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OZET

Bu calismada, Indnii Universitesi Anorganik Kimya Arastirma laboratuvarinda
orjinal olarak sentezlenmis 6 adet benzimidazol grubu gimiis karben
komplekslerinin beyin kanseri hiicre hatti (SHSYS5Y) ve karaciger kanseri hiicre
hatt1 (HEP3B) iizerinde sitotoksik etkisi MTS canlilik testiyle belirlenmistir. Kontrol
grubu olarak saglikli fibroblast hiicreleri (HF) kullanilmistir. Toksisite testlerinin
sonucu 3 giin siireyle ve 24 saat araliklarla ELISA cihazinda okunmus ve hiicrelerin
canlilik orani spektrofotometrik olarak (490 nm) belirlenmistir.Test edilen glimiis
karbenkomplekslerinden 5 tanesinin beyin ve karaciger kanserli hiicre hatlarinda
doza bagimli bir toksisiteye neden oldugu gozlenmis ve bu hiicre hatlarinda 3 giinliik
inkiibasyon sonucu %100’e varan hiicre 6liimleri saptanmistir. Bununla birlikte her
bir kompleks i¢in minimal inhibitér konsantrasyonlart (MIK) referans bakteri ve
mantar suslarina karsi denenmis ve elde edilen sonuglara gore antifungal etkileri
antibakteriyel etkilerine gore daha yiliksek bulunmustur. Tez ¢aligmasinin bulgularina
gore, bu c¢alismada kullanilan giimiis karbenkomplekslerinin kanserli hiicre
hatlarinda, saglikli hiicreye zarar vermeden etkin hiicre oliimiine sebep oldugunu
goriilmektedir. Devam eden ¢alismalar ile bu molekiillerin mevcut diger kanser hiicre

hatlar1 vein-vivo modeller iizerindeki tedavi potansiyelleri arastirilacaktir.

Anahtar Kelimeler: Gimis karbenkompleksi, beyin kanseri, karaciger kanseri
MTS, toksisite, antibakteriyel, antifungal
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF NEW SYNTHESIS SILVER CARBENE COMPUNDS
CYTOTOXIC AND ANTIMICROBIAL ACTIVITY

Inthisstudy, Six units of silver carbene complesexe, newly synthesized in Inonu
University Laboratory, were tested on SHSY5Y (brain cancer cell line) and HEP3B
(liver cancer cell line) cell lines for its cytotoxicity by using MTS proliferation assay.
Human fibroblast cells were used as control group in the t tests. The results of
cytotoxicity tests were monitored in 24 hours intervals for 3 days and the ratio of the
viable cells was determined by spectrophotometry as 490 nm absorbance. 5 were
tested in the silver carbene complexes in brain and liver cancer cell line caused a
dose-dependent toxicity of these cell lines was monitored and the result of the 3-day
incubation of cell death was detected up to 100%.

However, for each complex of the minimal inhibitory concentration
(MIC) against to reference bacteria and fungi strains are tested and according to the
results obtained to antibacterial effects were higher compared to antifungal effects.
According to the results of the thesis, this study used silver carbene complexes in
cancer cell lines, without harming healthy cells is active cell death is observed.
Ongoing studies, we planned to be search on other cancer cell lines and in vivo
models therapeutic potential of these molecules.

Keywords: Silver carbenecomplex, braincancer, livercancer, MTS, cytotoxicity,
antibacterial, antifungal
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1. GIRIS

Guniimiiz tibbmin en 6nemli sorunlarindan olan kanser, hiicrelerin kontrolsiiz
cogalmasiyla karakterize invaziv Ozelliklere sahip bir hastaliktir. Belirtileri koken
aldig1 dokuya gore degisen kanser, bugiin diinyada oliime neden olan hastaliklar
arasinda kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra ikinci sirada yer almaktadir (1-3).
Ayrica kanser goriilme sikliginin yani sira getirdigi sosyal ve ekonomik yik nedeni

ile de dnemli bir toplum sorunu olarak gértilmektedir (4).

N- heterosiklik karbenler; notral, metale iki elektron sunabilen, sert ve
yumusak metaller ile giiclii bag olusturabilen, sentezi, fonksiyonlagtirilmasi ve
metale baglanmas1 fosfin ligantlarina gére daha kolay, gii¢lii ve kararli baglar1 olan
ligandlardir. ilk karben kompleksinin sentezinden itibaren bircok karben kompleksi
hazirlanmistir (5). Giimisiin kullanilmasi bu alanda ilk kez 1993 yilinda olmus (6) ve
baslangicta katalitik potansiyellerinin test edilmesi i¢in sentezlenmislerdir. Ancak bu
alanda diger bilesiklere gore daha diisiik potansiyelleri olmasi sebebiyle farkli
biyolojik aktivitelere yonelinmistir. Son yillarda metal karben komplekslerinin
antimikrobiyal aktiviteleri disinda antikanser etkilerinin de oldugu yapilan
caligmalarla ortaya konmus ve bu durum sentezlenen ilgili yeni bilesiklerin kanser
tedavisinde insan sagligi acisindan daha etkili ve giivenli kullanilabilecegini

diistindtirmiistiir.

Son yillarda yapilan ¢alismalar yeni sentez cesitli glimiis bilesiklerinin saglikli
hiicrelerle kiyaslandiginda ciddi sitotoksik etkiye sahip oldugunu akciger (A-549),
gogis (MCF7) ve kolon (HCT-15) kanseri hiicre hatlarinda in vitro olarak
gostermiglerdir (7). Ayrica karben komplekslerinin benzimidazolyum tuzlarinin
sitotoksik etkisi kolon (HCT116) kanseri hiicre hattinda (8); imidazalyum
tiirevlerinin etkisi ise melanoma (A375) kanseri hiicre hattinda denenmis ve
sitotoksik aktiviteye sahip olduklar1 gosterilmistir (9).Bu sonuclar,Ag-NHC
komplekslerininkansertipinebagli olarak,kanser kemoterapisindeyararliolabilecegini
ve farkli gruplu bilesiklerin degisen diizeyde sitotoksik etki gosterebilecegini

diistindiirmistiir.

Hepatoseliiler karsinoma, yilda 500.000 den fazla kisinin dliimiinden sorumlu

olan ve aflatoksin, hepatit C ve B virusleri gibi birgok etiyolojik faktorle iliskili,



dinyada en sik goriilen karsinomlardan olup karacigerin en sik rastlanan primer
timorudur. Beyin tiimorleri ise tiim kanserlerin %1 ini olusturmakta ve 15-34 yaslar

arasindaki kisilerde kansere bagli 6liim nedenleri arasinda 3. siray1 isgal etmektedir
(10).

Bu tez kapsaminda yeni sentezlenmis ve daha Once higbir caligmada
kullanilmamis benzimidazalyum tuzlari igeren 6 adet giimiis-karben kompleksinin
SHSYSY (beyin kanseri hiicre hatt1), HEP3B (karaciger kanseri hiicre hatti) ve HF
(sagliklt fibroblast hiicre hatt1) hiicre hatlarindaki antikanser etkileri ile
antimikrobiyal etkisinin arastirilmasit amaglanmistir. Test maddelerinin kanserli
hiicreleri saglikli hiicreye zarar vermeden segici olarak Oldiirmesi kemoterapide
olduk¢a Onem tasimaktadir. Bu nedenle yeni sentezlenen bu gilimiis bilesiklerinin
kanserli hiicre hatlarindaki sitotoksik etkileri saglikli fibroblast hiicreleriyle
karsilastirmali olarak arastirilmis ve bu ¢alismanin antitimor ilag arastirmasinin ilk

adimin1 olusturmasi amaglanmistir.



2.GENEL BILGILER
2.1. Kanserin Tanimi ve Onemi

Kanseri, gelisimi ve ozellikleri agisindan bir hastadan digerine degiskenlik
gosteren karmasgik bir hastaliktir. Kanser koken olarak viriis, kalitim, metabolizma ve
birgok etkenin varligini gerektirir. Kanser terimi tibbin babasi olarak bilinen Yunan
fizikci Hipokrat (MO 460-370) tarafindan olusturulmustur. Immiin sistemin
bozulmasi1 sonucu diger dokulara metastaz yapabilen bu hastalik, metabolik ve
davranigsal degisiklikleri iceren ¢ok basamakli bir siiregtir (11). Birikerek timorleri
olusturan kanser hiicreleri iyi ya da kotii huylu olabilir. Iyi huylu tiimérler diger
dokulara metastaz yapmaz, ancak kotii huylu timoérler saglikli dokulara sizabildikleri

icin, gittikleri yerde tiimor kolonileri olusturup biiylimeye devam ederler.

Modern zamanlara has olmayan kanser, yiizyillardir var olan bir hastaliktir ve
veba, kolera, diyabet, kotii beslenme, bebek hastaliklar: ve tiiberkiiloz gibi oliimciil
hastaliklarin kontrol altina alinmasi ve tedavi edilmesi sayesinde ileri yaslarda daha
sik goriilmektedir. Arastirmacilar fosillesmis kalintilarda kansere kanit olan az sayida
delil bulmuslarsa da, Misir mumyalarinin analizinde kanserin varligmi agikca
gosteren delillere ulasmislardir (12). Yunan, Romal ve Iranli yazarlarca tanimlanan

kanser hakkinda, ortagagda tedavilerini de i¢eren metinlere yer verilmistir.

Kanserin bir siirii sebebi olmakla birlikte, en sik goriilen kanser tiirleri yiiksek
gelir grubu ve orta seviye llkelerde farklilik gostermektedir. Yiiksek gelir grubu
iilkelerde akciger, meme, prostat ve kolorektum kanserleri yaygin iken, orta seviye
tilkelerde mide, karaciger, agiz boslugu ve serviks kanserleri yaygindir (13, 14). Tum
kanserlerin {igte biri tiitiin kullanimindan, %10’u ise kronik enfeksiyonlardan

kaynaklanmaktadir (13).

Tiirkiyede her yil yaklasik 150.000 kisi kansere yakalanmaktadir (15).Bu
rakam durumun ciddiyetini gostermekte ve her yil ¢esitli sebeplerle bu risk daha da
artmaktadir. Bilim adamlarmin iizerinde durdugu sebepler ¢cogunlukla; ultraviyole
isinlari, viriisler, alkol, sigara ve hava kirliligidir (16). Sebebi kesin bilinmeyen bu
hastaligin olus mekanizmas1 da tam bilinmemektedir. Halk sagligi agisindan sik
Oliime sebep oldugu i¢in 6nemli hastaliklar grubundadir ve tedavi maliyetinin yiiksek

olmast sosyo-ekonomik acidan toplum adina sorun teskil etmektedir. Bulasici



hastalik olmayan kanserde onemli olan erken teshis ve tedavidir. Ancak halkimiz
bilgi eksikligi, korku ve ihmal gibi sebepler yiiziinden hekime basvurmamakta ve
maalesef kanser tanisi ve tedavisi de giiclesmektedir. Ulkemizde basta Saglik
Bakanligi olmak iizere tiniversiteler, goniilli kuruluglar ve medya tarafindan

kanserden korunma yontemleri anlatilmali ve halk bilinglendirilmelidir.

