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Akciger kanseri diinyada en yaygin goriilen kanser tiirlerinden biridir. Akciger kanserinin
mortalite oran1 oldukga yiiksektir. Sigara icme oranlarinin yiiksek oldugu iilkelerde akciger
kanseri vakalarinin artacagr tahmin edilmektedir. Akciger kanserinin tedavisine yonelik
bircok farkli ila¢ kullanilmaktadir ancak tedavi hala zordur. Akciger kanseri tedavisinde
sisplatin, nedaplatin, karboplatin ve oksaliplatin yaygin olarak kullanilan ilaglardir.
Gilinlimiizde tedavi amacl yeni ilag gelistirme calismalar1 devam etmektedir. Bu ¢aligmada
yeni sentezlenen platin (I1) komplekslerinin (1a, 2a ve 4a) A549 insan akciger kanser hiicre
hattinda sitotoksik aktivitesinin degerlendirilmesi amaglanmistir. Calismada hiicre canliligin
belirlemek amaciyla MTT testi kullanilmigtir. MTT testi sonuglarina gore 1a platin (I1)
kompleksi en etkin bulunmustur. Diger sitotoksisite analizlerinde ise etkin bulunan la platin

(1) kompleksinin (40 uM ve 80 uM) konsantrasyonuyla devam edilmistir.

Calismada 1a platin (I1) kompleksi uygulamasiyla oksidatif strese bagli ortaya g¢ikan lipit
peroksidasyon hasari malondialdehit (MDA) seviyesinin 6lgtimii ve hiicre i¢i reaktif oksijen

tirlerinin (ROS) seviyelerinin olgimiyle tespit edilmistir. 1la platin (1) kompleksinin
i



konsantrasyonunun artisiyla MDA ve ROS miktarinda artis oldugu goriilmiistiir. Ayrica
hiicre 6lim tipini belirlemek icin Akridin Oranj (AO)/Propidyum Iyodit (PI) boyamas:
yapilmistir. 1la platin (I1) kompleksi konsantrasyonuna bagli olarak normal hiicre sayisi
azalirken apoptotik hiicre sayisinin arttigi gézlenmistir. Apoptoz tayini ise apoptozda rol
oynayan kaspaz 3, kaspaz 8 ve kaspaz 9 enzim aktivite 6l¢timiiyle yapilmistir. 1a platin (I1)
kompleksinin kaspaz enzim aktivitelerinde bir etkisi bulunmamistir. Elde edilen sonuglara
gore la platin (II) kompleksinin A549 insan akciger kanser hiicre hattinda sitotoksik

aktiviteye sahip oldugu bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: A549 insan akciger kanser hiicre hatti, Platin (II) kompleksleri,
Sitotoksik aktivite, MTT testi, Oksidatif stres, Apoptoz
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Lung cancer is one of the most common types of cancer in the world. Lung cancer has a very
high mortality rate. Lung cancer cases are predicted to rise in nations with high smoking
rates. Treatment for lung cancer is still difficult. Many different drugs are used to treat lung
cancer, but treatment is still difficult. Cisplatin, nedaplatin, carboplatin and oxaliplatin are
commonly used drugs in the treatment of lung cancer. Studies are currently underway to
develop new therapeutic drugs. Since a study on the cytotoxic activity of platinum (II)
complexes (1a, 2a and 4a) in A549 human lung cancer cell line has not been found in the
literature, it was aimed to evaluate the cytotoxic activity of platinum (11) compounds in A549
human lung cancer cell line in this study. MTT test was used to determine cell viability.
According to the MTT test results, the 1a platinum (II) complex was found to be the most

effective. Other analyzes continued with 1a (40 uM and 80 uM) concentrations.



In the study, lipid peroxidation damage due to oxidative stress with the application of la
platinum complex was determined by measuring malondialdehyde (MDA) level and
measuring intracellular reactive oxygen species (ROS) levels. It was observed that the
amount of MDA and ROS increased with the increase of the concentration of the 1a platinum
complex. In order to identify the type of cell death, Acridine Orange (AO)/Propidium lodide
(PI) staining was additionally carried out. It was observed that while the number of normal
cells decreased, the number of apoptotic cells increased depending on the concentration of 1la
platinum (I1) complex. By monitoring the activities of the apoptosis-related enzymes caspase
3, caspase 8, and caspase 9, apoptosis was determined. No effect of 1a platinum (11) complex
on caspase enzyme activities was found. According to the results obtained, 1a platinum (1)

complex was found to have cytotoxic activity in A549 human lung cancer cell line.

Keywords: A549 human lung cancer cell line, Platinum (II) complexes, Cytotoxic activity,

MTT test, Oxidative stress, Apoptosis.
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1. GIRIS

Kanser énemli bir halk saglig1 sorunudur. Giinlimiizde kanserden 6liimlerin sayisi inme
veya koroner kalp hastalig1 toplamindan fazladir. Kiiresel demografik egilimler, kanser
insidansiin 6niimiizdeki yillarda artacagini gostermektedir [1]. Kanser tiirleri arasinda
akciger kanserinin insidans ve mortalite oran1 olduk¢a yiiksektir [2]. En sik goriilen
kanserler arasinda akciger kanseri, nedeninin agikga ¢evre ile iliskili olmas1 bakimindan
farklidir. Akciger kanserinin diinya ¢apinda kansere bagli hastalik yiikiiniin en yaygin
nedeni olmaya devam edecegi tahmin edilmektedir [3]. Akciger kanseri vakalarinin
%90'1in1n sigaradan kaynaklandigi diistiniilmektedir. Akciger kanseri radon gazi, hava
kirliligine maruziyet ve tekrarlayan enfeksiyonlar gibi bir dizi baska faktor tarafindan

tetiklenebilmektedir [4].

Zamanla kemoterapi, radyasyon ve hedefe yonelik tedaviler dahil olmak {izere gesitli
akciger kanseri tedavisi yontemleri gelistirilmistir [5]. Son 15 yilda molekiiler ve timor
biyolojisiyle ilgili bilinenlerde artis olmasi kanser tedavisi paradigmalarini 6nemli
olguide degistirmistir. Onceden kanser yalnizca birkag temel histomorfolojik ve nereden
kaynaklandigi temel alinarak tanimlanip tedavi edilmekteydi [6]. Platin bazli
kemoterapinin kesfi, sitotoksik kemoterapilerin terapdtik faydasinin anlasilmasina yol

acmustir [7].

Sisplatin, karboplatin ve oksaliplatin, insan neoplazmalarinin tedavisi i¢in yaygin olarak
kullanilan platin bazli antikanser ilaglardir. Sisplatin, kanseri tedavi etmek igin bilinen
bir molekiiler etki mekanizmasina sahip birinci basamak klinik platin anti-kanser
ilaglarindan biridir. Ancak, yan etkilerinin fazla olmasi ve gelisen ilag direnci nedeniyle
klinik basarilar1 sinirhidir. Kanser tedavisinde sisplatinin kullanilmaya baslanmasindan
sonra platin kompleksleriyle yapilan caligmalara ilgi artmistir. Yeni platin bazh
antikanser komplekslerinin gelistirilmesi i¢in ¢ok fazla aragtirma yapilmis, ancak

simdiye kadar higbiri diinya ¢apinda klinik uygulamaya ulasamamustir [8].

Yapilan bir calismada platin (II) komplekslerinin HeLa hiicre hattinda sitotoksik
aktivitesi degerlendirilmistir [9]. Platin (II) bazli sentezlenen bilesiklerin A549 insan
akciger kanser hiicre hattinda sitotoksik aktivitesiyle ilgili bir ¢alismaya literatiirde
rastlanmadig1 i¢in bu tez kapsaminda benzimidazol tiirevi ligand iceren platin (II)

bilesiklerinin A549 insan akciger hiicre hattinda sitotoksik aktivitesi aragtirilmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Kanser

Kanser viicut hiicrelerinin anormal bir sekilde c¢ogalmasi sonucunda meydana
gelmektedir. Kanser hucreleri blylmeyi durdurma yetenegini kaybetmis kiigiik
hiicrelerden olusur. Kanser tiirleri iki yliz milyon yildan fazla c¢ok hiicreli canlilari
etkilemektedir. Modern g¢aglardan itibaren kanser tirlerinin bir milyon yildan fazla
geriye gQitigini gosteren kanitlar vardir. Bulasici hastaliklar ve parazitler gevresel
yabanc1 kaynaklardan bulasirken kanser hastaligi genler yoluyla ortaya ¢ikabilmektedir
[10].

Diinya Saghk Orgiiti'ne gore kanserler diinya ¢apinda en biiyiik saghk yiikiinii
olusturmaktadir. Diinya Saglik Orgiitii'niin verilerine gore kanserin 2018'de diinya
capinda 9,6 milyon insanin 6liimiine neden oldugu tahmin edilmistir [11]. 2018 yilinda
en sik akciger kanseri (2,09 milyon vaka), meme kanseri (2,09 milyon vaka) ve prostat
kanseri (1,28 milyon vaka) olmak iizere toplam 18 milyon yeni vaka teshis edilmistir
[12].

2008'de diinya ¢apinda kanser insidansi erkeklerde kadinlardan daha yiiksektir ve
erkeklerdeki insidans orani farkli bolgelerde hemen hemen 4 kati kadar degismektedir.

Diinyanin farkli bolgelerinde kadinlarda insidans oranlarinda daha az farklilik vardir
[13].

2.2. Kanser Tdurleri
Kanser tiirleri 5 grupta siniflandirilmaktadir [14].

Karsinom: Karsinom en yaygin goriilen kanser tiiriidiir. Akciger, meme ve pankreasi

etkilemektedir.

Melanom: Cildin pigment hiicrelerinde ortaya ¢ikan bir kanser tiiridiir.
Lenfoma: lenfositleri veya beyaz kan hiicrelerini etkilemektedir.
Losemi: Bu kanser turd kan hiicrelerini etkilemektedir.

Sarkom: Yumusak veya bag dokular1 hedef almaktadir.



2.3. Kanser Gelisimi

Kanser, dokudaki klonal bir hiicre grubu ¢ogaldiginda gelisir. Kanser gelisme siireci
karsinojenez olarak bilinir. Hiicre dongiisiiniin ilerlemesi, hiicre dis1 ve i¢i sinyallerle

diizenlenir. Bu sinyaller bozulursa veya degistirilirse hiicreler etkilenebilir [15].
Kanser gelisimi ii¢ asamaya ayrilir; baslama, gelisme ve ilerleme.

I.  Baslama: ilk hiicre mutasyonunun gerceklestigi asamadir. Bu asamada hiicresel
degisim gerceklesir ve bu degisim hiicre dongiisiinden sorumlu genin

aktivasyonunun bozulmasina yol acabilir.

Il.  Gelisme: Bu asamada, degistirilmis hiicreler boliinmeye tesvik edilir. Hiicre ici

ve dis1 ortam kanser gelisimini etkileyebilir [16].
l1l.  Ilerleme: Bu asamada tiimér igindeki heterojenite artar [17].

2.4. Kanser Belirtileri

Kanser hastalarinda hastalik ilerledikge ¢oklu semptomlar gelisebilir [18].Fiziksel
semptomlar (agri, mide bulantisi, ishal, yorgunluk ve halsizlik/kaseksi) ve biligsel
semptomlar (hafiza, konsantrasyon) genellikle duygusal semptomlardan (anksiyete ve
depresyon) ayrilir [19]. Sindirim sisteminin belirtileri olan mide bulantisi, kusma ve
istahsizligin kanserin de belirtileri oldugu klinik deneylerle gézlemlenmistir. Ayrica
ozellikle akciger kanserli hastalarda uyku bozukluklarina ek olarak nefes darligi,

oOksiiriik, yorgunluk ve anksiyete kanser belirtileri arasinda yer alir [20].

Diger belirti veya semptomlar sunlari igerebilir; istahsizlik veya kilo kaybi, kemiklerde
veya viicudun diger boliimlerinde siirekli kotiilesen, ancak 6nceki agrilardan farkli olan

yeni bir agri tiirii, olagan tedaviyle diizelmeyen tekrarlayan enfeksiyonlar [21].

