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OZET

Paladyum Karben Komplekslerinin Antikanser Etkilerinin Hiicre Kiiltiiriinde

Arastirilmasi

Amag¢: Bu calismanin amaci, N-heterosiklik karben (NHC) onciillerini
sentezleyerek palladyum kompleksleri hazirlamak ve bu bilesiklerin hiicre kiiltiiri
modelinde biyolojik aktivitelerini incelemektir.

Materyal Metod: Bu calismada paladyum karben kompleksleri sentezlendi,
yapisal karakterizasyonlar1 dogrulandiktan sonra hiicre kiiltlirli deneylerinde
degerlendirildi. Hiicreler uygun kosullarda c¢ogaltilarak belirlenen konsantrasyonlarda
bilesikler ve kontrol gruplari ile muamele edildi. Tedavi sonras1 hedef gen ekspresyonlari
RT-qPCR, protein diizeyleri ise Western blot ile analiz edildi. Hiicre 6liim yanit1 Annexin
V/PI boyamasi ile akim sitometrisi kullanilarak, hiicre dongiisii dagilimi ise PI boyamasi
ile belirlendi. Ayrica, bilesiklerin etkileri migrasyon ve invazyon analizleri ile
degerlendirildi. Elde edilen veriler uygun istatistiksel yontemlerle analiz edilerek
karsilastirmali olarak raporlandi.

Bulgular: A549 hiicre hattinda yapilan analizler, sentezlenen paladyum karben
komplekslerinin hiicresel diizeyde belirgin biyolojik etkiler olusturdugunu gostermistir.
RT-qPCR sonuglarinda p53 gen ekspresyonunun arttigi ve proliferasyonla iligkili
genlerde degisimler oldugu belirlenmistir. Western blot bulgular1 bu degisimleri
desteklemistir. Ayrica, migrasyon ve invazyonun baskilandig1, apoptozun arttig1 ve hiicre
dongiisii dagiliminin etkilendigi gézlenmistir.

Sonuglar: Bu calismada, sentezlenen paladyum karben komplekslerinin hiicresel
diizeyde antikanser aktivite sergileyerek proliferasyonu baskiladigini, apoptozu
indiikledigini ve hiicre hareketliligini azalttigin1 ortaya koymaktadir.

Anahtar kelimeler: NHC, Pd, A549, M-NHC, Pt
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ABSTRACT

Investigation of the Anticancer Effects of Palladium Carbene Complexes in Cell

Culture

Aim: The aim of this study is to synthesize N-heterocyclic carbene (NHC)
precursors, prepare palladium complexes, and investigate their biological activities in a
cell culture model.

Material and Method: In this study, palladium carbene complexes were
synthesized and, after their structural characterizations were confirmed, they were
evaluated in cell culture experiments. Cells were cultured under appropriate conditions
and treated with the compounds at predetermined concentrations together with control
groups. Following treatment, the expression levels of target genes were analyzed by RT-
gPCR, while changes in the expression of related proteins were examined by Western
blot analysis. The cellular death response was evaluated as part of apoptosis analysis
using flow cytometry with Annexin V/propidium iodide (PI) staining, and cell cycle
distribution was determined by cell cycle analysis using PI staining. In addition, to reveal
the effects of the compounds on cellular behavior, migration and invasion capacities were
analyzed using appropriate in vitro assays. The obtained data were evaluated using
suitable statistical methods and the results were reported comparatively.

Results: Analyses performed on the A549 cell line demonstrated that the
synthesized palladium carbene complexes exert significant biological effects at the
cellular level. RT-qPCR results showed increased p53 gene expression along with
alterations in proliferation-related genes. Western blot findings supported these changes.
Additionally, migration and invasion were suppressed, apoptosis was increased, and cell
cycle distribution was affected.

Conclusion: This study demonstrates that the synthesized palladium carbene
complexes exhibit anticancer activity at the cellular level by suppressing proliferation,
inducing apoptosis, and reducing cell motility.

Key words: NHC, Pd, A549, M-NHC, Pt
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

pL : Mikrolitre

pM : Mikromolar

AB : Avrupa Birligi

ABD : Amerika Birlesik Devletleri
ACTB : Actin, Beta

ADK : Akciger adenokarsinom

Ag : Glimiis

ALK : Anaplastik Lenfoma Kinaz
Au : Altin

BAK : Bcl-2 homolog antagonist/6ldiiriicii protein
BAX : Bel-2 ile iligkili X proteini
BCL-2 : B-hiicreli lenfoma 2

BH3 : Bcl-2 Homoloji 3

Bi : Bizmut

CDDP : Cis-diamindikloroplatin(II)
CDK-4 : Siklin bagimli kinaz 4

cDNA : Tamamlayict DNA

Ct : Dongii esigi

Cu : Bakir

dd : Cift dublet

DMEM : Dulbecco’s Modified Eagle Medium
DMSO : Dimetil Siilfoksit

DNA : Deoksiriboniikleik asit

DNase : Deoksiriboniikleaz

ECL : Gelistirilmis Kemiliiminesans
EDTA : Etilendiamin Tetraasetik Asit
EGFR : Epidermal Biiylime Faktorii
FBS : Fetal S1gir Serumu

FDA : Amerikan Gida ve Ilag Dairesi
Fe : Demir

FITC : Floresein izosiyanat
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HCL
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KHAK
KHDAK
KRAS
Li

ml
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NaCl
NHC
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nM
NMR
PBS

PC
PCR

Pd

Pd-PEPPSI

PI

Pt
PUMA
PVDF
RB
RIPA
RNA
RNase
ROS
ROS1
rpm

RT-qPCR

: Fourier Doniisiimlii Kizil6tesi Spektroskopisi
: Glutatyon

: Hidroklorik Asit

: Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajansi

: Kiigiik hiicreli akciger kanseri

: Kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri

: Kirsten sigan sarkoma viriisii onkogen homologu
: Lityum

: Mililitre

: Millimolar

: Metal-N-heterosiklik karben

: Sodyum Kloriir

: N-heterosiklik karben

: Nanometre

: Nanomolar

: Niikleer Manyetik Rezonans Spektroskopisi

: Fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi

: Polikarbonat

: Polimeraz Zincir Reaksiyonu

: Paladyum

: Piridin ile giiclendirilmis Onkatalizor hazirligi, stabilizasyonu
ve baslatilmas.

: Propidyum 1yot

: Platin

: Apoptozun p53 tarafindan yukari regiile edilen modiilatorii
: Poliviniliden floriir

: Retinoblastoma

: Radyoimmiinopresipitasyon analiz

: Riboniikleik asit

: Riboniikleaz

: Reaktif Oksijen Tiirleri

: Onkogen reseptdr tirozin kinaz

: Dakikadaki devir sayisi

: Gergek zamanli kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu
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SDS
TBS
TBST
TPS3

: Sodyum dodesil siilfat
: Tris tamponlu tuz ¢ozeltisi
: Tris-Tamponlu Tuzlu Cozelti ve Tween 20

: Timor protein p53
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1. GIRIS

Kanser, diinya ¢capinda her yil en fazla 6liime neden olan hastalik olarak, hala insan
toplumu icin biiyiik bir tehdit olmaya devam etmektedir (1). Tanimlamak gerekirse
kanser, programlanmig hiicre 6liimiinden kagma, genom instabilitesini ve mutasyonlari
tesvik etme ve proliferatif sinyalleme dahil olmak {izere hastalifin ¢esitli ayirt edici
Ozelliklerini kontrol eden genlerdeki mutasyonlarla karakterize olan karmasik bir
hastaliktir (2).

Kanser ¢esitlerinden biri olan akciger kanserinde biiyiik bir genetik ¢esitlilik vardir
ve bunlar tiim tiimorler arasinda en fazla genetik sapmaya sahip olanlardir (3). Akciger
kanserleri, 6zellikle biiyiimeyi tesvik eden yollarin aktivasyonu ve tiimor baskilayict
yollarin inhibisyonu olmak iizere birden fazla genetik ve epigenetik degisikligin
gelisimini i¢eren ¢ok adimli bir siiregle gelismektedir (4). Akciger kanserinin molekiiler
patogenezinde yer alan birden fazla biyokimyasal yolun daha iyi anlagilmasi, molekiiler
sapmalart ve bunlarin aktive olmus yollarin1 hedefleyebilen tedavi stratejilerinin
gelistirilmesi i¢in ¢ok Onemlidir (3). Metal kompleksleri, yeni antikanser ilaglarin
gelistirilmesinde diger bir¢ok bilesige kiyasla gesitli avantajlar sunmaktadir (5).

Metal komplekslerde, ligandlarin kimyas: 6nemli bir rol oynamaktadir:
digerlerinin yani sira, N-Heterosiklik Karben (NHC) ig¢eren metal bazl ilaglar, umut
verici terapotik ajanlar olarak kendilerini kanitlamistir (6). N-heterosiklik karbenler
(NHC), yiiksek elektron dondr kapasiteleri sayesinde metal merkezlerin
stabilizasyonunda oOnemli rol oynayan, ayrica yapisal olarak kolayca modifiye
edilebilmeleri nedeniyle biyolojik hedefleme amaciyla farkli molekiiler iskelelerin
tasarlanmasina olanak taniyan kararli ligandlardir (7). Ayrica, NHC ligandlarinin
sundugu kimyasal cesitlilik, biyolojik olarak aktif yeni organometalik komplekslerin
gelistirilmesine ve gesitli molekiiler tasarim stratejilerine olanak tanimaktadir. Tlgili metal
merkezlerin  Ozelliklerinin  ve NHC ligandlarinin  koordinatif —davraniglarinin
modifikasyonu yoluyla, farkli biyolojik aktivitelere sahip komplekslerin rasyonel, hizli
ve etkin bir sekilde tasarlanmasini ve optimize edilmesini miimkiin kilmaktadir. Bu
baglamda, NHC-tabanli komplekslerin yapisal 6zelliklerinin ve etki mekanizmalarinin
sistematik olarak arastirilmasi, daha secici ve etkili antikanser ajanlarinin

gelistirilmesinin Oniinii agabilir (8).



1978'de Amerikan Gida ve Ilag Dairesi (FDA) tarafindan onaylanan ve platin bazli
bir ilag¢ olan Sisplatin, kanser tedavisinde diinya ¢apinda klinik kullanima giren ilk metal
bazliilagtir (9). Sisplatin diger adiyla sis-diamindikloroplatin (II), Deoksiriboniikleik asit
(DNA) ile kovalent baglar olusturarak transkripsiyon ve translasyon siireglerinde
bozulmalara yol acan; bu yolla hiicre dongiisiinii ve apoptoz mekanizmasini etkileyen
giiclii bir antitlimor ajandir (10,11).

Ancak kanser kemoterapisindeki merkezi rollerine ragmen, platin ilaglari, siirl
antitimor aktivite spektrumu, sistemik dozla iliskili toksisite ve siklikla ilag direncinin
indiiklenmesi gibi ciddi dezavantajlara sahiptir ve bu da genellikle tedavi basarisizligina
yol agar. Bu gozlemler, etkili bir alternatif olarak platin olmayan metal bazli ilaglarin
arastirilmasina yonelik gii¢lii bir ilgi uyandirmaktadir (12).

Paladyum (Pd) bazli bilesikler, platin ve paladyum iyonlar1 arasindaki yap1 ve
koordinasyon kimyasindaki benzerlikler nedeniyle platin kemoterapdtiklerine umut
vadeden analoglar olarak kabul edilmektedir (13). Organometalik ilag arastirmalarinin
cogu platin iceren bilesiklere odaklanmis olsa da, karben bazli Pd bilesikleri diisiik
toksisiteleri, kolay sentezlenmeleri, kararliliklar1 ve sinirli yan etkiye sahip olmalari
nedeniyle organometalik ilaglar smifinda oOne ¢ikmaktadir (14). Ancak Pd(II)
komplekslerinin hiicresel ya da organizma diizeyindeki metabolik adaptasyonlari bozma
veya tetikleme kapasitesi hakkinda mevcut veriler sinirli kalmaktadir. Oysa bu bilgi
eksikligi, s6z konusu bilesiklerin potansiyel antineoplastik etkilerinin sistem diizeyinde
anlasilmasini engellemektedir. Bu baglamda, bu komplekslere maruz kalma sonucunda
metabolik siire¢lerde meydana gelebilecek bozulmalarin ortaya konmasi amaciyla, daha
kapsamli aragtirmalara ihtiyag duyulmaktadir (15).

Sonug olarak, potansiyel alternatifler olarak, yeni Paladyum bazli antikanser
ilaclar lizerinde aragtirmalar yiiriitiilmektedir. Tim bu bilgiler dogrultusunda
calismamizda yeni karben Onciilleri sentezlenerek , karakterizasyonlari 1H NMR, 13C
NMR, FT-IR, mikroanaliz teknikleri ile yapilacaktir. Hazirlanan bu karben onciilleri de
uygun palladyum bilesikleri ile piridinli ortamda etkilestirilerek karsilik gelen Pd-PEPPSI
kompleksleri hazirlanacaktir. Yeni hazirlanan bu komplekslerin yapilar1 spektroskopik
tekniklerle aydinlatilacaktir. Sonrasinda bu bilesiklerin insan akciger adenokarsinom
(A549) hiicre hattinda kontrol hiicre grubuna kiyasla biyolojik aktivite yoniinden hiicre
dongiisiiniin durmasi, apoptozun tetiklenmesi, migrasyon ve invazyonun engellenmesi

gibi kanser fenotipleri bakimindan incelenmesi amaglanmaktadir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Kanser

Kanser, diinya ¢apinda her y1l en fazla 6liime neden olan hastaliklardan biri olarak,
hala insan toplumu i¢in biiyiikk bir tehdit olmaya devam etmektedir (1). Giincel
epidemiyolojik verilere gore, hastaliga bagli Olimlerin yaklasik altida biri kanser
kaynaklidir. Dahasi, yasam boyu kanser tanis1 alma olasilig1 erkeklerde her bes kisiden
biri, kadinlarda ise her alt1 kisiden biri diizeyindedir. Buna paralel olarak, her sekiz
erkekten biri ve her on bir kadindan biri kanser nedeniyle yasamini yitirmektedir (10).
Giincel verilere dayanarak, Uluslararasi Kanser Arastirmalari Ajansi (UKAA), 2030
yilina kadar yaklasik 13 milyon kanserle ilgili Oliimiin ger¢eklesecegini tahmin
etmektedir (16).

Kanser, hiicresel DNA’daki genetik bilginin bozulmas1 sonucu gelisen bir hastalik
olup, bu bozulma anormal gen ekspresyon paternlerinin olusmasina neden olur. Bu
stirecte, hiicre biiylimesi, hayatta kalma, invazyon ve hareketlilik gibi temel biyolojik
islevleri diizenleyen genlerin aktivitesi artarken, bu siire¢leri sinirlayan tiimor baskilayici
genlerin islevi azalir ya da tamamen kaybolur. Genetik mutasyonlar bu doniisiimiin temel
nedeni olmakla birlikte, DNA metilasyonundaki degisikliklere bagli olarak gelisen
epigenetik yeniden programlama da, mutasyonlardan bagimsiz bir mekanizma olarak
kanserlesme siirecine 6nemli Gl¢iide katki saglar (17). Hiicresel diizeyde diizenleyici
mekanizmalarin bozulmasi, birbirleriyle iligkili ancak farkli biyolojik siireglerde kendini
gostermektedir. Bu bozulma; kontrolsiiz hiicre proliferasyonu, hiicre gocii (invazyon ve
metastaz), hiicre disi matriks Ozelliklerindeki degisimler, anjiyogenez ile birlikte
metabolik, immiinolojik ve endokrin diizenlemelerdeki bozulmalar gibi ¢ok yonlii
patolojik sonuglara yol acar (18).

