T.C.
INONU UNIVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

FENILBORONIK ASIT FONKSIiYONELLI N-HETEROSIKLIK KARBEN
ONCULLERININ SENTEZI, KARAKTERIZASYONU VE BiYOLOJIiK
OZELLIKLERININ INCELENMESI

YUKSEK LiSANS TEZIi

Ali KURUCAY

KiMYA ANABILIiM DALI

Tez Damismani: Prof. Dr. Burhan ATES

HAZIRAN 2022



T.C.
INONU UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

FENILBORONIK ASIT FONKSIiYONELLI N-HETEROSIKLIK KARBEN
ONCULLERININ SENTEZI, KARAKTERIZASYONU VE BiYOLOJIK
OZELLIKLERININ INCELENMESI

YUKSEK LiSANS TEZIi

Ali KURUCAY
36193613014

KiMYA ANABILIiM DALI

Tez Damismani: Prof. Dr. Burhan ATES

HAZIRAN 2022



TESEKKUR

Lisans ve yliksek lisans 6grenimim ve tez ¢aligmalarim boyunca bana her tiirlii maddi
ve manevi destegi saglayan, bilgi ve deneyimleriyle akademik anlamda her zaman yeni
bakis acilar1 kazandiran, sabirli yardimlariyla yeni deneysel ¢alismalara imza atmami
saglayan danigman hocam Sayin Prof. Dr. Burhan ATES’e,

Ve yine bu siirecte beni engin bilgi ve deneyimleriyle aydinlatarak ¢aligmalarima katkida
bulunan, her karsilastigimda yeni bir bilgi 6greten ve zihnimde simsekler caktiran,
motivasyonuyla hem akademik anlamda hem de hayatta izlemem gereken yollar
hakkinda benimle diislincelerini siirekli paylasan degerli hocam Saymn Prof. Dr.
Siileyman KOYTEPE e,

Bilimsel yolculugum siiresince adeta kahrimi ¢eken ve bir abi gibi hem akademik
anlamda hem de giinliik yasamda yardimima kosan, zamaninda hayatim1 kurtaran “Can”
hocam Sayin Dr. Canbolat GURSES’e,

Sentez ve karakterizasyon basamaklarinda biiylik yardimlar1 olan ve bana her basamagi
usul usul sikilmadan anlatan hocam Sayin Dog. Dr. Aydin AKTAS’a

Akademik desteginin yani sira tecriibeleri ile yanlis secimler yapmama engel olan Sayin
Dr. Samir Abbas Ali NOMA’ya,

Hem evime hem laboratuvarda komsu olan tez ¢alismalarimda analiz yardimlariyla
destek olan hocam Imren OZCAN’a,

Tezin uygulama asamasinda FYL-2020-2192 proje numarasi ile bu Yiiksek Lisans
tezimi destekledigi i¢in Inonii Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi’ne ve
maddi destek saglayarak arastirma siirecimde c¢aligmalarima katkida bulunan Tiirkiye
Enerji, Niikleer ve Maden Arastirma Kurumu altindaki birim olan Ulusal Bor Arastirma
Enstitiisii’ne,

Tiim hayatim boyunca her konuda desteklerini gordiigiim, bugiinlere gelmemi saglayan
canim annem Giil KURUCAY’a, canim kardeslerim Omer KURUCAY’a ve Osman
KURUCAY’a

Ve biricik sevdigim Ezgi KARAASLAN’a

sonsuz tesekkiirlerimi sunuyorum.



ONUR SOZU

Yiiksek lisans tezi olarak sundugum “Fenilboronik Asit Fonksiyonelli N-Heterosiklik
Karben Onciillerinin ~ Sentezi, Karakterizasyonu ve Biyolojik Ozelliklerinin
Incelenmesi” baslikli bu ¢alismanin bilimsel ahlak ve geleneklere aykiri diisecek bir
yardima bagvurmaksizin tarafimdan yazildigini ve yararlandigim biitiin kaynaklarin hem
metin i¢inde hem de kaynak¢ada yontemine uygun bigimde gosterilenlerden olustugunu
belirtir, bunu onurumla dogrularim.

Ali KURUCAY



ICINDEKILER

TESEKKUR ..ottt ettt eeeeees i
ONUR SOZU ...t ii
SEKILLER DIZINI.........ccoviiiiiieieceeeee et Vi
CIZELGELER DIZINI.........oooioioieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee ettt iX
SEMBOLLER VE KISALTMALAR .....oii e X
L0 Y/ D TR TSR PPOURTUPROPRRORN Xi
ABST RACT e xii
Lo GIRIS ...ttt 1
2. GENEL BILGILER ........cooooiiiiiiiiiiiese st 3
2.1, KAIDENIET ..o 3
2.1.1. Singlet Karben ..o 3
2.1.2. Triplet Karben..... .o 3
2.1.3. N-Heterosiklik Karbenler ... 3
2.2. Imidazol Tiirevleri, Benzimidazol ve Kullanim Alanlart ............cccoovoveeevvennnn.. 4
2.2.1. Benzimidazoller ..o 4
2.2.2. Diger Imidazol Yapilari ve Kullanildig1 Alanlar...............ccoeeveevrnnee 4
2.3. Bor Elementi Ve BOrONTK ASIt...........oouiiiiiiiiiiisisese e 8
2.3.1. Boronik Asit Igeren [lag Cesitleri......ccovvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiee e, 9
2.4. Biyolojik Aktivite HEEFIErT .......ccviviiiee e 15
2.4.1. Hiicre Apoptozu ve Enzim Inhibisyonu ...........ccccoveiniiiniiiinnnee 16
2.4.2 DNA MUtaSYONIATT ..cccuviiiiiiiiiiiiesiie s 17
2.4.3 Reaktif OKSijen UTetimi ......c.ccevrveeveiireiiicreiiseresesesssse s 17
2.5. Biyolojik AKLIVITE TESLIEIT ......covveveciiiiiee e 18
2.5.1. Sitotoksisite ve Genotoksisite TeStIeri ..........ccooveveivrincininiieenn 18
2.5.2. Antibakteriyel TeSHIEr........cooviieiiee e 19
2.5.3. Enzim Inhibisyonu TeStIEri ..........cevireviiireiirereiciesieie e 21
3. MATERYAL METHOD......cooiiii et 24
3.1 Kullanilan Kimyasal Maddeler ...........cccocooiiiiiiii e 24
3.2 Kullanilan Cihazlar ve Yazilimlar ...........cccocovveiiiiiii e 24
3.3 Fenilboronik Asit Fonksiyonelli NHC Karben Tuzlarinin Sentezi...................... 25
3.3.1. 1-(3-boronobenzil)-3-metilbenzimidazolyum bromiir ....................... 25
3.3.2. 1-(3-boronobenzil)-3-etilbenzimidazolyum bromiir .......................... 25
3.3.3. 1-(3-boronobenzil)-3-benzilbenzimidazolyum bromiir...................... 26
3.3.4. 1-(3-boronobenzil)-3-(4-metilbenzil)benzimidazolyum bromiir ........ 26

3.3.5. 1-(3-boronobenzil)-3-(2,4,6-trimetilbenzil)benzimidazolyum bromiir
..................................................................................................................... 27

3.3.6. 1-(3-boronobenzil)-3-(2,3,5,6-tetrametilbenzil)benzimidazolyum
DFOMUIIT ..ottt e e e e e e e et e e e st e e e s aareee e 27



3.4 Boronik Asit Fonksiyonel NHC Karben Onciillii Tuzlarin Karakterizasyonu .... 28

3.4.1 Erime Noktasinin Belirlenmesi ..........cccccoviiiiiiiiiiiieieec e 28
3.4.2. Kazilétesi Spektrumu (FTIR) OIgHMIi......cvvvcvviecveiieeieicveseie s 28
3.4.3. NMR OIGHMI ....cvcvvrreeceeeeieieeeecee et ese et es s en e, 28
3.5. In Vitro Hiicre Kiiltiir Sisteminde Fenilboronik Asit Fonksiyonelli NHC
onciillerini Antikanser Ozelliklerinin Belirlenmesi...........ccocoeeviiiiiiiiiiieniccee 28
B 5.1 IMTT TSttt st enes 29
3.6. Fenilboronik Asit Fonksiyonelli NHC Onciillerinin in vitro Sistemde
Antibakteriyel Ozelliklerinin Belirlenmesi .........cccovvviiiiiiiiiiieiiieee e 30
3.7. Fenilboronik Asit Fonksiyonelli NHC Onciillerinin in vitro Sistemde
Genotoksisite Ozelliklerinin Belirlenmesi ..........cccocoeeiiiiiiiiieiiiciie e 30
3.8. Fenilboronik Asit Fonksiyonelli NHC Onciillerinin in vitro Sistemde Enzim
Inhibisyon Ozelliklerinin Belirlenmesi ............cocviveiiniinieiiiccceece e 31
3.8.1. Ksantin Oksidaz InhibISYONU ..........ccooviiiiiiiiiiiiicecceseeee 31
3.8.2. Asetilkolinesteraz InhibiSyonu ..........ccoceveveerreeeueriiceeece e 31
4. ARASTIRMA BULGULARI ........cocoiiiiiiiiiin e 33
4.1. Fenilboronik Asit Fonksiyonelli NHC Onciillerinin Yapisal Karakterizasyonu 33
4.1.1. 1a Tuzunun KaraKterizaSyonu ...........ccccuveeeeiierenenenieseseseeeeeeeens 33
4.1.2. 1b Tuzunun KarakKterizaSyonU............cccuuveeieiieiieneneniesieseseeeeeeeens 35
4.1.3. 1c Tuzunun KaraKterizaSyonU..........ccccecvverveiieieeiieseeseese e s 36
4.1.4. 1d Tuzunun KarakKterizaSyonu...........ccccuuvureeiereneneniesiseseeeeeenens 37
4.1.5. 1e Tuzunun KaraKterizaSyonu ...........ccocuueeereeienenenesesieseeeeee e, 39
4.1.6. 1f Tuzunun KarakKterizaSyonu ............ccccevevveiieieeiesie s 40
4.2. Fenilboronik Asit Fonksiyonelli NHC Onciillerinin in vitro Hiicre Kiiltiir
Sisteminde Antikanser Ozelliklerinin Belirlenmesi ..........cccccovvveiiiiiieniiiiicnnee, 41
4.2.1. MCF-7 Insan Meme Kanseri Hiicre Hatt1 Uzerinde Etkisi ............... 41
4.2.2. A549 Hiicre Hatt1 Uzerinde BtKisi .........cccecovevievereirieceeeeseeceenans 49
4.2.3. HCT116 Hiicre Hatt1 Uzerinde BtKisi ......ccccovveveuererererereeereeeeeeeeeeenne, 56
4.3. Fenilboronik Asit Fonksiyonelli NHC Onciillerinin in vitro Sistemde
Antibakteriyel Ozelliklerinin Belirlenmesi ...........cccocveiiiiiiiniiiiiciieee e 63
4.3.1. Bacillus subtilis bakterisi tizerinde tuzlarin etkisi.........c..ccoveveennenn. 63
4.3.2. Escherichia coli Bakterisi Uzerinde Benzimidazolyum Tuzlarmin
1] RS SSSRSS 64
4.4. Feniloronik Asit Fonksiyonelli NHC Onciillerinin in vitro Sistemde
Genotoksisite Ozelliklerinin Belirlenmesi ...........ccccocviiiiiiieiie e 65
4.5. Fenilboronik Asit Fonksiyonelli NHC Onciillerinin in vitro Sistemde Enzim
Inhibisyon Ozelliklerinin Belirlenmesi ...........cccocviiiiiiiiiciicic 66
4.5.1. Ksantin Oksidaz Enzimi Uzerinde Etkisi..........ccccovvviiiiiiiiiiininnenne, 66
4.5.2. Asetilkolinesteraz Enzimi Uzerinde EtKisSi.........ccccocovvvrerererireennnnns 67



S.TARTISMA

KAYNAKCALAR ......oooiiiii s

OZGECMIS ..



SEKILLER DiZiNi

Sekil 2.2. 1. Imidazol bilesigi temel YAPISI ....c.vvvervreeeiereeeeeeseeeses s s es s en e 4
Sekil 2.2.1. 1. Benzimidazol bilegigi temel Yapis1 .......ccovvverieiiiiiiieiiicseeee e 4
Sekil 2.2.2. 1. Lepidilin A bileSiZININ YapIST.....cicviiiiuiiiiiieiiiieiiiiees e ssieessieeessinessnieesssneens 5
Sekil 2.2.2. 2. Lepidilin B bileiZinin yapiSt.......cucoveiveriiiiiiieiiiiisieeiese e 5
Sekil 2.2.2. 3. Metronidazol bileSiZInin YaPIST....uueeiuerrireeiiieeiiieessiieessieesnineessineesninesssneens 5
Sekil 2.2.2. 4. Klotrimazol bile§iZinin YapISl......coccviieeriiiiiieniiniiseesesre e 6
Sekil 2.2.2. 5. Dakarbazin bileSiZInin YaPIST.....cccueeiiiueeriieeiiiieiiiiiessieessieessieeessiseessiseesnseeens 6
Sekil 2.2.2. 6. Azatiyoprin bileSiZInin YaPIST ....ccveviieeiriiiiiieiieieseese e 7
Sekil 2.2.2. 7. Zoledronik Asit bileSIZININ YaAPIST...evviuvriiveriiiiriiiieisiieessieessireessireessieeesnseeens 7
Sekil 2.2.2. 8. Tipifarnib bileSSINin YapISt......c.coovrviiieiiiiiiicieee e 8
Sekil 2.3.1. 1. Boromisin bileSIZINIn YaAPIST «...eevvveeiiiuiiiiiieiiiieiiiieesiiee e ssinesssinessninesssneens 9
Sekil 2.3.1. 2. Aplasmomisin bile§iZinin YapIST......coccvereerriiiieiieriiiiseese e 10
Sekil 2.3.1. 3. Bortezomib biles@inin yapisi.......cccooeviviiiiiiiiieiee e 11
Sekil 2.3.1. 4. [xazomib bileSiZININ YaPIST ....evvviivieriiiiiiieiiiie e 11
Sekil 2.3.1. 5. Tavaborol bileSiZININ YaPIST.....eeiveerieeiiieiiieiie e 12
Sekil 2.3.1. 6. Krisaborol bile§iZinin YapIST ........cuerervereeiiiiieiiesieeiesieesieere e 13
Sekil 2.3.1. 7. Vaborbaktam bileSiZinin YapISL......ccuerveeiieeiiieiiiesreesiee e esiee e sree e 13
Sekil 2.3.1. 8. GSK3036656 bileSiSINin YaAPIST ....ccveruverieeriiieiiieiiiseesieesieere e 14
Sekil 2.3.1. 9. GSK2878175 bileSiZInin YaPISI ....cccuvrvriieiiiiieiieiiiiisieese s 15
Sekil 2.4.2.1. 1 Disk Difiizyon Metodunda inhibisyon Varliginin Anlasilmasi.................. 20
Sekil 2.4.2.2. 1. Gram pozitif ve Gram negatif bakterilerin hiicre zar1 farklari. ................. 21
Sekil 3.3.1. 1. 1a Tuzunun mMoleKUler YapiS.........cccuriviiieiiiieiiesise e 25
Sekil 3.3.2. 1. 1b Tuzunun moleKUIEr YaPISIL......cierueiieriiriiiiiisisieie et 26
Sekil 3.3.3. 1. 1¢ Tuzunun MOIEKGIET YaAPIST....ecvveiiiiiiiieiiiie e 26
Sekil 3.3.4. 1. 1d Tuzunun moleKUIEr YapISL......couerierviriiiiiiisisisieiie e 27
Sekil 3.3.5. 1. 1e Tuzunun MOIEKGIET YaAPIST.....civveriiiiiriieiiiieii e 27
Sekil 3.3.6. 1. 1f Tuzunun moleKUIer YapISI ....cccvviviviiiiiiieiiecie e 28
Sekil 4.1.1. 1. 1a Tuzunun Proton (*H) NMR @rafifi ........ccceceeeveviereriirieiissieese s 34
Sekil 4.1.1. 2. 1a Tuzunun Karbon (*3C) NMR grafigi..........ccceuerrierersreriererciseeeereneennn, 34
Sekil 4.1.1. 3. 1a Tuzunun FTIR @rafigi ........cccoooviiiriiiiiie e 34
Sekil 4.1.2. 1. 1b Tuzunun Proton (*H) NMR rafigi.........ccccoueverrieiiisiisreieessese s 35
Sekil 4.1.2. 2. 1b Tuzunun Karbon (**C) NMR grafifi.......c.ccccccevvvrerrrerrereeseeresesseesesenens 35
Sekil 4.1.2. 3. 1b Tuzunun FTIR @rafifi........cccccoveviiiiiiiieiieiie et 36
Sekil 4.1.3. 1. 1¢ Tuzunun Proton (*H) NMR grafigi ........cccccoevueviversireieeieese s 36
Sekil 4.1.3. 2. 1¢ Tuzunun Karbon (33C) NMR grafifi..........ccccoeviercrniereeeneisieeeiennn, 37
Sekil 4.1.3. 3. 1¢ Tuzunun FTIR rafigi .......cccoooiiiiiiiiiiie e 37
Sekil 4.1.4. 1. 1d Tuzunun Proton (*H) NMR rafigi.........ccccoueverrieiiisiieeeeessese s 38
Sekil 4.1.4. 2. 1d Tuzunun Karbon (**C) NMR grafifi........c.cccceeerrverrrerereeereresesseniesennns 38
Sekil 4.1.4. 3. 1d Tuzunun FTIR Grafifi........ccccccveiiiiiiiiiiieiiie e 38
Sekil 4.1.5. 1. 1e Tuzunun Proton (*H) NMR grafigi ........cccccoveuerimersrceereeeeseee e 39
Sekil 4.1.5. 2. 1e Tuzunun Karbon (33C) NMR grafifi.......c..ccccoerviererirereceresseesienean, 39
Sekil 4.1.5. 3. 1e Tuzunun FTIR @rafigi .......cccooiiiiiiiiiii e 40
Sekil 4.1.6. 1. 1f Tuzunun Proton (*H) NMR grafigi..........ccccoeeveirieriiiesiereeeesseee s 40
Sekil 4.1.6. 2. 1f Tuzunun Karbon (*C) NMR grafifi .......ccccooeevevrveerrrrerieeieseceesesie s 41
Sekil 4.1.6. 3. 1f Tuzunun FTIR @rafifi........ccccoeiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeceee e 41
Sekil 4.2.1. 1. Tuzlarin MCF-7 hiicre hatti zerinde IC50 (ug/mL) degerleri............c........ 42

Sekil 4.2.1.

