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OZET

INSAN MEME KANSER HUCRELERINDE N-KOORDINE Ru(l1)-p-SIMEN
BILESIKLERININ SITOTOKSIK ETKILERININ ARASTIRILMASI

Dilek DURGUN
Yiiksek Lisans Tezi
Farmasotik Biyokimya Ana Bilim Dali
Danisman: Dog. Dr. Serap SAHIN-BOLUKBASI
2. Danisman: Dog. Dr. Neslihan SAHIN
2022, 80 sayfa + xiv

Bu ¢alismada, N-alkilbenzimidazol ligandlar1 (1a-c) ve bu ligandlarin N-koordine
Ru(l1)-p-simen komplekslerinin (2a-c) MCF-7 ve MDA-MB-231 insan meme kanser
hiicrelerine kars1 sitoksik aktiviteleri arastirildi. L-929 fibroblast hiicreleri, saglikli
kontrol hiicreler olarak kullanildi. Hem ligandlarin hem de Ru(ll)-p-simen
komplekslerinin sitotoksik aktiviteleri 24 saat, 48 saat ve 72 saat inkiibasyon siireleri
icin  MTT  (3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyumbromiir) ~ yontemi
kullanilarak arastirildi. Ru(I1)-p-simen komplekslerinin (2a-c), ligandlarina (1a-c)
gore daha yiiksek sitotoksik aktivite gosterdikleri bulundu. Sonuglarimiz, 2a ve 2b
komplekslerinin, MCF-7 ve MDA-MB-231 meme kanseri hiicreleri ve L-929 saglikli
hiicrelerin canlilik oranlarinda derisim ve zamana bagh diisiislere neden olduklarini
gosterdi. 2¢ kompleksinin, hem MCF-7 ve MDA-MB-231 meme kanser hiicrelerinde
hem de L-929 saglikli hiicrelerde her ii¢ inkiibasyon siiresi igin 1Cso degerinin 500 uM
dan daha biiyiik oldugu belirlendi. Veriler, 2a'nin MCF-7 hiicrelerinde en yiiksek
sitotoksik aktivite gosterirken kompleks 2b nin ise MDA-MB-231 hiicrelerinde daha
yiiksek sitotoksik etki gosterdigine isaret etmektedir. Ayrica, 2b kompleksinin L-929
saglikli hiicrelere kars1 kompleks 2a’dan daha yliksek sitotoksik etki gosterdigi
bulundu. Kompleks 2a’nin MCF-7 hiicrelerinde zaman bagl segicilik gosterdigi

belirlendi.

Anahtar kelimeler: Benzimidazol; p-simen; MTT; Sitotoksik aktivite; MCF-7,;
MDA-MB-231; Rutenyum
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE CYTOTOXIC EFFECTS OF N-COORDINATED
Ru(11)-p-CYMENE COMPOUNDS ON HUMAN BREAST CANCER CELLS

Dilek DURGUN
Master Thesis
Department of Pharmaceutical Biochemistry
Supervisor: Associate Prof. Dr. Serap SAHIN-BOLUKBASI
Second Supervisor: Associate Prof. Dr. Neslihan SAHIN
2022, 80 pages + xiv

In this study, it has been investigated the cytotoxic activities of N-alkylbenzimidazole
ligands (1a-c) and their N-coordinated Ru(ll)-p-cymene complexes (2a-c) against
MCF-7 and MDA-MB-231 human breast cancer cells. L-929 fibroblast cells, were
used as healthy control cells. The cytotoxic activities of both ligands and Ru(ll)-p-
cymene complexes were investigated by MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide) analysis for 24 h, 48 h, and 72 h incubation times. It was
found that the Ru(I1)-p-cymene complexes (2a-c) showed better cytotoxic activity than
their own ligands (1a-c). Our results indicated that complexes 2a and 2b caused
concentration and time-dependent cell viability decreases on MCF-7 and MDA-MB-
231 breast cancer cells and L-929 healthy cells. It was determined that the ICso value
of the 2c complex was greater than 500 uM for all three incubation times both in
MCF-7 and MDA-MB-231breast cancer cells and L-929 healthy cells. Data indicated
that complex 2a the most cytotoxic compound on MCF-7 whereas complex 2b showed
most cytotoxicity on MDA-MB-231 cells. In addition, it was found that the complex
2b showed more cytotoxic effect on L-929 healthy cells than complex 2a. It was
determined that complex 2a showed time dependent selectivity in MCF-7 cells.

Keywords: Benzimidazole; p-cymene; MTT; Cytotoxic activity; MCF-7;
MDA-MB-231; Ruthenium
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1. GIRIS ve AMAC

Yasam tarzi, ortalama yasin artmasi, ¢evresel faktorler gibi farkli etkenler
sebebiyle kanser goriilme siklig1 tiim diinyada artis géstermektedir. Kanser tanisi
i¢in yapilan taramalar da kanser goriilme artisinda dolayli etken olarak goz
Online alinmaktadir. Meme kanseri diinyada kadinlarda en sik teshis edilen

kanser tiridir [https:/gco.iarc.fr, Erisim tarihi; 10 Ocak 2022]. Tim kanser

cesitlerinde oldugu gibi meme kanseri tedavisi i¢inde bir¢cok farkli tedavi
stratejisi gelistirilmektedir. Halihazirda kullanilan ilaglarin ciddi yan etkileri
nedeniyle yeni ve diisiik toksisiteli ilag adayr molekiillerin kesfi ve etki
mekanizmalarinin aydinlatilmasini igeren g¢alismalar 6nemini korumaktadir.
Metalleri iceren heterosiklik kompleksler metal-protein mimik bilesikler
olduklart i¢in biyoinorganik kimyada olduk¢a yogun c¢alisilan molekiil
smiflaridir. Rutenyum kompleksleri, ilag gelistirme i¢in uygun cesitli 6zelliklere

sahip olmasi nedeniyle tibbi kimyada dnemli bir ilgi gérmektedir.

Calismamizda; N-alkilbenzimidazol ligandlar1 (la-c) ve bu ligandlarin N-
koordine Ru(ll) kompleksleri (2a-c) inert atmosferde ve standart silenk teknigi
kullanilarak sentezlendi. Sentezlenen ligandlarin (1a-c) ve komplekslerin (2a-c)
sitotoksik aktiviteleri, MCF-7 ve MDA-MB-231 insan meme kanser
hiicrelerinde 24, 48 ve 72 saat inkibasyon siirelerinde MTT yontemi ile
arastirildi. Bilesiklerin saglikli ve kanserli hiicreler arasinda olasi segici
Ozelliklerinin arastirilmasi amaciyla L-929 fare saglikli fibroblast hiicreleri
kullanildi. Calisma bulgularinin, meme kanseri tedavisinde kullanilabilecek yeni
aday bilesiklerin saptanmasinin yanisira, etkin ve diisiik toksisiteye sahip yeni

bilesiklerin sentezlenebilmesi amaciyla yol gosterici olmasi amaglanmaktadir.


https://gco.iarc.fr/

2. GENEL BILGILER

2.1 Kanser

Kanser, hiicrelerin normal 6zelliklerini temelden degistiren bir dizi molekiiler
olaydan kaynaklanmakta olup, normal hiicre boliinmesini diizenleyen siire¢lerin
bozuldugu ve anormal hiicrelerin olusmasiyla karakterize bir hastaliktir. Kanser,
kalp damar hastaliklarindan sonra diinya da ikinci en 6nemli 61iim nedeni olarak

yer almaktadir [https://gco.iarc.fr, Erisim tarihi; 10 Ocak 2022]. Birgok farkli tiir

kanser bulunmakta ve herbir kanser tiirliniin, olusum mekanizmalar1 ve faktorleri
cok ¢esitli olabilmektedir. Kanser olusumu ve ilerlemesinde genetik ve gevresel
faktorlerin yanisira, yasam tarzi, beslenme sekli, sigara-alkol tiiketimi, yas, kilo
vb. gibi bir¢ok faktoriin etkili oldugu bilinmektedir [1]. Kanser tedavisi igin her
gecen glin yeni yontemler gelistirilmektedir. Kanser, yasam kalitesini ¢ok
distirdiigii, psikolojik, sosyal ve ekonomik olarak insanlar1 ve tilkeleri zorladigi
icin daha etkin, disiik toksisiteli ve kolay ulasilabilir tedavi yollarinin

kesfedilmesi amaciyla yapilan bilimsel ¢aligsmalar giincelligini korumaktadir.

2.2. Diinya Kanser Verileri (2020)

Diinya saghk orgiitii (DSO) tarafindan 2020 y1li i¢in, tiim diinyada 20 milyona
yakin yeni kanser vakasi ve 10 milyona yakin kanser nedenli 6liim bildirilmistir.
2020 yilinda tiim diinyadaki vaka sayilar1 goz oniine alindiginda; 2.26 milyon
vaka ile meme kanseri ilk sirada yer alirken, akciger (2.21 milyon), kolon ve
rectum (1.93 milyon), prostat (1.41 milyon), cilt (non-melonoma) (1.20 milyon)
ve mide (1.09 milyon) kanserleri en ¢ok teshis edilen ilk alt1 kanser tiirii olarak
bildirilmistir. Tim diinyada 2020 yilinda en fazla 6liime yol agan kanser
tiirlerinin goz 6niine alindiginda ise; 1.80 milyon vaka ile akciger kanseri ilk
sirda yer alirken, kolon ve rectum (935 bin), karaciger (830 bin), mide (769 bin)
ve meme (685 bin) kanserleri en fazla 6liime neden olan ilk dort kanser tiirii
olarak bildirilmistir [https://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/cancer,
Erigim tarihi; 10 Ocak 2022]. Uluslarars1 kanser arastirma ajansi (IARC)
tarafindan 2020 yilinda, tiim diinyada en fazla vaka goriilen kanser tiirlerinin
sirastyla, meme, akciger kolorektum, prostat, mide, karaciger ve serviks
kanserleri (Sekil 2.1a.) ve en fazla 6liim gozlenen kanser tiirlerinin ise sirasiyla;

akciger, kolorektum, karaciger, mide, meme, 6zofagus ve pancreas kanserleri
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(Sekil 2.1b.) oldugu bildirilmistir [https://gco.iarc.fr, Erisim tarihi; 10 Ocak

2022]. Kadinlar ve erkeklerde kanser tiiriine ve bolgeye bagli olarak 6lim

oranlarmin sirastyla; dort ve dokuz kata kadar degistigi ve diinya genelinde,

kanser goriilme oraninin erkeklerde kadinlara gore iki kat daha fazla oldugu

bildirilmistir [2].
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Sekil 2.1. Diinyada 2020 yilinda (@) en fazla goriilen (b) en ¢ok 6liime neden
olan, kanser tiirleri [https://gco.iarc.fr, Erisim tarihi; 10 Ocak 2022]



https://gco.iarc.fr/
https://gco.iarc.fr/

Uluslararas: kanser arastirma ajanst (IARC) tarafindan 2020 yilinda, tim
diinyada kadinlar arasinda 9 227 484 yeni kanser vakasi gozlendigi ve en fazla
vaka goriilen kanser tiirlerinin sirasiyla; meme, kolorektum, akciger, servik,
tiroid, rahim ve mide kanserleri (Sekil 2.2a.) oldugu bildirilmistir. Kadinlarda,
2020 yilinda tiim diinyada kanser nedenli 6liim sayisinin 4 429 323 oldugu ve en
fazla 6liim gozlenen kanser tiirlerinin ise sirastyla; meme, akciger, kolorektum,
servik, mide, karaciger ve pankreas kanserleri (Sekil 2.2b.) oldugu bildirilmistir

[https://gco.iarc.fr, Erisim tarihi; 10 Ocak 2022].
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Sekil 2.2. Diinyada 2020 yilinda kadinlarda (a) en fazla goriilen (b) en gok 6liime
neden olan, kanser tiirleri [https://gco.iarc.fr, Erisim tarihi; 10 Ocak
2022]
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2.3. Tiirkiye Kanser Verileri (2020)

Uluslararasi kanser arastirma ajanst (IARC) tarafindan 2020 yilinda, Tiirkiye’de
en fazla vaka (toplam vaka sayisi 233834) goriilen kanser tiirleri sirasiyla;
akciger, meme, kolorektum, prostat, tiroid, mide ve mesane kanserleri (Sekil
2.3a.), en fazla 6liim (toplam 6liim sayist 126 335) gbzlenen kanser tiirleri ise
sirastyla; akciger, kolorektum, mide, pankreas, meme, prostat ve karaciger
kanserleri (Sekil 2.3b.) olarak bildirilmistir
[https://gco.iarc.fr/today/data/factsheets/populations/792-turkey-fact-sheets.pdf
Erisim tarihi; 10 Ocak 2022].
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Sekil 2.3. Tiirkiye’de 2020 yilinda (a) en fazla goriilen (b) en ¢ok 6liime neden
olan, kanser tiirleri [https://gco.iarc.fr, Erisim tarihi; 10 Ocak 2022]
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Uluslararasi kanser arastirma ajansi (IARC) tarafindan 2020 yilindaTiirkiye’de
kadinlarda goriilen 101 018 yeni kanser vakasinda en fazla vaka goriilen kanser
tiirleri; meme, tiroid, kolorektum, akciger, endometrial, mide ve over kanserleri
(Sekil 2.4a.), kanser nedenli goriilen toplam 47 386 vakada en fazla 6lim
gbzlenen kanser tiirlerinin ise sirasiyla; meme, akciger, kolorektum, mide,
pankreas, over ve BNS Kkanserleri (Sekil 2.4b.) oldugu bildirilmistir
[https://gco.iarc.fr/today/data/factsheets/populations/792-turkey-fact-sheets.pdf
Erisim tarihi; 10 Ocak 2022].
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Sekil 2.4. Tirkiye’de 2020 yilinda kadinlarda (a) en fazla goriilen (b) en gok
6lime neden olan, kanser tiirleri [https://gco.iarc.fr, Erisim tarihi; 10
Ocak 2022]
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Tiirkiye Istatistik Kurumu (TUIK) verileri, diinyada oldugu gibi Tiirkiye’de de
kanserin, kalp-damar hastaliklarindan sonra ikinci en 6nemli 6lim nedeni
olduguna ve Tiirkiye’de her bes 6liimden birinin kanser nedenli gelistigine isaret
etmektedir [3-4]. Tiirkiye’nin bat1 bolgelerinde meme kanseri goriilme sikliginin

dogu bolgelerine oranla yaklasik olarak iki kat fazla oldugu bildirilmistir [5].

2.4. Diinya ve Tiirkiye’de Meme Kanseri Epidemiyolojisi

Uluslararas1 kanser arastirma ajansi (IARC) 2020 yili verilerine goére meme
kanseri, diinyada yeni teshis edilen tiim kanser vakalari arasinda % 11.7 ve
kadinlar arasinda yeni teshis edilen vakalar arasinda da % 24.5 ile ilk sirada yer
almaktadir. Meme kanseri, 6liimle sonuglanan tiim kanser vakalari arasinda
% 6.9 ile besinci sirada, kadinlar arasinda 6liimle sonuglanan tiim kanser tiirleri
arasinda ise % 15.5 ile ilk sirada yer almaktadir (Sekil 2.1 ve Sekil 2.2.)
Tiirkiye’de de yeni teshis edilen tiim kanser vakalari arasinda % 10.3 ile ikinci
sirada ve kadinlar arasinda yeni teshis edilen vakalar arasinda da % 23.9 ile ilk
sirada yer almaktadir. Meme kanseri, 6liimle sonuglanan tiim kanser vakalari
arasinda % 5.7 ile besinci sirada, kadinlar arasinda 6limle sonuglanan tim
kanser tiirleri arasinda ise % 15.1 ile ilk sirada yer almaktadir (Sekil 2.3 ve Sekil

2.4.) [https://gco.iarc.fr, Erisim tarihi; 10 Ocak 2022].
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Sekil 2.5. Meme kanserimin farkli cografi bolgelerde goriilme ve 6liim oranlari
[https://gco.iarc.fr/itoday/data/factsheets/cancers/20-Breast-fact-sheet.pdf,
Erisim Tarihi; 10 Ocak 2022]



Meme kanserinin iilkelere ve bolgelere gore goriilme siklig1 ve 6liim oranlari
degiskenlik gostermektedir. Avusturalya ve Yeni Zellanda, Kuzey Amerika
kitasi, Avrupa kitasinda hem meme kanserinin en yiiksek oranlarda gorildigi
hem de meme kanseri kaynakli en diisik Olim oranlarinin gozlendigi
belirtilmistir. Meme kanseri goriilme oranlarinin diisiik oldugu Asya ve Afrika
kitalarinda ise, en yiiksek meme kanseri o6lim oranlarinin gozlendigi
bildirilmistir (Sekil 2.5.) [https://gco.iarc.fr/today/data/factsheets/cancers/20-
Breast-fact-sheet.pdf, Erisim Tarihi; 10 Ocak 2022]. Beyaz irk kadinlarda meme

kanseri goriilme sikliginin siyah irk kadinlara kiyaslandiginda % 20 daha yiiksek
olmasina ragmen 6liim oranlarinin siyah irkta daha yiiksek oldugu saptanmustir.
Cok gelismis iilkelerde meme kanserine bagli 6liimlerin az gelismis iilkelere
gore daha az oldugu bildirilmistir. Meme kanserinin goriilme oranlar1 ve 6liim
oranlarinin, etnik koken ve gelismislik diizeyine bagli olarak degiskenlik
gdstermesinin yas, yasam tarzi, sosyoekonomik diizey, beslenme sekli gibi fakli

parametrelerle baglantili oldugu diisiiniilmektedir [2, 6].

