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OZET
Yiksek Lisans Tezi

Cu(Il) FLAVONOID KOMPLEKSININ AKCIGER KANSERI HUCRELERI
UZERINDEKI SITOTOKSIK VE APOPTOTIK ETKILERININ ARASTIRILMASI

Gulseven DONE

Bursa Uludag Universitesi
Fen Bilimleri Enstitlisu
Biyoloji Anabilim Dali

Danmisman: Prof. Dr. Ferda ARI

Akciger kanseri, diinya geneline bakildiginda en ¢ok 6lime neden olan hastaliklarin
basinda gelmektedir. Kanser tedavisinde tam olarak bir ¢éziimiin bulunmamasi da yeni
tedavi arayislarina imkan vermektedir. Son yillarda yapilan calismalara bakildiginda,
kanser tedavisinde kullanilan metal bilesiklerin umut verici etkilerinden dolay1 metal
kompleksleri ile ilgili ¢alismalar giderek artmaktadir. Bu tez ¢alismasinda, sentezi ve
karakterizasyonlar1  gerceklestirilen Cu(ll) flavonoid kompleksinin ([Cu(queH-
1)Cl(phen)].2.5H.0 (queH=kuersetin, bpy=2,2'-bipiridin) antikanser etkinligi in vitro
olarak arastirilmigtir. Cu(ll) flavonoid kompleksinin sitotoksik aktivitesi insan akciger
kanseri hiicre soyu A549 hucreleri kullanilarak degerlendirilmistir.

Cu(ll) flavonoid kompleksinin, hiicre canliligi tizerine etkisi SRB ve MTT canlilik
testleri ile analiz edilmistir. Hiicre canlilig1 daha hassas ve glvenilir olan ATP canlilik
testi ile dogrulanmistir. Hiicre 6liim modlarinin (apoptoz/nekroz) belirlenmesi amaciyla
Anneksin-V, Pl (propidium iyodir) ve Hoechst G¢li floresan boyamasi yapilmistir.
Sitotoksik etkilerinden sorumlu hiicre 6luminin mekanizmasinin (apoptozis/nekrozis/
otofaji) belirlenmesi amaciyla akim sitometri sistemi Anneksin-V olcumu, kaspaz 3/7
aktivitesi, oksidatif stres 6lcimi, hiicre siklusu analizi ve M30 antijen yontemi
kullanilmastir.

Sonug olarak, Cu(Il) flavonoid kompleksinin A549 insan akciger kanser hiicrelerinde,
doza ve zamana bagl olarak hiicre biiyiimesini engelledigi ve kompleksin kanserli
hicrelerde apoptozu indlkleyerek, migrasyon yeteneklerinde azalmaya neden oldugu
belirlenmistir. Akciger kanseri tedavisinde kullanilan cisplatin ile yeni sentez edilen
Cu(Il) flavonoid bilesiginin hiicre canliligi iizerine olan etkinligi kiyaslanarak
bakilmistir. Yapilan ¢alismalarin sonucunda, Cu(ll) flavonoid kompleksi akciger kan-
seri tedavisinde umut verici bir ajan olarak kullanilabilecegi 6ngorisu ile ileri in vivo
deneylerin yapilmasi gerektigi sonucuna varilmstir.

Anahtar Kelimeler:Cu(ll) flavonoid kompleksi, Sitotoksite, Akciger kanseri,
Apoptozis
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ABSTRACT

Master’s Thesis

INVESTIGATION INTO THE CYTOTOXIC AND APOPTOTIC EFFECTS OF
Cu(ll) FLAVONOID COMPLEX ON LUNG CANCER CELLS
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Bursa Uludag University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor: Prof. Dr. Ferda ARI

Lung cancer is one of the diseases that cause the most death in the world. Thelack of a
complete solution in cancer treatment also enables new treatment searches. According
to the studies conducted in recent years, studies on metal complexes are increasing
gradually dueto the promising effects of metal compounds used in cancer treatment. In
this thesis study, the anticancer activity of the newly synthesized Cu(ll) flavonoid
complex ([Cu (queH-1) CI (phen)]. 2.5H20 (queH = quercetin, bpy = 2,2' — bipyridine)
which synthesis and characterization performed was investigated in vitro. Cytotoxic
activity of the Cu(ll) flavonoid complex was evaluate in human lung cancer cell lines
A549 cells. The effect of Cu(ll) flavonoid complex on cell viability was analyzed by
SRB and MTT viability tests. Cell viability was confirmed by themore sensitive and
reliable ATP viability test.

Annexin-V, Pl (propidium iodide) and Hoechst triple fluorescence staining was perfor-
med to determine the cell death modes (apoptosis/necrosis). Flow cytometry system
(Annexin-V measurement) to determine the mechanism of cell death (apoptosis/necrosis
/autophagy) responsible forits cytotoxic effects, caspase 3/7 activity, oxidative stress
measurement, cell cycle analysis) and M30 antigen method were used. It was
determined that it inhibits cell growth in individual cancer cells depending on thedose
and time, and the complex induces apoptosis in cancer cells, causing a decrease in their
migration abilities. The effectiveness of cisplatin used in the treatment of lung cancer
and the newly synthesized Cu(ll) flavonoid compound on cell viability was compared.
As a result of the studies, it was concluded that further in vivo experiments should be
carried out with the prediction that Cu(ll) flavonoid complex could be used as a
promising agent in the treatment of lungcancer.

Keywords:Cu(ll) flavonoid complex; Cytotoxicity; Lung cancer; Apoptosis.
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SIMGELER ve KISALTMALAR DiZiNi

Simgeler Aciklamalar

% Yizde

pL Mikrolitre

UM Mikromolar

°c Santigrat Derece

Kisaltmalar Aciklamalar

7-AAD 7-Aminoaktinomisin D

A549 Insan akciger kanser hiicre soyu
ABD Amerika Birlesik Devletleri

AIDS Edinsel bagisiklik yetmezlik sendromu
AlF Apoptozis indukleyici faktor
Apaf-1 Apoptotik proteaz aktive eden faktor
Apo-1 Fas iligkili 6liim reseptorii

ATP Adenozintrifosfat

BAX Bcl-2 iligkili X proteini

BCA Biginkoninik asit
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BSA S1g1r serum albumin

Bcl Gen ailesi

Bcl B hucre lenfoma genil

Bcl2 B hiicre lenfoma geni2

Bel-XL Bcl-2 iliskili XL proteini
BEAS-2B Saglikli akciger hiicre soyu
BH1-BH4 Bcl-2 homolog bolgesi

CAD Kaspaz aktive edici Dnaz

CDK Siklin bagimli kinaz

CDK-C Siklin-siklin bagiml kinaz

CDKI Siklin bagimli kinaz inhibitorii
CK18 Sitokeratin 18

C-MYC Onkogen

CSF Koloni uyarici faktor

DD Oliim domaini

DED Kaspaz 6liim alan1

DISC Olum indiikleyici sinyal kompleksi
DMEM Dulbecco’sModified Eagle’s Medium
DMSO Dimetil stlfoksit

DNA Deoksiribonikleik asit

DNA-PK DNA bagimli protein kinaz (DNA-dependent Protein
Kinase)

DNMTDNA Metil transferaz

DR Olum reseptori
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Kisaltmalar

Aciklamalar

EDTA Etilen DiaminTetraasetik asit

EGFR Epidermal blytme faktori

Er Ostrojen hormon reseptorii

FADD Fas iliskili 6liim alan1

Fas Gen
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FBS Fetal s1gir serumu

kDa KiloDalton
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KHDAK Kiiciik hiicreli dis1 akciger kanseri

LC50 %50 letal konsantrasyon

LC70 %70 letal konsantrasyon

LNCaP Insan prostat kanser hiicre soyu

MOMP Mitokondri dis membran permeabilizasyonu
mTOR Rapamisin hedefi (Target of rapamycin)
MTT Metill tiazol difenil tetrazolyum bromdir
NADPH Nikotinamid Adenin Dinukleotit Fosfat
NAC N-asetil-L-sistein
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PARP Poli(ADP-riboz)polimeraz (Poly ADP-ribosepolymerase)
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PS Fosfatidil serin (phosphatidyl serine)

Pt Platin

PTEN Fosfataz ve tensin homolog proteini

RAS Onkogen

Rb Retinoblastoma

RNA Ribonikleikasit (Ribonucleicacid)

ROCK1 Rho iligkili sarmal olusturan kinaz 1
Kisaltmalar Aciklamalar

ROS Reaktif oksijen tlrleri

RIP Reseptor etkilesim protein

SRB Sulforhodamine B

SDS Sodyum dodesil sulfat (Sodium dodecy! sulfate)
TCA Trikloroasetik asit

TNF

TUmor nekrozis faktor
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Kisaltmalar Aciklamalar

TNFR TUumor nekroz faktor reseptori

TRADD TNFR-1 iliskili 6lim protein

TRAIL TNF-iligkili apoptozis indiikleyici ligand
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USA United States of America
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1.GIRIS

Kanser, diinyadaki baglica saglik sorunlarindan biridir; hastalik anormal hiicre
biiyiimesi ve invaziv davranis ile karakterizedir (Zhang ve ark. 2016). Diinya Saglik
Orgiitii (WHO) tarafindan diizenlenen son verilere gore, yeni tan1 alan kanser
vakalarinin ortalama sayisi yilda 14 milyonu agsmakta olup sonug olarak %60’dan fazla
6lime neden olmaktadir (8,8milyon) (Russo ve ark. 2017). 2020 yilinda Uluslararasi
Kanser Arastirma Ajansi’nin sonuglarina gore, Dunyada her yil yaklasik 14 milyon
kisinin yakalanip, 8,2 milyon kisinin 6limiiyle sonuglanan kanser; herhangi bir ayrim
yapmaksizin tim insanligi olumsuz yonde etkilemektedir. Kanserde seyir artmaya
devam ettigi siirece, bu saymin 2030 yilinda 22 milyona ulagmasi beklenmektedir
(Anonim 2020). Turkiye'de erkeklerde en fazla akciger ve prostat kanseri gordlirken,
kadinlarda ise en fazla meme kanseri goriilmektedir. Her 4 kadin kanser hastasindan
birine meme kanseri teshisi konulmaktadir (Anonim 2020). Kanser hucreleri birikerek
timorleri (kitleleri) olustururlar, tiimoérler normal dokulart sikistirip igine sizabilirler ya
da tahribata sebep olabilirler. Eger bu hiicreler olustuklari tiimorden ayrilirsa, kan ya da
lenf dolagimi araciligi ile viicudun diger boélgelerine gidebilirler. Gittikleri yerlerde
timor kolonileri olusturur ve biydrler. Kanser tedavisinde yer alan cerrahi, radyoterapi
ve kemoterapi uygulamalarindaki ilerlemelere ragmen kansere bagli 6liim orani hala
yuksek seviyededir (Huang ve ark. 2017). Akciger kanseri, en sik goriilen
malignitelerden biridir ve kansere bagli 6liimlerin 6nde gelen sebeplerindendir (Leung
ve ark. 2014; Huang ve ark. 2017). Diger kanser tiirleriyle karsilastirildiginda akciger
kanseri; tiitin kullanimi, sigara dumanma maruz kalma, duman ve diger olasi
nedenlerden dolayr hizla artmaktadir (Huang ve ark. 2017). Akciger kanserine bagl
Oliimlerin en biiyiik nedeni tiitiinlii trtinlerin kullanimidir. WHO, sosyo ekonomik
diizeyin kansere olan etkisinin fazla oldugunu ve bu baglantinin zaman icerisinde
giiclendigini sOylenmektedir. Erken teshis politikalarinin devam ettirilmesi ise,
milyonlarca insanin kanserden kurtulmasi i¢in en 6nemli konu olmaktadir (Anonim
2020). Kanser hastaliginin tedavisinde, hiicre Olimu mekanizmalar1 ile yapilan
calismalar yogun ilgi gormektedir. Apoptoz, en ¢ok bilinen ve arastirilan hiicre 6lim
yolaklarindan biridir. Apoptozu anlamak tiimor gelisim ve tedavi siirecinde daha iyi
degerlendirmeler yapabilmek igin Onemlidir. Apoptoz yani "molekiler diizeyde

gerceklesen programli hiicre o6limii", genetik anlamda hasarli hiicreleri gelisim



stirecinde, DNA’ya ya da enfeksiyona bagl olarak yok edebilmektedir (Kaplan ve ark.
2017). Hastalik durumunda apoptozu anlamak, patogenez esnasinda gdzlenen ipuglari
ile hastaligin tedavisine ilave bilgiler vereceginden blylk 6nem kazanmaktadir. Bu
nedenle, apoptozun molekiiler mekanizmasinin anlasilmasi yeni ilaglar ve yeni tedavi
stratejilerinin  gelistirilmesi i¢cin gerekmektedir (Kaplan ve ark. 2017). Kanser
tedavisinde kemoterapi, radyoterapi, cerrahi yontemler en sik basvurulan tedavi
metodlar1 olmakla birlikte, hormon terapisi ve biyolojik yontemlerin kullanilmas1 gibi
farkli yaklagimlar da diger yontemlere destek olacak sekilde birlikte ya da tek basina
kullanilmaktadir. Her bir yoOntemin kendine 0Ozgli avantaj ve dezavantajlar
bulunmaktadir. Ancak kanser kisiye 6zgii bir hastaliktir ve tedavi siireci de kisiden
kisiye farklilik gostermektedir. Bu ylizden kesin tedavi yoOnteminin varligindan
bahsetmek imkansizdir (Baykara 2016). Son zamanlarda kanser tedavisinde metal
bilesiklerin 6nemi daha net anlagilmakta ve deneysel calismalarda da goriilmektedir.
Kanserde metal igeren bilesiklerin tedavi edici etkisi iizerine yapilan en eski ¢alismalar,
16.yiizy1la dayanmaktadir. Metal bilesik cisplatin, [cis-diamminedichloroplatinum(ll)]
1965 yilinda Rosenberg tarafindan antiproliferatif etkisi ve 1978 yilinda FDA tarafindan
onaylanip, kemoterapdtik bir ajan olarak gesitli kanser tiirlerine (ovaryum, beyin ve
boyun, mesane, testikiiler ve akciger kanserleri) karsi yiiksek toksisite gosterdigi
kanmitlanmistir (Leung ve ark. 2014; Huang ve ark. 2017). Cisplatin bu basarisina
ragmen, tibbi kullaniminda nérotoksisite, hepatotoksisite ve nefrotoksisite gibi ciddi yan
etkiler gostermistir. Tiim bunlarin sonucu olarak cisplatin kadar etkili ancak yan etkisi
az veya olmadig diisliniilen metal igerikli giiclii kemoterapotiklere ilgi artmistir. Metal
bilesiklerinin tedavide basarisinin artmasi ile simdiye kadar goz ardi edilmis metal
temelli ilaglarin gelisimine de 6ncelik vermektedir.

Kemoterapi ilaglari, akciger kanserinin tedavisi i¢in kombinasyonlarda ve hastalarin
tedaviye nasil yanit verdigine bagl olarak farkli tedavi ¢izgilerinde kullanilmaktadir
(Peters ve ark. 2012). Bu komplekslerden biri olan Bakir (Cu) kompleksleri ile ilgili
literatlirde 6zellikle son yillarda artan ¢ok sayida ¢alisma bulunmaktadir. 2003 yilinda
Martinez ve ark. tarafindan yapilan, 5-hidroksitriptofan igeren bir Cu(ll) kompleksinin
sentezi, karakterizasyonu ve biyolojik (antioksidan, antikanser, toksisite ve
noroprotektif) tayinleri yapilmis ve buna bir ligand eklenerek sitotoksik aktivitesinin

arttig1 gozlenmistir. Bu kompleks A549, H1299 ve Hela hiicre soylarinda sitotoksik etki



gosterirken, saglikli akciger fibroblastlarinda toksik olmadigi belirlenmistir. Metal
kompleksler icin potansiyel biyolojik hedefler DNA ve protein oldugundan, metal
komplekslerinin DNA/protein ile olan etkilesimleri, baglanma modunun ve kapsaminin
belirlenmesinde biiyiik ilgi gérmiistiir. Metal komplekslerinin hem kovalent hem de
kovalent olmayan etkilesimler yoluyla DNA'ya baglandig1 bilinmektedir. Farklt metal
bilesigi olan ¢inko(II) komplekslerinin sentezi ve karakterizasyonu, ayrica DNA
baglanma afiniteleri ve yapisal 6zellikleri belirlenmistir. (Y1lmaz ve ark. 2016). Sonugta
antioksidan etkinlige sahip giivenli antikanser ve noéroprotektif ilaglarin gelistirilmesi
icin umut verici oldugu sonucuna varilmistir. Elde edilen bilgiler dogrultusunda mevcut
tez calismasinda, Bursa Uludag Universitesi Fen Edebiyat Fakiltesi Kimya Bolimi
tarafindan sentezlenmis Cu(Il) flavonoid kompleksinin A549 akciger kanseri hiicresi

tizerindeki olasi sitotoksik ve apoptotik etkileri arastirilmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Kanser

Kanser tanimi, ilk olarak Hipokrat tarafindan (M.O. 460-377) organizmada tedavi
edilemeyen yeni olusumlart anlatmak i¢in kullanildig1 bilinmektedir. Hipokrat, viicut
ylzeyinde gelisen, digerlerinden farkli karakterde olan, kirmizi renkli ve daha yavas
biiyiiyen sisliklere “Carcinos” ya da “Carcinoma” demistir (Unal 2006). Hcrelerin
cogalmasi, sagkalimi ve farklilasmasi organizmanin gereksinimlerine bagli sekilde
diizenlenmektedir. Kanser hiicrelerinde bu olaylarin diizenlenmesinde etkili olan
mekanizmalarin aksamasi1 veya ortadan kalkmasi s6z konusudur. Bundan dolay1
hiicreler kontrolsiiz bir sekilde boéliinerek ¢ogalmaya baslar. Hiicrelerin bu anormal
¢ogalma siireci ile ortaya ¢ikan timdr benign (iyi huylu) veya malign (kotu huylu)
olabilmektedir (Cooper ve Hausmann, 2006). Benign tumorler cevredeki dokuya
yayilmadan olustugu bolgede kalabilir. Ancak malign tiimdrler ilerleyen asamalarda kan
veya lenfatik sistem araciligiyla viicuda metastaz yaparak organizmadaki mevcut doku
ve organlarin iglevini degistirmektedir (Cooper ve Hausmann, 2006). Kanser, son
yillarda hizla artis gosteren bir hastaliktir. Farkli tedavi yontemleri denenmesine ragmen
giinimiizde kanseri tamamen ortadan kaldirabilecek bir tedavi metodu heniiz
bulunmamustir. Kanser, ylizyilin baglarinda 6liime neden olan hastaliklar arasinda arka
siralarda iken bugiin bir¢ok iilkede kardiyovaskiiler vakalardan sonra ikinci sirada
bulunmaktadir. Erkeklerde en sik goriilen kanser tiirleri akciger, kolorektal ve prostat
iken; kadinlarda meme, kolorektal ve akcigerde goriilmektedir (Aktas 2010). Kanser
tedavisinde 6limu azaltmak ve sag kalim oranini arttirmak igin farkli tedavi yontemleri
de kullanilmaktadir. Cerrahi yontemler, kemoterapi, radyoterapi, immunoterapi, hormon
tedavisi, sinyal ileti sistemi inhibitorleri, gen tedavisi ve anjiyojenez inhibitorleri kanser
tedavisinde kemoterapiye ek olarak kullanilan tedavi yontemlerindendir. Kanser
tedavisi i¢in son yillarda bircok ila¢ ve yeni tedavi yontemleri gelistirilmis olsa da
giiniimiizde ilerlemis kanser vakalarinda heniiztedavi secenekleri olduk¢a azdir. Bu
durum, kanser gelisim siirecinin aydinlatilmasini ve gerekenden ¢ok sayida arastirmanin

yapilmasi gerekliligiyle agiklanabilir (Aktas 2010).



Glintimiizde en sik karsilagilan kanser tiirii, akciger kanseri olmaktadir. Tiim yeni kanser
vakalarmin %12,8'ini olusturur ve her yil sikli§1 %3 artig gostermektedir. Tiim kanser
Oliimlerinin i¢inde, akciger kanserinin, erkeklerde ve kadinlarda en fazla 6liim nedeni
oldugu ve kansere bagli oliimlerin %17,8'inden sorumlu oldugu bilinmektedir (Bakar

2017).
2.1.1.Kanser hucrelerinin 6zellikleri

Normal hiicrelerin boliinme sayis1 sinirli olurken, kanser hiicrelerinin ise sinirsizdir.
Kanser hiicrelerinin bu 6zelligi immortaliteolarak bilinmektedir. Immortalitenin
mekanizmalarindan biri  kromozom uglart olan telomerlerdir. Normal hiicreler
farklilasirken telomeraz enzimi de programli bir sekilde gittikce azalir ve buna baglh
olarak telomerler kisalir. Boylece tamamen farklilasmis bir hiicre siklusun GO fazinda
durur ve sonunda ¢ogalma kapasitesini kaybeder. Oysa kanser hiicrelerinde telomeraz
enzimi etkinligini siirdiiriir yani telomerlerin uzunlugu sabit kalir. Bu sayede hucreler
siirs1z boliinme yetenegi kazanir (Shay ve ark. 2001).