Kanserler, DNA'da meydana gelen ve belirli genlerin biyokimyasal islevini ya da
ekspresyon diizeyini etkileyen degisikliklerin, hiicrelere genisleme ve hayatta kalma
avantaj1 kazandirmasiyla ortaya ¢ikar. Bu durum genellikle, birden fazla genetik olayin
kademeli olarak birikmesini igeren ¢ok asamall bir siirectir ve nihayetinde, mutasyon
tastyan hiicrelerden tiireyen bir hiicre klonunun kontrolsiiz ¢ogalmasiyla sonuglanir (19).
Normal hiicrelerin giderek kotii huylu timdre doniisme siirecinin, genomdaki hasarin bir
sonucu olarak ortaya ¢ikan mutasyonlarin ardisik edinimini gerektirdigi artik

bilinmektedir. Bu hasar, DNA replikasyonundaki hatalar, belirli DNA bazlarinin igsel



kimyasal dengesizligi veya metabolizma sirasinda olusan serbest radikallerin saldirisi
gibi endojen siireclerin sonucu olabilir (20). Sonug olarak, tiimor gelisimini yonlendiren
genetik ve molekiiller mekanizmalarin anlagilmasi, kisisellestirilmis  tedavi
yaklagimlarinin ve erken teshis olanaklarinin gelistirilmesinde temel bir rol oynamaktadir

(19).

2.2. Akciger Kanserine Genel Bakis

Akciger kanseri, diinya ¢apinda en sik teshis edilen ikinci kanser tiirli ve kansere
bagli 6liimlerin birincil nedeni olarak 6nemli bir halk sagligi sorunudur (21). Yiiksek
insidansi ve oldukea diisiik sagkalim orani nedeniyle, kiiresel ¢capta kritik bir hastalik tiirii
olmaya devam etmektedir (22, 23). Akciger kanserinin insidansi ve 6lim orani, cografi
bolgelere ve cinsiyete gore onemli 6l¢giide farklilagmaktadir. Cografi bolgelere gore vaka
ve 6liim oranini gdsteren istatistik veriler Sekil 2.1°de (21) gosterilmistir. Ozellikle Asya
ve erkek bireylerde yiiksek bir yiik s6z konusudur (23, 24).
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Sekil 2.1. 2022 yilinda Birlesmis Milletler tarafindan tanimlanan diinya bolgelerine
gore akciger kanseri yeni vaka ve 6liimlerinin dagilimi (21).



Akciger kanseri histolojik olarak iki ana tiire ayrilabilir: kiiglik hiicreli akciger
kanseri ve kii¢ilik hiicreli olmayan akciger kanseri (25). Kiiciik hiicreli akciger karsinomu
(KHAK), yuvarlak ila igsi sekiller arasinda degisen kiiciik hiicrelerden olusan,
sitoplazmasi sinirli, ince graniiler niikleer kromatinden ve belirgin olmayan niikleollerden
olusan yiliksek dereceli malign bir epitelyal tiimordiir (25). Bu kanser tiirii akciger
kanserlerinin yaklasik %15-20’sini olusturmaktadir ayrica erken donemde metastaz
gelisimine yatkinligi ve olumsuz prognoz ile karakterize edilmektedir (26).

Kiiciik hiicreli dis1 akciger kanseri (KHDAK), akciger kanserinin %80-85'ini
olusturur ve ilgili hiicre tipine gore birkag alt tiire ayrilabilir (27). KHDAK'nin {i¢ ana
tiirii adenokarsinom, skuamoz hiicreli karsinom ve biiyiik hiicreli karsinomdur (28).

Akciger kanseri yalnizca histolojik alt tipleri ile degil, ayn1 zamanda belirgin
molekiiler heterojenitesi ile de karakterize edilen kompleks bir malignitedir. Son yillarda
yapilan genomik ve transkriptomik ¢aligmalar, akciger kanserinin patogenezinde siiriicii
gen mutasyonlarinin ve hiicre donglisii diizenleyicilerindeki bozulmalarin kritik rol
oynadigin ortaya koymustur (29, 30). Kii¢iik hiicreli dis1 akciger kanserinde (KHDAK)
ozellikle EGFR mutasyonlari, ALK ve ROSI gen yeniden diizenlenmeleri ile KRAS
mutasyonlart timor proliferasyonu, invazyon ve metastaz siireglerinde belirleyici
molekiiler olaylar olarak tanimlanmistir (31, 32). Buna karsin kiiciik hiicreli akciger
kanserinde (KHAK) TP53 ve RB1 gen inaktivasyonlarinin oldukca yiiksek oranlarda
goriildiigli ve bu durumun kontrolsiiz hiicre dongiisii ilerlemesi ile iligkili oldugu
bildirilmistir (33).

Hiicre dongiisii ve apoptoz mekanizmalariin diizenlenmesinde rol oynayan p53,
p21, BCL-2, PUMA ve CDK-4 gibi molekiiller, akciger kanseri hiicrelerinde proliferatif
kapasitenin artis1 ve tedaviye direng gelisimi ile dogrudan iliskilidir (34). Ozellikle p53
timoOr baskilayici genindeki mutasyonlar, DNA hasarina yanitin bozulmasina ve
apoptotik yanitin azalmasina neden olarak timdr progresyonunu hizlandirmaktadir (35).
Bu molekiiler degisikliklerin tanimlanmasi, hedefe yonelik tedavilerin gelistirilmesine
olanak saglamis ve kisisellestirilmis tedavi yaklasimlarinin klinik uygulamaya girmesini
miimkiin kilmistir (36). Bu nedenle giiniimiizde akciger kanseri, yalnizca histopatolojik
ozellikleriyle degil, ayn1 zamanda molekiiler profili ile birlikte degerlendirilmesi gereken

cok boyutlu bir hastalik olarak kabul edilmektedir.


https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/small-cell-lung-cancer
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/small-cell-lung-cancer
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/large-cell-carcinoma

2.3. Metal Bazh flaclar

Tarihsel olarak metal bilesiklerinin kullanimi, altin (Au), bakir (Cu) ve demir (Fe)
gibi metallerin terapotik 6zelliklerinden yararlanildig antik uygarliklara kadar uzanmakta
olup, bu bilesikler tibbin gelisiminde 6nemli bir rol oynamustir (11). Ornegin bakir,
yaralar1 ve enfeksiyonlari tedavi etmek i¢in kullanilirken, demir anemi ile miicadele
etmek i¢cin kullanilmistir (37). Cesitli terapotik yaklagimlar arasinda, metal bazli ilaglarin
gelistirilmesi, kanserle miicadelede umut vadeden ve Onemli potansiyele sahip bir
arastirma alani olarak 6ne ¢ikmaktadir (10). Metal kompleksleri, genis koordinasyon
sayilar1 ve geometrik cesitlilikleri, termodinamik ve kinetik 6zellikleri, farkli redoks
durumlarina erisilebilirlikleri ve yiiksek lipofilisite yetenegi ile organik bilesikler veya
dogal f{riinlerle karsilastirildiginda kendine 06zgii biyolojik ve terapotik etki
mekanizmalar1 sergilemektedir (8). ABD ve/veya AB iilkelerinde onaylanan
metalloilaglar Sekil 2.2°de (38) gosterilmistir. Son yillarda kanser tedavisinde metal bazl
bilesiklere yonelik ilgi ve arastirmalar belirgin bir artig gostermektedir. Bu egilim, yakin
donemde sentezlenen metal bazli bilesiklerin in vitro ortamda yliksek diizeyde sitotoksik
etki gostermesi ve mevcut kimyasal yapilarin ligand siibstitlisyonu ile yapisal
modifikasyonlara olanak tanimasi sonucunda genis bir bilesik yelpazesinin elde

edilebilmesiyle iliskilendirilmektedir (39).
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Sekil 2.2. ABD ve/veya AB iilkelerinde onaylanan metalloilaglar (38).



Barnett Rosenberg tarafindan 1960 yilinda sisplatinin kesfi, kanser tedavisinde
metal bazli bilesiklerin kullaniminda 6nemli bir doniim noktas1 olarak kabul edilmektedir.
Bu kesif, metal bazli antikanser ajanlarin modern déneminin baslangict olarak temsil
edilmektedir (39). Sisplatinin kesfi, diger metal bazli kanser ilaclarinin gelistirilmesine
ve sisplatin benzeri ilaglarin ilerlemesine olanak saglamistir (40). 1978 yilinda FDA
tarafindan sisplatinin testis malignitesinin tedavisi i¢in kullanilmasina onay verilmistir.
Bunun basarisi, cesitli kanser tiirleri i¢cin mevcut tedavi olanaklarini genisleten
karboplatin ve oksaliplatin gibi yeni Pt bazli bilesiklerin gelistirilmesine olanak
saglamistir (10). Bu bilesiklerin gelisimini gosteren zaman ¢izelgesi Sekil 2.3’te (38)

gosterilmistir.
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Sekil 2.3. Sisplatin, Karboplatin ve Oksaliplatin'in gelisimini gésteren zaman ¢izelgesi
(398).

Platin bazli ilaglar DNA'daki piirin bazlariyla, 6zellikle de guanin ile kovalent
baglar olusturarak DNA eklentilerinin olusmasina yol acar. Bu baglanma DNA c¢ift
sarmalini bozar ve genetik bilginin transkripsiyonunu ve replikasyonunu engeller. Sonug
olarak, kanser hiicreleri boliinemez ve ¢ogalamaz bunun sonucunda ise hiicre, apoptoza
veya hiicre 0liimiine ugrar (41).

Mevcut platin ilaglarinin basarilarinin aksine bazi 6nemli dezavantajlar1 vardir:

yalnizca dar bir kanser spektrumunda etkilidir, bazi tiimorler edinilmis veya yapisal



olarak var olan dirence sahip olabilir ve genellikle mide bulantisi, kemik iligi
baskilanmasi ve bobrek toksisitesi gibi ciddi yan etkilere neden olurlar (42). Platin bazl
metaloilaglar pek ¢ok kanser tiiriinde terapotik etkinlik gostermesine ragmen, bu ajanlarin
klinik kullanimni siirlayan gesitli sorunlar giiniimiizde hala devam etmektedir. Ozellikle
yiiksek diizeyde nefrotoksisite, gastrointestinal ve hematolojik yan etkiler, glutatyon
(GSH) aracili hiicre i¢i inaktivasyon sonucu gelisen ilag direnci, DNA onarim
mekanizmalarindaki  degisiklikler ve apoptozisle iliskili diizenleyici siireglerin
bozulmasi, bu ilaglarin etkinligini azaltan baslica biyolojik engeller olarak
tanimlanmaktadir (43). Platin ilaglariyla iliskili sorunlari ele alan giincel arastirmalar, bu
ajanlarin yol agtigt sorunlar1 agmak amaciyla, farkli etki mekanizmalar1 gosteren
alternatif metal kaynakli terapdtiklerin gelistirilmesine yonelmis; ayrica sisplatin
kullanimina bagl yan etkileri en aza indirmek i¢in proila¢ yaklasimlar1 ve hedefe yonelik
ilag tasima stratejileri iizerinde yogunlagmistir (42).

Son yillarda, tiimor hiicre hatlarina kars1 timit verici aktiviteye sahip ¢ok sayida
paladyum(II) (Pd) kompleksi sentezlenmis ve yayinlanmistir (44). Pt(Il) ve Pd(II)
iyonlarinin yapisal ve kimyasal 6zellikler bakimindan gosterdigi belirgin benzerlikler,
Pd(IT) komplekslerinin potansiyel antikanser ajanlari olarak arastirilmasina yonelik ilgiyi
onemli dl¢lide artirmistir (39-45). Pd (II) komplekslerinin suyla etkilesim (sulanma) ve
ligand degisim hizlarinin, Pt (II) tiirevlerine kiyasla yaklasik 10° kat daha yiiksek oldugu
ve ayrica daha iyi ¢Oziiniirlik ozellikleri gosterdigi bilinmektedir. Bu faktorler goz
oniinde bulunduruldugunda, en azindan bazi1 Pd (II) komplekslerinin kanser tedavisinde
degerlendirilmesi acisindan dikkate deger bir potansiyel tagidigi anlasilmaktadir (39).
Boylece, antikanser 6zellik gosteren cesitli diger gecis metallerinin sundugu birgok umut
vadeden biyomedikal uygulamanin da ortaya ¢ikmasiyla, arastirma odaginin son yillarda
Pt (I) temelli ajanlarin 6tesine kaydig: goriilmektedir (46). Mevcut veriler cesaret verici
olsa da Pd (IT) komplekslerinin klinik a¢idan uygulanabilirligini degerlendirebilmek i¢in
ve antikanser ilag gelistirme siirecindeki yerinin daha iyi anlasilabilmesi i¢in daha fazla

bilimsel ¢aligmaya ihtiya¢ duyulmaktadir.

2.3.1. Metal Bazh ilaclarin Kanser Tedavisindeki Rolii

Metaller, insanligin bildigi ¢esitli rahatsizliklarin tedavisinde uzun zamandan beri
kullanilmaktadir (47). Metal kompleksleri, 6zellikle ge¢is metalleri igerenler, sahip
olduklar1 benzersiz Ozellikler nedeniyle kanser karsiti ajanlar olarak biiyiik ilgi

gormektedirler (48). Bu kompleksler, yeni antikanser ajanlarin tasariminda organik
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bilesiklere kiyasla dnemli avantajlar sunmaktadir. Ug boyutlu koordinasyon yapilari
sayesinde belirli molekiiler hedeflere yonlendirilebilmekte ve bu bolgelerde etkili ¢apraz
baglanma gerceklestirebilmektedirler (5). Ayrica, metal kompleksleri genis bir
koordinasyon sayist araligi, ¢esitli geometrik dizilimler ve farkli kinetik davraniglara
olanak taniyan esnek kimyasal ozellikleriyle, 6zgiin molekiiler yapilarin gelistirilmesi
icin zengin bir aragtirma alan1 saglamaktadir (49).

Metal bazli ilaglar, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusumunu artirma, DNA ile
etkilesim kurma ve gesitli enzimatik siiregleri inhibe etme gibi birden fazla mekanizmay1
iceren kapsamli bir antikanser etkiye sahiptirler (50). Kanser karsit1 metal ilaglarin genel

etki mekanizmasi Sekil 2.4’te 6zetlenmistir (49).
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Sekil 2.4. Kanser karsit1 metal ilaglarin genel etki mekanizmasi (49).

Esasen, metal iyonu (ve Kkararsiz ko-ligandlar) kovalent olarak temel
biyomolekiillere, 6rnegin DNA, proteinler, enzimler, vb. baglanir, bunlarin islevini inhibe
eder ve farkli hiicresel yollar (6rnegin apoptozis ve nekroz) araciligiyla hiicre 6liimiine
yol agar (50). Metal komplekslerinin, 6zellikle de Pd (II) tiirevlerinin, hiicresel ya da
organizma diizeyinde metabolik adaptasyonlar1 bozma veya tetikleme kapasitelerine
iliskin mevcut bilgi birikimi, bu bilesiklerin olas1 yeni antikanser ajanlar olarak tasidigi
genis kapsamli etkilerin anlasilmasi agisindan kritik onem tasimakla birlikte hala

yetersizdir (15).



Paladyum komplekslerinin, kanser hiicrelerinde apoptozun tetiklenmesi ya da
hiicre dongiisliniin durdurulmasi yoluyla tiimor hiicre proliferasyonunu baskilama
kapasitesine sahip oldugu ¢esitli calismalar tarafindan desteklenmektedir (10). Daha da
onemlisi, Pd komplekslerinin hiicre ¢ogalmasini baskilayan (sitostatik) etkileri ile
lipofilik Ozellikleri veya ¢oziiniirliikleri arasinda belirgin bir iligki oldugunun tespit
edilmesidir. Ayrica, platin temelli olmayan bu komplekslerin, kliniklerde yaygin olarak
kullanilan bir kemoterapi ajan1 olan sisplatine kiyasla kanser hiicreleri lizerinde giiglii
antitimor etkiler gosterebildigi ve bunun yani sira daha diisiik diizeyde yan etkiye sahip
olabildigi de yakin donemde yapilan arastirmalarla ortaya konmustur (44). Bu bulgular
bir arada degerlendirildiginde, Pd komplekslerinin sahip oldugu c¢ok yonlii biyolojik
etkilerin, metal bazli tedavi yaklagimlariin gelistirilmesine onemli Olclide katki
saglayabilecek nitelikte oldugunu ve bu alanda artan arastirma ilgisini bilimsel a¢idan

hakli ¢ikardigin1 gostermektedir.

