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OZET

BiPiRiDIN LIGANDI iCEREN RUTENYUM BIiLESIGININ
ANTIBiYOFILM VE ANTiIKANSER AKTIVITESININ BELIRLENMESI
YUKSEK LiSANS TEZi
TUGBA HIiLAL DENiZLi
PAMUKKALE UNIVERSITESI FEN BiLIMLERI ENSTIiTUSU

BiYOLOJi ANABILIiM DALI )
(TEZ DANISMANI: PROF. DR. NAZIME MERCAN DOGAN)

DENIZLI, NiSAN - 2021

Bu calismanin amaci bipiridin ligandi igceren rutenyum (RuCS91) bilesiginin
antikanser ve antibiyofilm aktivitesini belirlemektir. RuCS91’in antibiyofilm
aktivitesi Staphylococcus aureus ATCC 29213 karsi, Kristal viyole yontemi ile
degerlendirildi. Biyofilm inhibisyonu 2,5 ve 5,5 pug/ml’de maksimum %76 olarak
belirlendi. Ru CS91’ in Minimum Bakterisidal Konsantrasyonu (MBK) 8 ug/ml’dir.
Ru CS91’in antibiyofilm etkisi doza bagliyd: ve hiicre hareketliligini de inhibe etti.
Antibiyofilm etki SEM, FT-IR analizi, 151k ve floresan mikroskopisiyle dogrulandi.
Rutenyum ile muamale edilen hiicrelerde, hiicre zar1 gegirgenliginin artmasi, hiicre
zar1 morfolojisinin bozulmasi ile iligkilidir. Bu degisiklik, FT-IR analizi ile hiicre
yiizeyindeki protein ve karbonhidratlardaki bazi1 gruplarin germe ve sisme pikleri ile
gosterildi. RuCS91°’ in sitotoksik etkisi MTT analizi ile degerlendirildi ve EC50 degeri
1,22 UM olarak bulundu. MDA-MB-231 hiicre hattinda timér baskilayict genlerin

hiicresel MRNA seviyesinde artisa neden oldu ve apoptoza yol agti.

ANAHTAR KELIMELER: Rutenyum, antibiyofilm, antikanser, gen ekspresyonu,
floresan mikroskopi, SEM



ABSTRACT

INVESTIGATION OF ANTIBIOFILM AND ANTICANCER ACTIVITY OF
RUTHENIUM COMPLEX WITH BIPYRIDINE LIGAND
MSC THESIS
TUGBA HIiLAL DENiZLi
PAMUKKALE UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE
BIiOLOGY
(SUPERVISOR:PROF. DR. NAZIME MERCAN DOGAN)

DENIZLIi, APRIL 2021

The aim of present study was to determine anticancer and antibiofilm activity of
rutenyum (RuCS91). The antibiofilm activity on Staphylococcus aureus ATCC 29213
was evaluated using the Crystal violet assay. Biofilm inhibition percentage was found
maximum 76% at concentrations of 2.5 and 5.5 pg/ml. Minimum Bactericidal
Concentration (MBK) was 8 pug / ml. The antibiofilm effect of RuCS91 was a dose-
dependent and ruthenium inhibited bacterial motility. Antibiofilm effect of RuCS91
was verified byanalysis of SEM, FT-IR, light and flourescent microscopy. The
increasing of the membrane permeability was related to the disturbing of the cell
membrane morphology. This disturbing was determined via FT-IR analysis that shows
vibrations some changes in the protein and carbohydrate groups in the cell surface.
The cytotoxic activity of RuCS91 was also evaluated by MTT assay and EC50 value
was determined 1.22 pg/ml. RuCS91 were found to have significant anticancer
activity. According to the our findings, RuCS91 caused an increase in the cellular
MRNA level of tumor supressor genes in MDA-MB-231 cell line. RuCS91 induced
apoptosis in the MDA-MB-231 cell line.

KEYWORDS: Ruthenium, antibiofilm, anticancer, gene expression, fluorescence
microscopy, SEM
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ONSOZ

Pamukkale Universitesi Bilimsel Arastirmalar ve Projeler Koordinatorliigii
tarafindan desteklenen bu calismada Rutenyum bilesiklerinin antikanser ve
antibiyofilm Ozellikleri incelenmistir. Gerekli malzemelerin teminati ve biitge
desteginden dolayr Pamukkale Universitesi Bilimsel Arastrmalar ve Projeler
Koordinatorliigii’ne tesekkiirlerimi sunarim. Calismada kullanilan Bipiridin Ligand1
Iceren Rutenyum bilesigini sentezleyen, Pamukkale Universitesi Kimya B&liimii
ogretim gorevlisi Dog. Dr. Cigdem SAHIN’ e katkilarindan dolay: tesekkiir ederim.
Pamukkale Universitesi Biyoloji Boliimii Baskani saygideger Prof. Dr. Nazime
MERCAN DOGAN’ a tez ¢alismalarimimn arastirma, deneysel asama ve gelistirme
asamalarindaki tez danismanlig1 ve bilgileri ile sagladig: katkilarindan dolay1 sonsuz
tesekkiir ederim. Calismanin rutenyum bilesiklerinin kanser hiicreleri lizerindeki
etkileri boliimiinde gerek laboratuar kaynaklarmin kullanimi gerekse caligmanin basari
ile sonuglanabilmesi igin bilgilendirmelerinden dolayr Pamukkale Universitesi
Biyoloji Boliimii baskan yardimcis1 Prof. Dr. Sevki ARSLAN’ a tesekkiir ederim.
Yiiksek oranda dikkat ve 6zverili ¢alisma sistemi gerektiren tez ¢alismalar1 doneminde
manevi desteklerinden dolay1 aileme tesekkiirlerimi borg bilirim.
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1. GIRIS

Biyofilm olusturma yetenegine sahip patojen mikroorganizmalarm artan hizda
gelistirdigi antibiyotik direnci, diinyanin her yerinde tehlikeli derecede yiiksek
seviyelere ulasmis ve acil ¢oziimlenmesi gereken bir halk sagligi sorunu haline
gelmistir. Mikroorganizmalarin farkli metabolik aktiviteleri ile birlikte etkilesime
gectikleri kimyasal maddelere karsi gelistirdikleri bilinen direng mekanizmalarina her
gecen giin yeni diren¢ mekanizmalarmin ilave olmasi, bu sorunun ciddiyetini ve
salginlar halinde yayilan bulasici hastaliklar1 tedavi etme yetenegimizi tehdit
etmektedir. Ozellikle diinyada yasanan salginlar mikroorganizmalar miicadelede,
kii¢iik bir yaralanmanim bile insani1 dldiirebilecegi, antibiyotik sonrasi bir doneme
girmek tizere oldugumuzu gostermektedir. Son zamanlarda bilim camiasi asilar, yeni
antibiyotikler, bagisiklig1 giiclendirici ilaglar veya sentetik ilaglarin iiretilmesi gibi
yenilik¢i yaklagimlarla antibiyotik direnciyle savagmanin yollarini arastirmaktadir.
Ozellikle her hiicrenin metabolik iz yolundaki farklilik, biyofilm olusum
mekanizmasinin ve onunla miicadelenin detayli anlagilmasinit da olumsuz

etkilemektedir.

Cok farkli yapida sentetik veya dogal antimikrobiyallerin gelisimi, tip
bilimindeki en biiylik gelismelerden biri olmakla birlikte, bu ilaglarin yanlis ve yaygin
kullanim1 sonucunda ilaca diren¢li mikroorganizma populasyonlar1 ortaya ¢ikmistir.
Mikroorganizmalar arasindaki bu direng artisi, bilinen iskele analoglara dayanan
ilaclardan ziyade, tlimiiyle yeni antimikrobiyallerin gelistirilmesi ihtiyacini
dogurmustur. Glniimiizde biyofilm olusturan patojenlerle miicadelede yeni
yaklagimlar arasinda, tez caligmasinin konusunu da olusturan rutenyum bazh
komplekslerin sentezi, kimyas1 ve onlarin biyolojik o6zellikleri lizerine ¢aligmalar
yapildig1 goriilmektedir. Ornegin, rutenyum bilesiklerinin niikleik asit ve proteinlere
giiclii baglanma 6zelliklerinin yanisira biyolojik molekiillere baglandigmda demiri
taklit etme 6zelliginden dolay: antikanser ve antimikrobiyal ajanlar olarak terapdtik
potansiyelleri kanitlanmistir (Li ve dig. 2015). Nitekim, platinyum antikanser
ajanlarinin basarisi, bilim camiasmi metallerle iliskili olan terapotik ajanlara ve

ozellikle de rutenyum komplekslerinin gelistirilmesine yoneltmistir (Rieter ve dig.



2008). Coklu hedef ve toksisite mekanizmalar1 olan rutenyum kompleksleri niikleik
asitler ve proteinlere giliglii baglanabilme 0&zellikleri nedeniyle yeni nesil ilag
hammaddesi arayisindaki bilesikler icerisinde en fazla dikkat ¢ceken maddelerdir.
Rutenyum metalinin oktahedral geometrisi de farkli ligandlar1 baglayarak amaca
uygun komplekslerin sentezine izin vermektedir. Boylece komplekslerin DNA ve
RNA ile etkilesimlerini artiracak gruplarin tercihi ile yiiksek biyolojik aktivite
gostermesi saglanmaktadir (Du ve dig. 2014).
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2. Literatiir Taramasi

2.1 Rutenyum Kompleksleri

Cok ¢esitli metal bilesikleri, 6nemli biyolojik aktiviteleri nedeniyle giiniimiizde
metallofarmosotik sanayide bir¢ok hastaligin tedavisinde kullanilma potansiyelleri
arastirilmaktadir ve hatta bu komplekslerden bazilari1 ticari olarak satilmaktadir.
Ornegin, bu metal ilaglarm en iyi bilineni sisplatinin (cis-diamminedikloridoplatinum
(1), [cis-PtII (NH3) 2CI12])’dir. Metal bilesiklerinin siirekli gelisimi, sisplatinin ilag
direncinin ve yan etkilerinin iistesinden gelmeyi amaglamistir (Ronconi ve Sadler
2007). Metalik ilaglardan biri olan rutenyum bazli kompleksler, giiniimiizde basta tibbi
uygulamalar olmak iizere multidisipliner arastirmalarda biiytlik ilgi géren yeni nesil
metal bazli antitimér ilaglardandir. Bu kompleksler, termodinamik ve kinetik
acisindan 1yi bir stabiliteye sahiptir ve hiicresel boliinme siirecleri agisindan sisplatine
benzer. Hipoksi, asidik pH ve yiiksek seviyeli glutatyon gibi biyolojik kosullar altinda
oOn ilaglar olarak kullanilabilir (Lin ve dig. 2018). Miikemmel fotofiziksel ve kimyasal
ozelliklere ve ayni1 zamanda c¢oklu degis-tokus ligandlara sahiptir. Nanomateryaller
olarak uygulanabilirlikleri mevcut olup 6nemli antitiimor etkinligi gosterirler (Deubel
ve Lau 2006, Reedijk 2008). Demiri taklit etme yeteneginden dolay1 insan serum
albiimini ve demir tagima protein transferi gibi bircok biyomolekiile baglanir. Bu
yiizden toksisiteleri sisplatininkinden daha diistiktiir (Sava ve dig. 1998, Ang ve Dyson
2006). Rutenyum komplekslerinin biyolojik aktiviteleri ilk olarak 1950'lerde
bildirilmistir ve sonrasinda da bir dizi rutenyum kompleksi sentezlenmis ve

incelenmistir (Dwyer ve dig. 1952, Meggers ve dig. 2007, De Lima ve dig. 2010).
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2.2 Biyofilm Nedir?

Biyofilm, biyotik veya abiyotik ylizeye sikica tuttunmus ve hiicre dist bir
polimerik madde (EPS) matriksi igine yerlestirilmis mikroorganizmalar toplulugudur.
Biyofilm i¢indeki mikroorganizmalar, bu olusum icinde gen ekspresyonu, protein
sentezi, biiyime hizi ve metabolik aktiviteler agisindan yeni karakterler kazanir
(Donlan 2002, Leroy ve dig. 2020). Yiizey kosullari, kimyasal ve fiziksel biiylime
faktorleri, hiicresel yapilar ve diger ¢evresel faktorler, biyofilm iiretimini etkiler ve bu
etkilesim biyofilmin yapismi da belirler (Kostakioti ve dig. 2013). Biyofilm
olusumunda mikroorganizmalarin baglanma hizit ve boyutu, substratin ylizey
Ozelliklerinden etkilenir. Genel olarak (istisnalar olsa da), daha pirizli ve daha
hidrofobik malzemeler biyofilmleri daha hizli gelistirir. Yiizey tabakanin 6zelliklerine
ek olarak biyofilm olusumunda mikroorganizma hiicre yizeyinin Ozellikleri de
onemlidir. Ornegin, flagella, pili, fimbriae veya glikokaliksin varligi, mikrobiyal
baglanma oranimi etkiler. Yiizeylere geri doniisiimsiiz olarak yapisan hiicreler,
boliinerek mikro koloniler olustururlar ve biyofilmin ana materyali olarak tanimlanan
hiicre dis1 polimerleri tiretirler. Bu hiicre dis1 polimerik maddeler (EPS) esas olarak
polisakkaritlerden olusur (Solmaz ve dig. 2018). EPS matriks, yiiksek oranda su igerir
ve yiiksek oranda hidratlanmis bu yap1 su kanallar1 seklinde organize olmustur. Su
kanallari, biyofilm igerisinde biiyliyen hiicrelere temel besin ve oksijenin taginmasini

saglar (Rosenberg ve dig. 1982).

