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OZET

Yeni Sentezlenen Platin Temelli N Heterosiklik Karben Komplekslerinin

Farmakolojik Ozelliklerinin Sisplatin ile In Vitro Karsilastirllmasi

Amag: Sentezlenen orijinal sekiz adet platin N-heterosiklik karben (Pt-NHC)
kompleksinin farmakolojik arastirmalar ve ilag gelistirme ¢alismalarinda 6ncii molekiiller
olma potansiyelini degerlendirmek.

Materyal ve metot: Pt-NHC komplekslerinin farmakolojik 6zellikleri SH-SY5Y
(insan noroblastom hiicre hatti), A549 (insan akciger kanseri hiicre hatt1), MDA-MB-231
(insan meme kanseri hiicre hatti) ve HeLa (insan serviks kanseri hiicre hatti) hiicreleri
tizerinde degerlendirildi. Hiicrelere sisplatin ve Pt-NHC bilesikleri 1 uM, 5 uM, 10 uM,
25 uM, 50 uM, 100 uM dozlarda uygulandi. Bilesiklerin sitotoksik etkileri, kanser
hiicrelerinde hiicre gocii lizerine etkileri, antimikrobiyal, antifungal aktiviteleri ve
apoptoz ile iligkisi degerlendirildi. Sitotoksik etki MTS yontemi ile, hiicre gocii yara
tyilesme testi ile, antimikrobiyal ve antifungal aktiviteler rutin yapilan aktivite testleri ile,
apoptoz ile iligkili Bax ve Bcl-2 genlerinin ekspresyon diizeyleri RT-PCR yontemi ile
degerlendirildi.

Bulgular: Farkli yapilara sahip Pt-NHC bilesiklerinin test edilen hiicre hatlari
tizerinde farkli derecelerde antiproliferatif aktivite gosterdigi bulunmustur. Bilesiklerin
hiicre gogiinii engelleyerek antimigrasyon etki gosterdikleri tespit edildi. S.aureus,
C.albicans ve MRSAya kars1 antimikrobiyal etkili olduklar1 bulundu.

Sonug: Bilesiklerden elde edilen veriler sisplatin ile karsilastirildiginda sisplatine
gore anlamli derecede etkin olan Pt-NHC kompleksleri belirlendi. Bu bilesiklerin ilag
gelistirme ¢alismalarinda kullanilacak yeni aday molekiiller olabilir.

Anahtar Kelimeler: Pt-NHC, sisplatin, apoptoz, antikanser aktivite

vii



ABSTRACT

In Vitro Comparison of Pharmacological Properties of Newly Synthesized

Platinum-Based N Heterocyclic Carbene Complexes with Cisplatin

Aim: To evaluate the potential of the original eight synthesized platinum N-
heterocyclic carbene (Pt-NHC) complexes as leading molecules in pharmacological
research and drug development studies.

Material and method: The pharmacological properties of Pt-NHC complexes
were evaluated on SH-SY5Y (human neuroblastoma cell line), A549 (human lung cancer
cell line), MDA-MB-231 (human breast cancer cell line), and HeLa (human cervical
cancer cell line) cells. Cisplatin and Pt-NHC compounds were applied to the cells at doses
of 1 uM, 5 uM, 10 uM, 25 uM, 50 uM, 100 uM. The cytotoxic effects of the compounds,
their effects on cell migration in cancer cells, their antimicrobial and antifungal activities,
and their relationship with apoptosis were evaluated. Cytotoxic effect by MTS method,
cell migration by wound healing test, antimicrobial and antifungal activities by routine
activity tests, expression levels of Bax and Bcl-2 genes related to apoptosis. It was
evaluated by RT-PCR method.

Results: Pt-NHC compounds with different structures were found to show various
degrees of antiproliferative activity on the tested cell lines. It was determined that the
compounds showed antimigration effects by preventing cell migration. They were found
to be antimicrobial effective against S.aureus, C.albicans, and MRSA. PCR.

Conclusion: When the data obtained from the compounds were compared with
cisplatin, Pt-NHC complexes significantly more effective than cisplatin were identified.
We concluded that these compounds may be new candidate molecules for drug
development studies.

Keywords: Pt-NHC, cisplatin, apoptosis, anticancer activity.
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1. GIRIS

Kanser, her yasta insanlar1 etkileyen, insanlarin hayatlarini tehdit eden bir
hastaliktir (1). Kanser, hiicrelerin kontrolsiiz sekilde cogalmasiyla anormal hiicrelerin bir
araya gelmesiyle olusur. Hiicrelerin bu anormal bi¢imde ¢ogalmasi hiicrenin kaynagina,
tipine ve olustugu organa gore degiskenlik gosterdigi icin kanserin ¢esitli tipleri
bulunmaktadir. Normal hiicrelerde hiicre siklusu kontrolli bir sekilde meydana gelir
ancak bazi hiicrelerde olusan farkli mutasyonlar nedeniyle anormal boliinme ve ¢gogalma
gozlenir. Bu baglamda meydana gelen kontrolsiiz ¢ogalmalar doku ve organlarda
hiicresel faaliyetlerin bozulmasina sebep olacak kitleler meydana getirir (2). Kalp-damar
hastaliklarindan sonra ikinci siradaki 6liim nedeni olan kanser tedavi protokiillerinin zor
ve maliyetli olmasi sebebiyle farmakoekonomik olarak yiik olusturmaktadir (3). Kanser
hastalarinin tedavisinde farkli yaklasimlar uygulanmakla birlikte amag¢ normal hiicrelere
zarar vermeden anormal olarak ¢ogalan hiicre toplulugunun biiyiimesini ve ¢ogalmasini
durdurmaktir. Tedavi yaklagimlarindan biri olan kanser kemoterapisinde de kullanilan
geleneksel kemoterapdtiklerinde mekanizmasi ayni sekildedir. Bu kemoterapdtiklerin
yaygin kullanimina ve terapotik indekslerinin dar olmasindan dolayi ilag ile iliskili toksik
etkiler ¢ok sik goriilmektedir. Bu toksik ve yan etkiler 6zellikle hizli ¢ogalma 6zelligi
gosteren kan hiicreleri ile gastrointestinal sistem organ hiicreleri ve ¢ok kanlanan organ
hiicrelerinde daha ¢ok gozlenmektedir (4). Kanser tedavisinde kullanilacak ilaglarin kesfi
glinlimiizde arastirmalarin odagi haline gelmistir. Kanser tedavisinde kullanilacak ilag
etken maddelerinden biri olan N-heterosiklik karben (NHC) komplekslerinin antikanser
ozellikleri ile ilgili pek ¢ok ¢alisma yapilmistir. Degerliginde alt1 elektron bulunduran, iki
degerlikli notral karbon atomuna karben adi verilmektedir. Karbenler karbon atomu
tizerinde bag yapmamus bir elektron ¢iftine sahip ¢ift degerligi olan bilesiklerdir. Elektron
verici siibstitlientler sayesinde karbon atomlarinin elektron gereksinimi karsilanarak,
karbenlerin kararliliklar1 arttirilabilmektedir. Oktedini tamamlamadiklarindan dolay:
genellikle reaktif tiirler olarak bilinirler. NHC’ler siklik yapili bilesikler olan
pirimidinyum, imidazolyum ve benzimidazolyum gibi tuzlarin deprotonasyonu yoluyla
elde edilirler (5).



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Kanserin Tanim ve Nedenleri

Kanser, anormal hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde ¢ogalmasi, gevre hiicre ve
dokulara yayilim gostermesi ile karakterizedir. Diinya Saglik Orgiitii'niin (DSO) bir
raporuna gore, 2018 yilinda diinya ¢apinda yaklasik 9.6 milyon 6liimiin nedeni kanserdir.
Diinyada ki 6liim nedenleri arasinda ikinci sirada kanser yer almasinin yani sira diinyada
biyomedikal arastirma ile uygulamalarin uzun siiredir devam eden ve hizla gelisen bir
odagi haline gelmistir. Kanser hiicrelerinin kdkenini, kanserli dokularin olusumunu,
yayilma ve niiksetme mekanizmalarini anlamak i¢in ¢ok biiyiik ¢aba sarf edilmistir, ancak
hastalik hala gizemini korumaktadir. Cerrahi, kemoterapi ve radyasyon tedavisini igeren
geleneksel tedaviler, yeni gelistirilen immiinoterapi ile birlikte kanser hiicrelerini yok
etmek veya ¢ogalmalarini engellemek i¢in uygulanmaktadir. Bu tedavilerden sonra
kanser hastalarinin hayatta kalma siiresi artmis olsa da, hastalarin biiyiik bir kisminda
niiks yasanmakta ve uzun siireli bir sagkalim elde edilememektedir. Bu nedenle kanserin
baslangicindan metastazina ve niikksetmesine kadar etkin bir tedavi yaklagimi olusturmak

onemlidir (6).
2.2. Meme Kanseri

2.2.1. Meme Kanserinin Epidemiyolojisi ve Etiyolojisi

Meme kanseri diinya ¢apinda kadinlarda en sik goriilen malignitelerdendir ve en
yaygin kansere bagli 6liim sebebidir. 2012 yilinda 522.000 meme kanseri 6liimiiniin
meydana geldigi tahmin edilmektedir. Bu oran kadinlar arasindaki tiim kanser
oliimlerinin %14.7'sine karsilik gelmektedir (7). 2012 yilinda, cinsiyete bakilmaksizin,
meme Kkanseri diinya da en sik teshis edilen kanser olarak yer almaktadir ve siklig
%11.9'a yiikselmistir. Yeni teshis edilen tiim kanserlerin de %25.2'sini olusturmaktadir
(8).

Diinyadaki her sekiz kadindan birinin meme bezi kanseri gelistirecegi
varsayllmaktadir. Tiim vakalarin %5-10'unun genetik bozukluklardan kaynaklandigi,
%90-95'inin ise gevresel faktorlerden ve yasam tarzina bagli oldugu varsayilmaktadir (9).
Bu nedenle, modern tibbin temel unsurlar1 arasinda, birincil 6nleme, hastaligin erken

tespitinde risk faktorlerinin degerlendirilmesi, tedaviye hizli baslama gibi multidisipliner



arastirmalar yer almaktadir. Temel amag, meme kanserinin bir sonucu olarak siirekli artan
morbidite, mortalite ve ekonomik maliyetleri azaltmaktir (10).

Amerikan Kanser Dernegi'ne gore meme kanserli hastalarin 5 yillik hayatta kalma
orani, kanserin evrelerine gore %22-100 arasinda degismektedir. Ancak bu oran, farkli
cografik bolgelere gore degiskenlik gostermektedir (11). Amerikan Kanser Dernegi, 2008
yilinda Amerika Birlesik Devletleri'nde 184.450 yeni invaziv meme kanseri vakasinin
teshis edilecegini ve 40.930 hastanin hastaliktan 6lecegini 6ne siirmiis ve ayni1 y1l yaklasik
67.770 kadina meme kanseri teshisi konmustur. Meme kanseri Amerika Birlesik
Devletleri’'ndeki kadinlarda en sik goriilen malignitedir ve ayrica kanser 6liimlerinde,
akciger kanserinden sonra ikinci sirada yer almaktadir (12). Amerika Birlesik
Devletleri'nde son birka¢ yilda meme kanseri insidansi istikrarli bir sekilde artmustir.
Ancak meme kanseri mortalitesi azalmis, bu da erken teshisin onemini ve daha etkili
tedaviden fayda saglandigini géstermektedir (13).

Meme kanserinin etyolojisi tam olarak bilinmemektedir. Bununla birlikte,
cinsiyet, ileri yas, ailede geng yasta meme kanseri 0ykiisii, erken menars, ge¢ menopoz,
ileri yag gebelik, uzun siireli hormon replasman tedavisi, daha 6nce terap6tik gogiis duvari
1sinlamasina maruz kalma, iyi huylu proliferatif meme hastaligi ve BRCA1/2 genleri gibi
genetik mutasyonlar da dahil olmak flizere hastalik icin ¢ok sayida risk faktori

belirlenmistir (14).

2.2.2. Meme Kanserinin Tani1 ve Tedavi Yontemleri

Meme kanseri genellikle tarama veya teshis muayenesini gerektiren bir semptom
(6rnegin agr1 veya elle tutulur bir kitle) yoluyla teshis edilir. Meme kanseri taramasi,
kadinlarda ideal olarak kanser ilerlemeden onceki asamalarda daha iyi sonuglara yol agan
daha az invaziv tedavilerden ge¢melerini saglamak amaciyla asemptomatik kanserli
kadinlar1 tanimlamak i¢in kullanilir (15).

Meme kanseri, diger yaygin kanserlerden daha genc yasta teshis edilme
egilimindedir; medyan tan1 yas1 61dir. Meme kanserleri tanis1 olanlarin yaklasik %19'u
30-49 yas arasindaki kadinlar olmakla birlikte%44'i 65 yas ve tstii kadinlardir (16).

Meme kanserinin tedavisi, cerrahi yontem, radyoterapi veya her ikisi ile tedavisini
icermektedir. Ek olarak kemoterapi, endokrin tedavisi, biyolojik tedavi veya bunlarin
kombinasyonlarin1 i¢eren tedavileri kapsamaktadir (17). Farkli cerrahi veya
kemoterapétik tedavilere duyulan ihtiyag ve bunlarin sec¢imi, ¢esitli prognostik ve

ongoriicti  faktorlere dayanmaktadir. Bu faktorler arasinda tiimor histoloji, primer
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tiimoriin klinik ve patolojik stirecleri, aksiller diigiim durumu, tiimér hormonu reseptor
icerigi, timor hormon reseptdr varligi, saptanabilir metastatik hastaligin varligi veya
yoklugu, hasta komorbiditeleri, hasta yasi ve menopoz durumu yer alir. Hasta tercihi,
Ozellikle mevcut tedavi secenekleri arasinda hayatta kalma oranlar1 esdeger oldugunda,
karar verme siirecinin 6nemli bir bilesenidir (18).

