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OZET

BAZI CU(I1) VE Ni(Il) KOMPLEKSLERININ SITOTOKSIK VE ANTITUMOR
ETKILERININ BELIRLENMESI
YUKSEK LiSANS TEZi
HAZAL NAZ TURKMEN
BALIKESIR UNIVERSITESI FEN BIiLIMLERI ENSTIiTUSU
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(TEZ DANISMANI: PROF. DR. HATICE YILDIRIM)
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Son yillarda diinyada ve ayni zamanda Ulkemizde kanser oldukga yaygin bir hastaliktir.
Kanser hiicreleri saglikli hiicrelerdeki gibi kontrolli sekilde boltinmedikleri icin yapilan
caligmalarin  buyuk kisminda bu kontrolsiiz  bolinmenin  6nine  gegcmek
amaclanmaktadir.

Calismamiz kapsaminda ti¢ farkl: kanser hiicre hattt SW-480 (insan kolon kanseri), PC3
(Insan prostat kanseri) ve Hep3B (insan karaciger kanseri) ile ve bir adet kanser olmayan
hicre hatt1 Huvec (insan endotel hicre hatti) kullanilmistir. Daha 6nce sentezlenmis olan
ID1, ID2 ve ID3 olarak adlandirilmis Cu(l1) ve Ni(Il) komplekslerinin sitotoksik etkileri
MTT testi ile belirlenmistir. Yara iyilesme analizi ve koloni formasyon analizleri ile ID1
bilesiginin Hep3B hicrelerindeki antitumor etkileri belirlenmistir. Yapilan canhlik
testleri ile en yuksek sitotoksik etkinin ID1 bilesiginin Hep3B karaciger kanseri hiicre
hattinda meydana getirdigi belirlenmistir. 1D2 bilesigi hicbir hiicre hattinda sitotoksik
etki gostermezken ID3 bilesiginin yalnizca SW480 kolon kanseri hicrelerinde hicre
proliferasyonunda azalmaya neden olmustur. Yara iyilesme analizi ve koloni formasyon
testleri ile ID1 bilesiginin anti timor etkileri Hep3B hiicrelerinde belirlenmistir. Koloni
formasyonunda 10 uM ID1 uygulamasmin koloni olusumunu azalttig: belirlenmistir.

ANAHTAR KELIMELER: MTT, sitotoksisite, hiicre hatti, metal kompleksi
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ABSTRACT

DETERMINATION OF CYTOTOXIC AND ANTITUMOR EFECTS OF SOME
CU(I1) AND NI(11) COMPLEXES
MSC THESIS
HAZAL NAZ TURKMEN
BALIKESIR UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE
MOLECULAR BIOLOGY AND GENETICS DEPARTMENT
(SUPERVISOR: PROF.DR. HATICE YILDIRIM )
BALIKESIR, JANUARY - 2025

Cancer has become a very common disease in the world and also in our country. Since cancer
cells do not divide in a controlled manner as in healthy cells, the aim of most of the studies
is to prevent this uncontrolled division.

Within the scope of our study, three different cancer cell lines SW-480 (human colon
cancer), PC3 (human prostate cancer) and Hep3B (human liver cancer) and one non-cancer
cell line Huvec (human endothelial cell line) were used. The cytotoxic effects of previously
synthesized Cu(l1) and Ni(1l) complexes named ID1, ID2 and ID3 were determined by MTT
test. The antitumor effects of ID1 compound in Hep3B cells were determined by wound
healing analysis and colony formation analyses. Viability tests determined that the highest
cytotoxic effect of ID1 compound was in Hep3B liver cancer cell line. While ID2 compound
did not show cytotoxic effect in any cell line, ID3 compound caused a decrease in cell
proliferation only in SW480 colon cancer cells. Antitumor effects of ID1 compound were
determined in Hep3B cells by wound healing assay and colony formation tests. It was
determined that 10 uM ID1 application reduced colony formation.

KEYWORDS: MTT, cytotoxicty, cell line, metal complex
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1. GIRIS

Kanser tim insanlig etkileyen ve yasami tehdit eden ciddi bir saglik problemidir. Sosyal ve
ekonomik yasami zora sokmasi sebebiyle kitlesel bir tehdittir. Kanser hastaliginda 6ncelik
her ne kadar hastanin iyilesmesi odakli olsa da bir o kadar 6nemli olan kisim hastalik strecini
mimkin olan en rahat ve yan etkisiz sekilde gecirmesidir. Bu sebeple bir¢ok calisma
yapilmaktadir. Kanser ayni olsa bile hastadan hastaya yasi, boyu, Kkilosu, yasam sartlari,
genetik faktorler gibi birgcok etmenden dolay: seyri degisiklik gosterebilmektedir. Kanser
tim dunyada ve tlkemizde son donemlerde yapilan istatistiksel ¢calismalar neticesinde ¢ok
ciddi boyuta ulastigi belirlenmistir. Oyle ki kardiyovaskiiler hastaliklardan hemen sonra
gelmektedir. Ulkemizde en sik goriilen kanser tipleri arasinda akciger, rektum, kalin

bagirsak, mide, pankreas basta gelmektedir [1,2].

KANSER

GELIgimI ,—.-\“
Hacre bslanmesi Tamor baskilayici
kayip dokuyu genlerde mutasyon
degigtirmek icin
gerceklesi l

HUCRE PROLIFERASYONU

i .
DNA hasannda rol alan
genlerin mutasyonu

Hicre bolinmesi

haztane Proto onko genlerde
mutasyon

Mutasyonla tiimér
baskilayici genlerin
inaktivasyonu

Karsinom alttaki
dokuya dogru
bolandr.

Alt Doku

Sekil 1.1: Saglikli hiicreden kanser gelisimi [10].



Kanser tedavisinde boélgesel olarak radyoterapi ve cerrahi midahale ile bunu destekleyici
nitelikte kemoterapi ve immdinoterapi uygulanmaktadir. Ancak 6zellikle kemoterapi ve
radyoterapinin oldukca fazla yan etkisi bulunmaktadir. Bu yan etkileri azaltmaya yonelik
oldukca fazla calisma yapilmaktadir. Kanserin tanimi en basit haliyle kontrolsiz sekilde
hicre cogalmasidir. Kanser hiicresinin bilinen en yaygin ozellikleri arasinda; strekli
cogalma sinyali gonderebilirler, blyltme baskilayicit sinyalleri g6z ardi edebilirler,
apoptozdan kacabilirler, damar olusturabilirler veya halihazirda bulunan damarlar:
kullanabilirler, istila edebilirler, metastaz yapabilirler, hiicrenin metabolizmasini yeniden

programlayabilirler [9].