Genetik bir Ozellik olan biyofilm olusumu, patojen bakterilere spesifite
gosterir. Bu yapida, polisakkarit disinda, protein, eDNA, B-laktamaz ve toksin gibi
ekzoenzimler de bulunur. Bu karmasik yap1 hiicre-hiicre ve hiicre-ylizey etkilesiminin
yanisira bakterinin virulansin1 da arttirir. Ornegin Staphylococcus epidermidis’in
hastalik olusturmasi, onun biyofilm olusturma kabiliyeti ve 6zellikle biyomalzemeleri
kolonize etmesinden kaynaklanir (Fey ve Olson 2010, Moretro ve dig. 2003). Biyofilm

olusum basamaklar1 Sekil 1°de gdsterilmistir.
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Sekil 1:Biyofilm olusum basamaklari (Kirmusaoglu 2016).

Cevresel kosullar bakterilerin gelisebilecegi elverisli hale geldikten sonra,
mikrobiyal yapisma igin ylizeye tutunma ile baslayan biyofilm olusumu, hiicre-hiicre
etkilesimi ile devam eder (Kuroda ve dig. 2008). Bu yiizeye tutunma aktivitesinde
teikoik asit, lipoteikoik asit, ¢esitli proteinler ve otolizinler gorev alir. Stafilokoklarin
biyotik ve abiyotik yiizeylere yapismasindan sonra, ica operon (ica bagimli form)
tarafindan PIA veya PNAG gibi ekzopolisakkarit (EPS) iiretilir ve hiicre dis1 matriks
olusurken ayn1 zaman da bakteri kolonileri de olgunlasir (Stoodley ve dig. 2002,
Speziale ve dig. 2014). Hiicre duvarina sabitlenmis proteinler sadece bakteriyel yapigsma
saglamakla kalmaz, ayni zamanda hiicreler arasi adezyon, biyofilm birikimi ve

olgunlasma da saglar (Speziale ve dig. 2014).

Antibiyotik direnci, biyofilmdeki biiyiimenin dogal bir sonucu olarak veya
ekstrakromozomal DNA’larm biyofilmdeki duyarli organizmalara aktarilmasi
nedeniyle gelisebilir. Biyofilmle iligkili mikroorganizmalar, antimikrobiyal ajanlara
planktonik organizmalardan ¢ok daha direnglidir. Giiniimiizde mikrobiyal baglanma
siireci ve ilk biyofilm olusumu hakkinda ¢ok sey bilinmektedir. Ozellikle biyofilm
olusumu, biiylimesi ve antimikrobiyal direncin mekanizmalar1 bilim insanlari
tarafindan yogun olarak arastirilmis olsa da, biyofilm ile iligkili organizmalara kars1

etkili tedavilere hala ihtiya¢ vardir.

13



2.3 Rutenyum Bilesiklerinin Antimikrobiyal Ozellikleri

Rutenyum komplekslerinin biyosensor, oksijen sensor, optoelektronik ve
katalizOr olmak (zere birgok uygulama alani bulunur (Moehl ve dig. 2013, Du ve dig.
2014, Monro ve dig. 2019). Ozellikle niikleik asitler ve proteinlere baglanabilmesi
nedeniyle 6nemli derecede biyolojik aktivite gostermektedir (Du ve dig. 2014).
Rutenyum metalinin oktahedral geometrisi, farkli ligandlar1 baglayarak amaca uygun
komplekslerin sentezine izin vermektedir. Boylece komplekslerin DNA ve RNA ile
etkilesimlerini artiracak gruplarin tercihi ile yiiksek biyolojik aktivite gostermesi
saglanmaktadir. Artan bakteriyel diren¢ gelisimi ile yeni ila¢ gelistirme stratejilerini
olusturmustur. Rutenyum gibi metal bazli sentetik bilesikler, bakterilerde daha dnce
hedeflenmemis birden ¢ok ilaglarin hedef bolgesine miidahale edebildikleri i¢in yararli
Klinik ilaglar olabilir. Antibiyotiklerle kiyaslandiginda daha az aktivite kayb1 en goze
carpan Ozellikleridir. Bu tiir bilesiklerin 1ilave ligandlarla olusturulan ¢esitli
kombinasyonlari, direncli mutantlar1 gelistirme riskini de azaltabilir. Rutenyum
kompleksinin antimikrobiyal potansiyelinin belirlenmesiyle birlikte, farkli rutenyum
bilesiklerinin Staphylococcus aureus, metisiline direngli Staphylococcus aureus
(MRSA) ve E. coli gibi gram negatif ve gram pozitif bakteriler izerindeki etkileri
degerlendirilmistir. Rutenyum bilesigine metil gruplar ilave edilerek lipofilikligi ve
antimikrobiyal etkinligi biiyiik dlgiide arttirilmistir. Ustelik Influenza viriisiine karsi
da antiviral etkisi oldugu da belirtilmistir (Dwyer ve dig. 1952, Dwyer ve Mellor,
1964). Rutenyumun bir bakteri hiicresindeki etki mekanizmasi Sekil 2°de verilmistir
(Southam ve dig. 2017).
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Sekil 2:Rutenyumun bakteri hiicresindeki olasi hedefleri (Southam ve dig. 2017).

I) Bilesigin lipofilikligine bagli olarak, bir membran tasiyici protein tarafindan kolaylastirilmis
diftizyon veya cift lipit tabakasi boyunca dogrudan difiizyon yolu ile hiicre i¢ine almmasi II)
Dogrudan veya kolaylastirilmig diflizyon, depolarizasyona veya sitoplazmik membranin
gecirgenliginin artmasina neden olur. III) Membran islev bozuklugu, aerobik solunum gibi
membrana bagli siireglerin bozulmasina neden olur. IV) Non-kovalent etkilesimler ile hiicre ici
proteinlerle tersine c¢evrilebilir iligki, muhtemelen enzim islev bozukluklarma neden olur. V)
Hucresel atik maddeler bakteriyel akis pompalar1 araciligiyla hiicre disma gonderilir. VI) DNA
bazlar ile ligand interkalasyonu veya negatif yiiklii DNA ile katyonik Ru merkezleri arasindaki
elektrostatik etkilesimler yoluyla tersine gevrilebilir iligkiler kurulur. VII) Ribozomlarda RNA ile
kurulan tersine ¢evrilebilir iligki polisomlarin hiicre kutuplarinda toplanmasi ve protein sentezinin

inhibisyonuna neden olur (Southam ve dig. 2017).

Antimikrobiyal etkisi oldugu bilinen rutenyum kompleksleri hastaliklarla
micadelede umut vaat etmektedir. Ornegin, bir ¢aligmada rutenyum II karbonil
komplekslerinin E. coli hari¢, Pseudomonas ve Bacillus tirleri Uizerine antibakteriyel

aktivitesi test edilmis ve rutenyumun artan konsantrasyonuna bagli olarak
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antibakteriyel aktivitede artig bildirilmistir (Jayabalakrishnan ve Natarajan 2001).
DNA’ya baglanarak kompleks olusturan rutenyum(ll), gram negatif bir bakteri olan
E. coli’'ye aktivite gostermezken Bacillus subtilis ve Staphylococcus aureus’a
belirgin bir aktivite gostermistir. Ayn1 ¢alismada ise rutenyum II’nin Caenorhabditis
elegans nematodu tizerine toksik etkisi olmadigi da ifade edilmistir (Bolhuis ve dig.
2011).

Triphenylphosphine/arsine ONS donér ligandi igeren bir rutenyum (1)
kompleksinin Escherichia coli ve Pseudomonas sp. Uzerine antibakteriyel aktivitesi
disk diflizyon yOntemine gore test edilmis, kompleks ve ligandlarin artan
konsantrasyonlar1 bakteriler iizerinde inhibisyon etki gostermis ancak bu etki

Streptomisin'in etkinligine ulasamamistir (Prabhakaran ve dig. 2006).

[Ru(Hdpa)2PPIP]2p, [Ru(Hdpa)2PIP]2p ve [Ru(Hdpa)24HEPIP]2p olmak
iizere ii¢ adet rutenyum kompleksinin DNA’ya baglanma 6zelligi ve antimikrobiyal
aktivitesi (E.coli ve Neurospora crassa) test edilmis, [Ru(Hdpa)2PPIP]2p’nin yiiksek
antimikrobiyal aktivitesi, rutenyum kompleksinin DNA’ya baglanma aktivitesinin
diger rutenyum bilesiklerinden daha giiclii olmasima baglanmistir (Devi ve dig. 2013).
Benzer bir baska calismada ise Ru(Il) ([Ru(bpy)2BDPPZ]2+, [Ru(dmb)2BDPPZ]2+
ve [Ru(phen)2BDPPZ]2+) komplekslerinin DNA’ya baglanma o&zellikleri test
edilmis ve her ti¢ rutenyum kompleksinin de E. coli, S. aureus ve Aspergillus niger
lizerine antimikrobiyal etkili oldugu gOrilmiistiir. Ozellikle
[Ru(phen)2BDPPZ]2+ nin antimikrobiyal aktivitesinin standart ilaglardan daha fazla
oldugu bulunmustur (Kumar ve dig. 2009).

[RuX(Z3 - Schiff)(Eph3)2] (Eph3 = triphenylphosphine/arsine, X = Cl veya Br)
gibi degisken ligand igeren rutenyum komplekslerinin B. subtilis ve E.coli Uzerine
antibakteriyel aktivitesi degisken olmayan ligand igeren tiplerinden daha etkili
olduklar1 tespit edilmistir (Thilagavathi ve dig. 2010).

Rutenyum’ un Metisiline Direngli Staphylococcus aureus (MRSA) (izerine
antibakteriyel aktivitesi Lam ve arkadaslar1 (2014) tarafindan test edilmistir. Ru-C7
kompleksinin MIK degeri 6.25 pg/mL ve MBK degeri 25 ug/mL oldugu rapor
edilmistir. Ru-C7 kompleksinin antibakteriyel aktivitesinin Ru-C6 kompleksinden
(MIK 25 pg/ mL, MBK >100 pug/ mL) daha fazla oldugu goriilmiistiir. Her iki (Ru-
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C6 ve Ru-C7) kompleksin insan deri keratinoidleri iizerine toksik etkisi olmadigi da
rapor edilmistir. Rutenyum komplekslerin MRSA'da reaktif oksijen tiirlerinin
iretimini Oonemli Olglide arttirdifi ve antibakteriyel aktivitenin reaktif oksijen
tiirlerinin neden oldugu DNA hasarma bagli olabilecegi de bildirilmistir. Rutenyum
bilesiginin fotoaktivasyonu ile iyi bir antimikrobiyal aktivite sergilemesinin,
rutenyum kompleksinin  Ozellikle fotodinamik antimikrobiyal kemoterapide
kullanimi umut vericidir (Gall ve dig. 2018, Monro ve dig. 2019). Benzer bir baska
calismada, potensiyel antikanser ila¢ adayr olarak bir seri rutenyum kompleksini
([Ru(phen)2(nmit)]CI2 (Rul), [Ru(bpy)2(nmit)]CI2 (Ru2), [Ru(phen)2(icpl)]CI2
(Ru3), Ru(bpy)2(icpl)]CI2 (Ru4) (phen51,10-phenanthroline; bpy52,29-bipyridine;
nmit5N-methyl-isatin-3-thiosemicarbazone, icpl5isatin-3-(4-Cl-
phenyl)thiosemicarbazone), [Ru(phen)2(aze)]CI2 (Ru5), [Ru(bpy)2(aze)]CI2 (Rub)
(azebacetazolamide), [Ru(phen)2(R-tsc)](ClO4)2 (R5methyl (Ru7), ethyl (Ru8),
cyclohexyl (Ru9), 4- Cl-phenyl (10), 4-Br-phenyl (Rull), 4-EtO-phenyl (Rul2),
tschthiosemicarbazone)) sentezlemislerdir. Calisma sonuglarina gére RuS ve Ru6
disinda tiim rutenyum komplekslerin belirgin derecede antibakteriyel aktiviteleri

oldugu gozlemlenmistir (Mazumder ve dig. 2004).