Meme kanseri igin cerrahi tedavi, meme koruyucu cerrahi (BCS), kismi
mastektomi veya lumpektomi veya mastektomiyi igerir (19). BCS ve ardindan memeye
radyasyon lokalize veya bolgesel kanserler i¢in uygun sekilde kullanildiginda, uzun siireli
sagkalim mastektomi ile aynidir (20). Lokal ileri evre, biiyiik veya ¢oklu tiimorler gibi
bazi hastalarda tiimor 6zellikleri nedeniyle mastektomi igerir.Ciinkli ameliyat sonrasi
radyasyon kontrendikedir (21). Daha geng kadinlarin (<40 yas) ve daha biiyiik veya daha
agresif tiimorleri olan hastalarin mastektomi ile tedavi edilme olasilig1 daha yiiksektir
(22). BCS’ye uygun kadinlar, radyasyon tedavisine karsi isteksizlik ve niiks korkusu da
dahil olmak iizere gesitli nedenlerle mastektomiyi daha fazla tercih etmektedirler (21).

Kontralateral profilaktik mastektomi uygulanan ametastatik hastaligi olan
kadinlarin oran1 da 1998'deki toplam mastektomilerin %5'inden 2011'de %30'a kadar
artmisgtir (23). Meme kanserli hastalar i¢in genel 5 yillik goreceli sagkalim orani,
tedavideki gelismeler, artan farkindalik ve mamografinin yaygin kullanimi yoluyla daha
erken teshis ile son 3 yilda iyilesmistir. Meme kanseri icin 5 yillik, 10 yillik ve 15 yillik
nispi sagkalim oranlari sirasiyla %89, %83 ve %78'dir (24).

2.2.3. Meme Kanserinin Siniflandirilmasi

Meme kanseri i¢in iki farkli siniflandirma yapilmaktadir, Bunlar; in situ karsinom
ve invaziv (infiltre edici) karsinomdur. In situ meme karsinomu ayrica duktal veya lobiiler
olmak tizere alt siniflandirmalara ayrilirlar. Bunlar biiylime paternleri ve sitolojik
ozellikler, iki tip arasinda ayrim yapmanin temelini olusturur. Duktal karsinoma in situ,
lobiiler karsinoma in situ alt tipinden ¢ok daha yaygindir ve heterojen bir tiimor grubunu

kapsar (25).
2.3. Serviks Kanseri

2.3.1. Serviks Kanserinin Epidemiyolojisi ve Etiyolojisi

Rahim agz1 kanseri 6nemli bir kiiresel halk saglig1 sorunudur. Rahim agz1 kanseri

en sik teshis edilen ikinci kanserdir ve daha az gelismis tlilkelerde kadinlar arasinda kanser



Oliimiiniin {iglincli 6nde gelen nedenleri arasindadir (26). Kadinlar arasindaki kiiresel
kanser oranmin yaklasik %8'ini olusturmaktadir (27). Onlenebilir bir kanser olmasina
ragmen, Asya, Afrika ve Latin Amerika'daki lilkelerde kadinlar arasinda 6nemli bir 6liim
ve erken 6liim nedenidir (28).

Serviks kanseri gelismekte olan iilkelerde ciddi bir sorun olmaya devam etse de
gelismis tilkelerde son 50 yilda goriilme siklig1 ve 6liim oranlar1 6nemli 6l¢iide azalmaistir.
Ancak, tibbi agidan yetersiz hizmet alan toplumlarda rahim agzi kanseri riski héla yiiksek
orandadir. Bu yiiksek riskin bir nedeni, bu popiilasyonlarda rahim agzi1 kanseri

taramasinin yeterince yapitlmamasidir (29).

2.3.2. Serviks Kanserinin Tani1 ve Tedavi Yontemleri

Erken donemdeki rahim agzi kanseri siklikla asemptomatik seyrederken, lokal
olarak ilerlemis vakalarda anormal vajinal kanama, akinti, pelvik agr1 ve disparoni gibi
semptomlarla karsilagilir. Karsinomlar yiizeyden biiyiliyen ekzofitik veya minimal yiizey
biiyiimesi ile stromal infiltrasyonlu endofitik olabilir. Baz1 erken kanserler kolayca tespit
edilemez ve derin invaziv tiimoérler bile ¢apraz incelemede yaniltict olabilir. Muayene
zorsa veya vajinal/parametrial tutulum konusunda belirsizlik varsa, muayene tercihen
jinekolojik onkolog ve radyasyon onkologundan olusan multidsipliner bir ekip tarafindan
anestezi altinda yapilmalidir (30).

Rahim agzi kanseri, klinik olarak tiimoér biyiikliigiine, vajinal veya parametriyal
tutuluma, mesane/rektum uzantisina ve uzak metastazlara gore evrelenen tek jinekolojik
kanserdir. Anestezi altinda muayene, gogiis rontgeni gibi radyolojik goriintiileme ve
intravendz pyelografi gerektirir. Diger goriintiilleme ¢alismalari, hastaligin kapsamini
daha dogru tanimlamak ve tedaviyi uygulamaya izin vermek i¢in rutin olarak kullanilir.
Ancak klinik asamay1 etkilemez. Bilgisayarli tomografi (BT) taramasi patolojik lenf
nodlarini tespit ederken, manyetik rezonans goriintileme (MRG) tiimdr boyutunu,
stromal penetrasyon derecesini, parametriyal tutulumu, vajinal ekstansiyonu ve korpus
ekstansiyonu yiiksek dogrulukla belirleyebilir (31).

Rahim agz1 kanserinde cerrahi tedavi, Uluslararasi Jinekoloji ve Obstetrik
Federasyonu (FIGO) ve Uluslararas1 Kanser Kontrol Birligi (UICC) siniflamasina gore

hastaligin evresine gore yapilmaktadir (32).



2.3.3. Serviks Kanserinin Siniflandirilmasi

DSO, serviksin epitelyal tiimérlerini {i¢ kategoriye ayirmaktadir; skuamoz,
glandiiler (adenokarsinom) ve adenoskuamoéz karsinom, ndroendokrin tiimorler ve
farklilasmamis karsinom dahil diger epitelyal tiimorler. Skuamdéz hiicreli karsinomlar
rahim agzi kanserlerinin yaklasik %70-80'ini, adenokarsinomlar ise %20-25'ini olusturur
(31,32).

2.4. Noroblastom

2.4.1. Noroblastom Epidemiyolojisi ve Etiyolojisi

Noroblastom (NB), otonom sinir sisteminin embriyonik bir tiimoridiir, yani orijin
hiicresinin, noral krest dokularindan tiiretilen gelismekte olan ve tam olarak islenmemis
bir 6ncii hiicre oldugu disiiniilmektedir (33). Timorler sempatik sinir sistemi
dokularinda, tipik olarak adrenal medulla veya paraspinal ganglionlarda ortaya ¢ikar ve
bu nedenle boyun, gogiis, karin veya pelviste kitle lezyonlar1 olarak ortaya ¢ikabilir (34).
Klinik tablo oldukg¢a degiskendir; hi¢cbir belirtiye neden olmayan bir kitleden, lokal
invazyon, yaygin yayillmis hastalik veya her ikisinin bir sonucu olarak kritik hastaliga
neden olan primer bir tiimére kadar degisir (35). NB tiimorleri ¢ocukluk c¢agi
malignitelerinin %7-8'ini olusturur ve Amerika Birlesik Devletleri'nde her yil yaklasik
650 NB hastasina teshis konur. Ancak NB tiim ¢cocukluk ¢agi kanser 6liimlerinin yaklasik
%15'inden sorumludur. Diisiik ve orta riskli hastalig1 olan hastalarin hayatta kalma orani
%100'e yaklasirken, yliksek riskli NB hastalarinda 5 yillik hayatta kalma orani %50'nin
altindadir (36, 37).

2.4.2. Noroblastom Tani ve Tedavi Yontemleri

Primer noroblastom veya metastatik yumusak doku lezyonunun biyopsisi
genellikle tan1y1 koymak i¢in gereklidir. Ancak tiimdr biyopsisi riskinin kabul edilemez
oldugu durumlarda tani1 kemik iligi tutulumuna ve idrar katekolaminlerinin yiiksekligine
gore yapilir. Primer bolgenin anatomik goriintilemesinin yanit sira kemik iligi
aspirasyonu ve biyopsileri ve iyot-123 metaiyodobenzilguanidin (MIBG) taramasi da
gereklidir (38). Giiniimiizde diinya ¢apinda kullanilan evreleme sistemi Uluslararasi
Noroblastom Risk Grup Evreleme Sistemidir (INRGSS) (39). Cocukluk ¢aginda ortaya
cikan noroblastik tiimorlerin biyolojik heterojenligi, tedavi stratejilerinin farklilik

gostermesine neden olmustur. Olumlu biyolojik 6zelliklere sahip tiimdrler i¢in net egilim,



terapotik yogunlugun azaltilmasi yoniinde olmustur. Tersine, olumsuz prognostik
Ozelliklere sahip tiimorlere yaklasim, son yirmi yilda kemoradyoterapinin
yogunlastirilmasina dogru kaymistir. Son zamanlarda arastirma gruplari, timor
hiicrelerinde, tiimér mikro ortaminda veya her ikisinde bulunan temel onkojenik

ozelliklerden yararlanacak tedaviler tasarlamaya ¢alismaktadirlar (40).

2.4.3. Noroblastomun Simiflandirilmasi

Sempatik sinir sisteminde periferal noroblastik tiimorler  Uluslararasi
Noroblastoma Patoloji Siniflandirmast (INPC) kullanilarak ve evreleme Uluslararasi
Noroblastom Evreleme Sistemi kriterlerine gore yapilir. Histolojik olarak alt tiirleri;

noroblastoma, gangliondroblastom ve gangliyonéromdur (41,42).
2.5. Akciger Kanseri

2.5.1. Akciger Kanserinin Epidemiyolojisi ve Etiyolojisi

Akciger kanseri diinyada en sik goriilen kanser tiiriidiir ve 2000 yilinda tahminen
1.2 milyon yeni vaka ortaya ¢ikmistir (43). Sigara i¢imi akciger kanserinin en onemli
nedenlerinden biridir ve hastaligin %80-90"1 sigara icenlerde ortaya g¢ikmaktadir.
Goriilme sikligini cografik, irksal ve cinsiyet farkliliklar etkilemektedir. Yasam boyu
sigara igen bir kisinin akciger kanserine yakalanma riski, yasam boyu sigara igmeyen
birine gore 20-30 kat daha fazladir (44). 2000 yilinda akciger kanserinin diinya ¢apinda
1.1 milyon oliime, yani tiim kanser Oliimlerinin %17.8'ine neden oldugu tahmin
edilmektedir. Bununla birlikte, agir sigara icenlerin yalnizca %11'inde akciger kanseri
gelisir. Bu da akciger kanseri riskine zemin hazirlayan genetik faktorlerin olabilecegini

diistindiirmektedir (45).

2.5.2. Akciger Kanserinin Tam ve Tedavi Yontemleri

Akciger kanseri vakalarmin g¢ogunluguna primer, metastatik hastalik veya
paraneoplastik sendromla iligkili bir semptom ortaya c¢iktiginda teshis konur (46).
Akciger kanseri hastasinin degerlendirilmesi, histolojik tan1 i¢in materyal elde edilmesini,
standart fizik muayene kullanilarak Uluslararast TNM (tiimoriin 6zellikleri (T), lenf nodu
(N) ve metastaz (M)) evreleme sistemine dayali olarak hastaligin evresinin
belirlenmesini, goglis ve karin BT taramalarini, akciger fonksiyon testlerini, rutin

laboratuvar testlerini ve hastanin kilo kaybini igerir (47). Lokalize akciger kanserinin



kiiratif tedavisi cerrahi olarak yapilmaktadir (48). Kiigiik hiicreli akciger kanseri tanisi
konulan yaklasik her ii¢ hastadan biri, tedavi amaciyla ameliyat edilmekte ve bu oran
diinya ¢apinda yiiksek bir oran olarak kabul edilmektedir. Ancak hastalik akciger timorii
ile ayn taraftaki mediastinal lenf diigiimlerine yayildiginda (evre IIIA), cerrahi yalnizca
istisnai durumlarda kullanilir ve uzak metastazlar mevcut oldugunda neredeyse hicbir
zaman (evre V) cerrahi tedavi tercih edilmez (49). Ayni durum mediastinal lenf nodu
metastaz1 primer timoriin karsi tarafinda oldugunda da gegerlidir (evre Il B) (48).
Akciger ameliyatindan sonra evre II hastaliga sahip oldugu tespit edilen hastalara,
kanserin niiksetme olasiligin1 azaltmak i¢in genellikle adjuvan kemoterapi onerilir (50).
Sisplatin ve vinorelbin ilaglar1 genellikle 12 haftalik bir siire boyunca birlikte verilir ve
yan etkiler arasinda mide bulantisi, sa¢ dokiilmesi, isitme kaybi, bobrek yetmezligi ve el
ve ayak parmaklarinda uyusma yer alir (51). Evre I1l dénemdeki hastalar i¢in ameliyat
genellikle bir segenek degildir ve kombine ila¢ ve radyasyon tedavisi denenmis ve test
edilmis bir tedavi yontemidir (52). Evre IV hasta grubu farkli etki mekanizmalari ve yan
etkileri olan spesifik olmayan kemoterapi ilaglariyla tedavi edilir. Bunlara karboplatin,
pemetrexed, paklitaksel/dosetaksel, gemsitabin ve vinorelbin dahildir. Bagisiklik sistemi
uyarici ilaglar arasinda pembrolizumab, nivolumab, atezolizumab ve durvalumab yer alir
ve bunlarn tiimii benzer etkilere ve yan etkilere sahiptir. Hastanin saglik durumu izin

veriyorsa, ilk kemoterapi ¢ogunlukla kombinasyon terapisi olarak verilir.