2.3.2. Metal Bazh Ilaclarin Molekiiler Mekanizmasi

Metalloilaclar, genellikle ¢ok yonlii ve c¢ok hedefli ilaglar olup, Pt (kanser
tedavisi), Lityum (Li) (zihinsel bozukluklar), Giimiis (Ag) (antimikrobiyal), Bizmut (Bi)
(antibiyotik) ve Paladyum (Pd) (kanser tedavisi ve organik reaksiyonlar) komplekslerini
icermektedirler (38-51, 52, 53). Genellikle, bu ilaglar "6n ilag" (aktif olmayan ilag)
formunda uygulanir ve bu form, ligandlarin yer degistirmesi veya redoks reaksiyonlari
yoluyla "aktif ila¢" formuna donustiiriilebilir (38-54). Sekil 2.5’te bu ilaglarin en yaygin
etki mekanizmalarinin bir semas1 sunulmustur (54).

Tiimor hiicreleri, redoks dengesinin bozulmasina bagl olarak genellikle artmis
diizeylerde ROS iiretir ve bu fazla ROS, oksidatif DNA hasarini tetikleyerek onkogenezin
ilerlemesine katkida bulunabileceginden, bu hiicreler oksidatif strese kars1 belirgin bir
hassasiyet gosterir (55). Metal kompleksleri, hiicresel redoks kimyasini, metal veya
ligand bazli redoks siiregleri yoluyla dogrudan veya hiicresel redoks yollarinda yer alan
biyomolekiillerle etkilesime girerek dolayli olarak etkileyebilir (56). Bu kapsamda,
metallerin redoks olarak etkin yapilari, gesitli koordinasyon geometrilerine uyum
saglayabilmeleri ve organik substratlarla 6zgiin bicimde etkilesebilme kapasiteleri, bu
komplekslerin kanser tedavisinde terapotik agidan onemini daha da giliclendirmektedir

(38).
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Sekil 2.5. Metal komplekslerinin en yaygin molekiiler etki mekanizmalar1 ve bazi
biyolojik etkileri (54).

Bir metal iyonunun oksidasyon durumunun, ligand degisim kinetigi {izerinde
belirleyici bir rol oynamasi, onun biyolojik etkinligini de dogrudan sekillendirir. Buna
gore, metal iyonu belirli bir oksidasyon basamaginda diisiik reaktiviteye hatta etkisizlige
sahipken, farkli bir oksidasyon basamagma gectiginde daha yiiksek reaktivite
sergileyerek biyolojik olarak aktif hale gelebilir. Bu iki durum arasindaki fark biyolojik
olarak erisilebilir bir aralikta kaldiginda, kompleks icin igsel bir aktivasyon mekanizmasi
niteligi kazanir. Bagka bir ifadeyle, daha az aktif dolayisiyla daha az toksik formun
hastaya uygulanmas1 ve ardindan oksidasyon veya indirgenme gibi bir doniisiimle aktif
hale gelmesi miimkiindiir. Metal komplekslerine 6zgli bu ayarlanabilir 6zellik, tedavi
sirasinda yan etki riskini azaltirken terapdtik etkinligi artirma potansiyeli sundugu igin,
ozellikle kanser aragtirmalarinda kapsamli bigimde ele alinmistir (57, 58).

Diger arastirmacilarin da vurguladig: iizere, gec¢is metal komplekslerinin iig
boyutlu ve yapisal olarak cesitlenebilir kompleks yapilarinin sentezi, ¢cogu durumda
organik molekiillerin sentezine kiyasla daha pratiktir. Bu yapisal esneklik, uygun
elektronik 6zellikler ve ligand degisim davranislariyla birlestiginde, enzimatik olmayan
proteinler, belirli transkripsiyon faktorleri veya hiicresel iskelet bilesenleri gibi geleneksel
olarak ‘ilac1 yapilamaz’ kabul edilen hedeflerin modiilasyonunu miimkiin kilan yeni
terapotik ajanlarin gelistirilmesine olanak tanir. Bu yoniiyle gecis metal kompleksleri,
biyolojik olarak zor ulasilan hedeflerde bile etkili inhibitorlerin tasarlanabilmesi i¢in

onemli bir kimyasal avantaj sunmaktadir (59).
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2.4. N-Heterosiklik Karben (NHC) Ligandlari ve Stabiliteye Etkileri

Gegis metal kimyasinda N-heterosiklik karbenlerin (NHC’ler) ligand olarak
onemi, 1991 yilina kadar hizla gelisen bir arastirma alani haline gelmistir. Arduengo,
NHC kristallerinin izole edilebilmesi, saklanabilirligi ve yiliksek kararliligina iliskin
Oonemli bir ¢alisma yayimlamistir (60). 1991 yilindan itibaren Arduengo, serbest karbenler
lizerine ylriittiigii aragtirmalarini azot iceren halkali yapilara yonlendirmis ve bu tiir
karbenler N-heterosiklik karbenler (NHC’ler) olarak tanimlanmistir. Takip eden yillarda,
kararli NHC’ler ve asiklik karbenler lizerine gergeklestirilen ¢alismalar bilim diinyasinda
genis ilgi gormiis; 6zellikle metal-NHC (M-NHC) komplekslerinin katalitik aktiviteleri
bu alanda One ¢ikan arastirma konularindan biri olmustur (61-64). N-heterosiklik karben
(NHC) ligandlar1, yiiksek c-elektron bagislama kapasitesine sahip olmalar1 sayesinde pek
cok gecis metaliyle giiclii ve kararli metal-karben baglarinin olusumuna olanak tanir.
Bunun yani1 sira, NHC ligandlarinin diisiik intrinsik toksisiteye sahip olmalar1 ve yapisal
cesitliliklerinin sentez yoluyla kolaylikla modifiye edilebilmesi, bu bilesikleri metal
komplekslerinin tasariminda cazip kilmaktadir (65).

Ligandlar, hiicresel kosullara tabi tutuldugunda metal bazli ilaglarin baglanma
afinitesi ve reaksiyon kinetigini etkilemede ¢ok onemlidir (43). N-heterosiklik karben
(NHC) ligandlarinin diger koordinasyon ligandlarina kiyasla tercih edilmesinin temel
nedenlerinden biri, elektronik ozellikleri sayesinde metal iyonlarinin saliniminit daha
kontrollii ve yavas bir bicimde gerceklestirmeleridir. Bu durum, NHC iceren metal
komplekslerinin hem katalitik sistemlerde hem de biyolojik uygulamalarda etkinliklerini
daha uzun siire korumalarina olanak tanimaktadir (66). NHC’ler, kendilerine 6zgii
elektronik 6zellikleri sayesinde koordine olduklari metal merkezleriyle yiliksek derecede
kararli etkilesimler kurar ve bu durum, ligandin metalden ayrilmasini zorlastirir.
Halkadaki azot atomlarinda bulunan ortaklanmamis elektron ciftlerinin zw-etkilesim
yoluyla karben karbonuna aktarilmasi ve metal merkezinden gerceklesen n-geri baglanma
katkisi, M—NHC bagimin hem dayanikliligimi hem de bag kuvvetini belirgin bi¢cimde
artirmaktadir (67). Bu ligandlarin gecis metali komplekslerini etkin bi¢cimde stabilize
edebilme yetenekleri ile M-NHC tiirevlerinin sentezine olanak taniyan c¢ok sayida
sentetik yaklagimin bulunmasi birlikte degerlendirildiginde (68), s6z konusu o-donor
ligand siifinin kataliz, malzeme bilimi ve tibbi kimya alanlarinda ilgi gérmesine yol

acmistir (69).
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Metal merkezine koordine olan ligandlarin bilingli ve stratejik olarak se¢ilmesi,
paladyum temelli antikanser ajanlarin rasyonel tasariminda belirleyici bir unsur olarak
one ¢ikmaktadir. Bu dogrultuda gerceklestirilen giincel ¢alismalar, paladyuma giiclii
baglanma gosteren ligandlarin hidroliz kaynakli kararsizliklar1 6nemli dl¢iide azalttigini
veya tamamen ortadan kaldirabildigini ortaya koymaktadir. Bu baglamda, NHC’ler
dikkat ¢ekici bir ligand sinifi olarak degerlendirilmektedir (70). Bununla birlikte, Pd (II)
tiirevlerinin 6nemli sinirlamalarindan biri, yiiksek ligand degisim hizlar1 nedeniyle
farmakolojik hedeflerine ulasabilmek i¢in gerekli olan yapisal kararlilig1 yeterli siire
boyunca siirdiirememeleridir. Bu dezavantaji gidermek amaciyla arastirmacilar, Pd(II)
komplekslerine hem termodinamik stabilite hem de yiiksek kinetik kararlilik
kazandirabilen NHC gibi giiclii ligandlardan yararlanmiglardir (43). Ek olarak, koordine
olan metalin sec¢imi, biiylik Ol¢iide ilgili temel biyolojik hedefi belirlemektedir. Bu
komplekslerin biyolojik aktiviteleri yalnizca metal merkeze bagli olmayip, NHC
ligandinin yapisal 6zelliklerine bagli olarak ayarlanabilir ve degistirilebilir (71).

Ligandlarin metal komplekslerinin termodinamik ve kinetik 6zellikleri iizerindeki
belirgin etkileri dikkate alindiginda, ligandlarin yapisal olarak modifiye edilmesi veya
degistirilmesi metaloilaglarin biyolojik aktivitelerinin hassas bigimde ayarlanmasina
olanak tanmimaktadir. Bu dogrultuda, molekiiler yapilarin sundugu cesitlilik ve
ayarlanabilirlik, metal komplekslerini ila¢ tasarimi agisindan ¢ok yonlii ve esnek bir

platform haline getirmektedir.

2.5. Paladyum Karben Kompleksleri ve Antikanser Potansiyeli

Yakin zamanda Paladyum bazli bilesik Padeliporfin (ticari adi Tookad olarak
bilinir) Avrupa Ilag Ajansi tarafindan diisiik riskli prostat kanseri olan hastalarda
Fotodinamik Tedavi i¢in Avrupa Birligi'nde onaylanmistir (72). Padeliporfin
kompleksinin kimyasal yapist Sekil 2.6’da verilmistir (56). Pd komplekslerinin klinik
olarak kullanilan baz1 kemoterapétiklere kiyasla 6nemli antikanser aktivitesinin yani sira
daha diisiik toksisiteye sahip oldugu bildirilmistir (42). Dahasi, antikanser aktiviteleri
olan Pd (II) ve Pt (II) kompleksleri iizerinde yapilan hidrolitik ve DNA baglama
caligmalari, paladyum komplekslerinin kinetik olarak kararsiz oldugunu, DNA ile
etkilesime girebilen yeni yiiklii tiirler iirettigini ve ayrica platin komplekslerinden daha
hizl1 oranda DNA'ya baglandigin1 gostermistir (46). Her ne kadar Pd (II) kompleksleri,
benzer Pt (II) komplekslerine kiyasla daha yiiksek bir ligand degisim hiz1 sergilese de

uygun bir kalkanlama etkisi saglandiginda merkezi Pd (II) iyonunun reaktivitesi belirgin
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sekilde sinirlandirilabilir. Bu iyon, DNA ile etkilesime girerek capraz bag olusumuna
neden olabilir; bdylece DNA sentezinin engellenmesine ve hiicrede apoptozun

tetiklenmesine katkida bulunur (73).

HOOC

MeOOC
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Sekil 2.6. Padeliporfin kompleksinin kimyasal yapis1 (56).

Metal-N-heterosiklik karben (M-NHC) kompleksleri arasinda 6ne ¢ikan Pd (II)—
NHC kompleksleri, son yillarda artan bir arastirma odagi haline gelmistir. Bu
kompleksler, diger M-NHC sistemleriyle karsilastirildiginda 6zellikle katalitik
reaksiyonlarda sergiledikleri yiiksek etkinlik nedeniyle dikkat ¢ekmektedir (74). Pd (II)
antitimor komplekslerinin in vivo kararhiligi, giiglii sekilde koordine olan NHC
ligandlarina ve makul derecede kararsiz ayrilan gruba dayanir (15). Fizyolojik kosullar
altinda yliksek kararliliga sahip antikanser metal komplekslerinin tasarlanmasi 6nem
tagimaktadir; zira bu Ozellik, komplekslerin biyolojik etkinlikleri ve farmakokinetik
davraniglar1 iizerinde belirleyici olan tiirlesme siireglerinin siirlandirilmasina olanak
saglar. Metal-karbon baglarinin yiiksek bag enerjisi ile ¢ok disli ligand sistemlerinin
kullanimi, metal merkezinin demetalasyonunu 6nlemede etkili bir strateji olarak one
¢ikmaktadir (65).

M-NHC komplekslerinin antikanser ve tani-tedavi amacli ajanlar olarak
gelistirilmesine yonelik ¢alismalarda son yillarda 6nemli ilerlemeler kaydedilmistir.

Ozellikle altin, platin ve paladyum temelli NHC kompleksleri; kanser hiicrelerinde
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belirgin sitotoksik etki gostermeleri, hayvan modellerinde anlamli antitliimor aktivite
sergilemeleri ve protein tiyolleri, DNA G-kuadrupleks (Guanin agisindan zengin DNA
bolgeleri) yapilart ile uyumsuz DNA bolgeleri gibi 6zgiil molekiiler hedeflerle secici
etkilesim kurabilecek sekilde rasyonel olarak tasarlanmistir (7).

Pt (II) komplekslerinin antikanser etkileri, biliylik 6l¢iide DNA’nin azotlu
bazlariyla ¢apraz baglar olusturmalari ve bu etkilesimler sonucunda replikasyon
siireclerini engelleyen, zincir kiriklarina ve hatali baz eslesmelerine yol agcan DNA
adiiktlerinin meydana gelmesiyle iliskilendirilmektedir. Bu hasarin hiicresel yanit olarak
apoptozu tetikledigi, hiicre dongiisiiniin kontrol noktalarinda durdurulmasina yol actig
ve ayni zamanda RNA ile protein sentezinin baskilanmasina neden oldugu kabul
edilmektedir. (75). Metaloilaglar tarafindan hiicre dongiisliniin durdurulmasina dair
ornekler Sekil 2.7°de verilmistir (38). Bununla birlikte, etkinligini siirladig: diisiiniilen
ila¢ direncinin varlig1 nedeniyle platin kompleksleri ideal bir kemoterapdtik ajan olarak
degerlendirilememektedir. ~ Ayrica  sisplatinin, kan  hiicrelerinin  biyolojik
fonksiyonlarinda bozulma ile karakterize edilen oksidatif stres aracili hematolojik
toksisiteye yol actigi gosterilmistir. Buna ek olarak nefrotoksisite, ototoksisite,
norotoksisite, miyelotoksisite, periferik néropati ve ¢esitli hematolojik yan etkiler gibi

cok sayida dezavantaj ile iliskilendirilmektedir (73).
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Sekil 2.7. Metaloilaglar tarafindan hiicre dongiisiiniin durdurulmasina iliskin temsili
sema (38).
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Metal bazli antikanser ajanlar, hiicre dongiislinlin farkli evrelerinde ilerlemeyi
baskilayarak hiicre proliferasyonunu sinirlandirmakta ve apoptozisin baslatilmasina
katkida bulunmaktadir. Hiicre dongiisii boyunca fazlar arasi gegisler, bir sonraki asamaya
ilerlemeyi belirleyen kontrol noktalar tarafindan diizenlenirken, bu siirecte siklinler ve
siklin bagimli kinazlar (CDK’lar) temel rol oynamaktadir. Bazi hiicre alt popiilasyonlari
ise hiicre dongiisiinden ¢ikarak GO fazinda durgun bir duruma gecebilmektedir. Sisplatin
(CDDP, Ptl), oksaliplatin (L-OHP, Pt3), NAMI-A (Ru4), NKP1339 (Ru9) ve FY26
(Os4) gibi farkli metal komplekslerinin, hiicre hatti, doz ve maruz kalma siiresine bagh
olarak hiicre dongiisiiniin farkli fazlarinda duraklamaya yol actig1 gosterilmistir (38).