2.5. Meme Kanseri

Meme kanseri, memede bulunan hiicrelerin kontrolsiiz bolinmeleri ve boliinen
bu hiicrelerin viicudun farkli bolgelerine metastaz yapmalar1 olarak
tanimlanmaktadir. Meme kanseri siniflandirilmasi, etiyoloji, klinik tablo,
molekiiler ozellikler ve tedaviye yanit gibi cesitli faktorler temel alinarak
yapilmaktadir [7, 8]. Ostrojen reseptorii (ER), progesteron reseptorii (PR) ve
epidermal biiyiime faktorii reseptorii (HER2), klinik sonuglart 6ngérmek ve
terapotik yaklasimlar: saglamak amaciyla invazif meme kanserinde en yaygin

kullanilan siiflandirmadir (Tablo 1) [9].

Tablo 1. Meme kanseri hiicrelerinin reseptdr igeriklerine gore siniflandirilmasi

Siniflandirma Immiinoprofil Hiicre Hatlan
Luminal A ER*, PR*", HER MCF-7, T47D
Luminal B ER*, PR*", HER" BT474, ZR-75

Bazal ER-, PR, HER" MDA-MB-468
Normal ER’, PR, HER" MDA-MB-231
HER?2 ER’, PR, HER" SKBR3, MDA-MB-453




Mememin yapisini siit kanallar1 ve lobiillerden olusturmaktadir. Duktal kanser,
siit kanallarinda gelisen kanser tipi iken lobiiller kanser ise lobiillerde gelisen
kanser tiliriidiir. Meme kanserinin patolojik siniflandirilmasi; kanser primer
bolgede kaldiginda in situ, metastaz yapmis ise invazif meme kanseri olarak

tanimlanmaktadir [10].

2.6. Meme Kanseri Risk Faktorleri

Meme kanseri, ¢ok faktorlii bir hastalik olup ortaya ¢ikmasinda gesitli etkenler
rol almaktadir [11]. Hastalik tiim diinyada goriilmesine ragmen, goriilme sikligi,
O0lim ve hayatta kalma siireleri diinyanin farkli bolgelerinde dnemli Slgiide
degiskenlik gostermektedir. Bu degiskenligin niifus yapisi, yasam tarzi, genetik
faktorler ve gevre gibi birgok farkli faktore bagli olabilecegi belirtilmistir [12].
Risk faktorlerindeki degisiklikler meme kanseri prevalansinin her gegen giin
artmasma neden olmaktadir [13]. Kisisel taramalar meme kanseri yiikiinii
azaltabilmekle birlikte, tarama yontemlerinin yan etkileri, asir1 tan1 sayisi ve
artan maliyetler kisisel taramalarin dezavantajlar1 olarak bildirilmektedir.
Kadinlarin meme kanseri risk faktorlerine gore siniflandirilmalari, risksiz
yontemlerin  gelistirilmesinde ve hedefe yonelik meme kanseri tarama

programlarinin tasarlanmasinda etkili olabilecektir [14].

2.6.1. Demografik Faktorler

2.6.1.1. Cinsiyet

Meme kanseri genellikle kadinlara 6zgii bir hastaliktir. Erkeklerde ise nadir
goriilmekte ve erkeklerde goriilen toplam kanser vakalarinin %]1'inden daha
azina neden olmaktadir [15]. Meme kanseri, hormonal dengesizligi olan,
radyasyona maruz kalan ve ailesinde meme kanseri 6ykiisii olan yasl erkeklerde
daha sik goriilmekte olup erkeklerde bu hastalik i¢in en yaygin risk faktorii
BRCAZ2 genindeki mutasyondur [15, 16].

2.6.1.2. Yas

Cinsiyetten sonra yas, meme kanseri i¢in bilinen en 6nemli risk faktoriidiir [17].
Meme kanseri insidansi yasla birlikte 6nemli 6l¢lide artmakta, menopoz ¢aginda
zirveye ulagmakta ve daha sonra giderek azalarak sabit kalmaktadir [18]. 50 yas

iistlinde gozlenen meme kanseri-insidans orani ile iliskilendirilmistir. Ancak



gen¢ kadinlarda meme tiimorlerinin, daha biiylik boyutlarda, ileri evrelerde,
pozitif lenf digiimlerinde ortaya ¢iktiklari ve daha diisiik sagkalim oranlari

gbzlenmistir [1].

2.6.1.3. Kan Grubu

Yapilan caligmalarda, A kan grubu ve Rh (+) olan kadinlarin meme kanserine
yakalanma riskinin daha yiiksek oldugu, AB kan grubu ve Rh (-) olan kadinlarin
ise meme kanserine yakalanma riskinin daha diisiik oldugu gosterilmistir. Bu
bulgu bir arastirma ile dogrulansa da, bir¢ok arastirmaci kan grubu ile meme

kanseri arasinda bir iligki bulamamigtir [1].

2.6.2. Ureme Tle Tlgili Faktorler
Ergenlik ¢aginda baslayan ve aylik dongiiler boyunca devam eden yumurtalik
hormonlar1 ile meme kanserinin iligkili oldugu ve bu hormonlarin gebelik

sayisindan da etkilenerek menopozda azaldiklari bildirilmistir [17].

2.6.2.1. Menars Yasi
Menars yasinin kiiclik olmasinin meme kanseri riskini artirdigi bir ¢ok ¢alisma
ile gosterilmistir. Bununla birlikte, diger baz1 ¢alismalarda, daha geng menars

yas1 ile meme kanseri riski artig1 arasinda iliski gosterilememistir [1].

2.6.2.2. Menopoz Yasi
Menopozda ileri yasin, meme kanseri insidansimi arttirdigi birgok calisma ile

gosterilmigtir [1].

2.6.2.3. Hamilelik

[k dogumun ileri yaslarda yapilmasinin meme kanseri riskini alt1 kattan daha
fazla arttirdigi belirtilmistir. Yapilan her dogumun PR + ve ER + kanser riskini
% 10 a kadar azalttig1 ancak ilk dogumun ileri yaslarda yapilmasinin meme
kanseri gelisme riskini %27 arttirdig1 bildirilmistir. Erken anne olma yasinin,
meme kanseri riskini yaklasik % 23 azalttigi saptanmistir. Hi¢ dogum yapmamis
kadinlarin, tigten fazla ¢cocugu olan kadinlara gore daha yiiksek meme kanseri
riski tagidiklari belirtilmistir. Dogum yapmis kadinlarda dogum sayisindaki

artisla meme kanseri riskinde azalis gozlenmesine ragmen bagska bir ¢alismada
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besten fazla tam gebelik gecirmis kadinlarda artmig meme kanseri riski oldugu
belirlenmistir. Dogum yapmamis kadinlarda biiyiik tiimorler, yiiksek Ki67
diizeyleri, yiikksek siklin D1 diizeyleri ve HER2-pozitif tiimorle
iliskilendirilmistir. Son dogumda ileri yas, meme kanseri gelisme riskinin
artmasiyla da iligkilendirilmis, ancak meme kanseri ile son dogum zamani
arasinda anlamli bir iligki bulunamamistir. Erken dogum yapan kadinlarin meme
kanseri riskinin iki kat kadar arttig1 belirtilmistir. Hamilelik sirasinda gelisen
bulanti ve kusma ile meme kanseri gelisme riski arasinda ters bir iligki oldugu

gosterilmistir [1].

2.6.2.4. Kiirtaj

Daha yiiksek kiirtaj insidansinin meme kanseri gelisme riskini arttirdigi
bildirilmistir. Ancak farkli epidemiyolojik c¢alismadan elde edilen bulgularin
analizi sonucunda, kendi kendine veya dogal kiirtajin meme kanseri geligme

riskini artirmadigint gosterilmistir [1].

2.6.3. Hormonal Faktorler

2.6.3.1. Dogum Kontrol Yontemleri

Oral dogum kontrol hap1 kullanimi meme kanseri gelisme riskinin artmasiyla
iliskilendirilmistir. McDonald ve ark., tarafindan yapilan ¢alismada 35-64 yas
araluginda halen veya daha 6nce dogum kontrol hap1 kullaniminin meme kanseri
gelisimi riskinde artis ile iliskili olmadigi belirlenmistir. Williams ve ark.,
mevcut kontraseptif kullanimi ile meme lobiiler tiimorleri arasinda bir iligki
oldugunu gostermistir. Meme kanserine yakalanma riskinin artmasi, hormonal

kontraseptif ilaglarin kesilmesinden 5-10 yi1l sonra azalmaktadir [1].

2.6.3.2. Yumurtlama Uyarici ilaglar
Alt1 aydan uzun siire yumurtlamay1 uyarici ilaglarin kullanilmasinin meme
kanseri gelisme riskini artirdig1 gdsterilmis ancak bu bulgu diger ¢alismalarda

dogrulanmamustir [1].

2.6.3.3. Menopoz Sonrasi Hormon Tedavisi
Hormon replasman tedavisi (HRT) kullanim1 ile meme kanseri gelisme riskinin

arttig1 ve bu riskin, HRT kullaniminin kesilmesinden 5 yil sonra azaldigi
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gosterilmistir [19]. Bir milyon kadini igeren ¢alismanin sonuglari, mevcut HRT
kullaniminin artan 6liim orani ve meme kanseri gelistirme riski ile iligkili
oldugunu ve 6strojen-progesteron kombinasyon yontemlerini kullananlarda bu
riskin diger HRT yontemlerini kullananlara gére énemli 6l¢iide daha yiiksek
oldugunu gostermistir [20]. Bu sonuglar, HRT tedavisine progesteron
eklenmesinin meme kanseri gelisme riskini 6nemli 6l¢iide artirdigini gésteren
calismalar ile uyumludur [21]. HRT'de progesteron se¢iminin meme kanseri
gelistirme riskine gore belirlenmesi gerektigi Ongériilmiistiir. Ostrojen-
progesteron veya Ostrojen-didrogesteron yontemlerinde bu riskin diger
yontemlere gore daha diisiik oldugunu bildirilmistir [22]. Postmenopozal
kadinlarda ve BRCA1l mutasyonu tasiyicilarinda HRT kullaniminin meme

kanseri gelisme riskini artirmadigini gosterilmistir [20].

2.6.4. Kalitsal Faktorler

2.6.4.1. Genetik Faktorler

Meme kanseri insidansinda bir¢ok genetik faktor rol oynasa da, kalitsal meme
kanseri vakalarinin yaklasik % 40'1, baskin otozomal yontemle kalitilan BRCA1
ve BRCA2 genlerindeki mutasyonlardan kaynaklanmaktadir [23]. BRCAL
mutasyonu tastyicilarinin % 55-65'i ve  BRCA2 mutasyonu tasiyicilarinin
% 45'inde 70 yasina kadar meme kanseri gelistigi bildirilmistir [24]. 80 yasina
kadar kiimiilatif meme kanseri riski BRCA1 mutasyonu tastyicilarda % 72 iken
BRCA2 mutasyonu tastyicilarinda % 69 olarak bulunmustur [25]. Matris
metalloproteinaz (MMP-2 ¢-735-T) polimorfizmleri, meme kanseri gelisme
riskinin artmasiyla iligskilendirilmis ve ayrica, MMP-2c alelinin, daha geng yasta

meme kanseri geligme riskini de 1.64 kat arttirdigi bulunmustur [26].

2.6.4.2. Ailede Meme Kanseri OyKkiisii

Ailesinde meme kanseri Oykiisii olan (50 yasindan kiigiik kadinlarda iki veya
daha fazla vaka veya herhangi bir yasta li¢ veya daha fazla vaka) ve BRCA
mutasyonlart acisindan negatif olan kadinlarda meme kanseri gelisme
olasiligmin yaklastk 11 kat daha fazla oldugu bildirilmistir [27]. Yakin
akrabalarda erken baslangigli meme kanseri Oykiisii, BRCA1 ve BRCA2

tastyicilarinda meme kanseri olusumu igin risk faktorii olarak belirtilmistir [28].
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Ailede meme kanseri 6ykiisii olmasi bireyi, tamoksifen ile kemokorumaya veya
manyetik rezonans goriintiileme ile yogunlastirilmig meme taramasi yaptirmaya

yonlendirilebilmektedir [27].

2.6.5. Yasam Tarz1 Faktorleri
Obezite ve asirt kilo, alkol ve sigara tiiketimi, kahve, beslenme sekli, fiziksel
aktivite, D vitamini ve uyku siiresi gibi kisisel bir¢ok 6zellik de meme kanseri

ile iliskilendirilmistir [1].

2.6.6. Diger Faktorler
Hava kirlilig, gece ¢alisma, sosyoekonomik durum, radyasyon ve diyabet gibi

diger faktorler de meme kanseri gelismesinde etkin rol oynamaktadir [1].

2.7. Meme Kanseri Belirtileri

Daha ¢ok invaziv meme kanserinde goriilen semptomlar; memede tahris veya
kasint1, meme renginde degisiklik, meme boyutunda veya seklinde artis (kisa bir
siire i¢inde), meme ucu derisinin soyulmast veya dokiilmesi, memede yumru
veya kalinlasma, meme derisinde kizariklik veya ¢ukurlasma (portakal kabugu

gibi) olarak belirtilmistir [29].

2.8. Meme Kanseri Evreleri

Meme Kkanseri; tiimoriin hacmi, nodlarin yerlesim yerleri/durumlart ve
metastatik potansiyellerine gore dort evrede gruplandirilmaktadir [30]. Erken
evre teshiste, teshisten sonraki 5 yilda haytta kalma stireleri % 70°dir.

Evre 0: Kanser hiicreleri yalnizca memede lokalizedir ve metastaz yapmamastir.
Evre |: Kanser hiicreleri yalnizca meme dokusu icerisinde go¢ etme ozelligi
kazanmislardir. Bu evre Evre IA ve Evre IB olmak iizere iki alt gruptan
olusmaktadir.

Evre Il : Bu evre iki alt grup icermektedir. Evre 11A’da 2-5 cm biiyiikligiindeki
timorler lenf nodlarinda bulunmaktadir. Evre 1IB’de 2-5 cm biiyiikligiindeki
timorler ti¢ aksiller lenf nodlarindan birinde ve gogilis kemigine yakin lenf
nodlarinda bulunurlar.

Evre Il1: Bu evre ti¢ alt grup icermektedir. Evre I11A da, 5 cm den daha biiyiik

timorler aksiller lenf nodlar1 veya gogiis kemigine yakin lenf nodlarinda
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bulunabilirler. Evre 11IB de, tiimér meme derisi veya duvarinda siskinlik veya
yaraya neden olmaktadir. Meme derisinde kabariklik, yanma hissi ve kizariklik
olusur. Evre 11IC de, on ya da daha fazla aksiller lenf nodlarinda, lenf nodunun
iistiinde ve kopriiciik kemiginin altinda yayilim goriilebilmektedir.

Evre IV: Kanser hiicreleri metastatik 6zellik kazanmis olup viicudun diger

bolgelerine yayilmistir.

2.9. Meme Kanseri Tedavi Yontemleri

Meme kanseri i¢in tedavi yonteminin belirlenmesinde hastaligin evresi, hastanin
durumu ve diger faktorler géz oniine alinmaktadir. Meme kanseri tedavisinde;
lokal (cerrahi tedavi, radyoterapi) ve sistemik tedavi (kemoterapi, endokrin
tedavi) gibi farkl tiirde tedavi yontemleri kullanilmaktadir. Cerrahi; kanserin
evrelenmesine ve tiiriine bagli olarak, tlimoériin ¢ikarilmasi (lumpektomi),
memenin tamamen ¢ikarilmasi (mastektomi) ve ¢evresindeki dokularin
¢ikarilmasi gibi farkli uygulama sekilleri bulunmaktadir. Radyasyon tedavisi;
kanser hiicrelerini 6ldiirmek veya biiytimelerini 6nlemek igin yiiksek enerjili
X-151n1 veya diger radyasyon tiirlerinin kullanildig1 bir kanser tedavi yontemidir.
Kemoterapi; hiicreleri oldiirerek veya bdoliinmelerini  durdurarak kanser
hiicrelerinin biiyiimesini durdurmak igin ilaglarin kullanildig: bir kanser tedavi
yontemidir. Hormonal tedavi; hormonlar1 etkilerini bloke eden ve kanser
hiicrelerinin biiyiimesini durduran bir tedavi seklidir. Hedefe yonelik tedavi;
normal hiicrelere zarar vermeden belirli kanser hiicrelerini tanimlamak ve onlara

saldirmak i¢in ilaglarin veya diger maddelerin kullanildig: bir yontemidir [31].

2.10. Azoller

Halkada karbon atomu ile birlikte azot, oksijen ve kiikiirt gibi farkli atomlari da
igeren bilesikler heterosiklik bilesikler olarak isimlendirilmektedir. Yasam igin
gerekli olan heterosiklik bilesikler dogada yaygin olarak bulunmaktadirlar.
Heterosiklik bilesikler, tiim canli hiicrelerin metabolizmasinda 6nemli rol
oynamaktadirlar. Azot bazli heterosiklik bilesikler, insanlik i¢in dnemli rol
oynamaktadir. Azot atomu iceren bes iiyeli halkalar azoller, iki azot igeren bes
tiyeli halkalar ise diazoller olarak bilinen heterosiklik bilesiklerdir. Bu

bilesiklerin 1,2-diazoller ve 1,3-diazoller olmak tizere iki farkli izomeri
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bulunmaktadir. Azoller ve tiirevleri, hem biyolojik aktiviteleri hemde
endistriyel kullanima elverigli 6zellikleri nedeniyle yaygin kullanimi olan

bilesik siniflar1 arasinda yer almaktadir [32].