Son yillarda bir ¢ok calisma yapilmis olup, kavramsal ilerlemeyle birlikte enerji
metabolizmasini yeniden programlama ve bagisiklik tahribinden kaginma 6zellikleride

kanser hiicrelerinin 6zelliklerine eklenmistir (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1. Kanser hiicrelerinin 6zellikleri (Hanahan ve Weinberg, 2011).

2.2.Akciger Kanseri

Akciger kanseri; WHO 2014 yili verilerine gore 2 093 876 (%11,6) vaka insidansi ile en
sik goriilen kanser tiiriidiir. Kansere bagli 6liimlerde de 1 761 007 (%18,4) ile ilk sirada
yer almaktadir. Cinsiyete bagli dagililimna bakildiginda akciger kanseri erkeklerde
kanser sebebi ile gergeklesen Oliimlerde ve insidansta birinci sirada yer almaktadir.
Kadinlarda ise insidans1t meme ve kolorektal kanserlerden sonra 3. Sirada olmasina
ragmen, kansere bagli oliimlerde meme kanserinden sonra 2. sirada bulunmaktadir
(Ferlay ve ark. 2014). Ulkemizdeki duruma bakildiginda insidans ve mortalite de
akciger kanseri ilk sirada yer alirken; kadinlarda mortalite meme kanseri ile neredeyse
esitlenecek diizeyde 2. sirada yer almaktadir. 2015 verilerine gore insidans meme,
tiroid, kolorektal,uterus kanserinden sonra 5. sirada yer almakta. Erkeklerde ise insidans

ve mortalite de akciger kanseri ilk sirada gézlenmektedir (Ferlay ve ark. 2014).

Tiirk Toraks Dernegi’nin yapmis oldugu “Tiirkiye’'nin akciger kanseri haritas1”
projesinde her yil Tiirkiye’de 29,314 yeni akciger kanseri vakasi ortaya ciktig
bulunmustur. Bu vakalarin %80,7’s1 kiigiik hiicreli dis1 akciger kanseri (KHDAK),
%16,4’1 kiiclik hiicreli akciger kanseri (KHAK) ve %2,9’u ise diger alt tiplerden



olugmaktadir. Tiirkiye’de akciger kanserine yakalanan hastalarin yas ortalamast 60 olup,

%90,4°1i erkektir (Ferlay ve ark. 2014).

En sik rastlanan tip ise skuamdz olmayan hiicreli iken 45 yas alt1 popiilasyonda ve
kadinlarda en sik adenokarsinom saptanmaktadir. Olgularin tan1 kondugu esnada %47
gibi biiyiik ¢cogunlugu metastatik evrede iken, %37’si lokal ileri evrede, sadece %16’s1
operasyona elverigli olan evrede yakalanmaktadir (Sencan ve Keskinkilic 2015).
Akciger kanseri insidans1 cografik varyasyon gostermektedir ve yaygin olarak gelismis
iilkelerde goriiliirken, Afrika gibi gelismekte olan {ilkelerde insidans daha diisiik
seyretmektedir (Gilliland ve Samet 1994).

Akciger kanserinde en Onemli etiyolojik faktorlerden biri de sigaradir ve sigara
icenlerde akciger kanseri riski, icmeyenlerden 30 kat daha fazladir. Pasif sigara
iciminde de akciger kanseri riski 3,5 kat artmaktadir. Ciinkii etrafa yayilan sigara
dumaninda da tiim zararli bilesenler ayni sekilde bulunur ve sigara filtresinden de
gecmediginden ¢ok daha tehlikeli bir hal almaktadir. Yas, cinsiyet, mesleki ve gevresel
karsinojenler, irk, sosyoekonomik durum, gecirilmis akciger hastaliklar1 ve genetik
faktorler geri kalan 6nemli etiyolojik faktorlerdir (Nam ve ark.2016). Asbest, bazi
metaller (nikel, arsenik, kadmiyum vb.), radon ve iyonize radyasyona mesleki
maruziyetin arttirdigi bilinen faktorler arasindadir (Economou ve ark. 1994). Ozellikle
asbest, arsenik ve radonun akciger kanseri riskini sigara ile birlikte sinerjik olarak
arttirabilecegi one siiriilmektedir (Anonim 1998, Anonim 1987). Akciger kanserine
neden olan diger dissal sebepler arasinda ise kromatlar, klorometil eterler ve polisiklik
aromatik hidrokarbonlar eklenebilir (Samet 1989). Diyetin bilinen tim kanserlerin
yaklasik %30'undan sorumlu oldugu ileri siiriilmektedir(Willett ve Trichopoulos 1996).
Birgok rapor, diyet faktorlerinin akciger kanseri riskine katkida bulundugunu
gostermektedir (Ruanov ve ark. 2000). Ornegin, A, C ve E vitaminleri gibi
antioksidanlarin diisiik serum konsantrasyonlarmin akciger kanserinin gelisim riskini

arttirdig1 gézlenmektedir(Boone ve ark. 1990,Woodson 1999).

2.2.1.Akciger kanserinin histopatolojisi

Akciger kanseri, mikroskop ile bakildiginda etkilenen hiicre popiilasyonunun

bliyiikliigiine baglh olarak KHAK ve KHDAK olmak {izere iki tipe ayrilir. Kiiclik



hiicreli akciger kanseri siklikla beyin, kemik, karaciger ve adrenal bezlere metastaz
yapar. Tanidan sonra, kiigiik hiicreli akciger kanseri olan ¢ogu insan yaklasik bir yil
hayatta kalirken; %7°den az1 bes yil hayatta kalmaktadir (Bakar 2017). Kanserin baslica
hicre tipleri KHAK ve KHDAK olup, ikinci kategori birka¢ histolojik alt tip icerir,
bunlarin baslicalariskuaméz hiicre kanseri, adenokarsinom ve bilylik hiicre kanseridir

(Sekil 2.2).

5
- e

. * Biiylik hiicreli karsinom ”‘;

s~ @

Sekil 2.2. Akciger kanserinin histolojik olarak siniflandirilmasi (Motadi ve ark. 2007).

Adenokarsinom, akcigerler boyunca yer alan kii¢ciik hava keselerini tutan terminal
bronsiyolepitel hiicrelerinden koken almaktadir. Skuamdz hiicreli karsinom, nefes
borusundan akcigerlere uzanan bu noktada bulunan skuamoéz hiicrelerden kaynaklanir.
Biiytik hiicreli karsinom, akcigerleri hizalayan epitelyal hiicrelerden kaynaklanmaktadir.

Blyik hcreli karsinom, adenokarsinom veya skuamoéz hicreli karsinom gibi



goriinmeyen kiiciik hiicreli olmayan akciger kanserlerini kapsar (Ozercan ve Simsek

2017).
2.2.2.AKkciger kanserinin molekiiler biyolojisi

Karsinogenez, genetik hasar ile olusabilmektedir.Genetik hasarin 6ncelikli hedefi olan
genler; bilylimeyi uyaran protoonkogenler, biiyiimeyi inhibe eden kanser baskilayict gen
ve hasara ugrayan DNA’nin onarimini diizenleyen genlerdir. Akciger karsinogenezinde
rol alan molekiiler mekanizmalar soyle siralanabilir;

- Onkogenlerinaktivasyonu,

- Timdr baskilayici genlerdeki aktivasyon kaybi,

-Hiicre dongiisii diizenlenmeside genler arasindaki farkliliklar,

-DNA onarimindan sorumlu olan genlerde goriilen degisiklikler,

-Buylime faktorleri ve reseptorlerine iliskin farkliliklar seklinde siralanmaktadir (Fong
ve Minna 2002).

Gergeklestirilen bu molekiiler ¢alismalar ile onkogenler, timor supressor genleri ve
DNA tamirinden sorumlu genlerde meydana gelen bazi degisikliklerin akciger kanseri
ile olan iligkisi ortaya konulmustur. 3 ve 11. kromozomlarin kisa kolundaki DNA
sekans kayiplari, Ras ailesi (K-Ras, H-Ras, N-Ras), Myc ailesi (C-Myc, N-Myc ve L-
Myc) ve p53 tumor supresor genlerin amplifikasyonu kanser gelisiminde genetik
faktorler olarak gosterilemektedir (Economou ve ark. 1994, Rom ve ark. 2000, Alberg
ve Samet 2003).

Ras ailesini olusturan H-Ras, K-Ras ve N-Ras genlerindeki nokta mutasyonlar GTPase
aktivitesini degistirerek siirekli olarak sinyal aktiviteleri ortaya c¢ikarir ve malign
dontisiime sebep olur. KHDAK'm %15-50°si K-Ras mutasyonu igerirken, sagkalimda
azalma goralur (Jacobson 1999).

Myc ailesi, C-myc, N-myc ve L-myc’den olusur ve hiicre proliferasyonu ve
farklilasmasinda etkili olup DNA sentezinin baglamasinda rol almaktadirlar. Myc
genleri, sinyal artis1 ve transkripsiyonel bozukluklar ile onkogen haline doniismektedir.
KHAK’nin  %18-31’i, KHDAK’lerinin ise %48-20’sinde Myc aktivasyonu
bulunmaktadir. C-myc’in, timér biiylime hizinda artis vesagkalimda kisalma ile iliskili

oldugu o6ne siirilmektetir (Mabry 1998).



p53 proteini ise TP53 geni tarafindan kodlanan bir proteindir. Genom mutasyonlarini
Onleyerek genomun stabilitesini korur ve bundan dolay1 “genomun koruyucusu” olarak
adlandirilan p53, ¢ok hiicreli organizmalarda kritik bir 6nem arz eder. p53, hicre
dongiisiinii diizenlerken, kansere karsi koruyucu olarak tiimor baskilayict bir gorev
yapmaktadir (Read ve Strachan 1999). KHDAK lerinin %50’sinde p53 mutasyona
ugramistir (Rom ve ark. 2000). Ayni1 zamanda p53 proteini, hiicre dongiisiinii G1/S
fazinda inhibe eden bir transkripsiyon faktoriidiir. p5S3 mutasyona ugradiginda hiicre
dongiisii siireci kontrolsiiz sekilde devam eder, dolayisiyla hiicre proliferasyonunda artis
meydana gelir. Ayrica p53, proapoptotik bir protein olan Bax’1 indiikleyerek apoptozise

katkida bulunabilir (Prives 1998).

2.3.Hucre Olim Mekanizmalari

Insan organizmasinda 200’den fazla farkli tipte hiicre bulunmaktadir ve her bir hiicrenin
yasam dongiisli; dogum, farklilasma, islev gorme ve 6liim evrelerinden olugmaktadir.
Ayni zamanda hiicrelerin Omiirleri birbirinden farklidir; yagsam siireleri Ornegin
notrofiller icin dokuda 4 gun, eritrositler icin kanda 120 gun, sinir hicreleri icin ise
yaklasik 50-100 yil kadardir. Ozellikle embriyonik gelisimde biiyiik énem arz eden
hiicre 6liimii eriskin organizmada da etkinligini siirdiiriir; ¢linkii dokuda hiicresel dogum
ve Olliimler arasindaki dengenin devamli sekilde siirdiiriilmesi gerekir. Canli
organizmada bilinen iki ana hicre 6lim biciminden s6z edilebilir: nekroz (nekrotik

o6liim) ve apoptozis (apoptotik 6liim) (Anonim 2016)(Sekil 2.3).
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Sekil 2.3.Apoptozis ve nekrozisin sematik karsilagtirilmasi (Anonim 2016).

Nekroz, hiicrenin ¢esitli sebeplerle zarar gérmesi sonucu hiicrenin sisip patlamasiyla
meydana gelen 6liim seklidir. Nekroz esnasinda hiicrenin yapi biitiinligii bozulur ve

dagilan icerik cevre hiirelere de zarar verir ve bu tablo inflamasyona isaret eder.

Nekrotik siire¢ hiicrenin kontrolsiiz 6lmesi olarak adlandirilirken, nekrozdan daha farkl
bir 6liim sekli olan apoptoziste ise hiicre kendi 6liimii sirasinda aktif rol alarak bu sireci
programli, denetimli ve diizenli bi¢imde siirdiiriir. Apoptotik 6liimde inflamasyon
gOzlenmez ve cevre hucreler zarar gérmeden fagositoz yoluyla hiicre apoptotik

cisimcikler haline doniisiir.

Hicreler gorilen bagka alternatif 6liim sekli ise “otofaji” dir (Nishida ve ark. 2008).
Otofaji, hiicrelerde organel ve hiicresel bilesen kalintilarinin otofajikvakuoller
(otofagozom) icine alinmasi ve sonrasinda otofagolizozom kompleksi iginde
par¢alanmasi seklinde gergeklesir. Hiicre bilesenlerini kendi i¢inde sindirir, bu nedenle
bu 6liim modeline “kendini i¢ten yemek” anlamina gelen otofaji denilmistir. Otofaji de
esasen programli bir hiicre oOliim seklidir ve uyaranin tiirdi, siiresi, siddeti vb
degiskenlere bagli olarak gelisirken, apoptozun miimkiin olmadigi durumlarda ortaya

ciktig1 diisiintilmektedir.
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Hatta, minimal diizeydemitokondriyal stresin otofajik, orta siddetteki stresin apoptotik,
cok siddetli stresin ise nekrotik oliime neden oldugu belirtilmektedir (Nishida ve ark.
2008).

Hiicre6lim mekanizmalar1 biyokimyasal, morfolojik ve fonksiyonel &zelliklerine
bakilarak siniflandirilabilmektedir. Bakildiginda “atipik hiicre 6liim modelleri” adi
altinda toplanabilen daha pek ¢ok farkli 6lim seklinin tanimlamasi yapilmistir (Galluzzi
ve ark. 2018). Esasen oOnerilen tim 6lum modellerinin (tanimlarinin) “nekrotik ve
apoptotik” olarak bu iki ana yolagin bilesenleri ile gergeklestigi belirtilmektedir.
Nitekim, apoptoz, nekroz ve otofaji bu (¢ ana yolakta goérev olan genler ve hiicre 6lim
mekanizmalart biitlinliyle birbirinden farkli degildir. Bu yolaklarda ortak calisan genler
bulunur ve yolaklar arasinda karsilikli etkilesimler “cross talk” gozlenir (Galluzzi ve

ark. 2018).

2.4.Kanser ve Apoptoz

Apoptoz, ¢ok hiicreli organizmalarda doku homeostazinin gelisiminde ve ko-
runmasinda Onemli rol oynayan evrimsel olarak korunmus ve genetik olarak
diizenlenmis bir hiicre intihar seklidir (Webb 1997, Wyllie 1997). Insan gibi karmagik
organizmalarda, hiicresel proliferasyon, bakim, onarim ve bilylime i¢in bir ihtiyagctir.
Bununla birlikte, hicre proliferasyonunu diizenleyen genler, birkag faktére bagh olarak
mutasyona ugrarsa, kanser tehdidi kontrolsiiz biiylimenin bir sonucu olarak ortaya ¢ikar
(Prendergast 1999). Hicre, oliim ve biiylime arasindaki dengeyi korumalidir. Bu
dengenin saglanmasi i¢in hiicresel proliferasyon ve apoptoz mekanizmalari birlestirilir.
Hiicre apoptozunu aktive eden farkli tetikleyiciler vardir. DNA hasari, stres sinyalleri ve
hipoksi dis etkenlere oOrnektir, FasL, TNF ve TRAIL gibi o6lim ligandlar ig
baslaticilardir (Prendergast 1999). Bu uyaranlarin bazilar1 yeni baglayan tiimorlerde de
gozlenir. Hiicre biiylimesi ve mutasyonunun tetikleyicilerinin de apoptotik uyaranlar
indiikledigi ve bunlarin engellenmedigi takdirde, etkilenen hiicrelerin otomatik olarak
apoptoz ile ¢ikarildigi iddia edilmektedir. Apoptozun bir sonucu olarak mutasyona
ugramis hiicreler viicuttan atilir. Bununla birlikte, tiimor hiicreleri ve bunlarin baslangici
apoptoza karst genellikle ¢oklu seviyelerde gii¢lii bir dirence sahiptir. Bu nedenle,
kanser hicreleri, temel 6zellikleri olan apoptozdan kaginabilir. Hem apoptozis hem de

buna diren¢ oraninin artmasi olan kanser dokular1 hakkinda ilging bir ger¢ek var. Bu
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anomalinin nedeni, etkilenen hiicrelerin 6liime gitmeleri i¢in biiyiik bir baski ve hayatta
kalabilmeleri icin gosterdikleri direngtir. Apoptoz 150’den fazla gen iceren oldukga
karmasik etkilesimli bir agdir (Shivapurkar ve ark. 2002). Programlanabilir hicre
Olimiini diizenleyen bir kaspaz ailesi vardir. Bunlar baslatic1 ve efektorkaspaz olarak
siiflandirilabilir. Baslatict kaspazlar CASP8, CASP9 ve CASPI10 igerir. Bunlar
proapoptik tetikleyiciler tarafindan uyarilir ve CASP3, CASP6 ve CASP7 gibi
efektorkaspazlar etkin hale getirir. Apoptoz i¢in iki ana yol vardir. Bunlardan biri
CASPS, digeri ise CASP9 tarafindan baslatilmistir (Shivapurkar ve ark. 2002). Bu
yollar sirasiyla digsal yol (ekstrinsik yol)ve igsel yol (intrinsik yol)olarak adlandirilir.
Ekstrinsik yol, 6lim reseptorleri tarafindan baslatilir ve intrinsik yol, mitokondriyal

uyaranlarla aktive edilir.

2.4.1. Apoptozisin induklenmesi

Hiicrelerde apoptozis mekanizmasinin ¢aligmasi i¢in hiicre i¢i ya da disindan gelen bir
uyaranin, genetik mekanizmayi harekete gecirmesi gerekmektedir (Erdogan 2003).
Hicre ici uyaranlardan; hiicre ici kalsiyum miktarindaki artis, Bcl-2 gen ailesi, p53
geninin aktivasyonu, sitokinler, viral veya bakteriyel enfeksiyonlar ve onkojenlerdir.
Hiicre dis1 uyaranlardan bir kismi; koloni uyaric faktorler (CSF), timor nekrozis faktor
(TNF), insllin benzeri blyltme faktori (IGF), néron buyume faktori (NGF), 1L-2,
Fas/FasL, radyasyon ve ilaglar olarak bahsedilebilir. Bu faktorlerin yaninda apoptozisi
uyaran ya da diizenleyen ¢ok sayida gen de bulunmaktadir (Kaya 2007). Mitokondri
apoptozisin duzenlenmesinde 6nemli rol oynamaktadir. Apoptotik siiregte, apoptozis
indikleyici faktor (AIF) ve sitokrom-c gibi bir¢cok apoptotikfaktér, mitokondriden
sitoplazmaya salinmaktadir (Kumar ve ark. 2005). Bu proteinlerin sitoplazmaya
salinmasinda gérevli 6nemli protein Bcl-2 ailesidir. Bcl-2 ailesi proteinleri birbirine zit
etkili iki grup olan anti-apoptotik (Bcl-2, Bcl-XI, Bcl-1) ve proapoptotik (Bax, Bcl-Xs,
Bad, Bim, Bak, Bid) iiyelerden olusur. Hiicrenin apoptozisle Oliip Olmeyecegini
belirleyen bu proteinlerin rolatif oranidir. Proapoptotik proteinler fazla eksprese
edildiginde hiicreler apoptozis ise daha yatkin, antiapoptotik proteinler fazla miktarda
eksprese edildiginde hiicreler apoptozise daha direncli olmaktadir (Kumar ve ark. 2005).
Proapoptotik ve antiapoptotik tyeleri olan Bcl-2 ailesi, mitokondri Uzerindeki etkilerini

iki farkli (z1t) sekilde gostermektedir. Bel-2, ya sitokrom c’nin sitozole salinmasini
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saglaylp apoptozisi uyararak ya da sitokrom c¢ salinimina engel olup apoptozisi

baskilayarak gosterir (Palmer ve ark. 2000, Suh 2002).

