimi. c. EK-24
ile farkli konsantrasyonlarinda muamele edilen PC-3 hiicrelerinin 12, 24, 36 ve 48.
saat hiicre indeksi degerleri. d. LNCaP hiicrelerine farkli konsantrasyonda EK-24
uygulamasi sonrasinda tespit edilen 12, 24, 36 ve 48. saat hiicre indeks degerlerinin
grafiksel gosterimi. Kontrol: Sadece besiyeri, DMSO: 1/1000 oraninda DMSO igeren
besiyeri. * P<0.05, ** P<0.01, ***P<0.001.

EK-25 kompleksinin analiz sonuglarina gore bilesigin MCF-7 ve MDA-MB-231
hiicrelerinde belirgin proliferasyon baskilamasi gergeklestirdigi belirlendi. Hiicrelerin
12 saat 10 uM EK-25 ile muamelesi sonrasinda, MCF-7 %54, MDA-MB-231 %72 ve
MCF-12A %35 oraninda hiicre ¢ogalmasinda inhibisyon gdsterdi. Hiicrelerin 24 saat
10 uM EK-25 ile inkiibasyonu sonrast MCF-7de %88, MDA-MB-231’de %99 ve
MCF12A’da %60 anti-proliferatif etki saptand1 (Sekil 5.10). Kontrol hiicresi HEK293
hiicresinde ise EK-25 kompleksinin kanser hiicrelerine gore daha az
konsantrasyonlarda anti-proliferatif etki gosterdigi tespit edildi (Sekil 5.11).

EK-25 komleksinin MCF12-A, MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinde 24.
saatteki ICso degerleri ise sirastyla 13.9, 8.1 ve 5.3 uM olarak hesaplandi (Tablo 5.1).
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Sekil 5.10: MCF-12A, MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinde EK-25 kompleksinin
hiicre proliferasyonuna etkisinin incelenmesi. a. EK-25 ile farkli
konsantrasyonlarinda muamele edilen MCF-12A hiicrelerinin 12, 24, 36 ve 48. saat
hiicre indeksi degerleri. b. MCF-7 hiicrelerine farkli konsantrasyonlarda EK-25
uygulamasi sonrasinda tespit edilen 12, 24, 36 ve 48. saat hiicre indeks degerlerinin
grafiksel gosterimi. c. MDA-MB-231 hiicrelerine farkli konsantrasyonda EK-25
uygulamasi sonrasinda tespit edilen 12, 24, 36 ve 48. saat hiicre indeks degerlerinin
grafiksel gosterimi. Kontrol: Sadece besiyeri, DMSO: 1/1000 oraninda DMSO iceren
besiyeri. * P<0.05, ** P<0.01, ***P<0.001.
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Sekil 5.11: HEK293, HeLa, PC-3 ve LNCaP hiicrelerinde EK-25 kompleksinin
hiicre proliferasyonuna etkisinin incelenmesi. a. EK-25 ile farkl
konsantrasyonlarinda muamele edilen HEK293 hiicrelerinin 12, 24, 36 ve 48. saat
hiicre indeksi degerleri. b. HeLa hiicrelerine farkli konsantrasyonlarda EK-25
uygulamasi sonrasinda tespit edilen 12, 24, 36 ve 48. saat hiicre indeks degerlerinin
grafiksel gosterimi. c. EK-25 ile farkli konsantrasyonlarinda muamele edilen PC-3
hiicrelerinin 12, 24, 36 ve 48. saat hiicre indeksi degerleri. d. LNCaP hiicrelerine
farkli konsantrasyonda EK-25 uygulamasi sonrasinda tespit edilen 12, 24, 36 ve 48.
saat hiicre indeks degerlerinin grafiksel gosterimi. Kontrol: Sadece besiyeri, DMSO:
1/1000 oraninda DMSO igeren 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 hiicrelerinde ICso degerleri.

IC50 (uM)
MCF-12A MCE-7 MDA-MB-231
L, Pt-Bis 16,3 19 9,8
Lp,Pt-Bis 16,7 13,6 17
EK-24 14,1 10,6 12,7
EK-25 13,9 8,1 5,3

Tablo 5.2: 24 saat muamele edilen komplekslerin HEK293, PC-3 ve LNCaP
hiicrelerinde 1Cso degerleri.

1C50 (uM)
HEK293 PC-3 LNCaP
[,l‘l)t-niﬁ 24 10’2 29
],:_l])t‘BiS 10’4 24 19‘4

5.3. Annexin V/7-AAD Boyamasi

MCF-12A, MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerine 24 saat ICso degerinde LicPt-
Bis uygulamasi sonrasinda MCF-12A hiicrelerinde cisplatine kiyasla erken ve geg
apoptoz uyartlirken (p <0.001) MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinde énemli bir
apoptotik etki goriilmemistir (p> 0.05). Kemoterapi direncli meme kanseri hiicre hatti
olan MDA-MB-231 hiicre hattinda cisplatin uygulamasi sonrasinda apoptotik hiicre
oraninin Li.Pt-Bis uygulanan hiicre grubuna oranla daha fazla oldugu goriildii (p

<0.001) (Sekil 5.12.¢).
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Sekil 5.12: MCF-12A, MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinde LiPt-Bis ve
cisplatinin 24 saat boyunca ilgili ICso degerlerinde Annexin V/7-AAD boyamasi ile
apoptotik etkisinin akim sitometresi ile gosterimi. a. Temsili dort kadranda hiicre
ylizdesi belirlendi: canli hiicreler, (Annexin-V—/7-AAD-, alt/sol kadran); erken
apoptotik hiicreler (Annexin-V +/ 7-AAD—, alt / sag kadran); ge¢ apoptotik hiicreler
(Annexin-V +/7-AAD +, iist / sag kadran); ve nekrotik hiicreler (Annexin-V—/7-
AAD +, iist / sol kadran). b. Canli hiicrelerin bar grafigi ile gdsterilmesi. c. Apoptotik
hiicrelerin bar grafigi ile gosterimi. d. Nekrotik hiicrelerin bar grafigi ile gosterilmesi.
DMSO: 1/1000 oraninda DMSO igeren besiyeri. * P<0.05, ** P<0.01, ***P<0.001.

LicPt-bis kompleksi HEK293, PC-3 ve LNCaP hiicrelerine 24 saat ICso
degerinde uygulandigi zaman, hiicrelerin erken ve gec¢ apoptoz oranini anlamli bir
sekilde artirdi (p <0.001). En yiiksek apoptotik hiicre orani ise prostat kanseri
hiicrelerine kiyasla saglikli hiicre hatti olan HEK293 hiicrelerinde goriildii. Prostat
kanseri hiicrelerinde ise apoptotik hiicre orani cisplatine kiyasla daha fazla oldugu
tespit edildi (p <0.001) (Sekil 5.13.c). Ayrica LicPt-bis uygulanan HEK293 ve LNCaP

hiicrelerinin canlilig cisplatin uygulananlara kiyasla daha ¢ok azalirken, LicPt-bis
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PC-3 hiicrelerine uygulandiginda hiicrelerin canliliginda kii¢lik ama anlamli bir artis