4 3 4 N3 2
3 AN 1
v
AN LY, NTONH
N N -/
H H 4 5
1 1
1,2-diazol (Pirasol) 1,3-diazol (imidazol) Imidazolin
H
6 N
2
g
4 3
Benzimidazol

Sekil 2.6. En yaygin azol yapilari

En bilinen azol bilesikleri; imidazol, benzimidazol ve imidazolindir. 1,3-
diazollerden olan imidazollerde (Im) 4 ve 5 numarali karbonlar arasinda gift bag
bulunurken imidazolinler (Imd) doymus bilesiklerdir. Benzimidazol (BIm)
yapisinda ise imidazol halkasinin 4. ve 5. konumlarinda benzen halkasi

bulunmaktadir (Sekil 2.6.).

2.11. Benzimidol iceren Bilesiklerin Sitotoksik Aktiviteleri

Azot bazli heterosiklik bilesikleri arasinda o6zellikle benzimidazol, sadece
biyolojik olarak degil ayn1 zamanda endiistriyel olarak da biiyiik bir 6neme
sahiptir. Benzimidazoller, biyolojik olarak aktif olan ve tibbi kimyada oldukga
yiiksek oneme sahip olan bir heterosiklik bilesik grubudur. Benzimidazol,
benzen halkasina kaynagmis bitisik konumda iki azot atomu iceren imidazol

halkasina sahip bisiklik bir bilesiktir (Sekil 2.7.).
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Sekil 2.7. Benzimidazol yapisi.

[Ik benzimidazol tiirevi 1872'de Hobrecker tarafindan sentezlenmistir [33].
Benzimidazoliin farmakolojik 6zellikleri iizerine ilk aragtirma makalesi 1943
yilinda Goodman ve Nancy Hart tarafindan yaymlanmis ve 1944 yilinda
Woolley bazi benzimidazol tiirevlerinin antibakteriyel aktivitelerini bildirmistir.
Vitamin B-12'nin asit hidrolizinden sonra, 1949'da Norman GB ve Karl Folker
5,6-dimetil benzimidazoliin bozunma iriinii oldugu bildirmiglerdir [34].
Benzimidazol tiirevlerinin, antiviral, antikanser, antihelmintik, anti-inflamatuar,
analjezik, antihistaminik, antiparazitik, antikonviilsan, antiiilser, antihipertansif,
antifungal, proton pompa inhibitérii ve antikoagiilan gibi ¢esitli biyolojik
aktivitelere sahip olmasi nedeniyle, benzimidazollerin kimyas1 ve farmakolojisi

tibbi kimyada biiyiik ilgi gormektedir [35].

Hemen hemen tiim benzimidazol tiirevleri, iki halka sistemi ile farkli
fonksiyonel gruplar igermektedirler ve bu o6zellikleri, yapisinda yer aldiklar
ilaglarin fiziko-kimyasal, metabolik ve farmakokinetik 6zelliklerinde Gnemli
modifikasyonlara yol agmaktadir. Benzimidazol halkasi, modern ila¢ kesfinde
onemli bir farmakofordur. Benzimidazol igeren bazi ilaglarin; (i) nocodazol, (ii)
bendamustin, (iii) veliparib, (iv) glasdegib, (v) crenolanib, (vi) abemaciclib, (vii)
liarozol, (viii) pracinostat yapilari Sekil 2.8.°de gosterilmistir [36].
Benzimidazol tiirevleri, ¢esitli enzim ve protein reseptorlerine karsi gosterdikleri
afinite nedeniyle, ila¢ dozlanmasi i¢in ayricalikli "alt yapilar" olarak

siiflandirilmaktadirlar.
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Sekil 2.8. Benzimidazol i¢eren bazi ilaglar [36].

Mevcut antikanser ilaglarin baslica sinirlamalar1 direng gelisimi ve normal
hiicrelere  toksisite gostermeleridir [37]. Benzimidazol ve tiirevleri,
kemoterapotik degerleri nedeniyle de oldukga dikkat ¢cekmektedir. Refaat, ve
ark., (2010) tarafindan yapilan ¢alismada, 5-kloro veya 5-underiveized
karboksilik asit grubunu igeren ve gii¢lii antitiimor aktivite gosteren bazi yeni 2-
ikameli  benzimidazol tiirevleri sentezlenmistir [38].  Anti-helmitik,
benzimidazol metil karbamat ilaglarin, antikanser aktivite sergiledikleri ancak
suda ¢oziiniirliklerinin disiik oldugu ve metastaz yapmis kanserlere sistemik
uygulama i¢in zayif uygunluga sahip olduklar1 6ngériilmektedir. Cheong ve ark.,
(2018) ¢oziiniirligii artirmak igin bir oksetan veya bir amin grubu iceren yeni
benzimidazoller gelistirmisler ve bunlarin, belirgin bir toksisite olmaksizin
prostat ve akciger tiimorlerinin biiylimesinin 6nemli Sl¢iide inhibe ettiklerini
gostermislerdir [39]. indol ve benzimidazol halkalari, farkli kanser hiicrelerine
kars1 etkili ajanlar olan mevcut ilaglarda bulunan biyolojik olarak degerli
molekiillerdir. Fenilindol tiirevlerinin meme kanserini engelledigi gdsterilmis ve
son arastirmalar, farkli 2-benzimidazol tiirevlerinin ¢esitli kanser hiicre hatlarina

kars1 gliglii antikanser etkileri oldugunu gostermektedir. Karadayi ve ark., (2020)
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p-florobenzil veya kiigiik alkil gruplari ve elektron ¢eken gruplar igeren yeni
indol benzimidazollerin oldukc¢a etkili antikanser aktiviteye sahip olduklarim
bildirmistir [40]. Modifiye edilmis niikleozitler, biyoorganik ve tibbi kimyada
degerli uygulamalara sahiptirler. Birgok farkli niikleozid analogunun yanisira
tibbi kimya ve sentetik biyolojide dnemli olan dogal-olmayan niikleozitler de
sentezlenerek biyolojik aktiviteleri degerlendirilmistir. Giliniimiizde, purin ve
pirimidin niikleozidlerinin analoglarin1  modifiye etmek ve biyolojik
aktivitelerini degerlendirmek i¢in yapilan ¢alismalar devam etmektedir. Piirin
bazinin yapisal benzeri olan benzimidazol, DNA ve RNA ile etkileserek genis
bir biyolojik aktivite yelpazesi saglamaktadir. Shinde ve ark., (2020) iki
konumunda farkli ikame ediciler igeren ve umut verici anti-kanser aktivite
sergileyen yeni seker-modifiye benzimidazol niikleozidleri sentezlemislerdir
[41]. Wanga ve ark., [42] bir dizi chrysin benzimidazol tiirevi sentezlemis ve
bilesiklerin antikanser aktivitelerini MCF-7 meme kanser hiicrelerine karsi
arastirmiglardir. MCF-7 meme kanser hiicrelerine karsi doza bagh olarak en
yiiksek anti-proliferatif etkiye sahip olan bilesigin 1Cso degeri 25.72 + 3.95 uM
olarak bulunmus olup ayni bilesigin, tiimorli farelere uygulanmasi sonucunda
timor biliyltimesinin baskilandigi belirtilmistir. Bagka bir ¢alismada ise, florlu
veya hidroksillenmis alkil gruplari igeren benzimidazol tiirevleri sentezlenerek
antikanser aktivitelerini aragtirllmistir. U87 glioblastoma hiicre hattinda, baglh
herhangi bir grup igermeyen benzimidazol c¢ekirdegi ve anilin azotuna bagh
2-floroetil zinciri igeren bilesigin (ICso=45.2 + 13.0 uM), standart antitumor ilag
olarak kullanilan doksorubisinle (ICs5=16.6 £ 2.5 puM) kiyaslanabilir bir
sitotoksik aktivite sergiledigi bulunmustur [43]. Shaker ve ark. [44] tarafindan,
A549 akciger, HCT-116 kolon ve MCF-7 meme kanser hiicrelerinde,
doksorubine yakin veya doksorubisinden daha yiiksek aktivete sergileyen
1-ikameli benzimidazol tiirevi bilesikler sentezlenmistir. Onnis ve ark., [45] bir
dizi yeni benzimidazol bilesigi sentezleyerek bu yeni bilesiklerin antiproliferatif
aktiviteleri incelemislerdir. Ozellikle hidrazon farmakoforlarin1 iceren
benzimidazol-hidrazon  bilesiklerinin ~ 6nemli  antiproliferatif — aktivite
gosterdikleri belirlenmistir. Cevik ve ark., [46] tarafindan, benzimidazol

tiirevleri sentezlenerek antikanser aktiviteleri A549 akciger ve MCF-7 meme
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kanser hiicrelerinde arastirllmigtir. Bilesiklerin, hiicre hattina bagli olarak,
antikanser ilag¢ cisplatinle karsilagtirilabilir veya daha yiiksek sitotoksik
aktiviteye sahip olduklar1 bulunmustur. Yadav ve ark., [47] tarafindan yapilan
calismada bir seri benzimidazol tiirevi sentezlenmis ve sitotoksik aktivitileri
MCF-7 meme kanser hiicreleri lizerinde aragtirilmistir. MCF-7 hiicrelerine kars1
ICso deger 0.0013 uM olarak bulunan bilesigin, kemoterapétik ilaglar olan 5-FU
(IC50=0.0461 uM) ve karboplatinden (ICs0= 0.2694 uM) daha yiiksek sitotoksik
etki gosterdigi belirlenmistir. Yeni benzimidazol sinifi bilesiklerin sentezlenerek
antikanser aktiviteleri HCT-116 kolon kanser hiicrelerine karsi arastirildigi
bagka bir ¢aligmada ise, ICso degeri 0.00005 puM olarak bulunan bilesigin,
kemoterapotik ilag olan 5-FU (ICso= 0.00615 puM)’ya goére belirgin yiiksek
antitumor etkinligi oldugu saptanmistir [48]. Mohammed ve ark., [49] tarafindan
sentezlenen bir seri yeni benzimidazol bilesiginin antikanser potansiyelleri
MCF-7 meme, A549 akciger ve HelLa endometrium, kanser hiicrelerinde
arastirtlarak aktiviteleri sisplatin ile karsilastirilmistir. Sentezlenen bilesikler
arasinda, ¢alisilan kanser hiicreleri lizerine sisplatin ile karsilastirilabilir aktivite
sergileyen bilesiklerin oldugu belirtilmistir. Yeni sentezlenen benzimidazol, -
kalkon, -merkaptoasetohidrazid ve -tiyosemikarbazid tiirevleri ile birlikte
benzimidazol-2-izoksazol tiirevi bilesiklerin PC12 (sican adrenal medulla
feokromositoma) ve HEPG2 (insan karaciger) kanser hiicrelerinde yiiksek
sitotoksik aktivite gosterdikleri bulunmustur [50]. Bir dizi yeni
nitrobenzimidazol sentezlenmis ve test edilen tim bilesiklerin insan
hepatoseliiler (HEPG2), insan meme (MCF7) ve insan kolon (HCT 116) kanser
hiicre hatlarina kars1 diisiik ICso degerleri ile, (<10 mikrog/ml) yiiksek antitimor
aktivite sergiledikleri  belirtilmistir [51]. Bir dizi yeni sentezlenen
bis(benzimidazol), bis(benzoksazol), benzotiazol ve bunlarin tiirevi bilesiklerin,
A-549, BFTC-905, RD, MES-SA ve HelLa hiicre hatlarina kars1 yiiksek in vitro

antitiimor aktivite gosterdikleri bulunmustur [52].

2.12. Metal-Azol Kompleksleri
Giliniimiizde halen, metastaz 6zellikteki tiimorlerin ¢ogu formunun tedavisinde
kullanilabilecek giincel bir onkoterapi mevcut degildir. Bu nedenle, yeni aktif

kemoterapotiklerin kesfine olan ihtiya¢ giincelligini korumaktadir [53,54].
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Metalloterapdtik ajanlar, kanser hiicresi boliinmesini engelleyerek, DNA hasar
indiiksiyonu ile kanser hiicrelerinin apoptoza gitmelerini tetikleyerek ve DNA-
tamir mekanizmalarin1 bozarak etki gostermektedirler [55-57]. Platin
bilesiklerinin tesadiifi kesfi ve gelistirilmesinden sonra metal yapilar
giinimiizde, tibbi kimya ve ilag gelistirme alanlarinda Onemli rol
oynamaktadirlar [58, 59]. Insanlarda goriilen farkli kanserlerin tedavisinde
klinikte en etkin ve yaygin olarak kullanilan platin bazli ilaglardan birisi
sisplatindir. Ancak sisplatinin 6nemli terapotik etkilerine eslik eden ciddi yan
etkileri nedeniyle ilag¢ direncinde artis gozlenmekte ve bu da ilacin etkinligi
azalmaktadir [60]. Bu nedenlerle platine alternatif farkli ge¢is metallerini igeren
antitumor potansiyele sahip yeni bilesikler arastirilmaktadir. Bazi vitaminler ve
ilaglarin yapilarinda yer alan heterosiklik bilesikler arasinda 6zellikle N-donor
ligandi igeren bilesiklerin, bir¢ok farkli biyolojik siiregte 6nemli rollerinin
oldugu bilinmektedir [61-63]. Birgok arastirmaci heterosiklik bilesiklerin ¢esitli
metallerle olusturduklar1 bilesiklerin sitotoksik aktiviteleri tizerine arastirmalar

yapmaktadirlar [63-66].

2.13. Rutenyum Komplekslerinin Sitotoksik Aktiviteleri

Rutenyum, sahip oldugu kimyasal ve biyolojik &zellikleri nedeniyle
farmakolojik uygulamalar i¢in uygun c¢alisma kosullar1 saglamaktadir.
Rutenyum bilesiklerini, tibbi uygulamalar i¢cin 6nemli alternatifler haline getiren
ozellikler; (i) sisplatine direncli bazi1 hiicre hatlarina kars1 aktif olmalari, (ii)
normal hiicrelere kiyasla kanser hiicreleri i¢in daha yiiksek seciciliklerinden
dolay1 yan etkilerinin diisiik olmasi, (iii) bu bilesiklerin hedefleri i¢in daha
yiiksek segiciligi, saglikli doku ile karsilastirildiginda tiimor hiicreleri tarafindan
segici alimi, (iv) ¢esitli biyolojik molekiillere baglanmada demiri taklit edebilme
yetenegi, (v) redoks oksidasyon durumlari, (vi) su tolerenslar1 ve nispeten diistik
indirgene potansiyeli olarak siralanmaktadir [67, 68]. Rutenyum kompleksleri
ayrica, sadece kare diizlemsel koordinasyon olusturan platin komplekslerinin
aksine oktahedral geometri olusturma egiliminde de olduklarindan ligandlarin
baglanmasi i¢in iki ek alan daha saglamaktadirlar [69]. Bu ise, baglanabilecek
ligandlarin ve tasarlanacak olan bilesiklerin ¢esitligini arttirarak anti-kanser

potansiyeli yiliksek bilesiklerin sentezlenmesine olanak saglamaktadir.
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Rutenyum, farkli elektronegatiflige sahip elementlerle giiclii bag yapabilmesi
nedeniyle, DNA’nin yanisira farkli molekiillere de baglanabilmektedir [69].
Rutenyum, c¢ok c¢esitli oksidasyon durumlarina sahip olmasina ragmen, anti-
timor ozellikteki rutenyum kompleksleri, yiiksek oksidasyon durumlarinin
nispeten kararsiz olmasi nedeniyle dncelikle +2 ve +3 durumlarinda bulunurlar.
Hiicrenin icinde, +2 ve +3 oksidasyon durumlari, karsilikli doniisiim igin
gereken diistik enerji bariyeri nedeniyle kolaylikla birbirine doniisebilmektedir
[69]. In vivo kanser ortaminda (hipoksi, yiiksek GSH, diisiik pH), rutenyumun
oksidasyon durumu, +3’ten biyoaktivite gosterdigi +2’ye diiser. Timorden
etkilenen hiicreler, proliferasyonun bir sonucu olan yiiksek metabolizmalari
nedeniyle disiik oksijen icerigine sahiptirler. Bu nedenle, rutenyumun
oksidasyon durumunun +3'ten +2'ye diismesi, ilacit kanserle enfekte olmusg
hiicrelere saldirmasi i¢in aktive ederken, normal hiicreler ise metalin +3
durumunda etkilenmeden kalmaktadirlar [70-72]. Rutenyum kompleksleri,
yavas ligand degisim kinetigi sergilemekte veya baska bir ifadeyle, biyolojik
ortamlarda kararhidirlar. Hizli ligand ayrisma oranlari, ilacin hedef hiicrelere
salinmadan Once deaktivasyonuna yol acarak, potansiyel olarak ila¢ aktivitesini
azaltmakta ve yan etkileri arttirmaktadir. Rutenyum komplekslerindeki degisim
orani, aktif ilacin kontrollii salinimina olanak saglamaktadir [69, 73]. Rutenyum
iceren metalloterapoétiklerle ilgili caligmalar da giin gegtikge artmakta olup
birgok yeni Ru-bilesiginin antitiimor aktiviteye sahip olduklar1 bildirilmistir
[74]. Rutenyum terapétikleri, klinik arastirmalarda basarili bir sekilde
kullanilmig ve farkli antitimor etki mekanizmalari rapor edilmistir [74].