Bu mekanizmada gorev alan bir baska yapi1 da kaspaz aktivitesidir. Kaspazlarin
aktivasyonu da apoptozun indiiklenmesinde gérev yapmaktadir. Kaspazlar, proteinleri
aspartat kalintilarinin ardindan bolen hiicre igi sisteinproteazlardir. Hatali diizenlenen
kaspaz aktivitesi, hiicre icin 6limcul olabilmektedir, bu sebeple kaspazlar, prokaspazlar
olarak sentezlendikten sonra belirli bolgeleri kesilerek uzaklastirilir ve aktif kaspaz
halini alirlar (Fischer ve ark. 2003, Solakoglu 2009). Kaspazlar birbirlerini proteolitik
olarak aktiflestirerek bir kaskada neden olurlar. Bu konuyla ilgili detayl1 bilgi, apoptozis
mekanizmalar1 konusunda detayli olarak verilmektedir. Baslatici kaspazlar (Kaspaz 2, 8,
9, 10) apoptotik uyariyla baslayan 6liim sinyallerini efektorkaspazlara (Kaspaz 3, 6, 7)
naklederler.

Efektor kaspazlar ise ilgili proteinleri parcalayarak apoptotik hticre morfolojisinin
meydana gelmesine neden olurlar (Adams ve Cory 2001, Adrain ve Martin 2001,

Spierings ve ark. 2004).

2.4.2.Apoptozisin mekanizmalari

Kaspazlar1 aktiflestirmek suretiyle, apoptozu gerceklestiren {i¢ ana yolak oldugu ileri
striilmektedir. Bunlar; igsel (intrinsik) yolak, digsal (eksrinsik) yolak ve ER stresi

bagimli yolaklardir.

2.4.3. Ekstrinsik (Dissal) yolak

Olum reseptorleri (DR) olarak bilinen ve Timor Nekroz Faktorii Reseptorii (TNFR)
geni ailesinin Uyesi olan; TNFR-1, Fas/CD95/APO-1 ve TNF-Iliskili Apoptozis
Indiikleyici Ligand (TRAIL) reseptérleri olan DR-3 (TRAMP), DR-4 (TRAIL-R1) ve
DR-5 (TRAIL-R2)‘in ilgili ligandlarla etkilesime girmesi sonucunda apoptozis
induklenmektedir. TNFR ailesi tyeleri, tip | transmembran proteinleri olup hepsi sistein
bakimindan zengin ekstraselliilersubdomainler icermektedirler. Bu 6zellik TNFR siiper

ailesi tyelerinin kendilerine 6zgu ligandlar: tarafindan taninmasimi saglamaktadir. Oliim
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reseptorleri ayrica apoptotik sinyalin transdiiksiyonu i¢in gerekli olan 80 aminoasit
uzunlugunda intraseliiler Olim Domaini (DD; “Death Domain™) igerir. Oliim
reseptorlerine baglanan ligandlar (FasL, TNFa, VE TRAIL) yapisal olarak reseptorler
ile iligkili proteinler olup TNF siiperailesine aittir. Bu oOliim ligandlar1 tip 1I
transmembran proteinleri gibi eksprese edilirler. Bazi durumlarda, bu proteinler
proteolitik kirilabilir ve serbest kalabilirler (Ghobrial ve ark. 2005, Guicciardi ve ark.
2009). Olim  reseptdrlerinin  ligandlar1  yani  aktivatorleri  reseptdrlerin
oligomerizasyonuna yol acarak aktiflesmelerine neden olmaktadir. Reseptorlerin
aktivasyonu, Oliim Indiikleyici Sinyal Kompleksi (DISC) denilen ve proteinlerden
meydana gelen bir kompleks olusumuna sebep olur. DISC, adaptor protein Fas iliskili
6lim alanin1 (FADD) ve TNFR-1 iliskili 6liim bolgesi proteinini (TRADD) igerir. Bu
bolgeler, prokaspaz-8’i aktiflestirmektedir. DISC yapisinda bulunmakta olan prokaspaz
8’in aktivasyonu sonrasinda kaspaz 8 sirasiyla kaspaz 3, 6 ve 7’nin aktive oldugu bir
kaspazkaskadin1 harekete gecirir (Sekil 2.4). Kaspaz 8’in aktif hale ge¢mesi ayrica
Bid’in aktive olmasina neden olur. Kirilmis Bid (tBid) sonrasinda mitokondriye gecer
ve sitokrom ¢, SMAC ve kalsiyum salinimini uyarir (Elmore 2007, Solakoglu 2009,
Dickens ve ark. 2012).
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Sitokrom ¢

Sekil 2.4.Kaspaz Kaskat1 (Atagiin 2011).

2.4.4. Tgsel (intrinsik)/mitokondriyal yolak

Uyan aldigimda, mitokondriden sitokrom-c salinimini saglar ve 6liim sinyaline sebep
olur. iki yol da, diizenleyici ve yapisal molekiilleri kiran ve sonucunda hiicrenin
oliimiine sebep olan kaspaz denilen proteazkaskadinin aktivasyonunu igeren orta yolda
birlesir (Ghobrial ve ark. 2005). Mitokondriyal yolun en 6nemli olay1 ise mitokondri dig
membranpermeabilizasyonudur. Permeabilizasyon sonucunda; sitokrom ¢, mitokondri
tiirevli kaspazaktivatorii/IAP baglayict protein Smac/DIABLO, HtrA2/Omi, AIF ve
endoniikleaz D (EndoG) gibi mitokondri membranproteinlerisitozole salinir. Mitokondri
i¢ membran ylizeyinden sitokrom c’nin sitozole salinmasi ile sitokrome, sitoplazmik
protein Apaf-1(apoptotikproteaz aktive edici faktor-1)’e baglanir ve onu aktive eder,
dATP/ATP’nin de ortamda bulunmasi ile Apaf-1/sitokrom ¢ kompleksi heptamerik
sekilde yapiya oligomerize olur. Bu yapi, prokaspaz 9’un Apaf-1 ile etkilesimini

miimkiin kilar ve apoptozom kompleksi olusur (Sekil 2.5).
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Sekil 2.5.Kaspaz aktivasyonunun mitokondriyal yolu, A.Kaspaz aktivasyonu.
B.Apoptozom olusum ve aktivasyonu (Gewis 2004).

Apoptozom, baslatici kaspaz olan kaspaz 9’u aktive etmektir. Aktif olan kaspaz 9,
kaspaz 3’1 ya da diger ilerletici kaspazlar1 aktive ederek kaspazkaskadina aracilik eder.
Ayrica kaspaz aktivitesini inhibe eden ve aktiviteleri Smac veya Omi/HtrA2 gibi
fonksiyonel analoglar ile engellenmis bircok IAPs (apoptozis inhibitorleri) vardir. Olen
hicrelerde Smac veOmi/HtrA2 (mitokondriyel proteinler, proapoptotik proteinler)
mitokondriden  salindiginda  IAPsinaktive  olmakta ve  bdylece ilerletici
kaspazlarininhibisyonu engellenerek hiicrelerin apoptozise gitmeleri saglanir (Ulukaya

2003, Riedl ve Shi 2004, Li ve ark. 2012, Duprez ve ark. 2009).

Her iki yolda mekanizmalar1 geregi, kaspazbagimliapoptozisi gostermektedir. Ayrica
kaspazlardan bagimsiz olarak apoptoza neden oldugu diistiniilen kaspaz aktivasyonunun

gerceklesmedigi mekanizmada bulunmaktadir.

Bu mekanizmada AIF mitokondriden salinip niikleusa geger ve niikleazlar
aktiflestirerek DNA hasarina yol agmaktadir. AIF, steroidler, granzyme B ve

endonukleaz G kaspazlardan bagimsiz olarak apoptozise sebebiyet verir (Ulukaya
2003).
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2.4.5. Endoplazmik retikulum aracih yolak

Amiloid B  norotoksisitesine  katkida  bulunan  kaspaz = 12’ye  bagiml
EndoplazmikRetikulum (ER) aracili apoptotik bir yol tarif edilmistir (Nakamura ve ark.
2000, Keane ve ark. 2001). Bu yolda mitokondrial/sitokrom-c ve 6lim reseptord,
apoptozisten ayr1 bir yol olup kaspaz 12, ER membraninda lokalize halde bulunur ve
ER aracili apoptozis i¢in gerekli bir kaspazdir. Son ¢alismalar gostermistir ki Ca*™
seviyelerinin yikselmesi ve kalpaininER'yi etkilemesi ile prokaspaz 12 aktiflesir.
Aktiflesen bu kaspaz 12 sitoplazmaya gider ve kaspaz 9 ile etkilesir. Sonug olarak
sitozolikkaspazkaskadini aktiflestirir (Rao ve ark. 2001).

2.5. Apoptozisin Duzenlenmesinde Goérev Alan Genler

Apoptozis kontrol mekanizmasinda ¢ok sayida protein, gen rol oynamaktadir ve
apoptotik yollarda iistlendikleri gorevler baz alinarak siniflandirilirlar. Cesitli uyaranlar
bir takim o6liim yollarinin diizenleyicilerini aktiflestirirler ve bir kaskad baslatirlar.
Apoptozis, “geri doniillemez” olan noktaya hedef proteinleri enzimatik olarak kiran
kaspazlarin aktiflesmesiyle gergeklesir (Ola ve ark.2011). Bcel-2 ailesi, kaspaz aktivas-
yonunu ya negatif ya da pozitif (6rnegin Bax) yonde diizenler. Diger bazi apoptozis
diizenleyicileri biraz daha ileri asamalarda rol alir ve baz1 kaskadlar: aktiflestirirler. Bu
duzenleyiciler, apoptozisi aktive eden ve timorijenez ya da kanser terapilerinde 6nem

teskil eden c-myc gibi onkogenler veya p53 gibi tiimor baskilayici genler olarak bilinir.

Apoptozun ge¢misine bakildiginda, ilk kez C.elegans isimli nematodunda g¢aligilmistir
ve C.elegans’ ta tamimlanan ilgili genler Ced-3 ve Ced-4’tir. Ced-3 bir
sisteinproteazisifreler ve bunlar memeli organizmada sisteinproteazlarla benzerlik
gosterir(Ola ve ark.2011). Diger bir gen Ced-9 ise apoptozu durdurmaktadir ve insanda
bulunan homologu Bcl-2’ dir. Apoptozda rol oynayan genler bulunmaktadir ve bir
kism1 hiicre ylizeyinde, bir kismi ise hiicre i¢i sinyal iletim yolaklarinda goérevlidir.
Apoptoziste gorev alan en 6nemli gen grubu Bcl-2 ailesidir ve apoptoz iliskili genleri su

sekilde siralanabilir;
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* Bcl-2 ailesi proteinleri

*Transkripsiyon Faktorleri (p53, myc,)

* Proteazlar, Kaspazlar, « Fas, TRAIL,TNF (reseptor ve ligandlar)
*Kinaz grubu (RIP3, CAP, AKT, PKA, MAPK)

*Mitokondriyal proteinler (sit ¢, AIF, SMAC, VDAC, ANT)
*Kaspaz diizenleyicileri (IAP/Survivin, Apaf-1)

*Digerleri (FADD, TRADD, DADI)

Bcl-2 Ailesi

Bcl-2 proteinleri, apoptozun kilit kontrol noktalarinda gorevlidir. Ailenin kurucu iiyesi
Bcl-2’ dir ve B-hiicre lenfomasinda tanimlandigi i¢in adin1 bu sekilde almistir (‘B

celllymphoma/leukemia-2”).

Bu aile iiyelerinden (Sekil 2.6) bazilar1 apoptozisi hizlandirirken “pro-apoptotikler”,
bazilar1 inhibe eder “anti-apoptotikler”. Bcl-2 proteinleri genelde pro-apoptotik ve anti-
apoptotik 6zelliklerine gore ya da Bcl-2 homoloji (BH) domainlerine gére (BH1-BH4)
iki farkli sekilde siniflandirilmaktadir (Ola ve ark.2011).
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Sekil 2.6. Bcl-2 aile lyeleri (Pohl ve ark. 2018).

p53Geni

Hiicresel stres durumunda apoptozu tetikleyen p53 geni, en 6nemli timor baskilayict
gen olarak bilinmektedir(Li ve ark. 2012). Basta Bcl-2 ailesi olmak (izere apoptoz
stirecinde rol oynayan pek ¢ok gen vardir ve p53 hedef genleri arasinda yer almaktadir.
p53 hedef genleri;

* Bcl-2 proteinleri

+ Oliim reseptorleri

» Adaptor proteinler

* Digerleri (p53AIP1, p53DINP1, Peg3, PERP, PIGI).

DNA hasar durumu olmadan, stres altinda bulunmayan hiicrelerde sitoplazmik p53’iin

transkripsiyon amagli nukleusatranslokasyonu engellenir ve hicredeki konsantrasyon

20



diizeyi de oldukga diistiktiir. p53’iin apoptoziste iki farkli rolii vardir. Biri transkripsiyon
bagimli bir digeri ise transkripsiyon bagimsiz seklindedir. DNA hasar1 varliginda mdm?2
inhibisyonundan kurtulan p53 hasar tamiri icin siklusu durdurur; ancak tamir mimkan
olmaz ise Bcl-2 ailesinden pro-apoptotik olan proteinlerden Bax/bak’ 1n direkt
aktivasyonunu saglar ve mitokondri araciligtyla hiicrenin apoptozunu baslatir (Li ve ark.
2012). Ya da dolayli olarak mitokondride Bel-2/Bcl-XL proteinlerine bagli BH-3-only
proteinleri serbestlesmesini saglar ve Baxoligomerizasyonunu saglar. Bu sekilde de
apoptozu indiiklemis olur. p53 geni hiicrenin apoptozundamajor rol oynayan genlerden
birisidir ancak Bax/bak aktivasyonu ile hicrenin Olimii pS3 ve diger pro-apoptotik
proteinlerin yoklugunda da gergeklesebilir (Zhang ve ark. 2016). Hiicre oliimiiniin
aksine, hiicrede canliliginin siirdiiriilebilmesini saglayan iki ana yolak tanimlanmustir;
Biri PI3-Kinaz/Akt yolag: digeri ise NF-kB yolagidir. Bunlarin diginda Ras/Raf/MAP
kinaz yolagi da hiicrenin hayatta kalimini tesvik etmektedir. Hiicre canliliginin devam
etmesi ya da olasi bir apoptoza gitmesi i¢in birden fazla yolak bulunmakta ve bir¢cok gen

kontroliinde gerceklesmektedir (Sekil 2.7).
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Sekil 2.7. P53 proteinin hiicre siklusu ve apoptozis surecindeki rolu (Gillham ve ark.,
2007).

Myc

Transkripsiyon faktorii olan c-Myc, pek ¢ok insan tumdriinde anormal diizenlenmekte
ve apoptozisin kontroliinde bilyiik 6nem tasimaktadir. Insan c-Myc proteini 439 amino
asitten olusmaktadir. Niikleusta bulunur ve kisa omiirliidiir. c-Myc; metabolizmada,
hiicre siklusunun diizenlenmesi, protein biyosentezi, apoptozis, hilicre adezyonu ve
sitoiskelet yapilanmasini saglayan belirli gen siniflariyla diizenli olarak etkilesimde
bulunmaktadir. Protoonkogen olan c-myc’nin hatali diizenlenmesi, hiicre
proliferasyonunu ve neoplastik transformasyonu tesvik eder (El-Deiry ve ark. 1993,
Cachot ve ark.,, 1998). Bu hatali diizenlenme ayrica besin ve biiylime faktorii
eksikliginde apoptotik genleri aktif hale getirir.  Myc, Wnt, Shh, ve EGF gibi

cesitlimitojenik sinyallerle aktiflestirilir. Bu hedef genlerin ekspresyonlarin
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diizenleyerek, Mycaktivasyonu birtakim biyolojik etkilerle sonuglanir (EI-Deiry ve ark.
1993, Cachot ve ark., 1998).

Ras

Rasonkogen gen ailesi memelilerde p21s olarak adlandirilan molekiil agirligr 21 kDa
olan proteinleri kodlayan (¢ Gyeden (H-, K- ve N-Ras) olugsmaktadir. p21s, membranla
iligkili proteinler olup GTP (guanintrifosfat) baglayici proteinler olarak bilinmektedir.
Ras ailesi proteinleri GTP ya da GDP bagli formlari, bu iki yap1 arasinda gegisleriyle
hiicre icerisindeki bazi proteinlerin yapilarinin degismesine ve fosforilenmelerine yol
acarak hiicre i¢i sinyal iletimini tetiklemektedir. Ras’in baglanan GTP’yi hidrolizinin
ardindan, proteine bagli kalan GDP’nin uzaklastirilmasi icin Guanin Degisim
Faktorlerine (GEF) gerek duyulmaktadir (Quincoces ve ark. 1997; Lowitz veCasciato
2000; Martinez ve ark. 2003; Telkoparan ve Tazebay 2011). GEF proteinleri Ras-GDP
ile etkilesir ve GDP’nin proteinden uzaklasir ve Ras’in hiicre i¢i derisimi daha fazla
olan GTP’yibaglayabilmesine olanak tanirlar. Baglanan GTP Ras’in igsel GTPaz
aktivitesi ile hidrolize ugrar (Sekil 2.8)

Ras’m GTP bagh olan formu, bu proteinin baglandig:i sinyal iletiminin daha alt
basamaginda bulunan efektorlerinfosforillenerek sinyal iletimine katilmalarina sebep
olmaktadir. GTPaz bozuk olmast molekiilin GTP formunun devamli olarak aktif
kalmasina yol actigindan niikleus proteinleri ve DNA transkripsiyonu devamli olacaktir
(Quincoces ve ark. 1997; Lowitz ve Casciato2000; Martinez ve ark. 2003; Telkoparan
ve Tazebay.2011).
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Guanin Degisim Faktorleri
(GEF)
GTP

GDP

INAKTIF AKTIF

GTPaz Aktive
(p) Edici Proteinler (GAP)

Sekil 2.8.Ras ailesi G-proteinlerin islevsel dongiileri (Telkoparan ve Tazebay2011).

Rb

Rb geni, insanda 13. kromozomun iizerinde yer alan tiimor baskilayici gen olarak
bilinmektedir. Rb proteini, Rb gen trtind olup hiicre siklusunu diizenlemede 6nemli role
sahip niikleer bir fosfoproteindir. Rb proteini, S fazinda hiicresel replikasyonda yer alan
nikleer transkripsiyon faktori olan E2F proteini ile etkilesmektedir. Bu etkilesim
E2F’nin transkripsiyon faktorii olarak islev gormesini 6nlemektedir. Rb proteininin
fosforile hali inaktif formdayken, defosforile olan hali ise aktiftir (Kopnin 2000,
Hanahan ve Weinberg 2000). Fosfarlanmamis Rb, E2F tarafindan kontrol edilen
genlerdeki transkripsiyonu baskilamak amaciyla, E2F’ye baglanir. Rb’nin G1’in
sonunda fosforlanmasi, E2F’den ayrilmasina neden olur. Hiicre dongiisiiniin devami
icin gerekli proteinleri kodlayan hedef genlerin ekspresyonunu uyarmaktadir. Rb
mutantlar (yapisal fosforile olmus ve E2F baglanmamus), S fazi restriksiyon bolgesinde
kontrolstiz hiicre bdliinmesine neden olur ve devaminda hiicrelerde tiimorojenik

olabilmektedir (Kopnin 2000, Hanahan ve Weinberg2000).
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2.6. Apoptozisin Belirlenmesinde Kullanilan Ydntemler

Apoptozis terimi, 1972 yilinda ilk kez kullanildiginda hiicrenin disg goriinlimiine gore
karar veriliyordu. Ilk kez morfolojik kriterlere gore belitlenen apoptozis, 80'li yillarin
sonunda DNA kiriklarinin olustugu ve olusan bu kiriklarin saptanmasina yonelik
yontemlerle tayin edilmeye baslanmistir. 90’li yillarda ise apoptotik hiicrelerde
kaspazlarin aktivasyonu ile ilgili bulgularin ortaya c¢ikmasiyla apoptozis, kaspaz
aktivasyonlarinin belirlenmesine yonelik metodlarla tayin edilebilmistir. 90'larin
sonunda ise fosfatidilserin translokasyonunu belirleyen yéntemler apoptozis belirlemede

kullanilmastir.

Apoptozisin tayin edilmesine yonelik gelistirilen bu metodlari, 2000'li yillarin
baslarinda gelistirilen, sadece apoptotik hiicrelerde kaspaz aktivitesiyle kirilan keratin
18 proteini, kirildiktan sonraki 6zgiin formunu saptayan antikorlarin kullanimi ile daha
spesifik olarak saptanmasi takip etti. Apoptozisin belirlenmesinde kullanilan yontemler

ve analizler genel hat itibari ile soyledir;
— Morfolojik goriintiilleme yontemleri

— Immunohistokimyasal analizler
— Biyokimyasal analizler
— Immiinolojik analizler

— Molekiiler biyoloji yontemleri (Ulukaya 2003, Aksit ve Bildik 2008,Giiles ve Eren
2008).