2.5. Kanser Nedenleri

Kanser, anormal bir viicut hiicresinin gelismesine yol acabilen herhangi bir faktérden
kaynaklanabilir. Baz1 kanser tiirlerinin nedenleri tanimlanamamaktadir. Bazi kanser
tlrelerinin ise cevresel veya yasam tarzindan kaynaklanan tetikleyicileri oldugu
bilinmektedir. Kanserin bir kismina sigara, radyasyon, agir1 alkol tiiketimi ve genetik

degisiklikler neden olabilir [22].

Kanserden etkilenebilecek ti¢ tip gen vardir.



a) Proto-onkogenler: Hiicre boliinmesine katkida bulunan ve onkogenler olarak bilinen
bu genler, belirli degisikliklere ugrarlarsa veya asir1 aktif hale gelirlerse kansere neden

olabilirler.

b) Tiimor Baskilayici Genler: Bu genler tarafindan tiimor baskilayici protein adi verilen
ve hiicre gelisimini diizenlemeye yardimci olan bir protein salgilanir. Tiimor baskilayici
gen mutasyonlart meydana geldiginde hiicreler kontrolsiiz boliiniirler.Cesitli tipte timor
baskilayict genler genis bir sekilde su sekilde smiflandirilabilir: hiicre boliinmesini

kontrol eden genler, DNA'y1 tamir eden genler ve hiicre intihar1 kontrol eden genler.

¢) DNA Onarim Genleri: Hasar géormiis DNA'nin diizeltilmesinde rol oynamaktadir. Bu
genler kromozom modifikasyonlarina neden olur. Baz1 mutasyonlar birlesirse hiicreler

kanser gelistirebilir. [23].

2.6. Kanseri Teshisinde Kullanilan Baz1 Yontemler: Kanser hastalarinin prognozu
erken teshis ile onemli dlgiide iyilesir [24]. Kanser tek bir testle kesin olarak teshis
edilemez. Bir kiginin kanser olup olmadigimi degerlendirmek igin ¢ok sayida test

gereklidir [25].

1. Laboratuvar Testleri: Laboratuvar testleri ile viicudumuzda kansere neden
olabilecek maddeler idrar, kan ve diger viicut sivilarmi kullanarak

degerlendirilir. Anormal laboratuvar bulgulari her zaman kanserin gostergesi

degildir [26].

2. CT Taramasi: CT tarama goriintiilemesi tip alanindaki en iyi goriintiileme araci
olmasina ragmen, CT tarama gorintilerinden kanseri yorumlamak ve saptamak
Klinisyenler icin zor olabilir. Klinisyenlerin kanserli hiicreleri kesin olarak
saptamasi icin bilgisayar destekli teshis yardimci olabilir. CT goriintiileme,

akciger kanseri teshisi i¢in glivenilir bir yontemdir [27].

3. MRI: Kanser tespiti ve tedavisi igin gorintuleme teknikleri, viicudun iginin

fotograflari seklinde gorsel sunumlar saglar [28].

4. Siv1 Biyopsi: "Sivi biyopsi" terimi, kat1 olmayan biyolojik dokudan, ¢ogunlukla
kandan, ayrica tiikiiriik, idrar, beyin omurilik sivis1 ve diger viicut sivilarindan
Ornek alinmasii tanimlar. Kanser hastalarindan sivi biyopsinin birincil islevi,

dolasimdaki tiimor hiicrelerinin alinmasidir [29].



2.7. Kanser Tedavi Yontemleri:

Cerrahi, genellikle ilk tedavi sekli olarak kullanilir ve erken malignitelerde tedavi edici
olabilir. Birinci ve ikinci evre malignitesi olan bireylerde ameliyat tercih edilir. Ugiincii
ve dordiincii seviyelerde cerrahi tavsiye edilmez. Kemoterapi Ozellikle akciger kanseri

vakalarinda siklikla tercih edilen bir segenek olarak dikkat cekmektedir [30].
2.7.1 Kemoterapi

Kemoterapi genellikle akciger kanseri olan hastalar i¢in uygun bir tedavi yontemidir.
Olas1 bir terapi stratejisi, EGFR ve anjiyogenez yollarina odaklanmay1 igerir.
[30].Kemoterapinin en bilinen tiplerinden biri el, kol veya goégiisteki bir damara

yerlestirilen bir tiiple uygulanan intravendz kemoterapidir.

Primer tiimdrler i¢in yaygin olarak kullanilmasina ragmen ¢ogunlukla yayilmis hastaligi
yonetmek i¢in kullanilir. Kanser hiicreleri, asir1 aktif biiyiime sinyal yolaklarina sahip
olduklarindan, biiylime sinyali veren molekiilleri ve/veya hiicresel replikasyon ve

ekspresyona dahil olan siiregleri hedefleyen c¢esitli ilaglara karsi savunmasizdir [31].

Radyasyon tedavisi ve kemoterapi siklikla akciger kanserini tedavi etmek igin
birlestirilir. Radyasyon ve kemoterapi, kanser hiicrelerini o6ldiirmek icin birlikte
kullanildiginda daha etkili olabilir. Bazi akciger kanseri hastalarinda tumorlerini
kicultmek icin radyasyon tedavisine ek olarak kemoterapi uygulanabilir. Ek olarak,

radyasyon tedavisinden sonra kanser htcrelerinin yenilenmesini énleyebilir.

Sisplatin ve karboplatin, kii¢iikk olmayan hiicre akciger kanserini tedavi etmek igin ya
gemcitabine (Gemzar), docetaxel (Taxotere), pemetrexed (Alimta), paclitaxel (Taxol)

ya da vinorelbine ile birlikte kullanilir [32].

2.7.2 Radyoterapi

Radyasyon tedavisi, kanser hastalari i¢in yaygin bir tedavi segenegidir. Radyasyon
tedavisi, kanser hastalarinin yaklasik %60'm1 tedavi etmek i¢in kullanilmaktadir.
Radyasyon tedavisi, bazi durumlarda mevcut olan tek kanser tedavisi olabilir.
Radyoterapi olarak da bilinen radyasyon tedavisinde, kanser hiicrelerini yok etmek ve
timor boyutunu kigiltmek icin bir kanser tedavisi olarak yiiksek dozlarda radyasyon
kullanilmaktadir [33]. Radyasyon, viicudun igini goruntiilemek ve goriinti almak igin
diisiik dozlarda kullanilabilir. D1 151n olarak bilinen, radyasyonu viicudun disindan

kanser hiicrelerine yonlendiren bir cihazdir. Dahili radyasyon tedavisi sirasinda



radyasyon timoriin igine veya cevresine dahili olarak enjekte edilir. Hastalar bazen her

iki tip radyasyon tedavisini alirlar [34].

Radyoterapiyi tek basina veya kemoterapi, cerrahi veya her ikisi ile birlikte kullanmak
mimkunddr. Kanseri tedavi etmek veya semptomlar1 tedavi etmek (palyasyon) i¢in
uygulanabilir. Farkli kanser tiirleri nedeniyle, diisiik ve orta gelirli {ilkelerdeki kanser
hastalarinin daha biiyiik bir yiizdesinin yliksek gelirli iilkelere gore radyoterapiye
ihtiya¢ duymas1 muhtemeldir. Yerli hastalara, muhtemelen tiiberkiiloz tarama programi
kapsaminda c¢ekilen gogiis rontgenlerinin sonucunda daha erken asamada akciger
kanseri ile teshisi konulmustur. Akciger kanseri tipik olarak LMIC'lerde daha ileri
asamalarda tespit edilir. Akciger kanseri evrelerinin dagilimi hakkinda ¢ok az rapor
vardir; ancak Tiirkiye'de yapilan bir arastirma, vakalarin %72'sinin evre III veya IV
oldugunu ortaya koymustur. Ilerlemis maligniteler igin radyoterapi siklikla mevcut olan

tek tedavidir [35].

Biyolojik siiregleri nasil etkiledigine bagli olarak, iyonlastirici radyasyon dogrudan
iyonlastirict veya dolayli olarak iyonlastirict olarak siniflandirilabilir. Protonlar,
notronlar ve karbon iyonlari, dogrudan iyonlagan parcacik radyasyon tiirlerinin cogunu
olusturur; bu, yeterli kinetik enerjiye sahip herhangi bir bireysel parcacigin, sogurucu
ortamin atomik yapisin1 dogrudan bozarak fiziksel, kimyasal ve biyolojik zarara neden
olabilecegi anlamima gelir. Buna karsilik, X 1511 gibi elektromanyetik radyasyon,
madde radyasyonun enerjisini emdiginde ikincil elektronlara (yiiklii parcaciklar) neden

oldugu i¢in dolayli olarak iyonlastiricidir [36].
2.7.3 Hedefli Terapi

Hedefe yonelik tedavi ile belirli kanser hiicresi alt tipleri kesin olarak belirlenebilir ve
ilaclarla veya diger maddelerle kanser hiicresiyle miicadele edilebilir. Hedefe yonelik

tedavi, kanser hiicresi cogalmasini 6nleyebilir [37].
Hedefe yonelik tedavinin farkh tiirleri vardir:

e Anjiyogenez inhibitdrleri: Bunlar, kanser hiicrelerine besin saglayan yeni kan

damarlarinin biiytimesini durdurur.

e Monoklonal antikorlar: Bunlar, bir kanser hiicresini Oldiirmek i¢in ilaglari,
molekiilleri veya kimyasallar1 tasiyabilir. Bazi monoklonal antikorlar, aradiklari,
baglandiklar1 ve saldirdiklar1 belirli bir kanser hiicresi hedefine sahip olduklarindan

bunlara hedefli tedaviler de denir. Bununla birlikte, bazi monoklonal antikorlar,
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bagisiklik sisteminin yanitin1 gelistirerek viicudun kanser hiicrelerini daha basarili bir
sekilde bulmasini ve ortadan kaldirmasini sagladigindan, immiinoterapiye benzer

sekilde islev gortir.

e Proteazom inhibitérleri: Bunlar, diizenli hiicre sureclerine miidahale ederek kanser
htcrelerini éldardr.

e Sinyal iletim inhibitorleri: Bunlar, hiicre sinyallerini baskilayarak kanser hucresinin
aktivitesini degistirir [38].

2.7.4 Immiinoterapi

Bu kanser tedavisinde hastanin kendi bagisiklik sisteminden yararlanilir.immiinoterapi,
tedavi i¢in bagisiklik sisteminin isleyisini degistirebilir [39].

Kanser immiinoterapilerinin birincil kategorileri tipik olarak sunlardir:

Molekiiler olarak klonlanmis antikorlar: Monoklonal antikorlar, meme kanseri ve
lenfomalar (bu yuksek oranda eksprese edilen molekdlleri hedefleyen laboratuvarda

tiretilen immiin proteinler) dahil olmak {izere c¢esitli tiimorlerin yiizeyinde yiiksek

oranda eksprese edilen spesifik molekdlleri hedefleyebilir.

T-hiicre transfer tedavisi: Immiinoterapiler, tiimdr hiicrelerine ek olarak dogrudan

bagisiklik hiicrelerini hedefler.

Bagisiklik kontrol noktasi inhibitorleri: Bagisiklik sistemi, fren veya durma sinyalleri

ile donatilmigtir. Bu sayede bagisiklik sistemi kanser ile savasabilmektedir.

Onkolitik virls tedavisi: Kanser hastalarinda bagisiklik sistemini uyarmak i¢in bazi
viriisler kullanilir. Bu onkolitik viriisler, bazi kanser hiicrelerini dogrudan 6ldiirmenin

yani sira, diger kanser hiicrelerini ortadan kaldirmak i¢in bagisiklik sistemini de uyarir.

Asilar: kanser asilar1 da dahil olmak tiizere belirli hastaliklara kars1 bir bagisiklik

tepkisini tetiklemek igin viicuda uygulanan maddelerdir [40].
2.7.5 Hormon Tedavisi

Hormon tedavisi, gelisimi hormonlara bagli olan kanserin biiylimesini durdurarak
kanser tedavisinde kullanilabilir [41]. Radyasyon tedavisi alamayan prostat kanserli

hastalar semptomlarini azaltmak i¢in hormon tedavisinden yararlanabilirler [34].