Kanser aktivitesi i¢in degerlendirilen ilk rutenyum bilesikleri kloro-amin Ru(ll)
ve Ru(lll) kompleksleri olup bu kompleksler Clarke ve ark., [75] tarafindan
Kloro-amin  Pt(I[) antikanser ilaglarin  yapisal analoglar1  olarak
sentezlenmislerdir. Durig ve ark., fac-Ru(NHz)sCls (1) kompleksinin, E. coli
hiicrelerinin  filamentli biiylimesini ayn1 derisimdeki sisplatinle benzer
indiikledigini goézlemlemislerdir [76]. 1980’lerin ortalarinda Mestroni ve ark.,
[77] tarafindan sentezlenen cis-[RuCl2(dmso)s] (dmso = dimetilsiilfoksit) (2)

Ru(Il) kompleksinin antitiimér aktivite gosterdigi saptanmustir. [Sekil 2.9.]
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Sekil 2.9. Sentezlenen ilk Ru(IT) ve Ru(I1l) komplekslerinin yapilar [78]

Platin igeren antikanser komplekslerin yiiksek sitotoksik etkilerine alternatif
olarak, daha diisiik toksisiteli ¢ok sayida rutenyum bilesigi tasarlanmistir [30].
Bunlar arasinda, NAMI-A, KP1019 ve KP1339 rutenyum(ll) komplekslerinin
klinik faz I/II ¢alismalar1 yapilmistir (Sekil 2.10.) [79, 80]. NAMI-A, en ¢ok
calisilan ve ilk anti-metastatik ilag olarak klinik denemesi yapilan Ru
kompleksidir [81]. NAMI-A, birgok hayvan tiimoér modelinin yer aldigi
preklinik ¢aligsmalarda sitotoksik etki gostermeksizin timor metastazini inhibe
etmigstir. Cesitli solid tiimorlii hastalarda monoterapi olarak NAMI-A ile faz |
klinik calisma baslatilmis ancak faz II klinik ¢aligmalarda gozlenen kisith
etkinligi nedeniyle faz Il ¢alismasi1 sonlandirilmistir. Kiiclik hiicreli olmayan
akciger kanserli hastalarda NAMI-A ile gemsitabin kombinasyon halinde klinik

faz I/I1 caligmalar1 da yapilmastir.
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Sekil 2.10. Ru kompleklserinin yapilar1 (NAMI-A, KP1039, KP1339 ) [64]

Kombinasyonel uygulamanin tek basina gemsitabin ile karsilastirildiginda,

tedavinin etkinligi azaltmasi nedeniyle klinik ¢alismalar durdurulmustur [82].

22



KP1019 ve KP1339 komplekslerinin, platin-direngli kolon karsinomu hiicre
hatlarina karsi etkili oldugu ve ilerlemis kat1 tiimorlii hastalarda yapilan faz |
calismasinda ciddi yan etkiler gostermedigi bildirilmistir [82]. KP1019’un
sudaki ¢Oziiniirliigiiniin diisiik olmasi ileri ¢alismalarimi kisitlamistir ancak
KP1019’un sodyum tuzu olan KP1339’un c¢oziiniirliigii yiiksek olup klinik
calismalar1 devam etmektedir [83]. Ug adet 4,7-difenil-1,10-fenantrolin ligand:
iceren Ru(Il) kompleksinin, mikrotiibiillere baglanan ve islevlerini bozan ilk
metal kompleksi oldugu bildirilmistir. Kompleksin, H358 akciger ve MCF-7
meme kanser hiicrelerinde ICso degerlerinin sirastyla;1.7 uM ve 1.5 uM oldugu
ve gliclii sitotoksik aktivite gosterdigi belirtilmistir. Kompleksin, mikrotiibiilleri
in vitro olarak paklitaksel'e benzer sekilde stabilize ettigi saptanmistir [84].
Semikinonat ve 4,7-difenil-1,10-fenantrolin ligantlarim1 igeren Ru(Il)
kompleksinin HeLa, A2780 ve A2780cisR kanser hiicre hatlarina kars1 0.45-0.67
uM araliginda degisen diistik ICso degerleri ile oldukga yiiksek sitotoksik aktivite
gosterdigi  bulunmustur. Kompleksin ayrica, HelLa ¢ok hiicreli timor
sferoidlerine (MCTS) kars1 sisplatin ve doksorubisinden yaklasik 3 kat daha
fazla toksik etki gosterdigi ve in vivo olarak farelerde tiimdr bilylimesini azalttigi
ve yasam siirelerini uzattig1 bildirilmistir [85]. Fenantrolin ve fenantroimidazol
yapilarint igeren Ru(Il) kompleksinin, HepG2, A549, CNE-1 (nazofarenks)
kanser hiicre dizilerinde 3.0-4.0 uM ICso degerleri ile giiclii ve segici bir
sitotoksisite gosterdigi saptanmistir. Kompleksin, apoptozisi mitokondri-bagl
olarak aktive ettigi diisiinilmektedir. Kompleksin, zebra baligi zenograf
modelinde tiimor hiicresi biiylimesini engelledigi rapor edilmistir [86].
Fenantrolin ve izokinolin ligandlar1 i¢eren Ru(I) kompleksi, S ve G2/M
fazlarinda durdurma, mitokondriyal membran potansiyelini azaltma, hiicre igi
ROS olusumunu tesvik etme ve hiicre apoptozisine yol acan DNA hasarini
tetiklemeyi iceren karma etki mekanizmasi gostermistir. Sonug olarak,
kompleksin NCI-H460, A549, Hel.a ve MCF-7 kanser hiicre hatlarinda 1.8-7.0
UM ICso degerleri ile yliksek sitotoksisite gosterirken, hem normal brongiyal
HBE hiicrelerine (ICso = 20 uM) hem de zebra balig1 embriyolarina karsi <16
uM daha diisiik toksisite sergiledigi belirtilmistir [87].
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Diamin yapilarina sahip rutenyum bilesikleri, ileriye doniik yeni metal bazl
antitimor terapotikleri olarak degerlendirilmektedir (Sekil 2.11.). RM-175,
rutenyum organometalik kursun bilesigi olup apoptozu, Bax, p53 ve
klonojenitenin kaybiyla indiiledigi belirtilmistir [88]. RAPTA-T, bir baska
rutenyum igeren etkili RAPTA- tiirevi olup, meme kanseri hiicrelerine kars1 anti-
invaziv ve antimetastatik etkiler gosterdigi bulunmustur [89]. DW1/2, bir sinyal
iletim yolunu hedefleyen ilk rutenyum antitimor ajanidir. DW1/2 bir proteine
baglanmakta ve bu nedenle bir glikojen sentaz kinaz (GSK)-3p inhibitorii olarak
karakterize edilebilmekte ve ayni zamanda p53'iin giicli bir aktivatorii olarak

davranabilmektedir [90].
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Sekil 2.11. Rutenyum kursun komplekslerinin yapilari [74]

RAEDA44, 1,2-etilendiamin ligand1 tasiyan rutenyum-aren bilesigidir. DNA'ya
baglanma ve guanin ile liriin olusturma yetenegine sahip oldugu bilinmektedir.
Bu rutenyum terapotik kompleksinin, DNA etkilesimi ile neoplastik hiicrelerde
giiclii in vitro sitotoksisite sergiledigi bildirilmistir [91, 92]. KP418 yapisinda,
imidazol ve kursun igeren kompleks olup murin P388 16semi ve B16 melanom
hiicrelerine karsi terapotik aktivite gosterdigi belirtilmistir [93]. Rutenyum ve
kursun igeren RDC11 kompleksinin, sisplatine duyarli olanlar ve direngli olanlar
dahil olmak tizere ¢ok sayida tiimor hiicre dizisi i¢in in vitro sitotoksik aktivite

sergiledigi bulunmustur. RDC11 tedavisinin, sisplatine kiyasla kronik toksisiteyi
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azalttig1 ve farelerde ¢esitli zenograf model kanserlerin biiyiimesini sisplatinden
daha etkili bir sekilde engelledigi gozlenmistir [94]. Kursun ve Ru ve igeren
ONCO04417 kompleksi, RM175 kompleksinde bulunan heksaflorofosfat anyonu
(PF6—) yerine klor eklenmesiyle elde edilmistir. /n vitro sonuglar,
ONCO4417'nin birgok timdr hiicresinde metaztazi 6nlemede 6nemli bir etkinlik

sergiledigi ve platine esdeger etkiye sahip oldugunu gostermistir [95].

2.14. p-simen Iceren Komplekslerinin Sitotoksik Aktiviteleri
p-simen (p-izopropiltoluen), ¢esitli aromatik bitki tiirlerinin ugucu yaglarinda

yaygin olarak bulunan monosiklik monoterpen hidrokarbondur (Sekil 2.12.).

CH;
HaC
CH;

Sekil 2.12. p-simenin kimyasal yapisi

p-simenin, antimikrobiyal, antioksidan, anti-inflamatuar, antiparaziter,
antidiyabetik, antiviral ve antitiimor gibi birgok farkli farmakolojik 6zelliklere
sahip oldugu bildirilmistir [96-102]. Zhou ve ark., (2013) p-simenin mide SGC-
7901, karaciger BEL-7404 ve nazofaringeal CNE-1 kanser hiicre hatlar1 igin 1Csg
degerlerini sirastyla; 20.7, 71.1 ve 42.6 uM olarak belirlemislerdir [103]. Baska
bir ¢aligmada p-simenin, MCF-7 ve MDA-MB-453 meme kanseri, SW-480
kolon ve IM9 mutiple miyeloma kanser hiicreleri igin sirasiyla; 13.8 £ 1.3 uM,
17.3 £ 0.6 uM, 13.8 £ 0.1 uM ve 12.1 £.5 uM ICso degerlerine sahip olduklari
saptanmustir [104]. MDA-MB-435 meme ve HCT116 kolon kanser hiicreleri i¢in
sirastyla; 55 £ 015 ve 80 £ 5 uM ICso degerlerine sahip olan p-simenin kanser
hiicrelerinin proliferasyonunu belirgin bir sekilde inhibe ederek anti-invaziv etki
gosterdigi bildirilmistir [105, 106]. Li ve ark. (2016) tarafindan yapilan
calismada p-simenin, HT1080 insan fibrosarkom hiicre hatlarinda ERK1/2 ve
p38 MAPK sinyal yollarinin inhibisyonu araciligiyla 12-O-tetradekanoil-forbol-
13-asetat (TPA)-indiikli MMP-9 ekspresyonunu onemli dlglide baskiladigt

gosterilmistir. Caligmada ayrica p-simenin, HT-1080 hiicrelerinin invaziv
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aktivitesini bazal seviyede azalttigi (600 uM'de %87 inhibisyon) bulunmustur
[107].

Yapisinda p-simen igeren birgok bilesigin antikanser aktiviteye sahip olduklari
bildirilmistir [108]. Bhattacharyya ve ark. (2017), rutenyum (Il)-p-simen
kompleksleri sentezleyerek, komplekslerin MCF-7 meme, LNCaP prostat, MIA
PaCa-2 pankreas, HepG2 karaciger ve HFF-1 siinnet derisi fibroblast olmak
tizere alt1 farkli insan hiicresi lizerinde antikanser aktivitesini arastirmislardir.
Rutenyum (11)-p-simen komplekslerinin, incelenen hiicre hatlarina karsi 6.4 +
0.8 ila 11.7 £ 1.2 pM arasinda degisen ICso degerleri ile 6nemli antiproliferatif
aktivite  gosterdikleri  bulunmustur  [109].  Rutenyum  (Il1)-p-simen
komplekslerinin MCF-7 meme kanseri hiicreleri iizerinde antikanser etkilerini,
hiicre dongiisti durdurma, hiicre apoptozu ve otofajinin indiikklenmesi, DNA ve
insan serum albiimini (HSA) ile etkilesim, reaktif oksijen tiirlerinin
modiilasyonu, kanser hiicre gogalmasinin baskilanmasi dahil olmak {izere bir¢ok
farkli kontrol noktasini hedefleyerek gosterdikleri bildirilmistir [110]. Ayrica,
Meng ve ark. (2019), tarafindan yapilan ¢alismanin sonuglari, organo-metalik
rutenyum-p-simenin, apoptotik sitokrom c seviyelerini artirarak ve kaspaz-3 ve
kaspaz-9 proteinlerini aktive ederek insan rahim agzi kanseri (HelLa)
hiicrelerinin apoptozunu indiikledigini ve bdylece kanser hiicrelerinin gd¢iinii
engelledigini gostermistir. Bu etkiye, telomeraz aktivitesinin inhibisyonu ve
mitokondri disfonksiyonunun aracilik ettigi belirtilmistir [111]. Bhatti ve ark.
(2019), tarafindan yapilan bagka bir ¢alismada Ru (I1)-p-simen komplekslerinin
insan kiiciik hiicreli olmayan akciger kanseri (NSCLC) A549 ve A427 hiicre
hatlar1  tizerindeki  antikanser etkileri arastirilmistir.  Ru(ll)-p-simen
kompleksinin 20 uM derisimde, hiicre ¢ogalmasini etkili bir sekilde inhibe ettigi
ve GO/G1 hiicre dongiisii fazinda hiicre yiizdesini, pozitif kontrol olarak
kullanilan standart ilag sisplatin (CP) ile karsilastirildiginda, NSCLC A549 ve
A427 hiicrelerinde sirastyla, % 15.72 ve % 16.42 arttirdigin1 gostermislerdir.
TUNEL analiz sonuglar1 da, Ru(ll)-p-simen kompleksinin, NSCLC A549 ve
A427 hiicrelerinin metastaz yeteneklerini baskilayarak hiicre apoptozunu 6nemli
olgiide indiikledigini ortaya koymustur. Ru(I1)-p-simen kompleksinin, apoptozis

ve hiicre dongiisiiniin diizenlenmesinde anahtar rol oynayan, Poli (ADP-riboz)
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polimeraz (PARP) aktivasyonunu ve p53, p21 ve pl5 tiimor baskilayici protein
ifadelerinin yukar1 regiilasyonunu igeren kaspaz-3/-9 aktivasyonu yoluyla,
NSCLC hiicrelerinin apoptozunu indiikledigi belirlenmistir [112]. Bir baska
calismada sentezlenen rutenyum-p-simen bilesiginin, insan yumurtalik
karsinomu A2780 ve crA2780 hiicre hatlar1 iizerinde 6nemli bir antitiimor etkiye
sahip oldugu ve antikanser etkinin, tiimor hiicre dizilerini apoptoza gétiiren S ve
G2/M fazlarinin inhibe edilmesi sonucunda DNA sentezinin azalmasiyla iliski
oldugu bulunmustur [113]. Baska bir arastirma, Osmiyum(I1)-p-simen kompkesi
sentezlenerek, A2780 insan yumurtalik kanseri, HEK-293 tiimdrojenik olmayan
ve insan endotelyal ECRF24 hiicreleri iizerindeki antikanser etkisi
arastirtlmistir.  Osmium(ll)-p-simen  kompleksinin,  civciv  embriyosu
korioallantoik membran (CAM) modelinde vaskiilarizasyonun bozulmasi ve
apoptoz indiikklenmesi araciligiyla calisilan hiicre hatlarina karst 6nemli
sitotoksik etki gosterdigi belirlenmistir [114]. RAPTA-C, p-simen igeren bir
Ru(Il) kompleksi olup, kanser hiicrelerinde kromatin i¢indeki histon proteinini
tercihli olarak hedeflemektedir. RAPTA-C’nin saglikli hiicreler igin toksik
goriinmemekle birlikte hem in vitro hem de in vivo galismalarda neoplastik
hiicrelere karsi antimetastatik, antianjiyogenik ve antitimor aktivite sergiledigi

belirtilmistir [115].

RAPTA-C
UNICAM-1

Sekil 2.13. Rutenyum p-simen komplekslerinin yapilar1 [74]

RAPTA-C’nin erlotinib ile kombinasyonel uygulamasmin etkili antikanser
aktivite gosterdigi bildirilmistir [116]. RAPTA-C ile ayni p-simen ligandini
igeren bir bagka Ru(Il) kompleksi sentezlenmis ve A2780 ve kolon HT-29 kanser
hiicre hatlarina sirasiyla; 1.98 uM ve 3.17 uM 1Cso degerlerine sahip oldugu ve
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yiiksek sitotoksik etki gosterdigi belirlenmistir. Kompleksin, tiimér zenograf
modelinde hem tiimor biiyiimesini hem de metastazi inhibe ettigi ve sisplatinden

daha iyi tolere edilebilir ve daha etkili oldugu belirtilmistir [117].

RAPTA-C’nin Ehrlich Ascites Carcinoma (EAC) fare meme tiimoriinde, hiicre
Olimiinii  p53-JNK ve mitokondriyal yollar araciligiyla indiikledigi
belirlenmistir [118]. Rutenyum, kursun ve p-simen igeren bir baska bilesik,
UNICAM-1, suda ¢oziinen bir kompleks olup A17 i¢lii negatif meme kanseri

hiicrelerinde biiyiimeyi 6nemli dl¢iide azalttigi saptanmigtir [119].