2.5.3. Akciger Kanserinin Simiflandirilmasi

Akciger kanserinin prognozu ve tedavisi kritik olarak uygun evrelemeye baghdir
(53). Akciger kanseri, kiigiik hiicreli akciger kanseri (SCLC) ve kiigiik hiicreli olmayan
akciger kanseri (NSCLC) olmak iizere iki ana gruba ayrilir (54). SCLC asamasi peri-hiler
kitle olarak havayolu sub mukozasindan kaynaklanan merkezi bir timordiir. Histolojik
caligmalar, bu kanser tiirlinlin bazal bronsiyal epitelyumun ndéroendokrin hiicrelerinden
kaynaklandigini 6ne siirmektedir (55) ve tiim akciger kanserlerinin %10-15"ini olusturur
(56). Hiicreler kiigiik, ig veya yuvarlak, az sitoplazmali, graniiler kromatinli hiicrelerdir
ve nekrozun gozlemlenmesi yaygin bir bulgudur (57). Bu kanser, beyne, karacigere ve
kemige metastaz yapabilme yetenegiyle karakterize edilir (58). NSCLC asamas1 kanser
tiirli histolojik olarak adenokarsinom, biliyiik hiicreli karsinom ve skuamoz hiicreli
karsinom olarak ayrilirken asamalar halinde evre IA, IB, IIA, IIB, IIIA, I1IB ve IV olarak
smiflandirilir (59). Normal akcigerde skuamoz epitel bulunmaz ve bu tiimérler sigara

kullanimmna bagli metaplastik degisikliklerden kaynaklanir (60). Adenokarsinomlar
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bronsgiyollerin (Clara hiicreleri) veya alveollerin (Tip II pndmositler) progenitdr
hiicrelerinden veya miisin iireten hiicrelerden kaynaklanir. Adenokarsinom, giiniimiizde
diinyada en sik goriilen akciger kanseri tiiriidiir ve goriilme sikligi hizla artmaktadir.

Kadinlarda, hig sigara igmeyenlerde ve genglerde en yaygin goriilen formdur (61).

2.6. N-Heterosiklik Karbenler (NHC) ve Kanser Tedavisindeki Onemi

1950'lerden beri karbenler organik ve organometalik kimya alaninda biiyiik ilgi
gormiislerdir (62). Bu nétr molekiiller, degerlik kabugunda alt1 elektron bulunan iki
degerlikli bir karbon atomu igerir ve tekli veya ii¢lii halde bulunurlar (63). Karbenler
karbon atomu {iizerinde bag yapmamis bir elektron ciftine sahip c¢ift degerligi olan
bilesiklerdir. Elektron verici siibstitiientler sayesinde karbon atomlarinin elektron
gereksinimi  karsilanarak, karbenlerin kararliliklar1 arttirilabilmektedir. Oktedini
tamamlamadiklarindan dolay1 genellikle reaktif tiirler olarakta bilinirler. Siklik yapili
bilesikler olan pirimidinyum, imidazolyum ve benzimidazolium gibi tuzlarin
deprotonasyonu yoluyla elde edilebilen ve halka atomlarindan en az biri azot (N) olan
bilesiklere NHC ad1 verilmektedir (64).

NHC kompleksleri, fosfinlere benzer donor 6zelliklere sahip bir ligand sinifidir.
Genellikle iki degerlikli karbonlarin kararli bilesikleri olan kalic1 karbenlerden iiretilirler
(65). NHC vyiiksek stabiliteleri ve iiretim kolayliklari, onlari ilag gelistirme i¢in uygun
adaylar haline getirmistir (66). Metal bazli antikanser ilaglara olan ilginin koékeni,
1960’larda Rosenberg'in  metal kompleksleri tarafindan hiicre bdliinmesinin
inhibisyonunun kesfi ile bulunmustur. Bu kesif potansiyel kanser ilaglar1 olarak metal
NHC komplekslerinin arastirilmasina yol agmustir (67). Sentezlendikleri ilk yillardan
giinimiize kadar ¢ok c¢esitli siibstitiiente bagli karben bilesikleri ve bunlarin metal
kompleksleri sentezlenmis ve cesitli Ozellikleri arastirilmistir (68). Metal-NHC
kompleksleri cogunlukla katalitik aktivite gdstermelerinden, kolaylikla temin edilebilir
olmasindan dolay1 ve fizikokimyasal 6zellikleri nedeniyle yogun ilgi gérmiislerdir. (69).
Metal- NHC kompleksleri, son zamanlarda verimli ilag tasarimi ve hizli optimizasyonun
on kosullarina miikemmel sekilde uyduklarindan sitotoksik metal kompleksleri igin
tastyict ligandlar olarak odak noktasi haline gelmislerdir (70). Son zamanlarda Ag, Au,
Pt, Pd, Cu, Ir, Rh ve Ru'dan olusan NHC komplekslerinin antiproliferatif aktivitesinin,
yeni antitimor ilaglar olarak umut verici farmakolojik o6zellikler gosterdigi rapor
edilmistir (71). Kanser tedavisine yonelik kemoterapotik tedavilerin yaklasik %50'si

sisplatin ve tiirevlerini kapsamaktadir (72). Her ne kadar bu bilesikler bazi solid timdrler
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icin 6nemli klinik faydalar saglasa da, etkinlikleri toksik yan etkiler ve ilag direncinin
gelismesi nedeniyle sinirlanmistir (73). Bununla birlikte kanitlanmis antitimor
aktiviteleri, arastirmacilar1 potansiyel antikanser ilaglar olarak yeni metal kompleksleri
arayisina yonlendirmistir (74). Ayrica, suda ¢6ziiniir NHC ligandlarina kolay erisim, yeni
biyoaktif metal NHC bilesiklerinin gelistirilmesi icin ¢ekici bir 6zelligi temsil etmektedir
(75). Son zamanlarda Ag, Au, Pt, Pd, Cu, Ir, Rh ve Ru'dan olusan NHC komplekslerinin
antiproliferatif aktivitesinin, yeni antitiimor ilaglari olarak umut verici farmakolojik

ozellikler gosterdigi rapor edilmistir (76).

2.7. Kanser Tedavisinde Sisplatinlerin Kullanimi

Sisplatin, cis-diamindikloroplatin (I1), en yaygin kullanilan kemoterapétik ilagtir.
1978'de kanser tedavisinde kullanimak iizere Amerikan Gida ve Ilag Dairesi (FDA)
tarafindan onaylanan ilk platin bilesigidir. Mesane, akciger, bas-boyun, yumurtalik ve
testis kanserleri dahil olmak {izere ¢ok sayida kanser tiirlinde kullanimis ve giiniimiizde
de kullannmma devam edilmektedir. Ayrica, karsinomlar, germ hiicreli tiimorler,
lenfomalar ve sarkomlar dahil olmak iizere cesitli kanser tiirlerine karsi etkili oldugu
gosterilmistir (78). Etki mekanizmasinin DNA {izerindeki piirin bazlarnyla ¢apraz
baglanma 6zelligi ile iliskili olabilecegi diisiiniilmektedir. Bu baglamda DNA onarim
mekanizmalarina etki ederek DNA hasarina neden olur ve ardindan kanser hiicrelerini
apoptoza gotiiriir (79). Ancak kullanimina baglh olarak meydana gelen ilag direnci ve
ciddi bobrek sorunlari, alerjik reaksiyonlar, enfeksiyonlara kargi bagisikligin azalmasi,
mide-bagirsak bozukluklari, kanama ve 6zellikle geng hastalarda isitme kayb1 gibi ¢ok
sayida yan etki nedeniyle karboplatin gibi platin igeren diger kanser ilaglar1 da tercih
edilmektedir. Ek olarak sisplatinin diger kemoterapoétikler ile kombine tedavisinin ilag

direncini ve ilag ile iligkili istenmeyen etkileri azalttig1 diisiiniilmektedir (80).

10



3. MATERYAL VE METOT

3.1. Gerecler

3.1.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Tablo 3.1. Kullanilan kimyasal maddeler

Ad1

(3-(4,5-dimetiltiyazol-2-yl)-5-(3-karboksimetoksifenil)-2-(4-siilfofenil )-2H-
tetrazolyum)

BlasTag™ 2X qPCR MasterMix

cDNA sentez kiti

Dimetil sulfoksit

Dulbecco's modified eagle medium

Fosfat tamponlanmis tuz ¢ozeltisi

Fetal s1g1r serumu

Kloroform

Miiller Hinton Agar besiyeri

Potasyum tetrakloroplatinat

RNA izolasyon Kiti

Sisplatin

Tripsin

3.1.2. Kullanilan Arac ve Gerecler

Tablo 3.2. Kullanilan arag ve geregler

Mevcut Altyapy/Ekipman Tiirii,

Modeli Modeli
Buzdolab1 Argelik
Derin dondurucu/-20°C Ugur Derin Dondurucu
Derin dondurucu/-80°C NUVE
ELISA plak okuyucu BioTek Synergy HTX Multimode Reader
Enzim-immiinoassay plak yikayict Sorin Biomedica
Floresans mikroskop Zeiss Axioscope Al
Inverted mikroskop SopTop Instruments
Karbondioksit inkiibator NUVE
Laminar giivenlik kabini (NUVE
Manyetik karistirict Dottingen 7801
Mikrosantrifiij NUVE
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Mikroskop SOPTOP

Orbital galkalayici BOECO, PSU-2T
Otoklav NUVE

Otomatik pipetler Eppendorf

pH metre Cyberscan pH 500

RT- PCR BIO-RAD CFX Connect
Santrifiij NUVE
Spektrofotometre PG Instruments-T60
Steril ¢alisma kabini NUVE

Su banyosu Memmert

Terazi Mettler H54, AT201

Termal Cycler

TECHNE TC-3000

Vorteks/Minishaker

SCILOGEX-MX-S

Yazici

HP laser 1310

3.2. Yontem

3.2.1. Platin Temelli Karben Komplekslerinin Sentezlenmesi

Kullanilan Pt-NHC kompleksleri daha 6nce hi¢bir calismada kullanilmamais ve tez
calismasi i¢in Indnii Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Anorganik Kimya Anabilim
dalinda sentezlenmistir.

N-siibstitiie benzimidazol tiirevleri (1a-h) literatiire uygun sekilde sentezlendikten
sonra tuz sentezi (2a-h) igin, N-siibstitiie benzimidazol (1a-h) (1 mmol) ve alkil kloriir
veya bromiir I mmol N,N-Dimetilformamidin (DMF) (5 mL) igerisinde ¢6ziilerek 24 saat
100 °C'de 1sitilmastir (Sekil 3.1). Reaksiyon bittikten sonra DMF uzaklastirilmis ve dietil
eter (20 mL) eklenerek kati iiriin elde edilmistir. Kat1 vakum altinda kurutulduktan sonra
etanol/eter ¢ozgen sistemi ile kristallendirilmistir (81).

Sentezlenen bilesikler havadaki nem ve oksijene karsi oldukc¢a hassas olmalari
nedeniyle, N-heterosiklik karben onciilleri ve karben kompleksleri inert atmosfer
diizeneginde Schlenk teknigi kullanilarak hazirlanmistir. Kullanilan ¢6ziicii ve reaktifler
literatiir caligmalar1 sonucunda belirlenen yontemlere gore kurutulup inert ortamda
saflastirilmis ve tepkimelerde Schlenk teknigi kullanilmistir (82).

Niikleer manyetik rezonans (NMR) spektrumlar1 Bruker Ultrashield 300 MHz
NMR ’sinde Inénii Universitesi Merkezi Arastirma Laboratuvarinda alinmis olup, ¢dziicii
olarak détorlenmis kloroform (CDCls), i¢ standart olarak ise tetrametilisilan (TMS)

kullanilmustir.
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Calisma kapsaminda sentezlenen bilesiklere ait genel reaksiyon ve Pt bilesikleri

formiilleri asagida verilmistir.

Sentezlenen bilesiklerin kapali formiilleri
1.C33H44Cl2N20PtS

2. C32H35Cl2N3sPt

3. C3sH43Cl2N3sPt

4. Co7H33CI2N3OPt

5. CogH33Cl2N30sPt

6. CogH33Cl3N2Pt

7. C26H29Cl2N302Pt

8. C34H39Cl2N306Pt
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Sekil 3.1. N-siibstitiie benzimidazol tiirevleri tizeinden Pt-NHC komplekslerinin sentezi.
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3.2.2. Platin Temelli Karben Komplekslerinin Karakterizasyonu

Hazirlanan bilesiklerin yapilari, her sentez asamasi sonunda spektroskopik
tekniklerle aydinlatildi. NMR spektrumlarinda DMSO-d6 (dimetil siilfooksit-d6), CDCl3
¢oziicii ve TMS i¢ standart olarak kullanildi ve sonuglar Inénii Universitesi Kataliz

Arastirma ve Uygulama Merkezi'nden alindu.

3.2.3. Platin Temelli Karben Komplekslerinin Molekiiler Docking Analizi

Docking prosediirii, hedeflenmis bir baglanma bodlgesinde, ligand yapisinin
konformasyonunun ve yonlenmesinin tahminini igerir. Docking programi kisaca 3
boyutlu yapilardan yola ¢ikarak, ligandi proteinin hedeflenen bdlgesine yerlestirir ve bu
yerlesim esnasinda meydana gelen enerji terimlerini siralar. Bu ¢aligmanin docking

analizleri icin AutoDock 4.2 programi kullanildi.