Akciger kanserini tedavi etmenin bagka bir yontemi:



Radyofrekans ile Ablasyon: Radyofrekans ablasyonu erken evrede olan kiguk hicreli
olmayan akciger kanserini tedavi etmek igin kullanilabilir. Radyo dalgalari, tiimore
yerlestirildikten sonra igne yoluyla iletilir. Bu dalgalarin trettigi 1s1 kanser hiicrelerini

yok eder.

Kriyoterapi: Malignite hava yollarinda tikanmaya neden olursa (endobronsiyal
tikaniklik) kriyoterapi yapilabilir. Solunum sorunlari, Oksiirik ve kanama gibi

semptomlara neden olabilir.

Dahili radyasyona benzer sekilde, kriyoterapi, radyoaktif bir kaynak yerine kriyoprob
ad1 verilen bir cihazin timore uygulanmasini igerir. Kriyoprob asir1 diisiik sicaklik

uretebilir, tmor kugulebilir.

Fotodinamik terapi (PDT): Erken evre akciger kanseri i¢in bir tedavi segenegidir, ayrica

hava yollarini tikayan bir tiimérii ¢tkarmak amaciyla da kullanilabilir [40].

2.8. Akciger Kanseri

Diinyadaki tiim kanser dliimlerinin %18'ini olusturan akciger kanseri, en yaygin kanser
tiri olmaya devam etmektedir [42]. Akciger kanseri, diger kanser tiirleri ile
karsilastirildiginda hem erkekler hem de kadinlar icin onde gelen kiiresel o6liim
nedenidir. 1950'lerde tarama testleri baglamigtir. Ancak genel 6liim oraninda herhangi
bir iyilesme gériilmemistir [43].

Akciger kanseri, kadinlarda en yaygin {iglincii kanser insidansina sahiptir ve erkeklerde

ciddi kanser insidansi ve liimlerinin en yaygin nedenidir [44].

Gilinlimiizde, akciger kanserinin kontrolii diinya ¢apinda dikkatleri iizerine ¢ekmektedir.
Akciger kanseri tedavisi bulunamadigi i¢in halen zorlu bir hastalik olmaya devam

etmektedir [45].

Akciger kanseri vakalarmin c¢oguna, birincil veya metastatik hastalik veya
paraneoplastik sendromlarla iliskili semptomlar ortaya ¢iktiginda teshis konulmaktadir.
Akciger kanserli hastanin degerlendirilmesi; histolojik tani i¢in materyal elde etmeyi,
Uluslararast TNM (Tumor, Node, and Metastasis) evreleme sistemini kullanarak bir
hastanin viicudundaki kanser seviyesini ve yayilimini tanimlamayi, gdgiis ve karin
bilgisayarlt tomografi (BT) taramasini, rutin laboratuvar muayenelerini, akciger
fonksiyon testlerini igerir. Esnek fiberoptik bronkoskopi genellikle dogrudan biiyiik
hava yollarina bakmak ve biyopsi materyali elde etmek i¢in ince igne ile BT

kilavuzlugunda biyopsi yapilir. Kiigiik hiicreli akciger kanseri (SCLC) ve kiigiik hiicreli
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olmayan akciger kanseri tipi (NSCLC) akciger kanseri tiirlerindendir. Skuamoz ve
SCLC esas olarak merkezi hava yollarindan kaynaklanirken, adenomlar (bronsiyol ve

alveolar karsinomlar dahil) periferde bulunur [46].

Son 50 yilda akciger kanseri tedavisinde kullanilan tedavi yontemleri cerrahi,
radyoterapi veya kemoterapi ya da bunlarin kombinasyonu seklindedir. Bu tedavi
yontemleri ¢cok az degismistir. Son 50 yilda, cerrahi daha giivenli bir hale gelmis ve
tedavide birincil olarak tercih edilmeye devam etmistir. Birincil akciger kanseri,
akcigerden kaynaklanan kanserin baska bir adidir. Akciger kanseri, kanser viicudun
baska bir yerine ilerledikten sonra gelisirse ikincildir [43]. Kuclk hicreli olmayan

akciger kanseri en yaygin gesittir [47].
2.8.1. Kiiciik hiicreli akciger kanseri (SCLC)

Akciger kanserinin bu tiirii tipik olarak sigara igmekten kaynaklanir ve hizla yayilir.
Noroendokrin sistem hiicrelerinde olusan noéroendokrin tiimorler (NET'ler), kiiclik

hlcreli akciger kanserleri igin baska bir terimdir [48].

2.8.2. Kiiciik hiicreli olmayan akciger kanseri (NSCLC)

Ug ana gesidi vardir: adenokarsinom, skuamdz hiicreli karsinom ve biyik hiicreli

karsinomdur.

a) Adenokarsinom: Vakalarin %40'mm1 olusturan en yaygin akciger kanseri formu

adenokarsinomdur.

b) Skuamoz hiicre kanseri: Hava yollarinin yiizeyini kaplayan hiicrelerde ortaya ¢ikan

bir tirddr.

c) Buylk hicreli karsinom: Biiyiik hiicreli karsinom siklikla akcigerlerde baslar,
nadiren ¢evredeki lenf bezlerine, gogiis duvarina ve uzak organlara yayilir. Bu tipteki

kanser hiicreleri mikroskop altinda biiylik ve yuvarlak goriinmektedir [49].

2.8.3. A549 Hiicre Hatti

AS549 hiicreleri, insan akciger kanseri epitel hiicre hattidir. Bu hiicreler ¢ok ¢esitli
arastirma caligmalarinda yaygin olarak kullanilan hiicre hatlarindan biridir. 1972 yilinda
ilk olarak D. J. Giard ve ekibi tarafindan A549 hiicre hatt1 gelistirilmistir. A549 hiicre
hatt1 58 yasindaki bir erkekten karsinomlu akciger dokusunun ¢ikarilmasi ve kiiltiire

edilmesiyle elde edilmistir. Alveollerden su ve elektrolitlerin diflizyonu skuamoz



hiicreler olan A549 hiicreleri tarafindan gerceklestirilir. /n vitro olarak tretildiklerinde,
bu hiicreler kiiltiir flasklarina yapisarak tek tabaka halinde c¢ogalirlar. Bu hiicreler
lesitini sentezleme yetenegine sahiptir ve membran fosfolipidlerinin korunmasindan
sorumlu olan yiiksek oranda doymamis yag asitleri igerir. Bu adenokarsinom insan
alveolar epitel hiicre hatti, ilag metabolizma ¢alismalarinda Tip II pulmoner epitel hiicre

modeli olarak kullanilmistir [50].

Yeni sentezlenen komplekslerin sitotoksisitesini ve metabolizmasini degerlendirmek
icin en popiiler kanser hiicre hatti AS549'dur. [51]. Ayrica A549 hiicre hattinin
kullanildig1 diger uygulamalar; adenoviriis tiretimi, hastalik modelleme, ilag gelistirme,

enzimatik ¢alismalardir.

Sekil 2.1. A549 hiicre hatti.

2.9. Platin Bazh ilaclar ve Smiflar

Platin bilesiklerinin, bakteri hicre bolunmesini engelledigi gdzlemlendikten sonra
1970'lerin basinda deneysel bilesikler olarak tanitilmistir. Antikanser aktiviteye sahip
oldugu kesfedilen ilk platin bilesigi sisplatindir. Sisplatinin kanser tedavisinde klinik

uygulamaya girmesinin ardindan diger iki platin ilac1 karboplatin ve oksaliplatin onay
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almistir [52]. iki platin bilesigi olan karboplatin ve sisplatin bircok kanser tiiriiniin

tedavisinde siklikla kullanilmaktadir.

Bazi platin kompleksleri gibi aktif antikanser ilaglar1 hem insanlar hem de hayvanlar
tizerinde kullanilmaktadir. Bir elektrik alaninin bakteri biyimesi Gzerindeki etkisinin
incelenmesi, bu yeni kemoterapi ilaclari ailesinin kesfedilmesine yol agmistir. Deney
sirasinda, platin elektrotlar elektrolize edilmis ve bakteriyel hiicre boliinmesini tamamen

durduran bir platin kompleksi serbest birakilmistir [53].

Rosenberg'in sisplatinin [cis-diamindikloroplatin (11)] antiproliferatif etkisini tesadiifen
kesfetmesi nedeniyle, antikanser ilaglar1 olarak platin kompleksleri ¢ok dikkat
cektmistir. Cesitli kat1 timdrler, Sisplatin, karboplatin ve oksaliplatin gibi platin bazli
ilaclarla tedavi edilir. Platinden yapilan ilaglarin genellikle iki dezavantaji vardir:
Kemorezistansa neden olabilirler ve sadece kanser hiicrelerine kars1 etkili degildirler.

Bu durum zararli yan etkilere yol agar [54].

Sisplatin, karboplatin ve oksaliplatin, antineoplastik etkilerini DNA bazlarina
baglanarak DNA sentezinin, transkripsiyonunun bozulmasina ve sonugta apoptoza
neden olan iplik i¢i ve iplikler arasi1 capraz baglar iireterek meydana getirirler. Platin
kompleksleri, sarkomlar ve testis, yumurtalik, mesane, akciger, beyin, bag ve boyun ve
diger tiimorleri iceren ¢ok sayida malignite i¢in ¢ok ajanli kemoterapi uygulamalarinin
onemli bilesenleridir. Analoglarin gelistirilmesi, platin antikanser komplekslerinin etki
tarz1 dikkatli bir sekilde degerlendirilerek yapilmistir. Yiiksiiz cis yapil kare diizlemsel
platin(ll) kompleksleri, klinik ortamlarda test edilen platin bilesiklerinin biiyiik
cogunlugunu olusturur [55].

Baz platin antikanser komplekslerinin siniflar:

1. Sterik olarak engellenmis platin kompleksleri: Klkirt iceren peptit ve proteinlerle
platin ilaglarin gelistirilmis sitozolik deaktivasyonu, kanser hiicrelerinin direng
mekanizmalarindan biridir. Bu tiir platinde platin bilesiklerine biiyiik bir tasiyici ligand

eklenerek kanser hiicrelerinin reaktivitesi azaltmaya caligilir.
2. Biyolojik olarak aktif ligandlarla Platin(l1) kompleksleri:

Bu platin bilesigi, HMG1 miktarin1 artirmak igin Ostrojeni indiikler. HMG1 proteini,

platin-DNA eklentilerinin onarimini dnler ve sisplatinin sitotoksisitesini artirir.

3. Trans geometrili Platinum(11) kompleksleri:
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Gok uzun bir sure cis-geometri olmadan platin bilesiklerinin antikanser etkisinin
olamayacagi varsayilmigtir. Bununla birlikte, direngli hiicrelerin platin kaynaklit DNA
hasarin1 onarma yeteneginin artmasi, arastirmacilarin dikkatini yapisal olarak farkli
DNA adductlar1 olusturabilen platin komplekslerine odakladi. Geleneksel platin ilaglar
tarafindan olusturulan ¢apraz baglarla karsilastirildiginda, bu yeni adductlarin hlcresel
mekanizma tarafindan farkli sekilde islenmesi bekleniyordu. Transplatin kompleksleri,
sekilleri nedeniyle DNA ile cis-karsitlarindan farkli bir sekilde etkilesime girmeye
yatkindir.

4. Polintuikleer platin kompleksleri

Cok cekirdekli platin kompleksleri olarak bilinir. Azolato-koprill ¢ift ¢ekirdekli platin

kompleksleri, antikanser poliniikleer platin bilesiklerinin ilgi ¢ekici bir sinifidir [56].

2.10. Hiicre canlihig testi

MTT testi, hiicre canliligin1 degerlendirmek i¢in kullanilan kolorimetrik bir testtir. MTT
testi, mitokondriyal solunuma baglidir, bu nedenle dolayli olarak bir hiicrenin hiicresel
enerji kapasitesi degerlendirilmektedir. Mitokondriyal solunum sirasinda, siiksinat
dehidrogenaz enzimi, 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolyum bromir (MTT)
ile mor renkli MTT-formazan kristalleri olusturmaktadir. Formazan triini, DMSO'da
cozlindukten sonra spektrofotometrik olarak (550 nm) analiz edilir, nanopartikil
uygulanmis ve uygulanmamis hiicrelerin spektrumlar1 sitotoksisite derecesinin bir

tahminini vermektedir [57].
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cu,
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(3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5- ((E,2)-5-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-1,3-

diphenyltetrazolium bromide) diphenylformazan)

Sekil 2.2. MTT'nin formazan kristallerine indirgenmesi [58].