2.7. Flavonoidler

Flavonoidler, polifenollerin en biiylik grubunu olustururken, izoflavonlar, flavanoller,
antosiyaninler, flavonlar ve flavanonlarolmak {izere alt smiflar1 bulunmaktadir.
Yapilarinda iki benzene halkasi ile bunlar1 birbirine baglayan {i¢ karbonlu zincir yer alir
(Sekil 2.9.). Yapida yer alan iki fenolik benzen halkasi (Ave B) bir heterosiklik piren
halkasi (C) ile baglanmistir (Kroft 1998). Kismen polarize olan molekiiliin ii¢ halkas1 da

dizlemseldir. Flavonoidlerin-OH gruplari kolayca glikozitlesme 6zelligindedir.
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Sekil 2.9.Flavonoidlerin temel halka yapisi(Kahraman ve ark. 2002).

Dogada 5000 iizerinde flavonoid yapisinda bilesik vardir. Bunlar bitkilerdeki renkli olan
kirmizi, mavi ve sar1 pigmentleri olustururlar. Baglica flavonoid kaynaklar1 elma, limon
gibi meyveler ile sogan ve karnabahar gibi sebzelerdir (Manach ve ark. 2004). Ayrica,
kahve ve cay gibi bitkisel kaynakli icecek kategorisinde yer alirlar. Polifenollerin ve
flavonoidlerin diger antioksidan molekiil ve enzimlerle birlikte, antioksidan savunma
sistemine katki saglayarak pek c¢ok hastalifa karst koruma gorevi iistlenmektedir
(Rodrigo ve ark. 2014). Oksidatif stres, reaktif oksijen tirleri ve antioksidanlar
arasindaki dengesizlikten kaynaklanan bir durumdur (Yalgin 1998). Oksidatif stresin
ateroskleroz, kanser, yaslanma ve nérodejeneratif bozukluk ve hastalik ile iligkisi
bulunmaktadir (Yalgin 1998, Aktan ve Yalgin, 1998). Flavonoidlerin antioksidan
kapasitesi molekiil yapisina bagli olurken, serbest radikal siipiiriicii aktivitelerinin
olmasida hidroksil gruplarinin konumuyla alakali oldugu bildirilmistir (Kroft 1998). Bu
molekdllerin antiviral, antialerjik, antikoagilan, antiinflamatuar etkileri Gzerinden
terapotik potansiyelleri de mevcuttur (Wang 2000). Flavonoidler gucli antikanser
ajanlar1 olarak bilinirler. Bu 6zellikleri antimutajenik ve antiproliferatif etkilerinden ve
anjiogenez ile hicre sinyal iletimi ve hicre siklusunun kontroliindeki rollerinden ileri
gelmektedir (Chahar 2011).

Flavonoidlerin antioksidan ve poliferasyonu Onleyici islevlerine ilaveten apoptozu
tetikleme, hiicre farklilagmasi ve hiicre dongiisiinii diizenleme gibi 6zelligi bulunur

(Choi ve ark. 2008).
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2.8.Kuersetin

Kuersetinin antioksidan, antiinflamatuar, antiagregan ve vazodilatator etkileri oldugu
bilinmekle birlikte cogunun etki mekanizmasi tam olarak aydinlatilamamistir.
Antioksidan etkinin serbest metallerin baglanmasi, serbest radikallerin temizlenmesi,
enzim inhibisyonu ve koruyucu enzimlerin ekspresyonunun indiiklenmesi gibi farkli
kaynaklar1 oldugu diistiniilmektedir. Calismalar kuersetinin biyoyararlanimini arttiracak

stratejiler lizerine yogunlagsmaktadir (Nam ve ark. 2016).

Kuersetinin biyolojik aktivitesi metal iyonlarinin varligi ile etkilenmektedir. Kuersetin
yapisinda bulunan hidroksi- ve 0xo- gruplarinin varligr (Sekil 2.10) cesitli metal
iyonlari ile kompleksler olusturma kabiliyeti saglar (Misiak ve Chruscinskca 2010).

Sekil 2.10.Kuersetin agik yapist (Li ve ark.2016).

Kuersetin potansiyel bir antikanser ajan olarak giiclii etkinlikleri bulunmaktadir. Farkli
kanser hiicre hatlarinda apoptozu aktive ettigi, farkli hiicre soylarinda da apoptotik

hiicre popiilasyonunu arttirdigi gosterilmistir (Vidya ve ark. 2010).

Yapilan biitiin calismalardan elde edilen sonuglara bakildiginda, kuersetinin kanser
hlcreleri icin toksik, normal hticreler igin daha az toksik veya toksik olmayan bir etki
gosterdigi ve kanser tedavisinde kullanilma potansiyeli oldugu gdosterilmektedir
(Moretti ve ark. 2016). Ancak, antikanser etki ve mekanizmalarin ortaya ¢ikarmak ya

da hedef dokuya ulasmasi i¢in yeni arayis ve girisimlere gereksinim vardir.
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Kuersetin nanopartikiilleri ile yapilan c¢aligmalar kullanilan dozun diisiiriilmesi,
biyoyararlaniminin artmasi ve antikanser etkisinde artis gibi sonuglara neden oldugu

gosterilmistir (Sekil 2.11) (Khan ve ark. 2016).

{
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Sekil 2.11.Kuersetinin antikanser etkisiyle ilgili hiicre i¢i proteinler ve yolaklar (Khan
ve ark. 2016).
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2.9. Flavonoid ve Metal Komplekslerin Kanser Tedavisinde Kullanimlari

Metal bilesikleri gegmisten gilinlimiize bakildiginda kanser tedavisinde oldukca biiyiik
bir basar1 gostermektedir. Calismalarda siklikla yer verilen bu metal bilesikler
etkinliklerinden dolay1 da tercih edilmektedir. Bakildiginda, kanser ve 16semide metal
ve metal igeren bilesiklerin terapotik (tedavi edici) kullanimi 16. yiizyila dayandigi
gorlilmektedir (Warra 2011). Metal bilesik igceren antikanser ilag cisplatinin, 1965
yilinda Rosenberg tarafindan antiproliferatif etkisinin kesfi ve 1978 yilinda FDA

28



tarafindan onaylanmasi ile kemoterapotik bir madde olarak gesitli kanser tiirlerine karsi
yiiksek etki gosterdigi kanmtlanmistir (Rafique ve ark. 2010). Cisplatin her ne kadar
basaril1 olsa da heniiz 6nlenemez yan etkileri de bulunmaktadir (Florea ve Biisselberg,
2011).

Flavonoid-metal kompleksleri yeni ilag gelistirme calismalarinda 6n plana ¢iktigi
gbzlenmistir. Bunun nedeni mevcut kanser ilaglarinin tedavi siirecinde yeterli basari
saglamamasindan kaynaklanmaktadir. Flavonoidler, metal bilesiklerle kombine
edildiginde, yan etkilerini azalttig1 ve tedavi etkinligini arttirdig1 gozlenmistir. Ayrica,
flavonoidler yapilarindaki karbonil ve hidroksil gruplari ile metal iyonlarinit koordine
edebilir ve metal kompleksleri olusturabilirler (Kasprzak ve ark. 2015).

Metal komplekslerinin biyokimyasal ve farmakolojik aktiviteleri serbest ligandlarla
karsilastirildiginda artmistir (Dolatabadi, 2011). Flavonoid metal komplekslerinin
antikanser etkileri in vitro olarak insan servikal karsinomu (Durgo ve ark. 2011), insan
hepatomu ve osteoblast karsinomasi iizerinde kanitlanmistir (Etcheverry ve ark. 2008).
Bu nedenle literatiirde son yillarda bu bilesiklerin sentezi ve uygulamasi ile ilgili

calismalar yer almaktadir.

2.10. Tez Calismasinda kullanilan Cu(ll) Flavonoid Kompleksinin Biyokimyasal
Yapisi

Bu tez ¢aligmasinda kullanilan[Cu(queH-1)Cl(phen)].2.5H20 (queH = kuersetin, bpy =
2,2'-bipyiridin)], (molekiill agirlig: 625,5 g/mol) seklinde formiile edilen Cu(Il)
flavonoid kompleksi Bursa Uludag Universitesi Fen Fakiiltesi Kimya bolimi Dog. Dr.
Hasene Mutlu Gengkal ve ekibi tarafindan sentezlenmis, karakterizasyonu yapilmis ve

yaymlanmistir (Alper ve ark. 2019).
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1.5H,0

Sekil 2.12. Cu(ll) flavonoid kompleksinin kimyasal yapisi,
[Cu(queH1)Cl(phen)].2.5H.0(queH = kuersetin, bpy = 2,2'-bipyiridin)] (Alper ve ark.
2019).

Flavonoidler metal iyonlariyla kompleks olusturabilmektedir. Flavonoidlerin metal
iyonlariyla selat yapma yetenekleri, kapsamli bir farmakolojik etkinlik katmaktadir.
Yapilan c¢alismalar incelendiginde, flavonoid metal kompleksi etkinliginin, tek basina

flavonoid etkinliginden daha fazla oldugunu gostermektedir (Afanas’eva ve ark. 2001).

Yapilan bir calismada, kuersetin-Cu kompleksinin DNA ile etkilesimi incelenmis ve
kompleksin antitimor 6zellik gosterdigi belirtilmistir. Caligmada, kompleksin antitiimor

mekanizmasinin, yalnizca reaktif oksijen tiirleri olusumu ile ilgili degil ayn1 zamanda

kompleksin DNA iizerine spesifik etkinlik gosterdigi bulunmustur (Tan ve ark. 2009b).

30



3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal
3.1.1. Kimyasal maddeler

- Cu(II) Flavonoid Kompleksi, Bursa Uludag Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi
Kimya Bolumu

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

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

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

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

-Muse® OxidativeStress Kit, Merck Millipore

-Muse® Cell CycleAssay Kit MCH100106, Merck, Almanya

-Fetal sigir serumu (FBS), Gibco

-Penisilin-Streptomisin Solisyonu (10.000U/ml penisilin,10mg/ml streptomisin), Gibco
-Fosfat tuz tamponu (PBS), Gibco

-Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM), Gibco

-Roswell Park Memorial Institute Medium (RPMI), Gibco

-0,05% Tripsin-Etilen Diamin Tetra asetik Asit (Tripsin-EDTA), Gibco
-Dimetil sulfoksit (DMSO), Sigma

-Triton X-100, Sigma

-Adenosine 5'-triphosphate (ATP) Chemosensitivity Assay, Dcs Innovative
DiagnosticSysteme, Hamburg, Almanya

-Tripanmavisi (%0,5), Biological Industries

-Hoechst 33342 62249, Thermo Fisher Scientific, ABD

-Tris baz1 TRS001, Bio Shop, Kanada

-TCA T6399, Sigma, ABD

-Stlforodamin B sc-253615A, Santa Cruz, ABD

-Asetik asit 100063, Merck, Almanya

31



3.1.2. Sarf malzemeler

-25cm? ve 75cm?’lik flask, Sunub

-6 kuyulu plate, Sunub

-96 kuyulu flatplate, Sunub

-96 kuyulu beyaz pleyt 3917, Corning, ABD

-5ml ve 10ml hacimlerinde enjektorler, Set inject

-10ul’lik pipet uglari, Expell

-100ul’lik pipet uglari, Expel

-200ul’lik pipet uglari, Expell

-1000pu!’lik pipet uglari, Expell

-10 ml hacimli serolojik pipet, Sunub

-25 ml hacimli serolojik pipet, Sunub

-Steril tek kullanimlik filtreler (0,2 mikron ¢apinda), Non-pyrogenic
-Steril santrifuj tlpleri (15ml), Sunub Steril santriflyj tupleri (50ml), Sunub
-Thoma lami1, Marienfeld, Almanya

-Kriyovial, Sarstedt, Almanya

-1 mI’lik cam pastor pipetler, ISOLAB, Almanya

-Otoklavlanabilir cam sise, Isolab, Almanya

3.1.3. Cihazlar

-Aspirator, Rocker 300, Tayvan

-Kuru hava sterilizatort, Elektromag M 420, Turkiye
-Santriflij, NF 800R, Turkiye

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

-10ml pipet, Eppendorf

-5-50ul Transfer pipet, Thermo Scientific

-Pipet boy, ISO fill

-20-200p1 Transfer pipet, Brand, Almanya
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3.2. Yontem

3.2.1. Cu(ll) flavonoid kompleksinin hazirlanmasi

Cu(Il) flavonoid kompleksinin, [Cu(queH-1)Cl(phen)].2.5H20 (queH = kuersetin, bpy
= 2,2'-bipyiridin)], (molekiil agirligi: 625.5 g/mol) stok ¢ozeltisi 100 mM olacak
sekilde 62.55 mM DMSO ile hazirlandi. Coziilen kompleks, 0,5ml1’lik tiplere 25’ser pl
olacak sekilde alikotland1 ve -20°C’de saklandi. Her deney i¢in kullanilacak miktara

gore seyreltmeler ise kiiltiir besiyerinde yapildi.

3.3. Hicre Kulttra

Kullanilan A549 insan akciger kanseri hicreleri -80°C” de muhafaza edilmekte olup

hiicrelerin karakteristik 6zellikleri ¢izelge 3.1.” de verilmistir.

Cizelge 3.1. A549 Insan Akciger Kanser Hiicresinin Ozellikleri

A549 EGFR, Yabani Tip
Adenokarsinom PTEN, aberasyon yok
P53, yabani tip K-Ras,mutasyon (Serl12)
Rb, aberasyon yok p16,homozigot delesyon

3.3.1.Hucrelerin stoktan cikartilmasi

Hiicreleri ¢ogaltmak amaciyla kullanilan kriyotiipler, -80°C’de muhafaza edilen
dolaptan alinarak sicak su banyosunda hizli bir sekilde ¢oziildii. Coziinmiis hiicre
stispansiyonu; %10 FBS (Fetal sigir serumu), %1 penisilin-streptomisin ve L-glutamin
iceren 5 ml RPMI (Roswell Park Memorial Institute medium) besiyeri igeren 15 ml’lik

santrifiij tliplere aktarildi. Santrifiij tip 1.000 rpm’de 5 dk santriflij edildikten sonra
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stipernatant kisim aspire edildi ve hiicre peleti {izerine 1 ml besiyeri ilave edilerek

hiicrelerin siispansiyon hale gelmesi saglandi.

Stispansiyon (izerine 4 ml besiyeri daha ilave edildi ve tim hacim 25 cm?’lik flaska
aktarildi. Ardindan flask; 37°C ve %5 CO- kosullara sahip inkiibatore kaldirildi.

3.3.2.Hucrelerin pasajlanmasi

Kullanilan hiicre soylari, flask yiizeyini %70-90 kapladiklarin flask icerisindeki besiyeri
aspire edilerek uzaklastirildi. Hiicrelerin serumdan arinmasi igin flaska 2ml 1X PBS
ilave edildi ve hiicrelerin ylizeylerinin yikanmasi saglandi. PBS ortamdan aspire
edildikten sonra flask yiizeyine yapisan hiicrelerin yiizeyden ayrilmalari i¢in 0,5ml
%0,05 Tripsin-EDTA sollisyonu eklendi ve hiicreler 37°C’de, %5 CO2’li ortamda 5 dk
inkiibe edildi. Mikroskopla bakildiginda flask yiizeyinden ayrilan hiicrelere, tripsinin
inhibe edilmesi i¢in on kati1 kadar besiyeri ilave edildi. Boylece tripsinin htcreleri
ylizeyden ayirdiktan sonra hiicre membranlarima zarar vermeye baglamasi
engelleyecektir. Flask icerisindeki hticre stispansiyonu, icerisinde besiyeri bulunan
I15ml’lik falkon tiip igerisine alindi. 1.000 rpm’e 5dk santrifiij yapildiktan sonra
stipernatant kisim aspire edildi ve elde edilen hiicre peleti 1ml hiicre besiyerinde
¢oziindilkten sonra hiicre stispansiyonu 75cm?’lik flasklara alinarak 37°C’de, %5 CO2
iceren ortamda inkiibasyona birakildi. Hiicrelerin deneylerde gereksinimine gore

cogalmalar1 saglandi.

3.3.3.Hucrelerin stoklanmasi

Hiicreler konfluent olduklarinda flask igerisindeki besiyeriaspire edildi. Ardindan
hiicreler 1X PBS ile hafif¢e yikandiktan sonra PBS aspire edilerek uzaklastirildi ve
hiicrelerin  flask yilizeyinden kalkmalarim1i saglamak i¢in %0,05 Tripsin-EDTA
solisyonu eklendi. Hiicreler 37°C’de, %5 CO2’li ortamda 5dk inkiibe edildi. Mikroskop
gozlemi yapildiginda flask yiizeyinden ayrildigi kabul edilen hiicrelere, tripsinin inhibe

edilmesi i¢in on kat1 kadar besiyeri ilave edildi.
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Flask igerisindeki hiicre siispansiyonu igerisinde besiyeri bulunan 15 ml’lik falkon tiip
igerisine alindi. 1.000 rpm’de 5dk santrifiij yapildiktan sonra siipernatant kisim
aspireedildi ve pelet zerine her bir kriyovial icin 1,5ml dondurucu medium (5mi
DMSO + 5ml FBS + 40ml DMEM) karanlik ortamda ilave edildi. Hiicre siispansiyonu
kriyovialler igerisine homojen sekilde dagitilarak -80°C’ye kaldirildu.

3.3.4.Kullanilan besiyerinin hazirlanmasi

A549 hiicreleri i¢in kullanilan besiyeri ortami, %10 FBS (Hyclone USA), %1 Penisilin-
Streptomisin Solusyonu (10.000U/mlpeni-silin, 10mg/ml streptomisin, Gibco), %1 L-
glutamin (Gibco) iceren RPMI 1640 (Hyclone USA) besiyeri kullanildi.

3.3.5.Hemositometre ile hucrelerin sayim

Hicrelerin sayilmasi amaciyla hiicrelerin kaldirilmasi(tripsinizasyon) islemi sonucunda
elde edilen hiicre suspansiyonundan 10 ul 0,5ml’lik tiipe alindi ve iizerine ayni miktarda
%0,5 tripan mavisi konarak iyice karistirildi. Hematositometre distile su ile iyice
temizlendi. Bu karigimdan 10 pl alinarak thoma lamma koyuldu ve mikroskopta lam
tizerinde goriilen bes alanda parlak goriiniimlii hiicrelerin sayimi yapildi. Bulunan say1

sulandirma katsayisi ile ¢arpilarak 1ml besiyerinde ne kadar hiicre oldugu hesaplandi.

3.4.Sulforodamin B (SRB) Hiicre Canhilik Testi

Sulforhodamine B (SRB) testi 1990 yilindan beri hiicre protein igeriginin dlglimiine
dayanan hiicre canliligi/yogunlugunu belirlemek i¢in kullanilan bir yontemdir (Skehan
ve ark. 1990). Hiicrelerin canliligin1 gosteren ergonomik bir uygulamadir. Bu metod,
asidik kosullar altinda proteinlere sitokiometrik olarak baglanan SRB boyasinin

ozelligine dayanmaktadir (Vichai ve Kirtikara, 2006).

SRB, asidik kosullar altinda calisirken, bazik amino asit kalintilarina baglanan ve bazik
kosullar altinda ayrisan iki stlfonik gruba sahip parlak pembe bir boyadir ve bagl
boyanin miktar1 hiicre kiitlesini temsil eder. Bu metot, 96 kuyucuklu pleyt iginde
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yapisan hiicrelerde bilesiklerin toksisite taramasi i¢in optimize edilmis bir yontemidir.
Bu amagla inkiibasyon periyodundan sonra hiicreler %50 (w/v) soguk trikloraasetik asit
(TCA) ile fikse edilir ve 30 dk %1 asetik asit iginde %0,4 (w/v) SRB ile boyanir. Fazla
boya 5 kere %1 (v/v) asetik asit ile yikanarak uzaklastirilir. Protein baglayici boya 10
mMTris baz sollisyonu ile ¢oziilir ve optik yogunluk (absorbans) 564 nm dalga
boyunda spektrofotometre ile 6lclimi yapildi.Calismada, kullanilacak olan bilesigin
hiicre proliferasyonuna bir etkisi olup olmadigi SRB canlilik testi ile dlgiildii. Ik olarak
uygun doz sec¢imi, Cu(Il) flavonoid kompleksi ile 6 farkli konsantrasyonda (1,56-50
uM) hazirlanarak 96 kuyulu hiicre kiiltiir kaplarina eklendi. Es zamanli bir sekilde
gerceklestirilen hiicre ekimi, sayimi yapilarak 5x10° hiicre/kuyu olacak sekilde ekildi.
Hiicreler 48 ve 72 saat siireyle bilesik ile muamele edildikten sonra hiicre sayimindan
sonra belirlenmis olan doz siralamasma uygun olarak, 96 kuyucuklu hiicre kiiltiirii
kaplarmma es zamanli sekilde ekildi. Giiniimiizde akciger kanseri tedavisinde yaygin
olarak kullanilan sisplatin calismada pozitif kontrol olarak kullanildi. Ayrica Cu(II)
flavonoid kompleksini olusturan ligandlarin (kuersetin ve bipiridinflavonoidleri) 0,78-
50 M konsantrasyonlarda kullanilarak degerlendirildi.Tedavi siireleri sonunda her bir

kuyuya fiksasyon icin 50 ul TCA eklendi ve yaklasik bir saat +4°C de birakildi.