Bu komplekslerin ¢oklu hedefleri ve ¢oklu toksisite mekanizmalar1 olmasi
muhtemeldir (Du ve dig. 2014). Rutenyum metalinin oktahedral geometriye sahip
olmasi, farkli ligandlar1 baglayarak amaca uygun komplekslerin sentezine izin
vermektedir. Boylece komplekslerin DNA ve RNA ile etkilesimlerini artiracak
gruplarin tercihi ile yiiksek biyolojik aktivite gostermesi saglanmaktadir. Rutenyum
komplekslerinin kanser tedavisinde kullanilmak iizere niikleik asit etkilesimi detayli
olarak caligilmistr. Bu komplekslerin ¢ogunun Okaryotik hiicrelere 6nemli
sitotoksisite sergiledigi de bildirilmistir. Prokaryotlar ve dkaryotlar arasinda niikleik
asitler ve proteinler gibi makromolekiillerin bazi temel hedefleri korundugu i¢in bu
sasirtict degildir. Bu sitotoksisite, rutenyum komplekslerinin antimikrobiyal ajanlar
olarak gelecekteki klinik gelisimini sinirlandirabilir. incelemek i¢in daha fazla in vivo

calisma gereklidir (Southam ve dig. 2017).
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2.4 Rutenyum Bilesiklerinin Hiicre Etki Mekanizmalari

Rutenyum komplekslerinin hiicre igerisine zardan gegerek alimi kanserlesmis
hiicre iizerinde etkili bir tedavi uygulanabilmesi i¢in 6nemlidir. Hiicre zar1, hiicrelere
madde giris ¢ikismi1 kontrol eden c¢esitli proteinler ve lipitler igerir. Ru (II)
kompleksinin, pasif diflizyon, aktif tasima ve endositoz gibi ¢oklu mekanizmalar
yoluyla hiicrelere girdigi bilinir (Gill ve Thomas 2012). Ornegin bir ¢ok nanoyapili
rutenyum kompleksi, hiicrelere endositoz yoluyla girer (Zhou ve dig. 2015, Liang ve
dig. 2014). Hiicre ylizeyi ve 6zellikle mitokondri, lizozom gibi organeller de baz1 Ru
(1) komplekslerinin antikanser aktivitesi igin hedeftir (Green ve Reed 1998). Hiicre
icl tagima, protein bozulmasi ve geri doniisiimii, endositoz ve apoptoz dahil bir¢ok
fizyolojik siirecte ve hiicre sinyal yolaklarinda onemli rol oynayan lizozomlar,
nanomalzemeler olarak formiile edilen ilaglar dahil birgok makromolekdl i¢in nihai
hedeftir (Cho ve dig. 2008).

Rutenyum ve DNA arasindaki baglant1 kovalent ve kovalent olmayan baglarla
gergeklesir. Rutenyum bilesigi, DNA’ya kovalent bagla baglandiginda DNA omurgasi
bozulur ve sonu¢ olarak hem replikasyon ve hem de transkripsiyon engellenir.
Kovalent olmayan DNA baglantisi ise ¢ift sarmaldaki bitisik baz ¢ifleri arasinda olur
ve genellikle tersine cevrilebilir (Chen ve dig. 2003, Turro 2011). Rutenyumun Hela
hiicrelerindeki replikasyon ¢atalinin ilerlemesini durdurdugu rapor edilen bir
calismada, rutenyumun DNA hasar1 kontrol noktalarini etkinlestirdigi, hiicre
dongiisiinii G1 ve S evresinde bloke ederek hiicre 6liimiinii tetikledigi gosterilmistir
(Gill ve dig. 2016). Yapilan bir baska ¢aligmada, bir b-karbolin alkoloidi iceren tg¢
rutenyum kompleksi tasarlanmig ve hiicre ¢ekirdegine niifuz ederek sitotoksik etkisi
gosterilmistir (Tan ve dig. 2010). Rutenyum bilesiklerinin antikanser ajan olarak

onerilen etki mekanizmalar1 Sekil 3’te verilmistir (Tan ve dig. 2014).
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Sekil 3:Rutenyum bilesiklerinin kanser hiicrelerindeki hedef bolgeleri ve onerilen
etki mekanizmalar1 (Tan ve dig. 2014).

2.5  Rutenyum Bilesiklerinin Antikanser Etkileri

Rutenyum kompleksleri, ¢ok sayida metal bilesigi arasinda dikkate deger bir
antitimor aktivite géstermistir. Ayrica diisiik toksisite ve diisiik ila¢ direnci nedeniyle
yeni nesil platinyum ilaclarla kiyaslandiginda avantajlara sahiptir. Giiclii ila¢ adaylar1
olarak kabul edilen rutenyum komplekslerinin biyolojik aktivitelerinin anlagilmasi
onemlidir. Ozellikle tasima proteinleri, enzimler ve peptidlerle olan etkilesimi, onlarin
biyolojik dagilimlar1 ve etki mekanizmalarinin anlagilmasma katki saglayacaktir.
Ozellikle son zamanlarda rutenyum komplekslerinin DNA’y1 hedeflemeden protein
hedefleyici 6zelliklerinden dolay1 kanser 6nleyici tedavinin gelistirilmesinde kullanim
potansiyelleri iizerinde yogun caligmalar yapilmaktadir. Yavas ligand degisim
kinetigi, coklu oksidasyon durumlar1 ve demiri taklit etme kabiliyeti gibi kimyasal
ozelliklerinden dolay1 rutenyum kompleksleri tibbi kullanim i¢in ¢ok uygundur ve
kanser tedavisinde yeni nesil ila¢ gelistirilmesinde aday haline gelmistir (Nesic ve dig.
2016). Transisyon-metal bazli bilesikler, klinikte antitiimor ve antiviral olarak yaygin

sekilde kullanilan, ayr1 bir kemoterapdtik ajan smifidir. Ornegin, sisplatin
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[cis-diamminedichloroplatinum (II)] ve analoglari, klinikte rutin olarak kullanilan
antitimor metaloid ilaglardir. Ancak ilag direnci ve yan etkiler klinikteki
kullanimlarin1 veya ilaglarin yararlarini sinirlamaktadir. Bu smirlamalardan dolay1
daha etkili ve daha az toksik metal bazl1 ajan arayis1 baglamistir (Brabec ve Novakov
2006, Chvalova ve dig. 2007). Rutenyum komplekslerinin kanser tedavisinde
kullanilmak iizere niikleik asit etkilesimi detayli olarak ¢alisilmistir. Bu komplekslerin
birgogu 0karyotik hiicreler lizerinde sitotoksik etkilidir. Bu sitotoksik etki, dezavantaj

olsa da, 0zellikle kanser hucreleri Gzerindeki spesifik etkisi dikkat gekicidir.

2.6 FT-IR Analizleri ile Rutenyum Bilesiklerinin Biyolojik Etkileri

Fourier doniisimii  kizilotesi  spektroskopisi  (FT-IR), uygun frekansta
radyasyonla uyarilan bilesiklerin molekiiler bag titresimlerinin 6l¢iilmesi esasina
dayanan bir tekniktir. Biyolojik materyallerin kimyasal analizlerinde 1910 yilindan
itibaren kullanilmaya baslanmis ve giiniimiizde biyomolekiillerin karakterizasyonu
icin kullanilabilirligi kabul edilmistir (Margarita ve dig. 2000). Mikroorganizmalar
iizerindeki uygulamalarmin temelleri 1950°1i y1llarin sonlaria dogru atilmistir (Riddle
ve dig. 1956, Greensteet ve Norris 1957, Goulden ve Sharpe 1958, Jackson ve Mantsch
1996). Giinlimiize kadar gelen bu siiregte bazi elestirel ¢alismalarda, bakteriyal
suslarm tespitinde FT-IR analizlerinin kullanilamayacag bildirilse de (Riddle ve dig.
1956, Maquelin ve dig. 2002), bu teknigin mikrobiyal tanimlamada yararl bir arag
oldugu bilimsel ¢alismalarla gosterilmistir (Naumann ve dig. 1988). FT-IR
spektroskopisinin biyolojik makromolekiillerin (insan doku kesitleri, algler, ¢esitli
canli tiirlerine ait hiicreler gibi) incelenmesi i¢in giiclii bir teknik oldugu yapilan ¢esitli
calismalarla gosterilmistir (Levine ve Wetzel 1993, Murdock ve dig. 2009, Siebert
1995, Jackson ve Sowa 1997, Diem ve Boydston-White 1999, Wenning ve dig. 2002).

IR bolgesi (1 ila 100 uM), uzak (100 ila 25 uM), orta (25 ila 2.5 uM) ve yakin
(2.5 ila 1 uM) IR olmak iizere ii¢ bolgeye ayrilmistir. Birincil molekiiler titregimleri
gosteren orta IR bolgesi, kimya ve adli tipta maddelerin analizi i¢in yaygim kullanilan
bélgedir. Biyolojik acidan ilgi ¢eken kiziltesi bantlarm ¢ogu 4000 ile 1000 cm™
arasindaki frekans araliginda meydana gelir. Bir hiicrenin FT-IR spektrumu, protein,

lipid, karbonhidratlar ve DNA dahil olmak Uzere tim hiicresel makromolekdlleri
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gosterir. Makromolekiillerin spektrumlari karmasik olmasina ragmen, protein, lipitler
ve DNA, FT-IR spektrumuna karakteristik ve ortiismeyen katkilar saglar. Ciinkii
titresim spektrumlarindaki spektral bantlar molekiile 6zgiidiir ve biyokimyasal bilesim

hakkinda dogrudan bilgi verir (Sacksteder ve Barry 2001, Naumann 1998).

Biyolojik numunelerin FT-IR spektrumlarini anlamak ig¢in, hiicre bilesimi ve
biyolojik numunelerdeki yap1 bloklarinin belirli yapilar1 hakkinda bazi temel bilgiler
gereklidir. Karmagsik biyolojik materyallerin kizilotesi spektrumlarinin yalnizca
hiicrenin bilesimini tanimlamadigini ayn1 zamanda yapisal veya konformasyonel
degisikliklere duyarli oldugu ve numunenin fiziksel durumunun (hidrasyon veya
toplama kosullar1) FT-IR sonuglar1 iizerinde ciddi bir etkisinin oldugunu da bilmek
onemlidir. Bu nedenle 6rneklerin hazirlanma kosullar1 tutarli sonuglar elde etmek
amaciyla standart tutulmalidir. (Naumann 1998). FT-IR spektroskopisinin en dnemli

avantaji, orneklerin s1vi, susuz veya toz halinde incelenmesine olanak saglamasidir.

Tiim hiicre bilesenleri, genomun daha kiiclik veya daha biiyiik pargalarinin
ifadesine bagli oldugundan, mikroorganizmalarin FT-IR spektrumlari, incelenen
hiicrelerin fenotipik ve genetik parmak izlerini belirli bir sekilde gosterir.
Mikrobiyolojik &rneklerin tespitinda iki yontem kullanilmaktadir. ilki, nesnel
smiflandirmayi, 6rnek verilerinin kendi aralarinda temel bilesen analizi (PCA) ve
hiyerarsik kiime analizlerinin kiyaslanmasini baz alirken ikincisi denetimli tekniklere
dayanmaktadir ve 6rneklerin kimligi hakkinda 6nceden tespit edilen bilgilere ihtiyac
vardir. Bazi arastirmacilar farkl tiir ve suslara ait bakteri hiicrelerinin FTIR analizini
yaparak teshis ve tanimlamaya katki saglamiglardir. Arastrmacilar, FT-IR
absorpsiyon spektrumlariin, mikrobiyal hiicrelere spesifik parmak izleri oldugunu ve
spektrumlar1 analiz etmek i¢in ¢ok degiskenli istatistiksel yontemler kullanildiginda,
mikrobiyal karakterizasyonu alt tiir seviyesine kadar miimkiin kildigin1 gostermistir
(Naumann ve Helm 1991, Naumann 1998). FT-IR, kapsller, endosporlar veya
depolama malzemeleri gibi belirli hiicre bilesenlerini tespit etmek ve tanimlamak i¢in
de kullanilabilir. Daha 6nce yayimlanan ¢aligmalarda, hiicre i¢i polisakkaritlerin (Garry
ve dig. 1959, Levine ve dig. 1953), poli-Bhidroksibitirik asit (PHB) granullerinin
(Rouf ve Stokes 1962) ve endosporlarin (Norris ve Greenstreet 1958) tespiti, yazarlar
tarafindan dispersif kizilotesi spektroskopi kullanilarak rapor edilmistir (Helm ve

Naumann 1995 ). Bu nedenle FT-IR spektroskopisi yalnizca tanimlama yontemi
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saglamakla kalmaz, ayni zamanda mikroorganizmalarin, mikrobiyal metabolizma,
antibiyotik duyarliligy, ilag gelistirilmesi ve diger etkilesimler i¢cin de ¢ok umut verici

bir arag gibi gérinmektedir (Orsini ve dig. 2000).
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Sekil 4:Bazi organik molekiillerin FT-IR spektroskopsinde karsilik gelen dalga
spektrumlar1 (Baker ve dig. 2016).