2.11. Oksidatif Stres Ol¢iimii

Tipik kosullar altinda, aerobik solunum, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) iiretilmesiyle
sonuglanir. O2 ve H20. gibi serbest radikaller, ROS 6rnekleridir. Hiicrelerde serbest
radikal ~ olusumunu  Olgmek  igin  gesitli  yontemler  kullanilabilir  [59].
Dichlorofluorescein-diacetate (DCFDA), hiicre icindeki reaktif oksijen tirlerini (ROS)
6lgmek i¢in kullanilan en florojenik boyalardan biridir. DCFDA hiicreye girdikten sonra
floresan olmayan bir bilesige deasetillenir. Hiicre i¢i esterazlar, DCFH-DA'y1 iki ester
baglantisindan pargalayarak nispeten polar ve hiicre zarindan gecirmeyen {iriin
H2DCF'yi olusturur.Bu floresan olmayan madde oksitlenerek ylksek floresan DCF'yi
uretir. DCF, floresan spektroskopisi ile tespit edilen floresan bilesiktir. Dolayisiyla
spektroskopideki floresan okuma, hiicre i¢indeki ROS varliginin gostergesidir [60].
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Sekil 2.3. DCFDA'nin floresan bir iiriine (DCF) déniistiiriilmesi [59].

2.12. Lipid peroksidasyonu 6l¢gimu

TBARS testi, lipid peroksidasyonunu o6lgmek icin en yaygin kullanilan testlerden
biridir. Bu testte lipid substratlarinin oksidasyonu sonucu olusan malondialdehit (MDA)

seviyesi Olgiilerek lipid peroksidasyona bagli hiicre zar1 hasar1 degerlendirilir [61].

TBARS testi, MDA ile 2-tiyobarbitiirik asit adi verilen kromojenik bir reaktifin
etkilesimine dayanir. Bir MDA molekild, iki 2-tiobarbitiirik asit molekiilii ile birleserek

532-535 nm'de maksimum absorbansli bir kromofor tiretir [62].
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Sekil 2.4. 2-tiyobarbitiirik asit ve MDA arasindaki reaksiyon [62].

2.13. Oluim tipi belirlenmesi

Akridin oranj ve propidyum Iyodit (AO/PI), hiicre canlihigini ve hiicre dliim tipini
6lgmek icin kullanilan niikleik asit baglayict boyalardir. Akridin oranj (AO) boyasina
hiicre gegirgendir, canli ve 6li hiicrelere girebilir, bu nedenle yesil floresan olusturmak
icin tiim c¢ekirdekli hiicreleri boyar. PI, yalnizca zarar gérmiis zarlar1 olan hiicrelere
girer ve bu nedenle kirmizi floresan olusturmak igin tiim O6lii nekrotik c¢ekirdekli
hiicreleri boyar. Boylece tiim canli g¢ekirdekli hiicreler yesil ve tim 610 cekirdekli

hiicreler kirmizi floresan boyama verir [63].
2.14. Apoptozun belirlenmesi

Apoptoz tayini, apoptozda rol oynayan kaspaz 3, kaspaz 8 ve kaspaz 9 enzimlerinin
aktiviteleri Olciilerek yapilabilir. Kaspaz aktivasyonu, hiicre apoptozu i¢in yaygin olarak

kabul edilen bir gostergedir [64].
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3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1. Kimyasal Malzemeler

Tez c¢alismasinda kullanilan {i¢ dikloro-platin (1I) kompleksi (la, 2a ve 4a) Gazi
Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi, Eczacilik Meslek Bilimleri Boliimii, Farmasotik
Kimya Anabilim Dali’ndan temin edilmistir. Gozelle ve ark.’nin, (2019) yaptiklari
calismada sentezledikleri platin (II) komplekslerinden segilen 1a, 2a ve 4a’nin yapisi
Sekil 3.1°de verilmistir. Platin (II) komplekslerin hiicre canlilik testi MTT (Sigma,
475989) testi ile yapilmistir. MTT deneylerinde pozitif kontrol olarak sisplatin (Sigma
15663-27-1) ve karboplatin (Sigma C2538) kullanilmistir. Platin (I1) kompleksleri %
0,1’lik dimetil siilfoksit (DMSO) iginde ¢6zdiiriilmiistiir. Deneyler 6ncesinde hiicreleri
saymak amactyla tripan mavisi boyasi (Hyclone, Logan, UT) kullanilmistir. Hiicre igi
ROS miktar1 2°,7’-dikloroflorosein diasetat boyas1 (DCFDA, sc 359840, Santa Cruz)
kullanilarak yapilmistir. Oksidatif strese bagli olarak hiicre zarindaki lipid
peroksidasyonu belirlemek igin TBARS Kiti (Cayman, 10009055) kullanilarak MDA
Olgimi yapilmistir. Hucre 6lum tipini belirlemek amaciyla Akridin oranj (Sigma,
A6014-10G) ve Propidyum iyodit (Applichem, 01A2261,0025) boyalar1 kullanilmistir.
Tez calismasinda apoptoz tayini i¢in apoptozda rol oynayan kaspaz 3, kaspaz 8 ve
kaspaz 9 enzim aktivite 6lciminde multiplex aktivite test kiti (Abcam, ab219915)

kullanilmistir.
3.2. Hicre kaltara

Calismada insan akciger kanser hiicre hatt1 olan A549 hiicre hatt1 kullanilmistir. A549
hiicreleri adherent 6zellik gostermektedirler. A549 hiicreleri %10 fetal sigir serumu,
penisilin ve streptomisin igeren RPMI (Roswell Park Memorial Institute) besiyerinde
kiltlire edilmis ve ardindan %5 COz i¢inde 37°C'de inkiibe edilmistir.

N
> -

N ¢l N ¢ N CI
Pt Pt
N Cl N Cl N CI
> \
N
H
1a 2a

Sekil 3.1. Platin (II) komplekslerinin kimyasal yapisi.
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3.3. A549 Hiicre Hattimin Uretilmesi ve Pasajlanmasi

A549 hiicre hatt1 %1 Penisilin/streptomisin igeren ve %10 fotal sigir serumu (FBS)
RPMI (Roswell Park Memorial Institute) besiyerinde %5 CO2 igeren etiivde 37 C°’de
inkiibe edilerek 25 cm? ve 75 cm?’lik flasklarda iiretilmistir. A549 hiicrelerinin inverted
mikroskop goriintiisii Sekil 3.2.’de verilmistir. Hiicreler konfluent hale geldikten sonra
tripsin/EDTA eklenerek ve etiivde 37 °C’de birkac dakika bekletilerek hicreler flask
yuzeyinden kaldirilmistir.Daha sonra hicrelerin izerine RPMI besiyeri eklenerek
pipetaj yapilmustir. Siispanse hale getirilmis hiicreler ¢cogalmasi i¢in yeni flasklara
bolinmiis ve hicreler 37°C etivde inkiibe edilmistir. Hiicreler iki giinde bir
pasajlanmistir. Yapilan biitiin analizlerde pasaj 9 ve pasaj 17 arasindaki A549 hicreleri
kullanilmastir.

Sekil 3.2. A549 hiicrelerinin 11.pasaj inverted mikroskop goruntisa.
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3.4. A549 Hiicrelerinin Dondurulmasi ve Cozdiiriilmesi

Uretilen A549 hiicreleri daha sonraki analizlerde kullanilmak iizere dondurularak sivi
azotta saklanmigtir. Hiicrelerin dondurulmasi i¢in %10 DMSO ve %90 fotal sigir
serumu i¢ceren dondurma vasati hazirlanmistir.

Tripsin/EDTA eklenerek hiicreler flask yilizeyden kaldirilmis ve siispanse hiicreler 800
rpm’de 5 dk santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrast siipernatant atilarak pelet iizerine
dondurma vasati eklenerek kriyotiiplere paylastirilip -80°C derin dondurucuya, daha
sonra da s1v1 azota alinarak muhafaza edilmistir.

Dondurulmus olan hiicreler 1 dk 37°C’de su banyosunda ¢ozdiiriilmiis ve 800 rpm’de 5
dakika santrifiij edilmigtir. Santrifiijj sonunda siipernatant atilmis ve pelette kalan
hiicrelere 1ml RPMI besiyeri eklenmesiyle flasklara aktarilmigtir. Hiicreler besiyerinde

%5 CO» ve 37°C etiiv igerisinde inkiibe edilmistir.

3.5. Platin (Il) Kompleksleri ve Kontrol Gruplarimin Stok Cozeltisinin
Hazirlanmasi

Ana stok hazirlamak igin tuz platin (I11) kompleksleri ve pozitif kontrol gruplari
(sisplatin ve karboplatin) tartilip tizerine 40 pl dimetilsulfoksit (DMSO) eklenerek ve su
banyosunda bekletilerek ¢ozdiiriilmiistiir. Daha sonra 10 ml serum igermeyen RPMI
besiyeri eklenerek ana stoklar hazirlanmistir.

Hazirlanan ana stoklar kabin i¢inde steril ortamda 0.22 pM filtre ile stiziilerek steril hale
getirilmistir. Her deney Oncesinde taze olarak platin (I11) kompleksleri ve kontrol
gruplar1 igin sispaltin ve karboplatin ana stoklar1 hazirlanmistir. Deneylerde

uygulanacak konsantrasyonlar ana stoktan hazirlanmstir.

18



3.6. Deney Plani

Tez calismasinin ilk asamasinda A549 insan akciger kanser hiicreleri tiretilmistir. Daha
sonra MTT testi ile 1a, 2a ve 4a platin (1) komplekslerinin A549 hiicre hattinda
sitotoksik aktivitesi incelenmistir. MTT testi sonucunda platin (I11) komplekslerinden en
etkin olan 1a platin (I1) kompleksi segilmis ve diger analizlerde en etkin bulunan la
platin (1) kompleksi kullanilmistir. Deney plani Sekil 3.3.’de verilmistir. On ¢alismada
farkli konsantrasyon araliginda (10, 20, 40, 80, 160, 320, 640 pM) platin (1I)
kompleksleri ve pozitif kontrol olarak kullanilacak sisplatin ve karboplatin ile deneyler
yapilmis ve 6n ¢alismadan elde edilen sonuglara gore asagida yer alan konsantrasyonlar

secilerek calisma gerceklestirilmistir.

MTT testinde yer alan deney gruplar1 asagida verilmistir:
. Grup: Kontrol

. Grup: DMSO c¢oziict kontrol

. Grup: 40 pM sisplatin

. Grup: 80 uM sisplatin

. Grup: 80 uM karboplatin

. Grup: 160 uM karboplatin

. Grup: 320 uM karboplatin

. Grup: 40 uM (1a, 2a ve 4a platin (I1) kompleksleri)

© 0O N O O A W N P

. Grup: 80 uM (1a, 2a ve 4a platin (I1) kompleksleri)
10. Grup: 160 uM (1a, 2a ve 4a platin (11) kompleksleri)
11. Grup: 320 uM (1a, 2a ve 4a platin (1) kompleksleri)

MTT testi sonuglarina gére diger analizlerde yer alan deney gruplar1 asagida verilmistir.
1. Grup: Kontrol

2. Grup: laplatin (1) 40 pM

3. Grup: 1a platin (I1) 80 uM
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Sekil 3.3. Deney planinin sematik olarak gosterimi. Sema BioRender uygulamasi kullanilarak yapilmaistir.
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3.7. MTT Testi

Sitotoksisiteyi veya hiicre canliligini belirlemek icin MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2-
5-difeniltetrazolyum bromdr) testi, en yaygin kullanilan kolorimetrik testlerden biridir.
Bu test, hiicre canliligini tespit etmek i¢in siiksinat dehidrojenaz gibi mitokondriyal

enzimlerin aktivitesini 6lcer [65].