Bu smirliliklar g6z 6niinde bulunduruldugunda, daha yiiksek etkinlik, se¢icilik ve
azaltilmis toksisite profili sergileyen yeni metal komplekslerinin tasarlanmasi ve bu
komplekslerin molekiiler etki mekanizmalarinin ayrintili olarak aydinlatilmasina yonelik

ileri ¢caligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
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3. MATERYAL VE METOT

Sentezlenen komplekslerin biyolojik aktiviteleri, hiicre kiiltlirii ortaminda

gergeklestirilen farkli analizler ile incelendi. Calismanin genel deneysel akis semas1 Sekil

3.1°de gosterildi.

5. Biyolojik Analizler

000
052 Hiicre Canlihk Testi

1. NHC-Pd(IT) MTT)

Komplekslerinin Sentezi 2. Karakterizasyon 3. Hiicre Kiiltiirii 4. ilag Uygulamasi

1H NMR i B|' l Z? GPCR Analizi
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NHC ligandlan sentezlenerek Komplekslerin yapisi AS549 hiicreleri uygun Hiicreler farkli konsantrasyonlarda £ Hiicre Dongisii Analizi
PdBr, ve piridin ile kompleks 'H ve *C NMR analizleri  besiyerinde 37°C ve %5 CO, NHC-Pd(IT) kompleksler ile @ (Flow Sitometri)
olusturuldu. ile dogruland. ortaminda kiiltiire edildi 24 saat siireyle inkiibe edildi.

Migrasyon ve
""’\ o Invazyon Analizi

Sekil 3.1. Genel deneysel akis semasi

3.1. Kimyasal Sentez ve Karakterizasyonlar

3.1.1. N-heterosiklik karben (NHC) Oncii Ligandlarinin Genel Sentez

Yontemi

1-siklopentil-2,3-dihidro-1H-benzimidazol ve 1-(2-fenilpropan-2-il)-2,3-dihidro-
1H-benzimidazol (1 esdeger), inert atmosfer altinda damitilmis toluen (15 mL) igerisinde
cesitli alkil halojentiirler (1,05 esdeger) ile reaksiyona sokuldu. Kimyasallarin ilavesinden
once Schlenk tilipii argon gazi ile dolduruldu ve reaksiyon karigimi 80 °C’de geri akis
altinda 72 saat siireyle gerceklestirildi. Reaksiyon siiresi sonunda karisim igerisinde veya

eter ilavesi sonrasinda beyaz ¢okelti olusumu gozlendi. Elde edilen toz halindeki tuz,

vakum altinda kurutuldu.
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3.1.2. Pd-PEPPSI Komplekslerinin Genel Sentez Yontemi

Reaksiyon, benzimidazolium bazli asimetrik N-heterosiklik karben tuzlart (1
esdeger) ile PACl2 (1,05 esdeger) arasinda gergeklestirildi. Baz olarak potasyum karbonat
(5 esdeger) kullanildi. Schlenk tlipiine ¢Oziicii olarak asetonitril eklenmis, ardindan
piridin ilave edilerek reaksiyon karisimi 80 °C’de 16 saat boyunca geri akis altinda
tutuldu. Belirlenen geri akis siiresinin sonunda, reaksiyonun tamamlandigini gosteren
koyu renk olusumu gozlendi. Ucucu bilesenler vakum altinda uzaklastirildi ve geriye
kalan kalint1 n-pentan (3%3 ml) ile yikandi. Filtrasyonun ardindan ¢oziicii uzaklastirildi
ve lirlin, DCM/eter (1:3) veya kloroform/n-pentan (1:3) karigimlari kullanilarak yeniden
kristallendirildi.  Yeniden  kristallendirme ve  ¢oOziiciilerin  vakum  altinda
uzaklastirllmasindan sonra c¢okeltiler elde edildi. Elde edilen PEPPSI komplekslerinin,
pentan, hekzan ve eter gibi apolar ¢oziiciiler disinda DCM, kloroform, metanol, etanol,
DMF ve DMSO gibi yaygin organik ve polar ¢oziiciilerde tamamen ¢ozlinebildigi
belirlendi. Tiim kompleksler orta ile iyi verim araliginda (%59—%85) izole edildi.

3.2. Hiicre Kiiltiiri

Calismada kullanilan A549 insan akciger adenokarsinom hiicre hatti, =80 °C’de
kriyoviyaller icerisinde saklanmis olup deney Oncesinde kiiltiire alindi. Hiicreler
coziindiriillirken kriyoviyal icerisindeki hiicre siispansiyonuna onceden 37 °C
inkiibatorde 1sitilmis Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM, Gibco), %10 fetal
sigir serum (FBS, Capricorn) ve %1 penisilin—streptomisin igeren tam besiyeri yavasga
eklendi. Hiicre siispansiyonu steril falkon tiiplere aktarildi ve 1000 rpm’de yaklasik 7
dakika (Niive NF80OR) santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 siipernatant uzaklastirildi ve
hiicre pelleti taze kiiltiir ortami ile homojen sekilde siispanse edilerek 25 cm? kiiltiir
flasklarina (Greiner CELLSTAR®) ekildi. Hiicreler, canli hiicre goriintilleme sistemi
(JuLI™ Br, NanoEntek) ile kontrol edildikten sonra %5 CO: i¢eren nemli atmosferde 37
°C’de inkiibasyona birakildi. Hiicre yogunlugu %70-80 konfluens seviyesine ulastiginda
pasaj islemi gercgeklestirildi. Pasaj sirasinda kiiltiir ortami aspire edildi ve hiicreler
kalsiyum ve magnezyum icermeyen fosfat tamponlu salin (PBS) ile ii¢ kez yikandi.
Ardindan hiicreleri ylizeyden ayirmak amaciyla 1,5 ml %0,25 Tripsin-EDTA (Gibco)
eklendi ve flasklar yaklasik 5 dakika silireyle %5 CO: inkiibatoriinde bekletildi.
Hiicrelerin yiizeyden ayrilmasi saglandiktan sonra tripsin aktivitesini inhibe etmek
amaciyla 3 ml taze besiyeri eklendi. Elde edilen hiicre siispansiyonu steril tiiplere aktarildi

ve 1000 rpm’de 7 dakika santrifiij edildi. Siipernatant uzaklastirildiktan sonra hiicre
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pelleti uygun hacimde besiyeri ile yeniden siispanse edilerek homojen bir hiicre
stispansiyonu elde edildi. Hazirlanan hiicreler sonraki deneysel prosediirlerde

kullanilmak tizere hazir hale getirildi.

3.3. RNA Izolasyonu ve Gercek Zamanh qPCR Analizi

A549 hiicreleri deneysel uygulamalardan 48 saat sonra analiz amaciyla toplandi.
Alt1 kuyucuklu plakalarda bulunan hiicrelerin kiiltiir ortam1 uzaklastirildi ve hiicreler iki
kez PBS ile yikandi. Ardindan her kuyucuga 500 pL %0,25 Tripsin-EDTA eklenerek
hiicrelerin ylizeyden ayrilmasi saglandi ve plaklar 37 °C’de yaklasik 5 dakika inkiibe
edildi. Yiizeyden ayrilan hiicreler 1 ml taze besiyeri ile notralize edilerek steril Eppendorf
tiiplere aktarildi. Hiicre siispansiyonlart 1000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi (Sigma 1-
14 mikro santrifiij). Siipernatant uzaklastirildiktan sonra elde edilen hiicre pelletlerinden
toplam RNA izolasyonu, {iretici firma protokoliine uygun olarak EcoPure Total RNA Kit
kullanilarak gergeklestirildi. izole edilen RNA’nin miktar ve saflik degerlendirmesi
Denovix DS-11 FX+ spektrofotometre/fluorometre cihazi ile yapildi. Elde edilen toplam
RNA’dan tamamlayict DNA (cDNA) sentezi, OneScript® Plus ¢cDNA Synthesis Kit
kullanilarak gerceklestirildi. Ger¢ek zamanli qPCR reaksiyonu i¢in her drnekte: 100 ng
cDNA, 10 pL 2x GoTaq® qPCR Master Mix (Promega), 200 nM ileri (forward) primer,
200 nM geri (reverse) primer karistirildi ve DNaz/RNaz igermeyen su eklenerek toplam
reaksiyon hacmi 20 pL’ye tamamlandi. Primerlerin optimum baglanma sicakliklari,
primer dokiimantasyonunda belirtilen sicakligin £5 °C araliginda gradient PCR yontemi
ile belirlendi. Calismada hiicre proliferasyonu ve apoptoz ile iliskili gen
ekspresyonlarinin degerlendirilmesi amaciyla p53, CDK-4 ve BCL-2 genleri analiz
edildi. Referans (housekeeping) gen olarak ACTB (B-aktin) kullanildi. Kullanilan primer
dizileri Tablo 3.1°de verilmistir. RT-qPCR analizleri StepOnePlus™ Real-Time PCR
Sistemi (Applied Biosystems) kullanilarak gergeklestirildi. PCR dongii kosullar1 su
sekilde uygulandi: 95 °C’de 10 dakika baslangi¢ denatiirasyonu, 40 dongii boyunca 95
°C’de 10-20 saniye denatiirasyon, 60 °C’de 30 saniye baglanma/uzama. Elde edilen Ct
(Esik Dongii Sayist) degerleri StepOne™ Plus v2.3 yazilimi kullanilarak analiz edildi.
Hedef genlerin relatif ekspresyon diizeyleri, referans gen olarak ACTB kullanilarak Livak
yontemi (224¢T) ile hesaplandi (76). Deney ve kontrol gruplari arasindaki gen ekspresyon

farkliliklar1 kargilastirmalr olarak degerlendirildi.
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Tablo 3.1. RT-qPCR analizinde kullanilan primer sekanslari

Gen Ileri Primer (5° — 3’) Geri Primer (5’ — 3’)

p53 CAGCACATGACGGAGGTTGT TCATCCAAATACTCCACACGC
CDK-
4

BCL-
2

ATGGCTACCTCTCGATATGAGC CATTGGGGACTCTCACACTCT

ATCGCCCTGTGGATGACTGAGT GCCAGGAGAAATCAAACAGAGGC

ACTB g?((jj CATTGGCAATGAGCGG AGGTCTTTGCGGATGTCCACGT

3.4. Protein izolasyonu ve Western Blot Analizi

A549 hiicreleri deneysel uygulamalardan 48 saat sonra protein analizi amaciyla
toplandi. Alt1 kuyucuklu plakalarda bulunan hiicrelerin kiiltiir ortam1 uzaklastirildi ve
hiicreler iki kez PBS ile yikandi. Hiicrelerin yiizeyden ayrilmasi amaciyla her kuyucuga
500 pL %0,25 Tripsin-EDTA eklendi ve hiicreler 37 °C’de yaklasik 5 dakika inkiibe
edildi. Yiizeyden ayrilan hiicreler 1 mL taze besiyeri ile notralize edilerek mikro santrifiij
tiplerine aktarildi. Tiipler 1000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi (Sigma 1-14).
Siipernatant uzaklastirildiktan sonra hiicre pelletleri PBS ile bir kez daha yikandi ve tekrar
santrifiij edildi. Protein ekstraksiyonu i¢in hiicre pelletleri, proteaz ve fosfataz
inhibitorleri (Thermo Fisher) igeren 1X RIPA lizis tamponu (50 mM Tris-HCI, 150 mM
NaCl, %1 NP-40, 1 mM EDTA, %0,5 sodyum deoksikolat ve %0,1 SDS; PanReac
AppliChem, pH 7,4) igerisinde siispanse edildi. Hiicre lizat1 buz iizerinde inkiibe edilerek
protein ekstraksiyonu gergeklestirildi. Western blot analizinde her 6rnekten 25 pg toplam
protein kullanildi. Protein drnekleri, 2X Laemmli 6rnek tamponu (0,125 M Tris base,
%20 gliserol, %4 SDS, %10 2-merkaptoetanol) ile karistirildi ve 95 °C’de 5 dakika
denatiire edildi. Proteinler SDS-PAGE jelinde 100 V’da yaklasik 100 dakika siireyle
ayristirildi (Mini PROTEAN Tetra Cell sistemi). Elektroforez sonrasi protein transferi
yari-kuru transfer yontemi ile gergeklestirildi. Transfer tamponu (1X semi-dry transfer
buffer; 47,6 mM Tris-base, 39,3 mM glisin ve %20 metanol) ile 1slatilmis transfer kagidi
tizerine PVDF membran (GVS) yerlestirildi ve jel ile birlikte transfer sistemi (Thermo
Scientific™ Pierce™ Power Blotter) kullanilarak 25 V ve 1,3 A’da 8 dakika transfer
islemi gerceklestirildi. Transfer sonrast membranlar, 1X TBST (%0,1 Tween-20 iceren
25 mM Tris-base ve 150 mM NaCl; pH 7,6) igerisinde hazirlanmis %5 yagsiz siit
¢ozeltisinde oda sicakliginda 1 saat (47 rpm) bloklandi. Ardindan primer antikorlar (p53,
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p21, PUMA, CDK-4 ve BCL-2) 1:1000 diliisyonda %S5 siit iceren 1X TBST igerisinde
hazirlanarak membranlar 4 °C’de gece boyunca inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi
membranlar TBST ile yikandi ve uygun sekonder antikor ile oda sicakliginda 1 saat
inkiibe edildi. Protein bantlarinin immiinokimyasal tespiti ECL (Enhanced
Chemiluminescence,  Gelistirilmis ~ Kemiliiminesans)  yontemi  kullanilarak
gerceklestirildi. Bant yogunluklari GeneTools (Syngene) yazilimi ile analiz edildi.
Protein ekspresyon diizeyleri, i¢ yiikleme kontrolii olarak kullanilan B-aktin (ACTB) ile
normalize edilerek farkli deney gruplar1 arasinda karsilagtirildi. Western blot analizinde

kullanilan antikorlara ait detayli bilgiler Tablo 3.2’de sunulmustur.

Tablo 3.2. Western blot analizinde kullanilan antikor bilgileri

Antikor Firma Katalog Numarasi
Anti-p53 Abcam ab131442
Anti-CDK-4 Elabscience E-AB-13989
Anti-BCL-2 Elabscience E-AB-15522
Anti-p21 Elabscience E-AB-66357
Anti-PUMA Elabscience E-AB-67059
Anti-B-aktin Elabscience E-AB-40338

3.5. Apoptoz Analizi

A549 hiicreleri deneysel uygulamadan 48 saat sonra apoptoz analizi amaciyla
topland1. Kiiltlir ortam1 uzaklastirildiktan sonra her deney grubundaki hiicreler iki kez
PBS ile yikandi. Hiicrelerin yiizeyden ayrilmasi i¢in her kuyucuga 500 pL %0,25 Tripsin-
EDTA eklendi ve hiicreler 37 °C’de kisa siire inkiibe edildi. Yiizeyden ayrilan hiicrelerin
toparlanmasi amaciyla 1 ml taze besiyeri eklendi ve hiicre slispansiyonu 1000 rpm’de 5
dakika santrifiij edildi. Siipernatant uzaklastirildiktan sonra hiicre pelletleri Annexin V
baglanma tamponu igerisinde siispanse edildi. Apoptotik hiicre popiilasyonlarinin
belirlenmesi Annexin V-FITC/PI Apoptosis Kit (E-CK-A211, Elabscience) kullanilarak
gerceklestirildi. Her 6rnek i¢cin 100 pL hiicre siispansiyonu analiz tliplerine aktarildi.
Ardindan tiiplere 5 pL Annexin V-FITC (90 pg/mL) ve 10 pL propidium iodide (P, 0,5
mg/mL) eklendi. Ornekler nazikge karistirildi ve boyama reaksiyonunun gergeklesmesi
icin oda sicakliginda, 151k almayan ortamda 15 dakika inkiibe edildi. Boyama islemi
sonrasinda her tiipe 400 uL Annexin V baglanma tamponu eklendi. Veri toplama islemi

BD Accuri™ C6 Plus akim sitometri cihazi kullanilarak gergeklestirildi. Floresan
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sinyalleri FITC i¢in FL1 kanalinda (533/30 nm) ve PI i¢in FL2 kanalinda (585/40 nm)
Ol¢iildii. Veri analizi ve apoptotik hiicre popiilasyonlarinin yiizdesel dagilimi BD
Accuri™ C6 Plus yazilimi kullanilarak hesaplandi. Erken apoptoz (Annexin V*/PI"), ge¢
apoptoz (Annexin V'/PI') ve nekrotik hiicre popiilasyonlar1 ayr1 ayr1 degerlendirilerek

deney ve kontrol gruplar1 arasinda karsilastirildi.