2.7  Cahsmanin Amaci

Rutenyum komplekslerinin kanser tedavisinde kullanilmak tizere niikleik asit
etkilesimi detayli olarak calisilmis olmakla birlikte, bu tiir ila¢ adaylarmmin saglik
sektdriinde genis bir kullanim alanina sahip olmast istenir. Ozellikle antimikrobiyal
ve antibiyofilm gibi biyolojik etkilerinin olup olmadiginin anlasilmasi ya da bu
etkilerin yeni ligandlar eklenerek gelistirilmesi ya da var olan bu 0Ozelliklerin
iyilestirilmesi yeni ¢alisma konularindandir. Bizde bu ¢alismada, Dog. Dr. Cigdem
SAHIN (Pamukkale Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Kimya Boliimii) tarafindan
sentezlenen Rutenyum CS91 bilesiginin antibiyofilm ve antikanser o6zelliklerini
belirlemeyi amagladik. Rutenyum bilesiklerinin antikanser 6zellikleri ve hiicresel
yerlesimi hakkinda ¢ok sayida calisma yapilmakla birlikte bu komplekslerin
antibiyofilm 6zelliklerine ilgi ¢ok yenidir. Sunulan arastirmada, rutenyum bilesiginin

antibiyofilm aktivitesinin yani sira antikanser 6zelligi detayli olarak calisiimustr.
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Antibiyofilm etki, 151k ve floresan mikroskop ile dogrulanmistir. RuCS91 ile
muamale edilen bakteri hiicre yiizeyindeki degisiklik FTIR spektrometresi
kullanilarak analiz edilmistir. Ayrica ¢alismada Ru CS91’in MDA kanser hiicre hatti

iizerine sitotoksik ve antikanser etkisi de arastirilmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

3.1.1 Cahsmada Kullanilan Kimyasallar ve Kitler

Nutrient Broth (Merck), Tryptic Soy Broth (TSB-Biomark, BKO46HA); Agar
(Sigma, 05039); Kristal Viyole (Merck, 1.15940.01100); Glasiyal Asetik asit (Merck,
1.00056.2500); Silfirik asit (Sigma, 30743); Soyum Klorir (NaCl, 31434); Baryum
Klorir (Merck, 1.01719.0500); Peptone From Casein (Tripton, Fluka, 70169); Pepton
Bacteriologic (Biolife, 4122592); D-Glucose (Sigma-49159); Roswell Park Memorial
Enstitd (RPMI-1640, Sigma, R8758), Osmiumtetraoksit (Sigma), Gluteraldehit
(Sigma), Au-Pd karisimi (Quarum 150RS), Giemsa (Sigma), Immersion oil, Tripsin-
EDTA (Gibco, 25200); Fetal sigir serumu (FBS, Gibco, 10270); Etil alkol, Penisilin
(Sigma, P4333); Dimetil silfoksit (DMSO-Merck, 1.16743.1000), Yagsiz siit tozu
(Skim milk powder, Bioshop, SKI1400.1); KiloGreen 2x qPCR MasterMix (Abm);
Triton X-100 (Bio Basic, DB0198); 1 kb DNA ladder (Fermentas, SM0311), cDNA
sentez Kiti (Abm, G236); Annexin V - EGFP Apoptoz Kiti | (BioVision, K104), PI1&
Sybr Green (innuprep 2.0 kit).

3.1.2 Cahsmada Kullanilan Cihazlar

-80 °C buzdolab1 (Niive, DF490), Buzdolab1 (Beko), Inkiibator (Niive, EN
120), CO; Inkiibatorii (Niive, EC 160), Taramali Elektron Mikroskop (Zeiss Supra 40
vp), Spektrofotometre, Otoklav (Nive, OT 4060), pH Metre (InoLap pH 720), Saf Su
Cihazi, Santrifij (Alfagen Siiper Mini Santrifiij 14K; Hettich, EBA 20), Santrifiij
(bUylk- kiigiik), Hiicre sayma ve analiz cihazi (NanoEntek Arthur); Emmiyet Kabini
(NOve MN120), Fourier transform infrared spektrofotometresi (Perkin Elmer
Spectrum BX FT-IR). Hiicre sayma ve analiz cihazi (NanoEntek Arthur), Inverted
mikroskop (Oxion Inverso Inverted, Gergek zamanli PZR cihazi (Applied Biosystems
StepOne); Thermal Cyler (PZR cihazi, Optimus 96G Gradient TC-O96G), Floresan
mikroskobu (Olympus BX53F Fluorescent Microscope), Mikroplaka Okuyucusu
(Epoch, BioTek, USA).
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3.2 Metod

3.2.1 Ru CS91 ve Test Bakterileri

Calismada kullanilan bipiridin ligand1 igeren rutenyum CS91 ([Ru(2,2’-
bipyridine)2(4,4’-bis(3-ethylheptyl)-2,2’-bipyridine)] (PFe)2 bilesigi Dog. Dr. Cigdem
SAHIN ve arkadaslar1 (PAU, Fen-Edebiyat Fakiiltesi, Kimya Boliimii) tarafindan daha
once yapilan bir ¢alismada sentezlenmis ve karakterize edilmistir (Oner ve dig. 2012).
Caligmada test bakterisi olarak Staphylococcus aureus ATCC 29213 (anti-biyofilm
tayini ve anti-kayma) ve E. coli ATCC 25922 (anti-yiizme) kullanilmistir.
Caligmalarda Triptik Soy Broth (TSB) ve Triptik Soy Agar (TSA) besiyeri

kullanilmastir.

3.2.2 Ru CS971’in Antibiyofilm Aktivitesi

Antibiyofilm aktivitesinin belirlenmesi icin Triptik Soy Broth (TSB, Merck)
besiyerinde gelistirilen bir gecelik taze kiltiirler kullanilmistir. 96 kuyulu
mikroplakalara toplam hacim 200 ul olacak sekilde bakteri hiicreleri, TSB ve arzu
edilen konsantrasyonlarda Ru CS91 ilave edilmis ve 24 saat biyofilm olusumu igin
37°C’ de inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda planktonik hiicreler uzaklastirilmis
ve her bir kuyu 0,01 M PBS (pH 7.2) ile iki kez yikanmistir. Ardindan %0,1 kristal
viyole ile boyanan kuyular distile su ile yikandiktan sonra 200 pL %20 galsiyal asetik
asit ilave edilerek 25 °C’de 30 dakika bekletilmistir. Biyofilm kitlesinin optimal
yogunlugu 570 nm’de mikroplate okuyucu ile belirlenmistir. Ayn1 zaman da bakteri
gelisimi de 600 nm spektrofotmetrede okunarak takip edilmistir. Biyofilm indirgeme
yiizdesi asagida verilen formiil ile belirlenmistir. Rutenyum icermeyen bakteri kiiltiirii
(pozitif) ve bakteri icermeyen rutenyum (negatif) kontrol olarak kullanilmistir (Nostro

ve dig. 2016; Bai ve dig. 2019). Tiim ¢alismalar iki paralelli ¢calisilmistir.

Biyofilm indirgeme (%)=[(Kontrol OD-Ornek OD)/Kontrol OD] x 100
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3.2.3 Ru CS91’ in Olusmus Biyofilm Uzerine Parcalama Etkisi

Ru CS91’in olusmus biyofilme parg¢alama etkisinin belirlenmesi icin dncelikli
olarak 24 ve 48 saatlik bakteriyel biyofilmler olusturulmustur. Olusmus biyofilm
tizerine farkli konsantrasyonlarda (0,75 ng/ml, 1 pg/mL, 1,5 pg/mL, 2 pg/mL, 2,5 pg/
mL 5,5 pg/mL, 7 pg/mL, 8,5 pug/mL, 10 pg/ mL,12,5 pg/ mL, 15 pg/ mL ) Ru CS91
ilave edilerek 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Siire sonunda 0,01 M PBS (pH 7,2)
ile her kuyucuk 2-3 kez yikanarak plaka temizlenmistir. Kuyucuklar %0,1 kristal
viyole ile 5 dakika boyandiktan sonra kuyular distile su ile yikanmistir. Kuyulara 200
uL %20 glasiyal asetik asit ilave edilerek 25 °C’de 30 dakika bekletilmistir. Biyofilm
kiitlesinin optikal yogunlugu 570 nm’de mikroplaka okuyucu ile belirlenmistir.
Biyofilm indirgeme yiizdesi asagida verilen formiil ile belirlenmistir (Nostro ve dig.

2016; Bai ve dig. 2019).

Biyofilm degradasyon (%)=[100-(Kontrol OD-Ornek OD)/Kontrol OD]*100

3.2.4 Ru CS971’in S. aureus Hiicre Zarn Gegirgenligine Etkisi

Bakteriyel membran gegirgenligine RuCS91’in etkisi Kristal Viyole
Absorbsiyon yéntemine gore belirlenmistir. (Yadav ve dig. 2019). +4°C, 4500 rpm’de
5 dakika santriflj edilerek toplanan hucreler, PBS (0,01 M; pH:7,4) ile 2 kez
yikanmustir. Pelet i¢ine 0,25 pg/mL, 0,5 pg/mL, 0,75 pg/mL, 1 pg/mL, 1,5 pg/mL, 2
ug/mL, 2,5 pg/mL konsantrasyonlarda Ru CS91 ilave edilerek 24 ve 48 saat 37 °C’ de
etiivde bekletilmistir. Siire sonunda 10.000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmistir. Elde
edilen pellete 10 pl Kristal viyole soliisyonu (0.01%) ilave edilerek 10 dakika
bekletilmis ve 13,400 g’de 15 dakika santrifiij edilmistir. Elde edilen siipernetant 590

nm’de spektrofotometre ile okunmustur.

0D590nm ornek
O0D590nm kristal violetx

100

formiil yardimiyla gegirgenlikteki degisiklik yiizde cinsinden hesaplanmigtir.
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3.2.5 Hiicre Hareketliligi Inhibisyonu

Ru CS91’ in ylizme ve kayma hareketlerine karsi inhibisyon etkileri test etmek
icin E. coli ve S. aureus bakterileri kullanilmistir. Yiizme inhibisyonu i¢in bir gecelik
aktif E. coli ve kayma anhibisyonu igin S. aureus kiiltliriniin hiicre yogunlugu 0,5
MacFarlanda ayarlanmistir. 7,5 pL bakteri kiiltiirinden, farkli konsantrasyonlarda
rutenyum iceren yiizme agar (% 1 tripton, % 0.25 NaCl ve % 0.5 agar) ve kayma agar
petrilerine nokta ekim yapilmistir. Petriler ters ¢evrilmeden 37°C’de 24 saat inkiibe
edilerek slire sonunda koloni ¢aplart milimetrik olarak Sl¢tilmiistiir. DMSO negatif
kontrol olarak kullanilmistir. Rutenyum igcermeyen besiyerinde iireyen bakteriler
pozitif kontrol olup ve % inhibisyon asagida verilen formiile gére hesaplanmigtir

(Monte ve dig. 2014).

% inhibisyon = [(kontrol zonu-6rnek zonu) / kontrol zonu] x 100

3.2.6 Isik Mikroskop Analizi

Ru CS91” in antibiyofilm iizerine etkisini 151k mikroskobu ile gdzlemlemek
amaciyla, mikroplaka kuyucuklarma cam diskler yerlestirilmis ve mikroplakalar 24
saat 37 °C ’de biyofilm olusumu i¢in inkiibe edilmistir. Siire sonunda rutenyum iceren
kuyucuklardan cam diskler alinarak 1/20 Giemsa soliisyonunda oda sicakliginda 30
dakika bekletilmis ve immersiyon yagi damlatilarak 100x biiylitmede incelenmistir

(Daikh ve dig. 2020).

3.2.7 Taramah Elektron Mikroskop (SEM) Analizi

S. aureus kiiltiirii iceren 6’li mikroplakalara yuvarlak lameller (14 mm)
yerlestirildikten sonra her kuyuya farkli konsantrasyonlarda (0,75 pg/mL, 1 pg/mL ve
1,5 pg/mL) RuCS91 ilave edilmistir. Biyofilm olusumu i¢in 24 saat 37°C’de inkiibe
edilmistir. Siire sonunda lameller {i¢ kez 5 dakika SFT (0,1 M pH: 7,4) solusyonu ile
yikandiktan sonra 200 pL %2,5’luk gluteraldehit ile lamelin yiizeyi kaplanmistir. 1
saat oda sicakliginda bekletilen lameller SFT solusyonu ile tekrar ii¢ kez 10 dakika
yikanmis ve 200 pL %]1°lik Osmiyumtetraoksit ile kaplanmustir. 1 saat oda
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sicakliginda bekletilen lameller yine SFT solusyonu ile ii¢ kez 10 dakika yikanarak 70
°C’de 45 dakika kurutulmustur. Kurutulan lameller Au-Pd karsimi ile kaplanarak
Pamukkale Universitesi ileri Teknoloji Uygulama ve Arastirma Merkezi’nde

incelenmistir.

3.2.8 Floresan Mikroskop Analizi

RuCS91 ve 12 mm’lik yuvarlak lamel iceren bakteri kiltird (0.5 MacFarland)
lamel yiizeyinde biyofilm olusumu igin 24 saat 37°C" de inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
sonunda lamel alinarak 1 defa steril dH20 ile yikanmis ve lamelin tizeri SYBR Green
ve Propidyum iyodiir (PI) karisimi ile kaplanmistir. SYBR Green/PI karisimi 100uL
dH20 igerisinde 1:3 oraninda hazirlanmistir. Lameller boya solusyonunda karanlik
odada 20 dakika bekletilerek boyama islemi yapilmistir. Siire sonunda lamel {izerine
immersiyon yagi damlatilarak Floresan mikrokopta yesil ve kirmizi isikta 100x

biiyiitmede incelenmistir (Feng ve dig. 2018).