2.2. Kanserin Nedenleri

Son yillarda kanser iizerine yapilan caligmalar, kanserin uzun basamakli
genotipik ve fenotipik diizeyde bir siire¢ oldugunu gdstermistir. En yaygin somatik
genetik bir hastalik olan kanserin, %10 unun kaliimsal oldugu, % 85’inin ise
replikasyondaki hatalar, ¢evresel ve kimyasal faktorler sonucu olustugu
diistiniilmektedir (17). Losemi ve bazi c¢ocukluk ¢agi tiimorleri genetik 6zellik
gosterse de, kalitim yoluyla kanser olugma olasiligicevresel faktorlere oranla oldukga
azdir. llaglar, yagl yiyecekler, aflatoksinler (bazi kiifler), yanmis yaglar1 iceren
besinler, kirmizi1 etten zengin diyetler ¢evresel faktorlerdendir. Sigara, alkol, benzen,

naftalin ve asbest ise kimyasal kanser yapici etkenlerdir (18).

Koken aldigr dokuya gore degisen kanser bulasici bir hastalik degildir. Birgok
kanser tipinin olusumunda ¢evresel faktorlerin rol oynadigi disiiniilse de genetik
faktorlerin de kanser olusumunda katkisi oldugu bilinmektedir. Oncelikli faktorler

sunlardir:

1- Iyonize radyasyon: Iyonize radyasyon 16semi ve epitelyal kanserlere yol
acmaktadir. Radyasyonun dozu onemlidir ancak yillar sonra da etkileri

gorulebilmektedir.

2- Ultraviyole 1s1nlari: Kontrolsiiz sekilde giines 1s1g1na maruz kalan insanlarda

deri kanserine yol agmaktadir.
3- Hava kirliligi: Akciger kanserlerinin % 10’unda rolii oldugu bilinmektedir.

4- Kimyasal karsinojenler: Calisilan meslek grubuna gore olusturdugu
kanserler degismektedir. Plastik sanayinde c¢alisanlarda karaciger kanseri,
katranla ugrasanlarda deri kanserleri, asbestle ¢alisanlarda ise mezotelyoma

gorilmektedir.



Beslenme faktorleri: Beslenme ve kanser yakindan ilgilidir. Her ne kadar
karsinojen oldugu bilinen katki maddelerinden kaginilmasi Onerilse de
gilinlimiizde bunu yapmak cok titizlik istemektedir. Ciinkii yedigimiz her gida
da katki maddesine rastlamaktayiz. Bunun i¢in diigiik yag ve yiiksek lif igeren

beslenme programlari uzmanlar tarafindan 6nerilmektedir.

Sigara: Sigara ve akciger kanserinin iligkisi kesin kanitlanmakla beraber,
sebep oldugu diger kanser tiirleri larenks, agiz boslugu, yutak, mesane ve

pankreas kanserleridir.

Alkol: Agiz, yutak, yemek borusu ve girtlak kanserlerinin risk sebebi olan

alkoliin uzun siireli kullanilmas1 gergek tehlike arz eder.

Virasler: Hepatit B viriistiniin karaciger kanseriyle, Ebstein-Barr virisunin

ise Burkitt lenfoma ile iliskili oldugu bilinmektedir.

Genetik faktorler: Ozellikle gocuklarda gorilen retinablastom kanser
tirlinde genetik gecis goriilmektedir. Bunun disinda kalin bagirsakta

poliplerle giden ailevi hastalik da 6rnek olarak verilebilir (19, 20).

2.3. Kanser Tan1 Yontemleri

Kanser tanisinda ve tedavinin planlanmasinda birden ¢ok tani yontemleri

kullanilir. Bunlarin baslicalar agagidaki gibi siralanmastir:

1- Hastanin Hikayesi

2- Muayene

3- Labaratuar incelemeleri
-Kan sayimi

-Biyokimyasal analizler

-Rdntgen incelemeleri

-Radyoizotop taramalar

-Endoskopi



-Ultrasonografi

-Bilgisayarli tomografi
-Magnetik rezonans goriintileme,
-Sitoloji

-Biyopsi (21)

2.4. Kanser Tedavisi

Kanser ginimizde tedavisi mimkiin olmayan bir hastalik olarak goriildigi
icin, insanlarda olusan moral bozuklugu diizenli tedavi uygulamalarim
engellemektedir. Kanser bircok dokuyu etkileyen bir hastalik olmasi sebebiyle,
tedavisindeki basariya cins, yayginlik ve diizenlilik esas alinarak ulasilabilir. Kanser

tedavisinde uygulanan baslica tedavi yontemleri asagida verilmistir.

2.4.1. Cerrahi
Kanser tedavisinde ilk uygulanan tedavidir. Tanisal, onleyici, kiiratif (hastalig

iyilestirici) ve palyatif (gegici) cerrahi olmak tizere dort amagla kullanilmaktadir.

-Tanisal cerrahide hastaligin bulundugu dokudan biyopsi alinir ya da dokunun

tamamui ¢ikartilir.
-Onleyici cerrahide kansere doniisecegi bilinen dokular ¢ikartilir.

- Kiiratif cerrahi uygulamasinda kanserli doku ile yayilma olasilig1 yiiksek komsu

dokular ¢ikartilir.

-Palyatif cerrahide ise hastanin yasam siiresini uzatmak amaciyla, acil problem teskil

edecek bulgular dizeltilir (22).

2.4.2. Radyoterapi

Radyoterapide hastaya X 1sinlari, gama isinlar1 ve elektronlar gibi iyonize
1sinlar uygulanir. Kullanilan 1sinlar gelistirilmis, lineer akselerator, betatron ve
kobalt-60 gibi 6zel tedavi niteleriyle uygulanmaktadir. Son yillarda ise hastanin
saglam dokularmin radyasyonun yan etkilerinden korunmasi i¢in brakiterapi metot

ile sadece kanserli bolgeye uygulama yapilmaktadir (20).



2.4.3. Kemoterapi

Kanserin ilacla tedavisi olan kemoterapi, sistemik yerlesmis bir tedavi
yontemidir. Sadece hastaligin basladig1 bolgeye degil, belirlenmis ve saptanamayan
tim hucrelere etki eder. Kemoterapinin basarisinin kanitlandigi kanser tiirleri;
Burkitt lenfoma, Hodgkin hastaligi, meme kanseri, kan kanseri, testis kanseri ve
retinablastom gibi kanserlerdir. Kemoterapi kanserli hiicreleri durdurmakta ancak
bulanti, kusma, bag donmesi, sa¢ dokiilmesi, kemik iliginin baskilanmas1 ve akyuvar

sayisinda diismeler gibi ciddi yan etkileri mevcuttur (20).

Son yillarda metal bilesiklerinin kanser tedavisinde kullanilmasiyla ilgili
olduk¢a ciddi ¢aligmalar yapilmaktadir. Giiniimiizde halen birgok kanser
kemoterapisinde kullanilan sisplatin platin metali ile tiirevlendirilmis bir komplekstir
ve mesane kanserinde tek ajan olarak etkindir. Bunun yaninda bir seri yeni platin ve
palladyum bazli metal komplekslerinden iki palladyum bilesiginin, Uludag
Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya Anabilim Dalindan Prof. Dr. Engin
Ulukaya ve ekibi tarafindan giiclii derecede anti kanser etkili olduklar1 bulunmustur
ve halen aragtirmalar1 patent alma yolunda ilerlemektedir. Beytur ve arkadaglar1 yeni
sentezlenen bir tiyosemikarbazon tlrevinin prostat kanseri hiicre kiltirleri Gzerinde
antikanserojenik ozelliklerini aragtirmiglar ve test ettikleri ajanlarin antitimor
aktivitelerinin oldugunu gostermiglerdir (23). Rutenyum ve altin kompleksleri ile
Clarke ve arkadaslar in vitro diizeyde calismis ve bilesiklerin antikanser agisindan
olduk¢a aktif oldugunu gostermislerdir (24).Metal kokenli yapilan bu galigmalar

bizim ¢aligmamiza yol gdsteren, umut vaat edici literatiirlerdir.

2.4.4.Diger Tedavi YOontemleri

-immunoterapi

Immunoterapide viicudun bagisiklik sistemi BCG, interlokin ve interferon gibi

biyolojik molekiiller kullanilarak uyarilmaktadir.
-Hormon Tedavisi

Meme ve prostat kanseri gibi hormona bagimli tiimoérlerde kullanilmaktadir.



-Lazer Tedavisi

Ameliyatlarda faydali olan tedavi seklidir. Ancak kanserde heniiz yaygin

olarak kullanilmamaktadir.

2.5. Kanser Biyokimyasi

Oksijenden olusan reaktif oksijen tiirleri olan serbest radikallerin kanser
olusumunun evrelerine etki ederek kanser gelisimine etki ettigi bilinmektedir (25,
26).Reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusturdugu hasar1 viicudun antioksidan
savunma sistemi saglar. Hiicre 6limlne neden olarak kabul edilen serbest
radikallerin, viicutta elektrofilik metabolitlere doniisiip DNA ile kovalent baglanmak
suretiyle reaksiyona girdigi ve bunun sonucu olarak DNA da bozukluklara sebep
oldugu hipotezi kabul edilmektedir (27). Bunun yaninda 1983 yilinda Hassun serbest

radikallerin gen programlarini degistirdigini gostermistir (28).

2.6. Metastaz

Metastaz kanserli dokularin kan ve lenf yoluyla ¢evre dokulara yayilmasi
olarak tanimlanir ve halk arasinda ‘yayilma’ olarak bilinir. Bir¢ok kétii huylu kanser
dis faktorlere bagimli olarak ya da kendiliginden lenf ve dolasim sistemine karisir ve
kanserli hiicrelerin ¢evre dokularda yerlesmesine sebep olur. Birgok kanser
hastasinin  6lmesinin en biiylik sebeplerinden biri bu metastazlara bagli olarak

vicudun bagisiklik sisteminin ¢okmesidir (29).