Kanser hastaligi kisinin yasina, yasam sartlarina, genetik yatkinhigina ve bunun yani sira
yayilimina, evrelerine uygulanan tedavi cesidine gore oldukga farklilik goOsterir. Kanser
dinyada 6lumle sonuglanan hastaliklar arasinda Ust siralarda yer almasi sebebiyle tedavisi
icin deneysel calisma yapilan hastaliklar arasinda en sik tercih edilendir. Kanser hiicresinin
en buyik Ozelliklerinden biri bolinme icin saglikli hicreler gibi sinyallere ihtiyac
duymamasidir. Hicre 6liminden yani apoptozdan kacabilir. Saglikli hicrelerde bulunan
cogalmay: baskilayict sinyalleri g6z ardi edebilir [3,4,5]. Kanser sebebiyle mutasyona
ugrayan genler baslica t¢ ana biyolojik yolag: etkiler bunlar; hiicre dongusi, apoptoz,
farklilasma [6]. Hucre donglsinin kontrol noktalarinda ve hicre dodngusinin

dizenlenmesinde olusan mutasyonlar kanser gelisiminde ¢ok 6nemlidir [7,8].

1.1 Hucre Dongusu

Hucreler mitoz bélunmeler esnasinda iki bolinme arasinda gegen stireyi hiicre dongusuyle
kontrol altinda tutarlar.. Hiicre dongusunun mekanizmasi genler tarafindan kontrol altinda
tutulur. Genlerin ifadelerinde olusan azalma ve artma seviyesine gore hiicre ¢ogalmasi
gerceklesir. Hucrenin saglikli sekilde ¢ogalmas: igin hicrenin ¢ogalmasinda etkili genin
aktive olmas1 ve hucre gogalmasmin durdurulmasinda ise baskilayan genin aktive olmasi ve

bunlarin bir denge igerisinde ¢alismasi cok onemlidir [11].

Hiicre dongusu 4 evrede tamamlanir. Bunlar :
1. G1 evresi : Birinci evre DNA replikasyonundan dnceki hazirlik donemidir . Bu
fazda, Oncl nikleotidler ve replikasyon icin gerekli tim enzimler ve faktorler

sentezlenir.



2. S evresi (aym zamanda sentez evresi olarak adlandirilir) ; ikinci evre olan S
fazinda , DNA replikasyonu gercgeklesir. Nukleozomlar sentez ilerledikce ayrisir
ve DNA ile yakindan iligkili histonlarin ve diger proteinlerin Gretimi dnemli
olclide artar. Bu fazda DNA ve histon miktar: ikilenir. G2 evresi : Uglincii faz
olan G2 evresi hiicrenin mitoza hazirlandigi bir adimdir. Mitotik ig ipliginin
mikrofibrillerini olusturan bir protein olan tubulin sentezlenir.

3. M evresi (diger ismi Mitoz) : Son fazda (M) hicre bélinmesi gerceklesir .

4. GO evresi : Hucrelerin dinlenme halinde oldugu evredir.

Mitozdan G1 evresine gecen hicrelerin bir kismi gelen sinyaller igiginda bolinmeyi
durdurur bir kismr ise kaldig1 yerden béliinmeye devam eder. GO fazinda butiin biyokimyasal
ve metabolik olaylar1 aktif ve saglikh sekilde devam eden huicrelere tekrar bolinme sinyali
geldiginde ise hicre dongusine G1 evresinden katilirlar. Hucre dongisinin kontrolli
sekilde devam etmesini saglayan belli kontrol noktalar: vardir. Bunlar : G1/S evresi, G2/M

evresi ve Mitoz evresi olarak gecen M evresidir [5].

Hiicre dongusu esnasinda bir evre saglikli ve kontrolli sekilde tamamlanmadan ardindan
gelen evreye gecis olursa hicrenin genetik materyali tam ve olmasi gerektigi gibi
kopyalanamayacag: igin hucre hasarli olabilir. Hiucrede var olan kontrol noktalarindan

hicrenin dongustne devam edip edemeyeceginin onayi verilir [12].

DNA hasar almis hiicrelerde (mutasyon, toksik madde, radyasyon vb. ) hiicrede bulunan
kontrol noktalar: sayesinde hucre béliinmesi durdurulur. G1” de bulunan kontrol noktas: S
fazina gecisi engeller. G2’de bulunan kontrol noktasi mitoza gecise engel olur. Olas: bir
durumda DNA’da hasar veya mutasyon varsa DNA sentezi engellenir. DNA tam olarak
sentezlenmemis hticrelerde mitoz engellenir. Kinaz kompleksleri inaktive olmasiyla mitoz
durdurulur [12].

Hicrenin donglsunun saglikli  bir sekilde tamamlanmasinda onkogenler ve timor

baskilayic1 genler olmak tizere iki gen grubu baslica rol alir [13].

P53 tumor baskilayict geni islevsiz hale gelebilecek bir mutasyona ugrarsa yada bir hasar
ahirsa hicre bolinmesinin kontrolti olmaz. DNA tamiri yapilamadan hiicre normal seyrinde

bolinme dongusiine devam eder. Saglikli bir hiicre DNA’sinda hasar meydana gelirse p53
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geni hiicre boélinmesinin hiicrenin kontrol noktalarindan birinin de oldugu G1 evresinde
durdurur. Hucrenin hasarinin giderilebilmesi igin hticreye vakit kazandirir. Eger hasar tamir

edilemeyecek boyuttaysa hiicre apoptoz evresine gecer [12,13].

Hucrelerin biyume sinyali diger hicrelerden biylime faktorlerinin salgilanmasiyla baslar.
Buyume faktorleri farkli saglikli hiicrelerden salinmasiyla birlikte hiicrede bulunan 6zgil
reseptorlere baglanir. Sinyaller hiicre icerisinde bulunan sitoplazma reseptorlerine ulastirilir.
Salgilanan bu sinyaller cekirdekte ki transkripsiyon faktérlerinin salgilanmasina ve hiicrenin
hlicre dongistine katilimini saglar [14,15].

Sekil 1.2: Hiicre Dongusu [22].