2 la tuzunun sirasiyla 12.5, 25, 50, 100, 200 pg/mL konsantrasyonunun MCF-

7 hiicreleri lizerine uygulanmasi sonucunda invert mikroskopta 200X
biliylitme ile gOTUNtUIET. ......ccivviiiiiiiiiic 43

Vi



Sekil 4.2.1. 3 1b tuzunun sirasiyla 12.5, 25, 50, 100, 200 ug/mL konsantrasyonunun MCF-
7 hiicreleri iizerine uygulanmasi sonucunda invert mikroskopta 200X
bliylitme 1le @OTUNTHIETIL. ...vvvivvviiiiie i 44
Sekil 4.2.1. 4 1c tuzunun sirasiyla 12.5, 25, 50, 100, 200 pg/mL konsantrasyonunun MCF-
7 hiicreleri tizerine uygulanmasi sonucunda invert mikroskopta 200X
biliylitme ile gOTUNLUIETI. ......ccvvvviiieiiiiiec e 45
Sekil 4.2.1. 5 1d tuzunun sirasiyla 12.5, 25, 50, 100, 200 ug/mL konsantrasyonunun MCF-
7 hiicreleri lizerine uygulanmasi sonucunda invert mikroskopta 200X
bliylitme 1le GOTUNTHIETL. ...vvvivviiiiiie i 46
Sekil 4.2.1. 6 le tuzunun sirasiyla 12.5, 25, 50, 100, 200 pg/mL konsantrasyonunun MCF-
7  hiicreleri lizerine uygulanmasi sonucunda invert mikroskopta 200X
biliylitme ile gOTUNtUIETL. ......ccviiviiiiiiiiec e 47
Sekil 4.2.1. 7 1f tuzunun sirastyla 12.5, 25, 50, 100, 200 pg/mL konsantrasyonunun MCF-
7 hiicreleri lizerine uygulanmasi sonucunda invert mikroskopta 200X
bliylitme 1le GOTUNTHIETI. ......eeivieiiiiiiee e 48
Sekil 4.2.2. 1 Tuzlarin A549 hiicre hatt1 iizerinde IC50 (ug/mL) degerleri...........ccocuvneee. 49
Sekil 4.2.2. 2 1a tuzunun sirasiyla 12.5, 25, 50, 100, 200 pg/mL konsantrasyonunun A549
hiicreleri iizerine uygulanmasi sonucunda invert mikroskopta 200X biiyilitme
11€ @OTUNTUIETT ...t 50
Sekil 4.2.2. 3 1b tuzunun sirasiyla 12.5, 25, 50, 100, 200 pg/mL konsantrasyonunun A549
hiicreleri iizerine uygulanmasi sonucunda invert mikroskopta 200X biiylitme
11€ GOTUNTULETT ... 51
Sekil 4.2.2. 4 1c tuzunun sirasiyla 12.5, 25, 50, 100, 200 pg/mL konsantrasyonunun A549
hiicreleri iizerine uygulanmasi sonucunda invert mikroskopta 200X biiyilitme
11€ @OTUNTULETT ...t 52
Sekil 4.2.2. 5 1d tuzunun sirasiyla 12.5, 25, 50, 100, 200 pg/mL konsantrasyonunun A549
hiicreleri ilizerine uygulanmasi sonucunda invert mikroskopta 200X biiylitme
11€ GOTUNTUIETT ... s 53
Sekil 4.2.2. 6 1e tuzunun sirasiyla 12.5, 25, 50, 100, 200 pg/mL konsantrasyonunun A549
hiicreleri iizerine uygulanmasi sonucunda invert mikroskopta 200X biiylitme
11€ OTUNTUIETT ... veevviiiiiiic s 54
Sekil 4.2.2. 7 1f tuzunun sirasiyla 12.5, 25, 50, 100, 200 pg/mL konsantrasyonunun A549
hiicreleri iizerine uygulanmasi sonucunda invert mikroskopta 200X biiylitme
11€ @OTUNTUIETT......veeiii e s 55
Sekil 4.2.3. 1 Tuzlarin HCT116 hiicre hatti tizerinde IC50 (ug/mL) degerleri................... 56
Sekil 4.2.3. 2 la tuzunun swrasiyla 12.5, 25, 50, 100, 200 pg/mL konsantrasyonunun
HCT116 hiicreleri lizerine uygulanmasi sonucunda invert mikroskopta 200X
biiylitme ile gOrintlleri.......cocooviiiiiiiieiicee e 57
Sekil 4.2.3. 3 1b tuzunun sirasiyla 12.5, 25, 50, 100, 200 ug/mL konsantrasyonunun
HCT116 hiicreleri iizerine uygulanmasi sonucunda invert mikroskopta 200X
bliylitme 1le EOTUNTHIETT.......eeivieiiiiie e 58
Sekil 4.2.3. 4 1c tuzunun sirastyla 12.5, 25, 50, 100, 200 pg/mL konsantrasyonunun HCT116
hiicreleri iizerine uygulanmasi sonucunda invert mikroskopta 200X biiylitme
11€ OTUNTUIETT....veeuviiiiiiie s 59
Sekil 4.2.3. 5 1d tuzunun sirastyla 12.5, 25, 50, 100, 200 pug/mL konsantrasyonunun
HCT116 hiicreleri iizerine uygulanmasi sonucunda invert mikroskopta 200X
bliylitme 1le EOTUNTHIETT.......eeivieiiiiie e 60
Sekil 4.2.3. 6 1e tuzunun sirastyla 12.5, 25, 50, 100, 200 pg/mL konsantrasyonunun HCT116
hiicreleri iizerine uygulanmasi sonucunda invert mikroskopta 200X biiylitme
11€ OTUNTUICTT....veeuviieiiiiic s 61



Sekil 4.2.3. 7 1f tuzunun sirasiyla 12.5, 25, 50, 100, 200 ug/mL konsantrasyonunun HCT116
hiicreleri iizerine uygulanmasi sonucunda invert mikroskopta 200X biiyilitme

11€ GOTUNTHLCTT....eeiiiie e 62
Sekil 4.2. 1.  N-Heterosiklik karben onciillerinin ve kanser ilact olan cisplatin ilacinin
meme, akciger ve kolorektal kanserler tizerindeki etkisi...........ccccvvviunennne. 63
Sekil 4.3.1. 1. Zon gap1 6l¢timii ile B. subtilis bakterisinin zon ¢ap1 6l¢iim sonuglari........ 64
Sekil 4.3.2. 1. Zon gap1 6l¢timii ile E. coli bakterisinin zon ¢ap1 6l¢tim sonuglari ............. 64
Sekil 4.4. 1. pBR322 plazmiti ile tuzlarin etkilesiminin agaroz jel ile goriintiileri.......... 65
Sekil 4.5.1. 2. Asetilkolinesteraz enziminin fenilboronik asit fonksiyonelli n-heterosiklik karben
onciilleri ile inhibisyonunun degerler grafigi. ........c.cccovveviiiiiiiiiiie e 67
Sekil 4.5.2. 2. Asetilkolinesteraz enziminin fenilboronik asit fonksiyonelli n-heterosiklik karben
onciilleri ile inhibisyonunun degerler grafigi. .........ccoccovvviiiiiiniennee e 68

viii



CIZELGELER DiZiNi

Cizelge 4.5.1. 2. Ksantin Oksidaz enziminin fenilboronik asit fonksiyonelli n-heterosiklik karben

onciilleri ile inhibisyonunun (pg/mL) cinsinden degerleri. ........cccovvvririieniennennen 66
Cizelge 4.5.2. 2. Asetilkolinesteraz enziminin fenilboronik asit fonksiyonelli n-heterosiklik karben
onciilleri ile inhibisyonunun (pg/mL) cinsinden degerleri. ..o, 68



la
1b
1c
1d
le
1f
DMSO :
FTIR
H202
PBS
EtBr
MTT
FDA
DMEM
FBS
HMA
TAE
LB
EDTA:
RPM
NHC
e.n.
NMR
°C
ng
pL
MCF-7:
A549

SEMBOLLER VE KISALTMALAR

: 1-(3-boronobenzil)-3-metilbenzimidazolyum bromiir

: 1-(3-boronobenzil)-3-ctilbenzimidazolyum bromiir

: 1-(3-boronobenzil)-3-benzilbenzimidazolyum bromiir

: 1-(3-boronobenzil)-3-(4-metilbenzil)benzimidazolyum bromiir

: 1-(3-boronobenzil)-3-(2,4,6-trimetilbenzil)benzimidazolyum bromiir

: 1-(3-boronobenzil)-3-(2,3,5,6-tetrametilbenzil )benzimidazolyum bromiir

Dimetil Sulfoksit

: Fourier Transform Infrared Spektroskopi

: Hidrojen Peroksit

: Fosfat Tampon Cozeltisi

: Etidyum Bromdir

: 3-[4,5-Dimetiltiyazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolyum bromiir

: Amerikan Gida ve flag Dairesi

: Dulbecco's Modified Eagle Medium

: Fetal Bovine Serum
. Yiiksek Erime Dereceli Agaroz
: Tris Asetat EDTA

: Luria Bertani Besiyeri

Etilen Diamin Tetra Asetik Asit

: Dakikada Devir Sayis1

- N-Heterosiklik Karben

: Erime Noktas1

: Niikleer Manyetik Rezonans
: Celcius

: Mikrogram

: Mikrolitre

Homo sapiens Meme Kanser Hiicresi

: Homo sapiens Epitel Akciger Kanseri Hiicresi

HCT116: Homo sapiens Kalinbagirsak Kanser Hiicresi

BS :
EC :
Cis :

Bacillus subtilis
Escherichia coli

Cisplatin
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N-heterosiklik karbenler (NHC), singlet karbenlerden olusan ve icerisinde azot
atomu bulunduran heterosiklik bilesiklerdir. Bu tezde boronik asit fonksiyonel grubu i¢eren
benzimidazolyum tuzlarimin sentezi, karakterizasyonu, antikanser, genotoksisite,
antibakteriyel ve enzim inhibisyonu 6zellikleri arastirilmistir

Calisma kapsaminda meta-fenilboronik asit siibstitiientli benzimidazolyum tuzlari
(1a-f) sentezlenmistir. Sentezlenen tuzlarin MCF-7 Hiicre Hatt1 {izerinde la-f tuzlarinin ve
cisplatin ilact i¢in ICsp pg/mL degerleri sirasiyla 37.40+1.70, 54.17+2.77, 29.5743.04,
32.27+4.24, 29.90+2,89, 38.97+2.44 ve 82.02+6.19 olarak bulunmustur. A549 Hiicre Hatti
tizerinde ise la-f tuzlarinin ve cisplatin i¢in ICsp pg/mL degerleri sirasiyla 38.83£3.17,
51.17+£5.84, 17.14+3.72, 31.86+3.53, 29.24+2.86, 24.18+3.99 ve 91.31+3.65 olarak tespit
edilmigtir. HCT116 Hiicre Hatti i¢in 1a-f tuzlarmin ve cisplatin igin ICso pg/mL degerleri
sirastyla 29.20+2.33, 52.78+2.22, 34.29+1.97, 30.42+4.52, 15.31+3.81, 36.04+1.38 ve
106.57+6.77 olarak bulunmustur. Genotoksik ¢aligmalarda pBR322 plazmiti iizerinde artan
konsantrasyona ragmen bir etkisi goriilmemistir. B. subtilis ve E. coli bakterilerinde standart
antibiyotiklerle karsilastirilabilir diizey oldiirticii etki géstermemistir. Enzim inhibisyonu
testinde la-f tuzlarinin ve allopurinol i¢in ICsp pg/mL degerleri sirasiyla 1.062+0.038,
1.226+0.021, 0.761+0.024, 0.811+0.033, 0.637+0.011, 0.591+0.016 ve 1.685+0.051 olarak
bulunmus olup ksantin oksidaz enzimine allopurinolden daha fazla inhibisyon etkisinin
olabilecegi tespit edilmistir. Asetilkolinesteraz enzimine ise donepezilden daha fazla
inhibisyon 6zelligi gdostermis ve bu degerler 1la-f tuzlarmin ve donepezil ilaci i¢in ICsp
ug/mL degeri sirasiyla 0.861+0.045, 1.088+0.049, 0.976+0.058, 0.862+0.033, 0.903+0.011,
1.029+0.089 ve 3.172+0.661 olarak bulunmustur.

Sonug olarak boronik asit fonksiyonelli NHC onciillerinin biyolojik olarak aktif
bilesikler oldugu ve 6zellikle enzim inhibisyonlar1 yolu ile hiicreler {izerinde biyolojik olarak
aktivite sergiledikleri tespit edilmistir.

Anahtar kelimeler: Antikanser, Fenilboronik Asit, Enzim inhibisyonu, Genotoksisite, NHC
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N-heterocyclic carbenes (NHC) are heterocyclic compounds consisting of singlet
carbenes and containing nitrogen atoms. In this thesis, the synthesis, characterization,
determination of anticancer, genotoxicity, antibacterial and enzyme inhibition properties of
benzimidazolium salts bearining phenylboronic acid functional group were investigated.

Within the scope of the study, benzimidazolium salts (1a-f) with meta-phenylboronic
acid substituted were synthesized. The ICsp ug/mL values of the synthesized for the la-f
salts on the breast cancer cell line MCF-7 and for the cisplatin drug were measured
37.40+1.70, 54.17+2.77, 29.57+3.04, 32.27+4.24, 29.90+2,89, 38.97+2.44 and 82.02+6.19,
respectively. On the lung cancer cell line A549, the ICso pg/mL values of la-f salts and
cisplatin were determined as 38.834+3.17, 51.17+5.84, 17.14+3.72, 31.86+3.53, 29.24+2.86,
24.1843.99 and 91.31+£3.65, respectively. The ICso pg/mL values of salts 1a-f for colon
cancer HCT116 cell line and for cisplatin were 29.20+£2.33, 52.78+2.22, 34.29+1.97,
30.42+4.52, 15.31+3.81, 36.04+1.38 and 106.57+6.77, respectively. In genotoxic studies, no
effect was observed on the pPBR322 plasmid despite increasing concentration. It did not show
comparable effect with standard antibiotic on B. subtilis and E. coli bacteria. In the enzyme
inhibition test, the 1Cso pg/mL values of salts la-f and for allopurinol were found as
1.062+0.038, 1.226+0.021, 0.761+0.024, 0.811+0.033, 0.637+0.011, 0.591+0.016 and
1.685+0.051, respectively. It showed more inhibition of acetylcholine esterase enzyme than
donepezil, and these values of ICsg pg/mL for la-f salts and donepezil drug were
0.861+0.045, 1.088+0.049, 0.976:+0.058, 0.862+0.033, 0.903+0.011, 1.029+0.089 and
3.172+0.661, respectively.

As a result, it has been determined that phenylboronic acid functionalized NHC
precursors are biologically active compounds and exhibit biological activity on cells,
especially through enzyme inhibitions.

Keywords: Anticancer, Phenylboronic Acid, Enzyme Inhibition, Genotoxicity, NHC
Xii



1. GIRIS

NHC’ler son yillarda biyolojik aktivitesi ile dikkat ¢eken onemli yapilardir. NHC-
metal komplekslerinin fenilboronik asit islevsel grupla farkli siibtitiientlerle sentezlenmesi
ve biyolojik 6zelliklerin incelenerek ila¢ etken maddesi olabilecek yapilarin ortaya konmasi
calismanin konusunu olusturmaktadir. NHC’ler her bir azot atomu iizerinde iki tane
stibstitlient ile olusturdugu wingtip (kanat ucu) tipi imidazol iskeletine sahiptir. Koni bi¢imli
fosfinlerle karsilastirildiginda ¢ogu NHC (planar), kama seklinde diizlemseldir. Fosfin
komplekslerinde, ligand diizleminin asag1 ve yukarisindaki metalin sterik olarak korunmasi
bazen yetersizdir. Fakat imidazol halkasi tizerindeki hacimli siibstitiiyentler 6nemli dl¢iide

NHC’nin sterik hacmini artirabilmektedir.

Ilag etken maddesi 6zelligine sahip molekiillerin sentezi her gecen giin artarak devam
eden bir ¢aligma alanidir. Bu anlamda NHC onciilleri ve onlarin metal kompleksleri yogun
ilgi gérmektedir. Ayrica iilkemizden bol miktarda ¢ikarilan oldukca 6nemli bir element olan
bor elementi tiirevlerinin bir¢ok alanda uygulanmasi kapsaminda bor tiirevli bilesiklerinin
biyolojik aktivitelerinin detayli incelenmesi fayda saglayabilmektedir. Bilimsel yayinlardan
destekle boronik asit fonksiyonel uca sahip metal-NHC kompleksleri ve bunlarin biyolojik
uygulamalari oldukea kisith ¢alisilmistir. NHC’ler, singlet karbenlerden olusan ve igerisinde
azot atomu bulunduran heterosiklik bilesiklerdir. NHC’ler elektronik ve sterik olarak
ayarlanabildiginden periyodik tabloda yer alan geg¢is metallerinin neredeyse tamamu ile
kompleks olusturabilmektedirler. NHC'lerin sentez kolayligi, islevsellestirilmesi,
1zolasyonunun basitligi ve ¢ok ¢esitli sert/yumusak metal iyonlariyla komplekslesmesindeki
basarisi, NHC'lerinin dnemini artirmaktadir. Ayrica metal-NHC komplekslerinin medikal
uygulamalari son yillarda 6nemli ilgi odag: haline gelmistir. Medikal 6nemi mevcut ilag
etken maddesi olabilecek komplekslerin sentezi ve biyolojik 6zelliklerinin ortaya konmasi
ilag gelistirme ¢alismalar1 agisindan biiyilk 6nem arz etmektedir. Bu baglamda biyolojik
etkinligi yiiksek ve yan etkileri diisiik ilaglarin gelistirilmesi hala ¢ok 6nemli bir ¢aligsma
alanidir. Bu nedenle, ¢alismada son yillarda biyolojik aktivitesi ile dikkat ceken NHC-metal
komplekslerinin fenilboronik asit fonksiyonel gruplu bilesiklerin sentezlenmesi ve ayrintili

biyolojik 6zelliklerinin incelenmesi asil amacimizi olusturmaktadir.

Ilag kesfi agisindan, boronik asitlerin tibbi kimya cabalarina dahil edilmesi, son
yillarda istikrarli bir artis gdstermistir. Gida ve Ilag Dairesi (FDA) ve Kanada Saglik

Bakanlig1 simdiye kadar, ti¢li son dort yilda onaylanmis olmakla beraber, diger ilaglar ise
1



klinik deneylerde olan bes boronik asit ilacin1 onaylamistir. Boronik asitler, potansiyel
olarak ilaclarin potansiyelini arttirmak ve farmakokinetik profillerini gelistirmek dahil
olmak iizere artan kullanimlarina yol agan birkag¢ arzu edilen 6zellige sahiptir. Bu ¢alisma,
boronik asit ilaglarinin kesif siireclerine katki saglamaktadir. Dogal {iriinlerde ve mevcut
ilaclarda kisa bir bor kapsami ile baslar, ardindan boronik asit katilimi igin ¢esitli
rasyonalizasyonlar ve bunlarin organik bilesiklere eklenmesini kolaylagtirmaya odaklanan

sentetik gelismeler iizerine bir arastirma yapilir.