Fiksasyon sonunda kuyular distile su ile en az 5 kere yikandi ve pleyt kurumaya
birakildi. Ardindan SRB boyas1 her bir kuyuya 50 ul olacak sekilde eklendi ve 30dk
karanlikta inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda fazla boyanin uzaklastirilmasi
icin %]1 asetik asit ile kuyular yikandi ve pleyt tekrar kurumaya birakildi. SRB
boyasinin ¢6ziilmesi i¢in her bir kuyuya 150 pl 10 mM Tris baz soliisyonu eklendi ve en
az 10dk calkalayicida boyanin ¢oziinmesi beklendi. Olusan renk siddeti 564 nm dalga
boyunda ELISA okuyucusunda (FLASH Scan S12, AnalytikJena, Almanya) 6l¢tldu ve
elde edilen Optik Dansite (O.D) degerleri kullanilarak yiizde canlilik hesaplamasi
yapild.

% Canlilik asagidaki formiile gore hesaplandi:
%Canlilik = [100x (Cu(Il) flavonoid kompleksi ile muamele edilen hiicre absorbansi
ortalamasi-kor ortalama)/(Kontrol hiicre absorbansi ortalamasi-kOr ortalama)] olarak

hesaplandi.

36



3.5.MTT (Metiltiazotetrazolium) Canlhihk Metodu

MTT metodu ilk kez Mosmann ve ark. tarafindan 1983 yilinda yapilmis ve hiicre
kalturundeki hicrelerin mitokondriyel dehidrogenaz enzim aktivitesinin kolorimetrik
Olclimii esasina dayanan bir canlilik testi olmustur (Mossman1983). Bu enzim aktivitesi
yasayan hiicrelerde gozlenirken, Olen hiicrelerde goézlenmemektedir. Ortama konulan
bilesige yanit olarak hiicreler oliirse, enzim aktivitesinin azaldig1 veya kayboldugu
sOylenebilmektedir. Bu nedenle hicreler mitokondriyel dehidrogenaz enziminin
degisime ugrattigt MTT maddesine maruz birakilirlar. MTT, sari1 renkli suda
¢Ozlinebilen tetrazolium tuzudur ve sadece canli hiicreler tarafindan alinmaktadir.
Mitokondriyel stiksinat dehidrogenaz enzimi ile formazan kristallerine doniistiiriiliir (
Thom 1993). Sonug olarak; canli ve mitokondri fonksiyonu bozulmayan hiicreler mavi-
mor renkte boyanmakta ancak 6lii ya da mitokondri fonksiyonu bozulmus hiicreler ise
boyanmamaktadir. Daha sonra olusan bu formazan kristalleri SDS (%10 sodyum
dodesilsiilfat+sterildistile su + 0,01N HCI) kullanilarak suda ¢oziiniir hale getirilir ve
olusturduklart renk siddeti 570nm dalga boyunda spektrofotometre ile Olgiiliir. Sonug
olarak; baslangicta ayni sayida ekilmis ve ilag uygulanmamis kontrol hiicrelerindeki
renk siddeti ile ilaca maruz birakilan hiicrelerdeki renk siddeti birbirine oranlanir ve

ilaca maruz birakilmis hiicrelerdeki canlilik yiizde seklinde hesaplanmis olur (Sekil 3.1).
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ﬂ Mitochondrial JL
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Formazan

Sekil 3.1. MTT reaksiyon semasi (Barltrop ve ark.1991).

MTT testi igin, Cu(ll) flavonoid kompleksinin farkli konsantrasyonlari (1,56-50 pM)
hazirlanarak 96 kuyulu hiicre kiiltiir kaplarina uygulandi. A549 hiicreleri sayilarak 100
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il besiyeri icerisinde 5x10% hiicre olacak sekilde her bir kuyuya ilave edildi.
Hiicrelerde, oliimiin negatif kontrolii (maksimum canlilik, MO) olarak sadece besiyeri
ortamui icerisinde ekilen hiicreler kullanildi. Ardindan hiicreler, 48 ve 72 saat 37 °C, %5

CO2’li ortamda inkiibasyona birakild.

MTT kimyasali, pH=7,2 olacak sekilde Smg/ml PBS tamponu igerisinde stok hazirlandi.
Ardindan MTT ¢ozeltisi filtre edilerek steril hale getirildi. 48 ve 72 saat tedavi sonunda,
ekim kabinin kuyucuklarmin her birine 20 ul MTT boyas1 konuldu. Hiicreler 37 °C’de 4
saat sureyle inkiibasyona birakildi.

Olusan formazan kristallerini ¢oziiniir hale getirmek i¢in biitiin kuyucuklara %10’luk
SDS soliisyonundan 100 pl eklenerek 18 saat 37°C°de %5°lik CO2 ’li etiivde inkiibe
edildi. Inkiibasyon siiresi sonunda hiicrelerde olusan renk siddeti spektrofotometrede
570 nm dalga boyunda 6l¢iildii ve absorbans degerleri ile hiicrelerin canlilik yiizdeleri

belirlendi.
% Canlilik hesaba1:

flag uygulanmamis kontrol hiicre canliligt %100 olarak kabul edilerek, kompleks

uygulanan hiicrelerin canlilik oranlar1 asagidaki formiil kullanilarak hesaplandi.

%Canlilik = [100x (Cu(Il) flavonoid kompleksi ile muamele edilen hiicre absorbansi
ortalamasi-kor ortalama)/(Kontrol hiicre absorbansi ortalamasi-kor ortalama)] olarak

hesaplandi.

3.6.ATP (AdenozinTrifosfat) Canlihik Metodu

ATP yontemi, liiminesans bir yontemdir ve diger in vitrositotoksisite dl¢limlerine gore
cok daha hassas ve guvenilir yapabilmektedir. ATP hicre igerisinde biyolojik sentez,
sinyal iletimi, tagima, hareket gibi siiregler igin kullanilmaktadir. Hiicresel ATP, hicre
canliligin1 6lgmede en hassas parametrelerden biridir. Bu ydntemin prensibi hiicre
kiiltiiriinde biiytitiilen kanser veya normal hiicrelerdeki intraseliiler ATP igeriginin
olgiilmesi esasmna dayanmaktadir. Intraselliler ATP igeriginin miktari, yasayan
hlcrelerin sayisinin belirlenmesinde kullanilan bir gostergedir (Machara ve ark. 1987,

Andreotti ve ark. 1995, Dexter ve ark. 2003, Ulukaya ve ark. 2008).
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ATP yontemi; lusiferinin Mg*? iyonlar1 ve ATP varhiginda liisiferaz enzimi ile
oksiltsiferine katalize olup liminesans sinyal olusturmasina dayanmaktadir (Sekil 3.2).
Liiminesans sinyal (ATP konsantrasyonu) ile hiicre sayisi arasinda dogrusal bir iliski

bulunmaktadir(Andreotti ve ark., 1995; Mueller ve ark., 2004).

HO S N COOH
\©:N/ s,j/ + ATP + O

D-Lusiferin

Lusiferaz
+ Mgz+ Foton
"0 s N 0-
> </
\©:N/ S"j/ + PPi + AMP + CO;
Oksilusiferin

Sekil 3.2. ATP tepkimesi (Andreotti ve ark. 1995 degistirilerek alinmistir).

ATP testi i¢in, Cu(Il) flavonoid kompleksinin farkli konsantrasyonlar1 (1.56 - 50 pM)
hazirlanarak 96 kuyulu hiicre kiiltiir kaplarina uygulandi. A549 hiicreleri sayilarak 100
ul besiyeri icerisinde 1x10* hiicre olacak sekilde her bir kuyuya ilave edildi. Ardindan
hiicreler, 48 ve 72 saat 37°C, %5 CO>’li ortamda inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresinin
bitiminde her kuyudan 150 pl atilarak 50 pl ATP kitinin (Sigma FLASC- 1KT
Adenosine 5' triphosphate bioluminescent somatic cell assay kit, St. Louis, MO) icinde
yer alan hiicre lizis tamponu (2X) eklendi ve hiicre icerisindeki ATP’nin hiicre digina
¢ikmasi saglandi. 20 dakikalik bekleme siiresini takiben, 50 pl hicre stspansiyonu
beyaz renkli 96 kuyucuklu ekim kaplarina aktarildi ve ardindan 50 pl/kuyucuklusiferin-
lusiferaz enzimi igeren soliisyon ilave edildi. Reaksiyon sonunda olugan ATP miktar
(lusiferin-lusiferaz  bioluminesans reaksiyonu yardimiyla) luminometre (BioTek,
Winooski, USA) kullanilarak 6l¢iildii. Boylece bilesiklerle muamele edilen ve
edilmeyen htcrelerin RLU degerlerine gore, bilesiklerin sitotoksik/sitostatik etkileri
hakkinda bilgi edinildi.
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% Canlilik asagidaki formiile gore tayin edildi:

%Canlilik = [100x (Cu(Il) flavonoid kompleksi ile muamele edilen hiicre absorbansi
ortalamasi-kor ortalama)/(Kontrol hiicreabsorbansi ortalamasi-kor ortalama)] olarak

hesaplanda.

3.7. Floresan Boyama Yontemi ile Olum Modunun Belirlenmesi

Floresan boyalar, DNA’ya baglanabildiklerinden hiicrenin kromatinini yani nikleusunu
gorundr hale getirmektedir. Bu da hticreler tizerinde mikroskobik olarak incelemeler
yapmamiza olanak saglamaktadir. Hoechst 33342, hiicre membranindan gecebilen ve
DNA'ya kolaylikla baglanabilen bir boyadir. Canli ve o6li (apoptotik/nekrotik)
hiicrelerin niikleuslarint boyamak i¢in kullanilmaktadir. Propidiyum iyodiir (PI) ise
yalnizca membrani hasarli hiicrelere girebilen, dolayisiyla primer nekrotik veya gec

apoptotik/sekonder nekrotik hiicreleri boyayabilen floresan niikleik asit boyasidir.

Bu boya canli hiicreler tarafindan disar1 atilmaktadir. Primer nekrozis (hiicre hacminin
artmas1 fakat fragmente ya da piknotik niikleuslarin gézlenmemesi) toksik kosullar
(hipoksi, iskemi, hipertermi, vb.) altinda gerceklesen klasik Olim seklini
gostermektedir. Sekonder nekrozis ise, piknotik ya da fragmente niikleus ile karakterize

olup, apoptozisin ge¢ sathasi olarak bilinmektedir.

Hiicre kiiltiiriinde, apoptozise giden hiicrelerin membranlari intakt (erken apoptozda)
olmasina ragmen daha ileri donemlerde ge¢ apoptozis / sekonder nekrozun gelismesi ile
hiicrelerin membran biitiinliikleri tamamen bozulmaktadir. Sekonder nekroz asamasina
kadar olan sure iginde hucreler non-vital boyalar denilen (P1) boyalar ile boyanacak
olurlarsa apoptozis baslamis olmasina ragmen membran yapisinin bozulmasindan
dolay1 bu boyalarla boyanamazlar. Yani PI negatif ve Hoechst boyas1 pozitif boyanir.
Sekonder nekroz gelistikten sonraki asamalarda hiicreler membran biitiinliiklerinin
bozulmas1 ile non-vital boyalar ile boyanmaya baglarlar. Dolayisiyla PI pozitif ve
Hoechst pozitif boyanmaktadir (Ulukaya ve ark. 2011). Boyama yapilmasi i¢in dnce, 96
kuyulu hiicre ekim kaplar1 igerisine 100 pM besiyeri eklendi. Hazirlanmig Cu(II)

flavonoid kompleksinin belirlenen doz araliginda 4 dozu (25-3,12 uM) sirasiyla
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kuyucuklara eklendi. Ardindan A549 hiicreleri de eklenerek 24 saat inkiibasyona
birakildi. 24 saat ilag uygulamasini takiben hiicrelere zarar vermeden iizerlerinden 50 pl
uzaklastirildi. 5 pl Hoechst (Cell Viabilityimaging Kit; nucleidye, Roche, Mannheim,
Germany) 5 ml PBS igerisine pipetlendi ve kisa bir vorteks yapildi. Her kuyuya 50 pl
hazirlanmis olan bu karisimdan ilave edildi ve hiicreleri kaldirmamaya dikkat edilerek
pipetaj yapildi. 37°C, %5 CO2’li ortamda 30 dk inkiibasyon sonrasinda floresan
mikroskop altinda degerlendirildi.

3.7.1.Anneksin-V-FITC boyama yontemi

Hiicreleri, hiicre zarinin sitoplazmaya bakan yiizeyinden, 6zel membrani lipitlerinden
fosfotidilserin bulunmaktadir. Hiicre apoptozise gittiginde, bu fosfotidilserinler
membranda yerlerini degistirerek hiicre zariin dis kismia yerlesmektedir. Bu erken
apoptotik evrede gergeklesirken, hiicrenin de biitliinliigiiniin  bozulmadigini
gostermektedir (Overbeeke ve ark. 1998, Tesarik ve ark. 1998, Zhang ve ark. 2016).
Buradaki anneksin-V, fosfotidilserine baglanir, goriintiillemenin saglanmasi adina
floresan madde kullanilmaktadir. Apoptotik hiicrelerin goriiniir hale gelmesini saglayan
bu yontem, hiicre kiiltiiriinde kullanilmaktadir (Kockx ve ark. 1998, Overbeeke ve ark.
1998, Tesarik ve ark. 1998, Ulukaya ve ark. 2011).

Boyama i¢in 96 kuyulu hiicre kiiltiir kaplarma besiyeri ve Cu(Il) flavonoid
kompleksinin hesaplanan 4 doz (25-3,12 pM) uygulandi. Ardindan A549 hiicreleri
sayilarak 200 pl igerisinde 1x10* hiicre olacak sekilde 3 tekrarli ekildi. Ilag uygulama-
larin1 takiben hiicreler 24 saat siireyle 37°C, %5 CO,’li ortamda inkiibasyona birakildu.

Inkiibasyon siirelerinin sonunda hiicreleri zedelemeden iizerlerinden tiim besiyeri
(vaklasik 180 pl) uzaklastirilarak Anneksin-V-FLUOS Staining Kit (Roche, Manheim,
Germany) igerigine uygun olarak c¢aligildi. 500 pl IncubationBuffer igerisine 5 pl
Anneksin-V-Fluorescein ve 5 pl PI boyasi pipetlendi. Ayrica hiicrelerin niikleus
morfolojisini de bakmak amaciyla Hoechst 33342 (200 pg/ml) boyast son
konsantrasyonu 5 pg/ml (40X sulandirilarak) olacak sekilde bu karisima eklendi. Her

kuyuya boya karisimindan 30 pL pipetlenerek yarim saat oda sicakliginda inkiibasyona
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birakildi. Inkiibasyon sonunda ekstraktin hiicrelerde sebep oldugu 6liim sekli floresan

mikroskop altinda degerlendirilmesi yapildi.

3.8.M30 Antijen (Kaspazla kirilmis sitokeratin 18) Metodu

Sitokeratinler (CK), kanser tanisinda ¢ogunlukla kullanilan intermediatfilament protein
ailesine ait 0zel proteinlerdir. Apoptozis sirasinda ise sitoiskeletin dnemli bir protein
olan CK18 sadece apoptotik hiicrelerde aktif olan bir enzim grubu olan kaspazlarin
etkisi ile kirilarak, kirilmis CK18’i (CK18-Asp396) olusturmaktadir (Leers ve ark.
1999). M30 monoklonal antikor, 6zellikle CK18’in Asp396°da kirilan fragmanini (M30
antijen) taniyarak CK’lerin apoptotik bir belirte¢ olarak kullanimini saglamaktadir
(Sekil 3.3) (Ueno ve ark. 2003). Bodylece apoptozise 6zgii bir belirteg olan kirilmig
CK18, ELISA yontemiyle saptanmis olmaktadir. Ozel olan CK18’i taniyan M30
antikoru, hiicrelerin bulundugu ortamla temas ettirildiginde, ortamda apoptotik hiicreler

de var ise, apoptozisin varlig1 kanitlanmis olmaktadir.

SITOKERATIN-18

Kaspaz-3. -7, -9

e e e+ e w— I R

396 M30

Sekil 3.3.Sitokeratin 18’in kaspazlar araciligiyla kesilmesi ve bolgenin M30 antikoru ile
taninmasinin sematik gosterimi (Micha ve ark. 2008).

A549 hiicrelerinin ekimi yapilip ardindan Cu(Il) flavonoid kompleksi ile muaeleme
edilerek (3,12-25 pM) 48 saatlik inkiibasyon sonunda tim kuyulara 10 pl %10’luk NP-
40 (Sigma, St. Louis, MO) ilave edildi. 15 dk oda sicakliginda 600 rpm ¢alkalayicida
inkiibasyona birakildi. Tiim kuyulardaki supernatant toplandi ve 2000 rpm’de 30 saniye
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santrifiij edilip M30 Apoptosense ELISA kit igerigine uygun olarak c¢aligildi.
Supernatantlar, kitin icerisinde yer alan CK18’i tantyan fare monoklonal M30 antikoru
kapli striplere 25 pl pipetlendi.

Orneklerin hepsinin Uzerine 75 pl horseradish peroksidaz konjugati eklenip, 4 saat
boyunca 600 rpm c¢alkalayicida oda sicakliginda inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon
stiresi bitiminde 6rneklere 250 pl yikama soliisyonu ilave edilerek 5 kez yikama yapilip
ve ardindan 200 pl TMB substratt eklendi. 20 dk oda sicakliginda ve karanlikta
bekletildi. Reaksiyonu durdurmak i¢in 1N H2SOg4 iceren 50 pl stop ¢ozeltisi ilave edildi

ve olusan renk siddeti, 450nm’de spektrofotometrede okuma yapildi.

3.9.Akim Sitometri Analizi

Flowsitometri tek bir hicrenin optiksel ve floresan karakteristiklerini 6lgmeyi saglayan
bir yontemdir. Floresan boyalar DNA, RNA gibi farkli hiicresel bilesenlere
baglanmaktadir. Ayrica floresan boyalarla konjuge olmus antikorlar, hiicre
membranlarinda ya da hiicrenin igerisindeki belirli proteinlere baglanabilmektedir. Her
bir 0zel antikor FITC, PE, 7-AAD (7- Aminoaktinomisin D) gibi floresan boyalarla
isaretlenmistir. Isaretlenmis hiicreler 151k kaynagindan gectiklerinde floresan molekiiller
daha yiiksek bir enerji durumuna ge¢mektedir. Kendi dinlenme halini aldiklarinda,
yuksek dalga boyunda florokromlar 151k enerjisi yayarlar. Her biri benzer uyarma dalga
boyu ve farkli emisyon dalga boyundaki ¢oklu florokromlarin kullanimi, cesitli hiicre
ozelliklerinin ayni anda Olgiilmesine izin verir. Propidyum iyodiir, fikoeritrin ve
fluoresin gibi siklikla kullanilan boyalardir. Internal floresan rezonans enerjisi transferi

sayesinde ikili boyalar daha uzun dalga boyu ve daha ¢ok renk olustururlar (Michels ve
ark. 2000).

3.9.1.Kaspaz 3/7 aktivitesi

Kaspazlar, apoptozis olarak adlandirilan slrecte, merkezi bir éneme sahip sistein-
aspartik proteazlardir. Apoptotik sinyal sirasinda etkinlik gosteren kaspaz 3/7
aktivasyonu, hucre 6limi konusunda bilgi vermektedir (Riedl ve Shi 2004). Kaspaz 3,
DNA onariminda gorevli olan PARP’1 kirar ve inaktive eder ve DNA onarimini

engeller. Bazilar1 ise bir dizi DNaz’1 aktive ederek DNA’nin parcalanmasina neden olur
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(Ulukaya 2001, Oliver ve Valette 2005). Cu(II) flavonoid kompleksi dozlar1 6,12 uM ve
12,5 uM olacak sekilde hesaplandi ve 6 kuyulu hiicre kiiltiir kaplarina hazirlandi.