meydana geldi (p <0.001). Cisplatin ise PC-3 hiicrelerinin canliligini1 énemli 6l¢iide
etkilemedi (p> 0.05) (Sekil 5.13.b).
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Sekil 5.13: HEK293, PC-3 ve LNCaP hiicrelerinde LicPt-Bis ve cisplatinin 24 saat
boyunca ilgili ICso degerlerinde Annexin V/7-AAD boyamasi ile apoptotik etkisinin
akim sitometresi ile gosterimi. a. Temsili dort kadranda hiicre yiizdesi belirlendi:
canlt hiicreler, (Annexin-V—/7-AAD-, alt/sol kadran); erken apoptotik hiicreler
(Annexin-V +/ 7-AAD—, alt / sag kadran); gec apoptotik hiicreler (Annexin-V +/ 7-
AAD +, iist / sag kadran); ve nekrotik hiicreler (Annexin-V—/7-AAD +, {ist / sol
kadran). b. Canl1 hiicrelerin bar grafigi ile gosterilmesi. c. Apoptotik hiicrelerin bar
grafigi ile gosterimi. d. Nekrotik hiicrelerin bar grafigi ile gosterilmesi. DMSO:
1/1000 oraninda DMSO igeren besiyeri. * P<0.05, ** P<0.01, ***P<0.001.
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Hiicre hatlar1 arasindaki karsilagtirmalara bakildiginda, Li.Pt-Bis, cisplatine
kiyasla LNCaP (P<0.001) hiicrelerinde en yiliksek apoptoz oranina sahip oldugu
saptandi. Ayrica saglikli hiicre grubu HEK293 hiicrelerine kiyaslandiginda da LiPt-
Bis’in LNCaP hiicrelerinde daha yiiksek apoptoz oranina neden oldugu saptandi. Fakat
Li.Pt-Bis MCF-7, MDA-MB-231 ve PC-3 hiicrelerinde, MCF-12A ve HEK293
saglikli hiicre gruplarina oranla daha diisiik apoptoz oranina sahip oldugu goriildii.
Sonug olarak Li.Pt-Bis tedavisinin androjen bagimli prostat kanserinin modeli olan
LNCaP hiicrelerinde daha yiiksek apoptoz oranlarina yol agtig1 tespit edildi.

L2aPt-bis kompleksi 24 saat ICso degerinde muamele edildiginde MCF-12A (p
<0.001), MCF-7 (p <0.001) ve MDA-MB-231 (p <0.001) hiicrelerinde erken ve ge¢
apoptozu 6nemli dlgiide artirdig1 saptanirken kanser hiicreleri MCF-7 ve MDA-MB-
231 hiicrelerinde bu oranin MCF-12A hiicresine oranla daha fazla oldugu gorildii.
Cisplatin ile tedavi sonrasinda da apoptotik hiicre oraninin anlamli bir sekilde arttigi
saptandi. Fakat bu artis, MCF-7 (p <0.001) ve MDA-MB-231 (p <0.001) hiicrelerinde
L2.Pt-bis uygulandiginda daha fazla iken, MCF-12A hiicresinde cisplatin
uygulandiginda daha fazla oldugu saptandi (Sekil 5.14.c). Ayrica hem Lj,Pt-bis
kompleksi hem de cisplatin uygulanan MCF-7 hiicre hattinda nekroz oranit énemli
Olciide degismezken (p> 0.05), MDA-MB-231 hiicresinde nekroz seviyesini anlamli
bir sekilde artirdig1 saptandi (p <0.001). MCF-12A hiicresinde ise cisplatinin Lz, Pt-
bis kompleksine gore nekroz seviyesini oldukga artirdigr goriildii (p <0.001) (Sekil
5.14.d).
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Sekil 5.14: MCF-12A, MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinde L2.Pt-Bis ve
cisplatinin 24 saat boyunca ilgili ICso degerlerinde Annexin V/7-AAD boyamasi ile
apoptotik etkisinin akim sitometresi ile gosterimi. a. Temsili dort kadranda hiicre
yiizdesi belirlendi: canli hiicreler, (Annexin-V—/7-AAD-, alt/sol kadran); erken
apoptotik hiicreler (Annexin-V +/ 7-AAD—, alt / sag kadran); ge¢ apoptotik hiicreler
(Annexin-V +/ 7-AAD +, iist / sag kadran); ve nekrotik hiicreler (Annexin-V—/ 7-
AAD +, iist / sol kadran). b. Canl1 hiicrelerin bar grafigi ile gosterilmesi. c. Apoptotik
hiicrelerin bar grafigi ile gosterimi. d. Nekrotik hiicrelerin bar grafigi ile gosterilmesi.
DMSO: 1/1000 oraninda DMSO igeren besiyeri. * P<0.05, ** P<0.01, ***P<0.001.

L2.Pt-bis kompleksi 24 saat ilgili ICso degerinde uygulandigi zaman hiicrelerin
canliliginda anlamli (P<0.001) azalisa sebep oldugu goriiliirken, cisplatinin PC-3 (p>
0.05) ve LNCaP (P<0.01) hiicrelerinde L2aPt-bis kadar hiicre canliligin1 diisiirmedigi
tespit edildi (Sekil 5.15.b). L2aPt-bis hem PC-3 hem de LNCaP hiicrelerinde cisplatine
oranla erken ve ge¢ apoptozu dnemli Slgiide artirirken, HEK293 hiicrelerinde LaaPt-
bis kompleksinin cisplatin kadar erken ve ge¢ apoptozu artirdigi gorildi (Sekil
5.15.¢). Ayrica sadece L2aPt-bis ile muamele edilen HEK293 hiicrelerinin nekroz

seviyelerinde anlamli bir azalma meydana geldigi tespit edildi (P<0.05) (Sekil 5.15.d).
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Sekil 5.15: HEK293, PC-3 ve LNCaP hiicrelerinde L2aPt-Bis ve cisplatinin 24 saat
boyunca ilgili ICso degerlerinde Annexin V/7-AAD boyamasi ile apoptotik etkisinin
akim sitometresi ile gosterimi. a. Temsili dort kadranda hiicre ytizdesi belirlendi:
canli hiicreler, (Annexin-V—/7-AAD-, alt/sol kadran); erken apoptotik hiicreler
(Annexin-V +/ 7-AAD—, alt / sag kadran); ge¢ apoptotik hiicreler (Annexin-V +/ 7-
AAD +, iist / sag kadran); ve nekrotik hiicreler (Annexin-V—/ 7-AAD +, iist / sol
kadran). b. Canli hiicrelerin bar grafigi ile gosterilmesi. c. Apoptotik hiicrelerin bar
grafigi ile gosterimi. d. Nekrotik hiicrelerin bar grafigi ile gosterilmesi. DMSO:
1/1000 oraninda DMSO igeren besiyeri. * P<0.05, ** P<0.01, ***P<0.001.

L2.Pt-Bis ile tedavi sonrasinda hiicre hatlar1 arasindaki kiyaslamalara
bakildiginda ise MCF-7 hiicrelerinin en yiiksek apoptotik hiicre popiilasyonuna sahip
oldugunu ve ayni zamanda MCF-12A hiicrelerinin hem MCF-7 hem de MDA-MB-
231 hiicrelerine kiyasla énemli Ol¢lide daha diisiik apoptoza sahip oldugu goriildii
(Sekil 5.14.c). Prostat kanseri hiicrelerinde de L2aPt-Bis benzer etki gostererek
cisplatine kiyasla apoptotik hiicre oranin artirdig tespit edildi. Ancak, saglikli hiicre