Bu ¢alismada, ilag etken maddesi olma 6zelligi tasiyabilecek meta-fenilboronik asit
siibstitiientli benzimidazolyum tuzlariin (1a-f) sentezi ve *H NMR, 3C NMR ve FTIR ile
karakterizasyon islemleri gerceklestirilmistir. Daha sonra bilesiklerin detayli biyolojik
ozelliklerinin belirlenmesi i¢in; enzim inhibisyon kapsaminda ksantin oksidaz ve asetilkolin
esteraz enzimleri, DNA etkilesim ozelliklerinin belirlenmesi kapsaminda elektroforetik
yontem, antikanser oOzelliklerinin belirlenmesi igin MTT testi ve antimikrobiyal

ozelliklerinin belirlenmesi i¢in ise disk diflizyon metotlar1 kullanilmistir.

Sonug olarak, bu tez ¢alismasi lilkemiz acisindan onemli olan bor tiirevli ilag etken
madde Ozelligine sahip bilesiklerin ortaya konmasi agisinda oldukca Onemli olacagi

distiniilmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Karbenler

Degerlik kabugunda alt1 elektron bulunduran karbon atomuyla, iki radikal gruba
kovalent bag ile baglanan nétral tiirlere karben denir. Karbenler yiiksek enerjili, reaktif ve
kisa 6miirlii ara trtinlerdir. Temel halde iki farkli spinli, iki tiir karben bulunmaktadir. Bunlar
singlet ve triplet karbenlerdir (Matzingerand ve dig., 1995). Bu radikal gruplara baglanacak
lingandlarin gesitlerine gére singlet veya triplet yapilara doniisebilirler. Ornegin radikal
gruplara azot, oksijen veya kiikiirt atomlarinin baglanmalariyla singlet yap1 olusurken, yapisi

CnH2n+1 olan alkil gibi ligandlar baglanmasiyla triplet yapilar olusur.
2.1.1. Singlet Karben

Singlet karben, merkez atomu olan karbonun iki bos p orbitalinin herhangi birinde
iki elektronun ters spinli yerlesmesiyle olusan karben tiiriine denir. Bu karbenler sp?

hibritlesmesi yaparak tiggen geometriye sahiptirler.
2.1.2. Triplet Karben

Triplet karben, merkez atomu olan karbonun iki bos p orbitalinde iki elektronun ayn
spinde yerlesmesiyle olusan karben tiiriine denir. Bu karbenler sp hibritlesmesi yaparak

dogrusal geometriye sahiptirler.
2.1.3. N-Heterosiklik Karbenler

Heterosiklik, halkasal yapidaki organik bir bilesigin en az bir atomumun azot, oksijen
veya kiiklirt gibi karbon disinda bir atomu igermesiyle olusan duruma denir. Boyle
bilesiklerde azot atomlar1 bulunursa NHC’ler- olusmaktadir. NHC’lerde bulunan karben
karbon atomuna bagli iki azot atomu tizerindeki birer elektron ¢ifti karben karbon atomunun
bos p orbitaline gecerek, karben karbon atomunun elektron kararliligin1 tamamlayarak daha
kararli bir hale getirir. NHC’ler bu sebeple diger karbenlere gére daha stabildir. Metallerle
kompleks olusturma o6zellikleri oldukca yiiksektir. NHC’ler; karben karbonunun radikal
bolgelerine bagl olan azot atomlar ile iki tane sigma bag1 yapmis ve sp? orbitalinde bir

elektron ¢iftinin sp? hibritlesmesine ugramis karben yapilaridir (Nyulaszi ve dig., 1998).



2.2. imidazol Tiirevleri, Benzimidazol ve Kullanim Alanlar:

Imidazol, C3N2H4 formiiliine sahip organik halkasal bir bilesiktir. Suda ¢oziiniir,
hafif alkali bir ¢ozelti iireten beyaz veya renksiz bir katidir. Bu halka sistemi, histamin gibi
onemli biyolojik yap1 taglarinda bulunur. Bazi antifungal ilaglar, nitroimidazol serisi
antibiyotikler ve yatistirict gibi birgok ilag imidazol halkasi igerir. Bir pirimidin halkasina
kaynastiginda, dogada en sik karsilasilmis nitrojen iceren heterosiklik olan bir piirini

olusturur. "Imidazol" ismi, 1887 yilinda Alman kimyager Arthur Rudolf Hantzsch tarafindan

9

Sekil 2.2. 1: Imidazol bilesigi temel yapis1

bu yapiya verilmistir.

2.2.1. Benzimidazoller

Benzimidazoller imidazol bilesiklerine benzen halkasinin azotlardan uzak
konumdaki ¢ift bagin kirilmasiyla baglanarak olusur. Bu aromatik yapi insan saglig
calismalarinda sikca giindeme gelmis olup antikanser calismalarinda sik¢a kullanilmastir.
Literatiirde benzimidazol bilesiginin antikanser calismalari bulunmakla birlikte ¢esitli

karben Onciilleri, tuzlar1 ve kompleksleri ile ¢ok sayida literatiire ¢caligma katmaistir.

H
N>
N
Sekil 2.2.1. 1: Benzimidazol bilesigi temel yapisi

2.2.2. Diger imidazol Yapilar1 ve Kullamildig: Alanlar

Heterosiklik bilesikler yapilar1 bakimindan, fiziksel, kimyasal ve farkli biyolojik
ozellikleri olan zengin ¢esitli yapilardir. (Balaban ve dig., 2004). Biyokimyada, biyolojik
olarak aktif ilag¢larin tasarlanmasinda, ana iskelet olarak sik¢a kullanilmaktadir (Neochoritis
ve dig., 2008). Bir heterosiklik bilesik yapisinda olan imidazol, biyolojik olarak aktif olarak
bilinen birgok kimyasal yapida bulunur (Blakeney ve dig., 2007). imidazol, ilag tasarlamada

aktiviteden sorumlu temel yap1 olarak diisiintiliir ve tiirevlendirilir (Xu ve dig., 2006.)



H3C CHj;

Sekil 2.2.2. 1: Lepidilin A bilesiginin yapisi

H3;C CHj;

Sekil 2.2.2. 2: Lepidilin B bilesiginin yapis1
Lepidilin A ve B gibi biiyilik gruplar tasiyan imidazoller bir¢ok insan kanser hiicre
tipine kars1 mikromolar diizeyde sitotoksisite gosterir (Cui ve dig., 2003). Lepidium meyenii

bitkisinden sik¢a elde edilebilinen, imidazol yapis1 icermekle birlikte mesane kanseri iizerine yapilan

caligmalarda etkili rol oynamistir (Korkmaz ve Bilal, 2014).

N

A

N

OH

Sekil 2.2.2. 3: Metronidazol bilesiginin yapisi

Metronidazol antimikrobiyal aktivitesi ile sik¢a kullanilmasi yansira uzun siireli
kullanimlarinda mutajenik etki gostermesiyle bilinir. Bu mutajenik etkinin kansere yol agtig1
lizerine calismalar yapilmaktadir. Ileri diizey bakteriyel enfeksiyonlarda kullanilmaktadir

(Trujillo ve dig., 1989).
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Sekil 2.2.2. 4: Klotrimazol bilesiginin yapisi

Klotrimazol, mantar 6nleyici antifungal bir ilagtir. Vajinal mantar enfeksiyonlari,
oral pamukcuk, ayak mantar1 ve kasik mantar1 dahil olmak {izere sa¢ dokiilmelerine sebep
olan sagkiran tiirlerini tedavi etmek i¢in kullanilir. Oral yoldan alinabilecegi gibi krem olarak
stiriilebilir. Bu imidazol ¢esidi mantarin hiicre zar1 yapisini bozarak calisir (Zancan ve dig.,

2007).
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Sekil 2.2.2. 5: Dakarbazin bilesiginin yapisi

Dakarbazin, kemoterapi ilacidir. Metastatik kanser hiicrelerinin boliinme sirasinda,
DNA’nin metillenmis bolgelerini birbirine baglayarak hiicrenin boliinmesini 6nlemekle
birlikte Oliimiinii de kolaylastirir. Yan etkileri olmakla birlikte saglikli hiicrelerin
boliinmesini de dnlemektedir. Fakat kanser hiicreleri saglikli hiicrelerden daha hizli boliinme
gecirdiklerinden metillenmis DNA bolgelerinin ortaya ¢ikmasi ve yapismasi daha sik

olmaktadir (Fazeny-Dérner ve dig., 2003).
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Sekil 2.2.2. 6: Azatiyoprin bilesiginin yapisi
Azatioprin, bagisiklik sistemini baskilayan bir ilagtir. Romatoid artrit, polianjiitli
graniilomatoz, Crohn hastaligi, iilseratif kolit ve sistemik lupus eritematozus ve bobrek
nakilleri gibi organ nakillerinde viicudun organ1 kabul etmesi igin kullanilir. Uluslararasi
Kanser Aragtirmalar1 Ajansi tarafindan 1. grup kanserojen (insanlar i¢in kanserojen) olarak
listelenmistir. Oral yoldan veya damar igine enjekte ederek uygulanabilinir (Krezel, 1998).

N

Sekil 2.2.2. 7: Zoledronik Asit bilesiginin yapisi

Zoledronik Asit, kemik hastaliklarinda sik¢a kullanilmaktadir. Bunlara osteoporoz,
kansere bagl yiiksek kan kalsiyumu, kansere bagli kemik yikimi, paget kemik hastaligi ve
Duchenne kas distrofisi (DMD) dahildir. Bobrek sorunlarina yol agmaktadir. Kemik
hiicrelerini pargalayan osteokast hiicrelerinin inhibe edilmesiyle kemik hasarint onler.

Damar i¢ine enjeksiyon yoluyla verilir (Kotteas ve dig., 2008) .
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Sekil 2.2.2. 8: Tipifarnib bilesginin yapisi

Tipifarnib bir farnesiltransferaz inhibitoriidiir. Farnesiltransferaz inhibitorleri,
CAAX kuyruk motifinin prenilasyonunu inhibe ederek farnesiltransferaz enziminin
aktivitesini bloke eder, bu da sonucta RAS'In zara baglanmasini engelleyerek onu inaktif

hale getirir (Haluska ve dig., 2002; Perez-Ruixo ve dig., 2006).

2.3. Bor Elementi ve Boronik Asit

Bor elementine adini bir¢ok dilde benzer olan; Arap¢a Burak veya Fars¢a Burah
dillerinden geldigi diistiniilmektedir. Babilliler bor elementini simyada kullanmuslardir.

Yunanlilar temizlik maddesi olarak kullanmis olup Araplar ilag olarak tiikketmislerdir.

Boronik asitler merkez atomunda bir bor elementi olan iki hidroksi ve bir radikal
grup barindiran asitlere denilmektedir. Boronik asitler, bor atomumun bos orbitalinden
dolay1 zayif asit ozelligi gostermektedir. Bu 6zellik boronik asiti biyolojik olarak cekici
kilmaktadir. Boronik asitin tipta, kimyada ve bircok alanda kullanimi vardir. Ayrica
bozunma sonucu ¢ikan {iriin orto borik asit olup dogaya zarar1 bulunmamaktadir. Suda
¢Oziinebilen boronik asitin toksik etkisi bilinmekle birlikte diisiik miktar1 viicuttan idrar ile
atilmaktadir. ik boronik asit igeren kemoterapi ilac1 Velcade ismi ile piyasaya ¢ikmis etken
maddesi Bortezomib’tir. Bor tiirevli diger bilesikler ise tli¢ radikal gruba sahip olan boran,
iki radikal gruba sahip olan borinik asit, {ic hidroksi grubuna sahip olan borik asit, dort
radikal gruba sahip olup eksi yiikle yiiklenmis olan tetraborat, boronik asitte bulunan
hidroksilerin hidrojenlerinin yerine radikal grup baglanmasiyla boronik ester ve oksijen ve
bor elementlerinin tigerli sekilde halkasal yapida baglanip bor elementine bagl {i¢ radikal

grubun baglanmasina siklik boronik anhidrit ad1 verilir (Moseman, 1994).



2.3.1. Boronik Asit Iceren la¢ Cesitleri

Boronik asit i¢eren bilesiklerin ¢ok yonlii olmas1 onu medikal alanda uygulama ic¢in
en ¢ok calisma yapilan fonksiyonel gruplardan birisi yapmistir. Giiniimiizde boronik asit
iceren ilag tiirleri mevcuttur. Boronik asit igceren bortezomib ve ixazomib, antikanser
calismalarinda kullanilmaktadir (Richardson, ve dig., 2008; Kumar, ve dig., 2017). Boronik
asit antibakteriyel ilaglarin gelistirilmesinde de yer almistir. Boromisin, Vaborbaktam ve
GSK3036656 bilesikleri antibakteriyel alanda bilinen boronik asit igeren bilesiklerdir (Chen,
ve dig., 1981; Tenero, ve dig., 2019; Lee, ve dig., 2019). Sitma ilac1 olarak etki gosteren
aplasmomisin, boronik asit i¢eren bir anti plazmodyum ilag¢ tiiriidiir. Antifungal 6zellik
gosteren tavaborol bilesigi ise son yillarda mantar kdkenli enfeksiyonlarin tedavilerinde
kullanilmaktadir (Jinna, ve dig., 2015). Antikanser 6zelligi ile de bilinen Boromisin ile
GSK2878175 bilesiginin antiviral 6zelliginin de oldugu goriilmiis olup faz calismalar
devam etmektedir (Chong, ve dig., 2019). Cesitli hastaliklarin yan etkisi olan inflamasyonun

(iltihaplanma) tedavisinde krisaborol bilesigi kullanilmaktadir (Livermore, ve dig., 2013).
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Sekil 2.3.1. 1. Boromisin bilesiginin yapisi

Boromisin, bakteriyosidal bir polieter-makrolid antibiyotiktir. Baslangicta

Streptomyces antibioticus'tan izole edildi ve bor elementini igerdigi bulunan ilk dogal iiriin
9



olmasiyla dikkat ¢ekmektedir (Chen, ve dig., 1981). Cogu Gram pozitif bakteriye karsi
etkilidir, ancak Gram negatif bakterilere kars1 etkisizdir. Boromisin, sitoplazmik membrani
olumsuz etkileyerek bakterileri 6ldiiriir ve hiicreden potasyum iyonlarinin kaybina neden
olur. Anti-HIV aktivitesi, son ¢alismalar, boromisinin gii¢lii bir anti-HIV aktivitesine sahip
oldugunu gostermistir (Kohno, ve dig., 1996). Klinik olarak izole edilmis HIV-1 susunun
yani sira kiiltiirlenmis susun in vitro replikasyonunu giiclii bir sekilde inhibe ettigi bulundu

(Moreira, ve dig., 2016).

Sekil 2.3.1. 2. Aplasmomisin bilesiginin yapisi

Streptomyces griseus'tan izole edilen ve anti-plazmodyum aktivitesi ile adlandirilan
aplasmomisin, yaklagik 10 yil sonra kesfedilmis ve Boromisin'e benzer bir yapiya sahiptir
(Nakamura, ve dig., 1977). Bu iki dogal iiriinde bor, poliollerin kompakt hale gelmesini
saglayan yapisal bir role sahiptir. Bu iki bakteriyel bilesigin, yakin zamanda, mide
kanserinde rol oynayan bakteriler olan Helicobacter pylori'de biyomolekiiler bir yolu inhibe
ettigi bulunmustur (Dembitsky, ve dig., 2011). Aplasmomisin B ve C ve N asetilboromisin
dahil olmak {izere bu iki antibiyotigin tiirevleri de dogal olarak bulunur ve ayrica antibiyotik

aktivitesi sergilemistir (Kane, ve dig., 2006).
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Sekil 2.3.1. 3. Bortezomib bilesginin yapisi

Ik onaylanan Bortezomib, Velcade® adi altinda pazarlannis ve ABD FDA
tarafindan 2005'te ve Health Canada tarafindan 2008'de multiple miyelom tedavisi igin
onaylanmustir. (Richardson, ve dig., 2008). Yapi ilk olarak, hedefle birlikte kristalizasyon
yoluyla niikleofilik treonin tortusuna kovalent olarak baglandigi bulunan peptidik aldehitler
formundaki substrat taklitlerinin incelenmesi yoluyla kesfedilmistir (Adams, ve dig., 2004).
Ancak aldehitler daha sonraki ila¢ gelistirme ¢alismalari i¢in uygun olmadigindan boronik
asit analoglan test edilmis ve yiiksek etki gostermistir (Arkwright, ve dig., 2017). Anti-
kanser aktiviteleri i¢in dnerilen birka¢ mekanizma bildirilmis olsa da ana etki mekanizmasi
protein yikiminin her yerde bulunma yolunu igerir; Bortezomib, tiimor hiicrelerinde
apoptotik proteinlerin bozulmasini bloke eden bir proteazom inhibitériidiir (Chen, ve dig.,
2011). Ortak kristalizasyon caligmalar1 yoluyla, proteazomun aktif bdlgelerindeki
niikleofilik treonin kalintilarinin etkisini bloke ederek, tersine cevrilebilir bir kovalent

inhibitor olarak hareket etmektedir(Groll, ve dig., 2006; Shirley, ve dig., 2016).
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Sekil 2.3.1. 4. Ixazomib bilesiginin yapisi

Bortezomib'e benzer sekilde Ixazomib, multiple miyelomun tedavisi i¢in 2015
yilinda FDA ve 2016 yilinda Health Canada tarafindan onaylanmistir ve ikinci nesil bir
proteazom inhibitoriidiir (Kumar, ve dig., 2017). Velcade® (Bortezomib) su anda haftalik
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enjeksiyonlar halinde uygulandigindan, ilk oral proteazom inhibitoriidiir. Ixazomib,
Bortezomib'e gore daha iyi farmakokinetik 6zelliklere sahip bor igeren proteazom
inhibitorlerinin taranmasindan kesfedilmistir (Muz, ve dig., 2016). Etki mekanizmasinin
Bortezomib'inkiyle neredeyse ayni oldugu bulundu, daha gii¢lii oldugu, olumsuz yan etkilere
daha az egilimli oldugu (daha yiiksek 6zgiilliik) ve hatta tiimorleri Bortezomib'e direng
gelistiren bazi hastalar1 tedavi ettigi bulunmustur(Ludwig, ve dig., 2019). Onaylanmis
olmasma ragmen, Ixazomib ayrica multiple miyelomu tedavi etmek i¢in kombinasyon

tedavilerinin bir pargasi olarak klinik denemeler yapilmaktadir (Markham, ve dig., 2014).
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Sekil 2.3.1. 5. Tavaborol bilesiginin yapisi

Tavaborol, bir mantar enfeksiyonu olan onikomikozu tedavi etmek i¢in 2014 yilinda
ABD FDA tarafindan kiiresel onay almistir (Jinna, ve dig., 2015). Yapis1 ilk olarak benzer
bir anti-bakteriyel borinik esterin yapi-aktivite iligkisi ¢aligmalariyla kesfedilmistir. Birkag
mantar tliriine kars1 test edildiginde, genis spektrumlu antifungal aktiviteye sahip oldugu
bulunmustur (Zhang, ve dig., 2015). Tavaborol'un etki mekanizmasinin mantar Leucyl-
tRNA sentetazinin inhibisyonunu igerdigine, protein sentezini ve dolayistyla mantar
biiylimesini engelledigine yorumlanmaktadir ve mantar Leucyl-tRNA sentetaz i¢in insan
esdegerinden li¢ kat daha segicidir (Plescia, ve dig., 2020). Bor igeren kismin gerekliligi,
karbon yerine bor ikame eden analoglarin test edilmesi ilizerine 50 kat Onleyici aktivite

kaybiyla dogrulanmigtir (Markinson, ve dig., 2018).
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Sekil 2.3.1. 6. Krisaborol bilesiginin yapisi

Krisaborol, hafifila orta dereceli egzamayi tedavi etmek i¢in 2016 yilinda ABD FDA
ve Kanada Saglik Bakanligi tarafindan 2018 yilinda onaylanmistir (Akama, ve dig., 2009).
Tavaborole'u, her ikisi de anti-inflamatuar yanit yollarinda rol oynayan fosfodiesteraz 4 ve
sitokin salma aktorlerine karst bor iceren bir bilesik kitapliginin taranmasi yoluyla

kesfedenle ayn1 arastirma grubu tarafindan kesfedilmistir (Livermore, ve dig., 2013).
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Sekil 2.3.1. 7. Vaborbaktam bilesiginin yapisi

Vabomere™, bakteriyel enfeksiyonlar tedavi etmek i¢in 2017 yilinda ABD FDA ve
Health Canada tarafindan onaylanan bir kombinasyon ilacidir (Lee, ve dig., 2019). Bir B-
laktamaz inhibitorii olan Vaborbaktam ve bir bakteri hiicre duvari sentezi inhibitorii olan
Meropenem igerir. Vaborbaktam bir antibakteriyel olmasa da B-laktamazlar tarafindan
hidrolizini 6nlemek igin karbapenem, meropenem ile kombinasyon halinde uygulanir. Kesfi
acisindan, boronik asitlerin, katalitik serin kalintilar1 ile tersinir kovalent baglar1 sayesinde
giiclii B-laktamaz inhibitorleri oldugu bilinmektedir (Beesley, ve dig., 1983). Bu nedenle
Vaborbaktam, bilinen ¢esitli aktif analoglarin yap1 bazli modifikasyonlari ile tasarlanmigtir.
Tersinir bir kovalent inhibitér olmas1 amaglanmis olup ve kristalografi calismalari, katalitik
serin ile kovalent komplekslesmesini dogrulanmistir. Ayrica, arastirmacilar, daha esnek
substratlar ile dogal serin proteazlarin daha kiiciik aktif bolgelerine uymayan bir siklik
borinik asidin dahil edilmesi yoluyla diger memeli serin proteazlari iizerinde seciciligi

basarili bir sekilde indiiklenmistir (Hecker, ve dig., 2015).