Kuyulara 150x10° hiicre olacak sekilde A549 hiicreleri ekimi yapildi. 24 saat 37°C, %5
CO2’li ortamda inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi 24 ve 48 saat olarak belirlendi. Tedavi
siireleri bittiginde oncelik olarak kitin bilesenlerinin oda sicakligina gelmesi saglandi. 6
kuyulu hiicre kiiltiir kaplar1 igerisindeki besiyeriaspire edildi. Hiicreleri serumdan
uzaklastirmak amaciyla kuyular 2 ml 1X PBS (Gibco) ilave edilerek hiicre ylizeyinin
yikandi. PBS ortamdan uzaklastirildiktan sonra yiizeye yapisan hucrelerin yiizeyden
kaldirilmasi i¢in 0,5 ml %0,05 Tripsin-EDTA (Gibco) soliisyonu kullanildi ve hiicreler
37°C’de, %5 CO2’li ortamda 5 dk bekletildi. Inkiibasyon sonunda mikroskopla
incelendiginde yiizeyden ayrilan hiicreler, tripsinin inhibe olmasi i¢in on kati besiyeri
ile muamele edildi. Boylelikle tripsinin hiicre membranina zarar vermesi engellenmis
oldu. 6 kuyulu hiicre kiiltiir kaplar1 icerisindeki hiicre slispansiyonu, icerisinde besiyeri
bulunan 15ml’lik falkon tiip icerisine alindi. 800 rpm’de 5 dk santrifiij yapildiktan sonra
siipernatant kisim aspire edilerek cikarildi ve 1 ml’sinde 2x10%-5x10° hiicre olacak
sekilde hiicre peleti sulandirildi. Tedavi gruplarint igeren etiketli ependorflara hiicre
stispansiyonundan 50 pl eklendi. Daha sonra kaspaz 3/7 soliisyonundan her bir tedavi
grubunu iceren ependorflara 5 pl konuldu. Kisa bir pipetaj isleminin ardindan
ependorflar kapaklar agik bir seklide 37°C’de, %5 CO2’li ortamda 30dk inkiibe edildi.
Inkiibasyon siiresi sonunda ependorf igerisinde hiicre siispansiyonlarina 150 ul DNA’ya
baglanabilen 7-AAD eklenerek kisa bir pipetaj gergeklestirildi. Daha sonra oda
sicakliginda karanlikta 5 dk inkiibasyona birakildi. Daha sonra muse cihazinda

kaspaz3/7 aktivitesi degerlendirildi (Sekil 3.4).
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Sekil 3.4.Kaspaz 3/7 aktivitesinin dl¢tilmesi (Anonim 2013a).

3.9.2. Anneksin-V aktivitesi

Apoptotik hiicrede karakteristik olan O6zelliklerden biri de membrani i¢ ylizeyinde
bulunan fosfotidilserinlerin, membranin dis ylizeyine ge¢is yapmalaridir. Bu siirecte,
spesifik olan hiicresel proteinlerin pargalanmasi, kromatin yogunlagsmasi ve apoptozun
gec evresinde membran biitlinliigliniin bozulmasi da gozlenmektedir. Fosfatidilserinin
translokasyonu, hiicre membran biitlinliigiiniin bozulmadig1 apoptotik hiicre 6liimiiniin
erken donemlerinde meydana gelmektedir (Giiles ve Eren 2008). Anneksin-V,
fosfatidilserin icin yuksek affinite ile Ca*2 baglayici bir proteindir ve FITC gibi floresan
bir madde ile isaretlenerek apoptotik hiicreleri goriiniir hale getirilebilmektedir. Bu
yontemde ayrica 7-AAD boyasi da kullanilmaktadir. Bu boya DNA ig¢in giiglii affiniteye
sahip floresans 6zellikte bir kimyasal bilesiktir (Gtiles ve Eren 2008).

Boya, saglam hiicre zarindan kolayca gecemez, bundan dolay1 zar biitiinliigii bozulan
hicrelerde (ge¢ apoptotik; nekrotik) cift zincirli DNA’nin GC bakimindan zengin
bolgelerine baglanmaktadir. Boyalarin hiicrelere verdigi yanitlar Cizelge 3.2°de

Ozetlenmistir.
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Cizelge 3.2.Anneksin V ve 7-AAD boyalarina, hiicrelerin verdigi yanitlar.

Hucre Anneksin 7- AAD

Non-apoptotik - -

Erken apoptotik + -
Gec apoptotik ve 0lu + +
Cok fazla niikleer debris - +

Cu(II) flavonoid kompleksi dozlar1 6,12 uM ve 12,5 uM olacak sekilde hesaplandi ve 6
kuyulu hiicre kiiltiir kaplarina hazirlandi. Kuyulara 150x10° hiicre olacak sekilde A549
hiicrelerinin ekimi yapildi. 24 saat 37°C, %5 CO2’li ortamda inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon siiresi 24 ve 48 saat olarak belirlendi. Tedavi siireleri bittiginde dncelik
olarak kitin bilesenlerinin oda sicaklifma gelmesi saglandi. Ila¢ uygulanan kuyularin
siipernatantlari, 15 ml’lik falkonlara topland1 ve negatif kontrol kuyularinin siipernatanti
uzaklastirildi. Hiicreler tripsin ile kaldirild1 ve etiketli olan falkonlara topland1 ve 800
rpm’de 5 dk santrifiij edildi. Santrifiij sonras: falkonlarinsiipernatantlar1 uzaklastirildi ve
100 ul %1 FBS igeren besiyeri eklendi ve etiketli ependorflara 100ul hiicre
siispansiyonu alindi. Bu ependorflara 100 plMuse™ Annexin V &Dead Cell soliisyonu
eklendi. Orta hizda yaklasik 5 saniye vorteks yapildi. Karanlik bir ortamda 20 dk oda

1s1sinda inkiibasyon sonunda Muse™ Cell Analyzer cihazi ile 6l¢lim yapildi. (Sekil 3.5).
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Etiketli ependorflara
10041 Anneksin-V
Boyasindan eklenir.

Sekil 3.5.Anneksin V boyama (Anonim 2013b).

3.9.3. Oksidatif stres aktivitesi

Reaktif oksijen turleri(ROS), normal oksijen metabolizmasi sirasinda az miktarda
olusan siiperoksit radikali (O2.-),hidrojen peroksit (H202) ve hidroksil radikali (OHe)
olarak bilinmektedir. ROS, serbest radikallerin olusturdugu zincir reaksiyonlarini
baslatabilir ve hiicrede karbon merkezli ¢esitli serbest radikallerin olusumuna sebebiyet
verirler. Hicrede normal metabolik yollarda da enzimlerin aktif yerinde ara Grunler
olarak devamli sekilde serbest radikaller olusabilir (Dumont ve Beal 2011, Pelicano
2004). ROS olusumu inflamasyon, radyasyon, yaslanma, normalden yuksek parsiyel
oksijen basinct (pO2), ozon (O3) ve azot dioksit (NO2¢), kimyasal maddeler ve ilaglar
gibi bazi etkenler ile artar ve hiicrelerin lipid, protein, DNA, karbonhidrat ve enzim gibi
tiim onemli bilesiklerine etki edebilmektedir. Kanser, nérodejeneratif hastaliklar, sepsis,
diyabet ve kardiyovaskiiler rahatsizliklar gibi ¢esitli patofizyolojik hastaliklarda dnemli
rol oynamaktadir (Dumont ve Beal 2011, Pelicano 2004). Kullanilan kit, hiicre
icerisindeki superoksit radikallerini tayin ederek, oksidatif stres hakkinda bilgi

vermektedir.

Cu(Il) flavonoid kompleksi dozlar1 6,12 uM ve 12,5 uM olacak sekilde hesaplandi ve 6
kuyulu hiicre kiiltiir kaplarina hazirlandi. Kuyulara 150x10° hiicre olacak sekilde A549
hiicrelerinin ekimi yapildi. 24 saat 37°C, %5 CO2’li ortamda inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyon siiresi 24 ve 48 saat olarak belirlendi. Tedavi siiresi sonunda kitin
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bilesenlerinin oda sicakligina gelmesi saglandi. 6 kuyulu hiicre kiiltiir kaplar
icerisindeki besiyeriaspire edilerek uzaklastirildi. Hiicreleri serumdan uzaklastirmak
amaciyla kuyular 2 ml 1X PBS (Gibco) ilave edilerek hiicre yiizeyinin yikanmasi
saglandi. PBS ortamdan aspire edilerek uzaklastirildiktan sonra yilizeye yapisan
hiicrelerin yiizeyden ayrilmalari i¢in 0.5 ml %0,05 Tripsin-EDTA (Gibco) sollsyonu
kullanild1 ve hiicreler 37°C’de, %5 CO2’li ortamda 5 dkinkiibe edildi. Inkiibasyon
sonunda ila¢ uygulanan kuyularin siipernatantlari, 15ml’lik falkonlara toplandi 800
rpm’de 5 dk santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 hiicre peleti m1’sinde 1x108 -1x10" hiicre
olacak sekilde kit icerigindeki oksidatif stres ¢alisma solusyonu muamele edilerek kisa
bir pipetaj isleminin ardindan 30 dk inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda

orneklerin 6l¢ctimii Muse™ Cell Analyzer cihaz ile gerceklestirildi (Sekil 3.6).

Hucreler Oksidatif
stres miktarinmn
belirlenmesi igin uygun
hlicre sayisina gore
hazirlanir

1 Oksidatif stres (ROS) miktari
Oksidatif stres akim sitometrisinde
¢aligma solusyonu degerlendirilir
eklenir

i
['l o . g

Sekil 3.6.0ksidatif stresin 6l¢tilmesi (Anonim 2013c).
3.9.4. Hicre dongusu analizi

Hiicre dongiisii analizi “Muse® Cell CycleAssay Kit” kullanilarak yapildi. Bu amagla,
A-549 hiicreleri 2x10° hiicre/kuyu olacak sekilde 6 kuyulu pleytlere ekildikten sonra, 18
ve 36 saat boyunca muamele edildi veya hiicre senkronizasyonu gercgeklestirildi. Stire
sonunda, hiicreler {iizerindeki besiyeri 15 ml santrifiij tiiplere toplandi. Ardindan,

hiicreler soguk 1X PBS ile yikand1 ve tekrar ayni tiiplere toplandi. Hiicreleri yiizeyden
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kaldirmak amaciyla, kuyu basina 0,5 ml %0,05 Tripsin-EDTA ilave edildi ve hiicreler
37°C’de, %5 CO2’li ortamda 5 dk inklbe edildi. Sure sonunda, mikroskopla pleyt
ylzeyinden kalktig1 dogrulanan hiicreler iizerine 5 ml besiyeri ilave edilerek ayni 15
ml’lik santrifiij tiiplere topland1 ve +4°C’de 300 g’de 5 dk santrifij edildi. Stpernatant
aspire edildi ve pelet lizerine 500 ul %70’lik etanol (PBS ile hazirlanan) eklenerek,
icerik 1,5 ml’lik santrifij tiplere aktarildi, 5 saniye vorteks yapildi ve -20°C’de 3 saat
boyunca fikse edildi. Fiksasyon sonunda, hiicre stspansiyonu +4°C’de 300 g’de 5 dk
santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda, slipernatant aspire edildi. Etanolii uzaklastirmak
amaciyla, hiicreler lizerine 500 pl 1X PBS eklendi ve 5 saniye vorteks sonrasi tekrar
300 g’de 5 dk santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda, siipernatant aspire edildi ve ul’sinde
300 hiicre olacak sekilde hiicreler tizerine “Cell Cycle Reagent” pipetlendi, 5 saniye
vorteks yapildi ve hiicreler oda sicakliginda, karanlikta 20 dk inkiibasyona birakildi.
Stire sonunda, hiicrelerin dongli fazlarindaki dagilimlari, 5000 event ile Muse®

cihazinda degerlendirildi.
3.10. istatistiksel Analiz

Istatistiksel analizler GraphPad programi , ANOVA testi ile degerlendirildi. 3 tekrarli
yapilan tiim analizlerin sonuglar1 ortalama ve standart sapma ile verildi. Istatistiksel

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

4.1.SRB Canhlik Testi Bulgular

Cu(Il) flavonoid kompleksinin farkli konsantrasyonlart (1,56-50 pM), sitotoksik
etkinliginin degerlendirilmesi amaciyla A549 akciger kanser hiicrelerine uygulandi.
Tedavi suresi 48 ve 72 saat olarak belirlendi. A549 hiicrelerinde sitotoksik etkileri
mikroskobik olarak degerlendirildi (Sekil 4.1). Mikroskobik gdzlemde, doz artisina
bagl olarak hiicre dliimlerinin arttign gdzlendi. Ozellikle 50-6,25 uM Cu(ll) flavonoid
bilesigi uygulamasi sonucu doza bagl olarak A549 hiicrelerinde kontrole kiyasla hiicre
canliliginda ytiksek oranda azalmalar goriilmektedir. 1,56 ve 3,12 uM dozlarinda ise 48

saatte kontrole gore hiicre dliimlerinin oldugu goriilmektedir (Sekil 4.1).

Sekil 4.1.Cu(ll) flavonoid kompleksi ile tedavi (1.56-50 uM) sonras1 A549 hiicrelerinin
48 saat mikroskop goruntileri.
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Cu(Il) flavonoid kompleksinin AS549 akciger kanseri hiicreleri {izerine etkisi
degerlendirildiginde, 48 ve 72 saatte 50-3,12 uM ve lizerindeki dozlarinda, istatistiksel
olarak hiicre canliliginda kontrole gore anlamli bir azalmaya neden oldugu gézlendi
(p<0,001, Sekil 4.2). Alman sonucglara bakildiginda,Cu(Il) flavonoid kompleksinin,
Ab549 hiicrelerinde 48 saatte 6,25-12,5- 25 uM dozlarinda %50 altinda, 1,56 ve 3,12 uM
dozunda ise %70-80 oraninda hiicre canliligi goriildii. 72 saate bakildiginda 6,25-12,5-
25 uM dozlarinda hiicre canliligi %20’lere diismektedir. Doz artisina bagli olarak
azalmalar goriilmektedir (Sekil 4.2). 1,56 ve 3,12 uM dozlarinda ise hiicre canliligi
%350’nin altina digmiistiir. Mikroskobik gozlemde olim goriilmesine ragmen (Sekil
4.1), canlilik grafiginde %40 oraninda goriilen canlilik, SRB testinin farkli canlilik

testleri ile dogrulanmasini gerektirmektedir.

48 saat 72 saat
150 - A549 SRB
150- A549 SRB
« 1001 B

= 1W- E

E ‘ a e

- Y |
ﬁmﬁﬂ . 2 oo []

o
o 158 33 608 1i8 o Kontrol 1.56 3.12 6.25 125 25

Doz(uM) Loa{peh

Sekil 4.2.A549insan akciger kanser hiicrelerinde 48-72 saat Cu(ll) flavonoid kompleksi
ile tedavi (1.56-50 uM) sonrast SRB testi yiizde (%) canlilik grafikleri. Her bir veri
noktast 3 bagimsiz calismanin ortalamasini temsil etmektedir. *Ayni1 zaman periyodu
icinde kontrole gore farkli dozlar karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamliligi
(***:p<0,001) ifade etmektedir.

Cu(Il) flavonoid kompleksi uygulanan A549 akciger kanser hiicrelerinin ICso (kontrol
hiicrelerine kiyasla kompleksle muamele sonrasi hiicrelerin  %50’sini  6ldiiren
konsantrasyon) ve ICgo (kontrol hiicrelerine kiyasla kompleksle muamele sonrasi

hiicrelerin %90°1n1 6ldiiren konsantrasyon) degerleri Cizelge 4.1 de verilmistir.
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ICs0 degerleri incelendiginde, 48 saatte >50 puM iken 72 saatte 2,80 puM oldugu
gozlendi. ICgy degerlerine bakildiginda 48 saatte >50 uM iken, 72 saatte 9,41 uM olarak

belirlendi.

Cizelge 4.1. A549 insan akciger kanseri hiicrelerinin Cu(II) flavonoid ile 48-72 saat
tedavisi sonras1 SRB canlilik yilizdelerine gore ICso ve ICgo degerleri.

A549
IC50 1C90
48 saat >50 >50
72 saat 2,80 941

Caligsmada kullanilan Cu(II) flavonoid kompleksinin flavonoid icerigi olarak yani ligand
olarak bipiridin ve kuersetin kullanilarak sentezlenmistir. Hiicre canlilig1 iizerine olan
etkinligin flavonoidlerden mi yoksa bakir kompleksi kaynakli m1 olup olmadigini
anlamak igin kuersetin ve bipiridin flavonoidlerinin etkinlikleri de hucrelerde
degerlendirildi. Hiicrelere belirlenen dozlarinda (0,78-50 pM) 48 saatlik tedavi
uygulandi. Hiicre canliligl iizerine olan etkinligi anlamak icin SRB testi yapildi.
Flavonoidlerin yiliksek dozlarda (25 ve 50 uM) hiicre canlilig1 {izerine etkisi % 60’1n
altina olmadig1 goriildii (Sekil 4.3).

A549 SRB ®m Kuersetin
w Bipiridin

120

00 E BE B B L \
80 -
§so | =
8
® a0
20
25 25 50

Kontrol 0,78 156 312 6,25 12,
Doz (uMm)

Sekil 4.3. A549 insan akciger kanser hiicrelerinde 48 saat flavonoidligantlar1 tedavisi
sonrast SRB testi sonuglari. Her bir veri noktasi 3 bagimsiz ¢alismanin ortalamasini
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temsil etmektedir.*Ayn1 zaman periyodu icinde kontrole goére farkli dozlar
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamliligi (***:p<0,001) ifade etmektedir.

Kullanmis oldugumuz Cu(Il) kompleksinin etkinligini karsilastirmak amaciyla anti
kanser bir ilag olan ve akciger kanserinin tedavisinde kullanilan cisplatinin 0,39- 25 pM
konsantrasyonlar1 kullanilarak A549 hiicreleri iizerindeki etkileri SRB testi ile
degerlendirildi.Canlilik sonuglar1 Sekil 3.4’de verildi. Tedavi sonrasinda hiicreler, 48
saatte 12,5 uM dozunda %50 oraninda 6liim goriiliirken, 72 saatte 12,5 pM dozunda
hiicre canliliginin azaldigi gozlendi. Cisplatin, zaman ve doz artisina bagli hiicre
canliligini diistirmektedir. Ancak Cu(Il) flavonoid kompleksi, ayni dozlarda hiicre
canlilig1 tizerinde Cisplatin bilesiginden daha etkili sonucglar gdstermistir (Sekil 3.2).
Cisplatin diisitk dozlarda hiicre canliligin1 degistirmez iken Cu(Il) flavonoid

kompleksinin canlilik grafiklerinde daha etkili oldugu goriilmiistiir.

48 saat 72s3at
- Cisplatin (A549) g Cisplatin (A549)

s
Q | Q
*® 50 * 50 4

0' T T T T T T ﬂ 0' Y Y Y ' 2 T Y lrj

Komtrol 039 0.78 1.66 3,12 6.25 125 25 Kontrol 0.39 0.78 1.56 3.12 6.25 125 25
Doz(uM) Doz(uM)

Sekil 4.4. A549 insan akciger hiicrelerinin 48-72 saat Cisplatin tedavisi (0,39- 25 puM)
sonrast SRB testi sonuglari. Her bir veri noktasi 3 bagimsiz ¢alismanin ortalamasini
temsiletmektedir.*Ayn1  zaman periyodu iginde kontrole goére farkli dozlar
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamliligi (*: p<0,05 **:p<0,01 ***:p<0,001)
ifade etmektedir.

Cu(II) flavonoid kompleksinde kullanilan kuersetin ve bipiridin flavonoidlerinin ICso ve
ICoo degerleri hesaplanmis ve Cizelge 4.2°de verilmistir. Ayni1 zamanda

Cisplatinantikanser ilacinin da ICsp ve 1Cgo parametreleri degerlendirilmistir. 48 saatlik
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tedavi sonrasinda, Cisplatin ICsp degeri 17,96 uM, Kuersetin ve Bipiridin>50 pM
seklinde oldugu gozlenmistir (Cizelge 4.2). SRB canlilik testi verilerine bakildiginda

kompleksin etkinligi yalnizca flavonoidlerden kaynaklandigini dogrulamaktadir.

Cizelge 4.2. A549 insan akciger kanseri hiicrelerinin, Cisplatin ve flavonoidligantlar

(Kuersetin ve Bipiridin) tedavisi sonrasi ICso Ve 1Cgo sonuglari.