2.15. Cahsmada Kullamilan Hiicre Hatlarimin Ozellikleri

Kafkas kokenli bir kadindan izole edilen, meme adenokarsinoma, MCF-7 meme
kanser hiicre hatti, HER2 bakimindan negatif iken Ostrojen ve progesteron
reseptorlerince pozitif olup Gstrojen uyarilmasi ile bitylimektedir (Sekil 2.14.).
MCEF-7 hiicreleri in vitro meme kanseri ¢alismalarinda, meme epitelini taklit

eden karakteristikleri sebebiyle siklikla kullanilmaktadirlar.

ATCC Number: HTB-22
Designation: MCF-7

Low Density Scale Bar = 100pm High Density Scale Bar = 100pm

Sekil 2.14. MCF-7 hiicre hattt morfolojisi [120].

Kafkas kokenli bir kadinin meme dokusundaki adenokarsinomadan elde edilen
MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hatti, yiiksek agresif potansiyele sahip olup
Ostrojen, progesteron ve HER2 reseptorleri bakimindan tiglii negatif 6zellik
gostermektedir  (Sekil 2.15.). Bu nedenle Ostrojen reseptorii aracili

kemoterapotik ilaglardan etkilenmemektedir.
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ATCC Number: HTB-26 ™
Designation: MDA-MB-231

Scale Bar = 100um

High Density

Sekil 2.15. MDA-MB-231 Hiicre hatt1 morfolojisi [120]

Fare (erkek) saglikli adipoz dokudan elde edilen L-929 hiicre hatti, fibroblastik
karakteristige sahiptir (Sekil 2.16.).

ATCC Number: CCL-1
Designation: NCTC clone 929

Sélh Bar = 100pm

Low Density Scale Bar = 100pm High Density

Sekil 2.16. L-929 Hiicre hattt morfolojisi [120].

2.16. Sitotoksik Aktivite Belirlenmesinde Kullanilan Yontemler
llag aday1 bilesiklerin olas1 sitotoksik potansiyellerinin incelenmesinde

kullanilan yontemlerin en 6nemlisi hiicre toksisite analizleridir.

29



Toksisite testlerinde hiicre canliliginin belirlenmesi amaciyla tetrazolyum tuzlari
siklikla kullanilmaktadirlar. Tetrazolyum tuzlari, heterosiklik yapiya sahip olan
organik bilesiklerdir. Tetrazolyum tuzlari, elektron alarak indirgenmekte ve
formazon adi verilen kristal yapilara doniiserek renk degistirmektedirler.
Tetrazolyum bilesiklerinin bu 6zellikleri, yalnizca canli hiicrelerde goriilmekte
olup cansiz hiicrelerde renk degisimi olusmamaktadir [121]. En yaygin
kullanilan tetrazolium tuzlari; 3-(4,5-dimetiltiyazol2-yl)-2,5-difeniltetrazolyum-
bromiir (MTT)’yi takiben 3-(4,5- dimetiltiyazol-2-yl)-5-(3-
karboksimetoksifenil)-2-(4- siilfofenil)-2H-tetrazolyum (MTS), 2,3-bis-(2-
metoksi-4-nitro-5-siilfofenil)-2H-tetrazolyum-5- karboksianilid (XTT) ve 2-(4-
iodofenil)-3-(4-nitrofenil)- 5-(2,4-disiilfofenil)-2H-tetrazolyum (WST) olup

kolorimetrik analiz metodlar olarak kullanilmaktadirlar [122].

‘-.\ H

= mitochondrial Rs
Dehydrogenase
Yellow MTT Purple-colored farmazan

Sekil 2.17. MTT prensibi

Tetrazolyum bilesikleri, hiicre zarindan ge¢me ozellikleri ve ¢oziiniilebilme
ozelliklerine gore iki grupta incelenmektedirler. Ik grupta yer alan MTT
bilesigi, pozitif yiiklii olup dkaryotik hiicre zarindan kolaylikla gegebilmekte ve
hiicre igerisinde elektron alip indirgenerek suda ¢oziinmeyen mor renkli bir
formazon kristal olusturmaktadir [123, 124]. Negatif yiikli XTT, WST ve MTS
ise ikinci grupta yer alan tetrazolium tuzlart olup Okaryotik hiicre zarindan

gecememektedirler. Bu nedenle, XTT, WST ve MTS ile birlikte elektron alici
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yapilarin (fenazin metil siilfat veya fenazin etil siilfat) bulunmasi gerekmektedir
[125, 126]. Elektron alict molekiiller, okaryotik hiicre zarindan gecerek
sitoplazma veya plazma zarindan aldiklar1 elektronlar1 tetrazolium tuzlarina
aktararak suda ¢Oziiniir formazan kristalleri olusturmaktadirlar [127]. Hiicre
toksisitesi analizlerinde en sik kullanilan tetrazolyum bilesiklerinin yapilari
Sekil 2.18.’de verilmistir.

\ N-N' 0 N-N
s T Al i
Na N
CH,0
NO» :
MTT WST-8 XTT

Sekil 2.18. MTT, WST-1 ve XTT yapilari [127].

Tetrazolyum tuzlar1 kullanilarak yapilan canlilik testleri; (1) hiicreler ile
bilesiklerin belirli siirelerde inkiibe edilmesi, (2) bilesiklerin ortamdan
uzaklastirilarak tetrazolium tuzunun eklenmesi ve tetrazolium tuzu ile
inkiibasyon, (3) olusan renk degisimlerinin spektrofotometrik analiz yontemleri
ile analiz edilmesi basamaklarin igermektedir [122, 128, 129]. Analiz sonucunda

saptanan absorbans miktari, canli hiicre sayisiyla orantili olarak degismektedir.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Cahsmanmin Yapildig1 Yer, Calisma Materyali ve Zamani

Ligandlar (1a-c) ve Ru(ll)-p-simen komplekslerinin (2a-c) sentezi ve sitotoksik
aktivite calismalari, 2018 yilinda, Sivas Cumhuriyet Universitesi Ileri Teknoloji
Arastirma ve Uygulama Merkezi’nde ger¢eklestirildi. MDA-MB-231 (ATCC®
HTB-26™) ve MCF-7 (ATCC® HTB-22™) meme kanser hiicreleri ATTC’den,
L-929 fare saglikli fibroblast hiicreleri ECACC’den ticari olarak temin edildi.

3.2. Kullanilan Sarf Malzeme ve Cihazlar

Malzeme Marka
MDA-MB-231 hiicre hatti ATTC (HTB-26)
MCF-7 hiicre hatt1 ATTC (HTB-22)
L-929 hiicre hatt1 ECACC (NCTC)
DMEM Sigma (D6429)
RPMI-1640 ATTC (30-2001)
Fetal bovin serum ATTC (30-2020)
Penicilin-Streptomycin ATTC (30-2300)
%0.25 Tripsin-EDTA (1X) Sigma

MTT Serva

Sodyum hidriir Sigma
3-Metilbenzilkloriir Sigma
2-Klorbenzilkloriir Sigma
Etoksietilkloriir Sigma
[RuClz(p-simen)]2 Sigma
Benzimidazol Sigma

Hekzan Sigma

Dietileter Sigma

Toluen Sigma
Diklorometan (DCM) Sigma
Tehtrahidrofuran Sigma

Etanol Sigma

Tripan Blue Sigma

PBS Sigma

Laminar Kabin Bilser Biosafety
CO Inkiibarér ESCO
ELISA Biotek, Epoch
Hiicre goriintiileme cihazi Juli FL

-80 °C Niive
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3.3. Genel Sentez Yontemi

Sentezlenen bilesiklerin bazilar1 havanin nemine ve oksijene karst hassas
olmalar1 nedeniyle tiim deneyler inert atmosferde gerceklestirildi. Bundan dolay1
tepkimede kullanilan cam malzemeler kullanilmadan once vakum altinda
1isitilarak igerisindeki nem ve oksijen uzaklastirilip daha sonra argon gazi ile
dolduruldu. Coziiciiler ve reaktifler, kullanilmadan once literatiirde verilen
yontemler esas alinarak kurutulup inert ortamda saflastirildi  [130].
Benzimidazol tiirevi ligantlar ve Ru(ll)-p-simen kompleksleri literatiire gore

sentezlendi [131,132].

3.4. Azol Ligandlarinin Sentezi
3.4.1. N-(3-Metilbenzil)benzimidazol, 1a

i
Ty )
/ = 7
N 2) CICH2C6H4-3-CH3 N

Hekzan ile yikanip kurutulan sodyum hidriir (1.2 g, 50 mmol) bir silenke
konuldu. Uzerine THF (50 mL) eklendi ve oda sicakliginda 30 dakika
karistirildi. Karisim tizerine benzimidazol (5.90 g, 50 mmol) azar azar ilave
edildi. Cozeltiye 3-metilbenzilkloriir (7.73 g, 50 mmol) eklendi. Olusan ¢ozelti
bir gece oda sicakliginda, 3 saat su banyosunda karistirildi. Cozelti sogutuldu ve
THF vakumda uzaklastirildi. Elde edilen kati tizerine diklormetan (40 mL) ilave
edildi ve filtreden siiziildii. Ham iiriin DCM/Et,0 karisiminda kristallendirildi.
Verim: 7.2 g; % 65.

3.4.2. N-(2-Klorbenzil)benzimidazol, 1b

Cl

i
N

1) NaH N
P - )
N 2) CICH,C¢H,-2-Cl N
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Hekzan ile yikanip kurutulan sodyum hidriir (1.2 g, 50 mmol) bir silenke
konuldu. Uzerine THF (50 mL) eklendi ve oda sicakliginda 30 dakika
kanistirildi. Karisim {izerine benzimidazol (5.90 g, 50 mmol) azar azar ilave
edildi. Cozeltiye 2-klorbenzilkloriir (8.05 g, 50 mmol) eklendi. Olusan ¢ozelti
bir gece oda sicakliginda, 3 saat su banyosunda karistirildi. Cozelti sogutuldu ve
THF vakumda uzaklastirildi. Elde edilen kat1 tizerine diklormetan (40 mL) ilave
edildi ve filtreden siiziildii. Ham iirtin DCM/Et20 karisiminda kristallendirildi.
Verim: 6.06 g; % 50.

3.4.3. N-(Etoksietil)benzimidazol, 1c

!
@iN> 1) NaH @iN> OC,H;
/ > /
N 2) CICH,CH,0C,H; N

Hekzan ile yikanip kurutulan sodyum hidriir (1.2 g, 50 mmol) bir silenke
konuldu. Uzerine THF (50 mL) eklendi ve oda sicakliginda 30 dakika

karigtirildi. Karisim iizerine benzimidazol (5.90 g, 50 mmol) azar azar ilave
edildi. Cozeltiye etoksietilkloriir (5.4 g, 50 mmol) eklendi. Olusan ¢6zelti bir
gece oda sicakliginda, 3 saat su banyosunda karistirildi. Cozelti sogutuldu ve
THF vakumda uzaklastirildi. Elde edilen kat1 {izerine diklormetan (40 mL) ilave

edildi ve filtreden siiziildii. Ham {iriin damitildi. Verim: 8.0 g; % 84.

3.5. N-Koordine Ru(l1)-p-simen Komplekslerinin Sentezi

3.5.1. Dikloro-(N-(3-metilbenzil)benzimidazol)-(p-simen)rutenyum(ll), 2a

N l
@[ ) +  12|CLRu— > Cl-Ru—Cl
N : |
2

N-(3-Metilbenzil)benzimidazol (0,22 g; 1,00 mmol) kuru toluende (10 mL)
¢ozildi ve ¢ozeltiye [RuClz(p-simen)]. kompleksi (0,31 g; 0,5 mmol) ilave

edildi. Toluen sicakliginda 4 saat reflux kaynatildi. Coziiclinlin tamami vakumda
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uzaklastirilip turuncu renkteki ham iiriin eterle yikandi ve vakumda kurutuldu.
DCM/eter (1:4) ortaminda Kristallendirildi. Verim: 0,45 g; % 80.

3.5.2. Dikloro-(N-(2-klorbenzil)benzimidazol)-(p-simen)rutenyum(ll), 2b

N l
@[ P +  1/2|CLRu— - Cl-Ru—Cl
N : |
2

N-(2-Klorbenzil)benzimidazol (0,24 g; 1,00 mmol) kuru toluende (10 mL)
¢oziildi ve ¢ozeltiye [RuClz(p-simen)]. kompleksi (0,31 g; 0,5 mmol) ilave
edildi. Toluen sicakliginda 4 saat reflux kaynatildi. Coziiclinlin tamami vakumda
uzaklagtirilip turuncu renkteki ham iiriin eterle yikandi ve vakumda kurutuldu.
DCM/eter (1:4) ortaminda kristallendirildi. Verim: 0,35 g; % 62.

3.5.3. Dikloro-(N-(etoksietil)benzimidazol)-(p-simen)rutenyum(ll), 2c

[ ]

N OC,Hj
S g,

N

[ ]
N OC,Hj l
) + 12 |CLRu— Cl-Ru—Cl
N : |
2

N-(Etoksietil)benzimidazol (0,19 g; 1,00 mmol) kuru toluende (10 mL) ¢oziildi
ve ¢ozeltiye [RuClz(p-simen)]. kompleksi (0,31 g; 0,5 mmol) ilave edildi.

Y

Toluen sicakliginda 4 saat reflux kaynatildi. Coziicliniin tamami vakumda
uzaklastirilip turuncu renkteki ham iirtin eterle yikandi ve vakumda kurutuldu.

DCM/eter (1:4) ortaminda kristallendirildi. Verim: 0,42 g; % 81.

3.6. Sitotoksik Aktivite
Azol ligandlari (la-c) ve bu ligandlarin N-koordine Ru(ll)-p-simen
komplekslerinin (2a-c) sitotoksik aktiviteleri MDA-MB-231 (ATCC® HTB-
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26™) ve MCF-7 (ATCC® HTB-22™) meme kanser hiicreleri ve L-929 fare

saglikli fibroblast hiicreleri ile aragtirildu.

3.6.1. Hiicrelerin Coziilmesi

-80 °C’den ¢ikarilan hiicreler (MDA-MB-231, MCF-7, ve L-929) 37 °C’lik su
banyosunda hizli bir sekilde ¢oziilerek, %10 FBS ve % 1 penicilin-streptomycin
iceren 8 mL besi yeri bulunan (MDA-MB-231 ve MCF-7 meme kanser hiicresi
tizerine DMEM, L-929 saglikli hiicreler iizerine ise RPMI 1640) 25 mL’lik
flasklara alindi. Flasklarda canli hiicre varligi kontrol edildikten sonra
inkiibatore kaldirildi.

3.6.2. Hiicrelerin Pasajlanmasi

Flasklardaki hiicrelerin biiyiime yiizdeleri % 80-90’a ulastiginda, besi yerleri
aspire edildi. Flask igerisine tiim ylizeyini kaplayacak sekilde Tiripsin-EDTA
eklendi ve hiicrelerin flask yiizeyinden ayrilmalari saglandi. Flasklar igerisine,
hiicre tiirlerine gére uygun besi yerlerinden 10’ar mL eklendi. Elde edilen hiicre
siispansiyonu farkli flasklara eklenerek toplam hacim hiicre tiirlerine uygun besi
yerleri ile 12-15 mL’ye tamamland: ve flasklardaki canli hiicre varhigi ve

yogunluklar1 kontrol edilerek CO2 inkiibatore kaldirildi.

3.6.3. Hiicrelerin Sayimi

3.6.2.°de elde edilen homojen hiicre karisimindan 10 puL ve 10 pL tripan blue
karistirildi. Bu karisimdan 10 pL alinarak gercek zamanli hiicre goriintiileme
cihazinda en az 3 farkli bolgede hiicre saymmi yapildi. Ug sayimin ortalamasi

aliarak hiicre sayim iglemi tamamlandi.

3.6.4. Bilesiklerin Hazirlanmasi
Bilesikler, hiicrelere uygulanacaklar1 giin dimetilsiilfoksit (DMSO) igerisinde
¢oziildii ve farkli derisimdeki (30-500 pM) ¢ozeltileri hazirlandi.

3.6.5. Hiicrelerin EKimi ve Dozlama

3.6.3.’de agiklandig1 sekilde sayilan hiicreler, hiicre tiirline gore DMEM ve
RPMI besi yerleri ile 100000 hiicre/mL olacak sekilde seyreltilerek 96 kuyulu
plakalara ekildi. Plakalar, % 95 nem, % 5 CO:; ve 37 °C kosullarindaki
inkiibatorde 24 saat bekletilerek hiicrelerin plakalara tutunarak biiyiimeleri

(yaklasik biiyiime ylizdeleri % 80-90) saglandi. 3.6.4.’de agiklandig1 gibi
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hazirlanan farkli derisimlerdeki bilesikler hiicrelere uygulanarak 24, 48 ve 72

saat sonra MTT o6l¢iimii yapild1 ve hiicre canliliklari belirlendi.
3.6.6. MTT Olciimii

Dozlama yapildiktan 24, 48 ve 72 saat sonra, her bir kuyuya 10 pul MTT
eklenerek plakalar iki saat siiresince % 95 nem, % 5 CO2 ve 37 °C igeren
inkiibatorde inkiibe edildi. Iki saat sonunda herbir kuyudaki besi yeri aspire
edildi ve herbir kuyuya 100’er uLL. DMSO eklendi. Plakalar, 15 dakika oda
sicakliginda calkalayici tizerinde inkiibe edildikten sonra absorbans degerleri
Elisa okuyucu ile 570 nm dalga boyunda okundu [133].. Her bir bilesigin 24, 48
ve 72 saat i¢in ICso degerleri GraphPad Prism kullanilarak hesaplandi.