13



OH

Sekil 2.3.1. 8. GSK3036656 bilesiginin yapist

Bagka bir benzoksaborol bilesigi olan GSK3036656, Tiiberkiiloz enfeksiyonlarinin
tedavisi i¢in bir 16siltRNA sentetaz inhibitoriidiir; tRNA'nin Ade76'sina baglanan ve RNA
sentezini dnleyen tersine gevrilebilir kovalent bir inhibitor olarak tasarlanmistir (Tenero, ve
dig., 2019). Yapisi, direng gelisimi nedeniyle Faz II'de basarisiz olan GSK2251052 veya
AN3365'in degistirilmis bir versiyonudur (Li, ve dig., 2017). Bir SAR g¢alismasi, insan
homologuna gore bakteriyel 16sil-tRNA sentetaz icin segicilik gosteren, olumlu
farmakokinetik 6zelliklere sahip gii¢lii bir inhibitor olan GSK3036656'y1 {iretti. Bu bilesik
su anda Tiberkiiloz i¢in Faz II ¢alismalarindadir (Monteferrante, ve dig., 2016).
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Sekil 2.3.1. 9. GSK2878175 bilesiginin yapisi

Bir antiviral bilesik olan GSK2878175, Hepatit C virlisi RNA polimeraz NS5B
enzimini hedefleyen bir kombinasyon tedavisi olarak Faz Il Kklinik denemelerini
tamamlamigtir.  Tasarimi, basarisiz  bir klinik adaymm metabolik  profilinin
optimizasyonlarindan kaynaklanmistir. Birkag tur yapisal modifikasyondan sonra, in vitro
ve hiicresel analizleri GSK2878175'"in giiglii aktivitesini dogrulamis ve in vivo galismalar

tistiin farmakokinetik profilini dogrulamistir (Chong, ve dig., 2019).

2.4. Hiicre Metabolizmasi Uzerinde Etkin Noktalar

Her {retilen bilesik, beklenenden farkli etki gosterebilir. Bu etki hiicreyi
Oldiirebilecegi gibi, metabolizmasini hizlandiracak etkilere de sahip olabilir. Hatta hiicre
metabolizmasina etki etmeyebilir. ilag amagh gelistirilen bir bilesigin dncelikle sitotoksik

ve genotoksik etkileri dl¢tilmelidir.
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2.4.1. Hiicre Apoptozu ve Enzim inhibisyonu

Programlanmis hiicre 6limii veya apoptoz siireci genellikle farkli morfolojik
Ozellikler ve enerjiye bagli biyokimyasal mekanizmalarla karakterize edilir. Apoptoz,
normal hiicre dongiisii, bagisiklik sisteminin diizgiin gelisimi ve isleyisi, hormona baglh
atrofi, embriyonik gelisim ve kimyasal kaynakli hiicre 6liimii gibi cesitli siireglerin 6nemli
rol oynar. Apoptoz, genotoksik stres gibi hiicre iginden gelen sinyaller veya ligandlarin hiicre
yiizeyi Olim reseptorlerine baglanmasi gibi hiicre disi kaynakli sinyaller tarafindan
tetiklenebilir. Uygun olmayan apoptoz (¢ok az veya ¢ok fazla) norodejeneratif hastaliklar,
otoimmiin bozukluklar ve birgok kanser tiirli dahil olmak {izere bir¢ok hastalikta 6nemli rol
oynamaktadir. Bu nedenle aragtirmalar, hiicre dongiisii mekanizmasinin aydinlatilmasina ve
apoptozu kontrol eden sinyal yollarina odaklanmaya devam etmektedir (Elmore., 2019;
Pistritto, ve dig., 2016). Apoptotik hiicre 6liimii mekanizmasindaki kuralsizlik, kanserin
ayirt edici ozellikleridir. Apoptoz sadece tiimor gelisimi ve ilerlemesinden degil, ayni
zamanda tedavilere karsi tiimor direncinden de sorumludur. Su anda klinik onkolojide
kullanilan ¢ogu antikanser ilaci, kanser hiicresi Oliimiinii tetiklemek icin bozulmamis
apoptotik sinyal yollarindan yararlanir. Bu nedenle, 6liim yollarindaki kusurlar ilag direncine
neden olabilir ve bu nedenle tedavilerin etkinligini sinirlayabilir (Wong., 2011; Pistritto, ve
dig., 2016).

Enzim inhibisyonu, enzimlerin aktivitesini azaltilmas1 veya durdurulmasi olayidir.
Enzimler inhibe edildiklerinde, enzimin katalizledigi reaksiyonlarin hizlar1 da diiser. Enzim
inhibisyon ¢esitleri; doniisiimlii inhibisyon, doniisiimsiiz inhibisyon, allosteric inhibisyon ve
geri besleme inhibisyon olarak dort ¢esittir. Doniisiimlii inhibisyonlar; yarigmali, yarismasiz,
yar1 yarismali ve lineer karisik tip inhibisyonu olarak da dorde ayrilmaktadir. Doniisiimsiiz
inhibisyonda inhibitdr enzime kovalent baglar ile baglanir. Dontisiimlii inhibisyonda ise,
inhibitor yapisal olarak substrata benzerliginden, enzim tarafindan kolayca yakalanir. Boyle
bir durumda inhibitor, substrat ile yarisir buna yarismali inhibisyon denir. Yarismasiz
inhibisyonda ise inhibitér enzime aktif bolge disindan baglanir. Yar1 yarigmalida ise
inhibitor sadece enzim substrat kompleksine baglanir. Kanser ilaglar1 genellikle hiicrelerin
boliinmesi i¢in gerekli reaksiyonu saglayan enzimi inhibe ederek boliinmeyi durdurur.
Asetilsalisilik asit, agr ile ilgili enzim reaksiyonlarini inhibe ederek agriy1 durdurur. Birgok
bocek ilact ve zehirler de enzim inhibisyonu amaciyla gelistirilmistir. Birgok antibiyotik ise
bakteri ribozomunun protein sentezini durdurarak veya peptidoglikan tabakasinin iiretimini
inhibe ederek yeni hiicre olusumunu engellemektedir.
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Tiyorekdoksin rediiktaz hiicrenin kendi kendini 6liimiinii engelleyen, tiyoredoksinin
proteininin redoks tepkimeleriyle indirgenmesinden sorumludur. Bu proteinler sistein-tiyol
disiilfit degisimi yapar ve indirgeyici antioksidan davranisi sergiler (Holmgren ve dig. 2010).
Tiyoredoksin Rediiktaz enzimi ile etkilesime girer ve tekrar indirgenirler. Bu indirgenme
sonunda proteinler okside halde kalir. Bu sekilde hiicre igin apoptoz sinyali baslatilir ve
hiicrelerde metabolik yolaklar zarara ugratildigindan hiicre ¢ogu zaman kendi kendini

Oldiirmesi yoluyla yok olur. Bu duruma apoptoz adi verilir.

Ozellikle altin bagli karben kompleksleri ¢ok daha kararlilik gstermekle beraber bu
enzimin p53 yolagmi bozarak hiicreyi Oliime siiriikledigi goriilmiistir (Rush ve dig.,
1987,1987).

2.4.2 DNA Mutasyonlari

Canlilarda, DNA’da mutasyonlar sonucu dliimler, yeni hastalik tiirleri, polimorfizm
veya kanser hastalig1 ortaya ¢ikmaktadir. Kemoterapi yolaklarinda ilk niikleik asitler hedef
aliir (Yang ve dig., 1999). En ¢ok kullanilan kanser ilaci Cisplatin olup yan etkileri oldukca
fazladir. DNA’ya baglanabilecek bir bilesik sentezinde ya DNA’nin hidrojen baglarina ya
da sarmalin disindan fosfodiester baglarma baglanmasi hedeflenir. Iki durumda da
transkripsiyon duracagindan, translasyon basamagi yapilmayacaktir (Pizarro ve dig., 2009).
Ornegin cisplatin DNA’nin zayif hidrojen baglarina baglanarak DNA yapisini bozup protein
sentezine dolayli etki etmesi ile bilinir. Bu sekilde hiicrelerin boliinmesi durdurularak

metastaz yapmasi engellenmektedir (Fraval ve dig., 1978; Beck ve dig., 1973).
2.4.3 Reaktif Oksijen Uretimi

Reaktif oksijen tiirleri (ROS), en az bir oksijen atomu ve bir veya daha fazla
eslesmemis elektrona sahip molekiillerdir. Fizyolojik kosullar altinda, aerobik solunum veya
inflamatuar siirecler gibi hiicre siireglerinde 6zellikle hepatositlerde ve makrofajlarda kiigiik
miktarlarda ROS olusur. Reaktif oksijen tiirleri 6ncelikle sinyal molekiilleridir. Ayrica hiicre
farklilasmasin1 ve apoptozu indiikleyerek dogal yaslanma siirecine katkida bulunurlar.
Fizyolojik kosullar altinda, viicuttan serbest radikallerin olusumu ve uzaklastiriimasi

arasinda bir denge vardir (Jakubczyk ve dig., 2020).
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Hiicre i¢inde metabolik yolaklardan iiretilen serbest oksijen radikalleri hiicre i¢in
biiyiik tehlike arz etmektedir. Bu radikaller a¢ik uglu olup herhangi bir hiicre i¢i yapiya
baglanarak yapisini bozabilir. Hatta DNA yapisina baglanarak parcalayabilir ya da
mutasyona ugratabilir. Metal-NHC komplekslerinin kullanim1 sonucunda hiicre i¢i serbest
oksijen radikallerinin olusumundaki yolaklarin aktivitelerini daha c¢ok artarak, hiicre igi
reaktif oksijen radikallerinin artmas1 ve orantili olarak DNA ve protein sentezi hasarlarinin

artmastyla kendi kendini 6ldiirmesiyle sonuglandirmistir (Marzano ve dig., 2009; Gautier ve

dig., 2012).

2.5. Biyolojik Aktivite Testleri

Biyolojik etkinligi yiiksek bilesiklerin degerlendirmesinde sitoksisite, genotoksiste,
DNA baglanma o6zellikleri, antibakteriyel 6zellik ve enzim inhibisyonu yaygin bir sekilde

kullanilmaktadir. Asagida bu testlerle ilgili ayrintili bilgi mevcuttur.
2.5.1. Sitotoksisite ve Genotoksisite Testleri

Gilintimiizde bircok sitotoksisite teknigi vardir. Bunlar arasinda en ¢ok dogruluk pay1
orani, tekrar edilebilirlik ve en az maliyetli olanlar tutunabilmis ve bilim camiasi tarafindan
bilinir olmustur. Bu yontemler arasinda spektrofotometrik dl¢timler en iist siralarda kendine
yer edinmis olup hiicrenin 6liim mekanizmasi arastirilmaktadir (Cook ve Mitchell, 1989).
Sitotoksisite testleri floresans 6zelliklerle incelenebilse de genellikle kolorimetrik yontem
kullanilmaktadir. Bu kolorimetrik yontemlerde tetrazolyum tuz cesitleri kullanilir.
Metabolik aktivite sonrasinda tetrazolyum kendi spesifik iirlin tuzuna doniiserek kendine
0zgii bir renk verir. Bu sayede renk yogunlugunu spektrofotometre cihazi yardimiyla 6lgerek
canlilik iizerinde fikir sahibi olmaya yardimci olunmaktadir. Orneklerin gesitli
konsantrasyonuna maruz kalan hiicrelerin canlilik grafigi dogru oranti, ters oranti, ya da

etkisiz olarak olctilebilinir (Freshney, 2015; Weyermann ve dig, 2005).

2.5.5.1. MTT Testi

Bu test, mikrobiyolog Tim R. Mosmann tarafindan 1983 yilinda gelistirilmistir
(Mosmann, 1983). MTT testi hizli sonug vermesiyle beraber oldukga kolay bir sekilde tekrar
edilebilir. Nicel olarak hiicre canliligt hakkinda bilgi veren sonuglar elde edilir.
Mitokondride bulunan elektron tasima sistemi ve krebs dongiisiine Kkatilan siiksinat

dehidrogenaz odlgiiliir. MTT boyas1 bu enzim tarafindan pargalanarak formazan tuzu elde
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edilir (Liu ve dig, 1997; Vinken ve Blaauboer, 2017). Bu tuzlar hiicre atig1 olarak hiicre
icerisinde kalir ve DMSO yardimiyla hiicre pargalanir (Fotakis ve Timbrell, 2006). Bu
parcalanma ile DMSO igerisinde iyi ¢Ozililen formazan kolaylikla spektrofotometrede
okunabilir. Bu formazan tuzu ¢ozeltileri eflatun mor renkleri ile gozlenir. Hiicre canliligi bu
renklerin yogunlugu ile anlasilir (Denizot ve Lang, 1986; Chapdelaine, 2001; Vellonen ve
dig, 2004; Stockert ve dig, 2012). MTT deneylerinde antikanser, biyouyumluluk,
sitotoksisite gibi deneylerin sonucuna ulasilabilmektedir. Bu deneylerde kullanilan hiicreler
ISO standartlarinda kabul goren; 1929 saglikli fare fibroblasti, MCF-7 insan meme kanseri
sikca kullanilmaktadir. Insanda meme kanserinden sonra kanserin ilk metastaz yaptig1 yer
akciger ve sonraki adimi bagirsak olmaktadir. Bu sebeple antikanser ¢alismalarinda bir siireg

similatorii olarak farkli hiicre hatlarinin denenmesi dogruluk payinin olusmasinda énemlidir.

2.5.5.2. DNA Baglanma Testi

Bu test, biyokimyager Arne W. K. Tiselius tarafindan bulunan agaroz elektroforez
yonteminin gelistirilmesiyle bulunmustur. Bu ydntem sonunda agaroz igerisinde DNA
elektrik akiminda yiiriitiilerek sekillerine veya boyutlarina gore ayrim yapilabilmistir. Nicel
ve nitel gozlemlerin ortak ¢alismasi olan bu deney sonunda uygulanan kimyasalin DNA ile
etkilesiminin olup olmadigi kanisina varilir. Bu deneyde ise bakteri plazmiti olan pBR322
plazmiti kullanilmistir. Bu plazmit 1977 yilinda Hebert Boyer laboratuvarinda gelistirildi.
4361 baz ¢ifti uzunlugundadir ve iki antibiyotige diren¢ geni tagimaktadir. Dogal olarak
bulundugu soliisyonda coil, siliper coil veya halkasal yapida olabilir. Bu da agaroz jel
icerisinde hareket etme Ozglrliigline oldukca ciddi etki etmektedir (Watson, 1988). Bu
yapilan deneyler sonrasinda kullanilan DNA yapisinin halkasal olmasi ve sarmal yapida
olmasindan 6tiirii coil ve siipercoil yapisinin bozulmasina sebep olur. Bazi durumlarda zayif

hidrojen baglarina baglanmasi ile mutasyona sebep olabilmektedirler.
2.5.2. Antibakteriyel Testler

Antibakteriyel testleri, cogunlukla patojen mikroorganizmalarin liremesinin ya da
gelisiminin  engellenmesi i¢in kullanilabilecek antibiyotiklerin ve etki dozlarinin
belirlenmesi amaciyla kullanilmaktadir. Antibakteriyel testleri c¢esitli yontemler ile
yapilabilmektedir. Sik¢a kullanilan bakteriler arasinda Escheria coli ve Bacilius subtilis

vardir.
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E. coli bakterileri memeli kalinbagirsaginda sik¢a bulunmakla birlikte gram negatif
bakteriler sinifindan bir bakteridir. B. subtilis ise gram pozitif bir bakteri olup aerobik ya da
anaerobik olarak goriilebilir. Bu iki bakteri de farkli alt tiirleri ile insan sagligini tehdit

edebilecek potansiyele sahiptir.

2.5.2.1. Disk Difiizyon Metodu

Disk difiizyon (Kirby Bauer Yontemi) bunlar arasinda énemli olanlardan biridir. Bu
yontem yari-sayisal bir metot olmakla beraber seri dillisyon yapilmamas: ve kolay
yorumlanmasi avantajidir. Hassasiyeti diger yontemlere gore biraz diisiiktiir. Bu yontemde
antibiyotik belli dozlarda antibiyotik emdirilmis diskler kullanilmaktadir. Inkiibasyon
sonras1 disk etrafinda olugsan zon degerine bakilarak antibiyotige duyarlilik ya da direng
durumu belirlenir. Sekil 2.5.2.1.1. de goriildiigii gibi diskler besiyeri igeren petri tizerinde

etki ettigi alanin ¢apina bakilmistir.