1.1.1 Saghkh Hucrelerde Siklin Kinazlar

Saglikli bir hiicrenin dongust siklinler, siklin bagimli kinazlar ve ayn1 zamanda siklin
bagimli kinaz inhibitorleri tarafindan kontrol altinda tutulur. Bu protein yapili bilesiklerin
kontrolleri hiicre dongusuntn farkl yerlerinde degisiklik gosterir [12,13,16]. Siklin bagiml
kinazlar protein fosforilasyonu yapar ve ayn1 zamanda DNA‘nin agilmasinda da rol oynar.
Huicre dongusu esnasinda DNA sadece bir kez replike olur [17,18].

Siklin bagimli kinazlar siklin’e baglandig1 esnada aktif hale gelir. Aktif siklin- siklin bagiml
kinaz kompleks yapisi1 meydana gelir, bu yapmin duzenleyen birimi siklinler, katalitik alt
biri ise siklin bagimli kinazlardir [19]. Siklin bagimli kinazlarin katalitik alt birimleri

birbirinden farkli duzenlemede gorevli alt birimle bir araya gelir. Hiicre doéngusuniin
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baslangicindan bitisine kadar gecen surede kinaz kompleks yapilarmin diizeyi degisir. Bu
sebeple hiicre dongust boyunca DNA yalnizca bir kez replikasyona ugrar. Siklinler hiicre
dongusundn kimi evresinde olusurken kimi evresinde yikima ugrarlar [13,16].

Siklinlerden her bir tanesi kendine 6zgl fazda maksimum degere ulasir ve sonrasinda hemen

yikima baslar. Siklinlerin yikiminda kullanilan yolak ubigitin yolagidir [20].

Huicre bolinmesini kontrol altinda tutan genlerden bir tanesinde olusan ifade bozuklugu
kanserin olusumuna katki saglayabilir. Hiicre dongusunin kontrol noktalarindan biri olan
G1/S kontrol noktasinda ki gende problem varsa hiicre normalde DNA anormalligini fark
edip durmasi gereken yerde durmayip déngi normal seyrinde devam edebilir. Boyle talihsiz
bir durum genelde genin igerisinde mutasyonun birikimine ve bu sebeple hiicrenin kontrol

edilemez bir sekilde ¢cogalmasina ve sonug olarak metastazina sebebiyet verebilir [20].

Olas1 bir durumda DNA da bir hata olursa hiicreler bélinme evresinde hangi evrede
kaldilarsa bir streligine bu bolunmeyi durdururlar. Kosullar normallesene kadar bur stirece
devam etmezler. Bunun en blyuk artilarindan biri huicrede olusan anormallikler cogalmaz.
Sayet ki DNA hasar1 ya da kromozomda olusan hasar onarilamaz derecedeyse hiicre hatal:
bolinme devam etmesin diye kendine farkl bir savunma yolu bulabilir. Bunun sonucu

hicrenin programli 6lumudur yani apoptoz [22].

Apoptoz sadece DNA anormallerinde duzeltilemeyecek durumda ki kromozom
anormallerinde hicrenin kullandigi bir yontem degildir, bunun yaninda apoptoz ayni
zamanda yuksek yapili canlilar son asamaya gelinceye kadar hicrenin gelisimine pek de

katkis1 olmayan hticrelerin yasamlarina son vermek i¢in de baslatilabilir [23,24].

Apoptoz genel basamaklariyla : DNA parcalanir, hiicrenin i¢inde ki yapilar degisime ugrar,
hiicre isimleri apoptotik cisimler olarak adlandirilan pargalara ayrilir, bu olusan apoptotik

cisimcikler bagisiklik sisteminde halihazirda var olan fagositik hticreler ile yok edilirler [23].



1.1.2 Kanserle Tliskili Kontrol Noktasi inaktivasyonu
Gen Uzerinde olusan anormalilerden dolayr G1-S evresinde ki olusan degisimler kansere

sebebiyet verebilir. Timdrlesme gdsteren hiicrelerin en belirgin 6zelliklerinden bir tanesi ise

stirekli bollinme sinyalinden bagimsiz sekilde G1 evresine tekrar girebilmesidir.

Hucrenin icerisinde normal olmas: gerekenden farkli olarak fazla sentriol var ise hcre
bélinme esnasinda anafaz evresinde iken kromozomlarin hatali bir sekilde ayrilmasina
sebep olabilir. Yapilan arastirmalar gosteriyor ki bazi kanser tirlerinde sentriollerin

duplikasyon yaptigi g6zlemlenmistir [12,15].

1.1.3 Proto-Onkogenler
Proto-onkogenler mutasyona maruz kaldiginda yapisi1 degisip onkogen haline gelebilen

genlere verilen genel isimdir. Hucre bolinmesini ve hicrenin blylmesini saglayan
genlerden birine proto-onkogen adi verilir. Bu yaptig: isi hucrenin bdlinmesi esnasinda
hiicre dongustniin kontrollu sekilde saglanmasinda gorev alan hiicre dongu diizenleyicileri

adi1 verilen diizenleyicileri kodlama gdrevini yaparlar.

Proto-onkogenler hticrenin igerisinde cesitli kistmlarda bulunur. Hucrenin icerisinde Ki
aktiviteleri birgok yolla kontrol edilmektedir. Hiicreler dongistni tamamlayip bélinmeye
devam etmedigi donemde proto-onkogenlerin de ifadeleri sentezlenmelerini durdurabilmek
adina baskilanir.Kanser hucrelerinde bu duruma bakacak olursak proto-onkogenler
degistirilmis oldugunu gorurtz. Aktiviteleri kontrol altinda degildir. Proto-onkogen
mutasyon sonucunda saglikli bir protein ortaya ¢ikmamas: olabilir. Mutasyon sonucunda

degisen proto-onkogenler hicreyi bélinmesi icin stirekli uyarabilirler [25].

1.1.4 Tamor Baskilayicr Genler
Tumor baskilayict genler hiicrenin  dongisti esnasinda hticre dongusinin  kontrol

noktalarinin duzenlenmesinde gorev alan ve apoptoz surecinde rol alan genlerdir. TUumor
baskilayict genler olast bir durumda mutasyona ugradiklari durumda yada aktif
olmadiklarinda hiicre déngusu esnasinda hiicre dongusu kontrol noktalarinda duzenleyici
olarak gorev yapamazlar. Olas: bir durumda hicrenin apoptoza gitmesi gerektiginde gorev
alamazlar. Bunun sonucunda ise hiicre, hiicre dongusune katilmamas: gereken noktada
durmaz ve donglye katilmaya devam eder, hiicrenin 61imu gergeklesmesi gereken noktada
ise hiicre 6lumul gerceklesemez. Halihazirda yapilan ¢alismalar neticesinde oldukca fazla

tumor baskilayici gen vardir [26,27].