grubunda cisplatin ve L2aPt-Bis benzer oranda apoptozu artirdi.
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EK-24 uygulanan MCF-12A (p <0.001) ve MCF-7 (p <0.01) hiicrelerinin canl
popiilasyonlarinda anlamli miktarda diisme goriiliirken kompleksin MDA-MB-231°de
apoptotik etkiye sebep olmadigi tespit edildi (Sekil 5.16b). Hiicrelere ayni miktarda
cisplatin uygulandiginda ise MCF-12A (p <0.001) ve MCF-7 (p <0.001) hiicrelerinde
cok daha az apoptotik etki goriilirken MDA-MB-231 hiicrelerinde cisplatin EK-
24’ten daha iyi apoptotik etki gosterdi (p <0.01) (Sekil 5.16.c). Ayrica EK-24
cisplatine kiyasla saglikli hiicre grubunda az miktarda nekrozu artirdi (p> 0.05) (Sekil
5.16d).
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Sekil 5.16: MCF-12A, MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinde EK-24 ve cisplatinin
24 saat boyunca ilgili ICso degerlerinde Annexin V/7-AAD boyamasi ile apoptotik
etkisinin akim sitometresi ile gosterimi. a. Temsili dort kadranda hiicre yiizdesi
belirlendi: canli hiicreler, (Annexin-V—/7-AAD-, alt/sol kadran); erken apoptotik
hiicreler (Annexin-V +/ 7-AAD—, alt / sag kadran); ge¢ apoptotik hiicreler
(Annexin-V +/ 7-AAD +, iist / sag kadran); ve nekrotik hiicreler (Annexin-V—/ 7-
AAD +, iist / sol kadran). b. Canl1 hiicrelerin bar grafigi ile gdsterilmesi. c. Apoptotik
hiicrelerin bar grafigi ile gosterimi. d. Nekrotik hiicrelerin bar grafigi ile gosterilmesi.
DMSO: 1/1000 oraninda DMSO igeren besiyeri. * P<0.05, ** P<0.01, ***P<0.001.

EK-25 uygulanan tiim hiicre hatlarinda canlilik kontrol gruplarina kiyasla
diiserken, cisplatin EK-25 kompleksine kiyasla MCF-7 (P<0.001) hiicrelerinde
canlilik oranini diger hiicre hatlarindan daha ¢ok diistirmiistiir (Sekil 5.17.b). EK-25,
MCF-7 hiicre hattinda apoptozu indiiklemezken MDA-MB-231 hiicre hattinda
apoptozu kiiciik ama anlamli bir sekilde artirdi (P<0.05). Diger yandan EK-25 MCF-
12 A hiicrelerinde apoptotik hiicre oranini oldukga artirdi (p <0.001) (Sekil 5.17b). EK-
25, MCF-7 hiicrelerinde cisplatine kiyasla nekrozu indiikledi (P<0.05), ancak MDA -
MB-231 hiicrelerinde nekrozu etkilemedigi goriildi (P>0.05). Saglikli hiicre grubu
MCF-12A hiicrelerinde ise cisplatinin (P<0.001) EK-25 kompleksinden ¢ok daha

fazla nekroz seviyelerini indiikledigi goriildii.
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Sekil 5.17: MCF-12A, MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinde EK-25 ve cisplatinin
24 saat boyunca ilgili ICso degerlerinde Annexin V/7-AAD boyamasi ile apoptotik
etkisinin akim sitometresi ile gosterimi. a. Temsili dort kadranda hiicre yiizdesi
belirlendi: canli hiicreler, (Annexin-V—/7-AAD-, alt/sol kadran); erken apoptotik
hiicreler (Annexin-V +/7-AAD—, alt / sag kadran); gec¢ apoptotik hiicreler
(Annexin-V +/ 7-AAD +, list / sag kadran); ve nekrotik hiicreler (Annexin-V—/ 7-
AAD +, iist / sol kadran). b. Canl1 hiicrelerin bar grafigi ile gésterilmesi. c. Apoptotik
hiicrelerin bar grafigi ile gosterimi. d. Nekrotik hiicrelerin bar grafigi ile gosterilmesi.
DMSO: 1/1000 oraninda DMSO igeren besiyeri. * P<0.05, ** P<0.01, ***P<0.001.

5.4. Hiicre Dongiisu Analizi

Komplekslerin kanser hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkisinin molekiiler
mekanizmasin1  aragtirmaya baslamak i¢in nilikleer DNA'nmin 7-AAD ile

etiketlenmesinden sonra akim sitometrisi ile hiicre dongiisii analizi gerceklestirildi.
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24 saat L1.Pt-Bis tedavisi MCF-12A hiicrelerinde GO/G1 fazinda 6nemli 6l¢iide
azalmaya yol act1 (P<0.001). S fazinda (P<0.001) ise anlaml1 bir artiga neden olurken
cisplatin tedavisinin G2/M faz1 duraklamasina neden oldugu saptandi (P<0.001) (Sekil
5.18b). LicPt-Bis MCF-7 hiicrelerinde GO/G1 fazinda duraksamaya (P<0.001), MDA-
MB-231 hiicrelerinde ise G2/M fazinda (P<0.01) duraksamaya yol acti. Buna baglh
olarak her iki hiicre hattinda S fazinda (P<0.001) azalma gortildii. Cisplatin, MDA-
MB-231 hiicre hattinda G2/M fazinda duraksamaya neden olurken (P<0.001), MCF-7
hiicre hattinda G2/M fazinda anlamli bir degisiklige neden olmadi (Sekil 5.18c-d).
HEK?293 ve PC-3 hiicreleri LicPt-Bis ile muamele edildiginde GO/G1 fazin1 (P<0.001)
arttirdigl, S fazini degistirmedigi (P>0.05) ve G2/M fazini ise azaltarak (sirasiyla
P<0.01, P<0.001) GO/G1 fazinda duraksamaya neden oldugu tespit edildi (Sekil
5.19.b). Aksine cisplatinin her iki hiicrede de GO/G1 fazin1 (P<0.001) anlamli dl¢iide
azalttigi, G2/M fazim (P<0.001) ise artirarak G2/M fazinda duraksamaya neden
oldugu goriildii. LNCaP hiicrelerinde ise hem Li.Pt-Bis hem de cisplatinin GO/G1
fazin1 (P<0.001) anlaml 6l¢iide azalttigi, S (P<0.001) ve G2/M fazin1 (P<0.001) ise
artirarak G2/M fazinda duraksamaya neden oldugu goriildii (Sekil 5.19).
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Sekil 5.18: 24 saat boyunca ilgili ICso degerlerinde Li.Pt-Bis ve cisplatin ile

muamele edilen MCF-12A, MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinin hiicre dongiisii

analizi. a) Temsili akim sitometrisi histogramlari. b) LcPt-Bis ve cisplatin ile

muamele edilen MCF-12A hiicrelerinin G1, S ve G2/M fazlariin yiizde

dagilimlarinin bar grafigi ile gdsterimi. ¢) Li.Pt-Bis ve cisplatin ile muamele edilen
MCF-7 hiicrelerinin G1, S ve G2/M fazlarinin ylizde dagilimlarinin bar grafigi ile

gosterimi. d) Li.Pt-Bis ve cisplatin ile muamele edilen MDA-MB-231 hiicrelerinin

G1, S ve G2/M fazlarinin yiizde dagilimlarinin bar grafigi ile gosterimi. DMSO:
1/1000 oraninda DMSO igeren besiyeri. * ©P<0.05, ** BP<0.01, ***AP<(.001.
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Sekil 5.19: 24 saat boyunca ilgili ICso degerlerinde Li.Pt-Bis ve cisplatin ile
muamele edilen HEK293, PC-3 ve LNCaP hiicrelerinin hiicre dongiisii analizi. a)
Temsili akim sitometrisi histogramlari. b) Li.Pt-Bis ve cisplatin ile muamele edilen
HEK293 hiicrelerinin G1, S ve G2/M fazlarinin yiizde dagilimlarinin bar grafigi ile
gosterimi. ¢) LicPt-Bis ve cisplatin ile muamele edilen PC-3 hiicrelerinin G1, S ve
G2/M fazlarinin ylizde dagilimlarinin bar grafigi ile gosterimi. d) LicPt-Bis ve
cisplatin ile muamele edilen LNCaP hiicrelerinin G1, S ve G2/M fazlarinin yiizde
dagilimlarinin bar grafigi ile gdsterimi. DMSO: 1/1000 oraninda DMSO igeren
besiyeri. * “P<0.05, ** BP<0.01, ***AP<0.001.