Sekil 2.5.2.1. 1 Disk Difiizyon Metodunda Inhibisyon Varliginin Anlasilmasi

Sekil 2.5.2.1.1.’de goriildiigii gibi inhibisyon varligi ancak malzemeli diskin alanda
6lime sebep olmasiyla Olgiilebilinir. Burada koyu gri renk bakterilerin yayildig: alani
gosterirken agik gri alan malzemenin 6ldiirdiigli ve bakterilerin yasayamadig alan olarak

tanimlanir.
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Hig 6ldiirme olmasa bile disk yar1 ¢ap1 6lgiilmesi gereklidir. Bu sekilde malzemelerin

antibakteriyel olup olmadig1 yar1 ¢ap dlgiilerek sdylenebilinmektedir (Giirses ve dig., 2021).
2.5.2.2. Gram Pozitif ve Gram Negatif Bakterilerin Farklar:

Sitoplazma .

Huacre Zan

Zarlar arasi _
bosluk '
Peptidoglikan
Tabaka
Dis Zar .

Sekil 2.5.2.2. 1. Gram pozitif ve Gram negatif bakterilerin hiicre zar1 farklari.

Gram-pozitif bakteriler Gram boyama islemi sonunda mor renk veren bakterilerdir. Gram-
negatif bakteriler mikroskop altinda pembe renk verirken, Gram-pozitif bakteriler mor-mavi
renk verirler. Gram siniflandirma sistemi ampiriktir ve daha ¢ok hiicre duvari arasindaki yap1
farklarina dayanir. Gram-negatif bakterilerin pek ¢ogu patojendir. insanlarda hastalik yapma
olasiliklar1 yiiksektir. Bu hastalik yapma yetisi, Gram-negatif hiicre duvarinin bazi

ozelliklerinden, LPS (lipopolisakkarit) iceriginden kaynaklanmaktadir.
2.5.3. Enzim Inhibisyonu Testleri

Organik maddelerin biyokimyasal reaksiyonlariin ¢ogu enzim ad1 verilen proteinler
tarafindan katalize edilir. Bunlar reaksiyona girerler ve degisime ugramadan reaksiyondan
cikarlar. Enzimler, apoenzim ve kofaktor olarak ikiye, kofaktorler esansiyel iyonlar ve
koenzimler olarak ikiye, esansiyel iyonlar aktivatdr iyonlar ve metalloproteinlerin metal
iyonlar olarak ikiye, koenzimler kosubstratlar ve prostetik gruplar olarak ikiye ayrilir.
Enzimler 6 gruba ayrilir bunlar sirasiyla; oksidorediiktazlar, transferazlar, hidrolazlar,
liyazlar, izomerazlar, ligazlardir. Enzimatik aktiviteyi substrat konsantrasyonlari, 1s1, zaman,
pH ve inhibitorler etkilemektedir. Bu inhibitorler ilag sanayisinden silah sanayisine kadar
cesitli yelpazede gelistirilmektedir. Enzim inhibisyonu geri doniisiimlii ve geri doniisiimsiiz
olarak ikiye ayrilir. Geri doniisiimlii inhibisyonda yarismali, yarigmasiz, bagimsiz olarak iice
ayrilir. Yarismalida inhibitor substrat yerine enzime daha hizli baglanarak reaksiyonu inhibe
eder. Yarigsmasizda ise inhibitor substrattan bagimsiz bir sekilde enzime farkli yerden

baglanir. Bagimsizda ise enzim-substrat baginin kurulmus oldugu komplekse baglanir.
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Ote yandan geri doniisiimsiiz inhibisyonda ise enzim inhibitére bir kere baglandiktan
sonra ayrilmayacagindan enzim 6zelligini kalic1 sekilde yitirir (Sweeney, 2001). Bu tezde
kullanilan asetilkolinesteraz ve ksantin oksidaz enziminin inhibitorleri ticari olarak da
satilmaktadir. Alzheimer gibi hastaliklarda asil sebep genetik olmakla birlikte cevresel
faktorlerin de etkisi oldugu bilinmektedir. Bu, alzheimer hastalarinda kisisel bakim ve
giinliik ihtiyaglarin1 yerine getirememe durumlart olan bir beyin hastalifi olup hafiza
kaybiyla ve hastanin bir bilgiyi isleme zorluguyla kendisini belli etmektedir.
Asetilkolinesteraz enzimi asetilkolinleri parcalayarak beyin isleyisini bozmaktadir.
Asetilkolin sinir-kas ikilisinin arasindaki uyari akigin1 saglamasiyla gorevlidir. Asetilkolin
cok biriktiginde parkinson hastalii, yetersizliginde ise alzheimer gibi hastaliklar sikca
goriilmektedir. Asetilkolinesteraz enziminin inhibitorii olarak bilinen alzheimer ilaglarinin
yaygin olarak kullanilan etken maddeleri ise sunlardir: Takrin, donapezil, rivastigmin, ve
galantamindir. Ksantin oksidaz enzimi ksantin yaninda piirin yikimindan da goérevlidir. Bu
yikimlar sonucunda hidrojen peroksit agiga c¢ikar ve bu durum hiicre yaslanmasini
hizlandirir. Ksantini iirik asite doniistiiriir. Bu esnada oksijen de siiperoksite dontistiiriilerek
hiicre i¢i oksidatif hasara sebep olur. Kofaktor olarak molibden, siit ve siit iirlinlerinde ¢ok¢a
bulunmaktadir. Bu da iirik asitle iliskili olan gut hastaliginda kullanilan allopurinol ilacinin
ksantin oksidaz enziminin inhibisyonu ile iligkili oldugunu gostermektedir. Bir baska ilag
ise febuxostat maddesidir.

Farkli enzimleri hedef alan literatiirde inhibisyon c¢aligsmalari mevcuttur. Bu
inhibisyon calismarinda DNA Giraz, ve Monoamin Oksidaz gibi enzimler kullanilmistir.
DNA Giraz enzimi DNA’nin tersiyer yapisinin olusmasinda rol alan topoizomeraz sinifi
enzimdir. Topoizomeraz 2 olarak da bilinir. Yeni bir DNA seridinin sentezi tamamlandiktan
sonra DNA giraz, replike olmus DNA’nin tekrar dogal haline kivrilmasina yardimer olur.
Kanser ilaclart gelisiminde etkili olup topotekan gibi ilaclar ticari olarak satilmaktadir
(Aroso, ve dig., 2021). Monoamin Oksidaz (MAO) enzimi monoaminlerin oksidasyonunu
katalizleyen enzimdir. Dopamin, norepinefrin ve serotonin gibi amin ndrotransmitterlerini
pargalar. Parkinson, Alzheimer, amyotrofik lateral skleroz (ALS) ve multiple skleroz gibi
hastaliklarin sebeplerinden biri de sinaptik bosluklardaki nérotransmiter maddelerin
eksikligidir. MAO enziminin aktivitesinin fazlalig1 sinapslardaki s6z konusu kimyasal
maddelerin miktarinda 6nemli derecede diisiise sebep olmaktadir (Can, ve dig., 2017) Bu
yiizden de bu hastaliklarin tedavisinde kullanilacak ila¢ etken maddelerin MAO enzimlerini

inhibe etmesi gerekmektedir.
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Bu tiir etken maddeler depresyon tedavisinde kullanilmaktadir. Bu ve benzeri
metabolik yollardaki enzimlerin aktivitesini inhibe ederk kontrol etmek ila¢ gelistirmede

temel hedef noktalardan biridir.
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3. MATERYAL METHOD

3.1 Kullamilan Kimyasal Maddeler

Fenilboronik asit fonksiyonelli NHC onciillerininsentezi, karakterizasyonu ve analiz
asamalarinda kullanilan kimyasallardan (3-(bromometil)fenil)boronik asit ve ortofenilen
diamin bilesikleri MERCK firmasindan, metil iyodiir, etil bromiir, benzil klortr, 2,3,5,6-
tetrametilbenzil kloriir ve doterolu-dimetilsiilfoksit (DMSO-ds) bilesikleri SIGMA-
ALDRICH firmasindan, asetonitril ve dietileter bilesikleri ISOLAB firmasindan temin
edilmistir. Biyolojik aktivite deneylerinde kullanilan 3-[4,5-Dimetiltiyazol-2-il]-2,5-
difeniltetrazolyum bromiir (MTT) Bldpharm firmasindan, PBS Bioshop firmasindan,
DMSO Merck firmasindan ,Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM), Fetal Bovine
Serum (FBS), Streptomisin/Penisilin Capricorn Scientific firmasindan, Yyiiksek erime
dereceli agaroz (HMA), Tris Asetat EDTA (TAE), pBR322 plazmiti, TrisEDTA (TE), Agar,
Luria Bertani Besiyeri, Ampisilin, Cisplatin, tripan mavisi, ksantin oksidaz, asetilkolin
esteraz, ksantin, dietileter, ve EtBr ise Sigma-Aldrich firmasindan satin alinmigtir. Ayrica,
LabSolute marka 96 kuyucuklu plakalar ve 1 cm? quartz spektrofotometre kiiveti hiicre

kiiltiiri ve enzim ¢alismalarinda kullanilmastir.
3.2 Kullanilan Cihazlar ve Yazilimlar

Hazirlanan benzimidazolyum tuzlarinin karakterizasyonu igin, FTIR ¢ekimleri
Perkin Elmer Spektrum Two model Infrared Spektroskopisi (FTIR), NMR spektrumlari
Bruker Avance I 400 MHz NMR Cihazi kullanilarak elde edilmistir. Biyolojik aktivite
caligalari igin Teknomar Chemocell LRCX-UV laminar flow kabini, Niive NF200 santrifiij,
WiseBath su banyosu, Esco CO2’li inkiibatér, Niive NC40M otoklav cihazi, Memmert
calkalamal1 su banyosu, BioTek marka Eon Mikroplate Spektrofotometre, Olympus CKX41
marka invert mikroskop, Arcelik MDI120 Mikrodalga firin, Syngene G-Box Jel
goriintiileyici, GenSYS goriintilleme yazilimi, Gen5 spektrofotometre yazilimi, Microsoft
Office, VWR yatay elektroforez tanki ve floresans sisteminin yaninda Olympus cellSens
Entry 2.1 bilgisayar yazilimi1 iceren Windows 10 isletim sistemli bir HP masatistii bilgisayar

kullanilmastir.
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3.3 Fenilboronik Asit Fonksiyonelli NHC Karben Tuzlarinin Sentezi

meta-fenilboronik siibstitiientli benzimidazolyum tuzlarin1 igeren tiim sentezler,
standart Schlenk teknikleri kullanilarak, 1s1yla kurutulmus cam Schlenk i¢inde ve argon gazi
iceren inert atmosfer altinda gergeklestirilmistir. Diger tiim reaktifler daha fazla
saflagtirllmadan ticari olarak Merck ve Sigma-Aldrich sirketlerinden temin edilerek
kullanilmistir. Erime noktalari, Elektrotermal-9200 erime noktasi cihazi ile hava altinda cam
kilcallarda belirlenmistir. FTIR, NMR ve diger tiim spektrumlar Inonii Universitesi Fen-

Edebiyat Fakiiltesi Kimya Béliimii’'nden (Malatya, TURKIYE) temin edilmistir.
3.3.1. 1-(3-boronobenzil)-3-metilbenzimidazolyum bromiir

1-metilbenzimidazol bilesigi (503 mg, 4 mmol) ve (3-(bromometil)fenil)boronik asit
(860 mg, 4 mmol) 4 mL asetonitril (CH3CN) igerisinde 24 saat 82 °C'de karigtirilmistir. Bu
stire sonunda ¢oziiciiniin (CH3CN) fazlas1 vakum altinda uzaklastirilmistir. Reaksiyon
karisimina dietil eter ilave edilerek tuz ¢oktiiriilmiistiir. Cokelti iki defa eter (2x20 mL) ile
yikanip, kalan kat1 vakum altinda kurutulmustur. Ham {iriin, oda sicakliginda etil alkol/dietil
eter karigiminda (1:3) kristallendirilmistir . Sekil 3.3.1. 1.’deki gibi bir bilesik ortaya

cikartlmistir.

HO_ OH
B/

Crpr
(.

Sekil 3.3.1. 2. 1a Tuzunun molekiil yapisi

3.3.2. 1-(3-boronobenzil)-3-etilbenzimidazolyum bromiir

1-etilbenzimidazol bilesigi (584 mg, 4 mmol) ve (3-(bromometil)fenil)boronik asit
(860 mg, 4 mmol) 4 mL asetonitril i¢erisinde 24 saat 82 °C'de karistirilmistir. Bu siire
sonunda ¢oziiciiniin (CH3CN)fazlasi vakum altinda uzaklastirilmistir. Reaksiyon karisimina
dietil eter ilave edilerek tuz c¢oktiiriilmiistiir. Cokelti iki defa eter (2x20 mL) ile yikanip,

kalan kat1 vakum altinda kurutulmustur. Ham {iriin, oda sicakliginda etil alkol/dietil eter
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karisiminda (1:3) kristallendirilmistir . Sekil 3.3.2. 3.°deki gibi bir bilesik ortaya

cikartlmistir.

HO_ OH
B/

Crie
(.

Sekil 3.3.2. 1. 1b Tuzunun molekiil yapis1

3.3.3. 1-(3-boronobenzil)-3-benzilbenzimidazolyum bromiir

1-benzilbenzimidazol bilesigi (624 mg, 3 mmol) ve (3-(bromometil)fenil)boronik
asit (645 mg, 3 mmol) 4 mL asetonitril igerisinde 24 saat 82 °C'de karistirilmistir. Bu siire
sonunda ¢6ziiciiniin (CH3CN) fazlas1 vakum altinda uzaklastirilmistir. Reaksiyon karigimina
dietil eter ilave edilerek tuz ¢oktiiriilmiistiir. Cokelti iki defa eter (2x20 mL) ile yikanip,
kalan kat1 vakum altinda kurutulmustur. Ham {iriin, oda sicakliginda etil alkol/dietil eter

karisiminda (1:3) kristallendirilmistir. Sekil 3.3.3. 4.’deki gibi bir bilesik ortaya ¢gikarilmistir.

HO_ OH
B/

N _
Cre
O
Sekil 3.3.3. 1. 1¢ Tuzunun molekiil yapis1

3.3.4. 1-(3-boronobenzil)-3-(4-metilbenzil)benzimidazolyum bromiir

1-(4-metilbenzil)benzimidazol  bilesigi (666 mg, 3 mmol) ve (3-
(bromometil)fenil)boronik asit (645 mg, 3 mmol) 4 mL asetonitril igerisinde 24 saat 82 °C'de
karistirtlmistir.  Bu  siire  sonunda ¢oziiciiniin - (CH3CN) fazlasi1 vakum altinda

uzaklagtinnlmigtir. Reaksiyon karisimina dietil eter ilave edilerek tuz ¢oktiiriilmiistiir. Cokelti
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iki defa eter (2x20 mL) ile yikanip, kalan kat1 vakum altinda kurutulmugtur. Ham {iriin, oda

sicakliginda etil alkol/dietil eter karisiminda (1:3) kristallendirilmistir.

HO_
B—OH

b
-

Sekil 3.3.4. 1. 1d Tuzunun molekiiler yapisi

3.3.5. 1-(3-boronobenzil)-3-(2,4,6-trimetilbenzil)benzimidazolyum bromiir

1-(2,4,6-trimetilbenzil)benzimidazol bilesigi (750 mg, 3 mmol) ve (3-
(bromometil)fenil)boronik asit (645 mg, 3 mmol) 4 mL asetonitril igerisinde 24 saat 82 °C'de
karistirtlmistir.  Bu  siire  sonunda ¢oziiciiniin - (CH3CN) fazlasi1 vakum altinda
uzaklastirllmistir. Reaksiyon karisimina dietil eter ilave edilerek tuz ¢oktiiriilmiistiir. Cokelti
iki defa eter (2x20 mL) ile yikanip, kalan kat1 vakum altinda kurutulmustur. Ham {iriin, oda

sicakliginda etil alkol/dietil eter karisiminda (1:3) kristallendirilmistir.

HO,
g-OH

N _
Bt
N

Sekil 3.3.5. 2. 1e Tuzunun molekiiler yapisi

3.3.6. 1-(3-boronobenzil)-3-(2,3,5,6-tetrametilbenzil) benzimidazolyum bromiir

1-(2,3,5,6-tetrametilbenzil)benzimidazol bilesigi (624 mg, 3 mmol) ve (3-
(bromometil)fenil)boronik asit (645 mg, 3 mmol) 4 mL asetonitril igerisinde 24 saat 82 °C'de
karigtirilmistir.  Bu  siire  sonunda  ¢oziiciiniin - (CH3CN)fazlas1 vakum altinda
uzaklastirllmistir. Reaksiyon karisimina dietil eter ilave edilerek tuz ¢oktiiriilmiistiir. Cokelti

iki defa eter (2x20 mL) ile yikanip, kalan kat1 vakum altinda kurutulmustur. Ham {iriin, oda
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sicakliginda etil alkol/dietil eter karigiminda (1:3) kristallendirilmistir. Sekil 3.3.4. 5.’deki
gibi bir bilesik ortaya ¢ikarilmigtir.

Sekil 3.3.6. 3. 1f Tuzunun molekiiler yapisi

3.4 Boronik Asit Fonksiyonel NHC Karben Onciillii Tuzlarin Karakterizasyonu
3.4.1 Erime Noktasinin Belirlenmesi

Heparinli kilcal tiipiin bir girisi 1sitilarak eritilmis ve kapatilmistir. Oteki girisinden
igerisine bir miktar sentezlenen tuzlardan alinmis bu tiipler Elektrotermal-9200 erime
noktasi cihazina konularak kademeli bir sekilde 1sitilmistir. Cihaza biitiinlesmis haldeki

bliytiteclerden tiip i¢indeki tuzun eridigi sicaklik dl¢iilmiistiir.
3.4.2. Kizilétesi Spektrumu (FTIR) Olgiimii

Fenilboronik asit fonksiyoneli NHC o6nciillerinin yapisal karakterizasyonu Kizilotesi
spektroskopisi kullanilarak gerceklestirilmistir. Spektrumlar cihazin ATR modu ile 400-
4000 cm'* dalga sayis1 araliginda kaydedilmis ve Microsoft Excel yazilimiyla islenmistir.

3.4.3. NMR Olciimii

Proton (*H) ve Karbon (*3C) NMR spektrumlar1, dahili referans olarak tetrametilsilan
ile DMSO-ds icinde 400 MHz (*H), 100 MHz (**C)'de calisan Bruker Avance 111 400 MHz
NMR spektrometresi kullanilarak kaydedilmistir.