3.6. Hiicre Dongiisii Analizi

AS549 hiicrelerinde deneysel uygulamadan sonra kiiltiir ortami aspire edilerek
uzaklastirildi ve her kuyucuk iki kez PBS ile yikandi. Hiicrelerin ylizeyden ayrilmasi
amaciyla tripsin eklendi ve 37 °C’de 5 dakika inkiibe edildi. Hiicreler toplandiktan sonra
tripsin aktivitesini notralize etmek i¢in 1 ml taze besiyeri eklendi ve hiicre siispansiyonu
tiiplere aktarildi. Hiicreler 1000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilerek pellet haline getirildi.
Santrifiij sonrasi siipernatant dikkatlice uzaklastirildi ve tiiplere damla damla 500 uL %70
etanol eklenirken tiipler hafif vortekslendi. Etanol ile fikse edilen hiicreler 4 °C’de 1 saat
inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda hiicreler tekrar 1000 rpm’de 5 dakika santrifiij
edildi ve bir kez PBS ile yikandi. Pelletler 400 pL PBS igerisinde siispanse edildi ve
DNA’daki RNA kalintilarin1 uzaklastirmak amaciyla 0,1 mg/ml RNase A ile 37 °C’de 30
dakika inkiibe edildi. RNase islemi sonrasinda 6rneklere 0,05 mg/ml propidium iodide
(PI) eklendi, 6rnekler nazikge karistirildi ve 1s1ik almayan ortamda 15 dakika inkiibe
edildi. Akim sitometrik analiz, BD Accuri™ C6 Plus (BD Life Sciences) cihazi
kullanilarak gergeklestirildi. PI sinyali 585/40 nm bant gegiren filtre ile olciildii. Her
deney grubuna ait veriler BD Accuri™ C6 Plus yazilimi kullanilarak analiz edildi ve

DNA igerik dagilimina gore hiicreler GO/G1, S ve G2/M fazlar agisindan degerlendirildi.

3.7. Migrasyon ve invazyon Analizi

A549 hiicrelerinde deneysel uygulama sonrasinda kiiltiir ortam1 aspire edilerek
uzaklastirildi ve her kuyucuk iki kez PBS ile yikandi. Hiicrelerin yiizeyden ayrilmasi
amactyla her kuyucuga 500 pL %0,25 tripsin ¢ozeltisi eklendi ve hiicreler 37 °C’de 5
dakika inkiibe edildi. Ardindan tripsin aktivitesini durdurmak i¢in 1 ml taze besiyeri
eklendi ve hiicre siispansiyonu 1000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Elde edilen hiicre
pelletleri serum icermeyen kiiltlir ortaminda siispanse edildi. Migrasyon ve invazyon
analizleri Boyden odacik sistemi kullanilarak gerceklestirildi. Deneylerde polikarbonat
membranlt hiicre kiiltiir insertleri (Transwell® Permeable Supports, Polycarbonate (PC)

Membrane, 3428) kullamildi. Invazyon analizi igin polikarbonat membran yiizeyine 1 ml
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ekstraselliiler matriks ¢ozeltisi (Corning® Matrigel® Basement Membrane Matrix,
354234) yayildi ve 37 °C’de 30 dakika polimerizasyon i¢in inkiibe edildi. Jel katilastiktan
sonra insertlerin alt bolmesine serum igeren besiyeri eklendi. Serum igermeyen ortamda
hazirlanan hiicre siispansiyonundan her insertin iist haznesine 1x10° hiicre eklendi.
Plaklar 37 °C ve %5 CO: igeren standart kiiltiir kosullarinda 48 saat inkiibe edildi. Bu
siire sonunda membran1 gecerek alt yiizeye ulasan hiicreler degerlendirmeye alindi.
Membranin alt yiizeyine gegen hiicreler %100 metanol ile 4 °C’de 1 saat fikse edildi.
Fiksasyon sonrasi metanol uzaklastirildi ve membranlar oda sicakliginda 1 saat boyunca
9%0,5 kristal viyole ile boyandi. Ardindan fazla boya uzaklastirilincaya kadar membranlar
distile su ile yikandi ve kurumaya birakildi. Kuruyan membranlarin alt yiizeyinde bulunan
hiicreler 151k mikroskobu altinda sayildi. Migrasyon ve invazyon kapasitesi asagidaki
formiil kullamlarak hesaplandi: "Migrasyon-Invazyon (%) = [(her uygulama grubunda
zar1 gegen hiicre sayisi) / (kontrol grubunda zar1 gecen hiicre sayisi)] x 100". Elde edilen

degerler kullanilarak gruplar aras1 migrasyon ve invazyon farkliliklar karsilagtirildu.

23



4. BULGULAR

4.1. Kimyasal Sentez ve Karakterizasyonlar

4.1.1. Kompleks 44’iin 'H ve *C NMR Analizi ve Yapisal Gosterimi

44 numaral1 kompleksin yapis1 'H ve '*C NMR analizleri ile dogrulandi. 'H NMR
spektrumunda, benzimidazol iskeletine ait karakteristik sinyaller ile birlikte aromatik
protonlara karsilik gelen pikler 7.12—7.77 ppm aralifinda gézlendi. Benzil grubuna ait
proton sinyalleri 6.18—6.21 ppm araliginda ¢ift dublet (dd) seklinde tespit edildi. Alifatik
zincire ait proton sinyalleri ise 0.86—1.61 ppm araliginda multiplet ve triplet formunda
gbzlendi. Ayrica metil grubuna ait singlet sinyalinin 2.31 ppm’de ortaya ¢iktig1 belirlendi.
BC NMR spektrumunda karben karbonuna ait karakteristik sinyal 163.8 ppm’de gozlendi
ve bu deger kompleks olusumunu destekledi. Aromatik karbon sinyalleri 110.5-132.1
ppm araliginda, alifatik karbon sinyalleri ise 11.0—40.2 ppm araliginda tespit edildi. Elde
edilen NMR sonuglar1 Sekil 4.1 ve Tablo 4.1’de gosterildi. Sentezlenen kompleksin

beklenen yapisi ile uyumlu oldugu gériildii.
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Tablo 4.1. 44 kompleksine ait 1H ve 13C NMR verileri

Konum 'H NMR (5 ppm) 13C NMR (3 ppm) J (Hz)
2 - 163.8 -
4 4.70 ve 4.75 (dd. 2H) 51.8 8
5 2.88 (sept., 1H) 23.0 6
6,7,8,10 1.47-1.61 (m, 8H) 24.4,29.1,31.1,40.2 -
9 0.86 (t, 3H) 14.1 8
11 1.08 (t, 3H) 11.0 8
12 6.18 ve 6.21 (dd, 2H) 53.0 12ve 16
13 2.31 (s, 3H) 21.1 -
14,15 7.12-7.38 (m, 8H) 110.5, 111.5, 123.0, 132.1 -
16 7:45(d, 2H), 7.77 (¢, 1H), 124.5,129.5, 151.3 -

9.01 (d, 2H)

4.1.2. Kompleks 54’iin 'H ve *C NMR Analizi ve Yapisal Gosterimi

54 numarali kompleksin yapisi 'H ve *C NMR analizleri ile dogrulandi. '"H NMR
spektrumunda, benzimidazol iskeletine ait karakteristik sinyaller ile birlikte aromatik
protonlara karsilik gelen pikler 7.14—7.78 ppm araliginda gézlendi. Benzil grubuna ait
proton sinyalleri 6.18-6.21 ppm araliginda ¢ift dublet (dd) seklinde tespit edildi. Izopropil
grubuna ait proton sinyalleri 1.22 ppm’de dublet (d, 6H) ve 2.89 ppm’de multiplet (m,
1H) olarak belirlendi. Alifatik zincire ait proton sinyalleri ise 0.87—1.63 ppm araliginda
triplet ve multiplet formunda goézlendi. *C NMR spektrumunda karben karbonuna ait
karakteristik sinyal 163.7 ppm’de gozlenmis olup bu deger kompleks olusumunu
destekledi. Aromatik karbon sinyalleri 110.5-138.0 ppm araliginda, alifatik karbon
sinyalleri ise 14.1-40.2 ppm araliginda tespit edildi. Elde edilen NMR sonuglar1 Sekil 4.2
ve Tablo 4.2°de gosterildi. Sentezlenen kompleksin beklenen yapisi ile uyumlu oldugu

gorildii.

26



L

T 1
1;}‘0 ‘3?5 I. . I. ¢I.5 4‘.0 3‘.5 3‘0 2'.'.5 2?0 'I.5 1'n DI.S
1 (ppm)
1‘70 1‘60 1‘50 1‘40 1‘30 I‘ZD 1‘10 1‘00 90 E‘D 7‘0 éﬂ ;D 4‘0 3‘0 2‘0 1‘0
f1 (ppm)
Sekil 4.2. 54 kompleksine ait 'H ve *C NMR spektrumlar1 ve yapisal gosterimi

27



Tablo 4.2. 54 kompleksine ait 1H ve 13C NMR verileri

Konum 'H NMR (3 ppm) 13C NMR (3 ppm) J (Hz)
2 - 163.7
4 4.70 ve 4.75 (dd, 2H) 51.8 4ve8
5 2.86 (sept., 1H) 23.0 4.6
6,7.8,10 1.43-1.63 (m, 8H) 29.1,31.0, 33.7,40.2
9 0.87 (t, 3H) 14.1 8
11 1.08 (t, 3H) 11.0 8
12 6.18 ve 6.21 (dd, 2H) 53.0 12ve 16
13 1.22 (d, 6H) 23.9 8
14 2.89 (m, 1H) 24.3
110.5, 111.6, 122.9, 123.0
2 2 2 ' > * *
15 720 (d, 2H), 7.38 (d, 2H) 1268, 127.9
7.14 (d, 2H), 7.22 (t, 1H), 5
16 736 (t. 1H) 132.5, 133.9, 135.7, 138.0
7.51 (d, 2H), 7.78 (t, 1H), 5 5
17 $.99 (d. 2H) 124.5, 148.7, 151.2

4.1.3. Kompleks 59’un 'H ve *C NMR Analizi ve Yapisal Gosterimi

59 numarali kompleksin yapist 'H ve *C NMR analizleri ile dogrulandi. '"H NMR

spektrumunda, benzimidazol iskeletine ait karakteristik sinyaller ile birlikte aromatik
protonlara karsilik gelen pikler 7.09—7.76 ppm araliginda gozlendi. Benzil grubuna ait
proton sinyalleri 6.14—6.19 ppm araliginda ¢ift dublet (dd) seklinde tespit edildi. Tersiyer-
biitil grubuna ait proton sinyalinin 1.29 ppm’de singlet (s, 9H) olarak ortaya ¢iktig
belirlendi. Alifatik zincire ait proton sinyalleri ise 0.89—1.62 ppm araliginda triplet ve
multiplet formunda gézlendi. *C NMR spektrumunda karben karbonuna ait karakteristik
sinyal 163.7 ppm’de gozlenmis olup bu deger kompleks olusumunu destekledi. Aromatik
karbon sinyalleri 110.4—-137.8 ppm araliginda, alifatik karbon sinyalleri ise 14.1-39.9
ppm aralifinda tespit edildi. Elde edilen NMR sonuglar1 Sekil 4.3 ve Tablo 4.3’te

gosterildi. Sentezlenen kompleksin beklenen yapisi ile uyumlu oldugu goriildii.
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Tablo 4.3. 59 kompleksine ait 1H ve 13C NMR verileri

Konum 'H NMR (5 ppm) 13C NMR (6 ppm) J (Hz)
2 - 163.7 -
4 4.63 ve 4.72 (dd, 2H) 52.3 4ve8
5 3.01 (sept., 1H) 23.1 6.6
6,7.8,10 1.39-1.62 (m, 8H) 24.4,29.1, 34.5,39.9 -
9 0.89 (t, 3H) 14.1 8
11 1.08 (t, 3H) 11.1 8
12 6.14 ve 6.19 (dd, 2H) 53.6 16 ve 20
13 1.29 (s, 9H) 31.3 -
14 - 311 -
15 7.38 (m, 4H) 110.4, 111.6, 122.8, 125.7 -
16 7.09 (d, 2H), 7.21 (t, 1H), 127.7, 132.0, 134.1, 136.1, )
7.36 (t, 1H) 137.8
17 7:52 (d, 2H), 7.76 (t, 1H), 124.5, 150.9, 152.5 -

9.02 (d, 2H)

4.1.4. Kompleks 521’in 'H ve *C NMR Analizi ve Yapisal Gosterimi

521 numarali kompleksin yapis1 'H ve *C NMR analizleri ile dogrulandi. "H NMR
spektrumunda, benzimidazol iskeletine ait karakteristik sinyaller ile birlikte aromatik
protonlara karsilik gelen pikler 7.06—7.75 ppm araliginda gézlendi. Benzil grubuna ait
aromatik proton sinyalleri 7.06—7.33 ppm araliginda multiplet ve dublet formunda tespit
edildi. Benzil grubuna bagli metilen protonlarina ait sinyaller ise 6.17-6.22 ppm
araliginda cift dublet (dd) seklinde gozlendi. Alifatik zincire ait proton sinyalleri 0.89—
1.56 ppm araliginda triplet ve multiplet formunda belirlendi. *C NMR spektrumunda
karben karbonuna ait karakteristik sinyal 163.6 ppm’de gozlenmis olup bu deger
kompleks olusumunu destekledi. Aromatik karbon sinyalleri 110.5-137.9 ppm
araliginda, alifatik karbon sinyalleri ise 11.0-39.9 ppm araliginda tespit edildi. Elde
edilen NMR sonuglar1 Sekil 4.4 ve Tablo 4.4°te gosterildi. Sentezlenen kompleksin

beklenen yapisi ile uyumlu oldugu goriildii.
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Tablo 4.4. 521 kompleksine ait 1H ve 13C NMR verileri

Konum H NMR (3 ppm) 13C NMR (3 ppm) J (Hz)
2 - 163.6 -
4 4.64 ve 4.72 (dd. 2H) 538 4ve8
5 3.01 (sept., I1H) 231 6
6,7.8.10 1.36-1.56 (m, 8H) 24.4,29.1,31.1,399 -
9 0.89 (t, 3H) 14.1 8
11 1.08 (t, 3H) 11.0 8
12 6.17 ve 6.22 (dd, 2H) 52.3 16 ve 20
13 7.06 {t-:'é];n(d.fzzl{l()t‘ [H), 110.5,111.4, 122 8, 128.7 -
14 7.37-7.37 (m, 4H) 134.0, 136.1, 135.0, 137.9 -
15 7.6 (défll}’ d?;{){t 1H), 1245, 128.0, 152.5 -