2.7. Karaciger Kanseri

Karaciger kanseri Afrika ve Asya’da tim kanserlerin %10-50’sini
olusturmaktadir. Karaciger en sik metastaza ugrayan organ olup, bu organda olusan
kanser malign tamorlerdendir (30, 31). Sebep oldugu faktorler arasinda hepatit B ve
C virusleri, nitroza ve aflatoksine maruz kalma, siroz, nitritler, azo bilesikleri, alkol,
toksik endustriyel kimyasallar, hava ve su kirliligi sayilabilir. Bu kanser tlr 6lumcul
statlide olan kanserlerdendir (30-34).Kansere bagli 6liim nedenleri arasinda tigiincii
sirada yer almaktadir. En 6nemli belirtileri karin sisligi, halsizlik, sag {ist kadranda
kitle, karacigerde hassasiyet, ani kilo kaybi, istahsizlik, agr1 ve sariliktir.
Epidemiyolojik ¢aligmalara bakildiginda karaciger kanseri erkeklerde kadinlara gore

daha sik goriilmektedir (35, 36). Bu c¢alismada kullanilacak olan hepotaseliiler



karsinom primer karaciger kanserlerinin %85-90’1nin1 kapsamaktadir ve bu tiir

hastalarda da mortalite ¢cok ytksektir (37, 38).

Karaciger kanseri tanisi ultrasanografi, bilgisayarl1 tomografi, anjiografi ve
biopsi ile belirlenmektedir. Tiimor smnirli bolgede oldugu zaman cerrahi islem
uygulanmaktadir, eger degilse bolgesel kan damarindan kemoterapi verilmektedir.

Tan1 erken olursa %50 yanit alinmaktadir.

Karaciger kanserinin tedavisi hastaligin derecesine ve hastanin yasina gore
farklilik gostermekle birlikte, asil hedef kanser dokusunu yok etmektir. Eger bu
miimkiin degilse kanserin ilerlemesi ve yayilmasi 6nlenmeye ¢aligilir. Kemoterapi
uygulamasiyla tiimoriin kii¢tiltiilmesi i¢in giiniimiizde kullanilan hedefe yonelik ilag
sorafenibtir. Bu ila¢ kanserin metastazi igin gereksinim duydugu yeni damarlarin
olusumunu engeller. Bilim adamlar1 bu ilagla hastanin omriinii en fazla 3 ay
uzatmasini saglamiglardir. Hastaligin erken evrelerindeki etkileri arastirilmaya
devam etmekte olup, karaciger fonksiyonlar1 zayif kisilerde arastirma yapilmadigi
i¢in ilacin giivenli olup olmadig1 net degildir.Bu ilacin en ¢ok goriilen yan etkileri;
halsizlik, istah kaybi, ishal, yiiksek tansiyon, kasint1, kizariklik, agr1, sislik veya avug
icinde veya ayak tabaninda su toplamasidir (39). Karaciger kanseri kemoterap0tik
ilaglara karsi direngli bir kanser tiirtidiir. Timori kiigiiltmek i¢in kullanilan ilaglar
doksorubisin, 5-flurourasil ve sisplatindir. Ancak bu ilaglarin da sorafenib gibi sebep

oldugu yan etkiler fazla olmasi sebebiyle tedavi yanitlar1 uzun siirmemektedir.

2.8. Beyin Kanseri

Mortalite oran1 1960’larin sonlarindan itibaren artan beyin timorleri, kanserle
ilgili 6limler arasinda ¢ok kiigiik bir orana sahip olmasina ragmen, 6lumcil bir
timor taradar (40). En sik gorilen beyin timorleri beyin metastatik tumorleridir ve
0zellikle kanserli hastalarda meydana gelmektedir ve bu metastazlar siklikla akciger,
meme, melanom ve bdbrek tlimorlerinden kaynaklanmaktadir (29). Genel kanser
nedeniyle Oliimler arasinda onuncu sirada yer alirken, 20 yas alt1 genglerde

I6semiden sonra ikinci sirada yer almaktadir (41).

Beyin kanserine sebep olan etiyolojik faktorler arasinda; iyonize radyasyon,
elektromanyetik alanlar, mesleki maruz kalimlar, beslenme, sigara-alkol kullanimu,

norofibromatozis, tuberoskleroz, bagisiklik sistemi baskilanmasi, trasnplantasyon
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gelmekte; Turcot sendromu gibi kalitsal hastaliklarin seyrinde de, beyin kanserine
sebep olanetiyolojik faktorler gelmektedir (42).

Bu timorlerin %90°1 kafa iginde, %10’u omurilik kanalinda, ¢ocuklarda ise
%70’1 beyin yar1 kiirelerinde gortlmektedir (43). Belirtileri; bas agrisi, bayilma, bas
donmesi, gegici gorme kaybi, uzun siiren kafa i¢i basincin artmasi, uyku hali, denge

kaybi olarak siralanmaktadir.

2.9. N-Heterosiklik Karbenler (NHC)

N-heterosiklik karbenleri iceren ilk karben kompleksleri Ofele ve Wanzlick
tarafindan birbirinden bagimsiz olarak 1968 yilinda sentezlenmistir (44, 45). Her
ikisi de imidazolyum tuzlarmin deprotanasyonunu kullanmiglardir. Metal-karben
komplekslerinin genel yapilart Sekil 1°de gosterilmistir.Burada Ln karben disindaki
ligantlari, M ge¢is metalini, X ve Y alkil, aril, H veya heteroatomlart (O,N,S

halojenler) gosterir.

X

M re
Ln=C\Y

Sekil 2.1: Metal-karben kompleksi genel semast

Yontemi genisleten Lappert olmus (46), ancak 1991 yilinda Arduengo serbest
karbenlerle ilgili verilerini azotlu halka tiirlerine uygulamis ve elde ettigi karbenlere
N-heterosiklik karbenler adimi1 vermistir (47). N-heterosiklik karbenlerin genel
karbenlere gore metal-karbon bagi daha uzun ve bdliinmeye karsi kimyasal ve termal
olarak daha inerttir ve kararli olduklari igin organik tepkimelerde katalizor olarak

kullanilmaktadirlar.

2.10. Karbenler ve Kanser

Immiin sistemin gdzetiminden kagarak zamansiz ¢ogalan hiicrelerin sebep
oldugu kanser, uzaktaki dokular1 da kan ve lenf yoluyla isgal ederek hastay1 yengeg
gibi kiska¢ altina alan tehlikeli bir hastaliktir (48). Bu hastalikta baslica tedavi
yontemleri kemoterapi, radyoterapi, cerrahi tedavi, imminoterapi ve bilimsel
olmayan tedavilerdir. Bu tedavi c¢esitlerinden oOzellikle cerrahi miidaheledeki

basarisizlik metastatik yayilmalara ve tekrarlayan primer timdrlere sebebiyet verir
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(49). Farkli tedavi stratejilerindeki ortak amag¢ metal yapili ilaglarda oldugu gibi
sitotoksik etkili ilaglarla tiimoriin kontrol altina alinarak blylUmesinin énlenmesi ya

da yok edilmesidir ve bu konuda ¢ok sayida ¢alisma yapilmaktadir (50-53).

Gelisen teknolojiye bagli, kimyasal olarak yeni sentezlenen bircok metal tiirevi
bilesik farmakolojik ve toksikolojik etkileri yoniinden incelenmeye baslanmis ve bu
bilesiklerin bazilari ilag olarak kullanima sunulmustur (54-57). Genel olarak pozitif
yukli metal ile negatif yikli biyomolekillerin (nlkleik asitler ve proteinler)
kompleks olusturmasit sonucu etki gosteren sisplatin gibi metal bilesikleri, son
yillarda kanser basta olmak lizere pek ¢ok hastaligin tedavisi agisindan aragtirilmaya

baglanmistir (58, 59).

Benzer tiirevlerinin antimikrobiyal aktiviteye sahip olduklar1 6nceki
caligmalarda ispatlanan karben komplekslerinin saglikli hiicrelerle beraber denendigi
MTS toksisite test sonuglarina gore akciger(A-549), gogiis (MCF7),kolon (HCT-15
ve HCT116) (7, 8) ve bu komplekslerin imidazolyum tirevleri ise melanoma (A375)
kanseri hiicre hattinda denenmis ve ciddi sitotoksik aktiviteye sahip olduklari

gosterilmistir (9).

2.11. Giimiis Komplekslerinin Tibbi Kullanimlar:

Gimiisiin kullanimi eski ¢aglardan bu yana bilinmektedir ve tarihte ilk kez
Misirda kullanildigr tahmin edilmektedir.1940°l1 yillara kadar diinyada yaygin bir
antibiyotik olarak kullanilan giimiisiin bu antibiyotik 6zelligi genis spektrumludur ve
tim bakterileri, viriisleri ve mantarlar1 O6ldiirme yetenegine sahiptir. Gilimiisiin
bakterileri dldiirmesi, hiicre i¢ine girip, oradaki oksijen kazanimindan sorumlu olan
enzimleri bloke etmesiyle gerceklesir. Gram negatif ve gram pozitif bakterilere karsi
antimikrobiyal etkisi de bulunmaktadir (60). Avustralyali Courtenay glimiis
kullamimi ile ilgili calismalar1 kitap haline getirmistir (61). Ozellikle romatoid
artritlerin (RA) tedavisinde kullanim spektrumu ¢ok genis bir bilesiktir. RA agrili bir
inflamatuar hastalik olup, tedavide kullanilan glimiis, antibiyotik 6zelligi sayesinde
hlcre ¢eperindeki peptidoglikan zincirlerini bir arada tutan peptit baglarinin sentezini
Onleyerek, c¢eperi zayiflatip bakteriyi lizis eder ve bu mekanizmasi sayesinde

inflamasyonu engeller (62).
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Son yillardaki teknolojiyle birlikte yeni sentezlenen birgok metal tlrevi
bilesiklerinin toksikolojik etkileri incelenmeye baslanmistir (54). Bu giimiis
bilesikleri metal kokenli bilesikler olmasi sebebiyle, giiniimiizde etkin olarak
antikanser tedavide kullanilan ve metal olarak platin iceren sisplatin benzeri etki
yaptigi diistiniilmektedir. Sisplatin yapisindaki metali sayesinde hiicre i¢ine girerek

protein sentezini bozmaktadir.



3. GEREC VE YONTEM
3.1. Kullanilan kimyasal maddeler

Kimyasal madde

MTS (Tetrazolyum tuzu-

Cell Titer 96 Aqueous One Solution Assay)
DMEM

(Dulbekko’nun modifiye edilmis hiicre besiyeri)
Dimetilsulfoksit

Tripsin

PBS (Fosfat tamponu)

Penisilin Streptomisin Amfoterisin

FBS (Fetal Sigir serumu)

3.2. Kullanilan arac ve gerecler

Arac Gereg
Inkiibator
Santrifu

Su Banyosu
Buzdolab1
Dondurucu (-80)
Azot Tanki (-196)
Steril Kabin
Serolojik Pipetler

Pipetor

Firma

Promega

Sigma

Sigma
Gibco-invitrogen
Gibco-invitrogen
Invitrogen

Gibco-invitrogen

Firma
Sanyo
Hettich
Memmert
Arcelik

Glacier

13

International Cryogenics,Inc.