Cisplatin Kuersetin Bipiridin
IC50 1C90 IC50 1C90 IC50 1C90
48 saat 17,96 >25 >50 >50 >50 >50
72 saat 13,77 >25 >50 >50 >50 >50

4.2.MTT Canlilik Testi Bulgular:

SRB analizinde alinan sonuglar1 dogrulamak amaciyla farkli bir canlilik testi olan MTT
canlilik testi yapildi. Bu testin uygulanmasi i¢in A549 hiicreleri, Cu(Il) flavonoid
kompleksinin farkli konsantrasyonlari (1,56-50 pM) ile muamele edildi. 48 ve 72 saat
olarak belirlenen iki farkli zamanda hiicrelerin yiizde canlilik degerleri hesaplandi.
Cu(II) flavonoid kompleksinin uygulandig hiicre soylarinda zamana ve doza bagl
olarak konsantrasyon arttik¢a hiicrelerin canlilik yiizdesinde istatistiksel olarak anlaml
azalmalar gozlendi (p<0,001). Sonuc olarak 12,5 ile 50 uM arasindaki dozlarda 48
saatte %30 oraninda gozlenen 6liim, 72. saatte %15 oraninda gozlendi. 6,25 pM
dozunda 48 saatte %50 canlilik goriiliirken bu deger 72 saatte %30 oraninda diistii.
Hicrelerdeki 48-72 saat boyunca farkli konsantrasyonlarda Cu(II)flavonoidkompleksi
uygulamasi sonrasi ortaya ¢ikan sonuglar Sekil 4.5’de gosterildi.Sonuglar, SRB testinde
boyanin kimyasala baglandig1 ve bundan dolay: yiiksek dozlarda ¢okmiis olan
kimyasaldan dolay1 bir canlilik yiizdesi verdigini gosterdi. MTT testine gore, yiiksek
dozlarda 6liim goriilmekte ve zamana bagli olarak yiizde canlilik azalmaktadir

(***:p<0,001).
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Sekil 4.5. A549akciger kanseri hiicrelerinin 48-72 saat Cu(ll) flavonoid kompleksi ile
tedavi (1.56-50 uM) sonrast MTT testi sonuglari. *Ayni zaman periyodu iginde kontrole
gore farkli dozlar karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamliligi (***:p<0,001) ifade
etmektedir.

Cu(Il) flavonoid kompleksi uygulanan A549 insan akciger kanser hiicrelerinin ICsg ve
ICgo degerleri Cizelge 4.3’de verilmistir. ICso degerleri incelendiginde, 48 saatte 3,87
uM iken 72 saatte 3,81 uM oldugu gozlendi. ICo0 degerlerine bakildiginda 48 saatte
>50 uM iken, 72 saatte 25,48 uM’dur.

Cizelge 4.3. A549 akciger kanseri hiicrelerinin Cu(II) flavonoid ile 48-72 saat tedavisi
sonrast MTT canlilik ytizdelerine gore ICso ve 1Cqo degerleri.

A549
IC50 1C90
48 saat 3,87 >50
72 saat 3,81 25,48

4.3.ATP Canlilik Testi Bulgular:

Cu(Il) flavonoid kompleksinin farkli konsantrasyonlarinin (1,56-50uM) A549
hiicrelerinin intraselliiler ATP miktarina olan etkisini belirleyebilmek i¢in ATP canlilik
testi yapildi. ATP testi, SRB ve MTT canlilik testlerine gore daha hassas ve glivenilir
bir canlilik yontemidir. A549 hiicrelerine 48-72 saat siire ile kompleksin uygulamasini

takiben elde edilen sonuclar Sekil 4.6’da gosterildi. Kompleksin, konsantrasyonundaki
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artisa bagli olarak uygulandig: hiicre soylarinda intraseliiller ATP miktarinda azalmalara
neden oldugu belirlendi. Cu(Il) flavonoid kompleksinin 50 puM konsantrasyonunun
biitlin hiicre soylar {izerinde sitotoksik etki gosterdigi gozlendi. Kompleksin 1,56 uM
ile 50 uM dozlarmin hiicre soylar1 Tlizerine olan etkileri kontrol grubu ile
karsilastirildiginda hiicre canliligl tizerinde istatistiksel olarak anlamli azalmalari
(***:p<0,001) oldugu bulundu. 48 saatte yliksek dozlarda (12,5-50 uM) hiicre canlilig
%10 lara kadar diiserken, 72 saatte yliksek dozlarda %5 e diistigii gorildi. 6,25
dozunda canlilik yaklasik olarak %50 altina inerken, 72 saatte aym1 dozda canlilik
%20’lere diismiistiir. 72 saatte 3,12 uM dozunda %50 altinda canlilik gortldi. (Sekil
4.6).

48saat 72saat

AS549 ATP A548 ATP
150 4 150 4
g 100 4 = 1004 r
z -
o o
= 504 ﬂ w 50 4
0 ﬂ D f— 0

Kontrol 1.56 3.12 625 1286 25 &0
Doz(uM)

Kontrol 1.6 3.12 6.25 125 25 S0
Doz(uM)

Sekil 4.6. A549akciger kanseri hiicrelerinin 48-72 saat Cu(ll) flavonoid kompleksi ile
tedavi (1,56-50 puM) sonras1 ATP testi sonuglart. *Ayni1 zaman periyodu iginde kontrole
gore farkli dozlar karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamliligr (***:p<0,001) ifade
etmektedir.

Cu(Il) flavonoid kompleksi uygulanan A549 insan akciger kanser hiicrelerinin ICso Ve
ICg0 degerleri Cizelge 4.3 de verilmistir. ICso degerleri incelendiginde, 48 saatte 4,94
uM iken 72 saatte 2,26 uM oldugu gozlendi. ICq0 degerlerine bakildiginda 48 saatte
22,02 uM iken, 72 saatte 5,86 uM’dir(Cizelge 4.4).
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Cizelge 4.4. A549 insan akciger kanseri hiicrelerininCu(Il) flavonoid ile 48-72 saat
tedavisi sonrast ATP canlilik yilizdelerine gore ICso ve 1Cqo degerleri.

Ab549
IC50 1C90
48 saat 4,94 22,02
72 saat 2,26 5,86

4.4. M30 Antijen (Kirilmis Sitokeratin 18) Antijen Bulgular:

Cu(ll) flavonoid kompleksinin (3,25-25 uM) dozlarinda hiicreler iizerine sitotoksik
aktivite gosterdigi belirlendikten sonra hiicre 6lim modunu arastirmak amaciyla
apoptozise 0zgii bir belirtec olan kaspazlar kirilmig CK18 diizeylerine bakildi. M30
antijen Ol¢limlerinin degerlendirilmesi ic¢in standart egri grafigi hazirlandi. A549

hiicrelerinde yapilan ¢alismanin standart egri grafigi Sekil 4.7°de gosterilmistir.

3500
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Sekil 4.7. A549 akciger kanseri hiicrelerinde yapilan M30-Antijen ¢alismasinin standart
egri grafigi.
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Olgiilen absorbanslar standart egri grafigi yardimiyla belirlenen formiiller iizerinden
degerlendirilerek M30 antijen miktarlar1 U/L cinsinden hesapland1 (Sekil 4.7). A549
hiicrelerinde canlilik analizlerimizden yola ¢ikarak hiicreler tizerinde etkili olan 3,12- 25
uM doz se¢imi yapilmistir. Calisilan tiim konsantrasyonlarda kontrole oranla M30-
antijen seviyesinin istatistiksel olarak arttigi gdzlenmistir (Sekil 4.8, ***:p<0.001).
Azalan doza dogru hiicrelerde M30-antijen seviyesinin de arttig1 belirlenmistir. Dozun
arttikca toksisitesinin artmasindan dolay1 bu azalmalar gergeklesmistir. Ozellikle 3,12
UM dozunda kirilmis sitokeratin 18 seviyesini arttirmasi hiicrelerde apoptozisin

indiiklendigini gostermektedir.

A549 M30 Testi
350 oo e e
I
300 T
250 2
=
~
3 200
2 1%
= : i
100 1
0
Kontrol 312 6,25 125 25
Doz (pM)

Sekil 4.8. A549 insan akciger kanseri hiicrelerindeCu(II) flavonoid kompleksi ile tedavi
(3,12- 25 uM) sonucu 48 saatte gézlenen M30 Antijen seviyesi. *Ayni1 zaman periyodu
icinde kontrole gore farkli dozlar karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamliligi
(***:p<0,001) ifade etmektedir.

4.5. Floresan Mikroskobu Ile Yapilan Degerlendirmeler

Cu(ll) flavonoid kompleksinin 3,12-25 uM olarak belirlenen dozlarin 24.saatte A549
hicrelerinin  ndkleus morfolojisi Uzerine olan etkisi Hoechst boyama yontemi
uygulanarak floresan mikroskopta degerlendirildi. Apoptotik hiicrelerde; niikleusun
normal hiicrelere gore daha kii¢iik olma 6zelligi aranirken, nekrotik hiicrelerde
niikleusun normal hiicrelerden biraz daha biiyiik olmas1 ve daha az boya almasi1 6zelligi

arand1. Cu(II) flavonoid kompleksi ile muamele sonucunda, Hoechst boyasi ile boyanan

58



hiicrelerde kontrole kiyasla hiicre yogunlugunun belirgin sekilde azaldigi gdzlendi

(Sekil 4.9.) Hiicrelerin niikleus morfolojilerinin de degistigi, kontrolle kiyaslandiginda

piknotikniikleuslarin varligi tespit edildi.

Anneksin-V, apoptozisin erken dénemlerinde hiicrenin disina
translokeolanfosfatidilserine baglanabilen bir proteindir ve floresan bir madde ile
isaretlendiginde apoptotik hiicreler goriiniir hale getirilirilerek  incelenmesi
saglanmaktadir. Ayrica nekrotik hiicrelerin ylizeylerinde de Anneksin-V baglanmasi
goriilebildigi icin yontem ¢alisilirken ikinci boya olarak propidyum iyodiir eklendi.
Hicreler Anneksin-V floresan(yesil floresan) ve non-vital boya olan propidyum iyodur
(kirmiz1 floresan) ile es zamanli olarak boyandiginda; canli hiicreler Annexin-V
negatif/Pl negatif, erken apoptotik hucreler Annexin-V pozitif/ Pl negatif ve geg
apoptotik veya nekrotik hiicreler Anneksin-Vpozitif/Pl pozitif sonug verir.Cu(ll)
flavonoid kompleksinin 3,12-25 puM konsantrasyonunun A549 hiicreleri lzerine 24.
saatteki etkisi Anneksin-V yontemi kullanilarak floresan mikroskobu altinda

degerlendirildi.

Cu(Il) flavonoid kompleksi ile 24 saat tedavi sonrasinda A549 hiicreleri kontrole
kiyasla hiicre canliliginda azalmalar gozlendi (Sekil 4.9). A549 hiicrelerinde 3,12 M
dozunda kontrole kiyasla bariz bir farklilik goriilmemektedir. 6,12 pM dozundan
itibaren hiicre canliliginda azalmalar baglamigtir. Anneksin-V pozitif alanlardaki hicre
artiglart da gozlenmistir. 12,5 pM dozunda Anneksin-V pozitif alanda artig olmustur. 25
MM dozunda Anneksin-V pozitif/Pl pozitif alanlardaki artis artmaktadir. Bu pozitif

belirlenmesi, gec apoptozis/sekonder nekrozis gelistigini gostermektedir(Sekil 4.9).
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Sekil 4.9. A549 insan akciger kanseri hucrelerinde 24 saat Cu(ll) flavonoid kompleksi
tedavisi (3,12-25uM) sonrasinda floresan boyama goriintiileri;

A. Hoechst 33342 boyamast;

B. Anneksin-V boyamast;

C. Propidyum Iyodiir boyamasi

— Hiicrelerdeki 6liim modununapoptotik oldugunu simgelemektedir (piknotiknukleus,
yarim ay goriniimii).
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4.6. Akim Sitometri Analizleri

Cu(Il) flavonoid kompleksi ile 24 ve 48 saat tedavi olan (12,5- 6,25- 3,12 uM) A549
hiicreleri, tedavi siiresinin sonunda doz belirlenmesi amaciyla mikroskobik olarak
incelendi ve buna istinaden akim sitometri analizleri yapildi (Sekil 4.10). A549
hiicreleri kontrol amagh tedavi uygulanmadan ekimi yapilarak mikroskobik inceleme
yapildi. Saglikli goriinen hiicrelere doz degerlendirilmesi yapildi. A549 hiicrelerinde
morfolojik degisiklikler 6,25 uM dozunda basladigi gozlendi. Etki goriilen 6,25 ve 12,5

uM dozlart secilerek, bu dozlar lizerinde akim sitometri analizleri gerceklestirildi.
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3.12 uM

Sekil 4.10.Cu(l) flavonoid kompleksi (6,25-12,5 uM) ile 24-48 saat tedavi alan A549
insan akciger kanseri hiicrelerininakim sitometri analizi 6ncesinde mikroskobik

gorintdleri.

4.6.1. Kaspaz 3/7 dlciilmesinin akim sitometrisi ile degerlendirilmesi

Annexin V-Cy3 boyama sonuglarina gore, 6zellikle 12,5 uM hiicrelerin apoptoz yolu ile
oldiigii gozlendi. Apoptotik hiicre 6liimii kaspazlarin aktivasyonu ile gerceklestiginden,
kaspaz 3/7 aktivasyonu apoptotik hiicre 6l1im ile ilgili daha net bir bilgi vermektedir.
Apoptotik hiicre 6liim mekanizmasmin akim sitometrisinde kaspaz 3/7 aktivitesi
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degerlendirilmesi sonucunda; A549 hicrelerinde 24 saatte kontrolde apoptotik oran
(Q2+Q3) %7,02, 6,25 uM dozunda (Q2+Q3) %20,32, 12,5 uM dozunda ise %46,36
oldugu goriilmektedir. 48 saat sonraki apoptotik oranlara bakildiginda 6,25 uM dozunda
%42.,99 olurken, 12,5 pM dozunda bu oran %88,66 ya ylikselmistir. Doz artisina bagl
olarak artig gOsteren apoptotik oran, zamana baglhi da anlamli sekilde artis

gostermektedir (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11. Cu(ll) flavonoid kompleksinin (6,25-12,5 uM) A549 insan akciger kanseri
hicrelerinde kaspaz 3/7 degerlendirmesi ile elde edilen apoptotik ylizde degerlerinin 24
ve 48 saatlik histogramlari.

*(Q1=Nekroz, Q2=Ge¢ Apoptoz, Q3=% Canlilik, Q4=ErkenApoptoz).

Bu wverileri desteklemek iizere kaspaz aktivitesini baskilamak icin, hiicrelere ©6n
uygulama ile (24 saat) 20 pM pan-kaspaz inhibitori (z-VAD-FMK) uygulandi. Kaspaz
aktivitesinin  baskilanmasindaki amag, apoptozun kaspaz bagimli oldugunu
gostermektir. Ardindan belirlenen dozlarda Cu(Il) flavonoid kompleksi (1,56- 25 pM)
uygulandi. Bu siirecte kaspaz inhibitoriiniin etkisi SRB hiicre canlilii tespiti ile

incelendi. Elde edilen sonuclara gore, A549 hiicrelerinde 6,25-25 uM dozunda pan-
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kaspaz inhibitorii uygulamasi sonucu canli hiicre sayisinda istatistiksel olarak
anlamhiartig gorildi(**:p<0,01) (Sekil 4.12). Bu durum, hicrelerde gorulen apoptozisin

kaspaz bagimli oldugunu gostermektedir.

Oz-vad K (
A549 & z-vad-fmk (+)

% Canhihk

20
O d Ii
kontrol 1,56 3,12 6,25 12,5 25
Doz (uM)

Sekil 4.12.Pan-kaspaz inhibitdrii ile 6n tedavi sonrasinda Cu(II) flavonoid (1,56-25 uM)
kompleksi tedavisi 48 saat sonrast A549 insan akciger kanseri hiicrelerinde canlilik
sonuclari. Her bir veri noktasi 3 bagimsiz ¢alismanin ortalamasini temsil etmektedir.
* Ayn1 zaman periyodu i¢inde kontrole gore farkli dozlar karsilastirildiginda istatistiksel
olarak anlamlilig1 (**:p<0,01) ifade etmektedir.

4.6.2. Anneksin-V ol¢iilmesinin akim sitometrisi ile degerlendirilmesi

Apoptotik hiicre 6lim mekanizmasinin boyama disinda ayrica akim sitometrisinde
Anneksin-V degerlendirilmesi sonucunda; A549 hiicrelerinde 24 saatte kontrol dozunda
apoptotik oran (Q2+Q3) %9,47, 6,25 uM dozunda (Q2+Q3) %19,15, 12,5 uM dozunda
ise %56,23 oldugu goriilmektedir. 48 saat sonraki apoptotik oranlara bakildiginda 6.25
uM dozunda %54,53 olurken, 12,5 uM dozunda bu oran %93,34 e yiikselmistir.
Kontrole oranla, apoptotik hiicre sayisinda (Anneksin-V pozitif hiicrelerde) anlamli artig
gozlenmektedir. Yapilan Anneksin-V-Cy3 floresans boyama gorunttleri de bu sonucu
desteklemektedir (Sekil 4.13).
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Sekil 4.13.Cu(ll) flavonoid kompleksinin (6.25-12.5 uM) A549 insan akciger kanseri
hicrelerindeAnneksin V degerlendirmesi ile elde edilen apoptotik yiizde degerlerinin 24
ve 48 saatlik histogramlari.

*(Q1=Nekroz, Q2=Ge¢ Apoptoz, Q3=% Canlilik, Q4=Erken Apoptoz).

4.6.3. Oksidatif stresin degerlendirilmesi

Hiicrelerde gergeklesen 6limiin DNA hasarina bagli olup olmadigini kontrol etmek igin
hicrelerde oksidatif stresin bir gostergesi olan ROS iretimi akim sitometri ile
degerlendirildi. A549 hiicrelerinde 24 saatlik tedavi sonrasinda ROS miktar1 kontrol
dozunda %3,58, 6,25 puM dozunda %5,04, 12,5 uM dozunda %?21,10 oldugu
gbzlenmistir. 48 saatlik tedavi sonrasinda bakilan ROS seviyelerinde, 6,25 uM dozunda
%21,46 olurken 12,5 pM dozda %19,78 olarak belirlenmistir. A549 hiicrelerinde
kontrole kiyasla artan ROS seviyesinin doza ve zamana bagli olarak arttig1 bulunmustur

(Sekil 4.14).
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Sekil 4.14. Cu(ll) flavonoid kompleksinin (6,25-12,5 uM) A549 A549 insan akciger
kanseri ROS miktarinin degerlendirilmesi ile elde edilen apoptotik yiizde degerlerinin
24 ve 48 saatlik histogramlari.

M1: ROS negatif hiicreler (-); M2: ROS pozitif hucreler ROS (+).

4.6.4. Hicre dongusu analizinin degerlendirilmesi

Cu(Il) flavonoid kompleksinin akciger kanseri hiicrelerinde hiicre dongiisli iizerine
etkileri degerlendirildiginde; A549 hiicrelerinde 18 saatlik uygulama sonrasinda kontrol
grubunda hiicre siklus oranlar1 GO/G1: %89,6, S: %12,9, G2/M: %27,5 olarak
belirlenmigtir. Cu(Il) flavonoid kompleksinin 3,12 uM dozunda GO/G1: %S58.,5, S:
%12,8, G2/M: %28,6; 6,25 uM dozunda GO/G1: %57,1, S: %17,9, G2/M: %24.,8; 12,5
uM dozunda GO/G1: %66,1, S: %11,2, G2/M: %?22,8 olarak belirlenmistir. 36 saatlik
hiicre dongiisii degerlendirilmesinde kontrol grubunda hiicre siklus oranlari GO/G1:
%41,6, S: % 11,0, G2/M: % 46,5 olarak bulunmustur. Cu(Il) flavonoid kompleksinin
3,12 uM dozunda GO/G1: %56,6, S: %9,0, G2/M: %46,5, 6,25 uM dozu GO/G1: %480,
S: %13,6, G2/M: %38.,4, 12,5 uM dozu G0/G1: %60,6, S: %9,2, G2/M: %29,4 diir. Doz
ve zamana bagl olarak bir farklilik gézlenmezken 18 ve 36 saatlik sonuglarda hicreler
G0/G1 de tutulmaktadir (Sekil 4.15). AS549 hiicrelerinin faz spesifik olmadigi

gbzlenmistir.
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Sekil 4.15. Cu(Il) flavonoid kompleksinin A549 insan akciger kanseri hiicre

dongiisiiniin ~ degerlendirilmesi

ile

elde edilen

ylizde

degerlerinin,

A. Kontrol doz ve 3,25 uM dozlarmin 18-36 saatlik hiicre dongiisii histogrami

B. 6,25 ve 12,5 uM dozlarinin 18-36 saatlik hiicre dongiisii histogrami
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5. TARTISMA ve SONUC

Kanser yasantimizda gozlenen basta gelen saglik sorunlarindan biridir ve her yil
milyonlarca insan kanser nedeniyle hayatini kaybetmektedir. Kanser hucreleri ilag
tedavilerine kars1 direng gelistirerek bagisiklik sisteminden kagmaktadir. Ayni zamanda
kontrolsiiz ¢ogalmalar1 ve metabolizmalar1 geregi farkli davranis sekilleri gostererek
etki gosterebilmektedir. Kanser tedavisi igin farkli stratejiler uygulanmaktadir. Cerrahi
tedavi, en iyi secenek olmaya devam etmektedir, ancak yalnizca erken evre kanserlerde
uygulanabilmektedir. Radyoterapi ve antikanser ilaglarin kombinasyonlart cerrahiye
alternatif olarak kullanilmaktadir. Antikanser ilaglarin ¢ogunlugu DNA sentezini hedef
almaktadir. Bu ilaglarin aynm1 zamanda saglikli hiicreleri de hedef alarak ciddi
komplikasyonlara ve yagami tehdit edici yan etkilere neden olmaktadir. Kanser tedavisi
ile ilgili bu ciddi komplikasyonlar, yeni kanser ¢aligmalari i¢in yeni stratejilere yol
acmaktadir (Alison 2001). Kanser tedavisinde molekiiler hedeflere yonelik bir¢ok
kemoterapik ilag kullanilmasina ragmen heniiz beklenilen oranda tedaviye yanit
vermemektedir. Bu nedenle geleneksel tedavilerde kullanilan dogal iiriinlerin bilimsel
tedavilerin yaninda kullanilis1 giderek artmaktadir (Sezgin 2010). Akciger kanseri,
diinya geneline bakildiginda 8,8 milyon dliime sebep olan, en kompleks ve Oliimciil
hastaliklardan Dbiridir. Kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasiyla karakterize olan kanserlerin
%13 {inli akciger kanseri olusturmaktadir (TUIK 2012).