MTT [3-(4,5-dimetiltiyazol-2il)-2,5-difeniltetrazolyum bromir] testi platin  (I1)
komplekslerinin  A549 akciger kanser hiicre hattinda sitotoksik aktivitesinin

degerlendirilmesi i¢in kullanilmistir.

1. 1lk olarak A549 hiicreleri 5x10*/ml olacak sekilde 96 kuyucuklu plaklara ekilmis
ve 24 saat 37 °C %5 CO2’li etiivde inkiibe edilmistir.

2. Sonraki gun 96 kuyucuklu plaklardaki RPMI besiyeri uzaklastirildiktan sonra Ug
farkli dikloro-platin (II) kompleksi, 1a, 2a ve 4a'nin (40 uM, 80 uM, 160 puM ve
320 uM) ve pozitif kontrol olarak sisplatinin (40 uM ve 80 uM) ve karboplatinin
(80 uM, 160 pM ve 320 uM) farkli doz konsantrasyonlar1 hazirlanip hiicrelere
uygulanarak 24, 48 ve 72 saat inkiibe edilmistir.

3. Inkiibasyondan sonra RPMI besiyeri ortami uzaklastirilip her kuyucuga 100 pl
RPMI besiyeri ve 13 pl/kuyucuk olacak sekilde MTT ¢ozeltisi konulmus ve 3
saat 37 °C %5 CO2’li etlivde inkiibe edilmistir.

4. Dahasonra MTT boyasi ortamdan uzaklastirilmistir.

5. Formazan kristallerinin ¢oziilmesi amaciyla her kuyucuga 100 pl/kuyucuk

olacak sekilde %5 amonyak iceren DMSO konulmustur.

6. Absorbanslar 550 nm dalga boyunda mikroplak okuyucu kullanilarak

Olgtilmiistiir.

7. MTT testi en az 3 tekrarl olacak sekilde gerceklestirilmistir. Olciim sonucunda

elde edilen veriler asagidaki formiil kullanilarak hiicre canliligi hesaplanmistir.

% Hiicre Canliligi= (Ortalama 6rnek OD/ Ortalama kontrol OD) X 100
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3.8. DCFDA testi ile ROS Ol¢iim

Dihidrodiklorofloresin (H2DCF-DA), hicresel oksidatif stresi 6lgmek igin siklikla

kullanilan bir testtir. Bu lipofilik ve floresan olmayan molekiil, plazma zarin1 gegtikten
sonra bir hidrofilik alkole (H2DCF) deesterifiye edilir; bu daha sonra tipik olarak reaktif
oksijen tdrlerini (ROS) igeren bir islemde floresan DCF Uretmek igin oksitlenebilir [66].

Tez calismasi kapsaminda oksidatif strese bagli olarak ortaya cikan reaktif oksijen
tirlerinin (ROS) hiicrei¢i miktar1 2’,7’-dikloroflorosein diasetat (DCFDA) 6l¢imiyle
yapilmigtir. DCFDA o6l¢iimleri iki farkli yontem kullanilarak gergeklestirilmistir. Bu
yontemlerde izlenen basamaklar asagida detayl bir sekilde aciklanmistir. DCFDA 24
saat inkiibasyon siiresinde hizli parg¢alanabildigi igin ayrica 30 dakika inkiibe edilerek

iki yontemle 6l¢tim yapilmigtir.
Yontem 1

1. RPMI besiyeri ile hazirlanan A549 hiicreleri 10x10* hiicre/ml olacak sekilde
siyah 96 gozli plaklara her kuyucuga 100 pl hiicre siispansiyonu olacak sekilde

ekilmistir.

2. Hicrelerin tutunmasi amaciyla 24 saat boyunca etiivde inkibasyona

birakilmustir.

3. Daha sonra plaklardaki besiyeri dokulip serum ve fenol red icermeyen RPMI
besiyeri ile hazirlanan 1a platin (I1I) kompleksinin konsantrasyonlari (40 ve 80

M) hiicrelere uygulanmaistir.

4. la platin bilesiginin konsantrasyonlar1 uygulandiktan sonra hiicreler ile 24 saat

inkiibasyona birakilmistir.

5. Ertesi giin serum ve fenol red igermeyen besiyeri plaklardan uzaklastirtlip her

kuyucuga 100 pl PBS eklenerek yikama yapilmistir.

6. Daha sonra PBS plaklardan uzaklastirilip 40 uM konsantrasyonda hazirlanan
100 pl DCFDA hiicrelere eklenmistir.

7. Hiicreler 45 dakika inkiibasyona birakilmstir.

8. Inkiibasyondan sonra hiicrelerin {izerindeki DCFDA dokiiliip 100 pl PBS ile

tekrar yikama yapilmistir.
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9. 485-535 nm dalga boyunda Biotek Synergy H1 Hibrit Reader florimetrik

spektrofotometride Ol¢limler yapilmistir.

Yontem 2

1. RPMI besiyeri ile hazirlanan A549 hiicreleri 10x10* hiicre/ml olacak sekilde
siyah 96 gozli plaklara her kuyucuga 100 pl hiicre siispansiyonu olacak sekilde
dagitilmistir.

2. Hicrelerin tutunmasi amaciyla 24 saat boyunca etiiv i¢inde birakilmistir.
3. Hiucrelerin iizerindeki besiyeri uzaklastirilip 100 pl PBS ile yikama yapilmustir.

4. Daha sonra PBS plaklardan uzaklagtiritlip 40 uM konsantrasyonda hazirlanan
100 pl DCFDA hiicrelere eklenmistir.

5. 30 dakika hiicreler inkiibasyona birakilmistir.

6. Inkiibasyon sonrasinda plaklardaki DCFDA uzaklastirilip 100 pl PBS ile yikama
yapilmistir.

7. PBS ile yikama yapildiktan sonra hazirlanan la platin (I11) kompleksinin

konsantrasyonlari (40 ve 80 UM) hiicrelere uygulanmistir.
8. Tekrar 30 dakika hiicreler etiivde inkiibasyona birakilmistir.

9. 485-535 nm dalga boyunda Biotek Synergy H1 Hibrit Reader florimetrik

spektrofotometride dl¢limler yapilmustir.

3.9. TBARS testi

TBARS (Tiyobarbitirik Asit Reaktif Maddeler) testi, oksidatif stresin sonucu olusan
lipid peroksidasyonunu olgmek amaciyla kullanilmaktadir. Lipid hidroperoksitler,
hicresel ortamda oksidatif stresin bir sonucu olarak dretilir. Malondialdehit (MDA),
coklu doymamis yag asitlerinin tiyobarbitiirik asit ile reaksiyona girmesiyle olusturulur.
Malondialdehit (MDA) tiyobarbitirik asit (TBA) ile reaksiyona girerek MDA-TBA2
olusur. Olusan MDA-TBAZ2 kolorimetrik olarak 6lgtlebilir [67].

Tez ¢alismasi kapsaminda lipid peroksidasyonu 6lgmek igin Cayman TBARS Assay Kiti

kullanilmistir.

TBARS testi i¢in ilk 6nce A549 hiicre lizatlar1 asagida acgiklandig1 gibi hazirlanmistir.
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A549 hiicreleri RPMI besiyeri kullanilarak 2x107 hiicre/ml olacak sekilde 1x175

ml flasklara ekilmistir.

Ertesi gin 175 cm?lik flasklardaki RPMI besiyeri uzaklastirilip serum
icermeyen RPMI besiyeri ile hazirlanan 1a platin  (II) kompleksinin

konsantrasyonlar1 (40 ve 80 uM) hiicrelere uygulanmustir.

1a platin (11) kompleksinin konsantrasyonlarinin uygulanmasindan 24 saat sonra
175 cm?lik flasklardaki besiyeri uzaklastirilip 2 ml PBS hiicrelere eklenerek

yikama yapilmistir.

Daha sonra PBS dokiiliip hiicre lizatlar1 hazirlanmak amaciyla 2 ml PBS

hiicrelere eklenmistir ve scraper ile A549 hiicreleri kazinmigstir.
A549 hicreleri 15 ml lik tiiplere aktarilmustir.
Daha sonra hiicreler 800 g’de 5 dakika santrifiij edilmistir.

Santrifiij sonunda elde edilen siipernatantlar atilip tliplerin dibinde kalan pellet

uzerine 400 pl PBS eklenip iyice pipetlenmistir.

Hiicreler 2 ml’lik santrifiij tliplerine alinip 10000 rcf’ta 4°C’de 15 dakika

santrifiij edilmistir.

Santrifiij sonrasi siipernatantlar alinarak baska 2 ml’lik santrifiij tiiplerine

aktarilmistir. Her gruptan 3’er 6rnek hazirlanmistir.

10. Hiicre lizatlar1 -80°C’de muhafaza edilmistir.

Daha sonra kit icerisindeki reaktifler ve standartlar hazirlanmis ve TBARS testi asagida

yazildig1 gibi yapilmistir.

1.

2.

Standartlar ve 6rnekler cam deney tiplerine 100 pl olacak sekilde koyulmustur.

Daha sonra her cam tupe 100 pl SDS soliisyonu eklenip vortekslenmis ve 4 ml

renk reaktifi eklenmistir.

Standartlarin ve Orneklerin cam tiipleri 100 °C’de su banyosunda reaksiyonu

baslatmak amaciyla 1 saat boyunca inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon siiresi bitiminde hizli bir sekilde standartlar1 ve ornekleri su
banyosundan almip reaksiyonu durdurmak ic¢in 10 dakika buz iistiine

koyulmustur.
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5. Reaksiyonun durdurulmasindan sonra standartlar ve 6rnekler 15 ml’lik falcon

tiiplere aktarilarak 10 dakika 1600 g, 4°C’de santrifiij edilmistir.

6. Santrifiij sonunda elde edilen siipernatantlar 100 ul/kuyucuk olacak sekilde 96
kuyucuklu plaklara dagitilmis ve 530-550 nm dalga boyunda Biotek Synergy H1
Hibrit Reader florimetrik spektrofotometride okutulmustur.

3.10. Akridin Oranj (AO)/Propidium Iyodit (PT) Boyama Testi

Akridin Oranj (AO) ve Propidium Iyodit (PI) canli ve cansiz hiicreleri saymak icin
kullanilan niikleik asit boyalaridir. Canli hiicreler yesil renkte, normal ¢ekirdeklere ve
normal kromatine sahiptir. Erken apoptotik hcre, yesil bir renge sahiptir ve kromatini
yiiksek oranda yogunlastirilmis veya pargalanmistir. Nekrotik hiicre kirmizi renkte
normal cekirdeklere ve normal kromatine sahiptir. Erken nekrotik hiicre kirmizi

renktedir ve kromatini oldukga kondanse veya pargalidir [68].
1. A549 hiicreleri 5x10%ml olacak sekilde 24 kuyucuklu plaklara ekilmistir.
2. 24 ve 48 saat 37°C'de %5 CO- kosullarindaki etiivde inkiibe edilmistir.

3. Inkiibasyon sonrasinda plaklardaki besiyeri ortam1 uzaklastirilip 500 pl 40 ve 80
MM konsantrasyonlarinda olacak sekilde la platin kompleksi hicrelere
uygulanmistir. Kontrol kuyucuklara ise 500 pl serum icermeyen RPMI besiyeri

konulmustur.

4. 1la platin (I) kompleksi uygulanmasindan 24 saat sonra plaklardaki besiyeri

uzaklastirtlip 300 pl PBS ile yikama yapilmustir.

5. Daha sonra 1:1 oraninda hazirlanan AO/PI (10 pg/ml AO: 10 pg/ml PI) 200 pl

kuyucuklara eklenmistir.
6. Hiicrelerin boyanmasi i¢in boya ile 30 saniye bekletilmistir.
7. Plaklardaki boyay1 uzaklastirilip 300 pl PBS ile tekrar yikama yapilmuistir.

8. PBS ile yikama yapildiktan sonra plaklardaki PBS c¢ekilmeden A549 hiicreleri
inverted mikroskopta (Olympus 1X71, Japonya) gorintileme yapilmistir.