Esco
Expiring

Dragon lab
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Mikropipet Ramnin
Pipet Ucu Ramin
Otoklav Hirayama

3.3. Kullanilan Giimiis Karben Komplekslerinin Sentezlenmesi

Kullandigimiz giimiis karben kompleksleri Indnii Universitesi Fen-Edebiyat
Fakiiltesi Anorganik Kimya arastirma laboratuarinda sentezlenmistir ve daha once
higbir sitotoksisite ¢alismasinda kullanilmamastir.

Sentezlenen bazi bilesikler havanin nemine ve oksijene karst hassas
olduklarindan dolayr tiim deneyler inert atmosfer ortaminda gerceklestirildi ve
tepkimelerde Schlenk teknigi kullanildi. Tepkimelerde kullanilan cam malzemeler
kullanilmadan o6nce vakum uygulanip 1sitilarak igerisindeki nem ve oksijen
uzaklastirildi ve daha sonra argon gaziyla dolduruldu. Coziicliler ve reaktifler
kullanilmadan once literatiirde verilen yoOntemler esas alinarak kurutulup inert
ortamda saflagtirildt. NMR spektrumlart Bruker Ultra Shield 300 MHz NMR’sinde
Inénii Universitesi Merkezi Arastirma Laboratuvari’nda alindi. Coziicii olarak
CDCls, i¢ standart olarak TMS kullanilda.

Sentez yontemi asagidaki basamaklardan olugsmaktadir:

3.3.1.Ag-Benzimidazoliden Komplekslerinin Sentezi N-(2,2-dietoksietil)

benzimidazol

N> 1) NaH N> Ox
7
N 2) bromoasetaldehitdietilasetal N/

Havasi ve nemi uzaklastirilan bir schlenke yagi hekzan ile yikanip kurutulan
sodyum hidriir (1.2 g / 50 mmol) eklendi. Uzerine THF (50 mL) ilave edildi ve
¢Ozelti oda sicakliginda bir miiddet karistirildi. Sonra benzimidazol (5.90 g / 50
mmol) ilave edildi. Gaz ¢ikis1 bittikten sonra ¢Ozeltiye bromoasetaldehitdietilasetal
(9.85 g /49,7 mmol) eklendi. Bir gece oda sicakliginda karistirilan ¢ozelti daha sonra
yag banyosunda 3 giin refluks edildi. Daha sonra THF vakumla uzaklastirilarak

diklorometan (40 mL) ilave edildi. Cozelti filtreden suzlldikten sonra DCM
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vakumla uzaklastirildi ve geriye kalan yagimsi sar1 renkli madde damitildi (140-150
°C /0.01 mmHg). Verim: %72.7 (8.5 )

1-(2,2-Dietoksietil)-3-benzilbenzimidazolyum klorur, 2a

o/ o/
N/_<O—\ DMF N Nﬁ<0—\
oy O Lo

N-(2,2-dietoksietil)benzimidazol (1.5 g; 6.41 mmol) DMF’de ¢ozildi ve
Uzerine benzil klortr (0.81 g; 6.42 mmol) ilave edildi. Cozelti 60 °C’de iki giin, 80
°C’de bir giin ve 90 °C’de 3 saat karistirildi. Cozeltiye dietil eter (15 mL) eklenerek
beyaz kat1 elde edildi. Beyaz kat1 filtreden siiziiliip dietil eter ile yikandiktan sonra
kurutuldu. Uriin etil alkol / Et2O karisiminda (1:2) kristallendirildi.

Verim: % 92 (2.12 g), e.n.: 160-161 °C, vieny= 1558cm™. % Element analizi
C20H25N20.Cl: Hesaplanan: C, 66.56; H, 6.98; N, 7.76. Bulunan: C, 66.03; H, 7.2;
N, 7.01.

Kullanilan diger benzimidazolyum tuzlar1 da benzer yontemle sentezlendi.
Bilesiklerin sentezi ve bilesiklere ait *H, 3 C-NMR sonuglar1 ve elementel analiz
verileri Indnii Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Yiiksek Lisans Ogrencisi Zeynel

Sahin’in Yiksek Lisans Tezi’nde sunulmustur.
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Kloro-[1-(2,2-dietoksietil)-3-(3,4,5-trimetoksibenzil)benzimidazol-2-
iliden]giimiis(I), 1

o—" o—"

~

N 0 N\ N N
2®E+)>CI‘ + Ag0 a2 »—agcl
N
N OMe -H,0 OMe
\\QOMe 1\\©OMG
OMe OMe

1-(2,2-Dietoksietil)-3-(3,4,5-trimetoksibenzil)benzimidazolyum klorir (1 mmol) ile
Ag20 (0.12 g, 0.55 mmol) tlizerine kurutulmus diklorometan (15 mL) eklendi ve bir
gece oda sicakliginda karistirildi. Cokelek siiziilerek ¢oziicii vakumda uzaklastirildi
ve ham {rlin CH2Cl2/ Et,O’de kristallendirildi. % Element Analizi C23H30N20sCIAg:
Hesaplanan C: 49.52, H: 5.42, N: 5.02, bulunan C: 49.54, H: 5.41, N: 5.04.

Bromo-[1-(2,2-dietoksietil)-3-(3,5-dimetilbenzil)benzimidazol-2-iliden]giimiis(I), 2

1-(2,2-Dietoksietil)-3-(3,5-dimetilbenzil)benzimidazolyum bromir (1 mmol) ve
Ag20 (0.55 mmol) kullanilarak 1 kompleksinin sentez yontemi kullanilarak
hazirlandi. % Element Analizi C22H2sN20sBrAg: Hesaplanan C: 48.91, H: 5.22, N:
5.19, bulunan C: 48.92, H: 5.21, N: 5.17.

Kloro-[1-(2,2-dietoksietil)-3-(3-metoksibenzil)benzimidazol-2-iliden] giimiis(I), 3

o—" o—"

N 9T\ NN
2©[+)>cr + Ag0 — 2@[ —Agcl

N OMe H0 N OMe

< <
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1-(2,2-Dietoksietil)-3-(3-metoksibenzil)benzimidazolyum klortr (1 mmol) ve Ag.O
(0.55 mmol) kullanilarak 1 kompleksinin sentez yontemi kullanilarak hazirlandi. %
Element Analizi C21H26N202CIAg: Hesaplanan C: 52.35, H: 5.44, N: 5.81, bulunan
C:52.32, H: 5.46, N: 5.82.

Kloro-[1-(2,2-dietoksietil)-3-benzil)benzimidazol-2-iliden ] giimiis(I), 4

o—" o—"

N/—<O\ N/_<O\

2 @[+)> cr + Ag0 a2 ©: >—AgCl
N H,0 N
= O

1-(2,2-Dietoksietil)-3-benzilbenzimidazolyum klorir (1 mmol) ve Ag.O (0.55 mmol)
kullanilarak 1 kompleksinin sentez yontemi kullanilarak hazirlandi. % Element
Analizi C2H24N202CIAg: Hesaplanan C: 51.36, H: 5.17, N: 5.99, bulunan C: 51.34,
H: 5.15, N: 5.97.

Kloro-[1-(2,2-dietoksietil)-3-(2,3,4,5,6-pentametillbenzil)benzimidazol-2-iliden]
giimiis (I), 5

1-(2,2-Dietoksietil)-3-(2,3,4,5,6-pentametillbenzil)klorir (1 mmol) ve Ag.O (0.55
mmol) kullanilarak 1 kompleksinin sentez yontemi kullanilarak hazirlandi. %
Element Analizi C2sHz4N202CIAg: Hesaplanan C: 55.83, H: 6.37, N: 5.21, bulunan
C:55.82, H: 6.35, N: 5.20.
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Kloro-[1-(2,2-dietoksietil)-3-(4-i-propilbenzil)benzimidazol-2-iliden] giimiis(I), 6

o—" o—"

2 ©E+)> cr + Ag0 a2 ©iN>—AgC1
N

1-(2,2-Dietoksietil)-3-(4-i-propilbenzil)klorir (1 mmol) ve Ag.O (0.55 mmol)
kullanilarak 1 kompleksinin sentez yontemi kullanilarak hazirlandi. % Element
Analizi C23H30N20.CIAg: Hesaplanan C: 54.19, H: 5.93, N: 5.49, bulunan C: 54.16,
H: 5.95, N: 5.47.

3.4. Hiicre kiiltiirii calismalar
3.4.1. Tiimor hiicre hatlan

Beyin kanseri (SHSYSY) ve karaciger kanseri (HEP3B) hiicre hatlar1t ATCC
sirketinden temin edilmistir. Hiicre hatlar1 % 1 nonesansiyel aminoasit, % 1 L-
Glutamine, 10 mg/ml penisilin ve % 10 1s1 ile inaktive edilmis sigir serumu eklenen
DMEM besiyeri ortaminda, 37°C ve % 5 CO2’li nemlendirilmis inkiibatérde
cogaltilarak kullanildi.



19

Sekil 3.1. HEP3B hiicrelerinin ters mikroskoptaki goriintiisii (10x) (Karaciger

kanseri hiicre hatti)

Sekil 3.2. SHSY5Y hicrelerinin ters mikroskoptaki goriinttsi (10x) (Beyin kanseri
hiicre hatt1)
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3.4.2. Saghkl hiicre hatti

Bu calismada saglikli hiicre hatt1 olarak insan kdkenli fibroblast hiicrelert HF

(human fibroblast)kullanilmistir.

Sekil 3.3. HF hicrelerinin ters mikroskoptaki goriintlisii (10x) (Insan fibroblast hiicre
hatt1)

3.4.3.Besiyeri Ortaminin Hazirlanmasi

DMEM besiyeri temel aminoasitler, vitaminler, glikoz ve minerallerce
zengindir. Bu ortama enfeksiyonu 6nlemek icin penisilin-streptomisin ve blyiime
faktorleri iceren sigir serumu eklenmistir. Enerji ve karbon kaynagi olan L-glutamin
ise besiyeri icinde mevcut olarak gelmistir. Hiicrelerin tutundugu kiiltiir kabi
yiizeyinden kaldirilmasini saglamak i¢in %0,25 Tripsin/EDTA ¢ozeltisi, hiicrelerin
yikamasini yapabilmek i¢in de PBS (fosfat tamponu) kullanilmastir.