1.1.5 Cahsmada Kullanmlan Koordinasyon Bilesikleri
Antikanser tedavisinin en énemli problemleri ilag direnci ve ilag toksisitesidir. Antitimor

ajanlari olarak test edilen ¢ok sayidaki ilag trevleri, dogal Grlinler veya yeni sentezlenmis
orijinal bilesiklerin cogu toksisite nedeniyle reddedilmistir. Ornegin cisplatin uzun stiredir
kemoterapide kullanilan ve etkili olan bir ajandir. Daha yiksek etkili, ila¢ direnci
olusturmayan, toksisitesi daha disuk veya daha az yan etki olusturan yeni cisplatin
analoglarinin sentezi amaciyla ¢ok sayida ¢alisma yapilmaktadir. Ancak test edilen 3000
cisplatin turevinden ¢ogu yine toksisite nedeniyle uygun bulunmamastir [29].

Koordinasyon bilesikleri yine birgok farkl: alanlarda 6neme sahip bilesiklerdir. Genel olarak
endustriyel uygulamalarda kullanilan farkli koordinasyon bilesikleri, ¢alismamiz
kapsaminda farkl hiicre hatlarindaki sitotoksik etkilerinin degerlendirilmesi amaciyla

kullaniimigtir [29].

Bu tez calismasinda kullamlan ID1, ID2 ve ID 3 bilesikleri, Balikesir Universitesi Fen
Bilimleri Enstitiisii Kimya Anabilim Dal1 yiiksek lisans tezi kapsaminda Uzman ilkay
ERDURMAZLI tarafindan sentezlenmistir [30]. Bilesikler DMSO icinde ¢o6zulerek
hazirlanmis ve hiicrelerdeki DMSO son konsantrasyonu %0,01 altinda tutulmustur.

Tablo 2.1. ID1, ID2 ve 1D3 Bilesikleri [30].
Kompleks Cikis Maddeleri
Bilesiklerin Kodlar1

ID1 Ligandlar: DAP-OH ve dca Metal Tuzu:
Cu(CH3C00)2.H20

ID2 Ligandlar: DAP-DM ve dca Metal Tuzu:
Ni(CH3C0OO0)2.4H-0

ID3 Ligandlar: DAP ve dca Metal Tuzu:
Ni(CH3C0OO0)2.4H-0

ID1, ID2 ve ID3 bilesiklerinin sentezinde de ligand olarak kullanilan propan diamin ve
diaminopropan ligandlar1 kullanilarak sentezlenen koordinasyon bilesikleri ve



karakterizasyonlar: hakkinda literatiirde ¢ok sayida ¢alisma bulunmaktadir [30]. Ayni
zamanda diamino propan ligand: ile sentezlenen platinum Pt(l1) kompleksi ve antitimaor
aktivitesi hakkinda da literaturde galigmalar mevcuttur. Yeni sentezlenen ID1, ID2 ve ID3
bilesiklerinin antitimar etkisinin olup olmadig: calismamiz kapsaminda arastirilmastir.
Bu amagla ozetle;

U Sentezlenen ID1, ID2 ve ID3 bilesikleri DMSO iginde 0,1 M konsantrasyonda
hazirland: ve 0,22 p steril filtreden gecirilerek hticrelere uygulama yapildi.

U Insan hepatoseliiler karsinom hiicre hatt1 Hep3B, insan prostat kanseri hiicre hatti
PC3, Insan kolon adenokarsinoma hiicre hatt: olan SW480 ve insan gébek kordonu
endoteli hiicre hatt1 Huvec hucrelerinde ID1, ID2 ve ID 3 bilesiklerinin sitotoksik
etkileri belirlendi.

U En yuksek sitotoksik etki gosteren ID1 bilesiginin en yiksek sitotoksik etki
gOzlenen Hep3B hiicrelerindeki timaorojenik 6zelliklere etkisi yara iyilesme

analizi ve koloni formasyon analizleri ile belirlendi.



2. MATERYAL METOD

2.1 Cahsmanin yapildig: ortamin ve ¢cahismada kullanmlan malzemelerin temizligi ve
sterilizasyonu
Is1 ve basinca dayanikli malzemeler 121°C de otoklavlanarak sterilize edilmistir. Hicre

kilturd laboratuvar: ise her hafta rutin olarak alkol ve camasir suyu ile temizlenmis ve

ardindan UV lamba ile laboratuvarin havasi sterilize edilmistir.

2.2 MTT Stok Soltisyonu Hazirlanmasi
Toz halde alinan MTT ((3-(4, 5- dimethylthiazolyl-2)-2, 5-diphenyltetrazolium bromide)

son konsantrasyon 5 mg/ml olacak sekilde dnceden otoklavlanmis agzi agilmamus steril PBS
icine eklenip manyetik karistiric1 Uzerinde bir gece agzi kapali halde karistirilmistir. Ertesi
gin toz MTT’nin eridiginden emin olununca manyetik Kkarigtiricinin Gzerinden ahnip
sterilizasyon igin 0,22 pm filtreden gecirilip 1.5 ml hacimde steril ependorflarin igerisine
alikotlanmigtir. -20°C de saklanmustir.

2.3 Fetal Calf Serum (FCS) Hazilanmasi
FCS tasimasi soguk zincir ile gerceklesen ve bozulup kontamine olmamasi igin -20 °C de

saklanmistir. FCS kullanilmadan 6nce 56 °C de 1 saat inaktive edilmistir. Alikotlanmadan
once 0,22 pum filtreden gecirilmis ve 50 ml hacime sahip steril falconlarin igerisine

alikotlanarak agzi parafilmlenerek -20 °C de saklanmistur.

2.4 Hicre Kultara
Calismamiz kapsaminsda Hep3B, Huvec, , PC3 ve SW480 hiicre hatlari kullanildi. Hucreler

daha once stoklanarak -80 °C derin dondurucuda saklanan hticreler kullanilmistir. Hiicre
kalturu deneylerinde ticari olarak temin edilen Dulbecco’s Modified Eagles Medium
(DMEM) kullaniimistir. Glutamin iceren bu medyuma son konsantrasyonu %10 olacak

sekilde Fetal Sigir Serum (FBS) ilave edilmistir.