3.5. In Vitro Hiicre Kiiltiir Sisteminde Fenilboronik Asit Fonksiyonelli NHC énciillerini

Antikanser Ozelliklerinin Belirlenmesi

Hazirlanan fenilboronik asit fonksiyonelli NHC onciillerinin hiicre kiiltiir sisteminde
direkt sitotoksisite testiyle in vitro antikanser testleri yapilmistir. Tuzlarin direkt olarak
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antikanser ozellikleri MCF-7 (insan meme kanseri), A549 (insan akciger kanseri) ve
HCT116 (insan kolorektal kanseri) hiicreleri iizerinde 3-[4,5-Dimetiltiyazol-2-il]-2,5-
difeniltetrazolyum bromiir (MTT) testi yapilarak belirlenmistir. Deney asamalar1 ISO-
10993-5 “Biological Evaluation of Medical Devices” standartlarina uygun hazirlanmistir.
Deney sonunda morfolojik degisiklikler invert ters 151k mikroskobu kullanilarak incelenmis

ve hiicrelerin 200X yakinlastirma ile fotograflari ¢ekilmistir.
3.5.1. MTT Testi

MTT testi kullanilarak, in vitro kosullarda hiicre canliligi 6lgtilmektedir. Sar1 renkli
tetrazolyum tuzu olan MTT, hiicre icerisinde mitokondride pargalanarak suda ¢ézlinmeyen
formazan tuzuna doniisiir. Formazan tuzu mor, eflatun renklerinde bir tuzdur. DMSO ile iyi
¢oziinebilen formazan 540 nm dalga boyunda spektrofotometre cihaziyla dl¢iilebilmektedir.

Bu deneyin baslangicinda ticari alinan yiiksek sekerli DMEM igerisine %10 olacak
sekilde Fetal Sigir Serumu ve %1 olacak sekilde penisilin-streptomisin karigsimi eklenmistir.
Hiicrelerin biliylimesi kiiltiir edilmesi saglanmistir. Daha sonrasinda her hiicre hattindan ayr1
ayr1 96’lik kuyucuklu plakalara her kuyucukta 10000 hiicre olacak ekilmistir. 24 saat 37°C
sicaklikta %S5 karbondioksitli inkiibatorde inkiibe edilmistir. Ertesi giin tuzlar 1 mg/mL
olacak sekilde tartilmis ve DMSO ile ¢oziilmiistir. Bu ¢ozeltiler DMEM ile istenilen
konsantrasyonlara seyreltilmis ve hiicrelerle muamele edilmeye hazir hale getirilmistir.

Hiicrelerin bulundugu plakalardaki eski besiyeri ¢ekilip yerine igerisinde cesitli
konsantrasyonlarin bulundugu besiyerlerinden 100 pL ekilmistir. 24 boyunca 37 °C
sicaklikta %35 karbondioksitli inkiibatdrde inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda hiicrelerin
invert mikroskopta goriintileri alimmistir. 5 mg/mL olacak sekilde MTT tuzu PBS
tamponunda ¢6ziilmiistiir. Ardindan %10 h/h olacak sekilde MTT (5 mg/ml, PBS, pH 7.4
icerisinde) soliisyonu igeren DMEM hazirlanmis ve karben onciillerini igeren hiicrelerin
bulundugu besiyerleri ¢ekilerek atilmistir. Yerine MTT’li DMEM’den her kuyucuga 100uL
eklenmistir. 4 saat boyunca 37 °C sicaklikta %S5 karbondioksitli inkiibatérde inkiibe
edilmistir. 4 saat sonra MTT’li besiyeri ¢ekilerek atildi her kuyucuga 100 pLDMSO
konularak spektrofotometrede 540 nm’de Olgiimleri yapilmistir. Analizinde Microsoft

Office Excel uygulamasi kullanilmistir.
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3.6. Fenilboronik Asit Fonksiyonelli NHC Onciillerinin in vitro Sistemde

Antibakteriyel Ozelliklerinin Belirlenmesi

Bakterilerin yasamasi i¢in uygun besiyeri gereklidir B. subtilis ve E. coli i¢in en
uygun olan1 LB besiyeridir. Sivi besiyerinin hazirlanmasi igin 20 gr LB, 1L saf suda
¢oziildiikten sonra 121 °C’de 20 dakika otoklav edilmistir. Besiyeri otoklav sonrasi oda
sicakligina geldiginde steril tiiplere 10 mL besiyeri konulup tizerine 1 mL bakteri kiiltiirii
birakilmistir. 24 saat sonra g¢alkalamali 37 °C’lik su banyosunda besiyerinin
bulaniklasmasiyla bakteriler deneye hazir hale getirilmistir. Cam petriler 180 °C’de 90
dakika kuru sterilizasyona tutulmustur. Petrilere dokmek i¢in kat1 besiyeri hazirlanmistir. 20
gr LB ve 15 gr agar 1 L suda ¢6ziilmiis ve 121 °C’de 20 dakika otoklav edilmistir. Otoklav
sonrast sicakken iyice karistirilmis ve steril petri kaplarma 20 mL olacak sekilde
dokiilmiistiir. Ince bir film halinde ates etrafinda calisarak yayilmistir. Yayma sonrasinda
petriler 37 °C’de 1 gece bekletilmistir. Kontaminasyon kontrolii sonrasinda sivi bakteri
kiiltiirinden 100uL alinip ve yayict ile iyice biitiin petri zeminine besiyerine zarar vermeden
dagitilmistir. 1 mg/mL hazirlanmis tuz ve antibiyotik ¢6zeltilerinden 10pL cap1 0.5 cm olan
kurutma kagidindan kesilmis disklere emdirilmistir. Emdirilen diskler UV 151k altinda steril
edilerek kurutulmus, ardindan her petri kabina 2 antibiyotikli disk, 1 bos disk ve her
malzeme ¢esidinden i¢eren disklerden birer tane olacak sekilde kati besi yeri lizerine yiizeyi
temas edecek sekilde konulmustur. 24 saat 37 °C’de inkiibe edilmis ve cetvel yardimiyla

bakterilerin yayilmadigi alan ¢ap1 dl¢lilmiistiir.

3.7. Fenilboronik Asit Fonksiyonelli NHC Onciillerinin in vitro Sistemde

Genotoksisite Ozelliklerinin Belirlenmesi

pBR322 plazmitinin deney i¢in ideal konsantrasyonu 1x Tris EDTA igerisinde
coziilerek 0.05 pg/mL olacak sekilde hazirlanmistir. Ardindan her malzemeden ve kanser
ilact olan cisplatinden konsantrasyonlar hazirlanmistir. Kontrol i¢in distile su kullanilmistir.
Bir 1.5 mL’lik santrifijj tiipii igerisine 4 pL. 0.05 pg/mL pBR322 plazmiti i¢eren karisimdan
konulmustur. Uzerine 4 pL sirasiyla su veya cisplatin ya da tuzlarmn hazirlanmis
konsantrasyonlarinin karisimindan konuldu ve agzi parafilm ile kapatilmistir. 37 °C’de 24
saat boyunca inkiibe edilmistir. %1 HMA igeren jel hazirlandi. Bunun i¢in 1 grama 100 mL
1x TAE kullanilmigtir. Tamamen eriyene kadar mikrodalgada 1sitilmis ve yliriitme tankina
dokilmustir. Tarak konulmus ve katilasmasi beklenmistir. Katilagma sonunda tarak

dikkatlice ¢ikarilmis ve tank tamamen TAE ile doldurulmustur. inkiibatdrden cikarilan
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tiplere 2 pL yiirlitme boyast eklenmis ve 10uL karisim jel icerisinde olusturulan
kuyucuklara doldurulmustur. Tankin kapagi kapatilip 45 dakika 80 voltta yiiriitilmistiir.
Yiiritme sonrasinda EtBr iceren TAE havuzunda boyanmis ve jel goriintiileyicisinde

gorlntiilenmistir.

3.8. Fenilboronik Asit Fonksiyonelli NHC Onciillerinin in vitro Sistemde Enzim

Inhibisyon Ozelliklerinin Belirlenmesi
3.8.1. Ksantin Oksidaz Inhibisyonu

Inek siitiinden elde edilen ksantin oksidaz aktivitesi, 37 °C'de 294 nm'de iirik asit
olusumu O&lgiilerek spektrofotometrik olarak belirlenmis, substrat olarak ksantin
kullanilmigtir. Enzim inhibisyon protokolii i¢in fosfat tamponu (50 mM, pH=7.4), 1mM
ksantin ve 0.2 {inite ksantin oksidaz enzimi kullanilmistir. Ksantin oksidaz'in NHConcilleri
tarafindan inhibisyonu, iirik asit konsantrasyonunun azaltilmasiyla Sl¢iilmiistiir. Ksantin
oksidaz inhibisyon aktivitesi ve ICso degeri tespiti igin farkli konsantrasyonda tuz tiirevleri
eklenmistir, 37 °C'de 294 nm'de {irik asit olusumunun absorbansindaki azalmay1
gbzlemlenmistir. Enzim, test edilen bilesiklerle 10 dakika 6nceden inkiibe edilmis ardindan
reaksiyon karigimina ksantin ilave edilerek reaksiyon baslatilmistir. Test edilen tuzlar
DMSO i¢inde ¢oziindiiriilmiis daha sonra fosfat tamponu (50 mM, pH=7.4) ile seyreltildi.
Reaksiyon karisimindaki nihai DMSO konsantrasyonu (%0.001 h/h)'den azdir. Bu oran
enzim tahlili ile girisim yaratacak problem olusturmamistir. Test edilen bilesikler olmadan
bos bir numune o6l¢iilmiistiir. Tiim deneyler {i¢ tekrar halinde yapilmis ve degerler, ii¢

deneyin ortalamalar1 olarak ifade edilmistir. Allopurinol pozitif kontrol olarak kullanilmistir.
3.8.2. Asetilkolinesteraz inhibisyonu

NHC onciillerinin asetilkolinesteraz inhibitdr aktivitesi, Rahman ve Choudhary'nin
modifiye yontemiyle degerlendirilmistir. 0.1 M sodyum fosfat tamponu (pH 8.0, 150 pL),
test bilesigi soliisyonu (10 pL) ve enzim soliisyonu (0.1 {inite/mL, 20 pL) karistirilmig ve 25
°C'de 15 dakika inkiibe edilmistir. Daha sonra 10 uL. DTNB (10 mM) ilave edilmis ve
substrat (10 uL ATCI, 14 mM soliisyon) ilave edilerek reaksiyon baslatilmistir. ATCI'nin
hidrolizi, enzimin hidrolizi ile salinan DTNB ve tiyokolinin reaksiyonu ile olusturulan renkli

5-tio-2-nitrobenzoat anyonunun olusumu ile dl¢iilebilmistir.
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Renkli iirtiniin olusumu, 10 dakika sonra 410 nm dalga boyunda Ol¢lilmiistiir. 10 uM

maksimum konsantrasyonda donepezil, pozitif kontrol olarak kullanilmstir.
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4.ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Fenilboronik Asit Fonksiyonelli NHC Onciillerinin Yapisal Karakterizasyonu

'H NMR grafiklerine gére benzimidazolyum tuzuna ait karakteristik tuz piki 9.5 ppm
civarinda singlet olarak goriilmiistiir. Boronik asit kisminda yer alan —OH protonlarini 8.10
ppm de kismen yayvan singlet pik olarak goriilmiis olup 5.75 ve 5.79 ppm de benzilik
protonlar1 singlet pik olarak gozlemlenmistir 2.19 ve 2.28 ppm de benzen halkasi lizerindeki
4 tane metil protonlarini singlet pik olarak goriilmiistiir. (Metil ve etil gruplarina ait proton
pikleri ?) Son olarak 7 ve 8 ppm araliginda aromatik protonlari gézlemlenmistir. *C NMR
grafiklerine gore benzimidazolyum tuzuna ait karakteristik tuz piki 142 ppm civarinda
goriilmiistiir. 46.5 ve 50.5 ppm de benzilik karbon piklerini goriillmekte olup 15.9 ve 20.7
ppm de benzen halkasi lizerindeki 4 tane metil grubunun karbon pikleri gézlemlenmistir.
(Metil ve etil gruplarina ait karbon pikleri ?) Son olarak 115 ve 135 ppm araliginda aromatik
karbon piklerini g6zlemlenmistir. FTIR grafiklerine gore 1561 spektrumunda
benzimidazolyum halkasindaki karakteristik C-N gerilmesini goriilmiistiir. Ayrica 3100-

3400 arasinda boronik asite ait yayvan O-H gerilmesini goriilmiistiir.
4.1.1. 1a Tuzunun Karakterizasyonu

NMR ve FTIR sonuglart sirasiyla Sekil 4.1.1. 1, Sekil 4.1.1. 2, ve Sekil 4.1.1. 3’te ¢izgi
grafigi halinde gosterilmistir.
Verim: % 82 (1.14 g); e.n.: 168-169 °C; renk: beyaz; v(CN): 1568 cm™ ; v(OH): 3284 cm™,
'H NMR (400 MHz, DMSO-d6), § 4.14 (s, 3H, -NCHs3); 5.80 (s, 2H, -NCH2CsH4B(OH).);
7.38 ve 7.97 (m, 8H, Ar-H); 8.05 ve 8.16 (d, 2H, J=7.7 ve 7.9 Hz -NCH2C¢H4B(OH)2); 9.93
(2-CH). 3C NMR (100 MHz, DMSO-gs), & 33.9 (-NCHj3); 50.5 (-NCH2CsH4(OH)2); 114.2,
127.0,127.1, 128.5, 131.2, 132.5, 133.5, 134.4 ve 134.8 (Ar-C); 143.4 (2-CH).
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Sekil 4.1.1. 4. 1a Tuzunun FTIR grafigi
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4.1.2. 1b Tuzunun Karakterizasyonu

NMR ve FTIR sonuglar1 sirasiyla Sekil 4.1.2. 5, Sekil 4.1.2. 2, ve Sekil 4.1.2. 3’te ¢izgi
grafigi halinde gosterilmistir.
Verim: % 78 (1.13 g); e.n.: 214-215 °C; renk: beyaz; v(CN): 1565 cm™; v(OH): 3343 cm™.
'H NMR (400 MHz, DMSO-gs), & 1.59 (t, 3H, J= 7.2 Hz -NCH,CHz); 4.58 (q, 2H, J=7.2
Hz -NCH.CHz); 5.80 (s, 2H, -NCH2Ce¢H4B(OH).); 7.37 ve 7.96 (m, 8H, Ar-H); 8.10 ve 8.12
(s, 2H, -NCH2CsHsB(OH),); 10.08 (2-CH). *C NMR (100 MHz, DMSO-gs), & 23.5 (-
NCH2CHj3); 31.8 (-NCH2CHzs); 50.5 (-NCH2CsH4(OH)2); 114.2, 127.3, 127.5, 128.5, 133.5,
134.4 ve 134.8 (Ar-C); 143.1 (2-CH).
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Sekil 4.1.2. 1. 1b Tuzunun Proton (*H) NMR grafigi
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Sekil 4.1.2. 2. 1b Tuzunun Karbon (**C) NMR grafigi
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Gegirgenlik (%T)
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Sekil 4.1.2. 3. 1b Tuzunun FTIR grafigi

4.1.3. 1c Tuzunun Karakterizasyonu

NMR ve FTIR sonuglart sirasiyla Sekil 4.1.3. 6, Sekil 4.1.3. 2, ve Sekil 4.1.3. 3’te ¢izgi
grafigi halinde gosterilmistir.
Verim: % 76 (0.97 g); e.n.: 177-178 °C; renk: beyaz; v(CN): 1553 cm*; v(OH): 3327 cm™
'H NMR (400 MHz, DMSO-g), & 5.84 (s, 2H, -NCH2C¢Hs); 5.86 (s, 2H, -
NCH2CeH4B(OH)2); 7.39 ve 7.98 (m, 13H, Ar-H); 7.99 ve 8.14 (s, 2H, -NCH2CsH4B(OH)>);
11.22 (2-CH). BC NMR (100 MHz, DMSO-g), & 50.5 (-NCHzCeHs); 50.8 (-
NCH2CesH4(OH)2); 114.5, 127.3, 128.6, 128.7, 129.2, 129.5, 131.5, 134.3 ve 134.5 (Ar-C);
143.2 (2-CH)
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Sekil 4.1.3. 1. 1¢ Tuzunun Proton (*H) NMR grafigi
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Sekil 4.1.3. 2. 1¢ Tuzunun Karbon (}3C) NMR grafigi
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Sekil 4.1.3. 3. 1¢ Tuzunun FTIR grafigi

4.1.4. 1d Tuzunun Karakterizasyonu

NMR ve FTIR sonuglar1 sirasiyla Sekil 4.1.4. 7, Sekil 4.1.4. 2, ve Sekil 4.1.4. 3’te ¢izgi
grafigi halinde gosterilmistir.
Verim: % 79 (0.50 g); e.n.: 109-110 °C; renk: beyaz; v(CN): 1554 cm™; v(OH): 3316 cm?
'H NMR (400 MHz, DMSO-g), & 2.30 (s, 3H, -NCH2CeH(CHz3)); 5.78 (s, 2H, -
NCH2CeH4(CHs3)); 5.81 (s, 2H, -NCH2CsH4B(OH)z2); 7.23 ve 7.99 (m, 12H, Ar-H); 8.14 (s,
2H, -NCH2CsHsB(OH)2); 10.14 (2-CH). *C NMR (100 MHz, DMSO-g), & 21.2 (-
NCH2CsH4(CHs)); 50.3 (NCH2CsH4(CHs)); 50.7 (-NCH2CsH4(OH)2); 114.5, 114.6, 127.2,
127.3,128.6, 128.8, 130.0, 130.4, 131.4, 131.5, 131.6, 133.4, 134.3, 134.9 ve 138.7 (Ar-C);
143.1 (2-CH)
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Sekil 4.1.4. 6. 1d Tuzunun FTIR grafigi
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4.1.5. 1e Tuzunun Karakterizasyonu

NMR ve FTIR sonuglar1 sirasiyla Sekil 4.1.5. 8, Sekil 4.1.5. 2, ve Sekil 4.1.5. 3’te ¢izgi
grafigi halinde gosterilmistir.
Verim: % 86 (0.55 g); e.n.: 245-246 °C; renk: beyaz; v(CN): 1557 cm™; v(OH): 3311 cm™.
'H NMR (400 MHz, DMSO-gg), & 2.29 ve 2.31 (s, 9H, -NCH2CsH2(CHa)3); 5.71 (s, 2H, -
NCH2CsH2(CHs)3); 5.73 (s, 2H, -NCH2CsH4B(OH)2); 7.06 (s, 2H, -NCH2CsH2(CHs)s3); 7.34
ve 7.90 (m, 10H, Ar-H); 8.10 ve 8.12 (s, 2H, -NCH2CsH4B(OH),); 9.48 (2-CH). 13C NMR
(100 MHz, DMSO-gs), 6 19.8 ve 21.2 (-NCH2CsH2(CHz3)3); 45.7 (-NCH2CsH2(CHs)s); 50.5
(-NCH2CeH4(OH)2); 114.4, 1145, 126.2, 127.2, 127.4, 128.4, 129.9, 130.1, 131.6, 132.3,
133.7, 133.9, 134.6, 138.9 ve 139.3 (Ar-C); 141.9 (2-CH)
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Sekil 4.1.5. 8. 1e Tuzunun Karbon (**C) NMR grafigi
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Gegirgenlik (3T)

3100 2900 1800

2400
Dalga sayist (em?)

Sekil 4.1.5. 9. 1e Tuzunun FTIR grafigi

4.1.6. 1f Tuzunun Karakterizasyonu

NMR ve FTIR sonuglart sirasiyla Sekil 4.1.6. 9, Sekil 4.1.6. 2, ve Sekil 4.1.6. 3’te ¢izgi
grafigi halinde gosterilmistir.
Verim: % 76 (0.97 g); e.n.: 224-225 °C; renk: beyaz; v(CN): 1561 cm*; v(OH): 3141 cm™
'H NMR (400 MHz, DMSO-gs), & 2.19 ve 2.28 (s, 12H, -NCH2CsH(CHz3)4); 5.75 (s, 2H, -
NCH2CsH(CH?3)4); 5.79 (s, 2H, -NCH2CeH4B(OH)2); 7.17 (s, 1H, -NCH2CsH(CHz3)4); 7.35
ve 7.92 (m, 8H, Ar-H); 8.10 ve 8.20 (s, d, 2H, J=8.1 Hz, -NCH2CsH4B(OH)>) 9.43 (2-CH).
3C NMR (100 MHz, DMSO-g), & 159 ve 20.7 (-NCH2CeH(CHs)s); 465 (-
NCH2CeH(CHz)4); 50.5 (-NCH2CsH4(OH)2); 114.5, 114.6, 127.3, 132.3, 134.3, 133.7,
133.8, 134.7 ve 134.9 (Ar-C); 141.8 (2-CH).
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Sekil 4.1.6. 1. 1f Tuzunun Proton (*H) NMR grafigi
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Sekil 4.1.6. 3. 1f Tuzunun FTIR grafigi

4.2. Fenilboronik Asit Fonksiyonelli NHC Onciillerinin in vitro Hiicre Kiiltiir

Sisteminde Antikanser Ozelliklerinin Belirlenmesi

Fenilboronik asit fonksiyonelli NHC onciillerinin antikanser 6zellikleri ISO-10993-
5 uluslararas1 standartlarina gore degerlendirilmistir. NHC onciillerinin MCF-7, A549 ve
HCT116 hiicre hatlar1 tizerindeki 24 saatlik direkt sitotoksisite belirlenmistir.