3.2.9 FT-IR Goruntuleme Analizi

Staphylococcus aureus ATCC 29213, farkli konsantrasyonlarda Ru CS91 igeren
TSB besiyerinde 24 saat 37 °C'de gelistirilmistir. inkiibasyon sonunda hiicre kiiltiirii,
10.000 x g’de 5 dak santrifiij edilmistir. Elde edilen hiicre kiitlesi (pelet) birka¢ kez
distile su ile yikanmistir. Kontrol grubu olarak RuCS91 ile muamele edilmemis S.
aureus ATCC 29213 kullanilmistir. RuCS91 ile muamele edilmis ve muamele
edilmemis hiicre peletinin IR ¢ekimleri, 400-4000 cm? arasinda Kizilotesi

Spektrometresi (Infrared Spektroskopi) ile yapilmustir.
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3.2.10 Hucre Kultari

Meme kanseri hiicre hatti (MDA-MB-231) (Avrupa Hucre Kiltir Koleksiyonu,
EACC), 37°C’ de %5 CO2 ve %95 nemli ortamda, %10 FBS ve %1 penisilin iceren
RPMI-1640 besiyerinde biyiitiilmiistiir. Hiicre biiylimesi ve gelismesi, hiicre
yogunluguna gore pasajlama yapilarak takip edilmistir. Hiicreler Fosfat tamponu ile
(PBS) ile yikanmustir. Steril 100 mm ve 25cm?’lik kiiltiir kabinda gelisen hiicre
yogunlugu (~%80) artis1 saglandiktan sonra Tripsin-EDTA yardimiyla ylizeyden
toplanarak santrifiij edilmistir. Elde edilen hiicre peleti besiyeri ile ¢0zulerek taze

besiyerine ekilmistir. Hiicre sayiminda tripan mavisi ve toma lami kullanilmistir.

3.2.11 Meme Kanser Hiicre (MDA) Kiiltiiriiniin Hazirlanmasi1 ve

Sitotoksisite Analizi

RPMI 1640 besi ortammda 37°C, %5 CO. ve %95 nem iceren ortamda
gelistirilen MDA-MB-321 kanser hiicreleri Tripsin ile kaldirilmis ve steril tiiplerde
2000 rpm’de 24 °C’ de 5 dakika santrifiij edilmistir. Elde edilen pelet 1 ml besiyerinde
¢Ozlilmiis ve Tripan mavisi (1:1 seyreltilmig) ile boyanarak Thoma laminda
sayilmistir. RuCS91’in sitotoksisite etkisi, MTT (3-[4,5-dimethylthiazole-2-yl]-2,5-
diphenyltetrazolium bromide) metodu ile belirlenmistir. 96 kuyulu mikroplakada her
kuyucuga 1x10° hiicre, son hacim 100 pL olacak sekilde besiyeri ve farkli
konsantrasyonlarda RuCS91 uygulanmstir. Bilesik eklenen hacimde Dimetil siilfoksit
(DMSO) kontrol grubudur. 24 saat sonunda tiim kuyulardan besiyeri uzaklastirilmis
ve 100 pL besiyeri ve 10 pL MTT solisyonunda 4 saat inkiibe edilmistir.
Inkiibasyonun ardindan formazon kristalleri icin DMSO ile ¢oziilerek Epoch
Mikroplaka Okuyuculu Spektroskopi cihazi yardimiyla 590 nm’de absorbans degerleri

Olclilmiistiir.

3.2.12 Toplam RNA izolasyonu

Apoptoz yolaklarinda gorev alan Siklin D1, CDK2, CDK4, CDKN1A, p53,
BAX, BCL2 ve CASP3 gen ifadesinin belirlenmesi amaciyla, kontrol grubu ve
RuCS91 ile muamele edilmis hiicrelerden Toplam RNA izole edilmistir. Toplam RNA
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Izolasyonu, innuPREP RNA Mini Kit (AnalitikJena, Almanya) yardmmiyla iiretici
firmanin talimatlarma gore yapilmistir. Elde edilen RNA, -80°C’ de muhafaza

edilmistir.

3.2.13 cDNA Sentezi

cDNA sentezi i¢im Easy Script Plus cDNA sentez kiti ile oligod(T) primeri ve
Ters Transkriptaz enzimi (RT) kullanilmistir. Sentez islemi iiretici firmanin 6nerdigi
protokol dogrultusunda gerceklestirilmistir. ¢cDNA sentez karisim protokoli ve
yapiligi Tablo 3'te verilmistir. RT-PZR yapmak tzere sentezlenen cDNA'lar, -20°C'de

saklanmustir.

3.2.14 MDA-MB 231 Hiicre Hattinda Apoptoz Tayini

Calismamizda, Annexin V Apoptoz Saptama Kiti I kullanilarak meme kanseri
hiicre hattinda apoptoz etkisi de belirlendi. Bu amacla, 6nce MDA-MB-231 hiicreleri
2 defa fosfat tampon c¢ozeltisiyle (PBS) coktiiriildii. Pelet, 100ul 1X Baglanma
Tamponunda 5 dakika oda sicakliginda bekletildi. Inkiibasyondan sonra 5
ul Annexin-V eklenip 20 dakika buzda karanlik ortamda bekletildi. Reaksiyon tiipii
2000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi ve slipertnatant uzaklastirildi. Pelete 100 pl
Baglanma Tamponu ile 1ul PI eklendi ve 10 dakika buzda karanlikta bekletildi. Son
olarak 25 pl 6rnek tek kullanimlik plastik tabakaya yerlestirildi ve NanoEntek Arthur

cthazinda hiicre sayimi1 ve analiz gerceklestirildi.

3.3  istatistiksel Analiz

Sonuglarin varyans analizi SPSS paket istatistik programi (TEAM, EQX, SPSS
Statistic version 16.0, 2007) ile yapilmustir. Istatistiksel olarak farkliliklarin énemli
olmas1 durumu p< 0,05 diizeyinde tespit edilmistir. Olusturulan tablolarda degerlerin

standart sapmalar1 verilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Ru CS91’ in Staphylococcus aureus ATCC 29213 Biyofilmi ve
Huicre Hareketliligine Inhhibisyon Etkisi

Biyofilm mikroorganizmalar1 her tiirli c¢evresel etmenlerden koruma
ozelliginden dolay1 oOzellikle patojen bakterilerin siklikla korunmak amaciyla
olusturduklar1 bir yapidir. Bu yap1 icinde topluluk seklinde yasayan
mikroorganizmalar, besin, su ve genetik materyal aligverisi gerceklestirirler. Lateral
gen transferlerinin siklikla ger¢eklesmesi nedeniyle biyofilm yapisi igindeki bakteriler
bircok ilaca ve kimyasal maddeye karsi direng gelistirirler. Bu tiir patojen bakteriler
infeksiyon hastalik etkeni olup, bunlarla miicadele biyofilm tabakasinin olusumunun
onune gegilmesiyle mumkin olabilir. Biyofilm igindeki patojenler antibiyotiklere
planktonik hiicrelere gére 100-1000 kat daha fazla direng gosterir ve lstelik bazi
antibiyotiklerin varhiginda biyofilm olusumu indiiklenebilir (Hoiby ve dig. 2010,
Hoftman ve dig. 2005). Bu amacla dogal iiriinlerin yanisira kimyasal sentez yoluyla
elde edilen rutenyum kompleksleri gibi birgok bilesigin antibiyofilm o&zellikleri
arastirilmaktadir. Rutenyum bilesiginin yapist veya icerdigi farkli ligandlar, bu
komplekslerin biyolojik etkinliginde dnemli rol oynar. Ornegin, Li ve dig. (2011), bir
dizi sentetik inert polipiridirutenyum (I1)'nin S. aureus, MRSA, E. coli ve P.
aeruginosa’ya karsi etkinligini arastirmuslar; bb12, bbl4 ve bbl6 ligandi igeren
dinukleer rutenyum Il komplekslerinin S. aureus ve MRS A’ya kars1t MIK degerinin 1
pg/mL, E. coli ve P. aeruginosa'ya karsi ise 2-4 ve 8-16 ug/mL oldugunu rapor
etmislerdir. Mononiikleer rutenyum kompleksinin ise MRSA ve iki gram negatif
bakteriye az etki gosterdigi ancak S. aureus ‘a dintikleer rutenyum kompleksine benzer
aktiviteye sahip oldugunu bildirmislerdir. Giiglii antimikrobiyal aktivitenin aksine
diniikleer rutenyum kompleksi kirmizi kan hiicreleri ve THP-1 hiicrelerine daha az
toksik etki gostermistir. Sentezlenen ii¢ ayr1 rutenyum bilesiginin disk difiizyon testi
ile antimikrobiyal etkisi arastirilmis ve Ru(I)’in S.aureus'a karsi 8,5 mM ve E. coli'ye
kars1 7,8 mM yiiksek aktivite gosterirken, 2 ve 3 komplekslerinin daha az aktivite
gosterdigi rapor edilmistir (Mallepally ve dig. 2017). Beeton ve digerleri 2014 yilinda
casitli bakir bilesiklerinin biyofilm iizerindeki etkilerini vancomisin gibi antibiyotikler

ile kiyaslamigs ve bakir bilesiklerinin yaklasik olarak 25 pg / mL ve izeri

31



konsantrasyonlarda biyofilmi 6nemli 6l¢iide uzaklastirdigini tespit etmistir. Ayrica,
inkiibasyon siiresi arttikga vancomisin varliginda biyookiitle artarken Cu3 bilesiginin
varliginda bu artisin daha diisiik oranda olmasi, bakterilerin geleneksel antibiyotiklere

daha hizli direng gelistirdikleri bildirilmistir.

Bu kapsamda biz de bipiridin ligand1 igeren bir rutenyum bilesigi olan Ru
CS91’in staphylococcus biyofilminin olusumuna olan inhibisyon etkisini inceledik.
Calismanin ilk asamasinda Ru CS91’ in planktonik bakteri gelisimi iizerine etkisi
analiz edilmistir. Bu amagla 1,0 - 5,5 pg/mL konsantrasyonlarda rutenyum ¢ozeltileri
hazirlanmistir. Gelistirilen S. aureus bakterisinin hiicre yogunlugu 0,5 McFarlanda
gore ayarlandiktan sonra arzu edilen konsantrasyonlarda rutenyum ile muamele
edilmistir. Rutenyum igeren bakteri kiiltiirleri 24 saat 37°C’ de inkiibe edilerek 600
nm’de mikroplaka okuyucuda okunmustur. Her konsantrasyondan kat1 besiyerine
ekimler yapilarak koloni gelisimi kontrol edilmistir. Calisma sonunda bakteri koloni
gelisiminin olmadig1 en diisiik konsantrasyon olan 8,5 pg/mL Minimum Bakterisidal
Konsantrasyonu (MBK) olarak kaydedilmistir. Rutenyum bilesiginin  giiclii
bakterisidal etkisinin oldugu goriilmiistiir. Calismada rutenyum bilesiginin Minimum
Inhibisyon Konsantrasyon (MIK) degeri tam olarak belirlenememistir. Bu nedenle
belirlenen her konsantrasyonda anti-biyofilm aktivitesi incelenmistir. Sonuglar Tablo

1 ve Sekil 5°de verilmistir.

Tablo 1:Farkli konsantrasyonlarda Ru CS91’in antibiyofilm yiizdesi (p<0,05)

Ru CS91 Konsantrasyonu Biyofilm inhibisyonu
(Mg/mL) (%0)
1 16,31 £ 0,042
1,5 28,8 £ 0,070
2 57,14 £ 0,070
2,5 76,82 + 0,001
55 76,00 +£ 0,070

32



100.00

90.00
80.00 76.82 76.00
S
= 70.00
o)
5 57.14
© 60.00 :
%)
o
T 50.00
=
S 40.00
=
[ 28.80
_g 30.00
o
20.00 16.31
0.00

lug/ml 1,5ug/ml 2pg/ml 2,5pg/ml 5,5ug/ml

Sekil 5:Ru CS91 konsantrasyonuna bagli biyofilm inhibisyonu (p<0,05)

Ru CS91, S. aureus biyofilminin inhibisyonu agisindan degerlendirildiginde elde
edilen sonuglardan, rutenyum bilesiginin etkili bir antibiyofilm ajani oldugu
anlasilmistir. Kristal viyole (KV) ile yapilan antibiyofilm aktivite analizine gore,
rutenyum bilesigi bakteri biyofilmini etkili bir sekilde azaltmistir (Sekil 5). Ru
CS91’in artan konsantrasyonuna bagli olarak biyofilm inhibisyon etkisinde de ciddi
oranda bir artig gdzlenmistir. 1 pg/mL rutenyum konsantrasyonunda %16,31 oraninda
bir inhibisyon gozlenirken 2,5 ve 5,5 pg/mL’ de bu oran %76 olarak tespit edilmistir.
Biyofilmin %100 giderim yaptig1 konsantrasyon rutenyumun toksik etkisinin giiclii
olmasindan dolay1 tespit edilememistir. KV analizine gore, rutenyum bilesiginin
maksimum inhibisyonu, 2,5 ve 5 ug/mL’de gozlenirken (%76), 1 pg/mL rutenyumun
biyofilm {izerinde diisiik etkisi olmasina ragmen konsantrasyon artigina bagl olarak
etkinin arttig1 ve rutenyumun bakteri biyofilm olusumunu 6nemli 6l¢iide inhibe ettigi
dikkat c¢ekmistir. Caligmamizda rutenyum bilesiginin minimum bakterisidal

konsantrasyonu (MBK) 8 pg/mL olarak tespit edilmistir.