3.7. istatistik Analiz

Antikanser aktivite deneylerindeki tiim dl¢timler dokuz tekrarli olarak yapildi
(n=9) ve sonuglar standart sapmalariyla (+ SEM) verildi. GraphPad Prism8
programi (GraphPad Software, San Diego, CA, ABD) kullanilarak ICso
degerleri hesaplandi. Gruplar arasindaki farkin karsilastirilmasi igin One Way

Anova ve Dunnett’s coklu karsilastirma testi kullanildi ve anlamlilik ig¢in

*p< 0.05, #p< 0.005, &p< 0.0005, $p< 0.0001 olarak kabul edildi.
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4, BULGULAR

4.1. Azol Ligandlarn (1a-c) ve bu Ligandlarmm N-Koordine Ru(ll)-p-simen
Komplekslerinin (2a-c) Sentezi

Azol ligandlar1 (1a-c) ve bu ligandlarin N-koordine Ru(l1)-p-simen kompleksleri

(2a-c) literatiire gore sentezlendi [131, 132].

2c 1c

2b

Sema 1. Azol ligandlar1 (1a-c) ve bu ligandlarin N-koordine Ru(ll)-p-simen
komplekslerinin (2a-c) sentezi [131, 132].

4.2. Sitotoksik Aktivite

Azol ligandlar1 (la-c) ve bu ligandlarin N-koordine Ru(ll)-p-simen
komplekslerinin (2a-c), 24 saat, 48 saat ve 72 saat inkiibasyon siireleri i¢cin MCF-
7 ve MDA-MB-231 meme kanser hiicreleri iizerine sitotoksik aktiviteleri MTT
yontemi ile belirlendi (Sekil 4.1-4.6). Tim bilesikler L-929 fare saglikli
fibroblast hiicrelerine de uygulanarak, komplekslerin saglikli ve kanserli

hiicreler arasinda segici 6zellikleri de arastirildi (Sekil 4.7-4.9).
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Sekil 4.1. N-(3-Metilbenzil)benzimidazol (1a) ve dikloro-(N-(3-metilbenzil)
benzimidazol)-(p-simen)rutenyum(Il) (2a)’'un MCF-7 meme kanser
hiicreleri iizerine sitotoksik aktiviteleri. Deneyler 9 tekrarli yapilmis
(n=9) ve sonucglar = SEM olarak verilmistir. (Kontrole gore
anlamlilik; $p<0.0001)
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Sekil 4.2. N-(2-Klorbenzil)benzimidazol (1b) ve dikloro-(N-(2-klorbenzil)
benzimidazol)-(p-simen)rutenyum(Il) (2b) un, MCF-7 meme kanser
hiicreleri iizerine sitotoksik aktiviteleri. Deneyler 9 tekrarli yapilmis
(n=9) ve sonuglar +SEM olarak verilmistir (Kontrole gore
anlamlilik; *p< 0.05, $p< 0.0001).
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Sekil 4.3. N-(Etoksietil)benzimidazol ~ (1¢) ve  dikloro-(N-(etoksietil)
benzimidazol)-(p-simen)rutenyum(Il) (2¢)’un MCF-7 meme kanser
hiicreleri lizerine sitotoksik aktiviteleri.. Deneyler 9 tekrarli yapilmis

(n=9) ve sonuglar +SEM olarak verilmistir (Kontrole gore
anlamlilik; *p<0.05, #p<0.005, &p<0.0005, $p<0.0001).
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Tablo 4.1. Azol ligandlari (1a-¢) ve bu ligandlarin N-koordine Ru(II)-p-simen
komplekslerinin (2a-¢) MCF-7 insan meme kanser hiicrelerinde 24 saat, 48 saat
ve 72 saat i¢in ICso degerleri

(1Cs0, pM)?

Bilesik 24 saat 48 saat 72 saat
la 247.1 £0.097 154.9 + 0.094 85.50£0.152
1b 172.7 £ 0.030 94.53 £ 0.031 <30
1c >500 >500 >500
2a 65.17 £ 0.083 <30 <30
2b 74.79 £ 0.122 63.47 +0.100 <30
2C >500 >500 >500

Hiicre canliliginda % 50 azalmaya neden olan derisim degeri olan 2ICsp degerleri, hiicrelerin
bilesiklerle 24 saat, 48 saat ve 72 saat inkiibasyon siirelerinin sonunda MTT deneyi ile belirlendi.
Sonuglar + SEM olarak verilmistir (n=9).

Sekil 4.1 - 4.3°de; x ekseni azol ligandlart (la-¢) ve Ru(Il)-p-simen
komplekslerinin (2a-¢) derigimlerini, y ekseni ise hiicrelerin kontrole gore
canlilik oranlarin1 gostermektedir. Sekil 4.1 - 4.3’de goriildiigi gibi ligandlar
(1a-c) ve komplekslerin (2a-c¢) derisimlerindeki artisla paralel olarak sitotoksik
aktivitede artis ve MCF-7 meme kanser hiicrelerinin 6liim oranlarinda artis
gbzlendi. Bu grafiklerden faydalanilarak azol ligandlar1 (1a-¢) ve Ru(Il)-p-
simen komplekslerinin (2a-¢) MCF-7 meme kanser hiicrelerinin % 50’sini
oldiirdiikleri derisim degerleri (ICso) belirlendi (Tablo 4.1.). Diisiik ICso
degerleri, yliksek sitotoksik aktiviteye isaret etmektedir. Ligandlarin (1a-b),
komplekslere (2a-b) gore daha biiyiik ICso degerlerine sahip olduklari ve
komplekslere gore daha diisiik sitotoksik aktivite gosterdikleri belirlendi. 1a ve
1b ligandlari ile 2a ve 2b komplekslerinin ICso degerlerinin zamana bagl olarak
azaldig1 ve buna bagli olarak sitotoksik aktivitelerinin arttig1 gozlendi. 1¢ ligand1
ve 2¢ kompleksinin ICso degerleri, tiim inkiibasyon siireleri i¢in 500 uM dan
bliylik bulundu. Tiim sonuclar toplu olarak degerlendirildiginde; 2a
kompleksinin 24 saat disinda en diisiik ICso degerlerine ve en yiiksek sitotoksik
aktiviteye sahip oldugu saptandi. ICso degeri 500 uM’dan kiigiik bilesiklerin
MCF-7 meme kanser hiicreleri lizerine antikanser aktivite siralamasi; 2a > 2b >

1b > 1a olarak bulundu.

42



N
o
1

MDA-MB-231

B 24 saat

B4 48 saat
g $  # = 72 saat

"N
(8
1
.'.&__‘“

&

[=
TR
==

Kontrol Kati
5

S -
(8}
1

T e

£
o
[

1.5
MDA-MB-231

E=E 24 saat

1 72 saat

N
o

— $ &% 48 saat

Kontrol Kati

o
o

$

0.0

2a, [uM]

Sekil 4.4. N-(3-Metilbenzil)benzimidazol (1a) ve dikloro-(N-(3-metilbenzil)
benzimidazol)-(p-simen)rutenyum(Il)  (2a)’un  MDA-MB-231
meme kanser hiicreleri {izerine sitotoksik aktivitesi. Deneyler 9
tekrarli yapilmis (n=9) ve sonuglar = SEM olarak verilmistir.
(Kontrole gore anlamlilik; #p<0.005, &p<0.0005, $p< 0.0001).
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Sekil 4.5. N-(2-Klorbenzil)benzimidazol (1b) ve dikloro-(N-(2-klorbenzil)
benzimidazol)-(p-simen)rutenyum(Il)  (2b)’un, MDA-MB-231
meme kanser hiicreleri lizerine sitotoksik aktiviteleri. Deneyler 9

tekrarli yapilmig (n=9) ve sonuglar =SEM olarak verilmistir
(Kontrole gore anlamlilik; #p<0.005, &p<0.0005, $p<0.0001).
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Sekil 4.6. N-(Etoksietil)benzimidazol  (1¢) ve  dikloro-(N-(etoksietil)
benzimidazol)-(p-simen)rutenyum(Il) (2¢)’un MDA-MB-231 meme
kanser hiicreleri iizerine sitotoksik aktiviteleri. Deneyler 9 tekrarl
yapilmis (n=9) ve sonuglar +SEM olarak verilmistir (Kontrole gore
anlamlilik; *p<0.05, #p<0.005, &p<0.0005, $p<0.0001).
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Tablo 4.2. Azol ligandlari (1a-¢) ve bu ligandlarin N-koordine Ru(Il)-p-simen
komplekslerinin (2a-¢) MDA-MB-231 insan meme kanser hiicrelerinde 24 saat,
48 saat ve 72 saat icin ICso degerleri

(1Cs0, pM)?
Bilesik 24 saat 48 saat 72 saat
la >500 >500 >500
1b >500 >500 >500
1c >500 >500 >500
2a 197.9+0.012 170.3+ 0.020 171.1+£0.034
2b 125.3+0.074 111.8+0.122 95.19 + 0.092
2C >500 >500 >500

Hiicre canliliginda % 50 azalmaya neden olan derisim degeri olan ?1Cso degerleri, hiicrelerin
bilesiklerle 24 saat, 48 saat ve 72 saat inkiibasyon siirelerinin sonunda MTT deneyi ile belirlendi.
Sonuglar + SEM olarak verilmistir (n=9).

Sekil 4.4 — 4.6’da; x ekseni azol ligandlar1 (la-¢) ve Ru(Il)-p-simen
komplekslerinin (2a-c¢) derisimlerini, y ekseni ise hiicrelerin kontrole gore
canlilik oranlarin1 géstermektedir. Sekil 4.4 — 4.6’da goriildiigii gibi ligand ve
komplekslerin (1¢ ligand1 ve 2¢ kompleksi hari¢) derisimlerindeki artisla paralel
olarak sitotoksik aktivitede artis gozlendi. Yani, bilesiklerin derigimlerinin
artmasiyla, MDA-MB-231 meme kanser hiicrelerinin canlilik oranlarinda diisiis
gozlendi. Bu grafikler kullanilarak, ligandlar ve komplekslerin MDA-MB-231
meme kanser hiicrelerinin % 50°sini Oldiirdiikleri derisim degerleri (ICso)
hesepland1 (Tablo 4.2.). ICso degerindeki azalma sitotoksik aktivitedeki artisa
isaret etmektedir. Ligandlarin (1a-c¢) ve 2¢ kompleksinin tiim inkiibasyon
stirelerinde 500 pM dan biiylik ICso degerine sahip olduklari ve bu nedenle,
MDA-MB-231 insan meme kanser hiicreleri iizerine sitotoksik aktivite
gostermedikleri belirlendi. 2a ve 2b komplekslerinin ligandlarina (1a-b) gore
daha diisiik ICso degerlerine sahip olduklar1 ve daha yiiksek sitotoksik aktivite
gosterdikleri saptandi. Tiim inkiibasyon siirelerinde 2b kompleksinin ICso
degerleri 2a kompleksi icin elde edilen ICso degerlerinden daha kiiciik
oldugundan, 2b kompleksinin MDA-MB-231 meme kanser hiicreleri iizerine
daha yiiksek sitotoksik aktiviteye sahip oldugu bulundu. ICso degeri 500 uM’dan
kiiciik olan bilesiklerin MDA-MB-231 meme kanser hiicreleri lizerine sitotoksik

aktivite siralamasi; 2b > 2a olarak bulundu.
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Sekil 4.7. N-(3-Metilbenzil)benzimidazol (1a) ve dikloro-(N-(3-metilbenzil)
benzimidazol)-(p-simen)rutenyum(Il) (2a)’'un L-929 L-929 fare
saglikli fibroblast hiicreleri lizerine sitotoksik aktiviteleri. Deneyler
9 tekrarli yapilmis (n=9) ve sonuglar £SEM olarak verilmistir
(Kontrole gore anlamlilik; *p<0.05, $p<0.0001).
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Sekil 4.8. N-(2-Klorbenzil)benzimidazol (1b) ve dikloro-(N-(2-klorbenzil)
benzimidazol)-(p-simen)rutenyum(Il) (2b)’un, L-929 fare saglikli
fibroblast hiicreleri iizerine sitotoksik aktiviteleri. Deneyler 9
tekrarli yapilmis (n=9) ve sonuglar £SEM olarak verilmistir
(Kontrole gore anlamlilik; $p<0.0001).
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Sekil 4.9. N-(Etoksietil)benzimidazol ~ (1¢) ve  dikloro-(N-(etoksietil)
benzimidazol)-(p-simen)rutenyum(Il) (2¢)’un L-929 fare saglikli
fibroblast hiicreleri iizerine sitotoksik aktiviteleri. Deneyler 9
tekrarli yapilmig (n=9) ve sonuglar =SEM olarak verilmistir
(Kontrole gore anlamhilik; *p<0.05, #p<0.005, &p<0.0005,
$p<0.0001).
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Tablo 4.3. Azol ligandlari (1a-c) ve bu ligandlarin N-koordine Ru(Il)-p-simen
komplekslerinin (2a-c) L-929 fare saglikli fibroblast hiicrelerinde 24 saat, 48

saat ve 72 saat icin ICso Degerleri

(1Cs0, pM)?
Bilesik 24 saat 48 saat 72 saat
la 310.6 + 0.056 290.5+0.076 250.3+0.091
1b 98.22 +0.057 65.68 + 0.094 32.60 = 0.070
1c >500 >500 >500
2a 80.55+ 0.100 72.41 +£0.084 54.28 + 0.127
2b 64.57 £ 0.078 54.06 + 0.078 50.68 £ 0.102
2¢C >500 >500 >500

Hiicre canliliginda % 50 azalmaya neden olan derisim degeri olan 2ICsp degerleri, hiicrelerin
bilesiklerle 24 saat, 48 saat ve 72 saat inkiibasyon siirelerinin sonunda MTT deneyi ile belirlendi.
Sonuglar + SEM olarak verilmistir (n=9).

Sekil 4.7. - 4.9.°da; azol ligandlan (1a-¢) ve Ru(Il)-p-simen komplekslerinin
(2a-c) derisimlerini, y ekseni ise hiicrelerin kontrole gore canlilik oranlarini
gostermektedir. Sekil 4.7. - 4.9.’da goriildiigi gibi ligand ve komplekslerin (1¢
ligand1 ve 2¢ kompleksi haric) derisimlerindeki artisla paralel olarak sitotoksik
aktivitede ve L-929 hiicrelerinin 6liim oranlarinda artis gozlendi. Bu grafikler
yardimiyla ligandlar (1a-¢) ve Ru(Il)-p-simen komplekslerin (2a-c) L-929
hiicrelerinin % 50’sini dldiirdiikleri derisim degerleri (ICso) belirlendi (Tablo
4.3.). Disiik ICso degeri yiiksek sitotoksik aktiviteye isaret etmektedir.
Kompleklerin (2a-b), L-929 hiicrelerinde ligandlarina gore (1a-b) daha diisiik
ICso degerlerine sahip olduklar1 ve daha ytiksek sitotoksik aktivite gosterdikleri
belirlendi. MCF-7 ve MDA-MB-231 meme kanser hiicre hattina benzer olarak;
Tiim inkiibasyon siirelerinde, 1¢ ligand: ile 2¢ komplesinin 1Cso degerleri 500
puM’dan biiyiik olarak gbzlendiginden 1e¢ ligandi ile ve 2¢ kompleksinin L-929
hiicreleri lizerine sitotoksik aktivite gostermedikleri belirlendi. 2b’nin tiim
inkiibasyon siireleri i¢in elde edilen 1Cso degerlerinin diger komplekslerin I1Cso
degerlerinden daha kiigiik oldugu gozlendi. Bu nedenle, 2b kompleksinin L-929
hiicreleri ilizerine en yiiksek sitotoksik aktiviteye sahip oldugunu belirlendi.
Bilesiklerin L-929 fare saglikli fibroblast hiicreleri iizerine sitotoksik aktivite

siralamasi; 2b > 2a > 1b > 1a olarak belirlendi.
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Tablo 4.4. N-koordine Ru(Il)-p-simen komplekslerinin (2a-¢) segicilik
indeksleri (SI)

Hiicre hatti Zaman Kompleks (SI)2

(Saat) 2a 2b 2

24 1.23 0.86 > 1

MCF-7 48 >2.41 0.85 > 1
72 >1.81 >1.69 > 1

24 0.40 0.52 > 1

MDA-MB-231 48 0.42 0.48 >1
72 0.32 0.53 > 1

8Segicilik indeksi, ayn1 komleksin ayni zaman noktalar1 i¢in saglikli hiicreler i¢in gézlenen ICso
degerlerinin kanserli hiicreler i¢in gozlenen ICso degerlerine boliinmesiyle hesaplandi.