Hem L2,Pt-Bis hem de cisplatin MCF12A hiicrelerinde G2/M fazin1 énemli
Olctlide artirip ayni profili sergiledi (P<0.001), kontrol ile karsilastirildiginda GO/G1
(P<0.001) ve S (P> 0.05) fazlarinda azalma meydana geldi (Sekil 5.20b). L2.Pt-Bis,
MCF-7 (P<0.01) ve MDA-MB-231 (P<0.05) hiicrelerinde GO/G1 fazin1 artirarak
G0/G1 fazi durdurmasina neden oldugu disiiniiliirken, cisplatin MDA-MB-231
(P<0.01) hiicresinde G2/M fazinin, MCF-7 (P<0.01) hiicresinde ise S fazinin
durmasina neden oldu (Sekil 5.20b-c). L2 Pt-Bis, HEK293 ve PC-3 hiicrelerinde

hiicre dongiisii durmasini indiiklemedi. Cisplatinin ise her iki hiicrede de GO/G1 fazini
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azaltip, G2/M fazmin artmasima neden oldugu tespit edildi (Sekil 5.21b-c). LNCaP
hiicre hattinda ise L2aPt-Bis ve cisplatinin GO/G1 fazin1 anlaml bir sekilde azaltip
(P<0.001), G2/M fazinin artmasina (P<0.001) neden oldugu saptandi. Kontrole

kiyasla LNCaP hiicrelerinde iki uygulama sonrasinda S fazinda fark gézlemlenmedi
(P<0.05) (Sekil 5.21d).

MCF-12A MCF-7 MDA-MB-231

DMSsO

Popiilasyon

L,,Pt-Bis

Cisplatin

7AAD- FL3-A
b c. d.
MCF-12A MCF-7 MDA-MB-231
120 120 120
100 . 100 _ 100
.‘E‘. =0 A A £ w0 IJ; £ & I . 8
& ; E &0
& &0 &0
3 : . O
g A g" g ¢ a
20 A 20 B 20
[ o ]
DMSO  L2aPt-Bis  Cisplatin DMSO  L2aPrBis  Cisplatin DMSO  LZaPr-Bis  Cisplatin
WGl »5 WGHM WGl 5 WG2M wGl © 5 mGHM
Ap<0.001 p<0.01 Ap<0.001 ®p<D.01 ‘p<0.05

Sekil 5.20: 24 saat boyunca ilgili ICso degerlerinde L2aPt-Bis ve cisplatin ile
muamele edilen MCF-12A, MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinin hiicre dongiisii
analizi. a) Temsili akim sitometrisi histogramlari. b) L2aPt-Bis ve cisplatin ile
muamele edilen MCF-12A hiicrelerinin G1, S ve G2/M fazlarmin yiizde
dagilimlarinin bar grafigi ile gosterimi. c) L2aPt-Bis ve cisplatin ile muamele edilen
MCF-7 hiicrelerinin G1, S ve G2/M fazlarinin ylizde dagilimlarinin bar grafigi ile
gosterimi. d) L2aPt-Bis ve cisplatin ile muamele edilen MDA-MB-231 hiicrelerinin
G1, S ve G2/M fazlarinin yiizde dagilimlarinin bar grafigi ile gosterimi. DMSO:
1/1000 oraninda DMSO igeren besiyeri. * °P<0.05, ** BP<(.01, ***AP<(.001.
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Sekil 5.21: 24 saat boyunca ilgili ICso degerlerinde L2aPt-Bis ve cisplatin ile
muamele edilen HEK293, PC-3 ve LNCaP hiicrelerinin hiicre dongiisii analizi. a)
Temsili akim sitometrisi histogramlari. b) L2aPt-Bis ve cisplatin ile muamele edilen
HEK293 hiicrelerinin G1, S ve G2/M fazlarinin yiizde dagilimlarinin bar grafigi ile
gosterimi. ¢) L2,Pt-Bis ve cisplatin ile muamele edilen PC-3 hiicrelerinin G1, S ve
G2/M fazlarinin ylizde dagilimlarinin bar grafigi ile gosterimi. d) L2aPt-Bis ve
cisplatin ile muamele edilen LNCaP hiicrelerinin G1, S ve G2/M fazlarinin yiizde
dagilimlarinin bar grafigi ile gosterimi. DMSO: 1/1000 oraninda DMSO igeren
besiyeri. * “P<0.05, ** BP<0.01, ***AP<(.001.

MCF-12A hiicrelerine 24 saat ICso degerinde hem EK-24 hem de cisplatin
uygulandigi zaman GO/G1 fazinda anlamli bir azalma olurken (P<0.001), G2/M-
fazinda duraksama gdézlendi (P<0.001). Hem EK-24 kompleksi hem de cisplatin ile
tedavi sonrasinda MCF-7 hiicrelerinde 6nemli bir farklilik saptanmadi (Sekil 5.22c¢).
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MDA-MB-231 hiicrelerinde EK-24 G2/M-faz1 duraksamasina sebep olurken, MDA-

MB-231 hiicrelerine cisplatin uygulandiginda ise 6nemli bir degisiklik goriilmedi
(Sekil 5.22d).
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Sekil 5.22: 24 saat boyunca ilgili ICso degerlerinde EK-24 ve cisplatin ile muamele
edilen MCF-12A, MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinin hiicre dongiisii analizi. a)
Temsili akim sitometrisi histogramlari. b) EK-24 ve cisplatin ile muamele edilen
MCF-12A hiicrelerinin G1, S ve G2/M fazlarmin yiizde dagilimlarinin bar grafigi ile
gosterimi. ¢) EK-24 ve cisplatin ile muamele edilen MCF-7 hiicrelerinin G1, S ve
G2/M fazlarinin ylizde dagilimlarinin bar grafigi ile gosterimi. d) EK-24 ve
cisplatin ile muamele edilen MDA-MB-231 hiicrelerinin G1, S ve G2/M fazlarinin
yilizde dagilimlarinin bar grafigi ile gosterimi. DMSO: 1/1000 oraninda DMSO
igeren besiyeri. * “P<0.05, ** BP<(.01, ***AP<(.001.
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EK-25 ve cisplatin, MCF-12A hiicrelerinde GO/G1 fazinda anlamli bir azalmaya
yol agarken (P<0.001), 6zellikle EK-25 uygulanmis hiicrelerde daha fazla G2/M-faz1
duraksamasina neden oldu (P<0.001) (Sekil 5.23b). MDA-MB-231 hiicre hattinda
EK-25 (P<0.001) G2/M fazinda duraksamaya sebep olurken, MCF-7 hiicrelerinde S
fazinda (P<0.01) artig goriildii. MCF-7 hiicreleri cisplatin ile tedavi edildigi zaman ise
G2/M fazinin azalmasiyla birlikte GO/G1 (P<0.001) ve S (P<0.05) fazlarinda anlamli
bir artis gozlemlenirken aksine MDA-MB-231 hiicreleri cisplatinle tedavi edildigi
zaman GO0/G1 fazinin (P<0.01) azalmasi ile birlikte G2/M fazinda (P<0.05) anlaml
bir artis goriildii (Sekil 5.23c-d).
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Sekil 5.23: 24 saat boyunca ilgili ICso degerlerinde EK-25 ve cisplatin ile muamele
edilen MCF-12A, MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinin hiicre dongiisii analizi. a)
Temsili akim sitometrisi histogramlari. b) EK-25 ve cisplatin ile muamele edilen
MCF-12A hiicrelerinin G1, S ve G2/M fazlariin yiizde dagilimlarinin bar grafigi ile
gosterimi. ¢) EK-25 ve cisplatin ile muamele edilen MCF-7 hiicrelerinin G1, S ve
G2/M fazlarinin yilizde dagilimlarinin bar grafigi ile gosterimi. d) EK-25 ve
cisplatin ile muamele edilen MDA-MB-231 hiicrelerinin G1, S ve G2/M fazlarinin
ylizde dagilimlarinin bar grafigi ile gosterimi. DMSO: 1/1000 oraninda DMSO
iceren besiyeri. * “P<0.05, ** BP<(.01, ***4P<(.001.