4.1.5. Kompleks 522°nin 'H ve *C NMR Analizi ve Yapisal Gosterimi

522 numarali kompleksin yapisi 'H ve *C NMR analizleri ile dogrulandi. "H NMR
spektrumunda, benzimidazol iskeletine ait karakteristik sinyaller ile birlikte aromatik
protonlara karsilik gelen pikler 6.90-7.77 ppm aralifinda goézlendi. Trimetilbenzil
grubuna ait aromatik proton sinyali 6.94 ppm’de singlet (s, 2H) olarak tespit edildi. Metil
gruplarina ait proton sinyalleri ise 2.33 ppm (s, 6H) ve 2.35 ppm (s, 3H) degerlerinde
gozlendi. Benzil grubuna bagli metilen protonlar1 6.20 ppm civarinda ¢ift dublet (dd)
seklinde belirlenirken, alifatik zincire ait proton sinyalleri 0.88—1.55 ppm araliginda
triplet ve multiplet formunda gozlendi. *C NMR spektrumunda karben karbonuna ait
karakteristik sinyal 163.1 ppm’de gozlenmis olup bu deger kompleks olusumunu
destekledi. Aromatik karbon sinyalleri 110.3—-138.9 ppm araliginda, alifatik karbon
sinyalleri ise 11.1-40.0 ppm araliginda tespit edildi. Elde edilen NMR sonuglar1 Sekil 4.5
ve Tablo 4.5’te gosterildi. Sentezlenen kompleksin beklenen yapisi ile uyumlu oldugu

goriildil.
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Tablo 4.5. 522 kompleksine ait 1H ve 13C NMR verileri

Konum 'H NMR (6 ppm) 13C NMR (8 ppm) J (Hz)
2 - 163.1 -
4 4.61 ve 4.71 (dd, 2H) 514 4ve8
5 3.02 (sept., LH) 23.1 7.3
6.7.8.10 1.37-1.55 (m, SH) 24.4, 29.1,31.1, 40.0 -
9 0.88 (t, 3H) 14.1 8
11 1.07 (t, 3H) 11.1 8
12 6.20 (dd. 2H) 52.3 12ve 16
13 2.33 (s, 6H) 21.0 -
14 235 (s, 3H) 21.1 -
22.4.122
s 6.94 (5. 2H) 1103, “1'132’?1.3_'4’ 1227, )
L6 6.29 (d. 1H), 6.90 (t, IH),  134.4, 136.0, 137.8, 138.6. )
7.14 (t, 1H), 7.34 (d, 1H) 138.9
17 7.36 (dgf]?},df;]-i[)(t 1H), 124.5, 129.5, 152.5 -

4.1.6. Kompleks 523’iin 'H ve *C NMR Analizi ve Yapisal Gosterimi

523 numarali kompleksin yapis1 'H ve *C NMR analizleri ile dogrulandi. "H NMR
spektrumunda, benzimidazol iskeletine ait karakteristik sinyaller ile birlikte aromatik
protonlara karsilik gelen pikler 6.84—7.76 ppm araliginda gozlendi. Trimetoksibenzil
grubuna ait metoksi proton sinyalleri 3.82 ppm’de singlet (s, 6H) ve 3.85 ppm’de singlet
(s, 3H) olarak tespit edildi. Benzil grubuna bagli metilen protonlar1 6.08—6.16 ppm
araliginda ¢ift dublet (dd) seklinde belirlenirken, alifatik zincire ait proton sinyalleri 0.88—
1.62 ppm araliginda triplet ve multiplet formunda gozlendi. *C NMR spektrumunda
karben karbonuna ait karakteristik sinyal 163.4 ppm’de gozlenmis olup bu deger
kompleks olusumunu destekledi. Aromatik karbon sinyalleri 105.1-153.5 ppm
araliginda, alifatik karbon sinyalleri ise 11.1-39.8 ppm araliginda tespit edildi Elde edilen
NMR sonuglart Sekil 4.6 ve Tablo 4.6’da gosterildi. Sentezlenen kompleksin beklenen
yapist ile uyumlu oldugu goriildii.
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Tablo 4.6. 523 kompleksine ait 1H ve 13C NMR verileri

Konum 'H NMR (6 ppm) 13C NMR (3 ppm) J (Hz)
2 - 163.4 -
4 4.63 ve 4.71 (dd, 2H) 52.4 8
5 3.01 (sept., 1H) 23.0 6.6
6.7,8.10 1.40-1.62 (m, 8H) 24.4,29.1,31.1, 39.8 .
9 0.88 (t, 3H) 14.1 8
11 1.08 (t, 3H) 11.1 8
12 6.08 ve 6.16 (dd, 2H) 54.1 16 ve 32
13 3.82 (s, 6H) 56.5 -
14 3.85 (s, 3H) 60.8 .
15 6.84 (s, 2H) 105.1, 110.5, 111.5, 123.0 .
16 6.87 (5‘?,_13115}&57?':;;5’ 2H). 1308, 1340, 136.1, 137.9 -
17 7:39 (d, 2H), 7.76 (t, 1H), 124.5, 152.5, 153.5 .

9.02 (d, 2H)

4.2. Hiicre Kiiltiiriinde Morfolojik Degisimlerin Analizi

Calismada kullanilan A549 hiicre hattinin morfolojik goriintiileri, ilag
uygulamasini takiben 24 saat sonra JuLI™ Br hiicre goriintiileme cihazi ile 1X biiylimede
gozlemlendi. Kontrol gruplarinda (DMEM ve %1 DMSO igeren DMSO grubu)
hiicrelerin tipik epitel benzeri morfolojilerini korudugu, homojen dagilim gosterdigi ve
yiiksek hiicre yogunluguna sahip oldugu goézlendi. DMSO grubunun DMEM ile benzer
morfolojik o6zellikler sergiledigi belirlendi. Ilag uygulanan gruplarda ise hiicre
morfolojisinde belirgin degisiklikler gozlendi. Ozellikle bazi gruplarda hiicrelerde
yuvarlaklagma, hiicreler arasi baglantilarin zayiflamasi ve yiizeyden ayrilma egilimi

dikkat cekti. Bu degisiklikler Sekil 4.7°de gosterildi.
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Sekil 4.7. Tlag uygulamasindan 24 saat sonra A549 hiicrelerinin morfolojik goriintiileri

4.3. RT-qPCR ile Gen ifadelenme Analizi

4.3.1. p53 Gen ifadelenmesi

P53 gen ekspresyon diizeyleri RT-qPCR analizi ile degerlendirildiginde, veriler
DMEM kontrol grubuna gére normalize edildi (DMEM=1) ve elde edilen sonuglar Sekil
4.8’de gosterildi. DMSO grubunda p53 ekspresyonunun kontrol grubuna kiyasla yaklasik
1,89 kat arttig1 gozlendi. DMSO grubu referans alinarak yapilan karsilastirmada, 44
grubunda p53 ekspresyonunun yaklasik 0,94 kat, 54 grubunda 0,68 kat, 59 grubunda 0,94
kat ve 521 grubunda 0,83 kat diizeyinde oldugu belirlenmis olup, bu degisimlerin
DMSO’ya kiyasla anlamli olmadigi goriildii. Buna karsilik 522 grubunda p53
ekspresyonunun yaklasik 1,33 kat, 523 grubunda 1,30 kat ve sisplatin grubunda 1,06 kat

artti1 saptandi. Istatistiksel analiz sonucunda, 523 grubundaki artigmn anlamli oldugu
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(p<0.01), sisplatin grubunda ise p53 ekspresyonunun DMSO grubuna kiyasla anlamli
diizeyde arttig1 (p<0.05) belirlendi. Genel olarak elde edilen bulgular, 6zellikle 522 ve

523 numarali bilesiklerin p53 gen ekspresyonunu artirma egiliminde oldugunu gosterdi.
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*p < 0.05, **p < 0.01 ve ***p < 0.001

Sekil 4.8. lag gruplarmin p53 gen ifadelenmesi iizerine etkileri
4.3.2. CDK-4 Gen Ifadelenmesi

CDK-4 gen ekspresyon diizeyleri RT-qPCR analizi ile degerlendirildiginde,
veriler DMEM kontrol grubuna gore normalize edildi (DMEM=1) ve elde edilen sonuglar
Sekil 4.9°da gosterildi. DMSO grubunda CDK-4 ekspresyonunun kontrol grubuna kiyasla
yaklasik 1,37 kat arttig1 gozlendi. DMSO grubu referans alinarak yapilan karsilastirmada,
44 grubunda CDK-4 ekspresyonunun yaklasik 0,76 kat, 54 grubunda 0,86 kat, 59
grubunda 1,10 kat, 521 grubunda 1,10 kat, 522 grubunda 1,04 kat ve 523 grubunda 1,00
kat diizeyinde oldugu belirlenmis olup, bu degisimlerin DMSO’ya kiyasla istatistiksel
olarak anlamli olmadig1 saptandi. Buna karsilik sisplatin grubunda CDK-4
ekspresyonunun yaklasik 1,42 kat arttig1 gozlendi ve bu artigin istatistiksel olarak anlamli

oldugu belirlendi (p<0.05).
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Sekil 4.9. ila¢ gruplarinin CDK-4 gen ifadelenmesi iizerine etkileri

4.3.3. BCL-2 Gen ifadelenmesi

BCL-2 gen ekspresyon diizeyleri RT-qPCR analizi ile degerlendirildiginde, veriler
DMEM kontrol grubuna gore normalize edildi (DMEM=1) ve elde edilen sonuglar Sekil
4.10’da gosterildi. DMSO grubunda BCL-2 ekspresyonunun kontrol grubuna kiyasla
yaklasik 1,32 kat arttig1 gozlendi. DMSO grubu referans alinarak yapilan karsilastirmada,
44 grubunda BCL-2 ekspresyonunun yaklagik 0,53 kat azaldigi, 54 grubunda 1,09 kat, 59
grubunda 1,00 kat ve 521 grubunda 1,33 kat diizeyinde oldugu belirlenmis olup, bu
degisimlerin DMSO kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli olmadigi
saptandi. Buna karsilik 522 grubunda BCL-2 ekspresyonunun yaklasik 1,67 kat, 523
grubunda 3,00 kat ve sisplatin grubunda 3,30 kat arttif1 belirlendi. Istatistiksel analiz
sonucunda, 522 grubundaki artisin anlamli oldugu (p<0.05), 523 ve sisplatin
gruplarindaki artigin ise daha ileri diizeyde anlamli oldugu (p<0.01) saptandi.
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Sekil 4.10. ila¢ gruplarinin BCL-2 gen ifadelenmesi iizerine etkileri

4.4. Western Blot ile Protein ifadelenme Analizi

4.4.1. P53 Protein ifadelenme Analizi

A549 hiicre hattinda gergeklestirilen p5S3 Western blot analizi sonuglarina gore,
DMEM grubu 1 kabul edilerek normalize edildi ve elde edilen sonuclar Sekil 4.11°de
gosterildi. DMSO grubu referans alinarak yapilan karsilastirmada; 44 (~0,6 kat), 54 (~0,3
kat), 59 (~0,5 kat), 521 (~0,5 kat), 522 (~0,3 kat) ve 523 (~0,4-0,5 kat) gruplarinda P53
protein seviyelerinde azalma gozlendi. Ozellikle 54 ve 522 gruplarinda bu azalmanin
daha belirgin oldugu dikkat ¢ekti. Buna karsin, sisplatin uygulanan grupta P53 protein
diizeyinin DMSO grubuna gore yaklasik 8 kat arttig1 ve bu artisin istatistiksel olarak
anlamli oldugu (p<0.001) belirlendi.
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Sekil 4.11. ilag gruplarmin P53 protein miktari iizerine etkileri
4.4.2. CDK-4 Protein ifadelenme Analizi

A549 hiicre hattinda gerceklestirilen CDK-4 Western blot analizi sonuglarina
gore, kontrol gruplart (DMEM ve DMSO) ile karsilastirildiginda bazi tedavi gruplarinda
CDK-4 protein diizeylerinde azalma gozlendi. DMSO grubunun DMEM grubuna gore
hafif bir artig gosterdigi belirlendi. 44 numarali bilesik grubunda CDK-4 ekspresyonunda
sinuirli bir azalma gozlenirken, 54 ve 59 numarali bilesiklerin uygulandigi gruplarda CDK-
4 protein diizeylerinde daha belirgin diisiisler tespit edildi. Bu gruplarda CDK-4
ekspresyonunun yaklagik olarak kontrol grubuna kiyasla daha diisiik seviyelere indigi ve
istatistiksel olarak anlamli oldugu goriildii (p<0.05). 521 ve 522 numaral bilesiklerde de
CDK-4 diizeylerinde azalma egilimi devam etmekte olup, bu azalmanin kontrol grubuna
gore anlamli oldugu belirlendi (p<0.05). Buna karsilik 523 numarali bilesik grubunda
CDK-4 ekspresyonunda belirgin bir degisiklik gdzlenmedi. Sisplatin uygulanan grupta
ise CDK-4 protein diizeyinde orta diizeyde bir azalma tespit edildi ve bu azalmanin
istatistiksel olarak anlamli oldugu goriildii (p<0.05). Elde edilen sonuclar Sekil 4.12°de
gosterildi.
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Sekil 4.12. ila¢ gruplarinin CDK-4 protein miktar1 {izerine etkileri
4.4.3. BCL-2 Protein ifadelenme Analizi

A549 hiicre hattinda gerceklestirilen BCL-2 Western blot analizi sonuglarina gore,
DMEM grubu 1 kabul edilerek normalize edildi ve degerlendirmeler DMSO grubuna
gore yapildi. DMSO grubunda BCL-2 protein diizeyinin DMEM grubuna olduk¢a yakin
oldugu goriildii. DMSO grubuna kiyasla 44 (~0,6 kat), 54 (~0,6-0,7 kat) ve 59 (~0,7 kat)
gruplarinda BCL-2 protein seviyelerinde azalma egilimi gozlendi. Bu azalmanin 6zellikle
44 grubunda istatistiksel olarak anlamli oldugu goriildii (p<0.05). 521 ve 522 gruplarinda
ise BCL-2 protein diizeyleri kontrol gruplarina yakin seyretti ve belirgin bir azalma
gozlenmedi. Buna karsilik 523 grubunda BCL-2 ekspresyonunun yaklagik 0,5 kat
seviyesine diistiigii ve bu azalmanin istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlendi
(p<0.01). Sisplatin grubunda BCL-2 protein diizeyinde artis egilimi gozlenmekle birlikte,
yiiksek standart sapma nedeniyle bu degisimin istatistiksel olarak anlamli olmadigi

goriildi. Elde edilen sonuglar Sekil 4.13’te gosterildi.
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Sekil 4.13. ila¢ gruplarinin BCL-2 protein miktari {izerine etkileri
4.4.4. P21 Protein Ifadelenme Analizi

A549 hiicre hattinda gerceklestirilen P21 Western blot analizi sonuglarina gore,
veriler DMEM grubu 1 kabul edilerek normalize edildi ve istatistiksel degerlendirmeler
DMSO grubuna goére yapildi. DMSO grubunda P21 protein diizeyinin DMEM’e kiyasla
yaklasik 1,3 kat arttig1 goriildii. DMSO grubu referans alindiginda 44, 54, 59, 522 ve 523
gruplarinda P21 protein diizeyleri DMSO’ya yakin seyretmis olup belirgin ve istatistiksel
olarak anlamli bir degisiklik gozlenmedi. 521 numaral bilesik uygulanan grupta ise P21
protein diizeyinin DMEM’e gore yaklasik 1,5 kat, DMSQO’ya gore ise yaklasik 1,2 kat
arttigl ve bu artisin istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlendi (p<0.05). Sisplatin
grubunda P21 protein diizeyinin DMSO grubuna kiyasla azalma egiliminde oldugu,
ancak bu degisimin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 goriildii. Elde edilen sonuglar

Sekil 4.14’te gosterildi.
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Sekil 4.14. ilag gruplarmin P21 protein miktari iizerine etkileri
4.4.5. PUMA Protein ifadelenme Analizi

PUMA Western blot analizi sonuglarina gore, veriler DMEM grubu 1 kabul
edilerek normalize edildi ve istatistiksel degerlendirmeler DMSO grubuna gore yapildi.
DMSO grubuna kiyasla 44 (~0,9 kat) ve 54 (~0,7 kat) gruplarinda PUMA protein
diizeylerinde azalma egilimi goriildi. 59 ve 521 gruplarinda PUMA diizeylerinin
DMSO’ya gore daha diisiik olmakla birlikte DMEM’e yakin veya hafif artis gosterdigi
gbzlendi. Buna karsilik 522 (~1,5-1,6 kat) ve 523 (~1,6—-1,7 kat) gruplarinda PUMA
protein diizeylerinin arttig1 goriilmekle birlikte, bu artiglarin yiiksek varyasyon nedeniyle
istatistiksel olarak anlamli olmadig1 anlasildi. Sisplatin grubunda ise PUMA diizeyinin
yaklasik ~0,9 kat seviyesinde oldugu ve kontrol gruplarina yakin seyrettigi belirlendi.