Sekil 2.1 Deneyde kullanilan hicre hatlari. 1: Hep3B, 2:SW480, 3:Huvec, 4: PC3

2.5 Hucrelerin Agilmasi ve Buyutilmesi
-80 °C dondurucudan ¢ikarilan hticreler 37 °C’deki su banyosuna konulmus ve hicrelerin

hizlica ¢6ziilmesi saglanmistir. %10 FCS iceren DMEM besiyerine ilave edilen ¢ozlilmis
hicreler 5 dakika 1000 rpm de santrifij edilmistir. Slpernatant uzaklastirildiktan sonra
pellet %10 FCS iceren besiyeri ile ¢ozllerek flasklara ve/veya hiicre kiltiri petrilerine
paylastiriimis ve . Sonrasinda %5 CO: iceren 37 °C ortam sicakligina sahip inkibattre

konulmustur. Hicreler %10 FCS iceren DMEM ile haftada 3 pasaj yapilarak buyattldi.

2.6 Hicrelerin Pasajlanmasi
Hicreler rutin olarak her gtin mikroskop ile kontrol edilerek petrilerin ylizey alanini kaplama

durumuna gore (%90) pasajlama yapildi. Buna gore yeterli doluluga ulasan petrilerden ilk
olarak petri igerisinden medyum cekildi. Hucreler steril PBS ile bir kez yikandi. Daha sonra
PBS uzaklastirildi. 2 ml Tripsin-EDTA eklendi ve inkubatdre konuldu. Ara ara kontrol
edilerek hicrelerin kontrolli bir sekilde kalkmasi beklendi. Hucrelerin tamamimin
kalktigindan emin olduktan sonra Tripsin-EDTA’nin 2 kati olacak sekilde %10 FCS igeren
DMEM eklendi. (4 ml) Tripsin-EDTA etkisiz hale getirildi. 15 ml hacime sahip falconlarin
icine alind1. 5 dk 1000 rpm de santrifiij ile hiicrelerin dibe ¢okmesi saglandi. Ustte kalan
stpernatant steril pastor pipeti ile dikkatli bir sekilde uzaklastirildi. Dipte kalan hiicreler
yogunlugu baz alinarak petrilere yine son hacim 10 ml olacak sekilde bolindi. Dikkatli bir

sekilde inkibatore yerlestirildi.
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2.7 Hucrelerin Dondurulmas:
%80-90 oraninda alan: kaplamis olan hiicreler deneylerde kullaniimayacaksa dondurma

islemi yapilir. , Kisaca hucrelerin medyumu uzaklastiriir. . PBS ile bir defa yikanir.
Hiicreler Tripsin-EDTA ile muamele edilir. Inkiibatore konulup kontrollii bir sekilde
hlcrelerin ylzeyden ayrilmas: saglanir. Hicrelerin ylzeyden ayrildiklarindan emin
oldugumuzda Uzerine igerisine koydugumuz Tripsin-EDTA’nin iki kati kadar medyum
konulur. 15 ml * lik falcon igerisine alinir. 1000 rpm de 5 dk santriftij yapilir. stipernatant
uzaklastirilir Dipte kalan hiicre pelleti %10 DMSO igeren 1 ml FCS ile ¢6zilup 1.5 ml “lik
cryoviallere veya ependorflara alinip etiketlenir ve -80 °C derin dondurucuda saklanir.

2.8 Hucre Sayim
Hucreler deney kurulabilecek yogunluga ve uygun pasaj sayisina ulastiktan sonra

uzerlerinde ki medyum uzaklastirilir ve ayni pasaj yapar gibi PBS ile yikanip hicrelerin
uzerlerinde ki metabolik artiklar ve medyum kalintilar1 uzaklastirilir. Tripsin-EDTA eklenip
hucrelerin petrinin tabanindan ayrilmas: igin inktbatore konur ve bir sure beklenir.
Hicrelerin kalktigindan emin olundugunda %10 FCS iceren DMEM bulunan 15 mL hacme
sahip falcon icerisine alinir ve 1000 rpm de 5 dk santrifiij edilir. Uzerinde kalan siipernatant
uzaklastirilir hiicre pelleti ise total hacim 4 mL olacak sekilde %10 FCS iceren DMEM
icerisinde ¢Ozuldr. Yeterince homojen bir karigim elde ettigimizden emin oldugumuzda ise
1 mL steril pastor pipeti ile 1.5 mL hacimli ependorfa alinir. Ependorf icerisinde tekrar
pipetaj yapilip homojen karisim elde edilir buradan da 200 pl ¢ekilip farkl bir ependorf
icerisine almir. 200 pl de tripan mavisi ¢ekilip 200 pl hicrre bulunan ependorf igerisine
eklenip tekrar pipetaj ile homojen bir karigim elde edilir.

Hticre sayimi i¢in Thoma Lami kullanilir. (Thoma lam: 25 kiigiik kareden olusur ve 1 mm?
alana ve 0,1 mm derinlige sahiptir. ) Ependorfun icerisinden 10 ul ¢ekilir ve Thoma lamina
konulur. Sayim islemi yapilir. Cansiz hiicreler mavi renkte gorineceginden onlar sayima

katilmaz.
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2.9 MTT Testi
Hucrenin canliliginin 6l¢ciimi ve sitotoksisite 6lcimunde kullanilir. Tetrazolium tuzunu yani

MTT’yi canli olan hiicreler formazan kristallerine dondsturir. Formazan kristallerine

donusen tetrazolium tuzu spektrofotometrede olguldr.

MTT testi 96 kuyucuklu plakalarda ve her kuyucukta 30.000 hiicre olacak sekilde yapild:.
Kisaca hucreler 2.9 da belirtildigi sekilde sayildi 30.000 hiicre/kuyucuk olacak sekilde 96
kuyucuklu plakalara paylastirildi ve bir gece 37 °C “‘de %5 CO- li ortamda inkiibe edildi.
Ertesi gun hazirlanan bilesiklerin farkli konsantrasyonlarda (100 puM, 10 uM, 1 uM, 0.1 pM,
0.01 uM) uygulamas yapildi. Kontrol grubuna hicbir uygulama yapilmadi, araci kontrol
olan gruba ise %0,01 oraninda DMSO uygulamas: yapildi. 48 saat sonunda MTT testi
yapilarak 1D1, ID2 ve 1D3 bilesiklerinin etkisi belirlendi.