3.4.4.Hiicrelerin Cogaltilmasi

Hiicre kiiltiir islemleri Esco marka kabin ve inkiibatorde gergeklestirildi. Sivi
azotta (-196) saklanmis olan HEP3B(karaciger kanseri hiicre hatti) ve SYSYS5Y
(beyin kanseri hiicre hatt1) 6rnekleri 75 cm?lik hiicre kiiltiir kaplarina steril sartlarda

aktarild1 ve iizerine 13 ml besiyeri eklenip hiicreler, 37 °C de % 5 CO; ortaminda
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cogaltildi. Her pasaj sirasinda deney siirecine gore ortalama 2 milyon hiicre, 13 ml
besiyeri (% 10 FBS, %1 PSA ve %1 L-Glutamin igerir) konulmus hiicre kiiltiir
kaplarina aldi ve giinliik olarak ters mikroskopla canlilik, ¢ogalma, morfoloji ve

kontaminasyon ac¢isindan takip edildi.

3.4.5. Hucrelerin ekimi

Hicreler 75 cmZkiiltiir kaplarinda yeterince (%80) cogalinca tripsin enzimi
kullanilarak kaldirildi ve hemositometre yontemiyle sayilarak 96 kuyucuklu petri
kaplarina, her bir kuyucukta 5000 hiicre olacak sekilde 200 pl besiyeri igerisinde
ekildi.

3.4.6. Test maddelerinin konsantrasyonlarinin ayarlanmasi

Gumiis karben kompleksleri DMSO ig¢inde ¢oziilerek once 10 mM’lik stok
konsantrasyon hazirlandi ve hiicrelere gonderilecek olan dillisyonlar ise taze besiyeri
kullanilarak yapildi. Hiicrelerde 1 pM, 5 pM, 10 pM, 15 puM ve 20 uM olmak (izere
bes farkli konsantrasyon denendi. Dolayisiyla hiicrelerin maruz kaldigit DMSO
miktart 1/1000 olarak ayarlandi. Kompleks DMSO iginde ¢Oziildiigi ig¢in negatif
kontrol olarak 1/1000 oraninda DMSO igeren besiyeri, pozitif kontrol olarak ise %20
DMSO kullanildi ve hazirlanan dozlar +4 °C’de saklandi.

3.5. MTS (Sitotoksisite deneyi):

Hiicrelerin ekiminin ardindan 37 derecede ve %5 CO: ortaminda 24 saat
hiicrelerin ylizeye tutunmasi i¢in inkiibe edildi. Bu islem gerceklestikten sonra
hiicreler, farkli konsantrasyonlarda hazirlanmis gliimiis karben kompleksleri ile 24-
48-72 saat muamele edilip, inkiibasyon siiresi sonunda besiyerleri uzaklastirild1 ve

mitokondriyal aktiviteye dayali MTS 6l¢timii ile sitotoksite deneyi yapildi.

Icerisinde PMS (Fenazin metosiilfat) ajanini igeren MTS bileseni canli hiicreler
tarafindan indirgenerek besiyerinde ¢ozunebilen mor renkli formazan drunlerine
dontisiir ve bu formazan {irtin miktar1 dogrudan canli hiicre sayisi ile orantilidir. Bu
nedenle hiicre ¢ogalmasi veya 6liim miktar1 490 nm de plaka okuma ile belirlenebilir.
Biz c¢alismamizda hiicre proliferasyonu degerlerimizi, Elisa plaka okuyucusunda
negatif kontrollerden elde edilen absorbans degerlerinin, deney gruplarina ait

absorbans degerlerine % olarak oranlanmasiyla elde ettik. Kontrollerden (kimyasalla



22

muamele edilmemis hiicreler) alinan absorbsiyon degeri % 100 hiicre canlilig1 olarak
kabul edildi.

Sekil 3.5. 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir kab1

3.6. Antimikrobiyal Etki:
Herhangi bir bilesigin antimikrobiyal etkinligini belirlemek i¢in in vitro
yontemler kullanilmaktadir. In vitro yontemler ile komplekslerin antimikrobiyal

aktiviteye sahip olup olmadigi MIK (minimal inhibitér kosantrasyon) ile belirlenir.
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Referans olarak kullanilan bilesiklerin ise etkinligi bilinmeli ve galisilan suslara karsi
inaktif olmamalidir (63).

Gilimiis komplekslerinin antimikrobiyal aktiviteleri, standardize edilmis bir
yontem olan agar dilisyon yontemiyle elde edildi. Her bir kompleks i¢in MIK

degerleri referans bakteri ve mantar suslarina kars1 denendi.

Mantar suslar1 olarak, Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji Ana
BilimDal1 tarafindan tanimlanan Candida albicans ve Candida tropicalis suslari,
Muller Hinton Broth (HiMedia Laboratories Pvt.Ltd.Mumbai-India) besiyerinde
uretilirken; bakteri suslari ise Amerikan Tipi Kiiltiir Koleksiyonu (ATCC) Rock
ville, MD tarafindan elde edilen Staphylococcus aureus ATCC 29213, Enterococcus
faecalis ATCC 29212, Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853,RPMI 1640 Broth (Sigma-Aldrich Chemie GmbH Taufkirchen,
Germany) besiyerinde iiretilmistir.Biitiin kompleksler DMSO’da hazirlanmistir ve

sulandirmalar distile su ile yapildi.

Standart olarak mantarlar icin flukonazole; bakteriler icin ise ampisilin ve
Siprofloksasin kullanildi. Bakteri ve mantarlarin ekimi steril halka uglu 6ze ile
yapildi ve 35 °C etlvde bakteriler icin 16-20 saat, mantarlar icin ise 48 saat
inkiibasyondan sonra degerlendirildi. Bakteri ve mantarlarin ¢ogalmasini 6nleyen en

diisiik derisimleri MIK olarak belirlendi.

3.7. Istatistik

Veriler ortanca (minimum-maksimum) olarak  ozetlendi.  Gruplarin
karsilastirllmasinda Kruskal Wallis-H testi kullanildi. Coklu karsilastirmalarda
Bonferroni dizeltmeli Mann Whitney-U testi kullanildi. p<0,05 degerleri istatistik
olarak anlamli olarak degerlendirildi. Analizlerde IBAM SPSS Statistics 22.0 for

Windows programi kullanildi.



4. BULGULAR
4.1. Ag-Karben Komplekslerinin Sentezi
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Benzimidazol tuzlarindan yararlanilarak Ag-NHC kompleksleri sentezlendi.

Benaimidazolyum tuzlari diklormetan igerisinde AgyO ile karanlik ortamda

etkilestirilerek benzimidazolidin (1-6) Ag-karben kompleksleri hazirlanmistir (Sekil
4.1). Sentezlenen komplekslerin *H ve C NMR spekturumlar1 Sekil 4.2-4.7°de

verilmistir. Bu spekturumlardan elde edilen bilgilere gore bilesiklerin NMR verileri

Tablo 4.1-4.6’da sunulmustur.

o—"
o—" / :
J o=
/ AgB
N 0T\ ) ABr
>——AgCl
N
OMe 2
1 \\Q\OMe

Rl
NEERERN
@N>—AgC1 /_<0

@ N BN
6 >——AgCl

Sekil 4.1. Giimiis karben komplekslerinin molekiil sekilleri
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Sekil 4.2. 1.Bilesige ait *H ve *C-NMR spektrumlari.
Tablo 4.1. 1.Bilesige ait *H ve *C-NMR verileri.
Konum 'H NMR (8 ppm) BC NMR (8 ppm) J (Hz)

2 - - -
4 5.54 (s, 2H) 52.3 -
5 60.9 -
6 3.82 (s, 9H) 563 i

7 4.52 (d,2H) 53.6 3.6
8 5.02 (s, 1H) 102.1 -

9 3.49 ve 3.76 (qg, 4H) 64.3 75

10 1.11 (¢, 6H) 15.1 6.6
11 7.29 ve 7.69 (m, 4H) 111.5,113.2,124.2, 124.3, -

130.1, 1334

12 6.55 (s, 2H) 104.6, 138.2, 134.9, 153.7 -




e
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Chemical S hift (ppm) s
ekil 4.3. 2. Bilesige ait 'H ve 3C-NMR spektrumlar.
Tablo 4.2. 2.Bilesige ait *H ve *C-NMR verileri.
Konum 'H NMR (8 ppm) 3C NMR (8 ppm) J (Hz)

2 190.8 -
4 5.45 (s, 2H) 52.2 -
5 2.27 (s, 6H) 21.3 -
6 4.53 (d,2H) 53.3 5.4
7 5.88 (t, 1H) 102.3 5.4
8 3.51 ve 3.77 (qq, 4H) 64.4 7.2
9 1.11 (t, 6H) 15.3 7.2
10 6.88 ve 6.94 (s, 3H) 133.4, 134.8, 138.7, 139.2 -
11 7.30 ve7.67 (m, 4H) 111.8, 112.9, 123.9, 124.1, -

125.0, 130.2
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L JJV .
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Chemical S hift (ppm) s
ekil 4.4. 3. Bilesige ait 'H ve 3C-NMR spektrumlari.
Tablo 4.3. 3. Bilesige ait *H ve *C-NMR verileri.
Konum 'H NMR (8 ppm) 3C NMR (8 ppm) J (Hz)
2 - - -
4 5.78 (s, 2H) 52.3 -
5 3.79 (s, 3H) 55.4 -
6 4.53 (d,2H) 53.4 5.1
7 4.85 (t, 1H) 102.1 5.1
8 3.51 ve 3.74 (m, 4H) 64.4 -
9 1.12 (t, 6H) 15.2 6.9
10 7.29 ve 7.68 (m, 4H) 11.8, 133.0, 133.6, 119.8, -
124.8,130.2

11 6.80 ve7.26 (m, 4H) 133.4,134.9, 136.4, 160.3 -
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ekil 4.5. 4. Bilesige ait *H ve *C-NMR spektrumlari.

Tablo 4.4. 4. Bilesige ait *H ve *C-NMR verileri.

Konum 'H NMR (8 ppm) BC NMR (8 ppm) J (Hz)
2 - - -
4 5.64 (s, 2H) 52.3 -
5 4.53 (d, 2H) 55.5 3.9
6 4.86 (t, 1H) 102.1 3.9
7 3.49 ve 3.78 (qq, 4H) 64.4 7.2
8 1.20 (t, 6H) 15.2 6.9
9 111.8, 113.0, 124.3, 127.1 -
10 7:26-7.68 (m, 9H) 128.6, 129.1, 1333.3, 134.8 -




29

0.05 0.030.05 0.11 0.43 0.17
| | [ [ | | | | |
7 T T T T T T T T T T T T T
10 6 5 4 3 2 1 ]
Chemical S hift (ppm)

S -

170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 o]
Chemical S hift (ppm) S

ekil 4.6. 5. Bilesige ait 'H ve 3C-NMR spektrumlar.