4.2.1. MCF-7 insan Meme Kanseri Hiicre Hatti1 Uzerinde Etkisi

MCEF-7 hiicreleri iizerindeki test sonuglarina gore, pozitif kontrole kiyasla (canlilik degeri
100£2.11) la-f tuzlarinin ve cisplatin ilact igin ICsp (ug/mL) degeri cinsinden sirasiyla
37.40+1.70, 54.1742.77, 29.57+3.04, 32.27+4.24, 29.90+2.89, 38.97+2.44 ve 82.02+6.19
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olarak bulunmustur. Bu degerlerden yola ¢ikilarak yapilan siitun grafiginde (Sekil 4.2.1. 1)
biittin NHC onciillerinin cisplatin ilacindan daha diisiik konsantrasyonlarda daha yiiksek etki
gosterdigi goriilmiis olup en yiiksek etkinligi, en diisiik konsantrasyon degeriyle MCF-7

hiicre hatti izerinde 1e tuzu gostermistir.
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Sekil 4.2.1. 1. Tuzlarin MCF-7 hiicre hatti izerinde 1C50 (ug/mL) degerleri
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Sekil 4.2.1. 2 1a tuzunun sirastyla 12.5, 25, 50, 100, 200 pg/mL konsantrasyonunun MCF-
7 hiicreleri iizerine uygulanmasi sonucunda invert mikroskopta 200X biiylitme ile
goriintiileri.

Yukaridaki sekilde (Sekil 4.2.1.2.) goriildiigti gibi hiicrelerin morfolojik yapisi
kontrole kiyasla konsantrasyon arttifinda hiicre oliimlerini gosteren kiiresel yapilar
goriilmustiir. Bu kiiresel yapilar yapisan MCF-7 hiicrelerinin apoptoza girdigini

gostermektedir.
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Sekil 4.2.1. 3 1b tuzunun sirasiyla 12.5, 25, 50, 100, 200 ug/mL konsantrasyonunun MCF-
7 hiicreleri iizerine uygulanmasi sonucunda invert mikroskopta 200X biiylitme ile
goriintiileri.

Farkli konsantrasyonlarda kiiresel yapidaki hiicre olimleri Sekil 4.2.1.3’te
goriilmektedir. Konsantrasyon arttik¢a kiiresel yapr sayisi artmaktadir. Ayrica

konsantrasyon degisiminde 1s1gin kirtlma miktar1 degistiginden mikroskop altinda farkli

renklerde goriilmektedir.
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Sekil 4.2.1. 4 1c tuzunun sirasiyla 12.5, 25, 50, 100, 200 pg/mL konsantrasyonunun MCF-
7 hiicreleri tizerine uygulanmasi sonucunda invert mikroskopta 200X biiyiitme ile
goriintiileri.

Gorildiigii gibi hiicrelerin  morfolojik yapist kontrole kiyasla konsantrasyon
arttiginda hiicre 6liimlerini gosteren kiiresel yapilar1 goriilmiistiir. Bu kiiresel yapilar yapisan
hiicre olan MCF-7 hiicre hatti icin spesifik olmayip Olim belirtisi gdstermistir.

Konsantrasyon arttik¢a hiicrelerin bulundugu besiyeri rengi degismis olup ¢ézgen ve tuzun

15181 kirma katsayisi etki etmistir.
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Sekil 4.2.1. 5 1d tuzunun sirasiyla 12.5, 25, 50, 100, 200 ug/mL konsantrasyonunun MCF-
7 hiicreleri iizerine uygulanmasi sonucunda invert mikroskopta 200X biiyiitme ile
goriintiileri.

Yukaridaki Sekil 4.2.1.5’teki gibi hiicrelerin morfolojik yapist kontrole kiyasla
konsantrasyon arttiginda hiicre 6liimlerini gosteren kiiresel yapilar1 goriilmiistiir. Bu kiiresel
yapilar yapisan hiicre olan MCF-7 hiicre hatt1 i¢in spesifik olmayip olim belirtisi

gostermistir. Konsantrasyon arttikca hiicrelerin bulundugu besiyeri rengi degismis olup

¢cozgen ve tuzun 15181 kirma katsayist etki etmistir.

46



-

s Koentrol £y,

= -

i’

'7_3. 3
~5

v, © N SR ‘,-7

AL T -~ S 2% 3 ”

7 - 5 & / N - q 3‘\

AN A ”

Sd00pg/ml st . ESSSESI00 /s

= e P
o~

Sekil 4.2.1. 6 1e tuzunun sirasiyla 12.5, 25, 50, 100, 200 ng/mL konsantrasyonunun MCF-
7 hiicreleri tizerine uygulanmasi sonucunda invert mikroskopta 200X biiyiitme ile
goriintiileri.

Hiicrelerin morfolojik yapist kontrole kiyasla konsantrasyon arttiginda hiicre
Oliimlerini gosteren kiiresel yapilar1 goriilmiistiir (Sekil 4.2.1.6). Bu kiiresel yapilar yapisan
hiicre olan MCF-7 hiicre hatti igin spesifik olmayip Oliim belirtisi gostermistir.

Konsantrasyon arttik¢a hiicrelerin bulundugu besiyeri rengi degismis olup ¢dzgen ve tuzun

15181 kirma katsayisi etki etmistir.
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Sekil 4.2.1. 7 1f tuzunun sirasiyla 12.5, 25, 50, 100, 200 pg/mL konsantrasyonunun MCF-
7 hiicreleri tizerine uygulanmasi sonucunda invert mikroskopta 200X biiyiitme ile
goriintiileri.

Invert mikroskopta alman hiicrelerin gériintiilerinde morfolojik yapisi kontrole
kiyasla konsantrasyon arttiginda hiicre 6liimlerini gosteren kiiresel yapilar1 goriilmiistiir. Bu
kiiresel yapilar yapisan hiicre olan MCF-7 hiicre hatti i¢in spesifik olmayip 6liim belirtisi

gostermistir. Konsantrasyon arttik¢a hiicrelerin bulundugu besiyeri rengi degismis olup

¢Ozgen ve tuzun 15181 kirma katsayist etki etmistir.
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4.2.2. A549 Hiicre Hatt1 Uzerinde EtKkisi

AS549 hiicreleri tizerindeki test sonuglarina gore, pozitif kontrole kiyasla (canlilik degeri
100+4.96) la-f tuzlarinin ve cisplatin ilaci i¢in ICso pg/mL degeri cinsinden sirasiyla
38.83£3.17, 51.17+5.84, 17.14+3.72, 31.8643.53, 29.24+2.86, 24.18+3.99 ve 91.31+3.65
olarak bulunmustur. Bu degerlerden yola ¢ikilarak yapilan siitiin grafiginde biitiin tuzlar
cisplatin ilacindan daha diisiik konsantrasyonlarda daha yiiksek etki gosterdigi goriilmiis

olup en yiiksek etkinligi, en diisiik konsantrasyon degeriyle A549 hiicre hatt1 lizerinde 1c

tuzu gostermistir.

100

IC50 (ng/mL)
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o

Sekil 4.2.2. 1 Tuzlarin A549 hiicre hatt1 tizerinde IC50 (ng/mL) degerleri
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Sekil 4.2.2. 2 1a tuzunun sirasiyla 12.5, 25, 50, 100, 200 pg/mL konsantrasyonunun A549
hiicreleri iizerine uygulanmasi sonucunda invert mikroskopta 200X biiyiitme ile
goriintiileri

Yukaridaki sekilde (Sekil 4.2.2.2.) goriildiigii gibi hiicrelerin morfolojik yapisi
kontrole kiyasla konsantrasyon arttiginda hiicre Oliimlerini gosteren kiiresel yapilari
gorilmistiir. Bu kiiresel yapilar yapisan A549 hiicrelerinin apoptoza girdigini

gostermektedir.

50



Sekil 4.2.2. 3 1b tuzunun sirasiyla 12.5, 25, 50, 100, 200 pg/mL konsantrasyonunun A549
hiicreleri lizerine uygulanmasi sonucunda invert mikroskopta 200X biiyiitme ile
goriintiileri

Farkli konsantrasyonlarda kiiresel yapidaki hiicre Oliimleri Sekil 4.2.2.3’te
goriilmektedir. Konsantrasyon arttik¢a kiiresel yapr sayisi artmaktadir. Ayrica
konsantrasyon degisiminde 15181 kirilma miktar1 degistiginden mikroskop altinda farkl

renklerde goriilmektedir.
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Sekil 4.2.2. 4 1c tuzunun sirasiyla 12.5, 25, 50, 100, 200 ug/mL konsantrasyonunun A549
hiicreleri lizerine uygulanmasi sonucunda invert mikroskopta 200X biiyiitme ile
goriintiileri

Gorildiigii gibi hiicrelerin  morfolojik yapist kontrole kiyasla konsantrasyon
arttiginda hiicre 6liimlerini gosteren kiiresel yapilar: gortilmiistiir. Bu kiiresel yapilar yapisan
hiicre olan A549 hiicre hatt1 i¢in spesifik olmay1ip 6liim belirtisi gostermistir. Konsantrasyon

arttikca hiicrelerin bulundugu besiyeri rengi de§ismis olup ¢dzgen ve tuzun 15181 kirma

katsayis1 etki etmistir.
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Sekil 4.2.2. 5 1d tuzunun sirasiyla 12.5, 25, 50, 100, 200 ug/mL konsantrasyonunun A549
hiicreleri lizerine uygulanmasi sonucunda invert mikroskopta 200X biiyiitme ile
goriintiileri

Yukaridaki Sekil 4.2.2.5’teki gibi hiicrelerin morfolojik yapist kontrole kiyasla
konsantrasyon arttiginda hiicre 6liimlerini gosteren kiiresel yapilar1 goriilmiistiir. Bu kiiresel
yapilar yapisan hiicre olan A549 hiicre hatt1 i¢in spesifik olmayip 6liim belirtisi géstermistir.

Konsantrasyon arttik¢a hiicrelerin bulundugu besiyeri rengi degismis olup ¢dzgen ve tuzun

15181 kirma katsayisi etki etmistir.
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Sekil 4.2.2. 6 1e tuzunun sirasiyla 12.5, 25, 50, 100, 200 pg/mL konsantrasyonunun A549
hiicreleri lizerine uygulanmasi sonucunda invert mikroskopta 200X biiyiitme ile goriintiileri

Hiicrelerin morfolojik yapist kontrole kiyasla konsantrasyon arttiginda hiicre
Oliimlerini gosteren kiiresel yapilar1 goriilmiistiir (Sekil 4.2.2.6). Bu kiiresel yapilar yapisan
hiicre olan A549 hiicre hatt1 i¢in spesifik olmayip 6liim belirtisi gostermistir. Konsantrasyon
arttik¢a hiicrelerin bulundugu besiyeri rengi degismis olup ¢dzgen ve tuzun 15181 kirma

katsayisi etki etmistir.
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Sekil 4.2.2. 7 1f tuzunun sirasiyla 12.5, 25, 50, 100, 200 pg/mL konsantrasyonunun A549
hiicreleri lizerine uygulanmasi sonucunda invert mikroskopta 200X biiyiitme ile goriintiileri

Invert mikroskopta alinan hiicrelerin goriintiilerinde morfolojik yapis1 kontrole
kiyasla konsantrasyon arttiginda hiicre 6liimlerini gésteren kiiresel yapilar1 goriilmiistiir. Bu
kiiresel yapilar yapisan hiicre olan A549 hiicre hatti igin spesifik olmayip 6liim belirtisi
gostermistir. Konsantrasyon arttik¢a hiicrelerin bulundugu besiyeri rengi degismis olup

¢Ozgen ve tuzun 15181 kirma katsayisi etki etmistir.
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4.2.3. HCT116 Hiicre Hatt1 Uzerinde EtKkisi

HCT116 hiicreleri iizerindeki test sonuglarina gore, pozitif kontrole kiyasla (canlilik
degeri 100£2.79) la-f tuzlarimin ve cisplatin ilact i¢in ICsp pug/mL degeri sirasiyla
29.20+2.33, 52.78+2.22, 34.29+1.97, 30.42+4.52, 15.31+3.81, 36.04+1.38 ve 106.57+6.77
olarak bulunmustur. Bu degerlerden yola ¢ikilarak yapilan siitun grafiginde, biitlin tuzlar
cisplatin ilacindan daha diisiik konsantrasyonlarda daha yiiksek etki gosterdigi goriilmiis
olup en yiiksek etkinligi, en diislik konsantrasyon degeriyle HCT116 hiicre hatt1 tizerinde le

tuzu gostermistir.

HCT116
1204

100+
80
60—
404

IC50 (ng/mL)

20

Sekil 4.2.3. 1 Tuzlarin HCT116 hiicre hatti {izerinde IC50 (ng/mL) degerleri
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Sekil 4.2.3. 2 1a tuzunun sirastyla 12.5, 25, 50, 100, 200 pg/mL konsantrasyonunun
HCT116 hiicreleri lizerine uygulanmasi sonucunda invert mikroskopta 200X biiylitme ile
goriintiileri

Yukaridaki sekilde (Sekil 4.2.3.2.) goriildiigii gibi hiicrelerin morfolojik yapisi
kontrole kiyasla konsantrasyon arttiginda hiicre oOliimlerini gosteren kiiresel yapilar
goriilmiistiir. Bu kiiresel yapilar yapisan HCT116 hiicrelerinin apoptoza girdigini

gostermektedir.
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Sekil 4.2.3. 3 1b tuzunun sirasiyla 12.5, 25, 50, 100, 200 ug/mL konsantrasyonunun
HCT116 hiicreleri lizerine uygulanmasi sonucunda invert mikroskopta 200X biiylitme ile
goriintiileri

Farklt konsantrasyonlarda kiiresel yapidaki hiicre olimler1 Sekil 4.2.3.3’te
goriilmektedir. Konsantrasyon arttik¢a kiiresel yapr sayisi artmaktadir. Ayrica

konsantrasyon degisiminde 1s18in kirilma miktar1 degistiginden mikroskop altinda farkl

renklerde goriilmektedir.
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Sekil 4.2.3. 4 1c tuzunun sirastyla 12.5, 25, 50, 100, 200 pg/mL konsantrasyonunun
HCT116 hiicreleri lizerine uygulanmasi sonucunda invert mikroskopta 200X biiylitme ile
goriintiileri

Gortldigii gibi hiicrelerin morfolojik yapist kontrole kiyasla konsantrasyon
arttiginda hiicre 6liimlerini gosteren kiiresel yapilar: gortilmiistiir. Bu kiiresel yapilar yapisan
hiicre olan HCT116 hiicre hatti icin spesifik olmayip Olim belirtisi gostermistir.
Konsantrasyon arttik¢a hiicrelerin bulundugu besiyeri rengi degismis olup ¢dzgen ve tuzun

15181 kirma katsayisi etki etmistir.
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Sekil 4.2.3. 5 1d tuzunun sirasiyla 12.5, 25, 50, 100, 200 ug/mL konsantrasyonunun
HCT116 hiicreleri lizerine uygulanmasi sonucunda invert mikroskopta 200X biiylitme ile
goriintiileri

Yukaridaki Sekil 4.2.3.5’teki gibi hiicrelerin morfolojik yapisi kontrole kiyasla
konsantrasyon arttiginda hiicre 6liimlerini gosteren kiiresel yapilar1 goriilmiistiir. Bu kiiresel
yapilar yapisan hiicre olan HCT116 hiicre hatt1 icin spesifik olmayip 6liim belirtisi
gostermistir. Konsantrasyon arttikca hiicrelerin bulundugu besiyeri rengi degismis olup

¢cozgen ve tuzun 15181 kirma katsayisi etki etmistir.
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Sekil 4.2.3. 6 1e tuzunun sirasiyla 12.5, 25, 50, 100, 200 pg/mL konsantrasyonunun
HCT116 hiicreleri lizerine uygulanmasi sonucunda invert mikroskopta 200X biiylitme ile
goriintiileri

Hiicrelerin morfolojik yapist kontrole kiyasla konsantrasyon arttifinda hiicre
oliimlerini gosteren kiiresel yapilar1 goriilmiistiir (Sekil 4.2.3.6). Bu kiiresel yapilar yapisan
hiicre olan HCT116 hiicre hatt1 igin spesifik olmayip Oliim belirtisi gostermistir.

Konsantrasyon arttik¢a hiicrelerin bulundugu besiyeri rengi degismis olup ¢dzgen ve tuzun

15181 kirma katsayisi etki etmistir.