MDA-MB-231 ve MCF-7 insan meme kanser hiicreleri i¢in en yiiksek secicilige
sahip olan Ru(II)-p-simen kompleksi belirlemek i¢in, herbir kompleksin iki ayr1
meme kanser hiicre hatti i¢in secicilik indeksi (SI) degerlerini hesaplandi (Tablo
4.4.). Elde ettigimiz sonuglara gére, MCF-7 insan meme kanser hiicreleri i¢in
2a’nin 48 saat ve 72 saat inkiibasyon siirelerinde yiiksek Si degerlerine sahip
oldugu bulundu. 2b kompleksi goz Oniine alindiginda ise, yalnizca 72 saat
inkiibasyon sonrasinda yiiksek SI gosterdigi belirlendi. 2a ve 2b nin MDA-MB-
231 insan meme kanser hiicreleri i¢in 24, 48 ve 72 saat inkiibasyon siirelrinde Si
degerleri 1°den kiigiik bulundu. 2¢ kopleksinin MCF-7 ve MDA-MB-231 insan
meme kanser hiicre hatlarinda tiim inkiibasyon siireleri i¢in SI degerleri > 1
olarak bulundu. Verilere gore elde edilen bir diger bir O6nemli sonug;
kompleklerin MDA-MB-231 meme kanseri {izerine gdzlenen SI degerleri birbiri
ile ¢ok yakin degerler olup, MCF-7 meme kanser hiicre hatt1 igin SI degerlerinin
ise zamana bagli olarak degisim gostermesidir. Bu nedenle kompleksler,
MCEF-7 hiicreleri lizerinde zamana bagl secicilik gosterirken, MDA-MB-231

meme kanser hiicrelerinde zaman bagl secici 6zellik gostermemiglerdir.
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5.  TARTISMA

Rutenyum, p-simen ve bezimidazoliin 6nemli biyolojik kapasiteleri nedeniyle
bu ii¢ yapiy1 iceren komplekslere olan ilgi her gecen giin artmaktadir. Bjelosevic
ve arkadaslar1 tarafindan yedi adet cis-f-[Ru(picenBz2)(N2-bidentate)](PFe)2
kompleksi sentezlenmis ve komplekslerin yapilart NMR, HPLC, ESI-MS ve UV
yontemlerini kullanarak karakterize edilmistir [134] (Sekil 5.1.). Sentezlenen
komplekslerin in vitro sitotoksik aktiviteleri, kolon (HT-29), glioblastoma (U87
ve SJ-G2), meme (MCF-7), yumurtalik (A2780), akciger (H460), cilt (A431),
prostat (DU145), noroblastom (BE2-C) ve pankreas (MIA) kanser hiicreleri
tizerinde 72 saat inkiibasyon sonrasinda belirlenmistir. Ayrica tiim kompleksler
saglikli meme doku hiicrelerine de (MCF10A) uygulanarak, komplekslerin
saglikli ve kanser hiicreleri arasinda olasi segicilik 6zellikleri de arastirilmistir.
Komplekslerin sitotoksik aktiviteleri kemoterapatik ilaclar olan cisplatin,

oksaliplatin ve karboplatin ile karsilastirilmistir.
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Sekil 5.1. cis-f-[Ru(picenBz.)(N2-bidentate) ] (PFs)2> kompleksleri [134]
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Ru-6 kompleksinin en yiiksek sitotoksik etkiye sahip oldugu ve oksaliplatin,
sisplatin ve karboplatinden sirasiyla 5 kat, 2 kat ve 19 kat daha yiiksek sitotoksik
etkiye sahip oldugu gozlenmistir. Ru-1, Ru-2 ve Ru- 3 komplekslerin MCF-7
meme kanseri i¢in Glsg degerleri >50 uM, Ru-4 (0.13 = 0.019 uM ), Ru-5 (5.0
+ 0.4 uM 4), Ru-6 (0.76 = 0.18 uM ), Ru-7 (0.96 + 0. uM 47) olarak
belirlenmistir. Calismamizda 2a, 2b ve 2¢c komplekslerinin MCF-7 hiicrelerinde
72 saat inkiibasyon siiresi i¢in 1Csg degerleri sirasiyla; <30 uM, <30 uM ve >500
uM olup, Bjelosevic ve ark., (2022) tarafindan sentezlenen bilesiklere gore
diisiik sitotoksik aktivite sergiledikleri gozlendi. Ru-4, Ru-5, Ru-6 ve Ru-7 igin
MCF-7 meme kanser hiicrelerinde 72 saat inkiibasyon siiresi i¢in segicilik
indeksleri sirasiyla; 25.28, 1.38, 0.55 ve 1.16 olarak belirlenmistir.
Calismamizda kullanilan 2a, 2b ve 2c¢ komplekslerinin MCF-7 meme kanser
hiicrelerinde 72 saat inkiibasyon siiresi i¢in hesaplanan segicilik indeksleri
sirasiyla; >1.81, >1.69 ve >1 olup, Ru-4 disindaki komplekslerden daha yiiksek
secici Ozellige sahip olduklar1 saptandi.

De ve ark., tarafindan yapilan ¢alismada bir dizi (4a-4j) rutenyum(ll)-p-simen-
2-aril-imidazo-1,10-fenantrolin tiirevleri sentezlenmis ve yapilar1 elementel
analiz, IR, LC-MS ve NMR teknikleri ile karakterize edilmistir [135] (Sekil
5.2.). Sentezlenen Ru(ll) komplekslerinin sitotoksik aktiviteleri, meme kanseri
(MDA-MB-231) ve rahim agz1 kanseri (HeLa) hiicreleri iizerinde, segici
ozellikleri ise insan embriyonik saglikli bobrek hiicresi (HEK-29) tizerinde 24
saat uygulama sonrasinda arastiritlmistir. Komplekslerin sitotoksik aktiviteleri
kemoterapatik ilag olan sisplatin ile karsilagtirilmistir. 4a-4j komplekslerinin
MDA-MB-231 meme kanser hiicrelerinde 24 saat inkiibasyon siiresi i¢in ICso
degerleri sirasiyla; 28.03 + 1.7 uM, 34.33 £2.1 uM, 3.99+ 1.3 uM, 17.59 + 1.1
uM, 823+ 1.9 uM, 247 +2.2 uM, 2.37+ 1.8 uM, 52.74 £ 1.5 uM, 78.41 £ 1.6
uM ve 32.08 £ 1.3 uM olarak belirlenmistir. En diisiik ICso degerine (2.37 + 1.8
uM) sahip olan olan 4g’nin en yiiksek sitotoksik etkiye sahip oldugu ve
cisplatinden 3.5 kat daha yiiksek sitotoksik etki gosterdigi bulunmustur.
Calismamizda kullanilan 2a, 2b ve 2c¢ komplekslerinin MDA-MB-231
hiicrelerinde 24 saat inkiibasyon siiresi i¢in ICso degerleri sirasiyla; 197.9 +

0.012 uM, 125.3 = 0.074 uM ve >500 uM olup, De ve ark., (2021) tarafindan
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sentezlenen bilesiklere gore diisiik sitotoksik aktivite sergiledikleri belirlendi.
4a-4j kompleklerinin MDA-MB-231 meme kanser hiicrelerinde 24 saat
inkiibasyon siiresi i¢in segicilik indeksleri sirasiyla; 7.25, 1.55, 22.27, 4.08,
10.38, 37.80, 75.19, 1.94, 1.22 ve 1.96 olarak belirlenmistir.
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Sekil 5.2. Rutenyum(ll)-p-simen 2-aril-imidazo-1,10-fenantrolin tiirevi
kompleksleri [135]

Calismamizda kullanilan 2a, 2b ve 2c¢ komplekslerinin MDA-MB-231 meme
kanser hiicrelerinde 24 saat inkiibasyon siiresi i¢in hesaplanan secicilik
indeksleri sirasiyla; 0.40, 0.52 ve >1 olup, De ve ark (2021) tarafindan
sentezlenen tiim komplekslerden daha diisiik segici ozellige sahip olduklar
saptandi. Caligmamizla benzer olarak, Ru(ll) kompleks aktivitelerinin,
komplekste bulunan bagli gruplara, gruplarin baglanma yerlerine ve galisilan
hiicre tiiriine gore degisiklik gosterdigi belirtilmistir.

Klaimanee ve ark., tarafindan organofosfor ligandlari iceren ii¢ adet yeni
organometalik Ru(I1)-p-simen kompleksi sentezlenerek yapilari X-1s1n1 kirinimu,
'H NMR, ES-MS, FTIR, elementel analiz ve yogunluk fonksiyonel teorisi ile
karakterize edilmistir [136] (Sekil 5.3.). Ru(ll) kompleksleri ve serbest
ligandlarin sitotoksik aktiviteleri, MCF-7, HCC1937 ve MDA-MB-231 insan
meme kanser hiicrelerinde 48 saat inkiibasyon sonrasinda arastirilmistir.
Komplekslerin sitotoksik aktiviteleri kemoterapatik ila¢ olan sisplatin ile
karsilagtiritlmistir. 1-3 kompleklerinin MCF-7 meme kanser hiicrelerinde 48 saat
inkiibasyon stiresi i¢in ICsp degerleri sirasiyla; 0.3520 + 0.02 uM, 0.6563 + 0.04
uM, 0.5272+ 0.01 uM ve MDA-MB-231 meme kanser hiicrelerinde 48 saat
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inkiibasyon siiresi i¢in ICsp degerleri sirastyla; 0.8944 + 0.03 uM, 1.6036 = 0.06
uM ve 1.1856 + 0.03 uM olarak belirlenmistir.
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Sekil 5.3. Organofosfor ligandlari igeren Ru(I)-p-simen kompleksleri [136]

Calismamizda kullanilan 2a, 2b ve 2¢ komplekslerinin MCF-7 hiicrelerinde 48
saat inkiibasyon stiresi i¢in ICso degerleri sirasiyla; <30 uM, 63.47 + 0.100 uM,
>500 uM ve MDA-MB-231 meme kanser hiicrelerinde 48 saat inkiibasyon
stiresi i¢in ICso degerleri sirasiyla; 170.3 = 0.020 uM, 111.8 + 0.122 uM,
>500 uM olup, Klaimanee ve ark., (2021) tarafindan sentezlenen bilesiklere gore
diisiik sitotoksik aktivite sergiledikleri belirlendi.

Xie ve ark., tarafindan [Ru(bpy):L]PFs formiiliine sahip ii¢ adet siklometalli
Ru(1I) kompleksi sentezlenerek, yapilar1 ESI-MS, *H-NMR ve elementel analiz
ile karakterize edilmistir [137] (Sekil 5.4.). Komplekslerin sitotoksik aktiviteleri
(MDA-MB-231) meme, (SW620) kolon, (SW620AD300) ilag-direngli kolon,
(MCF-7) meme kanser hiicreleri {izerinde ve segici 6zellikleri ise; (LO2) saglikli
karaciger, (MCF-10A) saglikli meme ve (HUVEC) insan umbilikal ven endotel
hiicreleri lizerinde 48 saat inkiibasyon sonrasinda arastiritlmistir. Komplekslerin
sitotoksik aktiviteleri kemoterapatik ilag olan sisplatin ile karsilastirilmistir.

Kompleklerin (Rul-3) MCF-7 meme kanser hiicrelerinde 48 saat inkiibasyon
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stiresi i¢in ICsp degerleri sirasiyla; 20.81 £ 2.1 uM, >35 uM, 11.2 + 1.8 uM ve
MDA-MB-231 meme kanser hiicrelerinde 48 saat inkiibasyon siiresi i¢in ICsg
degerleri sirastyla; 6.30 = 0.9 uM, 11.06 = 0.8 uM ve 3.39 + 2.4 uM olarak
belirlenmistir. MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicreleri i¢in en diisiik ICso degerlerine
(sirasiyla; 11.2 £ 1.8 uM ve 3.39 + 2.4 uM ) sahip olan olan Ru3 kompleksinin
en yiiksek sitotoksik etkiye sahip oldugu ve sisplatine gére, MCF-7 hiicrelerine
1.78 kat, MDA-MB-231 hiicrelerine ise 8.67 kat daha yiiksek sitotoksik etkiye
sahip oldugu gozlenmistir. Calismamizda kullanmilan 2a, 2b ve 2c
komplekslerinin MCF-7 hiicrelerinde 48 saat inkiibasyon siiresi i¢in ICso
degerleri sirastyla; <30 uM, 63.47 = 0.100 uM, >500 uM ve MDA-MB-231
meme kanser hiicrelerinde 48 saat inkiibasyon siiresi i¢in ICso degerleri sirasiyla;
170.3 = 0.020 uM, 111.8 £ 0.122 uM, >500 uM olup, Xie ve ark., (2021)
tarafindan sentezlenen bilesiklere gore diisiik sitotoksik aktivite sergiledikleri

saptandi.

Sekil 5.4. [Ru(bpy)2L]PFe komplekslerinin kimyasal yapilari [137]

Rul, Ru2 ve Ru3 komplekleri icin MCF-7 ve MDA-MB-231 meme kanser
hiicrelerinde 48 saat inkiibasyon siiresi i¢in se¢icilik indeksleri calisilan {i¢
saglikli hiicre (LO2, MCF-10A ve HUVEC) i¢inde <1 olarak bulunmustur.
Yalnizca Ru3 kompleksinin MCF-10A i¢in segicilik indeksi 1.15 olarak
bulunmustur. Calismamizda kullanilan 2a, 2b ve 2¢ komplekslerinin MCF-7 ve
MDA-MB-231 meme kanser hiicrelerinde 48 saat inkiibasyon siiresi igin
hesaplanan segicilik indeksleri sirasiyla; >2.41, 0.85 ve >1; 0.42, 0.48 ve >1
olup, Rul, Ru2 ve Ru3 komplekslerine gore daha yiiksek segici 6zellige sahip
olduklar1 saptandi.
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Pragti ve ark., tarafindan yapilan ¢aligmada dort adet (1-4) rutenyum(ll)-aren
kompleksi sentezlenmis ve yapilar1 ESI-MS, FTIR, 'H-NMR, X-igmlari
kristalografisi teknikleri ile karakterize edilmistir [138] (Sekil 5.5.). Sentezlenen
rutenyum(I1)-aren komplekslerinin sitotoksik aktiviteleri, meme kanseri (MCF-
7) ve rahim agzi1 kanseri (HeLa) hiicreleri lizerinde, segici 6zellikleri ise insan
embriyonik saglikli bobrek hiicresi (HEK-29) iizerinde 24 saat inkiibasyon

sonrasinda arastirilmistir.
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Sekil 5.5. Rutenyum(ll)-aren komplekslernin sentezi [138]

1-4 komplekslerinin MCF-7 meme kanser hiicrelerinde 24 saat inkiibasyon
stiresi i¢in ICsg degerleri sirasiyla; 21.30 + 2.23 uM, 25.12 + 3.65 uM, 3.41 +
2.87 uM, 9.61 + 3.46 uM olarak belirlenmistir. En diisiik ICsp degerine (3.41 +
2.87 uM) sahip olan 3 numarali kompleksin en yiiksek sitotoksik etkiye sahip
oldugu gozlenmistir. Calismamizda kullanilan 2a, 2b ve 2c komplekslerinin
MCF-7 hiicrelerinde 24 saat inkiibasyon siiresi i¢in ICso degerleri sirasiyla;
65.17 £ 0.083 uM, 74.79 £ 0.122 uM ve >500 uM olup, Pragti ve ark., (2021)
tarafindan sentezlenen bilesiklere gore diisiik sitotoksik aktivite sergiledikleri
belirlendi. 1-4 kompleklerinin MCF-7 meme kanser hiicrelerinde 24 saat

inkiibasyon siiresi i¢in se¢icilik indeksleri sirasiyla; 1.82, 1.85, 9.98 ve 3.61
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olarak belirlenmistir. Calismamizda kullanilan 2a, 2b ve 2c komplekslerinin
MCF-7 meme kanser hiicrelerinde 24 saat inkiibasyon siiresi i¢in hesaplanan
secicilik indeksleri sirasiyla; 1.23, 0.86 ve >1 olup, Pragti ve ark (2021)
tarafindan sentezlenen tiim komplekslerden daha diisiik segici 6zellige sahip
olduklar1 saptandi.

Haribabu ve ark., suda c¢oziinlir biniikleer organometalik Ru(II)-p-simen
kompleksini [Ru(n6-p-simen)(n2-L)]2 (1), indol tiyosemikarbazon ligandindan
tek asamali reaksiyonla sentezleyerek yapisim UV, IR, *H NMR ve X-1sinlar
kristalografisi gibi ¢esitli spektroskopik yontemlerle karakterize etmiglerdir
[139] (Sekil 5.6.). Kompleksin (1) ve ligandimin (HL) sitotoksik aktiviteleri,
akciger (A549), rahim agz1 (HelLa), karaciger (HepG-2), mesane (T24) ve
endotel (EA.hy926) kanser hiicreleri iizerinde, segicilik 6zelligi ise saglikli
bobrek epitel (Vero) hiicreleri lizerinde 24 saat inkiibasyon sonrasinda

arastirtlmis ve sitotoksik aktiviteleri sisplatin ile karsilastirilmigtir.
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Sekil 5.6. Biniikleer Ru(IT)-p-simen kompleksinin sentezi [139]

Kompleks (1) ve ligandin (HL), MCF-7 meme kanser hiicrelerinde 24 saat
inkiibasyon siiresi i¢in ICso degeri sirasiyla; 28.3 uM ve >50 uM olarak
belirlenmistir. Calismamizda kullanilan 2a, 2b ve 2¢ komplekslerinin MCF-7
hiicrelerinde 24 saat inkiibasyon siiresi i¢in ICso degerleri sirasiyla; 65.17 +
0.083 uM, 74.79 + 0.122 uM ve >500 uM olup, Haribabu ve ark., (2021)
tarafindan sentezlenen bilesiklere gore diisiik sitotoksik aktivite sergiledikleri
belirlendi. Kompleks (1) ve ligandin (HL), MCF-7 hiicreleri igin sisplatinden
(23.7 uM ) daha yiiksek ICsgo degerlerine sahip oldugu ve bu nedenle sisplatine
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gore daha diisiik sitotoksik etkiye sahip oldugu gozlenmistir. Kompleks (1) ve
ligandin (HL), MCF-7 meme kanser hiicrelerinde 24 saat inkiibasyon siiresi i¢in
secicilik indeksleri sirasiyla; >2 ve >3.53 olarak belirlenmistir. Calismamizda
kullanilan 2a, 2b ve 2c komplekslerinin MCF-7 meme kanser hiicrelerinde 24
saat inkiibasyon siiresi i¢in hesaplanan segicilik indeksleri sirasiyla; 1.23, 0.86
ve >1 olup, Haribabu ve ark (2021) tarafindan sentezlenen tiim komplekslerden
daha diisiik se¢ici 6zellige sahip olduklar1 saptandi.