3.2.4. Hiicre Kiiltiirii Uygulamalar:

Hiicre kiiltiirii uygulamalar1 Inénii Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmasétik
Toksikoloji Anabilim Dali hiicre kiiltiirii laboratuvarinda gergeklestirildi. Caligmalar
hiicre kiiltlirii laboratuvar1 kurallar1 ve biyogiivenlik onlemleri altinda yapildi. CO2
inkiibatorti %70'lik etanol ile silindikten sonra su haznesine 200 mL distile su eklenerek
gaz vanasi agildi. 24. saatin sonunda %5 CO- ve 37°C'ye sabitlenerek hiicreler i¢in uygun
ve steril kosullar saglandi. Calisma boyunca diizenli olarak temizlenip, su haznesi kontrol
edildi. Calismada kullanilan serolojik pipetler, pipet uclari, flasklar, enjektorler, siringa
ucu filtreler, falkon tiipleri, cryo tiipler, mikrosantrifiij tiipleri, hiicre kaziyicilar ve hiicre
kiltiirii kaplar steril ve tek kullanimlik olacak sekilde kullanildi.

Hiicrelerin in vitro ortamda ¢ogalmasi icin DMEM (Dulbecco's Modified Eagle
Medium) kullanildi. DMEM igerik olarak hiicre ¢ogalmasi ve biiyiimesi i¢in gerekli olan
aminoasitler, iz elementler, glikoz vb. maddeleri igeren steril ve pH’s1 dengelenerek
hazirlanmis izotonik ¢ozeltidir. Kabin i¢cinde 500 mL DMEM igerisine hiicrelerin
tutunabilmeleri ve c¢ogalmalari i¢in %10 Fetal Sigir Serumu (FBS) ve bakteri
kontaminasyonlaria karsi ise %21 Penisilin/Streptomisin (P/S) eklenerek hazirlanan
besiyeri homojen hale getirildi ve +4°C’de muhafaza edildi. Hiicrelerin tutundugu
yizeyden kaldirilmasint saglamak igin %0.25 Trypsin/ Etilendiamintetraasetik asit
(EDTA) ¢ozeltisi, hiicrelere tampon ortamini saglamak ve bazi kirlilikleri uzaklastirmak

icin de PBS (fosfat tamponu) kullanildi.
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3.2.5. Hiicre Hatlan

SH-SYS5Y (Noroblastom hiicre hatt1), A549 (Akciger kanser hiicre hatt1), MDA -
MB-231 (Meme kanseri hiicre hatt1) ve HeLa (Serviks kanseri hiicre hatt1) Amerikan Tip
Kiiltiir Koleksiyonundan (ATCC) temin edilmistir. Hiicre hatlar1 %10 FBS ve %1 PSA
iceren DMEM besiyeri ortaminda 37°C ve % 5 CO>’li inkiibatorde ¢ogaltilarak kullanildi.
Bu ¢aligmada saglikli hiicre hatt1 olarak fibroblast hiicreleri (L929) kullanilmistir.

3.2.6. Dondurulmus Hiicrelerin Coziilmesi ve EKimi

Cryo tiip icerisinde dondurularak bekletilen hiicre hatlar1 -80 °C’den ¢ikarilarak
sicaklig1 37°C’ye ayarli su banyosunda hizla ¢ézdiirtildii. C6ziinen cryo tiip igerigi 15 mL
falkon tiipe bosaltilarak lizerine oda sicakliginda bulunan %10 FBS, %1 PSA iceren
DMEM den 4 mL besiyeri eklendi. Ortamda bulunan dimetilsiilfoksitin (DMSO)
ortamdan uzaklastirilmas1 amaciyla 1300-1500 rpm de 5 dakika santriflij yapilarak
slipernatant uzaklastirildi. Kalan pelletin tizerine 2 mL besiyeri eklenerek homojen olmasi
i¢in pipetaj yapildi. Igerisinde besiyeri bulunan flasklara serolojik pipet yardimiyla
aktarildi. Toplam hacim 25 cm? flasklar igin 5-7 mL, 75 cm? flasklar igin ise 12-14 mL
olarak ayarlandi. Flasklarin lizerine yapilan etiketlemede hiicre hattinin ad1 ve hiicre ekim
tarihi yazildi. Aktarilan hiicrelerdeki hiicre yogunlugu mikroskopta bakilarak sonrasinda
inkiibatore kaldirildi. Hiicrelerin canliligi, morfolojik goriintiileri ve ¢ogalma hizlart her

giin diizenli olarak kontrol edildi.

3.2.7. Hiicre Hatlarimin Pasajlanmasi

Hiicre kiiltiirii ¢aligmalarinda hiicreler plato fazina ulastiklarinda biiylime
medyumunun yetersizligi ve hiicrelerin ylizeye yapismasi i¢in yeterli alana sahip
olmamasi 6liim fazinin baglamasina neden olur. Yiizeye yapisan hiicrelerin kapladiklar
alan %80-90 diizeye ulastiginda hiicrelerin pasajlanma isleminin gerceklestirilmesi
gerekir. Hiicre hatlar1 CO: inkiibatoriinden ¢ikarilip mikroskop altinda incelendi.
Flasklarda bulunan hiicrelerin kapladiklar1 alan %80-90 oraninda yogunluga ulastiginda
pasajlama islemi yapilmak tizere kabin igerisine dik konuma getirilerek igerisinde
besiyeri serolojik pipet yardimiyla flask tabanina degdirilmeden igindeki besiyeri
yavasca c¢ekildi. Hiicre tabakasina degdirilmeden flask icine yeni serolojik pipet
yardimiyla hiicreler igin uygun bir ortam saglayan ve Ca*? ve Mg*? icermeyen PBS
(Fosfat Tamponlu Salin)’den 2-4 mL eklendi ve flask tamamen PBS ile yikandiktan sonra
serolojik pipet yardimiyla geri ¢ekildi.
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Yeni bir serolojik pipet ile flaska 1-3 mL Tripsin-EDTA eklenip, biitiin yiizeye
niifuz etmesi i¢in yavas¢a sallandi. Daha sonra 2-5 dakika CO> inkiibatorde bekletildi.
Inkiibatérden alman flasklar mikroskop altinda incelendikten sonra hiicrelerin
serbestlesip serbestlesmedigi tekrar kontrol edilerek kabin i¢ine alindi. Daha sonra
Trypsin-EDTA’y1 inhibe etmek igin 2-6 mL besiyeri eklenen Tripsin-EDTA hacminin 2
olacak sekilde ilave edildi. Flask icerigi serolojik pipet yardimiyla 15 mL’lik falkon tiipe
aktarildi. Santrifiije yerlestirilen falkon tiipleri 1300-1500 rpm de 5 dakika santrifiij
edildi. Santrifiij edildikten sonra hiicre pelletlerine zarar vermeden siipernatantlar atildi
ve 2-4 mL hiicre besiyeri konularak homojen dagilmasi i¢in pipetaj yapildi. Falkon tiip
icinden hiicre sayim1 yapmak {izere 6rnek alinarak hiicre sayim islemi gerceklestirildi.
Sayim yapildiktan sonra yeterli miktardaki hiicre 15 mL besiyeri bulunan T75 cm?flaska
aktarild1 (eger T25 cm? ise 7 mL besiyeri konulur). Pasajlamadan sonra flask igerisindeki

hiicre yogunlugu mikroskopta tekrar kontrol edildi ve hiicreler inkiibatore yerlestirildi.

3.2.8. Hiicrelerin Dondurulmasi

Hiicre kiiltiirii ¢alismalarinin Uzun siire devam etmesi kontaminasyon ve iireme
hizinin diisiisii gibi olumsuz durumlara yol agar. Bunun 6niine gecebilmek i¢in hiicreler
dondurulur. Oncelikle hiicreleri dondurmak i¢in kullanilan besiyeri %70 DMEM, %20
FBS ve %10 DMSO olacak sekilde hazirlandi. Hiicrelerin pasajlama asamasinda
santrifiijlenen falkon tiip i¢indeki siipernatant dikkatlice serolojik pipet ile alinarak kalan
pellet izerine hazirlanan medyumdan hiicre yogunlugu dikkate alinarak eklendi. Pipetaj
ile homojen olmasi saglanan hiicre siispansiyonu cryo tiiplere alinarak -80 °C

dondurucuya kaldirild.

3.2.9. Hiicre Sayimi

Medyum ile homojen olarak ¢6ziinen hiicrelerden sayim igin 100 pL alinip igine
trypan blue boyasindan 100 pL eklenerek karigmasi saglandi. Hazirlanan karigtmdan 10
puL alinarak hiicre sayim lamina aktarildi ve mikroskop altinda hiicre sayimi yapildi.
Hiicre sayiminda 5 farkli bolge icindeki hiicreler sayildi. Karelerin sinir ¢izgisi lizerinde
bulunan hiicreler sayima dahil edilmedi.

Asagida belirtilen formiile gére 1 mL’de ki hiicre sayist hesaplandi.

Canl1 hiicre sayisi= Bir karedeki hiicre sayis1 X Diliisyon faktorii X 10* (83).
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3.3. Deney Protokolii

MDA-MB-231, SH-SY5Y, A549, HelLa ve L929 hiicre hatlar1 belli bir seviyeye
ulastiktan sonra tripsin enzimi kullanilarak kaldirildi ve hiicre siispansiyonu haline
getirildi. Hiicre sayimi yapildiktan sonra 96 kuyucuklu steril hiicre kiiltiirii kaplarina
kuyucuk basma 5x103-10x103 hiicre olacak sekilde 200 pL besiyeri igine hiicre ekimi
yapild1 (Sekil 3.2).

Sekil 3.2. 96 kuyucuklu hiicre kiiltiirli kaplarina hiicre ekimi yapilmast

Sisplatin ve Pt-NHC kompleksleri 1 ml DMSO i¢inde ¢6ziilerek dnce 10 mM'lik
stok konsantrasyonlar olusturuldu ve hiicrelere verilecek olan konsantrasyonlar ise taze
besiyerinde yapildi. Hiicrelerin maruz kaldigit DMSO miktarinin 1/1000 olmasi saglandi.
Bilesikler DMSO i¢inde ¢6ziildiigli i¢in negatif kontrol olarak 1/1000 oraninda DMSO

igeren besiyeri, pozitif kontrol olarak ise %20 DMSO kullanild1 ve hazirlanan ¢ozeltiler
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+4 %C'de muhafaza edildi. Pt-NHC kompleksleri ve sisplatin 24, 48, 72 saat hiicrelere
muamele edildi ve konsantrasyonlar 4 tekrar olacak sekilde denendi. Bilesikler hiicrelere
1 uM, 5 uM, 10 uM, 25 uM, 50 uM ve 100 uM olmak iizere alt1 farkli konsantrasyonda
uygulandi (Sekil 3.3).

Sekil 3.3. Pt-NHC komplekslerinin hiicre hatlarina uygulanmasi

3.4. Sitotoksisite Testi

Pt-NHC komplekslerinin uygulandigi 96 kuyucuklu hiicre kiiltiirii kaplart
belirlenen inkiibasyon siireleri (24., 48. ve 72. saat) sonrasinda kabine alinarak
mitokondriyal aktiviteye dayali 5-(3-karboksimetoksifenil)-2-(4,5-dimetil-tiyazolil)-3-.
(4-siilfofenil) tetrazolyum yapisinda bir tetrazolyum tuzu (MTS) yontemi ile sitotoksisite
deneyi yapildi (Sekil 3.4). Bir tetrazolyum tuzu olan MTS, elektron baglanma reaktifi
olan fenazin metil siilfat (PMS) ile birlikte canli olan hiicreler tarafindan biyolojik olarak
indirgenerek mor renkli formazan {iriinlerine doniisiir ve bu renkli formazan triiniin
miktar kiiltiirdeki canli hiicrelerin sayisi ile orantilidir ve 490 nm’de spektrofotometrik

olarak plaka okuyucuda olgiilebilir. Karanlik ortamda steril petri kab1 i¢ine 10 mL hiicre

18



besiyeri icinde 1 mL MTS soliisyonu olacak sekilde eklendi ve pipetaj islemi yapildiktan
sonra 24., 48. ve 72. saat inkiibasyon siiresini tamamlayan hiicre hatlar1 i¢in kuyucuklarda
bulunan besiyerleri aspire edildi. Ardindan her bir kuyucuga 10 pnL. MTS soliisyonu ilave
edildi.

Sekil 3.4. Sitotoksisite testinin yapilmasi

Plaklar MTS soliisyonu ilavesini takiben 2 saat inkiibasyona birakildi. Ardindan
ELISA mikroplak okuyucu ile (BioTek Instruments, Inc. Winooski, Vermont, ABD) 450

nm’de absorbans dl¢iilerek sonuglar hesaplandi (Sekil 3.5).
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Sekil 3.5. ELISA plak okuyucu ile absorbans degerlerinin 6lgiilmesi

Calismamizda elde edilen sonuglar, ELISA plak okuyucuda negatif kontrollerden
elde edilen absorbans degerlerinin, bilesiklere ait absorbans degerlerine % olarak
oranlanmasi ile bulundu. Sadece DMEM verilen hiicrelerden alinan absorbsiyon degeri
%100 hiicre canlilig1 olarak kabul edildi.