3.11. Kaspaz testi

Tez calismas1 kapsaminda apoptoz tayini, apoptozda rol oynayan kaspaz 3, kaspaz 8, ve
kaspaz 9 enzim aktivite Olcimleriyle yapilmistir. Baslatici kaspazlar (kaspaz 8 ve
kaspaz 9) efektor kaspaz (kaspaz 3) aktive ederek apoptozu tetikler. MTT testi
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sonucuna gore sitotoksik aktivite agisindan en etkin bulunan la platin (1) kompleksi
uygulanarak A549 hiicrelerinde apoptoz varligi florimetrik olarak dl¢lilmiistiir. Sisplatin
ve Kkarboplatin pozitif kontrol gruplarina ilave olarak literatiirde kaspaz enzim
aktivitelerinde oldukca hassas olan kamptothesin de pozitif kontrol grup olarak
kullanilmigtir [69]. Kaspaz 3, kaspaz 8 ve kaspaz 9 enzim aktivite 6lgumiinde multiplex
aktivite testi (ab219915, Abcam) kullanilmistir. Kisaca bu kit apoptozla ilgili kaspazlar
3, 8 ve 9'u ayn1 anda izlemek i¢in tasarlanmistir. Sirasiyla kaspaz 8, kaspaz 3, ve kaspaz
9 icin florojenik belirtecler olarak IETD-R110, DEVD-ProRedTM, ve LEHD-AMC
kullanilir. Kaspaz boliinmesiyle ti¢ farkli fliiorofor yayilir: R110 (yesil floresans),
ProRedTM (kirmiz1 floresans) ve AMC (mavi floresans) [70].

Kaspaz aktivite Olcumi ticari olarak temin edilen kit direktifleri dogrultusunda

yapilmistir.

1. A549 hiicreleri 2x10* hiicre/90 pL olacak sekilde siyah 96 gozlii plaklara
ekilmis ve 24 saat boyunca %5 CO:'li etiivde inkiibasyona birakilmistir.

2. Ertesi giin siyah 96 g6zl plaklar 800 rpm 4°C’de 2 dakika santrifiij edilmistir.

3. Santrif(ij suresi bitiminde l1a platin (I1I) kompleksinin konsantrasyonlar1 10 pL

(son konsantrasyon 40 ve 80 UM olacak sekilde) hiicrelere uygulanmustir.

4. Doz gruplart uygulamasindan 4 saat sonra 100 pL kaspaz 3, kaspaz 8 ve kaspaz

9 substratlar hiicrelere uygulanmustir.

5. Ornekler ¢ spesifik dalga boyunda florimetride okunmustur; kaspaz 3 (535-620
nm), kaspaz 8 (490-525 nm) ve kaspaz 9 (370-450 nm).

6. Sonuclar kaspaz 3, 8 ve 9 aktivitesinin ortalama floresan yogunlugu seklinde

verilmistir.

3.12. istatiksel analizler

Tez ¢alismasinda biitlin deneyler en az 3 kez tekrarlanmistir. Elde edilen veriler SPSS
istatistik programi ile analiz edilmistir. P <0,05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul

edilmistir.
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4. SONUCLAR

4.1. MTT Testi Sonuclari

MTT testi kullanilarak A549 hiicre hattinda platin (II) komplekslerinin (1la, 2a ve 4a)
sitotoksik aktivitesi tespit edilmistir. la, 2a ve 4a platin (I1) kompleksi farkli
konsantrasyon araliginda (40, 80, 160 ve 320 uM) A549 hicrelerine uygulanarak la
platin (I1) kompleksi en etkin bulunmustur. 1a platin (1) kompleksinin ICso degeri 24
saat icin 63,1 UM, 48 saat icin 53,7 UM, 72 saat icgin ise 48,7 UM hesaplanmuistir.
Hesaplamalardan sonra yapilacak diger analizler i¢in la platin (I1) kompleksinin

konsantrasyonu 40 uM ve 80 UM olarak se¢ilmistir.

Sekil 4.1.’de goriildiigii gibi 24 saat inkiibasyon sonucunda konsantrasyona bagli olarak
hiicre canliliginda azalma gorilmiistiir. 2a ve 4a platin (1) kompleksleri uygulanan
gruplar kontrol grubu ile karsilastirildiginda anlamli bir fark bulunmamigken, 1a platin
(I) gruplar1 kontrol grubu ile karsilastirildiginda anlamli fark bulunmustur. Deneyde
pozitif kontrol olarak kullanilan sisplatin gruplari, la 80 ve 160 pM gruplarn ile
karsilagtirildiginda anlamli  fark bulunmazken, diger gruplarinda anlamli fark

bulunmustur.

Sekil 4.2. ve Sekil 4.3.”de gortildiigii gibi 48 ve 72 saat inkiibasyon sonunda elde edilen
MTT sonuglarina gore la platin konsantrasyon gruplari ve pozitif kontrol gruplari
kontrol grubu ile karsilastirildiginda anlamli fark bulunmustur. 2a ve 4a platin (I1)
konsantrasyon gruplar1 en yiiksek konsantrasyon grubu hari¢ kontrol grubuna gore

anlaml fark bulunamamuistir.

Sekil 4.3.’de goriildiigii gibi 72 saatlik inkiibasyonda 1a platin kompleksinin 160 ve 320
MM konsantrasyon gruplarinin, sisplatinin her iki konsantrasyon gruplar1 ve karboplatin
320 UM gruplar arasinda fark bulunmamis ve A549 hiicrelerinin canlilifinda 1la platin
(I1) kompleksinin etkisinin pozitif kontrol sisplatin ve karboplatine yakin derecede

oldugu bulunmustur.

la, 2a ve 4a platin (II) kompleksinin 24, 48 ve 72 saat inkubasyon ile MTT testi
sonuglar1 Sekil 4.4.’de verilmistir. DMSO (negatif kontrol) MTT sonuglarinin kontrol
grubuna benzer oldugu ve istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadigi icin

grafiklerde verilmemistir. Sekil 4.4.’de gortldigi gibi MTT sonuglarina gére hiicre
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canliliginin hem inkiibasyon siiresine hem de konsantrasyona bagli olarak azaldigi

gozlenmistir.

l1a platin (1) kompleksi grubunun, pozitif kontrol ve kontrol grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli farkli (p<0,05) oldugu ve test edilen ii¢ platin kompleksi arasinda en

etkin olarak bulunmustur.
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Sekil 4.1. A549 hiicrelerine sisplatin, karboplatin, la, 2a ve 4a platin komplekslerinin farkli
konsantrasyonlarinin 24 saat uygulanmasi sonucu MTT hiicre canlilik testi sonuglari. a: kontrol
grubundan, b: sisplatin 40 uM grubundan, c: sisplatin 80 uM grubundan, d: karboplatin 80 uM
grubundan, e: karboplatin 160 uM grubundan, f: karboplatin 320 uM grubundan istatistiksel
olarak anlamli farkli (p<0,05).

48 saat
160

140 b,c,d,ef

Hiicre canlilign %
O
(=] [==] = o (=] (== [=]
7
£,
kg
“&
4, e
Y
(]
“, 0
v
m (o]
D"
=
w o
o
(9]
o )
=
(o]
®
“, &
v -5
o
GEE)
“ e c
[p] n
i) =9
"%
I
=2
”9 _—|°
40
A _—'cr
“ _ n
53
0o
_—LQ-
o
e
g’ =2
K
o
®
-
7, 0
’/9 o
o — g
)

> » B » S
< N ¥ < \ ¥ X
&Y @Y @ @Y oY ©F &Y @Y o RO A A M M
e o~ &> Q’\ ) Q”‘D 2 N A a2 "b % e W oY o’

NGO \’5\ \’Zv\ N A= N "L v W b
KR K G
;)\ A% oQ QQ

¢ & &
o A

Sekil 4.2. A549 hicrelerine sisplatin, karboplatin, 1a, 2a ve 4a platin komplekslerinin farkli
konsantrasyonlarinin 48 saat uygulanmasi sonucu MTT hiicre canlilik testi sonuglari. a: kontrol
grubundan, b: sisplatin 40 uM grubundan, c: sisplatin 80 uM grubundan, d: karboplatin 80 uM
grubundan, e: karboplatin 160 uM grubundan, f: karboplatin 320 uM grubundan istatistiksel
olarak anlamli farkli (p<0,05).
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Sekil 4.3. A549 hiicrelerine sisplatin, karboplatin, 1a, 2a ve 4a platin (I1) komplekslerinin farkli
konsantrasyonlarinin 72 saat uygulanmasi sonucu MTT hiicre canlilik testi sonuglari. a: kontrol
grubundan, b: sisplatin 40 UM grubundan, c: sisplatin 80 UM grubundan, d: karboplatin 80 uM

grubundan, e: karboplatin 160 uM grubundan, f: karboplatin 320 uM grubundan istatistiksel
olarak anlamli farkli (p<0,05).
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Sekil 4.4. A549 hicrelerine sisplatin, karboplatin ve (¢ platin (1) kompleksinin farkli
konsantrasyonlarinin 24, 48 ve 72 saat uygulanmasi sonucu MTT hiicre canlilik testi sonuglari.

Her grup icinde a: 24 saat verilere gore, b: 48 saat verilere gore istatistiksel olarak anlamli
farkli (p<0,05).
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4.2. ROS Ol¢iim Sonuclar

Tez calismasinda A549 hicrelerinde ROS 6l¢imi DCFDA boyama ile yapilmustir.
A549 hucreleri 24 saat ve 30 dakika 1a platin (I1) kompleksi ile inkibe edilerek ROS
Olgtimii iki farkli yontem kullanilarak yapilmis ve farkli sonug elde edilmistir. Elde
edilen DCFDA verileri kontrol grubuyla karsilagtirilarak kat oranlar1 hesaplanmistir. 30
dakika inkiibasyon ile hiicre i¢i ROS 6l¢iim sonuclar sekil 4.5.’de verilmistir. 24 saat
inkiibasyon ile hiicre i¢i ROS o6l¢iim sonuglar sekil 4.6.’da verilmistir. Sekil 4.5.’de
goriildiigii gibi 1a platin konsantrasyonuna bagli olarak ROS miktart artmigtir. 1a platin
(I1) gruplar1 kontrol grubuyla karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmustur (p<0,05). ROS 6l¢iimiinden elde edilen sonuglarina gore 1a platin 40 pM
ve 80 UM gruplarinin ROS miktar1 kontrol grubuna gore sirastyla 1.4 ve 1.7 kat oranlart
bir artis oldugu gozlenmistir. 1a platin (I1) 40 pM ve 80 uM gruplarinin ROS sonuglari
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur (p<0,05).

24 saatlik inkiibasyon ile ROS miktarinin 1a platin (1) konsantrasyonuna bagli olarak
azaldigr gorilmistir (Sekil 4.6.). la platin 40 uM grubunun ROS miktar1 kontrol
grubunun ROS miktariyla karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli  fark
bulunmazken, la platin (1) 80 puM grubunun ROS miktariyla anlamli farkli

bulunmustur.
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Sekil 4.5. A549 hiicrelerinin 30 dakika inkiibasyon ile hiicreici ROS 6l¢lim sonuglari.
Degerler ortalama =+ standard sapma seklinde verilmistir. a: kontrol grubundan
istatistiksel olarak farkli (p<0,05 ). b:1a 40 uM grubundan istatistiksel olarak farkli
(p<0,05).
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Sekil 4.6. A549 hicrelerinin 1a platin kompleksiyle 24 saat inkiibasyonu ile hiicreigi
ROS o6l¢iim sonuglari. Degerler ortalama + standard sapma seklinde verilmistir. a:

kontrol grubundan , b: 1a 40 uM grubundan istatistiksel olarak farkli (p<0,05).
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4.3. Lipid peroksidasyon 6l¢iim sonuclari

Calismada lipid peroksidasyon sonucu olusan MDA miktari TBARS testi ile tespit
edilmistir. A549 hiicrelerinde lipid peroksidasyon o6l¢iim sonuglart sekil 4.7.’de

verilmigtir.