Ru CS91 bilesiginin, olusmus biyofilmi parcalama etkisi de analiz edilmistir.
Bunun icin dncelikli olarak S. aureus bakterisi mikroplakalara ekilerek 24 ve 48 saat
37°C’ de etiivde inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda bakteriyel biyofilm olusumu

tamamlanmis kuyulara farkli konsantrasyonlarda rutenyum bilesigi ilave edilmistir.
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Ru CS91 iceren mikroplakalar 24 saat inkiibe edilmistir. Bu siirede rutenyum
bilesiginin olugsmus biyofilm yapisini pargalama kapasitesi Sekil 6’de verilmistir. Ru
CS91 bilesigi her iki inkiibasyon siiresi sonunda olusturulan bakteriyel biyofilm
tabakas1 iizerinde birbirine yakin diizeyde inhibisyon gostermistir (0,5 pg/mL
konsantrasyon harig). Konsantrasyon artisinin genel olarak biyofilm parcalamaya
belirgin bir etkisinin olmadig1 da goriilirken, 1,5 pg/mL konsantrasyon hari¢, bu
etkinin 24 saatte 48 saate gore daha giiclii oldugu tespit edilmistir. Bu sonug, biyofilm
yapisinin 48 saatlik siirede daha gii¢lii oldugunun bir gostergesidir. Chen ve digerlerine
gore, biguanid iridium(I11) kompleksleri, MRSA dahil gram pozitif ve gram negatif
patojenler ile insan patojeni mayalar Gzerinde nanomolar seviyesinde antimikrobiyal
etkili olup, bu tiir patojenlerden kaynakli hastaliklarla miicadelede bu tiir
komplekslerin sentezi ila¢ iiretiminde 6nemlidir (Chen ve dig. 2018). Biguanid
ligandlar1 ile siislenmis nanopartikiiller hiicre zarlarina kolayca niifuz edebilir ve
onemli derecede antibiyofilm aktivite gosterirler (Zhou ve dig. 2015). Ornegin,
Bottcher ve arkadaslar1 B. subtilis ve patojenik S. aureus tarafindan iretilen
biyofilmleri bozma aktivitesi ile guanid ve biguanid bilesiklerini taklit eden
norspermidin sentezlemislerdir (Bottcher ve dig. 2013). DNA’ya baglanma
aktivitesine sahip Rutenyum(II) bazli kompleksin nematod Caenorhabditis elegans ve
E. coli'ye kars1 in vitro aktivitesi olmadig1 bulunurken, B. subtilis ve S. aureus
bakterileri lizerinde aktif oldugu tespit edilmistir (Bolhuis ve dig. 2011). Rutenyum
kompleksinin C. elegans lzerine toksik etki gdstermemesi rutenyum kompleksinin
Okaryotik organizmalar {izerine toksik etkili olmadiginin bir gostergesidir (Leung ve
dig. 2008). Diger taraftan, kurkumin bazli rutenyum bilesigi, vankomisin ve
levofloksasine kiyasla S. areus biyofilminin %48’ini degrade etmistir (Srivastava ve
dig. 2019). RuNN bilesiginin, S.aureus biyofilmini inhibe ettigi ve hiicre ylizey
morfolojisini degistirdigi SEM goriintiileri ile dogrulanmistir (Andrade ve dig. 2020).
Bakteri hiicre ylizey bozulmasmin bakteri biyofilminin olusmasi igin gerekli olan
birbirine baglanma yetenegini engelledigi (Sharma ve dig. 2012) ve bakteriyel
EPS’lerin iiretimi ve stabilitesi bozulmalarla iligkili oldugu ileri siiriilmiistiir (Murray
ve dig. 2012). Biyofilm olusumunda quorum sensing mekanizmasmin 6nemli rol
oynadig1 bilinir (Simoes ve dig. 2010). Calismamizda kullandigimiz Ru CS91 bilesigi
24 saatlik biyofilm olusumunun rutenyumun artan konsantrasyonu bagli olarak (1
pg/mL’ de %16,31; 2,5 ve 5,5 pg/mL’de %76 ) ciddi oranda inhibe oldugu belirlendi
(Tablo 1, Sekil 4). Minimum bakterisidal konsantrasyonu (MBK) 8 pg/mL olarak
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tespit edildi. Srivastava ve arkadaslari, iki oktahedral rutenyum(II) polipiridil
kompleksinin ([Ru(NN)2(cur)](PF6)[NN = bpy (1), phen (2)]) S. aureus biyofilmine
kars1t inhibitor etkisinin 10 x MIC = 1 pg mL—1 oldugu biyofilmin %48 ini
indirgedigini tespit etmislerdir (Srivastava ve dig 2019). Bu rutenyum kompleksleri ile
kiyaslandigimda RuCS91’in (2,5pg/mL i¢in %76) istlinliigii daha iyi anlagilmaktadir.

Tablo 2:Ru CS91 bilesiginin olusmus biyofilmi pargalama aktivitesi (p<0,05)

0,5 1 1,5 2,5
(g/ml) (g/ml) (ug/ml) (ug/ml)

24 saat | 10,64 +0,636 | 54,8 +3,676 49,6 + 0,00 48,26 + 2,828

48 saat | 47,89+0,777 | 4543+0,014 | 62,67 +1,343 | 41,73+0,721
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Sekil 6:Ru CS91 bilesiginin olugsmus biyofilmi degredasyon aktivitesi (24 ve 48 saatlik
bakteriyel biyofilm yapisina rutenyum ilave edildikten sonra 24 saat inkiibe edilmistir).
(p<0,05).
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4.2  RuCS971’ in Hiicre Zan Gegirgenligine EtKisi

Ru CS91 ile muamele sonucunda bakteri hiicre zar1 gecirgenligindeki
degisiklikleri belirlemek icin bir kristal viyole (KV) emilim deneyi yapilmistir. Bu
analiz, Ru CS91 bilesigi ile muamele edilmemis hiicrelere kiyasla rutenyum bilesigi
ile muamele edilmis bakteriler tarafindan KV emiliminin arttigmi gostermistir.
Muamele edilmemis bakteriler tarafindan KV alimi (kontrol) 24 saatlik biyofilmde
yaklasik % 25 ve 48 saatlik biyofilmde ise %28 olmustur. Bununla birlikte, Ru CS 91
ile muamele edilen bakteriler, konsantrasyon artigina bagl olarak kontrole gore daha
yuksek kristal viyole emilimi gostermistir (Tablo 3, Sekil 7). Ru CS91 ile muamele
edilen bakteri hiicreleri tarafindan artan KV emilimi, bakteri hiicre zar1 gegirgenliginin
degistigini gostermektedir. Benzer sekilde Yadav ve digerleri (2019), viniferin ile
muamale edilen bakteri hiicre zar1 gecirgenligindeki degisiklikleri belirlemek i¢in bir
KV emilim deneyi yapmislar ve viniferin ile muamele edilmemis hiicrelere kiyasla
viniferin ile muamele edilmis bakteriler tarafindan kristal viyole boyasinin emiliminin
arttigin1 gostermiglerdir. Arastiricilara gore, kontrol grubu tarafindan KV alimi
yaklasik % 40 iken, e-viniferin ile muamele sonrasinda bakteriler %74 oraninda KV
alimmi gostermistir. Tablo 3 ve Sekil 7°de de gorildiigii gibi, yaptigimiz ¢alismada
Ru CS91 ile muamele edilmemis kontrol bakteri hiicreleri %25 ve %28 KV emilimi
gosterirken, rutenyum ile muamele edilmis bakteriler tarafindan emilen kristal viyole
boyasindaki (%66 ve %68) emilimin artis1, hiicre zar1 gecirgenligindeki degisikligin
dolayisiyla da rutenyumun bakteri hiicresi lizerine inhibisyon etkisinin bir diger

kanitidir.

SPSS paket programi kullanilarak yapilan istatistiki analiz sonug¢larma gore,
RuCS91’in konsantrasyon artiginin biyofilm inhibisyonu, biyofilm degradasyonu ve
membran gecirgenliine etkisi, istatistiki a¢idan Onemli olarak tespit edilmistir

(p<0,05).
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Tablo 3:Ru CS91 ile muamele edilen S. aureus hiicreleri tarafindan kristal viyole emilimi
(24 ve 48 saat kristal viyole emilimi testi, hiicre zar1 gegirgenligi ifade etmektedir ve %
cinsinden verilmistir.) (p<0,05)

RuCS91 Konsantrasyonu (pg/ml

Kontrol 0,25 0,5 0,75 1 1,5 2 2,5
pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL
25,6 38,0 40,20 51,24 56,00 | 62,28 | 66,0 | 66,00
24 +0,707 | £0,00 | £0,070 | £0,537 | 0,00 | 0,070 | £0,00 | £ 0,00
28,0 38,95 | 42,25 52,20 58,00 | 66,45 | 68,00 | 68,26
48 +0,00 |{+0,353| £+0.070 | £0.141 | £0.00 | £0,353 | £0,00 | + 0,07
X
— 100
_0;3 90
S 80 66-45 68 68.26
T 70 58 62.28 66 66
g 60 52.2 56
& 4225 124
8 5 38.95
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Sekil 7: Ru CS91 ile muamele edilen S. aureus hiicreleri tarafindan kristal viyole emilimi
(Hticre zar1 gegirgenligi) (p<0,05).
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4.3 Ru CS91’ in Staphylococcus aureus ve Escherichia coli Uzerine

Huicre Hareketi Inhibisyon Etkilerinin Incelenmesi

Hareketlilik, yapisma ve biyofilm olusumu, bakteriyel patogenezde ve
antimikrobiyal diren¢ gelisiminde ana adimlar arasinda sayilabilir (Simoes ve dig.
2010). P. aureginosa gibi gram negatif bakterilerde yiizmek, segirmek ve kaymak
olmak {tizere {i¢ ¢esit ylizey hareketi vardir (Rashid ve Kornberg 2000). Flagellal1 bir
bakteri olan E. coli ise hem yiizme hem de kayma odakli iki hareket tipi gosterir
(Gomez-Gomez ve dig. 2007). Gram negatiflerin aksine, S. aureus flagellaya sahip
olmay1p koloni yayilimi seklinde hareket eder (Tsompanidou ve dig. 2011). Calismada
Ru CS91” in anti-kayma ve anti-yuzme etkisi E. coli ve S. aureus bakterilerinde test
edilmistir. Rutenyum bilesiklerinin (0,5; 1,5; 2,5 ve 8ug/mL) her iki bakteride de
hareketliligi tamamen inhibe ettigi goriilmiistiir. Sadece en diisiik doz olarak calisilan
Ve biyofilm inhibisyonu gozlenmeyen 0,5 pg/mL rutenyum varliginda, S. aureus
bakterisinin kayma aktivitesi lizerine %28,57 inhibisyon oldugu goriilmiistiir (Sekil 8).
0,5 pg/mL oranda dahi E. coli’nin hareketi tizerine %100 inhibisyon etkisinin olmas1
dikkat cekicidir. S. aureus bakterisi flajella veya piliden bagimsiz bir harcket
gerceklestirirken E. coli bakterisi flagellar hareket yapmaktadir. Bu sonug bize, diisiik
dozda E. coli’nin hareketini tiimiiyle inhibe etmesi rutenyum bilesiginin flagellar
hareket Ttizerine daha etkili oldugunu disiindiirmistiir. Nitekim fitokimyasal
sinnamaldehid, hiicrenin yiizeye baglanmasmi Onleyerek E. coli'nin yiizme
hareketliligini inhibe etmektedir (Niu ve Gilbert 2004). Ilerde daha detayli calismalarla
rutenyum bilesiginin bakteri tipi, tiirii ve hareket gesitlerine etkisinin arastirilmaya
deger bir konu oldugu sonucuna varimistir. Ozellikle bakteriyel hareketliligi
engelleyen rutenyum ve benzeri metal bazli bilesiklerin tanimlanmasi, ileride
bakteriyel ylzey kolonizasyonunun smirlandirilmas:t igin potansiyel ¢alisma

konusudur.
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Sekil 8 :Ru CS91’ in anti-hareketlilik goruntusi A: Ru CS91 icermeyen kayma
agarda S. aureus koloni yapisi (Kontrol), B: 0,5 ug/mL Ru CS91 igeren kayma
agarda S. aureus koloni yapisi, C: Ru CS91 icermeyen yiizme agarda E.coli koloni

yapisl.