61



100 pg/mi

Sekil 4.2.3. 7 1f tuzunun sirasiyla 12.5, 25, 50, 100, 200 pg/mL konsantrasyonunun HCT116
hiicreleri lizerine uygulanmasi sonucunda invert mikroskopta 200X biiyiitme ile goriintiileri

Invert mikroskopta alinan hiicrelerin goriintiilerinde morfolojik yapis1 kontrole
kiyasla konsantrasyon arttiginda hiicre 6liimlerini gésteren kiiresel yapilar1 goriilmiistiir. Bu
kiiresel yapilar yapisan hiicre olan HCT116 hiicre hatt1 i¢in spesifik olmayip 6liim belirtisi
gostermistir. Konsantrasyon arttik¢a hiicrelerin bulundugu besiyeri rengi degismis olup

¢Ozgen ve tuzun 15181 kirma katsayisi etki etmistir.
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Sekil 4.2. 1.’deki grafikten yola ¢ikilarak 1¢ tuzunun 3 hiicre iizerinde ortalama olarak en
diisiik ICso degeri verdigi goriilmiistiir. Cisplatin ilacinin meme kanserine yaptigir %50

inhibisyon dozunun etkisini kolorektal kanser ilizerinde gosterememistir.
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Sekil 4.2. 2. Fenilboronik asit fonksiyonelli N-heterosiklik karben onciillerinin MCF-7,
A549 ve HCT116 hiicreleri lizerindeki etkisi.

4.3. Fenilboronik Asit Fonksiyonelli NHC Onciillerinin in vitro Sistemde

Antibakteriyel Ozelliklerinin Belirlenmesi

Bacillus subtilis ve Escherichia coli bakterilerinin ampisilin antibiyotigi ile kiyasla
etkinligi zon c¢ap1 olglimleri ile belirlenmistir. Benzimidazolyum tuzlarmin bakteriler
tizerinde etkisinin olmadig1 ve ampisilin antibiyotiginin gram negatif bakteriler iizerinde
oldiirticii etkisinin, gram pozitif bakteriler tizerideki 6ldiiriicii etkisinden fazla oldugu Sekil

4.3.1.1 ve Sekil 4.3.2.1 gorsellerinde gozlemlenmistir.
4.3.1. Bacillus subtilis bakterisi iizerinde tuzlarin etkisi

Yapilan zon cap1 dl¢lim deneyi sonucunda gram pozitif olan B. subtilis bakterisine
muamele edilen ve 24 saat salinim yapilmasi beklenen disklerin dlgimleri sonucunda sadece
streptomisin antibiyotiginde etkinlik oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.3.1. 1.). Streptomisin zon

¢ap1 mm cinsinden 14.55+1.23 olarak dl¢lilmiistiir.
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Sekil 4.3.1. 2. Zon ¢ap1 6l¢timii ile B. subtilis bakterisinin zon gap1 6lgiim sonuglari

4.3.2. Escherichia coli Bakterisi Uzerinde Benzimidazolyum Tuzlarinn Etkisi

Yapilan zon gap1 6l¢tim deneyi sonucunda gram pozitif olan B. subtilis bakterisine
muamele edilen ve 24 saat salinim yapilmasi beklenen disklerin 6l¢iimleri sonucunda sadece
ampisilin ve streptomisin antibiyotiginde etkinlik oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.3.2. 3.).
Ampisilin zon ¢apt mm cinsinden 24+2.23 olarak 6l¢iilmiistiir. Streptomisin zon ¢api mm

cinsinden 10.33+0.5 olarak ol¢iilmiistiir.

Sekil 4.3.2. 1. Zon ¢ap1 6l¢iimii ile E. coli bakterisinin zon ¢ap1 6lglim sonuglari
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4.4. Feniloronik Asit Fonksiyonelli NHC Onciillerinin in vitro Sistemde Genotoksisite

Ozelliklerinin Belirlenmesi

Yapilan DNA baglanma ¢alismasinda ilag kontrolii olarak cisplatin ad1 verilen kanser
tedavisinde kullanilan kemoterapi ilact 100 ve 200 pg/mL olarak verilmistir. Pozitif kontrole
kiyasla benzimidazolyum tuzlarinin konsantrasyonu arttik¢a antikanser caligmalarinda
oldiiriicii doz oldugu bilinen miktarlarin lizerindeki konsantrasyonlarda (her tuzdan sirasiyla
50, 100, 200 pg/mL konsantrasyon hazirlanmistir) DNA ile bir etkilesiminin oldugu
goriilmemistir (Sekil 4.4. 1.).

1a 1a ib 1b 1b 1c 1c 1c
Kontrol 100 200 ) 100 200 50 100 200

- - W A e e

1d 1d le 1e le 1f 1f 1f

C
Kontrol 100 200 50 100 200 50 100 200

-

Sekil 4.4. 2. pBR322 plazmitinin fenilboronik asit fonksiyonelli n-heterosiklik karben

onctilleri ile etkilesiminin agaroz jel ile goriintiileri
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4.5. Fenilboronik Asit Fonksiyonelli NHC Onciillerinin in vitro Sistemde Enzim

Inhibisyon Ozelliklerinin Belirlenmesi

Enzim aktiviteleri ¢alismalarinda ksantin oksidaz ve asetilkolinesteraz enzimleri
kullanilmistir. Enzimlerin {iriin elde etme miktarlar1 géz 6niinde bulundurularak ICso degeri

png/mL konsantrasyon cinsinden hesaplanmustir.
4.5.1. Ksantin Oksidaz Enzimi Uzerinde Etkisi

XO aktivitesinin inhibisyon yiizdesi (ICso) asagidaki Sekilde hesaplanmistir:

% inhibisyon = (A-B) / A x 100 (A = test bilesigi olmadan 294 nm'de absorbans) (B = test
bilesigi ile 294 nm'de absorbans.)

Yapilan ksantin oksidaz enzim inhibisyon deneyi sonucunda biitiin tuzlar allopurinol
ilacindan daha fazla etkinlik gostermis olup en yiiksek etkinligi 1f tuzu gostermistir (Cizelge
4.5.1. 1. ve Sekil 4.5.1. 1.). Benzimidazolyum tuzlari arasinda en diisiik etkiyi 1b gostermis

olup allopurinol ilacindan ICsp degeri diisiiktiir.

Cizelge 4.5.1. 2. Fenilboronik asit fonksiyonelli N-heterosiklik karben 6nciillerinin

Ksantin Oksidaz enzimi iizerinde inhibisyon degerleri

Ornekler  1Cso (ng/mL)

Allopurinol  1.685+0.051

la 1.062+0.038
1b 1.226+0.021
1c 0.761+0.024
1d 0.811+0.033
le 0.637+0.011
1f 0.591+0.016
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Sekil 4.5.1. 2. Fenilboronik asit fonksiyonelli N-heterosiklik karben dnciillerinin Ksantin

Oksidaz enzimi lizerinde inhibisyon grafigi

45.2. Asetilkolinesteraz Enzimi Uzerinde Etkisi
ACHhE yiizde inhibisyonu asagidaki denklem kullanilarak hesaplanmistir:

% inhibisyon = (A-B) / A x 100 A = test bilesigi olmadan 410 nm'de absorbans, B = test

bilesigi ile 410 nm'de absorbans.

Yapilan Asetilkolinesteraz enzim inhibisyon deneyi sonucunda biitiin tuzlar donepezil
ilacindan ¢ok fazla etkinlik gostermis olup en yiiksek etkinligi 1a tuzu gostermistir (Cizelge

4.5.2. 1. ve Sekil 4.5.2. 1.). Benzimidazolyum tuzlar arasinda en diisiik etkiyi 1b gostermis

olup donepezil ilacindan ICsp degeri diistiktiir.
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Cizelge 4.5.2. 2. Fenilboronik asit fonksiyonelli N-heterosiklik karben onciillerinin
Asetilkolinesteraz enzimi iizerinde inhibisyon degerleri

Ornekler 1Cso (ug/mL)

Donepezil 3.172+0.661

la 0.861+0.045

1b 1.088+0.049

1c 0.976+0.058

1d 0.862+0.033

le 0.903+0.011

1f 1.029+0.016
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Sekil 4.5.2. 2. Fenilboronik asit fonksiyonelli n-heterosiklik karben onciillerinin
Asetilkolinesteraz enzimi tizerinde inhibisyon grafigi
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5.TARTISMA

1969'da sisplatinin antitiimor aktivitesinin kesfi, potansiyel antikanser ilaglar1 olarak
yeni metal igeren komplekslerin arastirilmasina yol agti. Bu yeni kompleksler arasinda,
metal N-heterosiklik karben (NHC) kompleksleri, verimli ilag tasarimi1 ve hizli optimizasyon
icin On kosullara miikemmel sekilde uyduklari i¢in son zamanlarda biiyiik ilgi gormiistiir.
Sentezlenen benzimidazolyum tuzlarindan palladyum kompleksleri sentezlenmeye
calisilmis ancak sentez sirasinda kullanilan bazik tuzlardan dolay1 benzen halkasi iizerinde
yer alan boronik asit grubu bozunmustur. Benzimidazolyum tuzlarimin antikanser etkileri
cisplatin ilaciyla kiyaslandiginda yaklasik olarak %50 daha fazla verim gostermistir.
Boronik asit fonksiyonel grubu igeren imidazol g¢esidi olan benzimidazolyum tuzlarinin
sentezi, karakterizasyonu, antikanser, genotoksisite, antibakteriyel ve enzim inhibisyonu
Ozellikleri arastirilmis ve arasindaki iliski aciklanmastir.

Calisma kapsaminda meta-fenilboronik asit siibstitiientli benzimidazolyum tuzlari
(1a-f) sentezlenmistir. Hiicrelerin metabolik aktivitelerini 6l¢mek i¢in MTT kullanilmustir.
Sentezlenen tuzlarin MCF-7 hiicre hatt1 {izerinde 1a-f tuzlarinin ve cisplatin igin ICso pg/mL
degerleri swrasiyla 37.40+1.70, 54.17£2.77, 29.57+£3.04, 32.27+4.24, 29.90+2,89,
38.9742.44 ve 82.02+6.19 olarak bulunmustur. Buna gore 1c bilesiginin cisplatinden
etkinlik olarak 3 kati kadar etkili oldugu sdylenebilinir. A549 Hiicre Hatti lizerinde ise la-f
tuzlarinin ve cisplatin i¢in ICso pg/mL degerleri sirasiyla 38.83+3.17, 51.17+5.84,
17.14£3.72, 31.86+3.53, 29.24+2.86, 24.18+£3.99 ve 91.31£3.65 olarak tespit edilmistir.
Yine 1c bilesiginin cisplatine kiyasla etkili oldugu goriilmiistiir. Ayrica bu ¢alismadan A549
hiicreleri tizerinde cisplatinin  MCF-7 hiicrelerine kiyasla daha az etkin oldugu
soylenebilinir. HCT116 hiicre hatt1 i¢in 1a-f tuzlarinin ve cisplatin i¢in ICso pg/mL degerleri
sirastyla 29.20+2.33, 52.78+2.22, 34.29+1.97, 30.42+4.52, 15.31+3.81, 36.04+1.38 ve
106.57+6.77 olarak bulunmustur. Ilk iki hiicreden farkli olarak HCT116 hiicresinde 1e tuzu
en yliksek aktivite gdstermis olup, cisplatinin diger iki hiicredekine kiyasla daha diistik
aktivite gosterdigi goriilmiistiir. Genotoksik ¢aligmalarda pBR322 plazmiti lizerinde artan
konsantrasyona ragmen bir etkisi goriilmemistir. pBR322 plazmiti cisplatin ile maruz
birakildiginda siiper coil yapisindan coil yapisina veya halkasal yapiya gecmektedir. Bu da
cisplatinin genetik materyale etki ettigini gostermektedir. Fakat DNA binding
calismalarindan malzemelerin DNA iizerinde herhangi bir baglanmaya sebep olmadig
goriilmiis olup genotoksik bir o6lim olmadigr sdylenebilinir. B. subtilis ve E. coli
bakterilerinde standart antibiyotiklerle karsilastirilabilir diizey oldiiriicti etki gostermemistir.

Buradan ¢ikarilacak sonug bakteri metabolizmasinin ve hiicre yapisinin dkaryot hiicrelerden
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farkli olmasidir. Bu farklilik bakterilere gelistirilen bilesiklere karsi bagisiklik
gostermektedir. Enzim inhibisyonu testinde 1a-f tuzlarinin ve allopurinol i¢in ICso pg/mL
degerleri sirasiyla 1.062+0.038, 1.226+0.021, 0.761+0.024, 0.811+0.033, 0.637+0.011,
0.591+0.016 ve 1.685%0.051 olarak bulunmustur. Buna gore 1f malzemesinin etkinligi diger
malzemelere ve allopurinole gore daha fazla etkinlik gostermistir. Asetilkolinesteraz
enzimine ise donepezilden daha fazla inhibisyon 6zelligi gostermis ve bu degerler la-f
tuzlarmin ve donepezil ilaci i¢in ICso pg/mL degeri sirasiyla 0.861+0.045, 1.088+0.049,
0.976+0.058, 0.862+0.033, 0.903+0.011, 1.029+0.089 ve 3.172+0.661 olarak bulunmustur.
Bunun sonucunda la malzemesinin etkinligi donepezile gore ve diger bilesiklere gore
fazladir. Sonug olarak boronik asit fonksiyonelli NHC onciillerinin biyolojik olarak aktif
bilesikler oldugu ve 6zellikle enzim inhibisyonlar1 yolu ile hiicreler {izerinde biyolojik olarak
aktivite sergiledikleri tespit edilmistir.

Giiglii o-verici ve zayif m-geri alic1 6zellikleriyle NHC’ler fosfinlerle kiyaslandiginda
cok yonlii ligandlardir. Ayrica fosfinlere gore sadece kolay sentezlenmeleri ve fonksiyonel
olmalari degil, ayn1 zamanda metallerle daha kuvvetli bag yapmalari ve boylece fosfin-metal
komplekslerinden daha kararli metal-NHC kompleksleri olusturmalaridir. NHC ligandlari
oncelikle giiclii o-verici ve daha az bir derecede m-geri alic1 yoluyla metal merkezleri ile
etkilesime girer. Metal-ligand bagmin kuvvetli olmasi ve elektron yogunlugunun fazla
olmasi1 sayesinde, NHC’ler baz1 katalitik aktiviteler i¢in ¢ok 6nemli bir konuma sahiptir
(Fulscher ve ark., 1995). Ayrica, son yillarda tibbi uygulamalari, basta Ag(I), Ru(ll), Pt(1l)
olmak tizere M-NHC komplekslerinin antimikrobiyal ve antikanser etkileri lizerinde de
caligmalar yapilmistir. Bu anlamda son yillarda organometalik komplekslerin hem in-vivo
hem de in-vitro ¢alismalarinda umut verici aktiviteler gozlenmistir (Akkurt ve ark., 2012;
Ochninger ve ark., 2013). Yeni sentezlenen farkli islevsel gruplarin tek basina ve kombine
olarak kullanimi sonucu olusacak etkilerin mekanizmalar: ile ortaya konmasi ilag etken
madde gelistirilmesi a¢isindan Onemli olacaktir. Essiz elektronik ve fizikokimyasal
Ozellikleri nedeniyle, ilag endiistrisi ve akademi bor igceren bilesiklere ilgi son yillarda
artmakta ve bu alanda yeni terapétikler ajanlar gelistirlmeye calisilmaktadir. Bu bilesikler
bos bir p-orbital icermesi nedeniyle giiclii Lewis asitleridir. Bor merkezi fizyolojik kosullar
altinda,kolayca notral trigonal diizlemsel sp?den tetrahedral sp® hibridizasyonuna
dontistiirtilebilir. Bu durum bor igeren bilesiklerin kimyasal ve biyolojik 6zelliklerinin ortaya
cikmasinda ¢ok Onemli olup oOzellikle biyolojik molekiillerle ¢ok kolay bir sekilde

etkilegsmesine izin vermektedir (Ban ve ark. 2012). Bu nedenle farkli fonksiyonel tasiyici
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sistemlerle olusturulan boronik asit fonksiyonel sistemlerin biyolojik 6zelliklerinin
belirlenmesi olduk¢a 6nemlidir.

Literatiirde sentezlenmis baska benzimidazol ve karben kompleksleri ile yapilan
hiicre kiiltiir calismalarinda yiiksek aktivite goriilmisiir (Aktas, 2019). Bouché ve dig., platin
NHC komplekslerinin HCT116, PC3 hiicresinde denemislerdir. Bu komplekslerin reaktif
oksijen tiirlerini 6nlemesi planlanmistir. Yapilan ¢aligma sonucunda HCT116 hiicre hatti
icin cisplatinden %50 daha fazla aktivite goOsteren bilesik sentezlendigi goriilmiistiir
(Bouché, ve dig., 2016). Bertrand ve dig., bakir NHC kompleksleri sentezlemisler ve
cisplatine direnci yiiksek olan A549 hiicre hatti1 {izerinde c¢alismiglardir. Hiicre kiiltiir
caligmalar1 sonucunda sentezlenen komplekslerin cisplatinden daha fazla aktivite gosterdigi
gorlilmiistiir (Bertrand, ve dig., 2017). Streciwik ve dig., ¢aligmalarinda da bakir NHC
kompleksleri sentezlemistir. Sentezledikleri komplekslerin MCF-7 hiicreleri {izerinde
biyolojik aktiviteleri cisplatine kiyasla ¢ok yiliksek ¢ikmigtir. Bundan otiirii hayvan
calismalarinda kullanilmis ve olumlu sonuglar alinmistir (Streciwik, ve dig., 2014). Pellei ve
dig., tarafindan sentezlenen bakir NHC kompleksler cis platine kiyasla en ytiksek 7 kat daha
fazla aktivite gostermistir (Pellei, ve dig., 2015). Chekkat ve arkadaslar1 sentezledikleri
platin NHC komplekslerinin hem hiicre kiiltiirii hem de hayvan ¢alismalarini yapmislardir.
Elde ettikleri veriler 15181nda komplekslerinin anti timor 6zelliginin oldugu ortaya ¢ikmigtir
(Chekkat, ve dig., 2016).

Yapilan bu hiicre kiiltiir ¢aligmalarinda bu sentezlenmis olan komplekslerin ortak
noktast DNA mutasyonuna sebep olmasi veya ROS iiretmesinden 6tiiriidiir. Bu ¢alismalarin
DNA mutasyonlarina sebep olmasinin beklenmesi, igerdigi metalden gelmektedir. Buna en
1yi 0rnek hiicre kiiltiir caligmalarinda da kontrol olarak kullandigimiz cisplatindir. Cisplatin
DNA’nin piirin bazlarindan baglanarak genetik bilginin okunmasini engeller. Ayrica
baglanarak sekil ve yapisim1 bozmaktadir. Bizim ¢alismalarimizda metal kompleks
olmadigindan, bilesiklerimizin DNA hasarina sebep olmadan enzimleri inhibe ettigi ve bu
sekilde hiicreyi apoptoza gotiirdiigii diisiiniilmektedir. Bu kapsamda apoptoz yolaklarina
yonelik ¢aligmalarin planlanmasi etki mekanizmalarmin tam olarak ortaya cikarilmasi

acisindan onemli olacagi kanaatindeyiz.
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