Akciger kanseri, saglikli akciger dokusu hiicrelerinin kontrolsiiz poliferasyonu
(cogalmasi) ile kitle olusturdugu bir hastalik olarak tanimlanmaktadir. Tiim diinyada
mortalitesi ve insidanst en yiiksek kanser tiirii olan akciger kanseri, kanserden 6lim
nedenleri arasinda erkeklerde birinci sirada, kadinlarda ikinci sirada yer almaktadir
(TUIK 2012). Kanser tedavisinde kullanilan ilaglarin saglikli hiicreler {izerindeki toksik
etkinliginin  bilinmesi ve klinikte kullanimlarinin  oldukg¢a maliyetli olmasi
diistintildiiglizaman, destekleyici tedaviler ile bu ilaglarin etkinliginin arttirtlmasi biiyiik
onem kazanmaktadir. Bu alanda yeterli ¢alismanin olmamasi, Klinikte kullanilmalarini
da ertelemektedir. Bu amagla, bir¢ok organik molekiilin yani sira gegis metal
kompleksleri de siklikla ¢alisilmaktadir (Desoize 2004).Glinlimiizde antikanser 6zellik
gosteren birgok metal bazli bilesik sentezlenmekte ve tedavi amaclh kullanilmaktadir.
Metal komplekslerinin, DNA’ya baglanarak antitimor etki gosterme yetenegine sahip

oldugu, bu sekilde kanserli hiicrede DNA ¢ogalmasini bloke ederek, timdr hiicrelerinin
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blylmesini inhibe ettigi bilinmektedir (Tan ve ark. 2009b). Metal iceren antikanser
ilaclar klinikte siklikla tercih edilmektedir. Giiniimiizde ise yaygin olarak kullanilan,
platin grubu bir kemoterapdtik ajan olan cisplatinin, tek basina veya farkli ilaglarla
birlikte kullanimi bir¢ok kanser tiiriinde basarili sonuglar vermesine ragmen yol agtigi
ciddi yan etkileri oldugu bilinmektedir. Hiicrelerdeki bu platin direnci varligi,
aragtirmacilart yeni metal bilesiklerin sentezine yoneltmistir (Tan ve ark. 2009b).
Antitimor ajan olarak kullanilan ge¢is metali kompleksler bulunmaktadir. Bunlardan
nikel (1), kobalt (II), bakir (IT), rutenyum (III) ve rutenyum (IV) igeren gegis metali
komplekslerinin tedavi edici etkinligi kanser hiicreleri iizerinde ¢alisiimistir. Ozellikle
Bakir (IT) kompleksleri, bir antitimor ajan olarak basarilt sonuglar gostermistir.Farkl
calismalar metal bilesiklerin hem ekstrinsik hem de intrinsik yolak aracilig1 ile apoptozu
uyardigmmi gostermektedir (Tan ve ark. 2010, Arnn ve ark. 2013).Cu(Il) neringenin
kompleksi ile yapilan bir ¢alismada, MDA-MB-231 insan meme kanseri hucrelerinde
Cu(Il) neringenin kompleksinin Cu kompleksinin tek basina kullanimina goére hiicre
canliligin1 azaltti§1 apoptozu aktive ederek hiicre poliferasyonuna engel oldugu
belirlenmigtir (Filho ve ark. 2014). Yapilan bir baska calismada, yeni sentezlenen
manganez (Mn) kompleksi prostat kanseri hiicre soylarinda (PC3, LNCAP, DU145)
apoptozis indiiksiyonuna sebep olarak hiicre canliligini azalttig1 gozlenmistir (Hernroth
2018). Ayni sekilde Cu(Il), Ni(II) ve Zn(II) metallerinin farkli komplekslerinin,
antikanser potansiyele sahip olduklari tespit edilmistir (Topkaya 2014). Dogal iiriinlerin
en biiyiik siiflarindan biri olan flavonoidler kanser tedavisinde bagar1 sansin1 arttirmak
icin tedavi alternatifi olarak ¢alisilmaktadir. Flavonoidler bitkilerin igeriginde goriilen
polifenolik bilesiklerdir. Flavonoidlerin kanser koruyucu etkisi ¢esitli hayvan kanser
modelleriyle gosterilmis ve flavonoid tiirevlerinin antikanser ilag olarak kullanimina ilgi
giderek artmistir (Judith ve ark. 2003). Flavonoidler, hiicre biytmesini, hiicre dongus
kontrollni ve apoptosisi diizenleyen bu sinyal yolaklarindaki kinazlar ile iliski
igerisinde oldugu gosterilmistir (Judith ve ark. 2003). Bu yaygin kullanim,
flavonoidlerin arastirtlmasin1 ve farkli kombinasyonlarla kullanilmasi gerektigini
gostermistir. Hesperetin, naringenin ve apigeninin gibi flavonoidlerin Cu kompleksleri
test edilmis ve bu komplekslerin serbest flavonoidlere gore kanser hiicrelerinin
biiyiimesini daha iyi inhibe ettigi belirtilmistir (Tan ve ark. 2009b). Yine kuersetin ile
Co(I), Ni(ll) ve Cu(ll) komplekslerinin antikanser etkinligi A549, PC-3, HelLa ve
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MCF-7 hiicreleri iizerinde arastirilmigtir. Cu(Il) kuersetin kompleksin hiicre soylari
tizerinde sitotoksik oldugu ve hiicrelerde apoptozisi indiikledigi belirlenmistir (Gengkal
ve ark 2020). 2014 yilinda Filho ve arkadaslarmin yapmis oldugu ¢alismada Cu(II)
kompleksinin, flavonoid olan naringenin ve bipiridin ile kombine edilmis ve MDA-MB-
231 insan meme kanseri hucreleri tzerinde antikanser aktivitesi degerlendirilmistir.
Cu(ll) kompleksinin tek basina Cu(Il) kompleksine oranla antikanser potansiyelinin
daha yiiksek oldugu belirtilmistir (Filho ve ark. 2014). Kuersetin, 3-(4,5-dimetiltiyazol-
2-il)-2 kompleksinin A549 hiicre soyunda antitumor aktivitesi incelenmis ve Cu(Il)
kuersetin kompleksinin, antikanser ve apoptoz indikleyici aktivitelerinin dnemli bir
mekanizmasi olan oksidatif DNA hasarini indiikleyebilecegi gosterilmistir (Tan ve ark.
2009a).Yapilan literatiir arastirmalarinin 1s181inda, metal bilesiklerinin dogal antioksidan
molekdller ile kombinasyonunun kanser tedavisinde umut verici olmasindan dolay1 bu
tez c¢aligmasinda, sentezi ve karakterizasyonu gerceklestirilen Cu(Il) flavonoid
kompleksinin sitotoksik etkinligi ve Olim yolaklart A549 insan akciger kanser
hiicrelerinde arastirilmasi amaglanmistir. Ayrica Cu(Il) flavonoid kompleksinin ilgili
ligandlarminsitotoksik potansiyeli degerlendirilerek kompleks ile karsilagtirilmistir.
Cu(Il) flavonoid kompleksinin klinikte kullanilan ilaglara gdre potansiyelini
gosterebilmek amaciyla akciger kanseri tedavisinde mevcut kullanilan cisplatin ilaci ile
etkinligi kiyaslanmistir (Sekil 4.4). Cu(II) flavonoid kompleksinin sitotoksik etkinligine
oncelikle SRB canlilik testi ile bakilmigtir. 1,56-50 uM olmak iizere alt1 farkli doz ile
calisilmistir. Cu(Il) flavonoid kompleksinin, doza ve zamana bagli olarak hiicre canlilik
oranlarinda anlamli azalmalar gosterdigi belirlenmistir. Yapilan SRB testinde A549
hiicrelerinde 50 uM kompleks ile muamele sonucunda, yiizde canlilikta belirlenen
artisin mikroskobik analizler ile uyumlu olmadig1 gozlenmistir. SRB gibi klorometrik
canlilik analizleri bazi bilesiklerle yiiksek dozlarda yalanci pozitif yanit verebilmektedir
(Karakas ve ark. 2017). Bu durum ozellikle bitkisel kaynakli bilesiklerde yiiksek
dozlarda kimyasala SRB boyasinin baglanmasinda kaynaklanabilmektedir. Bu yiizden
yiiksek dozda (50 puM), hiicrede pozitif bir canlilik belirlenmistir(Sekil 4.2). Bu
durumun dogrulanmast amaciyla farkli bir canlilik testi olan MTT uygulamasina
gidilmistir. MTT tuzu hiicreler tarafindan alinarak, mitokondriyel suksinat dehidrogenaz
enzimi ile suda ¢dziinmeyen koyu mavi formazan kristallerine déniistiiriilmektedir. Olii

hicrelerde, MTT tetrazolium formazana indirgenmesi gergeklesmez. MTT testi

70



sonuglarimiza gore, Cu(ll) flavonoid kompleksi tedavi sonrast A549 hiicrelerinde, 6,25-
50uM o&liim hiicre canliligt %50 altina diistiigii goriilmektedir (Sekil 4.5). Ayrica hiicre
canliligmmi degerlendirmek amaciyla daha hassas ve gilivenli olan ATP canlilik testi
uygulanmistir (Ulukaya ve ark. 2008). Bu test diger canlilik testlerine gore daha kesin
sonuclar verirken daha hassas bir yontemdir. Cok az sayida hiicrenin canlilik
aktivitesinin de saptanmasinda kullanilmaktadir. ATP test sonuglarimizda Cu(Il)
flavonoid kompleksinin kanser A549 hiicreleri izerinde doza ve zamana bagli olarak
sitotoksik etki gosterdigi dogrulandi. Kompleksin 3,12 uM ile 50 uM dozlarinin hiicre
tizerine olan etkileri kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli
azalmalara neden oldugu bulundu (***:p<0,001) (Sekil 4.6).

Calismanin bir sonraki kisminda, hiicrelerin 6liim modunu belirlemek amaciyla
apoptozis belirteci olan kaspazla kirilmis sitokeratin-18 (M30-antijen) dlizeylerine
bakilmistir. A549 hicre soyunda 25-3,12 pM Cu(ll) flavonoid kompleksi
uygulamasinin M30-antijen seviyelerine artisa neden oldugu gozlenmistir. Ozellikle
3,12 pM dozunda M30-antijen diizeyi diger dozlara oranla 2 kattan fazla artis
gostermistir (***:p<0.001). Bu durum bize diisikk dozlarda apoptozisin gozlendigi
yoniinde fikir vermektedir (Sekil4.7-Sekil4.8). Hicrelerde gozlenen apoptozisi
dogrulamak amaciyla floreasan boyalar kullanildi. Bir apoptozis belirteci olan
Anneksin-V-FITC boyamas: yapildi ve floresan mikroskobu altinda hiicrelerin
goriintiileri degerlendirildi.A549 insan akciger kanseri hiicrelerinde 24 saat Cu(ll)
flavonoid kompleksi tedavisi (3,12-25uM) sonrasinda floresan boyama goriintiileri
degerlendirildiginde 3,12 uM dozundan itibaren Anneksin-V pozitif alanlar gérilmeye
baglamistir. Bu durum hiicrelerin erken apoptotik Sliimiinii gostermektedir (Sekil 4.9).
Anneksin-V boyama yodntemi ile erken dénem apoptotik hticreler belirlenebilmektedir.
Bunun nedeni Anneksin-V baglanmast membran hasarlanmadan Once niiklear
kondensasyon sathasina denk gelmektedir (Koopman ve ark. 1994, Boersma ve ark.
1996, Zhang ve ark. 2016). Hoechst 33342 boyasi, hem canli hem de 6li hiicreleri
gostermektedir. Boyamada mikroskobik gozlem yaparken hiicrelerin farkliliklarini
rahatlikla kiyaslayabilmemiz igin Hoechst 33342, Anneksin-V, Propidyum iyodur

boyalarinin birlikte uygulanmasi gerekmektedir.

Boyama sonuclarimizda 25 ve 12,5 uM Cu(Il) flavonoid kompleksinin hiicrelerde

Anneksin-V ve PI pozitif boyamaya neden oldugu bulunmustur.
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Bu bilgilerin 1s18inda Cu(Il) flavonoid kompleksinin etkisini daha ayrintili belirlemek
amaciyla kaspaz 3/7, anneksin V,oksidatif stres ve hiicre dongilisii akim sitometri
analizleri gergeklestirildi. Kaspaz-3/7 aktivitesi apoptozun bir belirteci olup apoptoz
mekanizmasinin kaspaz aracili olup olmadigini belirlemek amaciyla kullanilmaktadir.
Calismamizda Cu(Il) flavonoid kompleksinin  A549 hicrelerinde kaspaz-3/7
aktivitesinin %7,02’den 24. saatte %46,36’ya 48. saat sonrasi %85,66’ya yiikseldigi
belirlenmistir. Bu verileri desteklemek iizere kaspaz aktivitesini baskilamak igin,
hlcrelere 6n uygulama ile (24 saat) 20 uM pan-kaspaz inhibitori (z-VAD-FMK)
uygulandi. Ardindan ilaglar belirlenen dozlarda (1,56- 25 pM) uygulandi.A549
hlcrelerinde 6,25-25 uM dozunda pan-kaspaz inhibitorii uygulamasi sonucu canli hiicre
sayisinda artis  belirlenmistir  (Sekil 4.12). Bu durum hicrelerde gorilen
apoptozisinkaspaz bagimli oldugunu gostermektedir.Yapilan calismada metal
komplekslerin hiicreleri kaspaz bagimli yolak {izerinden apoptozise tesvik ettigi ve
bunun z-VAD kullanimi ile desteklendigi goriilmiistir (De Vizcaya-Ruiz ve ark. 2000).
Bu durumda apoptozis siirecinin de kaspaz bagimli yolak iizerinden gergeklestigi,
ortamda pan-kaspaz inhibitorii bulundugunda hiicre canliliginin (***:p<0.001) anlamli
sekilde korunmastyla dogrulandi.

Calismamizda Cu(Il) flavonoid kompleksinin A549 hiicre soyunda 24 saatlik tedavi
sonrasinda Anneksin V seviyesini 6,25 uM dozunda %18, 48 saatte ise %55 oraninda
arttirdig belirlenmistir. 12,5 pM dozunda ise Anneksin V seviyesinin 24 saatte %57,48
saatte %93’e yiikseldigi goriilmiistiir. Yapilan ¢aligmalarda metal komplekslerinin hem
ekstrinsik (dissal) yolak hem de mitokondriyal yolak vasitasiyla, apoptozisi tesvik ettigi
gosterilmektedir (Tan ve ark. 2010, Arn ve ark. 2013). Birka¢ c¢alisma, kuersetin,
naringenin ve flavonoid-metal komplekslerinin  apoptozu indikleyebilecegini
gostermektedir (Andrades ve ark. 2015, Jin ve ark. 2011). Boyama sonuglarimiz da
akim sitometri analizlerini dogrular niteliktedir. Hiicrelerde gergeklesen 6liimiin DNA
hasarma bagli olup olmadigin1 kontrol etmek igin hiicrelerde oksidatif steresin bir
gostergesi olan ROS iiretimi degerlendirildi. Hiicre igerisindeki yiiksek ROS miktar
apoptozun uyarilmasina yol acarken; diisiik diizeydeki ROS miktar1 ise bir sinyal ileti
molekiilii gibi gorev yaparak hiicrenin biiylimesini ve hayatta kalimin1 diizenlemektedir
(Wong ve ark. 2010). Flavonoidlerin mitokondri aktivasyonundan sonra apoptozu

indlikleyen ROS birikimine yol ag¢tig1 gosterilmistir (Galati ve O’brien, 2004.).
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Calismamizda da A549 hiicrelerindeCu(Il) flavonoid kompleksinin 6,25 uM dozunda
24 saatte ROS miktarinin %5 iken 48 saatte %21,46’ya ¢iktig1 belirlenmistir. 12,5 uM
dozunda ise ROS artisinin 24 saatte %21 iken 48 saatlik siirede %19,78oldugu
gbzlenmistir. Tan ve ark. tarafindan yapilan bir ¢alismada, Kuersetin-Cu kompleksinin
DNA iizerinde yikici etkisinin oldugu belirtilmis (Tan ve ark. 2009a). Mekanizmada
kuersetin-Cu(Il) kompleksinin DNA’ya verdigi hasar ve ROS artis1 kompleksteki Cu*2
iyonlarinin ~ Cu*' haline doniismesi sirasinda  olusan radikaller sebebiyle
gerceklesmektedir (Tan ve ark.2009a). Yapilan bir diger calismada, schiff bazlarinin;
kobalt, ¢inko ve bakir gibi ge¢is metalleri ile olusturduklari komplekslerin, DNA ile
etkilesimleri g6z Oniinde bulundurulmus ve antikanser aktiviteleri arastirilmigtir
(Yousuf ve Arjmand 2016). Farkli gecis metallerini iceren komplekslerinin; DNA nin
morfolojik yapisinda degisikliklere yol actig1 ve 16semi (HL60), rahim kanseri (HeLa),
meme kanseri (MCF-7) gibi hiicre hatlari iizerinde oksidatif hasara sebep olarak,
sitotoksik aktivite sergiledikleri gozlenmistir (Yousuf ve Arjmand 2016). Cu(Il)
flavonoid kompleksinin hiicreler iizerindeki ROS miktarinda artisa sebep olmasi,
potansiyel bir antikanser ajan olabilecegini diisiindiirmektedir.

Flavonoidlerin farkli sinyalleri tetikler ve dallanmali bir sekilde diizenleyici yolaklari
baglatabilir. Siklinler ve sikline bagimli kinazlar, hiicre boliinmesinin kilit
diizenleyicileridir. Siklinler ve sikline bagimli kinazlar, hiicre dongiisiiniin asamasina ve
s06z konusu olan hiicrenin tipine bagli olarak farkli bir rol iistlenirler. Hiicre siklusunun
belirli bir safhada tutulumuna yol acarlar (Bendris ve ark. 2015, Malumbres ve Barbacid
2009). Calismamizda Cu(II) flavonoid kompleksinin hicre siklusunda faz spesifik olup
olmadig1 degerlendirilmistir. Cu(Il) flavonoid kompleksi uygulamas: sonrasinda hiicre
siklusunun 18. saattinde hiicrelerin GO/G1 de tutuldugu bulunmustur. 36. saatte ise
hiicreler G2/M fazinda tutuldugu belirlenmistir.Yapilan in vivo ve in vitro
arastirmalarda, kuersetinin apoptozu tesvik etmede, metastazi inhibe etmede ve hiicre
dongiisiinii ve tiimor anjiyogenezini diizenleme yeteneginde giiclii bir rolii oldugunu

gostermistir (Kim ve ark. 2019).
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Bu tez calismasi sonucunda; Cu(Il) flavonoid kompleksinin, insan akciger kanseri
hicresi olan A549 Uzerinde sitotoksik etkiye neden oldugu ve apoptozisi indiikleyerek
hiicrelerin biiylimesini baskilayabildigi belirlenmistir. Bu sonuglar 1s1ginda Cu (I1)
flavonoid kompleksinin, bir sonraki inceleme basamagi olan in vivo arastirmalarin

yapilmasi gerektigi sonucuna varilmistir.
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