Sisplatin, SY-1157, SY-1804, SY-1558, SY-3745, SY-1552, SY-1535, SY-1807,
SY-1849 i¢in her bir konsantrasyon icin 4 tekrar yapildi. Her bir bilesik icin hiicre
canliliginin %50 inhibe oldugu dozlar (ICsp) sisplatin, SY-1157, SY-1804, SY-1558, SY-
3745, SY-1552, SY-1535, SY-1807, SY-1849 uygulanmis olan hiicrelerde ayr1 ayri
belirlendi (Sekil 3.6).
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Sekil 3.6. Hiicre canlili1 degerlerinin belirlenmesi
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3.5. Yara lyilesme Testi

Yara iyilesme) hiicrelerin birbiri ile etkilesimi ve hiicrelerin gd¢liniin belirlendigi
bir testtir. Bu testte, birlesik bir tek tabaka da fiziksel dislama ve hiicrelerin mekanik,
termal veya kimyasal hasar yoluyla bélgeden ¢ikarilmasiyla hiicresiz bir alan olusturulur.
Hiicresiz alana maruz kalma, hiicrelerin bosluga go¢ etmesine neden olur (84).

MTS  deneyinde  belirlenen  maddelerin  ICsp  konsantrasyonlarinin
hesaplanmasindan sonra 12 kuyucuklu plakalara 1 mL i¢inde 1x10° hiicre olacak sekilde
hiicre ekimi yapild1 (Sekil 3.7).

Sekil 3.7. 12 kuyucuklu plakalara hiicre ekimi

24 saat standart inkiibasyondan (%5 CO2, 37°C) sonra, 200 uL’lik pipet ucu ile
kuyucugun ortasindan saat 12 yoniinden baglayarak saat 6 yoniine diiz bir ¢izgi ¢izildi.

Sonrasinda kuyucuklardaki vasat ¢ekilip PBS ile yikama yapildi (Sekil 3.8).
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Sekil 3.8. Hiicre hatlarinin ICsp konsantrasyonlari ile muamele edilmesi

Hiicre hatlar belirlenen ICso konsantrasyonlarinda sisplatin, SY-1157, SY-1804,
SY-1558, SY-3745, SY-1552, SY-1535, SY-1807 ve SY-1849 ile muamele edildi. Yara
iyilesme orani 0., 24. ve 48. saatlik inkiibasyondan sonra ters 151k mikroskobu ile

degerlendirildi (Sekil 3.9) (85).

Sekil 3.9. Yara iyilesme oraninin ters 151k mikroskobu ile degerlendirilmesi
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3.6. Antimikrobiyal ve Antifungal Aktivite

Sisplatin ve Pt-NHC bilesikleri Klinik ve Laboratuvar Standartlari Enstitiisii
(CLSI) standartlar1 dogrultusunda mikrodilisyon yontemi ile steril 96 kuyucuklu
mikroplaklar ile toplumdan ve hastane kaynakli enfeksiyon etkenleri i¢inde en sik izole
edilen suglarin Amerikan tip standart kiiltiir koleksiyonlarina karsi 800-1.56 pg/mL
konsantrasyonlarda test edildi.

20 mg bilesik 2000 uL. DMSO i¢inde ¢oziildii ve stok ¢ozelti elde edilmistir. Test
kuyucuklarina 100 uL Miiller-Hinton Broth besiyeri eklendi (Sekil 3.10).

Sekil 3.10. Test kuyucuklarina Miiller-Hinton Broth besiyerinin dagitilmasi

Bilesiklerin stok c¢ozeltisinden 100 pL alinarak ilk kuyucuktan baslayarak 10.
kuyucuga kadar seri diliisyon yapilip, son iki kuyucuk kontrol olarak kalmasi saglandi.
Mcfarland 0.5 bulaniklik eseline gére hazirlanmis bakteri siispansiyonlarindan kontrol
kuyucuklar1 dahil tiim 6rneklere 10'ar pL. dagitildi.

Test edilen bakteri ve mantar suslari: Staphylococcus aureus ATCC 29213,
Staphylococcus aureus MRSA ATCC 43300, Escherichia coli ATCC 25922, Klebsiella
pneumoniae ATCC 700603, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Acinetobacter
baumannii ATCC 19606, Candida albicans ATCC 14053 kullanilmustir.
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Bakteri ve bilesiklerin iyice karigmasi i¢in orbital calkalayici da 5 dakika
bekletildi. Mikroplagin kapagi kapatilarak 35°C'de 18-20 saat inkiibe edildi (Sekil 3.11).

Sekil 3.11. Plaklarin inkiibasyonu

Uremenin anlagilmasi i¢in Miiller-Hinton Agar plaklarima steril plastik halka 6ze
kullanilarak her bir kuyucuktan pasaj alinarak, ayn1 sartlarda inkiibe edildi. Uremenin
oldugu sulandirimin bir éncesi o maddenin minimal inhibitér konsantrasyon (MIK)

degeri olarak belirlendi (Sekil 3.12) (86).

Sekil 3.12. Minimal inhibitor konsantrasyonlarin belirlenmesi
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3.7. Gen Ekspresyon Analizi

Apoptotik hiicre 6liimii ile iligkili genlerin (Bax, Bcl-2) ekspresyon seviyelerinin
gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) ile belirlenebilmesi igin; 6
kuyucuklu steril hiicre kiiltiirii kaplarina kuyucuk basma yaklasik 10° hiicre olacak
sekilde ekim yapildi (87-88). Hiicrelerin kuyucuk tabanlarina tutunmasi amaciyla 24
saatlik inkiibasyon siiresi sonrasinda Pt-NHC kompleksleri ve sisplatinin belirlenen ICso
konsantrasyonlarinda uygulandi. Negatif kontrol olarak yeni hazirlanmis hiicre besiyeri
ve pozitif kontrol olarak %20 oraninda DMSO igeren hiicre besiyeri kullanildi. 6
kuyucuklu steril hiicre kiiltiirii kaplarina yapilan etiketlemede Pt-NHC komplekslerinin
konsantrasyonlar1 ve sisplatin kontrol gruplarinin adi ve uygulama saati yazilarak hiicre

kiiltiiri kaplari inkiibatore yerlestirildi (Sekil 3.13).

Sekil 3.13. Hiicre kiiltiirii kaplarinin inkiibasyonu

25



Belirlenen inkiibasyon siiresi sonrasinda sirasiyla total RNA izolasyonu, cDNA

sentezi ve RT-PCR analizi gergeklestirildi (89).

3.7.1. Total RNA izolasyonu

Hiicrelerden Total RNA izolasyonu One Step RNA Reagent (BioBasic) (90)
protokoliine gére yapildi. izolasyon sonrasinda saflik ve konsantrasyon kontrolii yapild
(91). Protokole gore 6 well plate i¢cinde bulunan hiicreler iizerine 1 mL One Step RNA
Reagent eklendi. 5 dakika inkiibasyon sonrasinda hiicre kaziciy1 kullanilarak kaldirildi ve
falkon tiipe alindi. Hiicre siispansiyonu iizerine 200 pL kloroform eklenerek pembe renk
elde edilene kadar vortekslendi. Oda sicakliginda 10 dakika inkiibasyonu takiben 4°C’de
11.000 rpm’de 15 dakika santrifiij edildi ve olusan 3 fazdan RNA’nin bulundugu iist faz
alarak steril ependorf tiiplere aktarildi. Sonraki asamada ependorf tiiplere 500 pL
izopropil alkol eklenerek alt iist edildi ve oda sicakliginda 10 dakika inkiibasyonu takiben
4°C’de 11.000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi (Sekil 3.14).

Sekil 3.14. Total RNA izolasyon asamalari

Santrifiij sonrasinda siipernatant kismi atilarak kalan peletin iizerine 1 mL %70’lik
etanol eklenerek 4°C’de 8.800 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Siipernatant kismi pipetle
alinarak kalan peletten etanoliin uzaklastirilmasi i¢in ependorf tiipler kapaklar1 agik bir
sekilde 15 dakika kurutmaya birakildi (Sekil 3.15). mRNA peleti iizerine 20 uL RNaz-

DNaz icermeyen su eklenerek pipetaj yapildi ve mRNA peleti tamamen ¢ozdiiriildii.
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Sekil 3.15. Peletten etanoliin uzaklastiriimasi

3.7.2. cDNA Sentezi

Izole edilen mRNA'lardan, cDNA sentezi One Script Plus ¢cDNA sentez kiti
kullanilarak tiretici firmanin protokoliine gore yapildi (Sekil 3.16). 5 uL alinan mRNA
tizerine; 1 uL ANTP, 1 pL Oligo (dT), 1 pL OneScript Plus RTase, 4 uL 5x RT Buffer ve
8 uL RNaz-DNaz icermeyen su eklendi. cDNA sentez reaksiyonu i¢in 55°C’de 15 dakika
ve 85°C’de 5 dakika inkiibe edildi. Sentezlenen cDNA’lar RT-PCR yapmak iizere -
20°C’de muhafaza edildi.

Sekil 3.16. cDNA sentezi
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3.7.3. RT- PCR Analizi

RT- PCR analizi sentezlenen cDNA 6rneklerinden BlasTaq 2X qPCR MasterMix
kiti kullanilarak tiretici firmanin protokoliine gore gergeklestirildi. RT-PCR analizinde
kullanilan Bax, Bcl-2 ve referans gen olan S- actin primerleri (Bio Basic Canada) custom

olarak sentezlendi. (Tablo 1).

Tablo 3.3. Primer gen dizileri

Gen Primer dizisi
p- actin F: CACCATTGGCAATGAGCGGTTC
R: AGGTCTTTGCGGATGTCCACGT
Bax F: TCAGGATGCGTCCACCAAGAAG
R: TGTGTCCACGGCGGCAATCATC
Bcl-2 F: ATCGCCCTGTGGATGACTGAGT

R: GCCAGGAGAAATCAAACAGAGGC

96 well plate icinde 1 kuyucuk i¢in kullanilan hacimler; BlasTaq 2X qPCR 10uL,
Primer 1 pL, cDNA 1 pL ve RNaz-DNaz icermeyen su 8 pL’dir. PCR ¢aligma protokoli
ise sirastyla enzim aktivasyonu i¢in 95°C’de 3 dakika 1 dongii, denatiirasyon i¢in 95°C’de
15 saniye 40 dongii ve 60°C’de 1 dakika 40 dongiidir. RT-PCR verilerin analizi
GeneGlobe Data Analysis (Qiagen) programinda 2°’AACT metodu kullanilarak yapildi.
Bax ve Bcl-2 gen ekspresyonlarinin kat degisim degerleri alinarak Bax/Bcl-2 orani

hesaplandi. Kontrol grubu olarak 1.929 hiicre hatt1 alind.

3.8. istatistiksel Analiz

Yara iyilesmesini analiz etmek i¢in Imagej programi kullanildi. Hiicre canlilig1 ve
yara iyilesmesi % olarak ifade edildi. Tanimlayict veriler SPSS 22.0 paket programi
(SPSS Inc., Chicago, IL, ABD) kullanilarak analiz edildi. Yara iyilesmesindeki
istatistiksel farkliliklar, iki yonlii varyans analizi kullanilarak hesaplandi. ICso degerleri
GraphPad Prism 8 programi kullanilarak hesaplandi. PCR verilerinin analizinde internet
tabanli Gene Globe platformunda 'RT? Profiler™ PCR Array Data Analysis’ programinda
bulunan, Volcano Plot analizleri kullanildi. Gen ekspresyonunun karsilagtirilmasinda

kontrol ve farkli konsantrasyonlar arasinda ilgili genlerin ekspresyon degerleri rolatif
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olarak belirlendi. Gruplarin karsilastirilmasinda ise ayni program {izerinde bulunan
'Student t-test’ analizi ile istatistiksel olarak anlamliliklar degerlendirildi. Yapilan tim

analizlerde istatistiksel olarak anlamlilik degeri p<0.05 olarak alindi.
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4. BULGULAR

4.1. Platin Temelli Karben Komplekslerinin  Sentezlenmesi ve

Karakterizasyonu

Bu komplekslerin sentezi i¢in ilk olarak tuz yapisindaki imidazol temelli NHC
onciilleri sentezlenmis, bu tuzlardan yola ¢ikarak Pt-NHC kompleksleri sentezlenmistir

(Sekil 4.1). Yapilar1 spektroskopik teknikler ile aydinlatilmistir (Sekil 4.2).

OMe
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N e
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N e L/
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N Cl =
%P{—N N je — ©:N {L —
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Sekil 4.1. Sentezlenen Pt-NHC bilesiklerinin agik formiilleri
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Sekil 4.2. Pt-NHC’nin NMR spektrumlari
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4.2. Platin Temelli Karben Komplekslerinin Molekiiler Docking Analizi

Ug boyutlu DNA yapilari, d(CGCGATATCGCG)2 ve d(GAAGCTTC)2 igin
sirasityla 1IDNE ve 1DSC tanimlama kodlariyla Protein Veri Bankasindan elde edildi.
Komplekslerin molekiiler yapilar1 Gaussian 09 yazilimi (92) kullanilarak B3LYP hibrit
yaklasimi kullanilarak DFT yontemiyle belirlendi. DNA yapilarindaki su molekiilleri ve
ilgisiz ligandlar ¢ikarildi, ardindan LePro yazilimi (http://www.lephar.com) kullanilarak
hidrojenler atandi. Ciltleme cebi 2,025, 19,759'a ayarlandi; -5.411, 6.123; 1DSC igin -
10.206, 6.549, 1DNE i¢in ise molekiiliin tamami secildi. Molekiiler yerlestirme LeDock
(http://www.lephar.com) yazilimi kullanilarak gergeklestirildi ve rakamlar BIOVIA
Discovery Studio (https://3dsbiovia.com/) yazilim1 kullanilarak olusturuldu.