Tablo 4.5. 5. Bilesige ait tH ve 3C-NMR verileri.

Konum 'H NMR (5 ppm) 13C NMR (8 ppm) J (Hz)
2 - 181.5 -
4 5.48 (s, 2H) 50.6 -
5 2.20 (s,6H) 18.8 -
6 2.31 (s,6H) 18.9 -
7 2.36 (s, 3H) 19.9
8 4.42 (d,2H) 50.9 5.1
9 4.74 (t, 1H) 99.8 5.1
10 3.42 ve 3.72 (qq, 4H) 64.4 6.9
11 1.07 (t, 6H) 15.4 6.9
12 7.41 ve 7.68 (m, 4H) 108.7, 112.8, 113.5, 115.3, -

122.6, 122.7

13 - 123.8,132.3,132.4, 136.3 -
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ekil 4.7. 6. Bilesige ait 'H ve 3C-NMR spektrumlar.

Tablo 4.6. 6. Bilesige ait *H ve *C-NMR verileri.

Konum 'H NMR (8 ppm) 3C NMR (8 ppm) J (Hz)
2 - - -
4 5.59 (s, 2H) 52.3 -
5 2.87 (h, 1H) 33.8 6.9
6 1.22 (d, 6H) 23.9 6.6
7 4.52 (d,2H) 53.2 5.4
8 4.85 (t, 1H) 102.1 5.1
9 3.48 ve 3.76 (qq, 4H) 64.3 7.2
10 1.11 (t, 6H) 15.2 7.2
11 132.2,133.3,134.9, 149.4 -
12 7.17-7.68 (m, 8H) 111.8, 112.9, 124.6, 124.2,

127.1,127.2

Sentezlenen Ag-karben komplekslerinin - NMR  verileri  incelendiginde

komplekslerin olustugu gozlenmistir. Karben oOncullerinin 2-konumundaki asidik
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hidrojene ait sinyalin *H-NMR spektrumunda gdzlenmemesi komplesk olusumunun
kamitidir. Ayrica bazi kompleksler igin Ag-Ckaben Karbonuna ait piklerde

gbzlenmistir.

4.2. MTS Testi Sonuclar

Calisilan 6 adet giimis-karben komplekslerinin - 2 tanesi  diisiik
konsantrasyonlarda, 4 tanesi ise yiiksek konsantrasyonlarda kanserli hiicre hatlarinda
etkili ¢cikmistir. Bu tez calismasinda hiicrelerle muamele edilen giimiis karben
komplekslerinin sitotoksitesini belirlemek i¢in son yillarda canli hiicrelerin sayisini

belirlemede siklikla ¢alisilan MTS testi kullanilmigtir. Sonuglar asagida verilmistir;

-Timor hiicre hatlarindan olan SHSY-5Y beyin kanseri hiicre hattini, HEP3B
karaciger kanseri hiicre hattini, insan fibroblast (HF) ise saglikli hiicre hattimi

gOstermektedir.

- Sekil 4.1, 4.4, 4.7, 4.10, 4.13 ve 4.16 gimiis karben komplekslerinin SHSY5Y
hiicre hatt1 iizerindeki canliligini; sekil 4.2, 4.5, 4.8, 4.11, 4.14 ve 4.17 ise
bilesiklerin HEP3B hiicre hattindaki canliligini gostermektedir. Saglikli hiicre hatti

olarak kullanilan Human fibroblast hiicre hattindaki bilesiklerin canliliklar1 sekil 4.3,
4.6,4.9,4.12,4.15 ve 4.18’ de verilmektedir.

- 1., 2., 3. ve 4. bilesikler 20 uM, 30 uM, 50 uM, 75 uM ve 100 uM da ii¢ hiicre
hattinda denendi ve bu 4 bilesigin 20 uM, 30 uM ve 50 uM dozlar1 beyin ve karaciger

kanseri hiicre hattinda toksik ¢ikarken saglikli hiicrelere zarar vermemistir.

-5. ve 6. bilesikler 1 uM, 5 uM, 10 uM, 15 uM ve 20 uM konsantrasyonlarinda
hiicrelerle maruz birakildi ve sadece 6. bilesik 15 uM dozunda HEP3B hiicre hattinda
etkili cikmistir. 5. bilesigin ti¢ hiicre hattina karst herhangi bir toksik etkisi

olmamustir.
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Tablo 4.7.:Ag-NHC Komplekslerinin Etkin Konsantrasyon ve Yiizde Canlilik

Degerleri
Bilesik Ad1  |[Etkin Yiizde Canlilik  |Etkili oldugu Hiicre Hatt1
Konsantrasyon {(%)
(M)
1.bilesik 20 6 SYSY5Y
20 69 HEP3B
20 119 HF
1.bilesik 30 0 SYSY5Y
30 27 HEP3B
30 141 HF
1.bilesik 50 1 SYSY5Y
50 20 HEP3B
50 141 HF
2.bilesik 20 8 SYSY5Y
20 58 HEP3B
20 125 HF
2.bilesik 30 0 SYSY5Y
30 40 HEP3B
30 123 HF
2.bilesik 50 0 SYSY5Y
50 26 HEP3B
50 123 HF
3.bilesik 20 1 SYSY5Y
20 21 HEP3B
20 123 HF
3.bilesik 30 0 SYSY5Y
30 21 HEP3B
30 142 HF
3.bilesik 50 0 SYSY5Y
50 4 HEP3B
50 149 HF
4.bilesik 20 8 SYSY5Y
20 32 HEP3B
20 127 HF
4.bilesik 30 1 SYSY5Y
30 9 HEP3B
30 133 HF
4.bilesik 50 0 SYSY5Y
50 5 HEP3B
50 109 HF
6.bilesik 15 uM 72 SYSY5Y
15 uM 31 HEP3B
15 uM 82 HF
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Tablo 4.8. Giimis Bilesiklerine Ait Karaciger, Beyin ve Saglikli Hiicrelerde Hiicre

Canliliklar
Gruplar
Degiskenler

e 1 : : ;

trasyon)

1-20 0,81(0,70— 094)% [0,16( 0,1 —0,19) |0,89(0,69 — 0,972 | <0,0001
1-30 |0,70(0,38—-091,%% |0,15(0,14 —0,16) |0,99{0,65 — 1,132 | <0,0001
1-50 |050(035—-073%% | 016(0,1— 0,17) |1,00{0,72 —1,16)% | <0,0001
1-75 |0,16 (0,14 — 040725 |0,15(0,14 —0,17) |0,18(0,14 — 0,272 | 0,191
1-100 |0,15(0,14 — 0,30)%% |0,15(0,14 - 0,17) | 0,16 (0,1 — 0,192 | 0,783
2-20 |0,70(053 - 089)%%|0,18(0,1— 0,27) |0,91(0,75 — 1,0612 | <0,0001
230 |057(049— 071)%%|0,15(0,1— 0,17) |092(0,7— 1,02)2 |<0,0001
2-50 |045(0,37 — 05%)%%|0,14(0,13 - 0,16) |0,95({0,70 — 1,0112 | <0,0001
2-75 |0,18(0,14 — 0,34)%% |0,15(0,13 —0,18) |0,21 (0,17 — 0,552 | 0,001
2-100 |0,16(0,13-0,21y%% |0,15(0,14 —0,18) |0,16 (0,13 — 0,202 | 0,377
3-20 0,55(0,36 — 0,700%% | 0,15(0,14 — 0,16) | 0,88(0,66 — 1,002 |<0,0001
3-30 0,42(0,37 —0,54)%% | 0,14(0,13 — 0,16) | 0,97(0,74 — 1,16)% | <0,0001
3-50 0,22(0,18 — 0,29)%F | 0,14(0,13 — 0,16) | 0,88(0,69 — 1,172 | <0,0001
3-75 0,15(0,14 — 0,17)%% | 0,15(0,13 — 0,17) | 0,14(0,14 — 0,182 | 0,834
3-100 | 0,14(0,14 —0,16)%% | 0,15(0,13 —0,17) |0,14(0,13 — 0,16)% | 0,518
4-20 0,54(047 —0,81)%% | 0,25(0,15 — 0,36) | 0,95(0,70 — 1,09)% | <0,0001
4-30 0,38(0,25 — 0,58\%% | 0,17(0,14 — 0,18) | 0,93(0,72 — 1,10)% | <0,0001
4-50 0,28(0,21 — 0,56)%% | 0,15(0,13 — 0,16) | 0,74(0,63 — 0,992 |<0,0001
4-75 0,22(0,17 — 0,542 | 0,14(0,12 - 0,17) | 0,20{0,15 — 0,432 | <0,0001
4-100 | 0,20(0,16 — 0,36)%% | 0,15(0,14 — 0,18) | 0,15(0,14 — 0,18 |<0,0001
5-1 1,09(0,75 — 1,17, | 0,47(0,39 — 0,59) | 0,70{0,59 — 0,942 | <0,0001
5-5 0,90(0,68 — 1,100%% | 0,41(0,39 — 0,54) | 0,54(0,37 —0,77) |<0,0001
5-10 0,43(034—0,71)%% | 0,36(0,35 —0,46) |0,51(0,31— 0,622 | 0,102
5-15 0,33(0,29 — 0,44)%% 1 0,31(0,29 — 0,34) | 0,29(0,25 —0,34)% | 0,176
5-20 0,27(0,24 —0,33)% |0,29(0,28 —0,34) | 0,19(0,18 — 0,21)2 | <0,0001
6-1 0,78(0,72 —0,83)% | 0,43(0,38 —0,45) | 0,83(0,61 —0,94)% |<0,0001
6-5 0,78(0,70 — 0,83)% |0,31(0,30 — 0,33) | 0,85(0,62 — 1,06)% |<0,0001
6-10 0,40(0,33 — 0,49)%% | 0,28(0,27 — 0,29) | 0,78(0,61 — 0,97)% | <0,0001
6-15 0,33(0,31-0,38%% | 0,28(0,26 — 0,29) | 0,61(0,57 — 0,31)% |<0,0001
6-20 0,31(0,27 — 0,33)%% | 0,28(0,27 — 0,34) | 0,31(0,23 — 0,392 | 0,159

a: Grup 2’ye gore anlaml (p<0,0016)

b: Grup 3’e gore anlamli (p<0,0016)

Bilesiklerin {i¢ hiicre hattindaki etkileri asagidaki sekillerde grafiksel olarak

verilmistir:
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4.3. Ag (1)-NHC komplekslerinin Antimikrobiyal Sonuc¢lar:
Sentezlenen Ag komplekslerinin antimikrobiyal aktiviteleri asagidaki tabloda

verilmistir.