48 saat sonunda son konsantrasyonu 0,5 mg/mL olacak sekilde MTT solisyonu tim
kuyucuklara eklendi ve 4 saat 37 °C ‘de %5 CO: li ortamda inkiibe edildi. 4 saat sonunda
hicrelerin medyumu uzaklastirildi ve 200 pl son konsantrasyonu 0,004N HCI igeren
izopropanol her kuyuya eklenerek olusan kristallerin ¢ézinmesi saglandi. 550 nm de
spektrofotometrede 6lciim alindi. Insan hepatoseliiler karsinom hiicre hatt1 Hep3B, insan
prostat kanseri hicre hatti PC3, insan kolon adenokarsinoma hcre hatti olan SW480 ve
insan gobek kordonu endoteli hiicre hatt:t Huvec hicrelerinde MTT testi gerceklestirildi ve
caligilan tim konsantrasyonlar en az 6 tekrarli olarak yapildi. Her bir hiicre hattinda deney

en az iki tekrarl olacak sekilde gergeklestirildi.

Tablo 2.1 MTT Deneyi Plaka Diizeni.

NT | DMSO | 100 10 1 0.1 | 0.01 | 100 10 1 0.1 | 0.01
Y Y Y Y Y Y Y Y Y Y
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2.10 Koloni Formasyon Deneyi
Koloni formasyon deneyi genelde sitotoksik etkiye sahip ajanlarin ve antikanser yapisina

sahip terapotiklerin hiuicre hatlar: Gzerinde ki etkilerinin hticrelerin koloni olusturabilme

yeteneklerinin anlasilabilmesi amaciyla kullaniimaktadir.

%10 FBS iceren DMEM igerisinde buyuttlen hucreler %80-90 doluluga ulastiginda Tripsin-
EDTA ile kaldirildi ve hicre sayimi yapildi. Sayilan hicreler 6 kuyucuklu plakalara 3.000
hicre/kuyucuk olacak sekilde paylastirild: ve bir gece inklibasyona birakildi. Ertesi giin
kontrol grubundaki hiicrelere uygulama yapilmazken, deney grubundaki hiicrelere 100 uM
konsantrasyonda ID1 bilesik uygulamas: yapildi. 10 giin koloni formasyonu igin inklbe
edilen hiicreler, stire sonunda medyum uzaklastirilip PBS ile yikandiktan sonra gluteraldehit
ile fikse edildi. Daha sonra kristal viyole boyas: eklenerek 15 dakika stiresince boyama
yapildi. Kristal viyoleyi uzaklastirmak igin kuyular yikandi ve boyanan koloniler
fotograflandi. Koloni sayimi ImageJ program: kullanilarak yapildi. Koloni formasyon
deneyleri Hep3B hiicre hattinda ve ID1 bilesiginin uygulanmasi ile iki tekrarl olarak
gerceklestirildi.

2.11 Yara lyilesme Analizi (SCRATCH)
Hicre-matris ve hiicre-hucre etkilesimlerinin hiicre gog¢i Gzerindeki etkilerini incelemek igin

uygun bir yontem olan scratch analizi, tek tabaka olarak buytyen hicrelerde bir “gizik” ile
yara olusturmay: ve ¢izik yapildiktan hemen sonra ve hicrelerin ¢izilerek olusturulan yara
alanmi kapatmak igin gecirdikleri sirecte belirli aralhiklarla goruntt almay: kapsayan bir

yontemdir.

%10 FBS iceren DMEM igerisinde biyutllen hicreler %80-90 doluluga ulastiginda Tripsin-
EDTA ile kaldirild1 ve hiicre saymmi yapildi. Sayilan hiicreler 6 kuyucuklu plakalara 500.000
hiicre/kuyucuk olacak sekilde paylastirild:r ve bir gece inklibasyona birakildi. Ertesi gin
gelinip hicreler mikroskopta kontrol edildiginde yizeyi tamamen kapladigindan emin
oldugumuzda deney baslatildi. Yuzeye arti seklinde steril beyaz ug ile bir ¢izgi gekilerek
yara olusturuldu. 6 kuyucuklu plakanin her kuyucugu icin ayni islem uyguland:. Ol

hicrelerin uzaklastirilmasi i¢in dikkatli bir sekilde medyum degisikligi yapildi. Kontrol
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gruplarina son hacim 2 mL olacak sekilde %10 FCS iceren DMEM eklenirken, deney
gruplarina 100 uM konsantrasyonda ID1 bilesik iceren %10 FCS iceren DMEM eklendi. 1.
Hemen fotografland: ve 0. Saat olarak adlandirildi. Takip eden 6. Saatte ve 24. Saatte yine
tim kuyucuklar fotografland: ve ImageJ program: kullanilarak analiz edildi. Yara iyilesme
deneyleri Hep3B hiicre hattinda ve ID1 bilesiginin uygulanmasi ile iki tekrarl olarak

gerceklestirildi.

2.12 Istatistiksel Analiz

Deney sirasinda elde edilen veriler kontrol grubu ile karsilastirilarak ve deney gruplarinda
kullanilan farkl: konsantrasyonlarin birbirileri ile karsilastirilmas: suretiyle degerlendirildi.
Farkli kanser hicre hatlarinda (SW480, PC3 ve Hep3B) ve kanser olmayan hiicre hatti olan
Huvec hiicrelerinde ID1, ID2 ve 1D3 bilesiklerinin sitotoksik etkisi ve ID1 bilesiginin Hep3B
hicrelerinin timorejenik 6zelliklerine etkilerinin degerlendirilmesi icin istatiksel analizler
yapilmustir. istatistiksel farkliliklar ANOVA (one-way analysis of variance) Tukey test ile
belirlenmistir. p<0,05 durumunda farkliliklarin istatistiksel olarak anlamli oldugu kabul

edilmistir.
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3. BULGULAR
3.1 ID1, ID2 ve ID3 Bilesiklerinin Hep3B Karaciger Kanseri Hiicre Hattina Sitotoksik
Etkileri

Hep3B hiicre hattinda ID1 bilesiginin 48 saat uygulamasinin antiproliferative etkisi
incelendiginde kontrol grubu ile en distk konsantrasyon olan 0,01 puM uygulanan grup
arasinda istatiksel olarak anlamli bir azalma bulundu (p=0,046). Yine 10 ve 100 puM
uygulanan gruplar ile kontrol grubu ve diger konsantrasyonlar kiyaslandiginda istatiksel
olarak anlamli bir azalma bulundu (Sekil 3.1.).

Hep3B hiicre hattinda 1D2 bilesiginin 48 uygulamasinin antiproliferative etkisi
incelendiginde ise kontrol grubu ile uygulama yapilan gruplar arasinda anlamli bir degisiklik
bulunmamistir. Gruplarin kendi arasinda degerlendirilmesi sonucunda da istatistiksel olarak

anlamli bir azalma veya artig gozlenmemistir (Sekil 3.1.).