Platinin antikanser aktivitesinin temel olarak DNA ile etkilesime girme
yeteneginden kaynaklandigi iyi bilinmektedir (93-95). Bu nedenle, sentezlenen tiim platin
(II) kompleksleri i¢in, bunlarin DNA ile etkilesim ve afinite modunu tahmin etmek
amactyla bir molekiiler yerlestirme calismast gergeklestirildi. Oluk baglama ve
interkalasyon i¢in sirasiyla IDNE ve 1DSC olmak iizere iki DNA yapisi secilmistir (96).
Iki DNA yapisina sahip tiim komplekslerin baglanma enerjileri Tablo 4.1.'de
gosterilmektedir. Goriilebilecegi gibi tiim kompleksler, her iki DNA yapisi igin -5,04 ila
-6,19 kcal/mol arasinda degisen negatif kenetlenme baglanma enerjilerine sahiptir. IDNE
i¢in 1849, -6,19 kcal/mol ile en diisiik enerjiyi gosterdi. Ancak 1DSC i¢in en diisiik enerji
1558 igin -6,17 kcal/mol degeriyle elde edildi. Bu, sentezlenen tiim komplekslerin
incelenen iki DNA yapisina baglanabilecegini gostermektedir. Bununla birlikte, 1DNE
ile etkilesim, 1558 disindaki tiim kompleksler i¢in enerjik olarak 1DSC'den daha uygun
goriinmektedir; bu, komplekslerin, interkalasyon yerine oluk baglanmay1 tercih

edebilecegini ima etmektedir.
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Tablo 4.1. Sentezlenen komplekslerin baglanma enerjilerinin DNA yapilariyla

birlestirilmesi
Kcal/mol cinsinden baglanma enerjisi
PENHC 1DNE 1DSC
1535 -5.39 -5.29
1552 -5.97 -5.24
1557 -5.47 -5.17
1558 -5.68 -6.17
1804 -6.15 -5.57
1807 -5.65 -5.04
1849 -6.19 -5.41
3745 -5.88 -4.89

Sentezlenen komplekslerin incelenen iki DNA fragmani ile etkilesimi Sekil 4.3.
ve Sekil 4.4.’te gosterilmektedir. 1DNE igin (Sekil 4.3.), tim kompleksler DNA'nin
kiigiik olugunda bulunur ve DNA bazlar1 ile uygun etkilesimler olusturur. Cogu
kompleks, 1,94A ile 3,30A arasindaki mesafelerde DNA bazlariyla hidrojen baglari
olusturur. Bu etkilesimlere DAS, DG16, DG17, DG19, DG20, DT17 ve DT19 gibi ¢esitli
DNA pargalari dahil olur. 1DSC ile ilgili olarak (Sekil 4.4.), 1552, 1558, 1804 ve 1849,
DG4 ve DC5 DNA bazlari ile yalnizca zayif n-n istifleme etkilesimleri olusturur. Bunun
tersine, hidrofobik etkilesimlere ek olarak diger kompleksler de DG4 DNA baz: ile 2,12
ila 2,96 A mesafeli hidrojen tipi etkilesimler olusturur. Genel olarak bu sonuglar,
sentezlenen komplekslerin iyi bir DNA baglama afinitesine sahip oldugunu

gostermektedir; bu, deneysel calismada gézlemlenen yiiksek sitotoksisiteyi aciklayabilir.
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Sekil 4.3. Sentezlenen Pt(I1) komplekslerinin DNA 1DNE ile sabitlenmis modelleri
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Sekil 4.4. Sentezlenen Pt(I1) komplekslerinin DNA 1DSC ile yerlestirilmis modelleri

35



4.3. Antiproliferatif Aktivite

Platin temelli bilesiklerin ve sisplatinin SH-SY5Y, A549, MDA-MB, Hela ve
L.929 hiicre hatlar1 lizerinde sitotoksik etkileri hiicre canlilik testi ile analiz edilmistir.
Sentezlenen bilesikler 200 pL farkli doz araliklarinda (1 uM, 5 uM, 10 uM, 25 uM, 50
uM ve 100 uM ) 0., 24. ve 48. saatte hiicre hatlarina uygulanmistir. Sentezlenen bilesikler
platin temelli karben bilesikler SY-1157, SY-1804, SY-3745, SY-1552, SY-1535, SY-
1807, SY-1849 olarak isimlendirilmistir. Bilesiklerin 24. ve 48. saatlik uygulamasi

sonrasi elde edilen ICsp degerleri Tablo 4.2.’de verilmistir.

Tablo 4.2. 24. ve 48. saatlik uygulama sonrasi bilesiklerin ICso konsantrasyonlari

1Cs0 (uM)
24. saat Sisplatin SY- SY- SY- SY- SY- SY- SY- SY-
1157 1804 1558 3745 1552 1535 1807 1849
Ab49 76.5 89.2 13.6 571 55.2 84.7 63.3 13.1 4728

MDA-MB-  103.6 43.6 37.8 61.5 44.5 1234 496 174  165.0
231

SH-SY5Y 77.8 1379 55 9.3 16.3 923 774 422 92,5

HelLa 68.1 81.2 36.6 78.3 115.6 441 356 469 201.6

L929 83.6 1257 847 579 35.8 186.2 109.3 29.0 273.6

48. saat Sisplatin  SY- SY-  SY- SY- SY- SY-  SY- SY-
1157 1804 1558 3745 1552 1535 1807 1849

A549 10.1 2532 7.6 18.6 41.8 336 575 141 166.8

MDA-MB-  39.0 36.1 17.4 3538 29.8 11.2 12.6 5.6 55.2
231

SH-SY5Y 49.7 109.3 165 585 55.1 531 398 129 21.6

HelLa 17.4 744 263  26.3 50.0 379 330 221 186.8

L929 54.6 1482 382 535 66.3 643 544 393 19.3

Pt-NHC komplekslerinin sitotoksisite analizi sonuglarina gore; SY-1804, SY-
1558, SY-3745, SY-1535, SY-1807 bilesikleri, A549 kanser hiicre hattinda sisplatine
gore daha diisiik konsantrasyonlarda sitotoksik etki gostermistir. Sisplatin ile
karsilagtirilan sonuglar dogrultusunda yeni sentezlenen Pt-NHC komplekslerinden SY-
1804, SY-1558, SY-3745, SY-1535, SY-1807 bilesiklerinin anti-proliferatif etkinliginin
sisplatinden daha fazla oldugu goriilmistiir. Diger bilesikler SY-1157, SY-1552, SY-
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1849 ise sisplatine kiyasla 48 saatlik uygulamada yiiksek konsantrasyonda A549, MDA -

MB-231, HelLa, SH-SYS5Y hiicre hatlarinda diisiik sitotoksisite gostermistir. L929 saglikli

hiicre hattinda ise yiiksek konsantrasyonlarda sitotoksisite gostermistir. SY-1804,SY-

1558, SY-3745, SY-1535, SY-1807 sentezlenen madde ise 24 ve 48 saatlik uygulamanin

takibinde sisplatine kiyasla 48 saatlik uygulamada diisiik konsantrasyonda A549, MDA -

MB-231, HelLa, SH-SYS5Y hiicre hatlarinda yliksek sitotoksisite gostermistir. 1.929

saglikli hiicre hattinda ise yiiksek konsantrasyonda sitotoksisite gostermistir. Bu

sonuclara dayanarak farkli yapilara sahip Pt-NHC komplekslerinin farkli kanser

hiicrelerini yok etmede oldukga etkili oldugunu 6ne siirebiliriz.
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Sekil 4.5. 1.929 hiicre hattina 24. saat ve 48. saatte uygulanan Pt-NHC komplekslerinin

ICso degerleri
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Sekil 4.6. SH-SY5Y hiicre hattina 24. saat ve 48. saatte uygulanan Pt-NHC
komplekslerinin 1Cso degerleri
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Sekil 4.7. A549 hiicre hattina 24. saat ve 48. saatte uygulanan Pt-NHC komplekslerinin
ICso degerleri
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Sekil 4.8. MDA-MB-231 hiicre hattina 24. saat ve 48. saatte uygulanan Pt-NHC
komplekslerinin ICso degerleri
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Sekil 4.9. HelLa hiicre hattina 24. saat ve 48. saatte uygulanan Pt-NHC komplekslerinin
ICso degerleri

4.4. Yara lyilesme Testi

L929 hiicre hattinda, sisplatin ve platin temelli NHC komplekslerinin 1Cso
konsantrasyonlarinin 0, 24 ve 48 saatlik uygulamalar1 sonucu meydana gelen yara
iyilesmesi % oluk araligi olarak sunulmustur (Sekil 4.10). L929 hiicre hattinda SY-1557,
SY-1558, SY-1849 bilesiklerinin uygulamasi sonrasinda gozlenen oluk araligi kontrol
grubundaki oluk araligina gére 48. saat sonunda 24. saate gore anlamli diizeyde azalmigtir
(p<0.05). SY-1807 bilesigi, oluk araligini1 48. saat sonunda 0. saate kiyasla anlamli
diizeyde arttirmistir (p<<0.05). Sisplatin, SY-1804, SY-3745, SY-1552 ve SY-1535
uygulamalarinda oluk araliklarinda 0. veya 24. saate kiyasla 48. saat sonunda herhangi
bir anlaml degisiklik meydana gelmemistir (p>0.05). SY-1804, SY-3745, SY-1552 ve
SY-1535 bilesiklerinin % oluk aralig1 iizerine etkisi sisplatin ile benzer bulundu (Sekil

4.10. ve Sekil 4.11).
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Sekil 4.10. L929 hiicre hattinda sisplatin ve platin temelli NHC komplekslerinin yara
tyilestirmesi (% oluk aralig1)

Yara iyilesme % oluk araligi olarak sunulmustur. (*:p<0.05, **:p<0.01, ***:

p<0.001)
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Sekil 4.11. L.929 hiicre hattina uygulanan sisplatin ve platin temelli NHC
komplekslerinin 0., 24. ve 48. saatlerindeki oluk aralig1




AS549 hiicre hattinda, sisplatin ve platin temelli NHC komplekslerinin
komplekslerinin 1Cso konsantrasyonlarinin 0, 24 ve 48 saatlik uygulamalar1 sonucu
meydana gelen yara iyilesmesi % oluk araligi olarak sunulmustur (Sekil 4.12). A549
hiicre hattinda sisplatin ve SY-1804 bilesikleri kontrole benzer sekilde % oluk aralig1 48.
saat sonunda 0. saate kiyasla anlamli diizeyde artmistir (p<0.05). SY-1557, SY1558, SY-
3745, SY-1552, SY-1535, SY-1807 ve SY-1849 bilesiklerinin A549 hiicre hattindanda
% oluk araliklar1 0., 24. ve 48. saatlerde benzer bulunmus ve istatiksel olarak anlamli bir

farklilik bulunmamustir (p>0.05) (Sekil 4.12. ve Sekil 4.13).
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ekil 4.12. A549 hiicre hattinda sisplatin ve komplekslerinin yara iyilestirmesi (% oluk
S p p yara iyiles

araligy).

Yara iyilesme % oluk araligi olarak sunulmustur. (*:p<0.05, **:p<0.01, ***:

p<0.001)
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Sisplatin ~ SY-1557 ~ $Y-1804  SY-1558  SY-3745 SY-1552 SV-1535 SV-1807 SV-1849  Kontrol

24, Saat

Sekil 4.13. A549 hiicre hattina uygulanan sisplatin ve platin temelli NHC
komplekslerinin 0., 24. ve 48. saatlerindeki oluk araligi

HeLa hiicre hattinda, sisplatin ve platin temelli NHC komplekslerinin 1Csgo
konsantrasyonlarinin 0, 24 ve 48 saatlik uygulamalari sonucu meydana gelen yara
tyilesmesi % oluk aralig1 olarak sunulmustur (Sekil 4.14). % oluk araligs; sisplatin, SY-
1535 ve SY-1849 bilesiklerinin uygulamasi sonucu 48. saat sonunda 0. saate kiyasla
anlamli diizeyde azalmistir (p<0.05). Bu sonu¢ kontrole benzer bulundu. Diger
komplekslerin aksine SY-3745 maddesinin uygulamasi 48. saat sonunda 0. saate kiyasla
oluk araligini anlamh diizeyde arttirmistir (p<0.05). SY-1557, SY-1804, SY1558, SY-
1552 ve SY-1807 komplekslerinin A549 hiicre hattindanda % oluk araliklar1 0., 24. ve
48. saatlerde benzer bulunmus ve istatiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamistir

(p>0.05) (Sekil 4.14. ve Sekil 4.15).
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Sekil 4.14. HelLa hiicre hattinda sisplatin ve platin temelli NHC komplekslerinin yara

Yara iyilesme % oluk araligi olarak sunulmustur.