Tablo 4.9. Ag-NHC Komplekslerinin Antimikrobiyal Aktivite Verileri (ug/ml)

Ag-NHC E.coli [S.aureus |[E.faecalis |P.aeruginosa |C.albicans |C.tropicalis
1.bilesik 50 50 25 25 25 25

2.bilesik 200 200 400 400 100 100
3.bilesik 50 50 50 50 50 25

4.bilesik 50 50 25 25 12.5 6.25
S.bilesik 25 25 25 25 12.5 12.5
6.bilesik 25 25 25 25 25 12.5
Ampisilin 3.12  3.12 1.56 - - -
Siprofloksasin|1.56  |0.39 0.78 3.12 - -
Flukonazol |- - - - 3.12 3.12

Bulunan sonuglar asagida 6zetlenmistir:
-Ag karben kompleksleri 12.5-400 ug /ml araliginda MIK degerine sahiptir.
-4. kompleksinin mantarlara kars1 daha etkili oldugu gézlenmistir.

-Bilesiklerin antifungal etkileri antibakteriyel etkilerine gore daha yiiksek
bulunmustur (12.5-100 pg /ml)

-3, 4 ve 6 nolu bilesiklerin C.tropicalis’e kars1 etkileri C.alibicans’a gore daha

fazladir.
-Antifungal etkileri agisindan en etkili bilesikler 4, 5 ve 6 numaral1 olanlardir.

-Antibakteriyel etkileri a¢isindan en etkili bilesikler 5 ve 6 numarali olanlardir.
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5. TARTISMA

Kanser gerek neden oldugu can kayiplari, gerekse yasam kalitesi ve is gilicii
nedeni ile oldukca 6nemli morbidite ve mortalitesi yiksek endemik ve metastatik bir
hastaliktir (4). Diinyada her yi1l 11 milyon yeni hasta kanserle miicadele etmekte, bu
sayr Tirkiye’de yillik 170 bin yeni vaka olmakta ve bu oran gin gegtikge
artmaktadir. Toplum saglig1 acisindan bu nedenli 6nemli bir hastaliga kars1 bati tibbi
ve dogu tibb1 sentetik ve dogal bir¢ok ajanla tedavi protokolleri denemekte; ancak
tam anlami ile basar1 saglanamadigindan konuyla ilgili ¢alismalar diinya sagligi

acisindan 6nemini korumakta hatta giin gectikce 6nemi artmaktadir.

Gliniimiize kadar metastatik hiicre ¢ogalmasinin Oniine gecilmesi amaciyla
gerek flavonoid, monoterpen, isoterpen, epotilonlar, takkalonoitler, alkaloitler gibi
dogal bilesikler, gerekse de metal bilesikleri gibi sentetik bilesikler denenmis ve
bunlardan Vinkristin ve sisplatingibi ilaca doniisenler olmustur (21). Ancak hali
hazirda bulunan kemoterapotiklerin neden oldugu yan etkiler sebebi ile her gegen
gin yeni bilesikler sentezlenerek daha aktif kanser ajanlart bulunmaya

calisiilmaktadir.

Karben bilesikleri notral, metale iki elektron sunabilen, sert ve yumusak
metaller ile giliglii bag olusturabilen, sentezi, fonksiyonlastirilmasi ve metale
baglanmasi fosfin ligantlarina gore daha kolay, gii¢lii ve kararli baglar1 olan ligant
ozelligine sahip bilesikler olup DNA’ya baglanma ve kanserli hiicrede DNA
transkripsiyonunu durdurarak hiicre 6liimiine sebep olmaktadir(64). Antibakteriyel
acidan ise giimiis iyonlarinin hiicre yiizeyine baglanarak, hiicre duvari sentezi igin
protein ve enzimlerin birbirleriyle etkilesmesinde rol oynadigi bilinmektedir (65).
Yapilan ¢alismalarda rutenyum, altin, palladyum gibi gesitli karben bilesiklerinin
sitotoksik etkinlik gosterdigi tespit edilmistir (7,66).

Gliniimiize kadar giimiis bilesiginin ¢esitli kompleksleri tibbi agidan incelenmis
olsada glimiisiin diislik ¢oziiniirliigii ve sentezlenmesindeki ekonomik maliyet tibbi
acidan arastirilmasina engel olmustur(67). Bu sebeple ¢alismada yeni sentezlenmis
ve daha Once higbir farmakolojik aktivitesi tespit edilmemis olan 6 adet giimiis
karben bilesiginin, HEP3B ve SHSYSY hiicre hatlarinda, HF hicreleriyle

karsilagtirmali olarak sitotoksik aktiviteleri belirlendi. Ayrica, mantar ve bakteri
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suglar1 kullanilarak da antimikrobiyal aktivitelerinin tayini yapildi. Literatur
incelendiginde antitiimor aktivite calismalarinin ¢ogunun imidazol ligandi igeren
NHC kompleksleriyle yapildigi, benzimidazol ligantiyla ilgili ¢alismalarin ¢ok sinirl
sayida oldugu goriilmektedir(65,68). Farmakolojik, katalitik ve biyolojik a¢idan aktif
olan benzimidazol tiirevleri 6nemli sentetik bilesiklerdir. Ayrica benzimidazol
halkas: tizerinde yapilan farkl siibstitiisyonlarla pek ¢cok degisik farmakolojik etkinin
ortaya c¢ikabilecegi bildirilmektedir (65). Bu nedenle yapilan ¢alismada yeni
benzimidazol tiirevleri sentezlenmis ve sentezlenmis olan benzimidazol tiirevleri

denenmistir.

Denenen alt1 adet giimiis NHC kompleksinin yan dallarina bagli olan R (alkil)
gruplar1 birbirinden farkli tutuldu. Bdyle bir farkliligin aktivitede degisiklik
olusturabilecegi diislinlildii ve sonucta gruptaki farkliligin etkide degisiklik
olusturdugu saptandi. Soyleki, beyin kanseri hiicre hatlarinda en aktif olan bilesigin
en diisik konsantrasyon olan 15 pMda bile etkin olan 6 nolu bilesik oldugu
belirlendi. Bununla birlikte diger bilesiklerde daha yiiksek konsantrasyonlarda beyin
kanseri hiicre hatlarinda etki tespit edildi. Bu durum aktivite agisindan benzen
halkas1 tizerinde siibstitiient bulunmasmin gerekli oldugu ve benzen halkasinin
aktiviteyi artirdigin1  gostermektedir. Ayni zamanda siibstitiient tasiyan benzen
halkalar1 i¢inde de orto ve meta konumlarinda siibstitlient icermeyen tiirevlerin daha
aktif olmasi(3 ve 6) ve tim konumlar1 dolu olan 5. numarali bilesigin ise inaktif
olmasi, bilesiklerin kanser hiicreleriyle etkilesmelerinin orto ve meta konumlarindan
gerceklesebilecegini diisiindiirmektedir. Benzen halkasi lizerinde para konumunda
dallanmis alkil zinciri igeren 6 nolu bilesigin en aktif bilesik olmasi1 dallanmanin da
aktivite tizerinde etkili olabilecegini akla getirmektedir. Bunun aksine giimiis
kompleksleri hazirlanan  bilesiklerde halojen olarak brom veya kloriin

kullanilmasinin aktivitede herhangi bir degisiklige sebep olmadigi saptandi.

Tum bu sonuglara ek olarak 1,2,3 ve 4 numarali bilesiklerinde SHSY5Y hiicre
hattinda 50 pM dozunda % 100’e varan hiicre 6liimlerine neden oldugu belirlendi.
Ayni bilesiklerin 20 ve 30 uM dozlarinda da % 70 hiicre 6limii yaptig1 ¢alisma
sonuclarinda goriildii. Anilan bilesiklerin beyin kanseri hiicre hattindaki en etkin
dozunun 50 PM oldugu tespit edildi.Beyin kanseri hiicre hattinda giimiis, altin,

rutenyum ve  diger metal kompleksleriyleilgili  yapilan  antitimoral
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caligmalarnliteratiirde var oldugu ancak, dzellikle Ag-NHC bilesikleriyle ilgili beyin
kanseri hiicre hatlarinda yapilanherhangi bir arastirmanin olmadigi bu nedenle

calismanin sonuglarinin literatlirde bir ilk olacag goruldii.

Yapilan c¢alismada HEP3B hiicre hattinda yeni sentezlenen Ag-NHC
bilesiklerinin sitotoksik ac¢idan aktif oldugu ve kanserli hiicrelerde 6lime sebebiyet
verdigi belirlendi. Bu hiicre hatlarinda en aktif bilesigin 4.bilesik oldugu ve 50 uM
dozda hiicrelerin % 95 inde 6lim olusturdugu saptandi. Bununla birlikte diger
bilesiklerinde anlamli diizeyde sitotoksik etki gosterdigi belirlendi. 4. bilesikten
sonra en aktif bilesiklerin 1 ve 2 nolu bilesikler oldugu tespit edildi. Prateek ve
arkadaslar1 (69) nikel ve ¢inko komplekslerini karaciger kanseri hiicre hattinda 10
MM konsantrasyonda sitotoksik etkili oldugunu, gostermislerdir. Ari ve arkadaslari
tarafindan platin ve paladyum metallerini, karaciger kanseri hiicre hatlarinda daha
yuksek konsantrasyon olan 200 pM da etkili oldugu tespit edildi (70). Literattrdeki
bu sonuglar yaptigimiz ¢alismayla paralellik gostermektedir. S6yleki denedigimiz 15,
20 ve 50 UM dozlarin etkinligi yukaridaki caligmalarla ortlismektedir. Karaciger
kanseri hiicre hattinda Ag-NHC bilesikleri ile ilgili g¢alisma bulunmamasi

calismamizin 6zglnliigii pekistirmektedir.

Metal karben bilesikleri ile ilgili farkli hiicre hatlarinda yapilmis ¢alismalar
mevcuttur. Bu calismalar yapilan calisma ile genellikle paralellik gostermektedir.
Muhammed ve arkadaslari, Ag-NHC komplekslerinin (HCT116) insan kolon kanseri
hiicre hatt1 ve (HL-60) 16semi hiicre hattinda 1.5 -100 uM konsantrasyon araliginda
sitotoksik etkili oldugunu belirlemislerdir (67). Aymi sekilde yapilan ¢alismada da
bilesiklere baglanilan gruplarin, yerlerinin sitotoksisiteyi etkiledigi tespit edildi.
Beyin kanserli hiicre hatlarinda en etkin bilesik olan 6 nolu bilesigin orto ve meta
konumlarinda, yan gruplarin bulundugu ve etkinligin bdylece olustugu saptandi. Bu
sonucu destekler sekilde Igbal ve arkadaslar tarafindan yapilan aragtirmada da, orto,
meta ve para konumlarinin sitotoksisiteyi diizenledigi belirlenmistir (8). Tum bu
sonuclar 151ginda orto, meta ve para konumlarinin biyolojik olarak bilesigin

aktvitesini artirdigini iddia edebiliriz.