Muley ve ark., triazol ligandlar1 igeren yeni {i¢ adet yarim sandvig¢ rutenyum(II)
p-simen kompleksi ([Ru(n6-p-simen)(LY)CI]CI: [1]CI, L*:(2-(3,5-di(piridin-2-
il)-4H)-1,2,4-triazol-4-il)izoindolin-1,3-dion), [Ru(n6-p-simen)(L?)CI]CI: [2]CI
ve [Ru(n6-p-)simen)(L?)CI](PF6): [2](PF6), L2(2,2-(4-(1H-pirol-1-il)-4H-
1,2,4-triazol-3,5-diyl) dipiridin)), sentezleyerek yapilarmi *C NMR, *H NMR,
FT-IR, ESI-MS ve X-isin1 kristalografisi gibi farkli yontemlerle karakterize
etmislerdir [140] (Sekil 5.7.)
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Sekil 5.7. Triazol ligandlari igeren yeni Ru(IT)-p-simen komplekler [140]
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Komplekslerin ([1]Cl, [2]CI, [2](PF6)) sitotoksik aktiviteleri, akciger (A549),
meme (MDA-MB-231) kanser hiicreleri {izerinde 24, 48 ve 72 saat inkiibasyon
sonrasinda arastirilmistir. Komplekslerin 24 saat uygulama sonrasinda MDA -
MB-231 meme kanser hiicrelerinde 6nemli hiicre 6liimiine neden olmadigi
belirlenmistir. Komplekslerin ([1]Cl, [2]Cl, [2](PF6)), 48 saat inkiibasyon
sonrasinda, MDA-MB-231 meme kanser hiicrelerinde ICso degerleri sirasiyla;
15.99 £ 0.7044 pM, 9.415 £ 0.406 pM ve 56.885 + 1.064 puM olarak
bulunmustur. Calismamizda kullanilan 2a, 2b ve 2¢c komplekslerinin MDA-MB-
231 hiicrelerinde 48 saat inkiibasyon siiresi i¢in ICsg degerleri sirastyla; 170.3 +
0.020 uM, 111.8 £ 0.122 uM, >500 pM olup, Muley ve ark., (2021) tarafindan
sentezlenen bilesiklere gore diisiik sitotoksik aktivite sergiledikleri saptandi.
Komplekslerin ([1]Cl, [2]CI, [2](PF6)), 72 saat inkiibasyon sonrasinda,
MDA-MB-231 meme kanser hiicrelerinde ICsg degerleri sirasiyla; 1.13 £ 0.046
uM, 0.36 = 0.016 uM ve 11.32 £+ 0.49 uM olarak bulunmustur. Caligmamizda
kullanilan 2a, 2b ve 2c komplekslerinin MDA-MB-231 hiicrelerinde 72 saat
inkiibasyon stiresi i¢in ICsp degerleri sirasiyla; 171.1 £ 0.034 pM, 95.19 + 0.092
uM, >500 uM olup, Muley ve ark., (2021) tarafindan sentezlenen bilesiklere
gore diistik sitotoksik aktivite sergiledikleri saptandi. Caligmamizla benzer
olarak, uygulama zamanindaki artigla birlikte hiicre 6liim oranlarinda artig ve
ICso degerlerinde azalis gézlenmistir.

Guimaraes ve ark., (2021) alkil ve metoksi bagl fosfin iceren dort adet notral
Ru-aren fosfin kompleksi sentezleyerek yapilarin1 X-ray kristalografi, NMR ve
DFT gibi farkli yontemlerle karakterize etmislerdir [141] (Sekil 5.8.).
Kompleksler (1, 2 ve 4) ve ligandlar (L1, L2 ve L4) ile fosfin oksitlerin (LO1,
LO2 ve LO4) sitotoksik aktiviteleri, akciger (A549), meme (MDA-MB-231)
kanser hiicreleri {izerinde, segicilik Ozelligi ise saglikli akciger (MRC-5)
hiicreleri iizerinde 48 saat uygulama sonrasinda arastirilmis ve sitotoksik
aktiviteleri sisplatin ile karsilagtirtlmistir. Komplekslerin (1, 2 ve 4) ve fosfin
oksitlerin (LO1, LO2 ve LO4), 48 saat inkiibasyon sonrasinda, MDA-MB-231
meme kanser hiicrelerinde ICso degerleri sirasiyla; 28.0 £2.3 uM, 3.1 £ 0.1 uM
ve 155+ 09 uM; 742 £ 1.4 uM, 51.1 £ 1.8 uM ve 150.5 + 4.5 uM olarak

bulunmustur. Calismamizda kullanilan 2a, 2b ve 2¢c komplekslerinin MDA-
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MB-231 hiicrelerinde 48 saat inkiibasyon siiresi i¢in ICso degerleri sirasiyla;
170.3 +£0.020 uM, 111.8 £0.122 uM, >500 uM olup, Guimaraes ve ark., (2021)
tarafindan sentezlenen Ru(Il) aren kompleksleri ve bunlarin fosfin

komplekslerine gore diisiik sitotoksik aktivite sergiledikleri saptandi.

‘Bu ‘Bu
P@ ) o=r>@ ) [(n®-cym)RuCl,L1]
fBu 3 t‘Bu 3
L1 LO1

1

CH3
p@ ) o=p@ ) [(n®-cym)RuCI,L2]
3 3

CHs
LO2 2
CHs CH;,

P@OCH; o#{@ocm) [(n®-cym)RuCl,L3]
3 3

CH3 CH3
L3 LO3 3

Pé@ocm) 0=P@OCH; [(n®-cym)RuCl,L4]
3 3

L4 LO4 4

Sekil 5.8. Fosfin iceren n6-p-cymene ruthenium(l1) kompleksleri [141]

Ligandlarin (L1, L2 ve L4), MDA-MB-231 meme kanser hiicrelerinde 48 saat
inkiibasyon sonrasinda 1Cso degerleri sirasiyla; 85.5 +12.5 uM, 118.4 + 10.6 pM
ve 177.9 + 24.5 olarak bulunmustur. Calismamizda kullanilan 1la, 1b ve 1c
ligandlarinin MDA-MB-231 hiicrelerinde 48 saat inkiibasyon siiresi i¢in ICsp
degerleri; >500 uM olup, Guimardes ve ark., (2021) tarafindan sentezlenen
ligandlara gore diisiik sitotoksik aktivite sergiledikleri saptandi. Calismamizla
benzer olarak, liganda metal (Ru(Il)) baglanmasiyla sitotoksik aktivitede artis
belirlemislerdir. Guimaraes ve ark., (2021) tarafindan sentezlenen ligandlar,
Ru(Il) kompleksleri ve fosfin oksitlerinin tamaminin MDA-MB-231 hiicreleri
tizerine sisplatinden (ICsp=2.4 + 0.2 puM) daha diisiik sitotoksik ektivite
gosterdigi, yalnizca 2 numarali kompleksin, 3.1 £ 0.1 uM ICso degeri ile
sisplatine en yakin sistosoksik etki gosterdigi belirlenmistir. 1, 2 ve 4
komplekslerinin MDA-MB-231 meme kanser hiicrelerinde 48 saat inkiibasyon

stiresi i¢in segicilik indeksleri sirasiyla; >3.57, 0.58 ve 0.61 olarak belirlenmistir.
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Calismamizda kullanilan 2a, 2b ve 2c¢ komplekslerinin MDA-MB-231 meme
kanser hiicrelerinde 48 saat uygulama zamani ic¢in hesaplanan segicilik
indeksleri sirasiyla; 0.42, 0.48 ve >1 olup, Guimaraes ve ark (2021) tarafindan
sentezlenen kompleks 1’den daha diisiik, kompleks 2 ve kompleks 4 ile benzer

secici 0zellige sahip olduklari saptandi.

Rana ve ark., (2021) piridin/pirimidin igeren Ru(Il)-HNC komplekslerini (1a,
2a), sentezleyerek yapilarini aydmlatmislardir [142] (Sekil 5.9.). Komplekslerin
(1a, 2a) sitotoksik aktiviteleri, akciger (A549), kolon (HCT116) ve meme
(MCF-7) kanser hiicreleri tizerinde, secicilik ozellikleri ise saglikli fare
embriyonik fibroblast hiicreleri (3T3) iizerinde 48 saat inkiibasyon sonrasinda

arastirilmistir.
c a .
b4 Toluene e g
Ml ) bCH X
M+ N et g N_<N ;i I

l1JHCHO%

PFg 2. 4(N) HCI
3. KPFe
c d PFs
i e W B L
[l Sl nnineticauoisi
XAM.A( (i) a N N— }“
N > N—"}
1/2

1al 2a

X=C X=N
backbone pyridine| pyrimidine] () = 4920
Ligand 1 2 (ii) = Ru(p-cymene)_CI,

Ru-complex |1a 2a

Sekil 5.9. Piridin/pirimidin i¢ceren Ru(IT)-HNC komplekslerini [142]

Kompleklerin (1a, 2a) MCF-7 meme kanser hiicrelerinde 48 saat inkiibasyon
stiresi i¢in ICsp degerine sahip olan 2a kompleksinin MCF-7 hiicrelerinde daha
yiiksek sitotoksik etkiye sahip oldugu ve Sisplatine gére, MCF-7 hiicrelerine 4.24
kat daha yiiksek sitotoksik etkiye sahip oldugu goézlenmistir. Calismamizda
kullanilan 2a, 2b ve 2c komplekslerinin MCF-7 hiicrelerinde 48 saat inkiibasyon
stiresi i¢in ICso degerleri sirasiyla; <30 uM, 63.47 = 0.100 uM, >500 uM olup,
Rana ve ark., (2021) tarafindan sentezlenen bilesiklere gore diisiik sitotoksik
aktivite sergiledikleri saptandi. 1a ve 2a komplekleri icin MCF-7 meme kanser
hiicrelerinde 48 saat inkiibasyon siiresi i¢in segicilik indeksleri surasiyla; 3.01 ve

2.83 olarak bulunmustur. Calismamizda kullanilan 2a, 2b ve 2¢ komplekslerinin

62



MCF-7 meme kanser hiicrelerinde 48 saat inkiibasyon siiresi i¢in hesaplanan
secicilik indeksleri sirastyla; >2.41, 0.85 ve >1 olup, 2a kompleksimiz Rana ve
ark., (2001) tarafindan sentezlenen la ve 2a kompleklseri ile benzer segici
ozellik gosterirken, 2b ve 2¢ komplekslerimizin daha diisiik secici 6zellik
gosterdigi belirlendi.

Ismail ve ark., (2021) tarafindan genel formulii [n6-(p-simen)Ru(L)CI] (L=1-
(Benzazol-2-yl)-3-(tiofen-2-il) propan-1,3-dio) olan iki adet yeni hibrit yari
sandvi¢ yapida Ru(Il) aren kompleksi (4a,b) sentezneyerek UV, *H NMR, 3C
NMR gibi yontemlerle karakterize edilmistir [143] (Sekil 5.10.). Komplekslerin
(4a, b) sitotoksik aktiviteleri, akciger (A549) ve meme (MCF-7) kanser hiicreleri
lizerinde, 24 saat inkiibasyon sonrasinda arastirilmis ve sitotoksik aktiviteleri

sisplatin ile karsilastirilmistir.

C‘Y N QM

3aX O3bXS

.l

(4a, X =0;4b, X =8)
Sekil 5.10. Ru(ll) aren komplekleri [143]

Komplekslerin (4a, 4b), MCF-7 meme kanser hiicrelerinde 24 saat inkiibasyon
stiresi i¢in ICso degeri sirasiyla; 8.12 uM ve 3.93 uM olarak belirlenmistir.
Calismamizda kullanilan 2a, 2b ve 2c komplekslerinin MCF-7 hiicrelerinde 24
saat inkiibasyon siiresi i¢in ICso degerleri sirastyla; 65.17 + 0.083 puM, 74.79 +
0.122 uM ve >500 uM) olup, Ismail ve ark., (2021) tarafindan sentezlenen
bilesiklere gore diisiik sitotoksik aktivite sergiledikleri belirlendi. MCF-7
hiicrelerinde komplekslerin (4a, 4b) ICso degerlerinin, sisplatinden (11.92 uM )
daha diisiik degerlere sahip olduklar1 gézlenmis olup, sisplatine gore 4a’nin 1.46
kat, 4b’nin ise 2.95 kat daha yiiksek sitotoksik etkiye sahip oldugu gézlenmistir.
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6. SONUC

Bir antikanser ilag aday1r molekiilde olmasi gereken en 6nemli 6zellik, kanserli
hiicrelere toksik etki gosterirken saglikli hiicrelere toksik etki gdstermemesidir.
Kullanilan antikanser ilaglar1 tiimor hiicrelerine daha yiiksek toksisite
gostermekle birlikte saglikli hiicrelere de toksik etki gostermektedir. Antikanser
ilaglarin yan etkileri ve toksisitesi nedeniyle kanser hastalarinda kemoterapinin
sonlandirilma oranlar1 artmaktadir. Etkinligi yiiksek ve yan etkileri diisiik yeni
antikanser ilaglarin kesfinin acil ihtiya¢ ve aynm1 zamanda kritik bir zorunluluk
oldugu bilinmektedir.

Azol ligandlari (1a-c) ve bu ligandlarin N-koordine Ru(I1)-p-simen kompleksleri
(2a-c) sentezlendi. Ligand ve komplekslerin sitotoksik etkileri, MCF-7 ve
MDA-MB-231 insan meme kanser hiicrelerinde 24 saat, 48 saat ve 72 saat
uygulama stirelerinden sonra MTT kolorimetrik yontemi ile arastirildi. Ayrica
tiim bilesikler L-929 fare saglikli fibroblast hiicrelerine de uygulanarak, saglikli
ve kanserli hiicreler arasinda se¢ici 6zellikleri de arastirilda.

Ligand ve komplekslerin derisimlerindeki artigla paralel olarak sitotoksik etkide
artig, hiicrelerinin canlilik oranlarinda azalis gozlendi. Komplekslerin,
ligandlarina goére daha diisiik ICso degerlerine sahip olduklar1 ve bu nedenle daha
yuksek sitotoksik etkiye sahip olduklar1 saptandi. 2a ve 2b kompleksleri i¢in,
MCF-7 hiicrelerinde segicilik indekslerinde zamana bagli olarak artis
gozlenirken, MDA-MB-231 hiicrelerinde zamana bagli olarak anlamli bir
degisim gozlenmedi.

Yapi sitotoksik aktivite arasindaki iligki incelendiginde; 2a-c komplekslerini
birbirinden farklandiran yapi, Ru(Il)-p-simen kompleksinde bulunan bagh
gruplardir. Bagh gruplar; 2a-c komplekslerinde sirasiyla; 3-metilbenzil, 2-
klorbenzil ve etoksietil’dir. Komplekslerin MCF-7 insan meme kanser hiicreleri
lizerine sitotoksik aktiviteleri 2a>2b>2¢ iken, MDA-MB-231 insan meme
kanser hiicreleri igin ise 2b>2a>2c¢ olarak bulundu. 2a kompleksinde bulunan 3-
metilbenzil ve 2b kompleksinde bulunan 2-klorbenzil gruplarinin bileslerin
insan meme kanser hiicre hatlar1 tlizerindeki yiiksek sitotoksik aktivitesinde
onemli rol aldig1 belirlendi. 2c kompleksinde bulunan etoksietil grubunun ise

sitotoksik aktivitede etkili olmadig1 saptandi.
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Bu sonuglar, komplekslerin yapisinda bagli bulunan farkli gruplarin, kompleksin
hem sitotoksik aktivitesinde hem de seciciliginde ¢ok O6nemli rolii oldugunu
gostermektedir. Sitotoksik aktivitenin kanser hiicre hattina da bagli olarak
degistigi belirlendi. MCF-7 hiicreleri iizerinde 2a kompleksinin, MDA-MB-231
hiicreleri tizerinde ise 2b kompleksinin daha etkin sitotoksik aktiviteye sahip
olduklari gézlendi. Calisma bulgulari, farkli meme kanseri tiirlerinin tedavisinde
kullanilabilecek aday yeni bilesiklerin  sentezinde ve literatiire

kazandirilmasinda yol gosterici olacaktir.
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