**%:0<0,001)

tyilestirmesi (% oluk aralig1)

(*:p<0.05,

Sisplatin ~ SY-1557  §Y-1804  SY-1558 SY-3745  SY-1552 SY-1535 SY-1807 SV-1849  Kontrol

o' Saat .I ” | | | v ‘ | v‘

Sekil 4.15. HeLa hiicre hattina uygulanan sisplatin ve platin temelli NHC

komplekslerinin 0., 24. ve 48. saatlerindeki oluk araligi

**:n<0.01,
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MDA-MB-231 hiicre hattinda, sisplatin ve platin temelli NHC komplekslerinin
ICs0 konsantrasyonlarinin 0, 24 ve 48 saatlik uygulamalari sonucu meydana gelen yara
iyilesmesi % oluk araligi olarak sunulmustur (Sekil 4.16). MDA-MB-231 hiicre hattinda
0. saate kiyasla 48. saat sonunda SY-1804, SY-3745, SY-1807 ve SY-1849 kompleks
uygulamalarinin %  oluk araligimi anlamli diizeyde arttmistir (p<0.05). SY-1552
uygulamasi ile 0. saate kiyasla 48. saat sonunda % oluk araligi anlamli diizeyde
azalmistir. Bu sonug kontrole benzer bulundu. Sisplatin, SY-1557, SY-1558, SY-1552 ve
SY-1535 komplekslerinin sonuglar1 benzerdir. Bu maddelerin uygulandigi hiicrelerdeki
oluk araligi 0., 24. ve 48. saatlerin sonunda istatiksel olarak anlamli diizeyde

degismemistir (p>0.05) (Sekil 4.16. ve Sekil 4.17).
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Sekil 4.16. MDA-MB-231 hiicre hattinda sisplatin ve platin temelli NHC
komplekslerinin yara iyilestirmesi (% oluk aralig1)

Yara iyilesme % oluk araligi olarak sunulmustur. (*:p<0.05, **:p<0.01, ***:

p<0.001)
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Sisplatin ~ SY-1557 ~ SY-1804  SY-1558  SV-3745 SY-1552 SV-1535 SV-1807 SY-1849  Kontrol
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Sekil 4.17. MDA-MB-231 hiicre hattina uygulanan sisplatin ve platin temelli NHC
komplekslerinin 0., 24. ve 48. saatlerindeki oluk aralig

SH-SYS5Y hiicre hattinda, sisplatin ve platin temelli NHC komplekslerinin 1Cso
konsantrasyonlarinin 0, 24 ve 48 saatlik uygulamalari sonucu meydana gelen yara
iyilesmesi % oluk araligi olarak sunulmustur (Sekil 4.18). SH-SY5Y hiicre hattinda
sisplatin, SY-1804, SY-3745, SY-1535, SY-1807 ve SY-1849 komplekslerinin
uygulamasi sonucunda 0. Saate kiyasla 48. saatte % oluk aralig1 anlamli diizeyde artmistir
(p<0.05). SY-1557 maddesi uygulanan ve kontrol hiicre hatlarinda 0. saate kiyasla 48.
saat sonunda % oluk araligi anlamli diizeyde azalmistir (p<0.05). SY-1558 ve SY-1552
komplekslerinde oluk araligi 0., 24. ve 48. saatlerde benzerdir. Oluk araliklar1 arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik goriillmemistir (p>0.05) (Sekil 4.18 ve Sekil 4.19).

45



Sisplatin SY-1557 $Y-1804 SY-1558 8Y-3745
60
60- 60 60
80 *
= X @ *
o = _ B =)
40 _ g 40 * 360 30 = 4
4 - ¥ g < <
3 3 S M 2
0 20- Q20 H 2 3
2 N 3 On 020
220 = =
0—5FS = i 0 0
PO T S & & v :
A o & & & & & &
DA D S LI S LN A S
8Y-1552 SY-1535 SY-1849 Kontrol
60 W% X 60 60
|
bl E = D D
50 To H g g
< < < & Z
3 X 3 x 3
2 F] 2 2 El
02 0 - (o] (] o
Y 7 S :
ES N b ES E
0 0

Sekil 4.18. SH-SY5Y hiicre hattinda sisplatin ve platin temelli NHC komplekslerinin

yara iyilestirmesi (% oluk aralig1)

Yara iyilesme % oluk araligi olarak sunulmustur. (*:p<0.05, **:p<0.01, ***:

p<0.001)

Kontrol

Sisplatin ~ SY-1557 ~ SY-1804 ~ SY-1558  SY-3745 SY-1552 SY-1535  SV-1807  SY-1849
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Sekil 4.19. SH-SY5Y hiicre hattina uygulanan sisplatin ve platin temelli NHC
komplekslerinin 0., 24. ve 48. saatlerindeki oluk aralig1
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4.5. Antimikrobiyal ve Antifungal Aktivite

Sentezlenen Pt-NHC komplekslerinin antimikrobiyal ve antifungal aktiviteleri

asagidaki tabloda verilmistir.

Tablo 4.3. Pt-NHC komplekslerinin MIiK (ug/mL) degerleri

S.aureus E.coli  P.aerugino C.albicans Acineto Klebs MRSA
Pt-NHC pg/mL pg/mL  sapg/mL  pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL
SH-1804 250 etkisiz etkisiz 250 etkisiz etkisiz 250
SH-1535 125 etkisiz etkisiz 125 etkisiz etkisiz 125
SH-1557 500 etkisiz etkisiz 500 etkisiz etkisiz 500
SH-1807 250 etkisiz etkisiz 250 etkisiz etkisiz 250
SH-3745 500 etkisiz etkisiz 250 etkisiz etkisiz 500
SH-1552 250 etkisiz etkisiz 500 etkisiz etkisiz 250
SH-1558 250 etkisiz etkisiz 125 etkisiz etkisiz 250
Sisplatin etkisiz etkisiz etkisiz 500 etkisiz etkisiz etkisiz
SH-1849 62.5 etkisiz etkisiz 250 etkisiz etkisiz 62.5
Kontrol Ureme var lreme var {Ureme var treme var Ureme var lreme var Ureme var
REF1
(Ampicillin) 1.56 3.12 1.56
REF2
(Amikacin) 1.56 3.12 1.56
REF3
(Ciprofloksacin) 1.56 1.56
REF4
(Fluconazole) 3.12
REF5
(Vankomisin) 3.12
REF6
(Tigecycline) 1.56

Pt-NHC kompleksleri 62.5-500 pg/mL araliginda MIK degerine sahiptirler.
Bilesiklerin S.aureus, C.albicans ve MRSA’ya kars1 etkili olduklar1 gézlendi. Antifungal
aktivitesi en yiiksek olan bilesiklerin SH-1535 ve SH-1558 oldugu tespit edildi. En diigiik
konsantrasyonlarda etkili olan bilesik ise SH-1849 bulundu.
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4.6. RT- PCR Analizi

Bax ve Bcl-2 gen ekspresyon oranlari Sekil 4.20 ve 4.21°de verildi. Sadece DMEM
uygulanan kontrol grubunda 1L.929 grubuna kiyasla MDA-MB-231, SH-SY5Y, A549 ve
HelLa hiicre hatlarinda Bax/Bcl-2 gen ekspresyonu orani azaldi. Sisplatin uygulanan
grupta ise kontrol grubuna kiyasla MDA-MB-231 hiicre hattinda Bax/Bcl-2 gen
ekspresyonu orani artarken, SH-SY5Y, A549 ve Hela hiicre hatlarinda Bax/Bcl-2 gen

ekspresyonu orani azaldi.
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Sekil 4.20. MDA-MB-231, SH-SY5Y, A549 ve Hel.a hiicre hatlarinda DMEM ve
Sisplatin uygulamasi sonucu gen ekspresyonlari
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Sekil 4.21. MDA-MB-231, SH-SY5Y, A549 ve HeLa hiicre hatlarinda SY-1804, SY-
1558, SY-3745, SY-1552 ve SY-1807 uygulamas: sonucu gen ekspresyonlari

SY-1804 ve SY-1558 uygulanan gruplarda kontrol grubuna kiyasla MDA-MB-
231, A549 ve Hela hiicre hatlarinda Bax/Bcl-2 gen ekspresyonu orani azalirken, SH-
SY5Y hiicre hattinda Bax/Bcl-2 gen ekspresyonu orani artti. SY-3745 uygulanan grupta
kontrol grubuna kiyasla MDA-MB-231, SH-SY5Y, A549 ve Hela hiicre hatlarinda
Bax/Bcl-2 gen ekspresyonu orani azaldi. SY-1552 uygulanan grupta kontrol grubuna
kiyasla MDA-MB-231, SH-SY5Y ve A549 hiicre hatlarinda Bax/Bcl-2 gen ekspresyonu
orani azalirken HeLa hiicre hattinda Bax/Bcl-2 gen ekspresyonu orani artt1.SY-1807
uygulanan grupta kontrol grubuna kiyasla MDA-MB-231, SH-SY5Y ve A549 hiicre
hatlarinda Bax/Bcl-2 gen ekspresyonu orani artarken HeLa hiicre hattinda Bax/Bcl-2 gen

ekspresyonu orani azaldi.
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5. TARTISMA

Hastaliklarin tedavisinde kullanilan ilaglardan beklenen en 6nemli 6zellikler ilacin
etkinliginin yiliksek olmasi ve yan etki potansiyelinin diisiik olmasidir. Ancak ticari olarak
piyasaya siirlilen ila¢ miistahzarlarinin pek ¢ogu bu iki 6zelligi birlikte tasimamaktadirlar.
Basta kanser tedavisinde kullanilan kemoterapoétik ilaglar olmak tizere pek ¢ok ilacin yan
etkileri, ilacin etkinligini golgeleyecek kadar ciddi olabilmektedir. Bu nedenle 6zellikle
medisinal kimyacilar ve anorganik kimyacilar, piyasada satisi olan ilag miistahzarlarina
alternatif yeni ila¢ etken maddelerinin sentezine yogunlasmis, etkinligi yiiksek yan
etkileri makul olan molekiiller konusunda arayis igine girmislerdir. Bu molekiillerin
aktivite tayinleri yapilirken jenerik ilaglar referans alinarak, bu ilaglarla kiyaslanmis ve
mevcut ilaclardan tistiinliikkleri ve dezavantajlari aragtirilmistir.

Ilag direnci, nefrotoksisite, ndrotoksisite ve ototoksisite gibi ciddi doz smirlayici
yan etkileri nedeniyle sisplatinin yaygin kullanimi kisitlanmistir. Bu nedenle, yenilik¢i ve
daha etkili metal bazli ilaglarin arastirllmasina ihtiyag duyulmustur. Arastirmacilar
antikanser aktivite gdsteren ayn1 zamanda sisplatinin dezavantajlarini ortadan kaldiran
yeni sisplatin analoglarinin tasarimina ve sentezine biiyiik ilgi gostermistir (97).

Literatiir taramalarinda medisinal kimyacilar ve anorganik kimyacilar tarafindan
sentezlenen yeni bilesiklerle ilgili yapilan pek ¢ok ¢alisma bilesiklerin katalitik aktivite,
yapi-aktivite tayini, fizikokimyasal ozellikleri gibi analizlerle sinirlandirilmistir.
Sentezlenen bilesiklerin pek ¢ogunun aktivitesi degerlendirilmemis veya sadece belirli
aktiviteler (antikanser, antimikrobiyal, vb.) degerlendirilmistir (98).

Sisplatin non-seminomatdz germ hiicreli karsinom, metastatik, primer veya ileri
evredeki ve refrakter over kanserleri, ileri evredeki ve refrakter mesane kanserleri, bas-
boyun skuaméz hiicreli kanserlerde, Hodgkin ve non-Hodgkin lenfoma, néroblastom,
sarkoma, mide, akciger, 6zefagus, serviks ve prostat kanserlerinde, miyeloma, melanoma,
kiigilik hiicreli akciger kanserleri ve osteosarkomanin tedavisinde endikedir. Bu bilgilere
dayanarak sisplatinin etkili oldugu kanser hiicreleri (SH-SY5Y, A549, MDA-MB-231 ve
HeLa) ¢alisma kapsaminda kullanildi (99).

Sisplatin ve oksaliplatinin insan néroblastom hiicre hattt SH-SY5Y'de apoptoz
iliskili yolaklarla hiicre 6liimiinii tetikledigi bildirilmistir. Pt-temelli NHC bilesiklerinin

SH-SY5Y  hiicreleri iizerindeki etkisini arastiran bir c¢alismaya literatiirde
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rastlanmamistir. Bu nedenle bu tez ¢alismasinin 6zgiinliigiine katki saglamasi agisindan
calismamizda SH-SY5Y hiicre hatt1 kullanildi (100).

AS549 kanser hiicre hattinda Ag-NHC komplekslerinin kaspaz bagimsiz bir yolak
araciligiyla erken apoptozu indiikleyerek giiglii anti-tiimoral ve anti-proliferatif etki
gosterdigi calismalar yapilmistir. Calismamizda bu c¢alismadan farkli olarak Ag-NHC
yerine Pt-NHC bilesikler kullanildi. Ayrica 6nceki ¢alismadan farkli olarak apoptoz
bagimli etkiler gosterip gostermedigi de arastirildi. Yeni sentezlenen Pt-NHC
komplekslerinin akciger kanseri tedavisinde sisplatine alternatif bir ajan olma potansiyeli
ve ilgili molekiiler mekanizmalarin aydinlatilmasi amaglanmisti (101).

Uluslararasi ¢aligmalar tarandiginda farkli Pt (11) komplekslerinin meme kanseri
hiicre hatlar1 (MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicreleri) tizerindeki etkisi incelenmis ve bu
komplekslerin sisplatine kiyasla daha giiclii anti-prolifereatif etkilerinin oldugu
gosterilmistir. Buna dayanarak ¢alisma kapsaminda diger bir kanser hiicre hatti1 olarak
MDA-MB-231 hiicreleri kullanildi (102).

Yine baska bir ¢caligmada farkli platin komplekslerinin sisplatine kiyasla serviks
(HeLa) ve prostat (LNCaP ve PC3) kanseri hiicre hatlarinda sitotoksik 6zellik gosterdigi
tespit edilmistir. Dordiincti hiicre hatti1 olarak da HeLa hiicreleri kullanildi (103).