Giimiis kompleksleri ile ilgili olarak, akciger (A-549), gogiis (MCF-7), kolon
(HCT-15), melanoma (A375), servikal (HeLa) kanser hiicre hatlarinda yapilan
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calismada, bakir kompleksleri glimiis kompleksleri ile kiyaslanmis ve bakir
komplekslerinin  daha etkin oldugu saptanmistir (7). Aym c¢alisma Ag
komplekslerinin standart olarak denenen, sisplatine gére daha etkin oldugunu da
ortaya koymustur. Sisplatine gore etkinlik ¢alismamizla ortiismektedir. Bakirin daha
etkin bulunmasi tiim metallerin sitotoksik etkinligi mekanizmasi olan DNA’ya
baglanmayla ilgili oldugu ve bakirin DNA’ya, giimiisten daha iyi baglanmasindan
dolay1 bu sonucun ¢iktig1 distniilmektedir. Ancak giimiis komplekslerinin orto ve
meta gruplarinda degisiklik yapilmasiyla, giimiisiin bakirdan etkili olabilecegi goz

ard1 edilmemelidir.

Bilesiklerin orto ve meta konumlarindaki degisiklik sitotoksisiteyi dogrudan
etkilerken, bilesikteki simetri sitotoksik etkide herhangi bir degisiklik
yapmamaktadir. SOyleki Rosenani ve arkadaglar1 tarafindan 2013 yilinda
benzimidazol grubu karbenlerin kolon kanseri hiicre hatlarinda etkili oldugunu ve bu
bilesiklerin simetrik olanlar1 ile simetrik olmayanlarinin farklilhik gostermedigi
belirlendi (65). Calismamizda 6 numarali bilesiginde 15 uM konsantrasyonda
simetrik olmadig1 halde en etkin bilesik oldugu saptandi ve simetrinin sitotoksik

etkinlik agisindan 6nemsiz oldugunu destekledi.

Yapilan caligmalarda (65,71) sitotoksik etkiliolan metal bilesiklerinin bu
etkilerinin hiicre i¢ine metalin transferi sonrasi, hiicresel solunumun engellenmesi ile
ilgili oldugu iddia edilmektedir. Sonuc¢larimiza gore kanserli hiicrelerin, saglikli
hiicrelere goremetal iyonlarindan daha fazla etkilendigi tespit edildi. Bilindigi gibi
kanserli hucrelerde mitoz bélinme ve metabolizma normal hiicrelere gére daha hizli
olmaktadir. Bu nedenle kanserli hiicrelerin hiicre membran permeabilitesi Saglikli
hiicrelere gore daha fazladir. Metal iyonlar1 permeabilitesi artmis olan bu hiicrelere
daha kolay ve fazla girmekte, bdylece sitotoksik etki olusturmaktadir. Olusan
sitotoksik etkinin apoptotik oldugu ve diizenli hiicre 6liimiine sebebiyet verdigi
diistiniilmektedir. Che ve arkadaslaribu diisiincemizi destekler nitelikte olan ve altin
bilesiklerinde yaptiklar1 calismada, altinin  antitimdr  aktivitesinin  hiicre
proliferasyonu,tiyoredoksin rediiktaz enziminin inhibe edilmesiyle olustugunu tespit
etmislerdir (71). Tiyoredoksin rediktaz enzimi tiyoredoksinin indirgenmesini
katalizleyen bir flavoenzim olup, sitozol, mitokondri ve testiste bulunur. Adi1 gegen

enzim DNA sentezi, antioksidatif savunma ve apoptozun duzenlenmesinde dnemli
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fonksiyonlara sahiptir. Che ve arkadaslar tarafindan yapilan ¢alismada bu enzimin
degisimiyle altinin apoptotik etkisi iliskilendirilmistir. Aymi sekilde Federico ve
Arnaud karben bilesiklerinin hiicrede mitokondri ve proteinleri etkileyerek kaspaz,
tiyoredoksin rediiktaz ve apoptozu tetikleyici faktorii, ROS’u ve mitokondriyel dis
membran gecirgenligini degistirerek  sitotoksik etki olusturdugunu ortaya

koymuslardir (72).

Bununla birlikte hiicrenin apoptoza gittigini net olarak gosterebilmek icin
apoptotik gen ekspresyonlarmin tespiti gerekmektedir. ileride gergeklestirecegimiz
calismalarda apoptotik gen diizeyleri tespit edilerek etki yolagi net bir sekilde ortaya

konulmaya calisilacaktir.

Calisma sonuglart mikrobiyolojik agidan degerlendirildiginde Ag-NHC karben
bilesiklerinin antimikrobiyal etkili oldugu belirlendi. Ag-NHC bilesiklerinin
antibakteriyel ve antifungal etkileri Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis,
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans, Candida tropicalis
bakteri ve mantar tiirlerinde saptandi. Yapilan analizler sonucunda 4, 5 ve 6 numarali
Ag-NHC bilesiklerinin antifungal etkili oldugu, bununla birlikte 5 ve 6 numaral
bilesiklerin ise antibakteriyel etkinliginin daha 6n planda oldugu tespit edildi. Benzer
sekilde glimiis ve diger karben komplekslerinin antibakteriyel ve antifungal etkileri
oldugunu gosteren ¢aligmalar literatiirde bulunmaktadir (73, 74). Soyleki Almoliati
ve arkadaslart Ag ve Ag-NHC komplekslerinin Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa, Proteus mirabilis, Candida albicans suslarinda
antibakteriyel ve antifungal etkiye sahip oldugunu tespit etmislerdir. Buna ilaveten
Abdulkareem ve arkadaslari, imidazol grubu tasiyan giimiis karbenlerinde
antimikrobiyal etkili oldugunu savunmuslardir (74). Tarafimizca yapilan ¢alismada
Ag-NHC bilesikleri benzimidazol grubu tagimakta ve bu acidan Abdulkareem ve
arkadaslarinin calismasiyla farklilik arz etmektedir. Bu durum Ag bilesiklerinin
antimikrobiyal etkisinin yan gruplarindan kaynaklanmadigini, tamamen metalle ilgili

oldugunu gostermektedir.

Etki mekanizmasi kesin olarak ortaya konulmamakla birlikte, Ag-NHC
bilesiklerinin hiicre duvarinda bulunan tiyol (SH) gruplariyla etkilestigi ve bdylece

solunum enzimlerini inhibe ederek mikroorganizmalar1 yok ettigi iddia edilmektedir
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(75, 76). Aym sekilde Liau ve arkadaslari tarafindan yapilan ¢alismada tiyol grubu
iceren ve igcermeyen aminoasitlere karsi, Ag iyonlarmmin baglanma diizeyleri
incelenmis ve tiyol grubu i¢erenlere giimiis bilesiklerinin yiiksek miktarda baglandig
ortaya konmustur (77). Bu durum Ag-NHC komplekslerinin tiyol gruplar tizerinden

hiicre duvarindaki etki mekanizmasini agiklamaktadir.

Caligmada yapilan tiim sonucglar degerlendirildiginde tarafimizca yeni
sentezlenen benzimidazol grubu tasiyan Ag-NHC komplekslerinin beyin ve
karaciger kanseri hiicre hattinda giiclii antitiimoral aktiviteye sahip oldugu, ayrica
giicli. antimikrobiyal aktivite gosterdigi net bir sekilde ortaya konuldu.
Mikrobiyolojik acidan kimyasal yapidaki yan dallar etkisizken, yan dallarin
sitotoksik agidan biiyiik 6nem arz ettigi saptandi. SOyleki, orto, meta konumlarinda
substitiient tagiyan 3 ve 6 numarali bilesiklerin kimyasal yap1 nedeniyle en aktif
bilesikler oldugu tespit edildi. Bununla birlikte bilesiklerin brom ve klor tasimasinin
aktiviteyi degistirmedigi belirlendi. Sitotoksik etkinin etki siddeti hari¢ dokuya 6zgii
olmadigy, bilesiklerin hem karaciger hem de beyin kanserli hiicrelerinde etkili oldugu
saptand1. Ancak bu etkinin beyin kanserli hiicrelerde daha diisiik konsantrasyonlarda
aciga c¢iktigr gorildii. Bu oOzellikleri nedeniyle Ag-NHC bilesiklerinin insan
sagliginda antimikrobiyal ve antineoplastik ilag gelistirme ¢aligsmalarinda arastirilma
potansiyelinin oldugu tarafimizca iddia edilmektedir. Bunun i¢in anilan bilesiklerin
daha fazla tlrevlendirilerek in vivo kanser modellerinde denenmesi gelecekteki

caligmalarimizin temelini olusturacaktir.
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6. SONUC VE ONERILER
Bu ¢alismada,

-Yapis1 aydinlatilmis6 adet giimiis karben kompleksinin beyin ve karaciger kanserli
hiicre hatlarinda, saglikli hiicre hattiyla karsilastirmali olarak, mitokondriyal

aktiviteye dayali antikanser aktivitesi test edildi.
- Ag-NHC komplekslerinin antimikrobiyal aktivitesi test edildi.

-Yeni sentezlenen 1, 2, 3, 4, 5 ve 6 numarali Ag-NHC komplekslerinin antitimoral

ve antimikrobiyal etki gdsterdigi belirlendi.
Ayrica;

1- Devam edecek caligmalarda farkli grup baglanmis giimiis karben
kompleksleri, ayni hiicre hatlarinda ve farkli kanser hiicre hatlarinda

denenecektir.
2- Etkili bilesikler bulundugunda in vivo kanser ¢alismalarina gidilecektir.

3- Farkli grup baglanmig giimiis karben komplekslerinin antimikrobiyal

aktiviteleri arastirilacaktir.
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EKLER
EK.1: Etik Kurul Onayimna Gerek Olmadigina Dair Belge

13 nisan 2013 tarih ve 28617 say1 ile T.C. Resmi Gazetede yayinlanan ‘Klinik
Arastirmalar Hakkinda Yonetmelik’ in Birinci Boliimiiniin 2. Maddesinin 1. Fikrasi
(Bu Yonetmelik biyoyararlanim ve biyoesdegerlik ¢alismalari dahil, ruhsat veya izin
alinmig olsa dahi insanlar lizerinde yapilacak olan ilag, tibbi ve biyolojik trtnler ile
bitkisel iirlinlerin klinik aragtirmalari, klinik arastirma yerlerini ve bu arastirmalari
gerceklestirecek gergek veya tlizel kisileri kapsar.) geregince tezimin bir klinik
arastirma degil sadece laboratuar g¢aligmasi olmasi sebebiyle Etik Kurul karari

alinmamustir.
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