Deney sonuglarina gore la platin (1) kompleksinin konsantrasyonunun artisiyla MDA
miktarinda artis oldugu goriilmiistiir. 1a platin (1) 40 ve 80 UM gruplarinin MDA
miktar1 kontrol grubu MDA miktariyla ve kendi aralarinda karsilastirildiginda
istatistiksel olarak farkli bulunmustur (p<0,05).
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Sekil 4.7. A549 hiicrelerinde lipid peroksidasyonu olgiim sonuglari. a: kontrol grubundan
istatiksel olarak farkli (p<0,05). b:1a 40 UM grubundan istatiksel olarak farkli (p<0,05).
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4.4. Akridin Oranj-Propidyum Iyodit ile Hiicre Oliim Tipinin Belirlenmesi

MTT sonuglarina gore en etkin bulunan la platin (1) kompleksi A549 akciger kanser
hlcrelerine uygulanarak hicre 6lim tipini belirlemek icin Akridin Oranj/Propidyum

Iyodit boyama yapilmis ve hiicreler mikroskop altinda incelenmistir.

la platin (II) kompleksiyle 24 saat inkiibasyon sonucu hiicre 6liim yiizdeleri sekil
4.10.’da ve 48 saat inkiibasyon hiicre 6liim yiizdeleri sekil 4.11.’de verilmistir. 24 ve 48
saatlik inkubasyon sirelerinin sonunda AO/PI boyama ile belirlenen hicre 6limi

yuzdeleri karsilastirilmistir (Sekil 4.12.).

la platin (1) kompleksi konsantrasyonundaki artisla normal hiicre sayisi azalirken
apoptotik hiicre sayis1 artmustir. 24 ve 48 saatlik inkiibasyonda 80 uM grubunda normal
hiicre sayis1 40 UM ve kontrol grubuna gore azalmis olup istatistiksel olarak anlamli
fark bulunmustur (Sekil 4.10. ve 4.11.). 24 saatlik inkibasyonda 40 ve 80 uM
gruplarinda erken apoptotik hiicre 6liimiinde anlamli bir fark bulunmamisken, kontrol
grubundan istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05) (Sekil 4.10.). Nekrotik
hlcreler sadece 1a platin (1) 80 uM konsantrasyon grubunda goriilmiistiir (Sekil 4.10.
ve 4.11.). 80 uM grubunda nekrotik hticre 6limu go6zlenirken kontrol grubunda sadece

normal ve erken apoptotik hiicre 6liim tipi gortilmistiir (Sekil 4.10. ve 4.11.).
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Sekil 4.8. A549 hicrelerinin AO/P1 boyama ile 24 saat inkiibasyon goruntileri. A) kontrol grubu,

B) la kompleksi 40 uM konsantrasyonu, C) la kompleksi 80 uM konsantrasyonu. Nekrotik

hicreler (—) kirmiz1 ok ile gosterilmistir.
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Sekil 4.9. A549 hiicrelerinin AO/PI boyasi ile 48 saat inkiibasyon gorintiileri. A) kontrol grubu, B) 1a
kompleksi 40 puM konsantrasyonu, C) la kompleksi 80 pM konsantrasyonu. Apoptotik hicreler

()beyaz ok, nekrotik hucreler (—) kirmizi ok ile gosterilmistir.
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Sekil 4.10. AO/PI boyama ile 24 saat inkiibasyon hiicre 6lum yulzdeleri. Degerler ortalama £
standard sapma seklinde verilmistir. a: kontrol grubundan istatiksel olarak farkli (p<0,05 ).
b:1a 40 uM grubundan istatiksel olarak farkli (p<0,05 ).
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Sekil 4.11. AO/PI boyama ile 48 saat inklibasyon hiicre 6lim yuzdeleri. Degerler ortalama +
standard sapma seklinde verilmistir. a: kontrol grubundan istatiksel olarak farkli (p<0,05 ).
b:1a 40 uM grubundan istatiksel olarak farkli (p<0,05 ).
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Sekil 4.12. AO/PI boyama ile 24 ve 48 saat inkiibasyon hiicre 6liim yiizdeleri. Veriler ortalama *
standard sapma seklinde verilmistir. (* ) 48 saat verilerinden istatiksel olarak farkl: (p<0,05).
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4.5. Apoptoz tayini sonuclari

Tez calismasinda apoptoz tayini kaspaz 3, kaspaz 8 ve kaspaz 9 assay testi ile
yapilmistir. A549 hicrelerine 1a platin (1) kompleksinin uygulanmasi sonucu kaspaz
3, 8 ve 9 enzim aktivite sonuglart ortalama floresans yogunlugu olarak sekil 4.13.’de
verilmistir. Elde edilen sonuglarina gore 1a platin 40 ve 80 uM gruplarinin kaspaz 3, 8
ve 9 enzim aktiviteleri kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli
bir fark bulunmamistir. Kaspaz enzim aktivite olcimunde pozitif kontrol olarak
kullanilan sisplatin ve kamptothesin gruplarinin kaspaz 3, 8 ve 9 enzim aktiviteleri
kontrol grubu ile karsilastirildiginda bir artis oldugu goriilmiistiir. Kamptothesin grubu
kaspaz 9 enzim aktivitesi kontrol, la platin (Il) ve sisplatin gruplariyla

karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli farkli bulunmustur.
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Sekil 4.13. 1a platin (I1) kompleksinin (A) kaspaz 8, (B ) kaspaz 9 ve (C) kaspaz 3 enzim
aktiviteleri Gzerine etkisi. Veriler ortalama + standard sapma seklinde verilmistir.*: (kontrol,
1a 40 pM, 1a 80 pM, sisplatin 80 pM) gruplarindan istatistiksel olarak farkli (p<0,05 ).
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5. TARTISMA

Akciger kanseri, insan saglhigini ciddi sekilde etkileyen, yiiksek morbidite ve mortaliteye
sahip kiiresel bir hastaliktir. Akciger kanseri, diger kanser tiirlerine gore en yiiksek 6liim
oranina neden olmaktadir. Akciger kanseri erkeklerde en sik goriilen dordiincii,
kadinlarda ise yedinci kanser turtdir [71]. Sigara kullanimi akciger kanserinin ana
nedenlerinden biridir. Sigara kullanimina ek olarak diyet ve genetik yatkinlik da akciger
kanserine neden olmada rol oynar. Akciger kanseri tedavisinde kullanilan en 6nemli

tedaviler radyoterapi ve kemoterapidir [72].

Akciger kanseri, tipine ve evresine bagl olarak cerrahi, kemoterapi veya diger ilaglar,
radyasyon tedavisi, lazer tedavisi gibi lokal tedaviler veya tedavilerin bir kombinasyonu
ile tedavi edilebilir. Bir hastanin lokal olarak ilerlemis kiigiik hiicreli olmayan akciger
kanserinin tedavisinde radyoterapi etkisiz oldugunda genellikle kemoterapi kullanilir.
Kemoterapi tedavilerinde siklikla sisplatin, karboplatin, oksaliplatin, nedaplatin ve
lobaplatin gibi platin bazli antikanser ilaglar1 kullanir. Platin ilaglar, klinik
calismalarda ¢ok Onemli oldugu kabul edilmektedir. Literatiirdeki ¢aligmalara gore
platin bazli kemoterapinin akciger kanseri tedavisinde bir¢cok durumda olumlu etkisi
vardir. Akciger kanserini tedavi etmek icin bircok denemede diger ilaclarla birlikte
sisplatin ve karboplatin kullanilmigtir, ancak hem sisplatin hem de karboplatinin
toksisitesi ve dogal direng nedeniyle kullanimlari sinirlidir. Bu faktorler nedeniyle

tedavi igin yeni platin kompleksleri arastirilmaktadir [73].

Kanser tedavisinde sisplatinin  kullanilmaya baslanmasindan sonra platin
kompleksleriyle yapilan caligmalara ilgi artmigtir. Sisplatinin yan etkilerinin olmasi
kullaniminmi sinirladigr igin toksisitesi daha diisiik, etkinligi daha fazla ve yan etkileri

azaltilmis yeni bilesiklerin gelistirilmesi 6nem kazanmaktadir.

Platin (1) komplekslerinden sentezlenen la, 2a ve 4a komplekslerinin A549 insan
akciger kanser hiicre hattinda sitotoksik aktivitesiyle ilgili bir ¢alismaya literatiirde
rastlanmamistir. Bu bilgi dikkate alinarak tez ¢alismasinda yeni sentezlenen
benzimidazol turevi ligand iceren platin (11) komplekslerinin (1a, 2a ve 4a) A549 insan
akciger kanser hiicre hattinda sitotoksik aktivitesinin degerlendirilmesi amaglanmaistir.
MTT testi sonucglarina gore en etkin bulunan platin kompleksinin oksidatif stres
acisindan degerlendirilmesi igin MDA ve hiicreigi ROS seviyeleri 6l¢iilmiis, hiicre 6lim

tipini tespit etmek icin Akridin Oranj (AO)/Propidium Iyodit (PI) boyamasi yapilmustir.
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Hiucrelerdeki apoptoz varligi ise kaspaz 3, kaspaz 8 ve kaspaz 9 enzim o&lgiimleri

yapilarak tespit edilmistir.

Calismalarda bir maddenin sitotoksik aktivitesini degerlendirmede ve hiicre canliliginin
Olciminde MTT testi en yaygin kullanilan testtir [74]. Daha once yapilan bir ¢alismada,
platin (II) komplekslerinin farkli bir hiicre hatt1 olan HeLa serviks kanseri hucrelerinde
sitotoksisitesi incelenmistir [9]. Mahmut ve ark.’nin yaptiklari ¢alismada gesitli platin
(I1) komplekslerinden 1a, 2a ve 4a komplekslerinin sitotoksisitesini HelLa serviks
kanseri hiucrelerinde MTT testi yaparak arastirmislardir. Calismada segilen 1a, 2a ve 4a
platin (II) komplekslerinin ve kullanilan pozitif kontrol sisplatinin ve karboplatinin
konsantrasyonlar1 10, 20, 40, 80 ve 160 pM seklinde uygulanmistir. Elde edilen MTT
sonuglarina gore la kompleksinin sitotoksik aktivitesi caligmada test edilen diger
komplekslerden orta derecede ve karboplatine gore daha etkin bulunmustur. 1a, 2a ve
4a platin (I1) komplekslerinin 10 ve 20 pM konsantrasyonlarinin kullanilan hiicre

hatlarinda etkisi diigiik bulunmustur [9].

Mahmut ve ark.’nin [9] ¢alisma sonuglar1 dikkate alinarak ¢alismamizda la, 2a ve 4a
platin (1) komplekslerinin 40, 80, 160 ve 320 uM konsantrasyonlar1 A549 hiicrelerine
uygulanarak MTT testi yapilmustir. Yapilan MTT testi sonuglarina gore A549
hicrelerinde platin (1) komplekslerinin hem konsantrasyonlarina hem de inkiibasyon
siresine bagli olarak hiicre canliliginin azaldigir gorillmistiir. 24, 48 ve 72 saatlik
inklibasyonda 1a platin 160 ve 320 puM konsantrasyon gruplarinin, sisplatin 40 ve 80
uM gruplariyla Kkarsilastirildiginda hiicre canliligindaki azalmanin benzer derecede
oldugu goézlenmistir. MTT testi sonuglarina gore etkinligi degerlendirilen {i¢ platin
kompleksinden 1a platin (I1) kompleksi, pozitif kontrol sisplatine ve karboplatine gore
en etkin olarak bulunmustur. 1a platin (1) kompleksi ICso degeri 24, 48 ve 72 saat icin
sirastyla 63.1, 53.7 ve 48.7 uM olarak hesaplanmigtir. ICso degeri hesaplandiktan sonra
yapilacak diger analizler icin la platin (II) kompleksinin konsantrasyonu 40 uM ve 80
MM olarak belirlenmistir. Bu tez ¢alismasinda elde edilen MTT sonuglar1 Mahmut ve

ark.’nin MTT sonuglar ile uyumluluk gostermektedir.