Sonug olarak, cisplatin tiim hiicre hatlarinda G2/M faz1 duraksamasina yol
acarken sadece MCF-7 hiicrelerinde S fazi duraksamasina yol agti. Yapilan hiicre
dongiisii analizlerinde EK-24 ve EK-25 meme kanseri hiicre hatlarinda ve MCF-12A
saglikli meme epiteli hiicrelerinde cisplatine benzer bir profil sergiledi. Ote yandan,

L1.Pt-Bis ve L2,Pt-Bis MCF-7 hiicrelerinde G0/G1 birikimini indiklerken LNCaP
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hiicrelerinde G2/M faz1 duraksamasina neden oldu. Bilesiklerin hepsi MCF-12A
hiicrelerinde G2/M duraksamasina neden olurken, Li.Pt-Bis S fazi duraksamasina
neden oldu. L2,Pt-Bis ise HEK293 ve PC-3 hiicrelerinde hiicre dongiisii

duraksamasina neden olmadi.

5.5. DNA Hasarmin Goriuntiilenmesi

Cisplatin ve farkli kompleksler ile tedavi edilen hiicrelerin, histon y-H2AX
boyamasini saptamak i¢in konfokal mikroskobu kullanarak 24 saat ICso degerinde
hasarli DNA sinyali verip vermedigi aragtirildi.

L1.Pt-Bis ile tedavi edilen MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinde DNA hasar1
seviyesinin cisplatine kiyasla ¢cok daha yiiksek seviyede oldugu y-H2AX boyamasi
(yesil) ile gozlemlendi. MCF-12A hiicrelerinde ise Li.Pt-Bis DNA hasarini
indiiklemezken ayn1 konsantrasyonda cisplatinle muamele edildiginde DNA hasarinin
indiiklendigi goriildii (Sekil 5.24).

PC-3 hiicrelerinde Li.Pt-Bis uygulandigi zaman olusan hasarin cisplatin
uygulamasina kiyasla daha fazla oldugu goriildii. LNCaP hiicrelerine LicPt-Bis ve
cisplatin uygulamasi sonrasinda DNA hasar1 esit seviyelerde goriildii. Kontrol hiicre
grubu HEK?293 hiicrelerinde ise LicPt-Bis hiicre hasarina neden olmazken cisplatin

tedavisi DNA hasarini indiikledi (Sekil 5.25).
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Sekil 5.24: 24 saat boyunca DMSO (iist satir), LicPt-Bis (orta satir) ve cisplatin (alt
satir) ile muamele edilmis MCF-12A, MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinin vy-
H2AX (yesil) ekspresyonunun immunofloresans analizi. DMSO: 1/1000 oraninda
DMSO igeren besiyeri. Olgek gubuklar1 20 pm'yi gosterir. Tiim goriintiiler
immersion yagi ile 63X biiyiitmede ¢ekildi.
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Sekil 5.25: 24 saat boyunca DMSO (iist satir), LicPt-Bis (orta satir) ve cisplatin (alt
satir) ile muamele edilmis HEK293, PC-3 ve LNCaP hiicrelerinin y-H2AX (yesil)
ekspresyonunun immunofloresans analizi. DMSO: 1/1000 oraninda DMSO igeren

besiyeri. Olgek cubuklar1 20 um'yi gdsterir. Tiim gériintiiler immersion yag1 ile 63X

biiylitmede ¢ekildi.

L2.Pt-Bis kompleksi hem MCF-7 hem de MDA-MB-231 hiicrelerinde DNA
hasarina neden olurken MDA-MB-231 hiicrelerinde hasarinin daha yiiksek seviyede
oldugu goriildii. Her iki kanser hiicresinde de cisplatin hasara neden olurken L,Pt-Bis
daha yiiksek DNA hasarini indiikledi. MCF-12A hiicrelerinde ise cisplatin, ayni
miktarda uygulanan Lz,Pt-Bis kompleksine oranla DNA hasarini daha fazla indiikledi
(Sekil 5.26).

PC-3 ve LNCaP hiicrelerinde L2.Pt-Bis ve cisplatin tedavisi sonrasinda
hiicrelerde  DNA hasarinin indiiklendigi goriildii. PC-3 hiicrelerinde y-H2AX
boyamasi esit seviyelerde goriiliitken LNCaP hiicrelerinde y-H2AX boyamasinin

cisplatin uygulandigi zaman ¢ok daha fazla oldugu tespit edildi. HEK293 hiicre
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grubunda ise hem Lz, Pt-Bis hem de cisplatin DNA hasarin1 az oranda indiikledi (Sekil
5.27).

MCF-12A MCF-7 MDA-MB-231

- . . .
- . . .
o . .

Sekil 5.26: 24 saat boyunca DMSO (iist satir), L2.Pt-Bis (orta satir) ve cisplatin (alt
satir) ile muamele edilmis MCF-12A, MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinin -
H2AX (yesil) ekspresyonunun immunofloresans analizi. DMSO: 1/1000 oraninda
DMSO igeren besiyeri. Olgek cubuklar 20 um'yi gdsterir. Tiim goriintiiler
immersion yagi ile 63X biiyiitmede ¢ekildi.
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Sekil 5.27: 24 saat boyunca DMSO (iist satir), L2.Pt-Bis (orta satir) ve cisplatin (alt
satir) ile muamele edilmis HEK293, PC-3 ve LNCaP hiicrelerinin y-H2AX (yesil)
ekspresyonunun immunofloresans analizi. DMSO: 1/1000 oraninda DMSO igeren

besiyeri. Olgek cubuklar1 20 um'yi gdsterir. Tiim goriintiiler immersion yag1 ile 63X

biiylitmede ¢ekildi.

Hiicreler EK-24 kompleksi ile tedavi edildiginde hem MCF-7 hem de MDA-
MB-231 hiicrelerinde y-H2AX seviyesinin yiiksek seviyelerde oldugu goriiliirken
MCF-12A hiicresinde DNA hasarmin indiiklenmedigi tespit edildi. Hiicrelere cisplatin
ile muamele edildiginde ise MCF-12A hiicrelerinde DNA hasarina neden olurken, hem

MCF-7 hem de MDA-MB-231 hiicrelerinde DNA hasar1 gézlemlenmedi (Sekil 5.28).
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Sekil 5.28: 24 saat boyunca DMSO (iist satir), EK-24 (orta satir) ve cisplatin (alt
satir) ile muamele edilmis MCF-12A, MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinin -
H2AX (yesil) ekspresyonunun immunofloresans analizi. DMSO: 1/1000 oraninda
DMSO igeren besiyeri. Olgek cubuklar 20 um'yi gdsterir. Tiim goriintiiler
immersion yagi ile 63X biiyiitmede ¢ekildi.

Hiicrelere EK-25 kompleksi uygulandiginda ise cisplatine kiyasla sadece MDA-
MB-231 hiicrelerinde DNA ¢ift iplik kiriklarinin olustugu tespit edildi. Diger
hiicrelerde ise hem EK-25 hem de cisplatin ayr1 ayr1 uygulandiginda DNA hasari
indiiklenmedi (Sekil 5.29).
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Sekil 5.29: 24 saat boyunca DMSO (iist satir), EK-25 (orta satir) ve cisplatin (alt
satir) ile muamele edilmis MCF-12A, MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinin vy-
H2AX (yesil) ekspresyonunun immunofloresans analizi. DMSO: 1/1000 oraninda
DMSO igeren besiyeri. Olgek gubuklar1 20 pm'yi gosterir. Tiim goriintiiler
immersion yagi ile 63X biiyiitmede ¢ekildi.