4.4  Ru CS971’ in Antibiyofilm Etkilerinin Isik Mikroskobu ve Taramal
Elektron Mikroskobu (SEM) ile incelenmesi

Calismada 151k mikroskop ve SEM analizi de yapilmis ve 24 saatlik inkiibasyon
sonunda rutenyum ile muamele edilmis biyofilm yapilarmin kontrol biyofilminden
daha gevsek oldugu 151k mikroskobunda agikg¢a goriilmistiir (Sekil 9). SEM
mikrograflarinda, rutenyum igeren ortamda bakteri hiicresinin yiizeyinde piiriizlii yap1
ve yer yer bozulmalar goriilmiistiir. Kontrol grubunda bakteri hiicre yiizey morfolojisi
diizgiin ve piirlizsiizken rutenyum bilesiginin varliginda gelistirilen bakteri hiicre
yiizey yapisindaki bu bozulmalar, RuCS91’in bakteri hiicresinde makromolekiil
yapisinda yol actig1 degisikliklerin bir nedeni olabilir. Diger bir degisle, elektron
mikroskop analizi Ru CS91’in diisiik konsantrasyonlarda dahi biyofilm yapidaki

bozulma rutenyumun antibiyofilm potansiyelini kanitlar niteliktedir (Sekil 10).
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A B C

Sekil 9:Ru CS91’in antibiyofilm etkisinin isik mikroskop analizi, A: Kontrol, rutenyum ile
muamele edilmemis bakteri biyofilm goruintisd, B: 1,5 ug/mL ve C: 2,5 pg/mL rutenyum
ile muamele edilmis bakteri biyofilm goriintisu.
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Sekil 10: Ru CS91ile muamele edilmis S. aureus bakterisinin SEM analizi (A ve B
kontrol grubu, C ve D: 0,75 pg/mL Ru CS91, E ve F: 1 pg/mL Ru CS91, G: 1
Hg/mL rutenyum iceren ortamda bakteri hiicresinin SEM analizi

45 Ru CS91’ in Antibiyofilm Etkilerinin Floresan Mikroskop ile

Incelenmesi

Ru CS91 ile muamele edilmis ve edilmemis Staphylococcus aureus ATCC
29213 bakterisinin olusturdugu biyofilm yapis1 floresan mikroskopta da incelenmistir
(Sekil 11). Ru CS91 ile muamele edilmemis kontrol grubundaki bakteri biyofilm
(Sekil 11 A ve 11 B) yapisinin kompakt ve yogun topluluk halinde ve her toplulugun
birbiriyle ilk olarak Rosenberg ve digerlerinin 1982°de bahsettigi su kanallar1 ile
baglantili oldugu belirgin sekilde goriilmektedir. RuCS91 ile muamele edilmis bakteri
biyofilm olusumunda gozle goriiliir derecede bir azalma goézlenirken, ozellikle
biyofilm topluluklarinin bozuldugu ve topluluklar arasindaki su kanallarinda kopmalar
ve sayilarinda ciddi azalmalar dikkat ¢ekmistir. Canli hiicre (parlak) sayisindaki azalis
ve Olii hiicre (mat) sayisindaki artis, kontrole gore belirgin derecededir (Sekil 11).
Floresan mikroskop analiz sonucglari, SEM ve 1sik mikroskop analiz sonuglariyla
kiyaslandiginda birbirini dogrular nitelikte olup, Ru CS91’in bakteriyel biyofilm
olusumunu onlediginin somut bir kanitidir.
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E F
Sekil 11: S. aureus bakterisinin biyofilm yapisinin floresan mikroskop goriintiisii.
Ornekler kirmiz1 ve yesil filtre ile incelenmistir. Ru CS91 ile muamele edilmemis
kontrol grubu (A ve B), 0,50 pg/mL (C ve D) ve 1,5 pg/mL Ru CS91 (E ve F) ile

muamele edilmis bakteriyel biyofilm yapisi.
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4.6  FT-IR Goriintiileme Sonuclar

FT-IR gorlntuleme, bakteri, hucre, membran veya kanserli doku gibi
biyosistemleri analiz etmek i¢in kullanilmistir (Ngo-Thi ve dig. 2003, Yang ve dig
1995). Bu teknik, niikleik asit, lipit, ve protein analizini i¢eren ¢esitli uygulamalar i¢gin
rekabetcidir (Goormaghtigh ve dig. 1999, Kazarian ve Chan 2006). Biyomolekiillere
ait farkli spektrum goriiniimleri, germe, sisme, farkl frekanslardaki pikler, yogunluk
veya bant genislikleri, molekiillerdeki fonksiyonel gruplarin tanimlanmasini
saglamaktadir (Beekes ve dig. 2007). Ozellikle, proteinlerin ikincil yapisini
karakterize etmek i¢in uzun siiredir kullanilan bu teknik, daha sonra karbohidratlarin

analizinde de yaygin olarak kullanilmistir (Mantsch 2001; Beekes ve dig. 2007).

FT-IR goruntileme ile kiltir edilemeyen bakterilerin belirlenmesinde kullanim
potansiyelleri ile ilgili yapilan ¢aligsmalar da mevcuttur (Wehrli ve dig. 2014, Huleihel
ve dig. 2009). Ornegin, siit ve gida patojeni S. aureus teshisinde hizl1 ve giivenilir bir
yontem oldugu rapor edilmistir (Lamprell ve dig. 2006; Hegazi ve dig. 2019). 3400-
3440 cm™ araliginda N-H titresimi meydana gelmektedir. Bir peptidin amino grubu
hidrojen bag1 icerdiginde bu titresim yaklasik 3300 cm™ gibi daha diisiik frekanslara
dogru kayar (Sionkowska ve dig. 2004, Kochan ve dig. 2020). Davis ve Mauer (2010)
'e gore, 1500-1200 cm? arasinda bulunan pikler, hem yag asidi hem de proteinlere
karakteristik iken, 1200-900 cm™ arasinda bulunan pikler hiicre duvarindaki
karbonhidratlar1 isaret etmektedir. Sekil 12' de Ru CS91 ile muamele edilmis

Staphylococcus aureus ve kontrol grubu FT-IR spektrumu gorilmektedir.

Genel olarak hiicre membraninda pik kaymasi ya da spektrum bantlarinda
gerilme gdzlenmistir. 1500-900 cm™ arasindaki titresimler, aslinda hiicre duvarindaki
protein ve karbonhidratlardaki gruplarda bazi degisiklikleri gostermektedir. Metal
bazli bilesiklerle muamele edilmis hiicre yilizeylerinde olas1 degisikliklerin gosterildigi
FT-IR analizi literatiir bilgilerinde rastlanilmamistir. Ancak farkli dogal {riinlerle
muamele edilen bakteri yiizeyleri incelenmis ve FT-IR goriiniimiinde baz1 bolgelerde
siddetlenme veya kaymalar rapor edilmistir. Ornegin, H. rhamnoides ve L. leaves bitki
Ozutlerinin  Staphylococcus aureus, Vibrio cholerae, Alternaria alternata ve
Aspergillus parasiticus ve Penicillium digitatum izerine antimikrobiyal aktivitesi test

edilmis ve bu etki FT-IR analizi ile de incelenmistir. Bakteri hiicre duvarindaki OH,
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C-H, C=C, C=0, C=0 ve aromatik amid varlig1 FT-IR ile gosterilmistir (Ahmad ve
Ali 2013). Benzer sekilde bir bagka ¢alismada B-Lapachon ve Lapachol Oxime’in S.
aureus ATCC 25923’e antibakteriyal etkisinin, hiicre membran lipid deformasyonu

seklinde gerceklestigi FT-IR analizi ile kanitlanmistir. (Fernandes ve dig. 2017).
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Sekil 12: RuCS91 ile muamele edilen S. aureus ATCC 29213’iin FT-IR analizi
(A: 2 pg/ml ve B: 5.5 pg/ml)
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S. aureus' un 2 pg/ml Ru CS91 ile muameleden Onceki ve sonraki FT-IR
spektrum analizi, hiicre ylizeyindeki piklerde siddetlenme veya kaymalara neden
olmadig1 ve pratikte kontrol grubu ile iist iiste bindirilebilir oldugu goriilmektedir.
Buna karsilik, 5 pug/ml Ru CS91 muamale sonrasinda 6zellikle protein bantlarinin
yogunlugunda bir azalma gozlenmistir (Sekil 12 A ve B). Bu da S. aureus
proteinlerinin ikincil yapisinda bir degisiklik veya muhtemelen denatiirasyon olarak
yorumlanmustir. Literatlir taramalarimizdan elde ettigimiz verilere gore, metal bazl
bilesiklerle muamale edilen bakteri hiicre yiizeylerindeki degisikliklerin gosterildigi
detayli ¢galigmalar olmadig: i¢in, rutenyum sonrasinda hangi fonksiyonel gruplarda
bozulmalar oldugu anlagilamamistir. Buna ek olarak, FTIR analizimiz istenilen
kalitede elde edilmemistir. Bu sonucun, FTIR goriintiilemede yetersiz yanal
¢cOziinilirliik, zayif hassasiyet veya uygun olmayan veri islemlerinden kaynaklanmis
olabilecegi diisiiniilmiistiir. [lerde daha detayli ¢alismalarla analizin tekrar edilmesinin

uygun olacagina karar verilmistir.

4.7 Ru CS971’° in Sitotoksisite ve Antikanser Etkisi

DNA’ya baglanma 6zelligine sahip kiiclik molekiillerin sentezi 6zellikle yeni
terapotik reaktiflerin ve DNA molekiiler problarinin gelistirilmesinde ¢ok dnemlidir.
Biyotip ve antikanser ila¢ arayisinda, son yillarda DNA'ya baglanan gecis metali
kompleksleri tizerinde yogun ¢alismalar mevcuttur (Metcalfe ve Thomas 2003, Foxon
ve dig. 2007, Zeglis ve dig. 2007). Bu ¢ergevede tiimorler i¢in secici 6zelliginden
dolay1 rutenyum kompleksleri de aktif olarak calisilmaktadir (Ang ve dig. 2006,
Scolaro ve dig. 2005, Deepika ve dig. 2016).

Yiiksek sitotoksisite ve giiclii DNA’ya baglanma 6zelliklerinden dolayr umut
verici antitiimor aktivitesi gosteren farkli ligand tiplerine sahip Ru (IT) komplekslerinin
arastirilmasi gerekmektedir. Bu amagla calismamizda bipiridin ligandi iceren Ru
CS91’in meme hiicre hatt1 {lizerine sitotoksisite ve antikanser etkisi 0,2-12,5 puM
arasinda test edilmistir (Sekil 13). Sitotoksik aktivitede doza bagh artis olmustur.
Diger bir degisle, yiiksek konsantrasyonlarda hiicre canliliginda belirgin derecede
azalma olmustur. 1,22 pM rutenyum bilesigi, kanser hiicresinin %50’sini dldiirmiistiir
(EC50: 1,22 uM). Benzer bir ¢alismada Ru(II) polipiridil komplekslerin (L = phen (1),
bpy (2) ve dmb (3) gesitli kanser hiicre hatlar1 sitotoksik etkisi incelenmis ve 32.50
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UM rutenyum 1 kompleksi HeLa kanser hiicrelerinin %50’sini 6ldiirmistiir. Kanser
hiicre tipine ve kompleksin yapismna gore EC50 farklilik gostermistir. Caligmada
rutenyum komplekslerin apoptozisi tesvik ettigi de bildirilmistir (Mallepally ve dig.
2017). Bu makalede kullanilan Ru(II) polipiridil kompleksinin sitotoksik dozu ile
RuCS91’in sitotoksik dozu kiyaslandiginda, bipiridin ligandi iceren RuCS91’in daha
etkili oldugu sdylenebilir. Bu farklilik kanser hiicre tipinden kaynakli olabilecegi gibi,
kompleksin yapisiyla iliskili oldugu daha giiclii bir varsayimdir.
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Sekil 13:MDA hiicreleri tizerine Ru CS91° in sitotoksik etkisi

Ru CS91’1n kanser ile iliskili genler iizerinde etkisinin belirlenmesi i¢in Tablo
4’te verilen primer dizileri kullanilmistir. Primer diziler NCBI/Primer-BLAST veri
tabanindan dogrulandiktan sonra Sentegen Biyoteknoloji (Ankara) firmasina (100 nM)
sentezlettirilmistir. Gergek zamanli PZR (RT-PCR) calismalar1 icin +4°C’ de
stoklanmigtir. cDNA karigimi, RT-PCR kosullar1 ve reaksiyon kosullar1 Tablo 5-6 de

verilmistir.
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Tablo 4:Segilen genler igin tanimlanan primer dizileri.

Tleri Primer (f) (5'—3) Yapisma
Secilmis Genler Geri Primer (r) (5'—3’) sicakhigi
Siklin D2 (Siklin D2) | CGCCCCACCCCTCCAG
CCGCCCAGACCCTCAGACT 63°C
CDK4 (Sikline | GCTAGCAGACTTTGGACTAGCCAG
bagimli kinaz 4) AGCTCGGTACCACAGGGTCA 60°C
CDKN1A (Siklin | TGGAGACTCTCAGGGTCGAAA
bagiml kinaz | GGCGTTTGGAGTGGTAGAAATC 52°C
inhibitoru 1)
P53 (Tuimor protein | ATCTACAAGCAGTCACAGCACAT
p53) GTGGTACAGTCAGAGCCAACC 61°C
BAX (BCL-2 iliskili | AGAGGATGATTGCCGCCGT
X proteini) CAACCACCCTGGTCTTGGATC 61°C
BCL2 (B-hicreli | TGCACCTGACGCCCTTCAC
lenfoma 2) AGACAGCCAGGAGAAATCAAACAG | 62°C
GCA GCAAACCTC AGG GAA AC
CASP3 (Kaspaz 3)
GCT GGA ATT ACC GCG GCT 56°C
TCC TCC TGA GCG CAAGTACTC
B-Aktin(Beta aktin)
CTG CTT GCT GAT CCACAT CTG 62°C
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Tablo 5: ¢cDNA sentez karigimlari ve protokolii

Bilesenler Hacim Son konsantrasyon
TotalRNA . 2,5ug/ml
Oligo (dT) Primer 1pl 0.5 puM
dNTP Karisim (herbiri 10mM) 1ul 500puM
RNAaz icermeyensu .. 14.5ul

Hazirlanan karisim 65°C'de 5 dakika bekletildikten sonra buza alinir.