Ozgelik ve ark.’nin [75] yaptiklari ¢aligmada iki platin (IT) kompleksinin HeLa ve MCF-
7 hiicre hattinda sitotoksik aktivitesi degerlendirilmistir. Benzimidazol tasiyici ligandin
2. pozisyonunda p-klorofenil grubuna sahip kompleks caligmada kullanilan pozitif

kontrol karboplatine gore daha etkin bulunmustur.
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Akridin Oranj (AO)/Propidium Iyodit (PI) boyama testi, hiicre 6liim tipini belirlemede
en ¢ok kullanilan yontemlerden biridir. Yapilan bir c¢alismada Akridin Oranj
(AO)/Propidium Iyodit (PI) boyama ile platin nanopartikiillerin insan meme kanseri
MCF-7 hiicre hattinda apoptotik hiicre oran1 % 90.9 bulunmustur [76]. Petrovic ve ark.’1
yaptiklar1 ¢alismada yeni sentezlenen platin (IV) butyl-P kompleksinin A549 hiicre
hattinda annexin V-FITC/7-AAD apoptoz analizi yapmislardir. Apoptotik hiicre orani
nekrotik hiicre oranindan daha yiiksek belirlenmistir. 24 saat ve 48 saat inklibasyonda

apoptotik hiicre orani sirastyla % 21,90 ve % 29,66 bulunmustur [77].

Bendale ve Paul (2017) yaptigi c¢alismada platin nanopartikiillerin ~ Akridin
Oranj/Etidyum Bromir (AO/EB) boyama ile kanser hiicrelerine karsi sitotoksik
aktivitesini degerlendirmislerdir. Kontrol grubunda hiicre 6limii gézlenmemis olup
platin nanopartikullerin konsantrasyonu arttik¢a apoptotik ve nekrotik hiicre 6luminin
arttigin1 bulmuslardir [78]. Calismamizin sonunda A549 hiicresinde AO/PI boyamasi ile
elde edilen goruntiilere gore erken apoptotik hucre sayisi, ge¢ apoptotik ve nekrotik
hlicre sayisina gore daha yiiksek oldugu bulunmustur. AO/PI boyamasi ile 24 ve 48 saat
inkiibasyon siireleri sonunda elde edilen sonuglar karsilastirildiginda 40 uM grubu haric
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamasina ragmen la platin (II) kompleksi
konsantrasyonlarina bagli olarak apoptotik ve nekrotik hiicre 6limiinde bir artis oldugu
goriilmiistiir. AO/PI boyama ile ¢alismamizdan elde edilen sonuglar annexin V-FITC/7-

AAD ile yapilan ¢alismanin sonuglari ile benzerlik gostermistir.

Tez calismast kapsaminda DCFDA boyast kullanilarak oksidatif stres o6l¢limi
yapilmugtir. Iki farkli yontem kullamlarak yapilan olgiimlerde farkli sonug elde
edilmistir. Birinci yontemde 1a platin (I11) kompleksi A549 hiicrelerine uygulandiktan
sonra hucreler 24 saat inkiibasyona birakilirken, ikinci yontemde 30 dakika inkiibe
edilmistir. 24 saatlik inkibasyonda 1a platin (II) kompleksinin konsantrasyonu arttikga
ROS miktariin azaldig1 goriilirken, 30 dakikalik inkiibasyonda ROS miktarinin arttigi

gOrilmiistiir.

Yapilan bir ¢calismada A549 hiicre hattinda 3-arilkumarin tiirevlerinin in vitro sitotoksik
aktivitesi degerlendirilmistir. Calismada kullanilan 3-arilkumarin tirevlerinden olan 8-
(acetyloxy)-3-(4-methanesulfonyl phenyl)-2-oxo-2H-chromen7-yl acetate kompleksinin
DCFDA boyama ile hiicresel ROS seviyesi Ol¢iilmiistiir. Calismada  3-arilkumarin
trevinin 50 uM ve 75 uM konsantrasyonlariyla 30 dakika inklbe edilen A549
hicrelerinde ROS dretiminin sirastyla % 136,6 ve % 146,0 arttigt bulunmus, ROS
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uretiminin konsantrasyon artisina bagl bir artig gosterdigi tespit edilmistir [79]. Tez
calismast kapsaminda yapilan DCFDA boyama sonuglarina goére 30 dakika
inkiibasyonda la platin (II) kompleksinin konsantrasyonu arttikca ROS miktarinin
arttigl gozlenmistir. 40 ve 80 uM grubu ROS miktar1 kontrol grubu ROS miktari ile
karsilastirildiginda anlamli farkli bulunmustur. Caligmamizda kullanilan ayni hiicrelerle
yapilan 3-arilkumarin tdrevinin arastirildigi ¢alismanin DCFDA boyama sonuglari

calismamizdan elde edilen DCFDA boyama sonuglari ile uyumluluk gostermektedir.

Yapilan baska bir caligmada lobaplatinin A549 insan akciger hiicre hattinda ROS
olusumu, floresan boya DCFDA kullanilarak incelenmistir. A549 hcrelerine
lobaplatinin 24 uM konsantrasyonu 30 dakika ve 1, 2, 4, 6 ve 12 saat uygulanmistir.
Calismada elde edilen DCFDA boyama sonuglarina gore kontrol grubuna goére 30
dakika ve 6 saat inkiibasyona kadar ROS iiretiminin arttigi, 12 saat inkiibasyonda ise
ROS fiiretiminin azaldigi bulunmustur [80]. Bu sonuglar ¢alismamizdan elde edilen

DCFDA boyama sonuglariyla benzerlik gostermektedir.

Tez galismasi kapsaminda TBARS testi kullanilarak MDA miktar1 Sl¢iimiiyle lipid
peroksidasyon incelenmistir. Elde edilen sonuclara gére 1a platin (1) kompleksinin
konsantrasyon artisiyla MDA miktarinin arttigi goriilmistiir. Yapilan bir ¢alismada
LNCaP prostat kanseri hiicre hattinda grafen oksit-platin nanopartikuliinin etkisi
aragtirtlmistir. TBARS testi kullanilarak LNCaP prostat kanseri hiicre hattinda grafen
oksit-platin - nanopartikilinin MDA miktar1 {izerine etkisi degerlendirilmistir.
Calismada grafen oksit-platin nanopartikiliin I1Cso degeri 10 pg/mL belirlenmistir. Elde
edilen sonuglara gore grafen oksit-platin nanopartikilinin MDA miktarinda 6nemli
derecede artisa neden oldugunu tespit etmislerdir [81]. Yapilan bagka bir ¢alismada ise
platin nanopartikillerin (PtNPs) ve retinoik asitin (RA) SH-SY5Y insan ndroblastom
kanser hiicre hattinda antikanser etkileri arastirilmistir. Calismada uygulanacak platin
nanopartikillerin ve retinoik asitin 1C2s konsantrasyonu sirasiyla 25 pg/mL ve 12,5 uM
bulunmustur. Elde edilen TBARS testi sonuglarma gore platin nanopartikiil grubu,
retinoik asitin grubu ve platin nanopartikullerin + retinoik asitin grubunda MDA
miktarinda 6nemli bir artis gézlemislerdir [82]. Elde edilen TBARS testi sonuglar tez
kapsaminda yapilan TBARS testi sonuglari ile karsilagtirildiginda kullanilan hiicre
hattinin ve uygulanan platin kompleksi ve konsantrasyonlarinin ayni olmamasina
ragmen platinum komplekslerinin kanser hiicrelerinde lipid peroksidasyonu artisinda

benzerlik gostermektedir.
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Tez ¢aligmasinda apoptoz tayini amaciyla kaspaz 3, kaspaz 8 ve kaspaz 9 assay testi
yapilmistir. Kaspaz enzim aktivite 6l¢iim sonuglarma gore la platin (I) kompleksi bu
analizde pozitif kontrol olarak kullanilan kamptothesin ile karsilastirildiginda kaspaz
enzim aktivitelerinde biiyiik oranda degisiklige neden olmadigi bulunmustur. Yapilan
bir calismada platin (II) komplekslerinin ([Pt(HL3)CIl]-H20 ve [Pt(HL4)Cl]-H20)
MDA-MB-231 meme Kanseri hiicre hattinda sitotoksik etkileri aragtirilmistir. MTT testi
kullanilarak platin (11) komplekslerinden kompleks 4 (Pt(HL3)CI]-H20) en etkin
bulunmustur. Kompleks 4’ln 1Csg degeri 42,2 uM olarak belirlenmistir. Calismada 12
ve 24 saat inkiubasyonda MDA-MB-231 hicrelerine kompleks 4’0n 1Cso
konsantrasyonu uygulanarak kaspaz 3, 6, 8 ve 9'un aktiviteleri degerlendirilmistir. Elde
edilen kaspaz enzim aktivite sonuglarina gére 12 ve 24 saat inkibasyonda platin
kompleksi uygulanmamis hiicrelerle karsilastirildiginda aktif kaspaz 3, 6, 8 ve 9'un

seviyelerinde 6nemli bir artisa neden oldugunu bulmuslardir [83].

Bu yiiksek lisans tezi ¢aligmasi kapsaminda ti¢ platin (1) kompleksinin A549 insan
akciger kanser hiicre hattinda sitotoksik aktiviteleri MTT testi kullanilarak aragtirilmig
ve la platin (I1) kompleksi en etkin bulunmustur. 1a platin (1) kompleksinin ICso degeri
hesaplanarak 40 ve 80 uM konsantrasyonlar1 diger analizler i¢in uygun bulunmustur.
Calisma sonucunda elde edilen hiicre 6ltm tipi, oksidatif stres ve lipid peroksidasyon
Olglimleri ve kaspaz 3, kaspaz 8 ve kaspaz 9 enzim aktivite sonuglarina gére 1a platin
(I1) kompleksinin A549 insan akciger kanser hiicrelerinde sitotoksik aktiviteye sahip

oldugu soylenebilir.
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6. YORUM

Akciger kanser tedavisinde c¢esitli ilaclar kullanilmaktadir. Platin bazli antikanser
ilaglar1 akciger kanseri tedavisinde yaygin olarak kullanilan ilaglardir. Gliniimiizde
tedavi amagh yeni ilag gelistirme calismalari devam etmektedir. Bu tez calismasi
kapsaminda dikloro-platin (II) kompleksinin A549 insan akciger kanser hiicre hattinda
sitotoksik aktivitesi arastirilmistir.

Tez galismasi1 sonunda elde edilen sonuglara gore la platin (I11) kompleksinin A549
insan akciger kanser hiicre hattinda sitotoksik aktiviteye sahip oldugu ortaya
cikarilmistir. Boylece yeni gelistirilen bir bilesigin kanser tedavisi icin ilag gelistirme
caligmalarina katki saglanmasi beklenmektedir. Calismada kullanilan 1a, 2a ve 4a platin
(I1) komplekslerinin A549 insan akciger kanser hiicrelerinde sitotoksik etkisiyle ilgili
¢alisma olmadigindan bu ¢alisma 6zgiin bir ¢aligmadir.

MTT sonuglarma gore U¢ platin (1) kompleksinden 1a platin (I11) kompleksi en etkin
bulunmustur. 1a platin (I1) kompleksinin konsantrasyonuna bagli olarak A549 hiicre
canliliginda azalma goriilmiistiir.

Hiicre 6liimii belirlenmesi i¢in yapilan AO/PI boyma testi sonuglarina gére 1a platin (I1)
kompleksinin konsantrasyonu arttik¢a normal hiicre sayisi azalirken apoptotik hiicre
sayi1s1 artmistir.

Lipid peroksidasyon 6lcimi igin yapilan TBARS testi sonuglarina gore la platin (I1)
kompleksinin konsantrasyonunun artisiyla MDA miktarinda artis oldugu goriilmiistiir.
DCFDA testi sonuglara gore 30 dakika inkiibasyonda la platin konsantrasyonuna
bagli olarak ROS miktar1 artmigtir.

Kaspaz enzim aktivite 6l¢iim sonuclarma goére la platin (II) kompleksi bu analizde
pozitif kontrol olarak kullanilan kamptothesin ile karsilastirildiginda kaspaz enzim
aktivitelerinde biiyiik oranda degisiklige neden olmadigi bulunmustur.

Tez calismasinda yapilan deney sonuglarna gére la platin (I11) kompleksinin A549
insan akciger kanser hiicre hattinda sitotoksik aktivite gostermesiyle bu bilesigin
akciger kanser tedavisi igin aday molekiil olmasi s6z konusu olabilir. Ayrica bu
calismadan elde edilen veriler farkli kanser tiirlerinin tedavi yaklasimina katki vermesi

beklenmektedir.
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