5.6. Gercek Zamanh Migrasyon ve Invazyon Analizi

Platin tiirevli ajanlarin kanser hiicrelerinin migrasyon ve invazyonuna etkilerini
incelemek i¢in invaziv 6zellikleri bilinen MDA-MB-231, LNCaP ve PC3 hiicreleri
gercek zamanh olarak CIM-Plate ile analiz edildi. Kompleksler hiicrelere hem 1Cso
dozunda hem de bu dozun 1:2, 1:5 ve 1:10 oranlarinda uygulanda.

Biitiin kompleksler (LicPt-Bis, L2aPt-Bis, EK-24 ve EK-25), yiiksek oranda
invaziv insan uglii negatif meme adenokarsinomu MDA-MB-231 hiicrelerinin
migrasyon kapasitesini ICso degerinde 6nemli 6lgiide azaltirken (P<0.001), L2.Pt-Bis
ve EK-24 komplekslerinin 1Cso/2 (P<0.001) konsantrasyonda da migrasyon
kapasitesini onemli Ol¢iide azalttigi gorildi (Sekil 5.30). LicPt-Bis ve L,Pt-Bis
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kompleksleri PC-3 ve androjen bagimli prostat kanseri hiicre hatt1t LNCaP hiicre
hatlarinda benzer profili sergiledi. iki kompleksin de ICso degerinde uygulandiginda

hiicrelerin migrasyon kapasitesini diisiirdiigii saptandi (Sekil 5.31).
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Sekil 5.30: 24 saat boyunca DMSO ve ICso degeri ve alt konsantrasyonlarinda LicPt-
Bis, L2,Pt-Bis, EK-24 ve EK-25 ile muamele edilmis MDA-MB-231 hiicrelerinin
migrasyon orant. DMSO: 1/1000 oraninda DMSO igeren besiyeri. * P<0.05, **
P<0.01, *** P<0.001.
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Sekil 5.31: 24 saat boyunca DMSO ve ICso degeri ve alt konsantrasyonlarinda LiPt-
Bis, L2,Pt-Bis, EK-24 ve EK-25 ile muamele edilmis PC-3 ve LNCaP hiicrelerinin
migrasyon orant. DMSO: 1/1000 oraninda DMSO igeren besiyeri. * P<0.05, **
P<0.01, *** P<0.001.

ICsodegerinde L. Pt-Bis (P<0.001) ve EK-24 (P<0.01) ile tedavi edilen yiiksek
oranda invaziv kemoterapi direngli MDA-MB-231 hiicrelerinin invazyon
kapasitesinin dnemli dl¢iide azaldig1 saptandi. MDA-MB-231 hiicrelerinin Li.Pt-Bis
(ICs0) (P>0.05) ile tedavisi hiicre invazyonunu 6nemli 6l¢iide etkilemedi, ancak EK-
25 ile tedavi MDA-MB-231 hiicrelerinin invazyonunu hem ICso degerinde hem de
daha alt konsantrasyonlarda énemli Olciide azaltt1 (Sekil 5.32). L2 Pt-Bis, PC-3 ve
LNCaP hiicrelerinde ayn1 egilimi gosterip hiicre invazyon kapasitesini ICso dozu ve alt
konsantrasyonlarda anlamli bir sekilde inhibe etti (Sekil 5.33). Li.Pt-Bis tedavisi ise
invaziv Ozellikli PC-3 ve LNCaP hiicrelerinde bir etki gostermedi (P>0.05) (Sekil
5.33).
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Sekil 5.32: 24 saat boyunca DMSO ve ICso degeri ve alt konsantrasyonlarinda LiPt-
Bis, L2,Pt-Bis, EK-24 ve EK-25 ile muamele edilmis MDA-MB-231 hiicrelerinin
invazyon orant. DMSO: 1/1000 oraninda DMSO igeren besiyeri. * P<0.05, **
P<0.01, *** P<0.001.
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Sekil 5.33: 24 saat boyunca DMSO ve ICso degeri ve alt konsantrasyonlarinda LiPt-
Bis, L2,Pt-Bis, EK-24 ve EK-25 ile muamele edilmis PC-3 ve LNCaP hiicrelerinin
migrasyon orant. DMSO: 1/1000 oraninda DMSO igeren besiyeri. * P<0.05,
**P<0.01, *** P<0.001.
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6. TARTISMA ve SONUC

Hiicrelerin kontrolsiiz biiylimesi olan kanser, tiim diinyada hayati en ¢ok
etkileyen hastaliklardan biridir ve 6nemli bir 6liim nedenidir. 2020'de diinya ¢apinda
~ 10 milyon insanin kanserden 06ldiigii tahmin edilmektedir [1]. Son verilere gore
kadinlarda en ¢ok goriilen kanser tiirii meme kanseri iken akciger ve prostat kanseri
ise erkeklerde en yaygin olanidir. Genel olarak, diinyada her iki cinsiyet i¢in de kanser
Oliimlerinin 6nde gelen nedeni meme kanseridir (%11,7) [1].

Kansere bir¢ok farkli tedavi tiirli gelistirilmekle birlikte anti-kanser ilaglarin en
onemli hedefi DNA’dir. Platin tiirevli tedavilerin anti-kanser aktivite gostermeleri igin
temel olarak ana hedefi DNA’dir [58, 59]. Bu ajanlar DNA’da farkli eklentiler
olusturarak DNA transkripsiyonunu ve replikasyonunu inhibe eder. Dolayisiyla,
DNA'ya zarar verir ve programlanmis hiicre 6liimiine neden olur [63]. Bu nedenle son
zamanlarda DNA’nin hedef alindig1 yeni platin tiirevli ilag adaylar1 sentezlenmektedir
[118]. Cogu durumda, platin kompleksleri farkli ligandlar1 igermektedir [108]. Son
zamanlarda kullanilan farkli imidazolidin ve imidazolidindion tiirevlerinin
calismalarda gili¢lii antitlimor, antimikrobiyal, antimalaryal etkisinin oldugu
bildirilmektedir [109, 110, 111, 112, 113, 114, 115]. Bu tez ¢alismasinda temel olarak
imidazolidindion tiirevli Pt (II) kompleksleri kullanilmistir. Farkli Pt (IT) kompleksleri
meme kanseri hiicre hatlarindan MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicreleri tizerinde
incelenmis ve komplekslerin cisplatine kiyasla daha giiclii anti-prolifereatif etkilerinin
oldugu gosterilmistir [119]. Yine bagka bir calismada farkli platin komplekslerinin
cisplatine kiyasla serviks (HeLa) ve prostat (LNCaP ve PC3) kanseri hiicre hatlarinda
sitotoksik ozellik gosterdigi tespit edilmistir [120, 121]. Bir¢ok caligmada platin
tiirevli ajanlarin DNA’da hasarlar olusturarak anti-proliferatif etkiye neden oldugu ve
bununla birlikte apoptotik hiicre 6liimiiniin uyarildig: bildirilmistir [121, 122, 123].

Bu tez ¢alismasinda, yeni sentezlenen bilesikler bes farkli kanser hiicre hattinda
(MCF-7, MDA-MB-231, HeLa, PC-3 ve LNCaP) ve iki farkli saglikli hiicre hattinda
(MCF-12A ve HEK?293) test edildi. Bilesiklerin oncelikle anti-proliferatif etkisi
incelenerek kanser hiicrelerinde c¢ogalmay1 etkileyen bilesiklerin ICso degerleri
belirlendi. Belirlenen ICso degeri ile daha sonra ileri ¢aligmalar yapild1 ve ajanlarin

hiicreler tizerindeki apoptotik etkisi, hiicre dongilisiine olan etkisi ve DNA hasar1
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incelendi. Daha sonra ise ajanlarin, migrasyon ve invazyon kapasitelerine olan etkileri
arastirildi.