Hep3B hiicre hattinda 1D3 bilesiginin 48 uygulamasinin antiproliferative etkisi
incelendiginde kontrol grubu ile 0,01 uM konsantrasyonda uygulama yapilan grup arasinda
anlamli bir farklilik belirlenmistir ve hiicre proliferasyonun arttigi gézlenmistir. Kontrol
grubu ile en yliksek 100 uM konsantrasyonda uygulama yapilan grup arasinda da istatistiksel
olarak anlamli bir farklilik belirlenmistir ve en yiiksek dozun kontrol grubuna gdre hiicre

proliferasyonunu azalttigi g6zlenmistir (Sekil 3.1.).
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Sekil 3.1. Hep3B hucre hattinda 1D1, ID2 ve I1D3 bilesiklerinin farkli konsantrasyonlarmin
48 saat uygulamasmin sitotoksik etkileri.

3.2 ID1, ID2 ve ID3 Bilesiklerinin PC3 Prostat Kanseri Hlcre Hattina Sitotoksik
Etkileri

PC3 hcrelerinde hticre viabilitesi 48 saat ID1 uygulama sonunda 100 puM uygulanan

gruptaki htcreler haricinde tum konsantrasyonlarda kontrol grubu ile kiyaslandiginda

istatiksel olarak anlaml1 bir fark gézlenmedi. 100 uM uygulanan gruptaki hiicreler ile diger

tum gruplar arasindaki farkhiliklar ise 100 uM ID1 uygulamasinin hiicre proliferasyonunda

azalmaya sebep oldugu belirlenmistir (Sekil 3.2.).

PC3 hicre hattinda 1D2 ve ID3 bilesiklerinin 48 uygulamasmin antiproliferative etkisi
incelendiginde istatistiksel olarak anlamli bir degisim gozlenmemistir. Kontrol gruplari ile
uygulama yapilan gruplar arasinda anlaml: bir degisiklik bulunmamistir. Gruplarin kendi
arasinda degerlendirilmesi sonucunda da istatistiksel olarak anlamli bir azalma veya artis

gOzlenmemistir (Sekil 3.2.).
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Sekil 3. 2. PC3 hiicre hattinda 1D1, ID2 ve ID3 bilesiklerinin farkl: konsantrasyonlarinin
48 saat uygulamasmain sitotoksik etkileri.

3.3 ID1, ID2 ve ID3 Bilesiklerinin SW-480 Kolon Prostat Kanseri Hicre Hattina
Sitotoksik Etkileri

Insan kolon adenokarsinoma hiicre hatti olan SW480 hiicrelerinde 1D1 bilesiginin hiicre

canlilig1 Uzerine etkileri incelendiginde yine 48 saat sonucunda en yiiksek konsantrasyonda

hicrelerde kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir azalmaya

neden olurken diger tim gruplarda istatistiksel olarak anlaml: bulunan bir hicre

proliferasyonuna neden olmustur (Sekil 3.3.).

Insan kolon adenokarsinoma hiicre hatt: olan SW480 hiicrelerinde ID2 bilesiginin hicre
canlilig1 Gzerine etkileri incelendiginde ise anlaml: bir artis veya azalma gortlmemistir
(Sekil 3.3.).
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ID3 bilesiginin SW 480 hiicreleri tzerindeki etkisi incelendiginde ise kontrol grubu ile
uygulanan tum konsantrasyonlar arasindaki hiicre canliligindaki azalma istatistiksel olarak
anlamhidir. Uygulama yapilan gruplar arasindaki farkliliklar ise anlamli olmadig:
belirlenmistir (Sekil 3.3.).
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Sekil 3.3. SW-480 hiicre hattinda 1D1, ID2 ve ID3 bilesiklerinin farkl
konsantrasyonlarmin 48 saat uygulamasmin sitotoksik etkileri.

3.4 1D1, ID2 ve ID3 Bilesiklerinin HUVEC Insan Endotel Hiicre Hattina Sitotoksik
Etkileri

Insan gobek damar: endotel hiicreleri olan HUVEC hiicre hatti ¢ahsmamizda kanser
olamayan hicrelerde ID1, ID2 ve ID3 bilesiklerinin etkisinin belirlenmesi amaciyla
kullanildi. 48 saat siire ile ID1 uygulanan gruplar ile kontrol karsilastirildiginda, yalniz en
yuksek konsantrasyon olan 100 puM hicre grubundaki, hiicre viabilitesindeki azalma igin
istatistiksel olarak anlamli bulundu. Diger konsantrasyonlarda kontrol ile karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi. 100 pM uygulanan grup haricinde diger
konsantrasyonlarda uygulama yapilan gruplar arasindaki farklar yine istatistiksel olarak
anlamli degildir (Sekil 3.4.).

18



ID2 bilesigi uygulandiginda 48 saatte tim uygulanan konsantrasyonlarda hicre
proliferasyonunda artisa neden olmustur. Yalnizca 10 uM uygulanan grup ile kontrol grubu
arasindaki artis istatistiksel olarak anlamli bulunurken, gruplar arasindaki degisimler anlaml
degildi (Sekil3.4.).

48 saat 1D3 bilesiginin uygulandigit MTT testi sonuclar1 analiz edildiginde ise 1 pM
altindaki konsantrasyonlarda hiicre proliferasyonunda anlamli bir artisa neden olurken, 1 uM
ve Ustundeki konsantrasyonlar hicre proliferasyonunda anlamli bir degisiklige neden

olmadig1 belirlenmistir (Sekil 3.4.).
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Sekil 3.4. HUVEC hicre hattinda 1D1, 1D2 ve ID3 bilesiklerinin farkl
konsantrasyonlarmin 48 saat uygulamasmin sitotoksik etkileri.

3.5 Yara lIyilesme Analizi (SCRACTH)

ID1 bilesiginin Hep3B karaciger kanseri hiicrelerinin gocu Gzerindeki etkileri yara iyilesme
analizi ile belirlendi. Sekil 3.5’te 0.Saatte 3 tekrarli olacak sekilde yapilan yara iyilesme testi,
Sekil 3.6°da 6. Saatte 3 tekrarli olacak sekilde yapilan yara iyilesme testi ve Sekil 3.7 de 24.

Saatte 3 tekrarli olacak sekilde yapilan yara iyilesme testi sonuclar: verilmistir.
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Kontrol ID1

1. Tekrar 08

2. Tekrar

o .-

0. saat

Sekil 3.5. 0. Saat Hep3B yara iyilesme analiz sonuclari.