Elde edilen sonuglar Sekil 4.15°te gosterildi.
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Sekil 4.15. ilag gruplarnin PUMA protein miktari {izerine etkileri
4.5. Apoptoz Analizi

A549 hiicre hattinda gerceklestirilen apoptoz analizi sonuglarina gore, kontrol
gruplarinda (DMEM ve DMSO) apoptoz oranlarinin diisiik seviyelerde oldugu ve her iki
grubun benzer dagilim gosterdigi belirlendi. Elde edilen sonuglar Sekil 4.16°de gosterildi.
DMSO grubuna kiyasla 44 numarali bilesik grubunda apoptoz oraninin belirgin sekilde
arttig1 ve bu artisin istatistiksel olarak ileri derecede anlamli oldugu gériildii (p<0.001).
54 numaral1 bilesik grubunda da apoptoz oraninda artis gézlendi ve bu artisin anlamli
oldugu belirlendi (p<0.01). 59 ve 521 gruplarinda apoptoz oraninda daha smirl artiglar
tespit edilmis olup bu artiglarin istatistiksel olarak anlamli oldugu gériildii (p<0.05). Buna
karsilik 522 grubunda apoptoz oraninin kontrol gruplaria yakin oldugu ve belirgin bir
degisiklik gostermedigi gozlendi. 523 grubunda ise apoptoz oraninda hafif bir artis
egilimi bulunmakla birlikte bu degisimin anlamli olmadig: goriildii. Sisplatin grubunda
apoptoz oraninda artis gozlendi ancak bu artigin yliksek varyasyon nedeniyle istatistiksel

olarak anlamli olmadig1 belirlendi.
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Sekil 4.16. A549 hiicre hattinda apoptoz analizinin sonuglari
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4.6. Hiicre Dongiisii Analizi

AS549 hiicre hattinda gerceklestirilen hiicre dongiisii analizi sonuglarina gore,

kontrol gruplarinda (DMEM ve DMSO) hiicrelerin biiylik ¢ogunlugunun G0/G1 fazinda

bulundugu ve her iki grubun benzer hiicre dongiisii dagilimi sergiledigi goézlendi. Elde

edilen sonuglar Sekil 4.17°de gosterildi. 44 numarali bilesik grubunda hiicre dongiisii

dagiliminin kontrol gruplarina benzer oldugu belirlendi. 54, 59, 521, 522 ve 523 numarali

bilesiklerin uygulandig1 gruplarda GO/G1 fazindaki hiicre oraninda artis gézlenirken, bu

artisin bazi gruplarda istatistiksel olarak anlamli oldugu goriildii (p<0.05).

S fazi incelendiginde, 54 ve 59 gruplarinda hiicre oraninda azalma gozlenirken,

diger gruplarda kontrol gruplarina yakin degerler elde edildi.

G2/M faz1 degerlendirildiginde ise tedavi gruplarinin ¢ogunda kontrol gruplarina

benzer oranlar gozlenirken, sisplatin grubunda G0/G1 fazindaki hiicre oraninda azalma

ile birlikte G2/M fazinda hiicre oraninda artis tespit edildi.
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Sekil 4.17. A549 hiicre hattinda hiicre dongiisii analizinin sonuglari
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4.7. Migrasyon ve invazyon Deneyleri

4.7.1. Migrasyon

A549 hiicre hattinda gergeklestirilen migrasyon analizi sonuglarina gore, kontrol
gruplarinda (DMEM ve DMSO) hiicre migrasyonunun yiiksek diizeyde oldugu ve DMSO
grubunda migrasyon oraninin DMEM grubuna kiyasla daha yiiksek oldugu gozlendi.
DMSO grubu referans alindiginda, tiim tedavi gruplarinda hiicre migrasyonunda azalma
meydana geldigi belirlendi. 44, 59, 521 ve 522 gruplarinda migrasyonun belirgin sekilde
baskilandig1 ve bu azalmanin istatistiksel olarak anlamli oldugu goriildii (p<0.01). 54
grubunda migrasyon oranmnin diger tedavi gruplarna kiyasla daha yiliksek olmakla
birlikte DMSO grubuna gore anlamli diizeyde azaldigi belirlendi (p<0.05). 523 ve
sisplatin gruplarinda ise migrasyonun orta diizeyde baskilandigi ve bu azalmanin
istatistiksel olarak anlamli oldugu goriildii (p<0.05). Elde edilen sonuglar Sekil 4.18’de

gosterildi.
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Sekil 4.18. A549 hiicre hattinda ila¢ gruplarinin ve kontrol gruplarinin migrasyon
iizerindeki etkileri ve mikroskobik goriintiileri

4.7.2. invazyon

A549 hiicre hattinda gergeklestirilen invazyon analizi sonuglarina gore, kontrol
gruplarinda (DMEM ve DMSO) hiicre invazyonunun yiiksek diizeyde oldugu ve 6zellikle
DMSO grubunda invazyon oraninin DMEM grubuna kiyasla daha fazla oldugu gozlendi.
DMSO grubu referans alindiginda, test edilen ila¢ gruplarinda hiicre invazyonunda
belirgin azalmalar meydana geldigi belirlendi. Ozellikle 44, 59, 521 ve 522 gruplarinda
invazyonun ciddi diizeyde baskilandigi ve bu azalmanin istatistiksel olarak anlamli
oldugu goriildii (p<0.01). 54 grubunda invazyon oraninda azalma gdzlenmekle birlikte
bu azalmanin orta diizeyde oldugu ve istatistiksel olarak anlamli bulundugu belirlendi
(p<0.05). 523 ve sisplatin gruplarinda ise invazyonun kontrol gruplarina gore azaldigi,
ancak baskilanmanin diger bazi gruplara kiyasla daha sinirli oldugu goézlendi (p<0.05).

Elde edilen sonuglar Sekil 4.19°da gosterildi.
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5. TARTISMA

Bu calismada sentezlenen paladyum karben komplekslerinin A549 insan akciger
adenokarsinom hiicre hatt1 iizerindeki biyolojik etkileri; morfolojik degisim, gen
ekspresyonu, protein ekspresyonu, hiicre dongiisii, apoptoz, migrasyon ve invazyon
analizleri ile ¢ok yoOnlii olarak degerlendirilmistir. Elde edilen bulgular, paladyum karben
komplekslerinin A549 hiicrelerinde yalnizca tek bir biyolojik yanit olusturmadigini;
aksine proliferasyon, hiicre dongiisii kontrolii, apoptotik yanit ve hiicre hareketliligi gibi
kanser biyolojisi agisindan kritik siiregleri farkli diizeylerde etkiledigini gostermektedir.
Tez bulgularinda RT-qPCR ile p53, CDK-4 ve BCL-2 genleri; Western blot ile p53,
CDK-4, BCL-2, p21 ve PUMA proteinleri; ayrica apoptoz, hiicre dongiisii, migrasyon ve
invazyon analizleri degerlendirilmistir.

Metal bazli antikanser ajanlarin organik molekiillerden farkli olarak ¢ok merkezli
ve cok hedefli etki gosterebilmesi, bu bilesiklerin kanser tedavisinde alternatif ajanlar
olarak arastirilmasinin temel nedenlerinden biridir. Literatiirde metal komplekslerinin
DNA, proteinler, enzimler ve redoks dengesi gibi farkli biyolojik hedeflerle
etkilesebildigi; bu etkilesimlerin hiicre dongiisii durmasi, oksidatif stres ve apoptoz gibi
sonuclara yol acabildigi belirtilmektedir (77). Bu yoniiyle calismamizda gozlenen
p53/p21/PUMA eksenindeki degisimler, CDK-4 protein diizeyindeki azalma, apoptotik
hiicre popiilasyonlarindaki artis ve migrasyon-invazyon kapasitesindeki baskilanma, Pd-
NHC komplekslerinin ¢ok yonlii antikanser etki gosterebilecegini desteklemektedir.

Calismanin ilk asamasinda sentezlenen komplekslerin 'H NMR ve *C NMR
verileri ile yapisal karakterizasyonlar1 degerlendirilmis ve 6zellikle karben karbonuna ait
karakteristik sinyallerin gozlenmesi kompleks olusumunu desteklemistir. NHC
ligandlarinin gii¢lii 6-dondr karakteri, metal merkez ile kararli metal-karben baglarinin
olusmasina katki saglar ve bu 6zellik biyolojik ortamlarda kompleks stabilitesi agisindan
onemlidir. NHC-metal komplekslerinin antikanser ajanlar olarak tasariminda, NHC
ligandinin metal merkez stabilitesini artirmasi ve biyolojik hedeflerle etkilesim
kapasitesini modifiye edebilmesi 6nemli bir avantaj olarak degerlendirilmektedir (7). Bu
nedenle, ¢alismada sentezlenen komplekslerin yapisal olarak dogrulanmis olmasi, daha
sonra elde edilen biyolojik etkilerin dogrudan bu Pd-NHC yapilarina baglanabilmesi

acgisindan onemlidir.
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Morfolojik analizlerde kontrol gruplarinda A549 hiicrelerinin epitel benzeri
morfolojisini korudugu, ilag uygulanan bazi gruplarda ise hiicre yogunlugunda azalma,
yuvarlaklasma, yilizeyden ayrilma ve hiicreler arasi baglantilarda zayiflama gibi
degisiklikler gozlenmistir. Bu morfolojik degisimler, kanser hiicrelerinde sitotoksik etki
ve apoptotik siirecin erken gorsel gostergeleri olarak degerlendirilebilir. Apoptoz
sirasinda hiicrelerin biiziismesi, membran degisiklikleri ve adezyon kaybi sik goriilen
morfolojik olaylardir; bu nedenle ¢calismada 6zellikle 44, 54, 59, 521 ve 522 gruplarinda
gozlenen morfolojik bozulmalar, akim sitometrisi ve protein ekspresyon bulgular ile
birlikte degerlendirildiginde biyolojik anlam tasimaktadir.

RT-qPCR analizinde p53 gen ekspresyonu bakimindan en belirgin artisin 522 ve
523 numarali bilesiklerde gozlenmesi, bu bilesiklerin hiicresel stres yanitini aktive
edebilecegini diisiindiirmektedir. p53, DNA hasari, hipoksi, onkogen aktivasyonu ve
oksidatif stres gibi hiicresel stresler karsisinda aktive olan temel tiimor baskilayict
proteinlerden biridir. pS3 aktivasyonu sonucunda hiicre kaderi, hasarin derecesine ve
hiicresel baglama bagli olarak hiicre dongiisii durmasi, DNA onarimu, hiicresel yaslanma
veya apoptoz yoniinde sekillenebilir (78). Bu nedenle 522 ve 523 gruplarinda p53 mRNA
diizeyinin artmasi, bu komplekslerin A549 hiicrelerinde stres yanitini tetikledigini
gostermesi bakimindan 6nemlidir.

Ancak p53 gen ekspresyonu ile p53 protein ekspresyonu birlikte
degerlendirildiginde, tlim gruplarda dogrudan paralel bir artis olmadig1 goriilmektedir.
RT-qPCR diizeyinde 522 ve 523 gruplarinda p53 artist belirgin iken, Western blot
analizinde sisplatin grubunda p53 protein diizeyinin ¢ok daha giiclii arttig1; baz1 Pd-NHC
gruplarinda ise p53 protein seviyesinin kontrol gruplarma gore diisiik ya da smurh
diizeyde kaldig1 goriilmektedir. Bu durum, mRNA diizeyindeki artisin her zaman protein
diizeyine ayn1 yonde yansimayabilecegini gostermektedir. Gen ekspresyonu ile protein
ekspresyonu arasindaki uyumsuzluk; translasyonel kontrol, protein yikimi, post-
translasyonel modifikasyonlar ve protein stabilitesi gibi siireglerden kaynaklanabilir. pS3
0zelinde de protein diizeyi yalnizca transkripsiyonla degil, ayn1 zamanda MDM?2 aracili
yikim ve stres yanitina bagli stabilizasyon mekanizmalariyla diizenlenmektedir (78). Bu
nedenle tez bulgularinda p53 mRNA ve protein sonuglarmin birebir ayni yonde
olmamasi, deneysel bir ¢eliski olarak degil, p53 regiilasyonunun ¢ok katmanli yapisi ile
aciklanabilecek biyolojik bir durum olarak yorumlanmalidir.

CDK-4 sonuglar1 hiicre dongiisii agisindan degerlendirildiginde, 6zellikle Western

blot analizinde 44, 54, 59, 521 ve 522 gruplarinda CDK-4 protein diizeyinin azalmasi
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dikkat ¢ekicidir. CDK-4, siklin D ile birlikte G1 fazindan S fazina gegiste gorev alan
temel diizenleyicilerden biridir ve CDK4/6 aktivitesinin baskilanmast hiicre dongiisiinde
G1 fazinda durmaya yol acabilir (79). Bu calismada baz1 Pd-NHC komplekslerinde CDK-
4 protein diizeyinin azalmasi, hiicrelerin proliferatif kapasitesinin baskilandigini ve hiicre
dongiisii ilerleyisinin yavasladigini diisiindiirmektedir.

p21 protein ekspresyonunun 6zellikle 521 grubunda anlamli sekilde artmasi, bu
bilesigin p53/p21 aracili hiicre dongiisii kontroliinii daha belirgin etkileyebilecegini
diistindiirmektedir. p21, p53 tarafindan diizenlenen temel hedeflerden biridir ve siklin-
CDK komplekslerini inhibe ederek hiicre dongiisiiniin ilerlemesini smurlar. p53
aktivasyonunun 6nemli hedeflerinden biri olan p21°in siklin/CDK komplekslerini negatif
yonde diizenleyerek hiicre dongiisii durdurulmasina katki sagladigi bildirilmektedir (80).
Bunedenle 521 grubunda p21 artis1 ile birlikte hiicre dongiisii analizinde G0/G1 fazindaki
artisin gozlenmesi, bu bilesigin proliferasyonu baskilayici etkisinin hiicre dongiisii
kontrol noktalar1 izerinden gelisebilecegini desteklemektedir.

Hiicre dongiisii analizinde 54, 59, 521, 522 ve 523 gruplarinda G0/G1 fazindaki
hiicre oraninda artis gozlenmesi, bu bilesiklerin hiicre doéngiisiinii erken fazda
yavaslatabilecegini gostermektedir. Ozellikle CDK-4 protein diizeyindeki azalma ve p21
artist ile birlikte degerlendirildiginde, 59, 521 ve 522 gruplarinda hiicre dongiisii
baskilanmasimin daha belirgin oldugu goriilmektedir. CDK4/6 inhibisyonunun G1
fazinda arrest olusturdugu ve bu etkinin tiimor hiicre proliferasyonunu sinirladigi
literatiirde agikg¢a gosterilmistir (81). Sisplatin grubunda ise GO/G1 oraninin azalmasi ve
S/G2-M fazlarinda artig egilimi goriilmesi, sisplatinin DNA hasar1 olusturarak hiicreleri
farkli kontrol noktalarinda durdurabilen klasik mekanizmasiyla uyumludur. Sisplatinin
DNA adiiktleri olusturarak replikasyon ve transkripsiyonu bozdugu, bunun sonucunda
hiicre dongiisii durmasi ve apoptoz olusturdugu bilinmektedir (77).