Oncelikle imidazolidindion tiirevleri ve platin (II) kompleksleri insan meme
(MCF-7 ve MDA-MB-231), serviks (HeLa) ve prostat (PC-3 ve LNCaP) kanseri hiicre
hatlar1 tizerinde xXCELLigence gergek zamanli analiz sistemi yontemiyle arastirildi.
Kanser hiicre hatlarinin her birine kompleksler son konsantrasyonu 50 uM olacak
sekilde verildigi zaman sadece platin tiirevli L1.Pt-Bis, L2.Pt-Bis, EK-24 ve EK-25
ajanlarinin 24. Saatten itibaren anti-proliferatif etkisinin oldugu saptandi. Daha sonra
bu ajanlarin farkli alt konsantrasyonlari ile her birinin ICso degerleri tespit edildi.

Elde edilen sonuglara gore Li.Pt-Bis, L2.Pt-Bis, EK-24, EK-25 ajanlan ile
tedavi sonrasinda 24. saatten itibaren MCF-12A hiicresine oranla MCF-7 ve MDA-
MB-231 kanser hiicrelerinde hiicre proliferasyonunun daha fazla baskilandig1 goriildii.
Li.Pt-Bis ve L2aPt-Bis komplekslerinin ise PC-3 ve LNCaP hiicrelerinde HEK293
hiicrelerine oranla daha fazla hiicre proliferasyonunu baskilandig: tespit edildi. HeLa
hiicrelerinde ise LicPt-Bis ve L2,Pt-Bis muamelesinden sonra 24. saatte HEK293
hiicrelerine kiyasla anti-proliferatif etki gortiilmedigi i¢in ¢alismanin devaminda HeLa
hiicreleri kullanilmadi. 24 saat L;.Pt-Bis ile tedavi sonrasinda, MCF12-A, MCF-7 ve
MDA-MB-231 hiicreleri igin ICso degerleri sirasiyla 16.3, 19 ve 9.8 pM olarak tespit
edilirken, HEK293, PC-3 ve LNCaP hiicreleri i¢in 24, 10.2 ve 29 uM olarak tespit
edildi. 24 saat L,,Pt-Bis ile muameleden sonra, MCF12-A, MCF-7 ve MDA-MB-231
hiicreleri i¢in ICso degerleri sirasiyla 16.7, 13.6 ve 17 uM olarak tespit edilirken,
HEK?293, PC-3 ve LNCaP hiicreleri i¢in 10.4, 24 ve 19.4 uM olarak saptandi. EK-24,
24 saat uygulandiginda ICso degerleri MCF12-A, MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicreleri
icin sirastyla 14.1, 10.6 ve 12.7 uM olarak tespit edilirken, EK-25 i¢in bu degerler
13.9, 8.1 ve 5.3 uM olarak saptandi. Literatiirde bulunan farkli caligsmalarda,
cisplatinin 24 saat in vitro uygulamasindan sonra ICso degerleri MCF12-A, MCF-7,
MDA-MB-231, HEK293, PC-3 ve LNCaP hiicrelerinde sirasiyla 1.1, 14.1, 82, 7.8, 75,
85.8 uM olarak tespit edilmistir [124, 125, 126, 127, 128, 129]. Calismalarda bulunan
ICso degerler1 arasindaki farkliliklar, hiicre hatlar1 arasindaki farkliliktan
kaynaklanmaktadir.

Apoptoz, istenmeyen veya potansiyel olarak zararli hiicreleri ortadan kaldirarak
normal hiicresel homeostazin korunmasi i¢in gerekli olan siki bir sekilde diizenlenmis
hiicre 6liim mekanizmasidir. Apoptotik yolaklardaki diizensizlikler, kanser dahil

cesitli patolojik durumlarla iligkilidir [130]. Apoptoz, platin tiirevli antikanser ilaglar
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icin ana yolaklardan biridir [51]. Yapilan calismalarda cisplatinin apoptoz yoluyla
hiicre O6limiinii indiikledigi ve apoptotik yolaklardaki bir kusurun da cisplatin
direncine neden olabilecegi gosterilmistir [51]. Her bir hiicre i¢in hesaplanan ICso
degeri ile tedavi sonrasinda Li.Pt-Bis, meme kanseri hiicrelerinde apoptotik ve
nekrotik bir yanit baslatmadigi, aksine kontrol hiicrelerinde 6nemli 6l¢iide apoptozu
uyardig tespit edildi. HEK293, PC-3 ve LNCaP hiicrelerinde Li.Pt-Bis tedavisi,
nekrotik bir yanit baglatmadan apoptozu tesvik ederek tiim hiicre dizilerinde apoptozu
onemli Olc¢lide artirdi. Fakat kontrol hiicre grubundaki apoptoz oranindaki artigin
kanser hiicrelerine kiyasla daha fazla oldugu goriildi. HEK293, PC-3 ve LNCaP
hiicreleri cisplatin ile muamele edildiginde ise apoptotik yanit olusmadan, sadece
LNCaP hiicrelerinde nekrotik yanit goriildii. L2.Pt-Bis biitiin hiicrelerde kontrol
gruplara kiyasla canliligin azalmasima sebep olurken, biitiin hiicrelerde kontrol
gruplarina kiyasla apoptozu tesvik etti. Kanser hiicrelerinde L2.Pt-Bis cisplatine
kiyasla apoptozun artmasina daha ¢ok sebep olurken, saglikli hiicre gruplarinda benzer
etkiler goriildii. Cisplatin saglikli hiicre gruplarinda nekroz yolagini etkilerken L2aPt-
Bis’in hem MCF-12A hem de MCF-7 hiicrelerinde nekroz yolagini etkilemedigi tespit
edildi. MDA-MB-231 hiicrelerinde ise cisplatin L2aPt-Bis’e kiyasla daha az nekrozu
uyardi. EK-24 muamelesi sonrasinda MCF-12A ve MCF-7 hiicrelerinde apoptoz orani
cisplatine kiyasla artarken, MDA-MB-231 hiicrelerinde sadece cisplatinin apoptozu
indiikledigi goriildii. EK-25 ise saglikli hiicre gruplarinda apoptoz yolagini tetiklerken
kanser hiicrelerinde bu etkinin goriilmedigi, buna karsin cisplatinin apoptoza neden
oldugu saptandi. MCF-7 hiicrelerinde ise hem saglikli hiicre grubunda hem de
cisplatinle muamele edilenlere gore nekrozu artirdigi saptandi. Hem L1.Pt-Bis hem de
EK-25’in kontrol gruplarina kiyasla meme kanseri gruplarinda apoptozu baslatmada
etkili olmadig1 saptanirken nekroz yolagini cisplatine kiyasla MCF-7 hiicrelerinde
sadece EK-25 uyardi. Platin tiirevleri arasindaki karsilastirmalar sonucunda, L. Pt-bis
tedavisinin cisplatine ve kontrol hiicre gruplarina kiyasla apoptozu indiikleme
acisindan en etkili oldugu tespit edildi.