Birgok calismada platin tiirevli ajanlarin DNA'da hasar olusturarak anti-
proliferatif etkiye neden oldugu ve bununla birlikte apoptotik hiicre 6liimiiniin uyarildigi,
bunlarin yanisira reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) tiretimini tetikleyerek sitotoksisiteye
neden oldugu bildirilmistir. Bu tez kapsaminda yeni sentezlenen bilesikler dort farkli
kanser hiicre hattinda (SH-SYS5Y, A549, MDA-MB-231 ve HelLa) ve saglikli hiicre
hattinda (L.929) test edildi. Bilesiklerin 6ncelikle anti-proliferatif etkisi incelenerek
kanser hiicrelerinde ¢ogalmayi etkileyen bilesiklerin ICso (half-maximal inhibitory
concentration) degerleri belirlendi. Belirlenen 1Cso degerleri ile daha sonra ileri
calismalar yapild1 ve bilesiklerin hiicreler {izerindeki apoptotik etkisi belirlendi (104).

Kanserle tedavide hiicre gocilinii hedeflemek, kanserin metastatik yayilmasini
kontrol etmek icin destekleyici bir strateji sunabilir. Bu nedenle, platin tiirevli
komplekslerin hiicre gogii ve in vitro invazyon iizerindeki etkisi de bu calismada
incelendi. Secilen hiicre hatlar1 invaziv ve metastatik nitelikte oldugundan, platin tiirevli
komplekslerin, hiicresel migrasyon ve invazyon davranisi iizerindeki etkilerini bu

hiicrelerde arastirmayi planladik.

51



Farklt metal komplekslerinin kullanildigt NHC bilesiklerinin antimikrobiyal
aktivitelerinin degerlendirildigi sinirhh sayida calisma olmakla birlikte, Pt-NHC
bilesiklerinin antimikrobiyal ve antifungal aktivitelerinin degerlendirildigi bir calismaya
rastlanmamistir. Calismamiz kapsaminda farkli mikroorganizma suslara karsi
bilesiklerin antimikrobiyal ve antifungal aktiviteleri tayin edildi.

Platin tiirevli tedavinin baslangici, 1965 yilinda Rosenberg tarafindan yapilan
deneyler sirasinda beklenmedik bir sekilde kesfedilmistir. Elektroliz deneyleri sirasinda
platin elektrotunun E. coli kiiltiirlerinde hiicre boliinmesini inhibe etmesinin tesadiifen
kesfine dayanmaktadir. Daha sonra elektroliz ortamindaki maddenin sisplatin oldugu ve
antikanser aktivitesinin oldugu kesfedilmistir. Amerikan Gida ve ilag Dairesi (FDA)
sisplatinin kanser tedavisinde kullanilmasint 1978 yilinda onaylamistir. Sisplatin
kemoterapi alaninda derin ve genis kapsamli bir etkiye sahip olmus ve bir¢ok kanser
hastasinin hayatta kalmasima onemli 6lgiide katki saglamistir. Bu kesfin ardindan, ¢ok
sayida platin tlirevi sentezlenmis ve kanser hiicrelerini yok etme ve tiimdr biiylimesini
inhibe etme yetenekleri agisindan test edilmistir (105).

Giliniimiizde, sisplatin tek basina veya diger kemoterapétiklerle birlikte kombine
olarak bir¢ok farkli kanser tipine karsi kullanilmaktadir. FDA, sisplatin ve tiirevlerinin
karboplatin ve oksaliplatinin tek ajan olarak veya kombine kemoterapinin bir pargasi
olarak kullanimini onaylamigtir. Ayrica diger bes platin tiirevi de bolgesel onaylidir
(nedaplatin, lobaplatin, heptaplatin, miriplatin ve disikloplatin). Sisplatin ve tiirevlerinin
klinik basarisina ragmen, doz smirlayict toksik yan etkileri ve onaylanmis platin
bilesiklerine karst dogal ve edinilmis direng, yeni nesil antitimdr ajanlarin
gelistirilmesine yol agmistir. Sisplatin, kanser tedavisinde ¢ok basarili olmasina ragmen,
cok sayida toksik yan etkiye sahiptir. Bu yan etkiler ¢ogu zaman doz bagimli olarak
gozlenir. Uzun siiren kemoterapi tedavisine bagli olarak bir¢ok hastada, bagisiklik
sisteminde zayiflama ve bu durumun sonucu olarak da karmasik enfeksiyonlarin goriilme
olasilig: artar (106).

Kanser, toplumda c¢ok sik gorillen ve hayat kalitesini en c¢ok etkileyen
hastaliklardan biridir. 2020 verilerine gore kanser vakalarinin yaklasik 20 milyon oldugu
tahmin edilmektedir. Ayrica 20 yil ig¢inde bu rakamin 28.8 milyon olacagi
ongoriilmektedir. Sisplatin FDA tarafindan onaylandiktan sonra bircok farkli kanser
tiirlinii tedavi etme yetenegiyle birlikte, kanser hastalarinin mortalitesinde de 6nemli bir
azalmaya sebep olmustur. Fakat sonrasinda sisplatin bazli kemoterapide, nefrotoksisite,

kiimiilatif periferik norotoksisite, ototoksisite ve ayrica bulant1 ve kusma gibi ciddi yan
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etkiler ortaya ¢ikmistir. Son yillarda, yenilik¢i ve daha etkili platin tiirevli ilaglarin
arastirtlmasinda, ¢ok cesitli antikanser aktiviteler sergileyen ve es zamanli olarak
sisplatinin de dezavantajlarinin tistesinden gelen yeni analoglarin tasarimina ve sentezine
biiyiik ilgi gosterilmistir.(107)

Son verilere gore kadinlarda en ¢ok goriilen kanser tlirli meme kanseri iken,
akciger ve prostat kanseri ise erkeklerde en yaygin goriilen kanser tipleridir. Genel
olarak, diinyada her iki cinsiyet i¢in de kanser dliimlerinin onde gelen nedeni meme
kanseridir. Kansere kars1 bir¢ok farkli tedavi yontemi gelistirilmekle birlikte anti-kanser
ilaglarin en 6nemli hedefi DNA'dir. Bu nedenle platin tiirevli bilesiklerin anti-kanser
aktivite gostermeleri icin temel olarak ana hedef DNA'dir. Bu ajanlar DNA'da farkhi
eklentiler olusturarak DNA transkripsiyonunu ve replikasyonunu inhibe ederler.
Dolayisiyla, DNA'ya zarar vererek, programlanmis hiicre 6limiine neden olurlar. Bu
nedenle son zamanlarda DNA'nin hedef alindigi ve yapisinda farkli ligandlarin yer aldigi
yeni platin tiirevli ilag adaylar1 sentezlenmektedir (108)

Glinlimiizde bilim insanlarinin iizerinde en ¢ok ¢alisma yaptiklar1 konulardan biri
de kanser tedavisidir. Metal-N-heterosiklik karben (M-NHC) komplekslerinin antikanser
etkileri de arastirmacilarin yogun ilgisini ¢eken konular arasindadir. Platin (Pt) ve bakir
(Cu) basta olmak iizere bircok metalin, NHC ligandlar ile olusturduklar1 komplekslerin
antikanser ozellikleri ispatlanmigtir ( 109)

Bu tez galismasi kapsaminda Pt metalinin NHC ligandlart ile olusturdugu M-NHC
komplekslerinin farmakolojik 6zellikleri arastirildi. M-NHC komplekslerinin antikanser
etkilerinin yani sira anti-mikrobiyal aktivitelerinin de oldugu yapilan ¢alismalarla ortaya
konmustur. Birinci sira gegis metalleri daha az toksik etki ve kuvvetli katalitik aktivite
gosterdiginden glimiig, altin, bakir ve platin gibi geg¢is metalleri, metal-NHC
komplekslerinin sentezlenmesinde tercih edilen metaller arasinda yer almaktadirlar (110).

Rehm ve ark. Pt-NHC komplekslerini kullanarak yedi farkli insan kanser hiicre
hattina kars1 sitotoksik aktivitesini degerlendirmislerdir. Tiim kompleksler sisplatine
direngli HT-29 (kolon kanseri) ve yiiksek ila¢ direngli KB-V1/Vb1 serviks karsinom
hiicre hattina kars1 diisiik ICso degerleri ile dikkate deger etkinlik gostermistir (111).
Metal-NHC komplekslerinin anti-tiimor aktivitesi ile ilgili OVCAR-3 yumurtalik kanseri
hiicre hatt1 ve MB157 meme kanseri hiicre hatlarinda yapilan ¢aligmalarda da sitotoksik
aktivite gosterdigi bulunmustur (112).

N-Heterosiklik karbenler, organometalik ve kataliz kimyasi alanlarinda en gok

arastirilan ligandlardir. Bu komplekslerin antimikrobiyal ve antikanser etkileri konusunda
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pek cok calisma yapilmistir. Bazi caligmalarda metal karben bilesiklerinin sentez ve
karakterizasyonu degerlendirilmis ancak aktivite tayinleri yapilmamistir. Bazi
caligmalarda ise sentez ve karakterizasyonunun yani sira sadece antimikrobiyal aktivite
tayin edilmistir. Bunlarin yani sira sentez ve karakterizasyonu yapilan bilesiklerin sadece
antikanser aktivitesinin tayin edildigi calismalar da mevcuttur. Ornegin bir tez ¢alismasi
kapsaminda NHC bilesiklerinin insan meme ve prostat kanser hiicreleri MCF-7, MDA-
MB-231, DU-145 ve L-929 saglikli fibroblast hiicreleri iizerindeki antiproliferatif
aktivitesi tayin edilmistir (113). Farkli bir tezde MCF-7 kanser hiicreleri {izerinde Pd-
NHC komplekslerin antikanser aktivitesi degerlendirilmistir (114). Ag-NHC
komplekslerinin saglikli fibroblast hiicre hatt1 (L-929), karaciger kanseri hiicre hatti
(HEP3B) ve noroblastom hiicre hattindaki (SHSYS5Y) antitimor aktivitelerinin
degerlendirildigi bir tez ¢caligmasi yapilmistir (115). Ag-NHC komplekslerinin farkli bir
tez ¢alismasinda noroblastom hiicre hatti (SHSYSY) ve karaciger kanseri hiicre hatti
(HEP3B) iizerinde sitotoksik etkisi incelenmistir (116). Antimikrobiyal ve antikanser
aktivitelerin birlikte degerlendirildigi bir ¢alismada insan meme kanser hiicre hatlari
(MCF7, MDA-MB-231) ve oliimsiizlestirilmis meme epithel hiicre hatti (MCF 10A),
insan akciger kanser hiicre hatti (A549) ve insan oliimsiizlestirilmis fibroblast akciger
hiicre hatt1 (CCD-19Lu) kullanilmistir (117).

N-Heterosiklik karbenler ile 1ilgili c¢alismalarin ¢ogunlugunun sentez,
karakterizasyon ve katalitik Ozellikler ile ilgili oldugu gdzlenmistir. Platin ile ilgili
taramalarda ise Pt-NHC komplekslerinin antimikrobiyel, 6zelliklerinin degerlendirildigi
bir calisma yapilmistir (118). MCF-7 (meme kanseri) hiicre hattina karsi Pt
komplekslerinin etkilerinin degerlendirildigi bir calisma yapilmistir (119). Platin
komplekslerinin, fare fibroblast hiicreleri (L929), adenokarsinomik insan alveolar bazal
epitelyal hiicreleri (A549) ve insan kolon adenokarsinom (CaCo-2) hiicrelerine karsi
sitotoksik etkilerinin degerlendirildigi bir tez ¢aligsmasi yapilmistir (120).

Bu tez projesi kapsaminda kullandigimiz Pt-NHC komplekslerinin yeni
sentezlenecek olmasi ve daha dnceden higbir calismada kullanilmamis olmasi ¢alismanin
Ozglinliigiine katki saglamistir. Bunun yan1 Pt-NHC komplekslerinin genis kapsamli
aktivite tayinlerinin yapilmadigi gorilmiistiir. Tez ¢alismasi kapsaminda Pt-NHC
komplekslerinin antikanser, antimikrobiyal, antifungal aktivitelerinin, apoptotik yolaklar
ile birlikte degerlendirildigi ilk ¢alismadir.

Sitotoksik platin kompleksleri igin tasiyici ligandlar olarak N-heterosiklik
karbenlerin (NHC) kullanimi pek ¢ok avantaj saglamaktadir. NHC'ler, verimli ilag

54



tasarimini ve hizli optimizasyonu saglayan bilesiklerdir. Bu nedenle tez kapsaminda in
vitro aktivite tayinleri yapilan NHC kompleksleri yeni ilag gelistirme ¢aligmalart i¢in
avantaj saglayacaktir. Organometalik kimya ve katalizde NHC kompleksleri iizerine
kapsamli arastirmalarin yapilmasina ragmen, simdiye kadar glimiis, altin, palladyum,
bakir, rutenyum ve rodyum tiirevleri igin, baslica antimikrobiyal ve antitimor
aktivitelerin degerlendirildigi yalnizca sinirli bir dizi ¢aligma yapilmistir (121). Ancak
bizim c¢alismamiz kapsaminda bilesiklerin antimikrobiyal ve antitimdr aktivitelerinin
yan1 sira antifungal aktiviteleri, antimigrasyon etkileri, apoptoz ile iligkisi de

degerlendirilmistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Yeni sentezlenen sekiz farkli Pt-NHC kompleksinin yapilan deneyler sonucunda
insan noroblastom, akciger kanseri, meme kanseri ve HeLa insan serviks kanseri hiicreleri
tizerinde etkili oldugu ve bu nedenle kanser tedavisinde sisplatine alternatif potansiyel
birer ajan olabilecekleri diisiiniilmektedir. Hiicre gog¢ii izerindeki etkileri nedeniyle timor
metastazina kars1 da etkili olabilecekleri sonucuna varilmistir. Bazi mikroorganizma
suslar1 lizerinde antimikrobiyal etki gosteren bu bilesikerle ilgili molekiiler
mekanizmalarin aydinlatilmasina yonelik ¢alismalarin yapilmasi kanser tedavisine katki

saglayacaktir.
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