Kontrol ID1

2. Tekrar

6. saat

Sekil 3.6. 6. Saat Hep3B yara iyilesme analiz sonuclari.
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Kontrol ID1

1. Tekrar

2. Tekrar

3. Tekrar

24. saat

Sekil 3.7. 24. Saat Hep3B yara iyilesme analizi sonuglar:.
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Sekil 3.8. Yara iyilesme alanmin kantitatif analizi.

Deney sonucunda 24 saatte kontrol grubu ve ID1 uygulanan grup ile arasinda hicre

migrasyonu ve kapanan alan agisinda anlamli bir fark bulunamamastir.
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3.6. Koloni Formasyon Testi
ID1 bilesiginin Hep3B karaciger kanseri hiicrelerinin koloni formasyonu Utzerindeki etkileri
belirlendi. Sekil 3.8’de 10 giin koloni formasyonu igin inkiibe edilen hticrelerin kristal viyole

ile boyanarak elde edilen goruntuleri verilmistir.

ID1

Sekil 3.9. Hep3B hiicrelerinde ID1 bilesiginin koloni olusumu tzerine etkileri.

600
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o
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N
o
o
1
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Kontrol ID1

Sekil 3.10. Koloni sayilarmin kantitatif analizi.

Kontrol grubu ile ID1 bilesigi uygulanan grup arasinda koloni sayilar: kantitatif analiz
sonucunda ID1 uygulamasmin koloni sayisinda anlamli bir azalmaya neden oldugu
gorulmustr.
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4. SONUC VE TARTISMA

Yeni Dbilesiklerin  tasarrmi  ve  kullanimi  kimyasal —arastirmanin  6nemli  bir
parcasidir. Koordinasyon kompleksleri, katalizden kanser karsit1 ilaclara kadar genis bir
yelpazede teknolojik ve endustriyel uygulama cesitliligine sahiptir. Bu bilesiklerde, metal
atomunun kendisi, koordinasyon geometrisine, oksidasyon durumuna ve manyetik,
elektronik veya fotokimyasal davranisina bagli olarak bir dizi role sahip olabilir. Temel
metal olan komplekslerin temel metal olmayanlara oranla daha az toksisite gosterebilecegi
bakis acis1 dolayisiyla azaltilmig toksisite igin yeni ila¢ ¢alismalar: buyuk dneme sahiptir
[30].

Bu tez cahsmasinda Balikesir Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Kimya Anabilim Dali
yiilksek lisans tezi kapsaminda Uzman ilkay ERDURMAZLI tarafindan sentezlenen ID1,
ID2 ve ID3 bilesiklerinin sitotoksisk ve antitimar etkileri belirlenmistir. Tek kristal olarak
elde edilen 3 bilesigin yap1 analizleri ve kayit bilgileri “Farkli diamin tirevi ligandlar ile
disiyanamid iceren Cu(ll) ve Ni(ll) komplekslerinin sentezi ve karakterizasyonu” baslikli

yuksek lisans tezinde verilmistir [29].

Tez calismamiz kapsaminda 1D1, ID2 ve ID3 bilesiklerinin 3 farkli kanser hiicre hatti ve
non-kanser insan endotel hiicre hattindaki sitotoksik etkileri MTT testi ile belirlenmistir.
Buna gore ID2 bilesiginin kullanilan tim kanser hiicre hatlarinda (Hep3B, PC3 ve SW 480)
istatistiksel olarak anlamli bir azalmaya veya artisa neden olmadig: belirlenmistir. Yalnizca
insan endotel hiuicre hatt1 Huvec hiicrelerinde hicre proliferasyonunu artirdig ve bu artigin
10 uM uygulanan konsantrasyon igin kontrol grubu ile karsilastirildiginda anlaml: oldugu

belirlenmistir.

ID3 bilesiginin sitotoksik etkilerinin belirlendigi calismalar sonucunda Hep3B ve PC3
hiicrelerinde uygulanan tim konsantrasyonlar igin hucre proliferasyonunda anlaml: bir
azalma gozlenmemistir. Sw480 kolon kanseri hucrelerinde ise uygulanan tim
konsantrasyonlarda hicre proliferasyonunun anlamli sekilde azaldig: tespit edilmistir.
Huvec hiicrelerinde ise 1 uM, 10 uM ve 100 uM konsantrasyonlarinda dnemli bir degisiklige
neden olmazken, 0,01 puM ve 0,1 pM konsantrasyonlardaki uygulamanin hiicre

proliferasyonunda anlamli bir artisa neden oldugu belirlenmistir.
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ID1 bilesiginin 100 pM konsantrasyonda 48 saat uygulandiginda tim kanser hicre
hatlarinda sitotoksik etkisi anlamli bulunmustur. Ozellikle karaciger kanseri hiicre hatt: olan
Hep3B hiicrelerinde daha distik konsantrasyonlarda da sitotoksik etki gosterdigi ve hicre
proliferasyonunda istatiksel olarak anlamli bir azalmaya sebep oldugu tespit edildi. PC3
hicrelerinde 100 uM altindaki konsantrasyonlarda anlaml: bir degisiklige neden olmazken,
SW480 kolon kanseri hiicrelerinde 48 saat ID1 uygulamasi 0,01 puM, 0,1 uM, 1 uM ve 10
MM konsantrasyonlarinda sitotoksik etki goéstermemis aksine hicre proliferasyonunu

artirarak istatistiksel olarak anlaml: bir hiicre gogalmasina neden olmustur.

SW480 hiucrelerinde 100 uM ID1 uygulamas: ise sitotoksik etki gostermis ve hicre
proliferasyonunu azaltmistir. Kanser olmayan insan endotel hicre hatti olan Huvec
hiicrelerinde 48 saat ID1 uygulamasi sadece 100 uM konsantrasyonda hticrelerde sitotoksik
etkiye neden olurken diger konsantrasyonlarda anlamli bir artis veya azalisa neden
olmamistir. Bu durum 100 pM alt1 konsantrasyonlarda saglikli hiicrelerde sitotoksik etki
gOstermeyen ID1 bilesiginin, 100 uM altinda sitotoksik etki gorilen Hep3B hicreleri igin
onemli bir bilesik oldugu sonucuna gotirmustir. Amacimiz kanser hiicreleri igin sitotoksik
olan ancak kanser olmayan hiicrelerde sitotoksik olmayan ajanlarin belirlenmesi ve daha
ileri arastirmalar igin potansiyellerinin degerlendirilmesi oldugundan, Hep3B hiicrelerinde
ID1 bilesiginin yara iyilestirme ve koloni formasyonu tizerine etkileri de tezimiz kapsaminda

belirlenmistir.
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