Hiicre dongiisii akim sitometrisi analizi, hiicrelerin GO/G1 (replikasyon O6ncesi
hiicreler), S (boliinen hiicreler) ve G2/M (post replikatif ve mitotik hiicreler) boyunca
sahip oldugu DNA miktarindaki farkliliklara dayanmaktadir. Apoptoz ve hiicre
dongiisii duraksamasi cesitli yollarla birbirine baglanan iki prosestir. G2/M fazi
duraksamasi, apoptozun uyarilmasi igin olasi mekanizmalardan biridir. Ote yandan,

GO0/G1 fazmin duraksamasi ise genellikle hiicrelerin ¢ogalmasini durdurur, ancak
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hiicrelere, antikanser ajanlarin neden oldugu kusurlar1 onarma olanagi saglar [131]. S-
fazindaki hiicre dongiisii duraksamasi ise, tlimor hiicrelerinde DNA sentezinin inhibe
edilebilecegini diisiindiiriir. Baz1 kompleksler tarafindan indiiklenen S-fazinda hiicre
dongiisii durmasmin, DNA hasar1 aracili p53 fosforilasyonuna baglanabilecegi
bildirilmistir [132]. Daha Once yapilan calismalarda cisplatin ve platin tiirevli
ajanlarin, farkli hiicre hatlar1 izerinde G1/GO [133, 134], S [135] ve G2/M [136, 137]
fazlarinda hiicre donglisii duraksamasini indiikledigi gosterildi. Bu calismada da
cisplatinin MCF-7 hari¢ diger hiicre hatlarinda G2/M fazinda duraksamaya, MCF-7
hiicresinde ise S faz1 duraksamasina neden oldugu goriildii. Yeni sentezlenen platin
(II) komplekslerinden EK-24 ve EK-25’in saglikli hiicre grubu MCF-12A ve
kemoterapi direngli meme kanseri MDA-MB-231 hiicre hatlarinda G2/M fazi
duraksamasini indiikledigi goriildii. LicPt-Bis MCF-12A hiicre grubunda S fazi
duraksamasina neden olurken, HEK293, MCF-7 ve PC-3 hiicrelerinde G1/G0, MDA-
MB-231 ve LNCaP hiicrelerinde ise G2/M faz1 duraksamasini tesvik ettigi tespit
edildi. L2aPt-Bis ise MCF-12A hiicrelerinde G2/M duraksamasina neden olurken
MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinde G1/G0 fazi duraksamasina neden oldugu
saptandi. L2,Pt-Bis kompleksinin saglikli hiicre grubu HEK293 ve androjene duyarsiz
prostat kanseri hiicre hatti PC-3 hiicrelerinde hiicre dongiisii duraksamasini
indiiklemedigi goriildii. L2.Pt-Bis ile tedavi sonrasinda androjen-bagimli prostat
kanseri hiicre hatti LNCaP hiicrelerinde ise G2/M duraksamasinin indiiklendigi
goriildi. Aym kompleksin farkli hiicre hatlarinda test edilmesi sonucunda, hiicre
dongiisii kontrol noktasi proteinleri kanserde yaygin olarak diizensiz oldugundan farkli
sonuclara yol agabilmektedir [138].

v-H2AX’1n (fosforile edilmis histon H2A varyant1) immiinofloresan analizi,
DNA'daki ¢ift zincir kiriklarinin (DSB'ler) hem gorsellestirilmesi hem de nicelenmesi
icin yaygin olarak kullanilan bir aragtir [139, 140, 141, 142]. Literatiirde yer alan
calismalarda platin tiirevli ajanlar, serin 139 (y-H2AX) {izerinden H2AX
fosforilasyonunu uyarir [143]. y-H2AX olusumu, DNA onarim aktivitelerinin
koordinasyonu i¢in 6nemli olan DNA hasarindaki en erken kromatin modifikasyon
olaylarindan biridir [144]. L1.Pt-Bis’in L,,Pt-Bis ve EK-24 ajanlarinin hem cisplatine
hem de saglikli hiicrelere kiyasla DNA hasarint 6nemli 6l¢iide indiikledigi konfokal
mikroskop kullanilarak goriiliirken sadece L2.Pt-Bis ile tedavi edilen LNCaP
hiicrelerinde cisplatine kiyasla daha az DNA hasar1 tespit edildi. MCF-7 hiicreleri hem
EK-25 hem de cisplatin ile tedavi edildiginde DNA hasar1 goriilmezken, kemoterapi
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direncli hiicre dizisi MDA-MB-231"de cisplatine kiyasla DNA hasarinin daha fazla
indiiklendigi saptandi. Literatiirdeki bilgilere gore hiicre donglisiiniin duraksamasi ve
apoptozun aktivasyonu, DNA hasarina verilen hiicresel tepkilerdir [145]. Hiicre
dongiisii duraksamasi ve artan apoptoz ile agikg¢a iligkili olan ajanlarin hiicrelere
uygulanmasini tedavisini takiben y-H2 AX'te belirgin bir artis gézlemlendi.

Kanserle tedavide hiicre gogiinii hedeflemek, kanserin metastatik yayilmasini
kontrol etmek icin destekleyici bir strateji sunabilir. Bu nedenle, platin tiirevli
komplekslerin hiicre gog¢li ve in vitro invazyon lizerindeki etkisi bu c¢alismada
incelendi. Uglii negatif meme kanseri MDA-MB-231, PC-3 ve LNCaP invaziv ve
metastatik nitelikte oldugundan [146, 147], platin tiirevli komplekslerin, hiicresel
migrasyon ve invazyon davramisi lizerindeki etkilerini bu hiicrelerde arastirdik.
Sonuglarimiz platin tiirevli ajanlarin tedavisinin agresif meme kanseri MDA-MB-231,
androjene duyarsiz prostat kanseri PC-3 ve androjene duyarli prostat kanseri LNCaP
hiicreleri lizerinde dogrudan bir etkisi oldugunu gosterdi. LzaPt-Bis, EK-24 ve EK-
25 ajanlarinin tedavisinin MDA-MB-231 hiicrelerinin gogiinii ve invazyonunu
baskiladig1 goriildii. LicPt-Bis tedavisinin ise sadece hiicre gogiinii inhibe ettigi fakat
hiicre invazyonuna etkisinin olmadigi tespit edildi. LNCaP hiicreleri AR (androjen
reseptor) i¢in pozitiftir, hormona duyarlidir ve diisiik metastatik potansiyele sahiptir.
PC-3 hiicreleri ise, AR i¢in negatif, hormona direnclidir ve daha yiiksek metastatik ve
malign oOzelliklere sahiptir [147]. Bu nedenle L2,Pt-Bis ajaninin hem hiicre
migrasyonunu hem de invazyonunu LNCaP hiicrelerinde PC-3 hiicrelerinden daha
diisiik konsantrasyonlarda, daha fazla inhibe edildigi tespit edildi.

Yapilan tiim bu caligsmalar ile yeni sentezlenen imidazolidindion tiirevli plati (IT)
komplekslerinin meme ve prostat kanseri hiicre hatlarina farkli etkiler gosterdigi
saptandi. Bununla birlikte, 6zellikle L2aPt-Bis’in hiicre proliferasyonunu diisiirdiig,
saglikli hiicre grubuna kiyasla meme kanseri hiicrelerinde apoptozu ve DNA hasarini
indiikledigi ve cisplatinden daha fazla apoptotik etki gosterdigi agik¢a goriilmektedir.
Ayrica hiicre dongiisiinde duraksamaya neden olurken, hiicrelerin migrasyon ve
invazyon kapasitesini de dnemli 6lclide azalttigi tespit edildi. Sonug olarak, en sik
goriilen kanser tiirli olan meme kanseri ve farkli alt tiplerinde bu platin (II) tiirevinin
etkinligi in vitro ¢alismalar ile gosterilmis olup, L2aPt-Bis’in meme kanseri tedavisine
yonelik onciil ilag aday1 olabilecegi diisliniilmiistiir. in vivo timor modellerinde
gerceklestirilecek ileri caligmalar ile bu kompleksin bir ilag aday1 olarak etkinliginin

ve degerliliginin daha iyi anlasilabilmesi miimkiin olacaktir.
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