RT-gqPCR analizinde ozellikle 522, 523 ve sisplatin gruplarinda BCL-2 gen
ekspresyonunun arttig1, buna karsin Western blot analizinde 523 grubunda BCL-2 protein
diizeyinin anlaml sekilde azaldig1 goriilmektedir. BCL-2 ailesi mitokondriyal apoptozun
temel diizenleyicilerindendir ve anti-apoptotik BCL-2 proteinlerinin  azalmasi
mitokondriyal dis membran gecirgenligini artirarak apoptotik siireci kolaylastirabilir
(82). Bu nedenle 523 grubunda BCL-2 protein azalmasi, bu bilesigin apoptotik yatkinlig
artirabilecegine isaret etmektedir ancak ayn1 grupta apoptoz oranindaki artigin istatistiksel
olarak anlamli olmamasi, bu etkinin tek basmna hiicresel 6liim yanitina dontigmedigini

veya 48 saatlik degerlendirme zamaninda sinirli kaldigin1 gostermektedir.
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Calismamizda bazi gruplarda BCL-2 gen ekspresyonu ile protein diizeyleri
arasinda tam bir paralellik gdzlenmemesi, apoptotik yanitin yalnizca transkripsiyonel
diizeyde diizenlenmedigini diistindiirmektedir. Hiicresel stres kosullarinda BCL-2
ekspresyonunda meydana gelen degisimlerin, protein stabilitesi, translasyonel kontrol
mekanizmalart ve pro-apoptotik proteinlerle olan etkilesimlerden etkilenebilecegi
bilinmektedir. Ayrica BCL-2 ailesinin apoptotik yanit1 yalnizca tek bir genin
ekspresyonuna bagh degildir; BCL-2, BAX, BAK, PUMA, NOXA ve diger BH3-only
proteinler arasindaki denge hiicre 6liim kararinda belirleyicidir (83).

PUMA protein diizeyinde oOzellikle 522 ve 523 gruplarinda artis egilimi
gbzlenmesi, pS3 aracili mitokondriyal apoptotik yolun bu gruplarda aktive olabilecegini
diisiindiirmektedir. PUMA, p53 tarafindan diizenlenen BH3-only pro-apoptotik
proteinlerden biridir ve anti-apoptotik BCL-2 ailesi iiyelerini baskilayarak BAX/BAK
aracilt mitokondriyal dis membran gegirgenligini artirabilir (83). Ancak calismada
PUMA artisinin yiiksek varyasyon nedeniyle istatistiksel anlamliliga ulasmamasi, bu
yorumun dikkatli yapilmasini gerektirir. Bu nedenle 522 ve 523 i¢in “PUMA aracili
apoptoz kesin olarak aktive olmustur” demek yerine, “PUMA artis egilimi bu bilesiklerde
mitokondriyal apoptotik yanitin katki saglayabilecegini diisiindiirmektedir” ifadesi daha
bilimsel ve giivenli olacaktir.

Apoptoz analizinde en belirgin etkinin 44 numarali bilesikte goriilmesi, bu
bilesigin A549 hiicrelerinde giiclii bir apoptotik yanit olusturdugunu gostermektedir. 44
grubunda apoptoz oraninin kontrol gruplarina kiyasla belirgin ve ileri derecede anlamli
artmasi, bu bilesigin hiicre Oliimiinii dogrudan tetikleyen bir etki profiline sahip
olabilecegini diisiindiirmektedir. Bu bulgu, morfolojik degisimler ve CDK-4 protein
azalmas ile birlikte degerlendirildiginde 44 bilesiginin sitotoksik/apoptotik etkisinin
giiclii oldugunu desteklemektedir. Literatiirde Pd komplekslerinin A549 gibi kanser
hiicrelerinde apoptozu ROS artis1, mitokondriyal stres, DNA hasar1 veya hiicre dongiisii
kontrol noktalarinin etkilenmesi yoluyla tetikleyebildigi bildirilmistir (84).

54 grubunda apoptoz oraninin anlamli sekilde artmasi, bu bilesigin de apoptotik
stire¢ tlizerinde etkili oldugunu gostermektedir. Buna karsilik 59 ve 521 gruplarinda
apoptoz artis1 daha sinirli olmakla birlikte anlamli bulunmustur. 522 ve 523 gruplarinda
ise p53 ve/veya PUMA ekseninde artis egilimleri goriilmesine ragmen apoptoz
oranlarinin anlamli diizeyde artmamasi, bu bilesiklerin etkisinin dogrudan hiicre
Olimiinden ¢ok hiicre dongiisii baskilanmasi veya hareketlilik azalmasi iizerinden

gerceklesebilecegini diisiindiirmektedir. p53 aktivasyonunun her zaman apoptoz ile
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sonuclanmadigi; hiicre tipi, hasar diizeyi, maruz kalma siiresi ve eslik eden molekiiler
sinyallere gore hiicre dongiisii durmasi veya onarim yaniti ile de sonuclanabilecegi
bilinmektedir (78). Bu nedenle 522 ve 523 gruplarinda p53 artisi ile apoptoz arasinda tam
paralellik goriilmemesi biyolojik olarak kabul edilebilir bir durumdur.

Sisplatin grubunda p53 protein diizeyinin gii¢lii sekilde artmasina ragmen apoptoz
oranindaki artisin sinirl kalmasi da dikkat ¢ekicidir. Sisplatin DNA hasar1 olusturarak
p53 aktivasyonuna yol agabilen klasik bir metal bazli antikanser ajandir; ancak apoptotik
yanitin biiylikliigli doz, siire, hiicre hattinin genetik yapisi ve DNA onarim kapasitesine
bagli olarak degisebilir (77). Bu nedenle ¢aligmada sisplatinin gii¢lii p53 protein artisi
olusturmasi, pozitif kontrol olarak beklenen molekiiler yaniti desteklerken; apoptoz
oraninin ¢ok yiiksek olmamasi, deney kosullarindaki siire ve dozla iliskili olabilir.

Migrasyon analizinde ozellikle 44, 59, 521 ve 522 gruplarinda hiicre gd¢iiniin
belirgin sekilde baskilanmasi, bu komplekslerin metastatik fenotip tizerinde etkili
olabilecegini diisiindiirmektedir. Kanser progresyonunda hiicre migrasyonu ve
invazyonu, metastaz gelisiminin temel basamaklar1 arasinda yer alir. Metal
komplekslerinin yalnizca sitotoksisite degil, ayn1 zamanda hiicre hareketliligi, adezyon
ve invazyon kapasitesi iizerinde de etkili olabildigi bildirilmektedir (85). Bu baglamda
calismada 44 ve 521 gruplarinda hem migrasyon hem de invazyonun baskilanmasi, bu
bilesiklerin anti-metastatik potansiyel agisindan daha dikkat c¢ekici oldugunu
gostermektedir.

Invazyon analizinde 44 ve 521 kodlu bilesiklerin membrani gegen hiicre sayisini
belirgin sekilde azaltmasi, bu iki kompleksin ekstraselliiler matriks benzeri bariyerden
gecis kapasitesini baskilayabildigini gdstermektedir. Invazyon, migrasyondan farkli
olarak hiicrelerin matriks bariyerini asma kapasitesini de yansitti1 icin, 44 ve 521
gruplarinda gozlenen azalma yalnizca hiicre hareketliliginin degil, ayn1 zamanda invaziv
fenotipin de baskilandigini diisiindiirmektedir. Literatiirde baz1 metal komplekslerinin
tiimor hiicrelerinde migrasyon ve invazyonu azaltabildigi ve bunun antimetastatik etki
acisindan 6nemli oldugu bildirilmektedir (7). Bu nedenle calismanin migrasyon ve
invazyon bulgulari, Pd-NHC komplekslerinin yalnizca hiicre canliligi/apoptoz ekseninde
degil, timor yayilimi ile iligkili fonksiyonel siireclerde de etkili olabilecegini
desteklemektedir.

Bilesikler ayr1 ayr1 degerlendirildiginde 44 numarali kompleksin en gliglii
apoptotik yanit1 olusturdugu ve ayni zamanda migrasyon ile invazyonu belirgin bigimde

baskiladig1 goriilmektedir. Bu durum, 44 bilesiginin hem sitotoksik/apoptotik hem de
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anti-migratuvar Ozellikler tasiyan giiclii bir aday oldugunu diisiindiirmektedir. 521
numarali bilesik ise p21 protein artisi, GO/G1 fazinda artis ve migrasyon-invazyon
baskilanmasi ile daha ¢ok hiicre dongiisii ve hareketlilik {izerinde etkili bir profil
gostermektedir. 522 ve 523 numarali bilesiklerde p53 gen ekspresyonu ve PUMA protein
diizeyinde artis egilimi goriilmesine ragmen apoptoz yanitinin sinirli kalmasi, bu
bilesiklerin daha ge¢ zaman noktalarinda veya farkli dozlarda daha belirgin apoptotik etki
gosterebilecegini diisiindiirmektedir. p53 aktivasyonunun olusturdugu hiicresel yanit,
hiicresel stresin diizeyine ve hiicrenin molekiiler 6zelliklerine bagli olarak
degisebilmekte; bazi durumlarda apoptotik hiicre 6liimiinii tetiklerken, bazi durumlarda
ise hiicre dongiisiiniin baskilanmasi ile sonuglanabilmektedir (78).

Bu c¢alisma sonuglar1 literatiirde bildirilen Pd ve NHC temelli metal
komplekslerinin antikanser potansiyeli ile genel olarak uyumludur. Palladyum NHC
komplekslerinin biyolojik tiyoller varliginda stabil kalabildigi ve kanser hiicrelerinde
giiclii  sitotoksik etki olusturabildigi bildirilmistir  (65). Ayrica metal-NHC
komplekslerinin altin, platin ve paladyum merkezleriyle tasarlanarak giiclii sitotoksisite,
antitimor aktivite ve belirli biyolojik hedeflerle etkilesim gosterebildigi rapor edilmistir
(7). Bu calismalar sentezlenen Pd-NHC komplekslerinin A549 hiicrelerinde apoptoz,
hiicre dongilisi ve hiicre hareketliligi tizerinde olusturdugu etkilerle paralellik
gostermektedir.

Bununla birlikte, ¢calismanin bulgulari her bilesigin ayn1 mekanizma iizerinden
etki gostermedigini ortaya koymaktadir. 44 bilesigi giiclii apoptoz ve migrasyon-
invazyon baskilanmasi ile 6ne ¢ikarken, 521 bilesigi p21 artis1 ve hiicre dongiisii etkisiyle
dikkat ¢ekmektedir. 522 ve 523 bilesikleri p5S3/PUMA ekseninde molekiiler yanit
olusturmasina ragmen fonksiyonel apoptoz diizeyinde daha sinirl etki géstermistir. Bu
farkliliklar, NHC ligand yapisindaki kiiglik degisikliklerin metal komplekslerinin
hiicresel hedeflerini, hiicre i¢ine alimini, stabilitesini ve biyolojik yanitlarini
degistirebilecegini diisiindiirmektedir. NHC-metal komplekslerinde ligand yapisinin
biyolojik aktiviteyi belirgin sekilde etkileyebildigi ve metal merkez-ligand
kombinasyonunun antikanser etkinlik agisindan kritik bir O6neme sahip oldugu
bildirilmektedir (7).

Elde edilen bulgular, paladyum karben komplekslerinin antikanser etkisinin tek
bir molekiiler olayla sinirli olmadigini; p53 yaniti, p21 aracili hiicre dongiisii kontrolii,
CDK-4 protein diizeyinde azalma, BCL-2/PUMA dengesi, apoptotik hiicre 6limii ve

migrasyon-invazyon baskilanmasi gibi birbiriyle iliskili siireglerin katkisiyla ortaya
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ciktigin1 gostermektedir. Literatiirde metal bazli antikanser ajanlarin ¢ok hedefli etki
gostermesi Onemli bir avantaj olarak degerlendirildiginden, bu ¢alisma Pd-NHC
komplekslerinin akciger kanseri hiicreleri iizerinde ileri arastirmalara deger aday

molekiiller olabilecegini ortaya koymaktadir (15).
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6. SONUC VE ONERILER

Bu c¢alismada sentezlenen paladyum N-heterosiklik karben (Pd-NHC)
komplekslerinin A549 insan akciger adenokarsinom hiicre hatt1 iizerindeki antikanser
etkileri ¢gok yonlii olarak degerlendirilmistir. Elde edilen bulgular, bu komplekslerin
hiicresel diizeyde belirgin biyolojik etkiler olusturdugunu ve farkli mekanizmalar
tizerinden antikanser potansiyel sergiledigini ortaya koymustur.

Deneysel sonucglar, Pd-NHC komplekslerinin hiicre morfolojisini etkileyerek
hiicre yogunlugunu azalttigin1 ve hiicre adezyon 6zelliklerini zayiflattigini gostermistir.
Gen ve protein ekspresyon analizleri birlikte degerlendirildiginde, bazi gruplarda
gozlenen p53 ekspresyon degisimleri ile 6zellikle p21 protein diizeyindeki artis ve CDK-
4 protein diizeyindeki azalma, bu komplekslerin hiicre dongiisiinii baskilayici yonde
etkiledigini diisiindiirmektedir. Hiicre dongiisii analizlerinde bazi gruplarda GO/G1
fazinda hiicre birikimi gzlenmesi, bu bulgular1 destekler niteliktedir.

Apoptoz analizleri, komplekslerin etkisinin bilesige bagl olarak degistigini ortaya
koymustur. Ozellikle 44 ve 54 numarali bilesiklerin apoptotik hiicre oranii anlamli
sekilde artirdig1 belirlenirken, bazi bilesiklerde apoptotik etkinin sinirli kaldigi ancak
hiicre dongiisii baskilanmasi gibi alternatif mekanizmalarin 6n plana ¢iktig1 goriilmiistiir.
Bu durum, Pd-NHC komplekslerinin tek bir hiicresel yolak {iizerinden degil, ¢oklu
biyolojik mekanizmalar araciligiyla etki gosterdigini diisiindiirmektedir.

BCL-2, PUMA ve p53 sonuglar birlikte degerlendirildiginde, bazi gruplarda gen
ve protein diizeyleri arasinda tam bir uyum olmadig1 gézlenmistir. Bu durum, hiicresel
yanitlarin yalnizca transkripsiyonel diizeyde degil, ayn1 zamanda post-transkripsiyonel ve
post-translasyonel mekanizmalarla da diizenlendigini gostermektedir.

Migrasyon ve invazyon analizleri, Pd-NHC komplekslerinin hiicre hareketliligini
baskilayabildigini ortaya koymustur. Ozellikle 44 ve 521 numarali bilesiklerin hem
migrasyon hem de invazyon kapasitesini belirgin sekilde azaltmasi, bu komplekslerin
potansiyel anti-metastatik 6zellikler tasiyabilecegini gostermektedir.

Genel olarak degerlendirildiginde, bu c¢alismada sentezlenen Pd-NHC
komplekslerinin;  hiicre  proliferasyonunun  baskilanmasi, hiicre = dongiisiiniin
durdurulmast, apoptotik siireclerin indiiklenmesi ve hiicre hareketliliginin azaltilmasi gibi
birbiriyle iligkili mekanizmalar iizerinden antikanser etki gosterdigi sonucuna
ulagilmistir. Ayrica farkli komplekslerin farkli biyolojik yanitlar olusturmasi, yapi-

aktivite iligkisinin bu sistemlerde kritik bir rol oynadigini ortaya koymaktadir.
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Bu calisma in vitro kosullarda tek bir hiicre hattt ile smirli olarak
gerceklestirilmistir. Elde edilen bulgularin dogrulanmasi ve biyolojik etkinin daha
kapsamli1 degerlendirilmesi amaciyla, bu komplekslerin farkli kanser hiicre hatlarinda ve
normal hiicre hatlarinda test edilmesi Onerilmektedir. Ayrica doz ve zaman bagimli
caligmalarin yapilmasi, apoptotik mekanizmalarin detaylandirilmasi ve 6zellikle kaspaz
aktivitesi, mitokondriyal yolaklar ve oksidatif stres parametrelerinin incelenmesi, etki
mekanizmasinin daha net ortaya konmasina katki saglayacaktir. Bunun yani sira in vivo
caligmalar ile bu komplekslerin biyoyararlanom ve toksisite profillerinin
degerlendirilmesi gerekmektedir.

Sonug olarak, Pd-NHC komplekslerinin akciger kanseri hiicreleri tizerinde umut
verici antikanser ve potansiyel anti-metastatik etkilere sahip oldugu gosterilmis olup, bu
bilesiklerin yeni nesil metal bazli antikanser ajanlar olarak gelistirilmesine yonelik ileri

calismalarin yapilmasi gerekmektedir.
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