5X RT Tamponu 4ul 1X
Riboniikleaz inhibitorii (40U/pl) 0.5ul 20U/rxn
Reverse Transkriptaz Enzimi (200U/ul) 1pl 200U/rxn

Karistm c¢DNA sentezi i¢cin 50°C'de 60 dakika inkiibe edildikten sonra
reaksiyonu sonlandirmak amaciyla 85°C'de 5 dakika bekletilir.

Tablo 6:Gergek zamanli-PZR reaksiyon ortami

Bilesenler Hacim Son konsantrasyon
KiloGreen 2X gPZR Master Mix | 10uL 1X
SablonDNA | ... <100 ng/reaksiyon
fleri Primer | ... 300 Nm
Geri Primer | ... 300 Nm
RNAaz icermeyen su 20 uL" ye -
tamamlanir
Total Hacim 20 pL -
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Tablo 7:Polimeraz zincir reaksiyon kogullari

On . PZR dongisti x40 Erime Egrisi Analizi
denetlrasyon
95°C 95°C 95°C
10:00 00:15 00:15
A b c 72°C e f
60°C 00:30 60°C
00:30 d 01:00

MDA-MB-231 hiicre hatti Ru CS91 ile muamele edildikten sonra ilgili genlerdeki
MRNA seviyesinde degisimler incelenerek antikanser etkisi dogrulanmistir. Hiicre
dongisuni duzenleyici olan CDK4, CDKN1A ve Cyclin D2 genlerinin mRNA
seviyesinde degisimleri sirasiyla sekil 14, sekil 15, sekil 16” da verilmistir.
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Sekil 14:Ru CS91’in EC50 konsantrasyonunun insan meme kanseri hiicre (MDA-
MB231) hattinda CDK4 mRNA seviyesine olan etkisi. Sonuglar B-ACTIN ile normalize
edildi. Kontrol degerleri %100 alinmistir *: Kontrol grubundan farkli (p<0,05).
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Sekil 15:Ru CS91’in EC50 konsantrasyonunun insan meme kanseri hiicre (MDA-
MB231) hattinda CDKN1A mRNA seviyesine olan etkisi. Sonucglar B-ACTIN ile
normalize edildi. Kontrol degerleri %100 alinmistir *: Kontrol grubundan farkli (p<0,05).
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Sekil 16: Ru CS91’in EC50 konsantrasyonunun Insan meme kanseri hiicre (MDA-MB231)
hattinda CYCLIN D2 mRNA seviyesine olan etkisi. Sonuglar B-ACTIN ile normalize edildi.
Kontrol degerleri %100 almmistir *: Kontrol grubundan farkl (p<0,05).
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Hicre donglsu, CDK-siklin bagimli kinazlar ve CDKI-siklin bagimli kinaz
inhibitdr proteinleri tarafindan kontrol edilir. Siklin-CDK ile inhibitér proteinler
baglanirlar ve bu olugan kompleks molekiiller hiice dongiisiiniin devamliligin1 saglar.
Ancak bu proteinlerin inhibisyonu veya anlamsiz artist hiicre dongiisiiniin
bozulmasma neden olur (Chulu ve Liu 2009). RuCS91 meme kanser hiicre hattinda
hiicre dongisiinde gorev alan CDK4 ve CYCLIN D2 genleriyle iliskili proteinlerin
sentezinde % 40 oraninda bir baskilanmaya sebep olurken (Sekil 14 ve Sekil 16)
CDKN1A geninde kontrole gore 1,4x kat indiiklenmeye sebep olmustur (Sekil 15).
Ilgili genlerdeki baskilanma ya da tesvik, RuCS91’in hiicre déngiisiinde bozulmalara
sebep oldugu, meme kanser hiicre hattinda antikanser etki gosterdigi ve apoptoza yol
actigin1 gostermistir. Bilindigi gibi, anti-onkogen veya timor baskilayici genler
hiicrede bir¢ok olaylar1 diizenlemektedir. Bu baskilayici genlerin en 6nemlisi olan P53
geni, kontrolsuz hiicre poliferasyonunu engeller. Yasamsal dongiide P53 geninde bir
mutasyon olursa ve buna bagh gerceklesen fonksiyon kaybi hiicrelerde tiimorlesmeye
neden olur (Vousden ve Lane 2007; Machado-Silva ve dig. 2010). DNA'da hasar varsa
P53 geninin ekspresyonunda artis olur ve P21 proteini sentezlenir. DNA’daki hasar
tamir edilene kadar hiicre dongist durur. CDKI ailesinin inhibisyon proteini olan
P21'in CDK2 ile beraber olusturdugu kompleks, dongiiniin devam etmesi igin
siklin/CDK kompleksini inhibe eder ve hiicre diger faza gecemez. Olusan stres ile
DNA tamirinde gorev alan yardimci proteinlerin ekspresyonunda artis olur ve P53,

hiicreyi apoptoza siiriikler (Rother ve dig. 2007; Chulu ve Liu 2009).

RuCS91, BCL2 geniyle iliskili proteinlerin sentezinde % 40 oraninda
baskilanmaya neden olurken (Sekil 17), BAX, Casp3 ve P53 genleriyle iligkili
proteinlerin sentezi ise kontrole gére BAX: 1.4x , Casp3: 2x , P53: 1.6x katina
cikmistir (Sekil 18-20). Bilindigi tizere DNA’da bir hasar varsa P53 geni indiiklenir
ve hiicredeki hasar tamir edilene dek hiicre dongiisii durur. Dolayisiyla RuCS91’in

apoptoza yol agtig1 goriilmektedir.
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Sekil 17:Ru CS91’in EC50 konsantrasyonunun insan meme kanseri hiicre (MDA-
MB231) hattinda BCL2 mRNA seviyesine olan etkisi. Sonuglar B-ACTIN ile normalize
edildi. Kontrol degerleri %100 alinmistir *: Kontrol grubundan farkli (p<0,05).
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Sekil 18:Ru CS91’in EC50 konsantrasyonunun insan meme kanseri hiicre (MDA-MB231)
hattinda BAX mRNA seviyesine olan etkisi. Sonuglar B-ACTIN ile normalize edildi.
Kontrol degerleri %100 almmistir *: Kontrol grubundan farkli (p<0,05).
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Sekil 19:Ru CS91’in EC50 konsantrasyonunun insan meme kanseri hiicre (MDA-MB231)
hattinda CASP3 mRNA seviyesine olan etkisi. Sonuglar B-ACTIN ile normalize edildi.
Kontrol degerleri %100 alinmistir *: Kontrol grubundan farkl (p<0,05).

P53
180

160
140
120
100
80
60
40
20
0

Kontrol Ruthenium EC50

Sekil 20:RuCS91’in EC50 konsantrasyonunun Insan meme kanseri hiicre (MDA-MB231)
hattinda P53 mRNA seviyesine olan etkisi. Sonuglar B-ACTIN ile normalize edildi. Kontrol
degerleri %100 alinmistir *: Kontrol grubundan farkli (p<0,05).
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RuPOP bilesiginin kaspaz -3/-8/-9” un aktivasyonu yolu ile apoptozu etkili bir
sekilde tetikledigi ve 2uM kadar diisikk konsantrasyonlarda MDA-MB-213
hiicrelerinde RAP’1 pargaladigi bildirilmistir (Cao ve dig. 2015). Diger taraftan 40uM
A-RM0627'nin MDA-MB-231 hcreleri tzerinde gok az apoptoz indikleyici etki
sergiledigi, apoptozun ge¢ asamasinda sadece %6,2 ve erken evresinde ise % 21,8
oraninda hiicre oldugu rapor edilmistir (Hu ve dig. 2016). Popolin ve dig. 2017 yilinda
4 farkli rutenyum kompleksi sentezleyerek MDA-MB231 meme kanseri hiicreleri
tizerindeki sitotoksik, hiicre yapismasi, yayilmasi, istilasi ve apoptoz indiiksiyonu
tizerindeki etkilerini arastirmiglardir. Calismaya gore, [Ru (CH3CO2) (dppb) (bipy)]
PF6 [dppb = 1,4-bis (difenilfosfino) bitan bipy = 2,2'- bipiridin bilesigi hiicre
proliferasyonunu inhibe eden en diisiik IC50'ye (31,16 = 0,04 uM) sahiptir ve meme
kanseri hiicreleri lizerine apoptotik etki konsantrasyona baglidir. Kanser hiicrelerinin
74.41% ve timor disi hiicrelerin %14,9' 20uM rutenyum ile apoptoza ugramistir.
Ayrica arastirmacilar BAX, Caspase -3 pro-apoptotik geni ekspresyonun arttigini
ancak Bcl-2 antiapoptotik geninin eksprasyonunun etkilenmedigini de rapor
etmiglerdir. Benzer bir diger ¢alismada ise, aren rutenyum (II) kompleksinin MDA -
MB-231 hiicreleri lizerine IC50 degeri 20.8 uM olarak bildirilmistir (Wu ve dig. 2014).
Literatiir bilgileriyle kiyaslandiginda RuCS91 (EC50: 1,22 uM) c¢ok diisiik
konsantrasyonlarda yiksek antikanser ve apoptotik etkisi ile dikkat cekicidir. Ru CS91
ile muamele edilen MDA-MB-231 hiicre hattindaki canli, 6lii ve apopotoza giren
hiicrelerin yiizdesi Sekil 21°de goriilmektedir. Calismada kullanilan DMSO negatif
kontrol ve hiicreler iizerinde apoptotik etkisi oldugu biline H2O> (hidrojen peroksit)
ise pozitif kontroldlr. Sonuglar degerlendirildiginde MDA-MB-231 hiicreleri Gizerinde
hidrojen peroksitin yaklasik olarak % 38 oraninda apoptotik etkisi olurken, RuCS91’in
yaklasik olarak %32 oraninda apoptotik etkisi olmustur.
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Annexin V Assay
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Sekil 21:Ru CS91’in MDA-MB-231 hiicre hattinda canli, 6lii ve apoptotik etkisi
(%). *: Kontrol grubundan farkli (p<0,05).
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5. SONUC VE ONERILER

Bu caligmada bipiridin ligand1 igeren rutenyum (Ru CS91) bilesiginin
antikanser ve antibiyofilm aktivitesi karakterize edilmistir. Deney sonuglarina gore,
bipiridin ligand1 igeren rutenyum bilesigi S. aureus biyofilm olusumunu etkilemistir.
Ayrica bakterilerde hareketliligi 6nleme mekanizmasina da sahip oldugu goriilmiistiir.
Antibiyofilm aktivitesi floresan mikroskop analizi ile de dogrulanmistir. Kristal viyole
emilim testine gore, Ru CS91’in bakteri iizerindeki inhibisyon etkisinin bakteri hicre
zarinin gegirgenligini bozarak gostermektedir. Dolayisiyla, S. aureus bakterisi ile
etkilesimde oldugu ve bu etkilesimin esas olarak bakteri hiicresinin dig bdlgesini
icerdigi soylenebilir. Cilinkii rutenyumun hiicre yizey morfolojisinde bozulmalara yol
actig1 bu etki SEM ve FTIR analizleri ile de tespit edilmistir. Ayrica Ru CS91° in
sitotoksik ve apoptoz etkisi oldugu ve muhtemelen canli hiicrelerde DNA hasarina yol
actig1 ve giiclii antikanser etkili bilesik oldugu anlasilmistir. Ustelik Ru CS91’in ¢ok
diisiik konsantrasyonlarda meme kanser hiicre hattinda BAX (1.4x) ve Casps3 (2x)
genleriyle iliskili genlerin sentezinde artisa neden olarak MDA-MB231 hicrelerini
%32 oraninda apoptoza gotiirdiigii de gosterilmistir. Sonug olarak, Ru CS91’in gii¢lii
antibiyofilm ve antikanser etkisini dikkate alarak, bu ¢alisma ile elde edilen sonuglar
gelecekte onemli antibiyofilm etkili komplekslerin gelistirilmesi i¢in bilgi saglayabilir.
Konfokal mikroskop analizi ile bakteriyel biyofilmin yapisi ve kalmligmin daha
detayli incelenerek rutenyumun etkisinin arastirilmasi gerekmektedir. Ayrica biyofilm
olusumundan sorumlu genlerin inhibisyonu basta olmak {izere ek deneylerle
RuCS971’in literatiirde mevcut diger rutenyum komplekslerinden iistiinliigliniin
kanitlanmas1 gerekmektedir. MDA-MB231 hiicreleri ve diger kanser hiicrelerine karsi
anti-kanser etkisinin belirlenerek, kanser tedavisinde sisplatin kemoterapisi alan
hastalarda meydana gelen yan etkilerin azaltilmasi ve kazanilmig dirence karsi yeni
ilag gelistirme caligmalarina alternatif olarak RUuCS91’in gelistirilme potansiyeli
oldugu diisiiniilmiistiir. Son olarak, RU CS91’ in in vivo kanser modellerinde

etkinliginin aydinlatilmas: gerekmektedir.
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