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OZET

Bu tez ¢alismasinda iki ¢ekirdekli Bakir - Hidrazon Kompleksinin 0,01; 0,1; 1; 10
ve 20 uM dozlarinin sitotoksik etkileri insan akciger kanseri (A549 ve H460) hiicreleri,
saglikli insan hiicresi lizerindeki sitotoksik etkileri ise insan akciger bronsiyal epitelyal
hiicresi (BEAS-2B) iizerinde konsantrasyona ve zamana bagli olarak (MTT) testi
kullanilarak arastirildi. Ayrica iki ¢ekirdekli Bakir - Hidrazon Kompleksinin Vero hiicresi
kiiltiirtinde ¢ogaltilan Polioviriis Tip 1 lizerindeki antiviral etki sitopatik etki dnleme testi;
Bacillus subtilis, Enterococcus hirae, Staphylococcus aureus, Escherichia coli ve
Pseudomonas aeruginosa bakterileri iizerindeki antibakteriyel etkisi Minimum Inhibisyon
Konsantrasyonu (MIK) Testi ve Minimum Bakterisidal Konsantrasyon (MBK) testleri

kullanilarak arastirildi.

Bakir - Hidrazon Kompleksinin A549 hiicresinde 24 ve 48 saatlik 1Csy degerleri
strastyla 4 ve 2 uM; H460 hiicresi i¢in ise sirasiyla 8 ve 5 uM olarak hesaplandi. BEAS-2B
hiicrelerinde ise 1Cso degerleri 24 ve 48 saat i¢in 11 ve 7 uM olarak hesaplandi. Calismada
pozitif kontrol olarak kullanilanan 0,01; 0,1; 1; 10 ve 20 uM karboplatin dozlarinin ise
hem 24 hem de 48 saatlik uygulamalarda her iki hiicre dizisi ilizerinde de ¢ok diisiik bir

toksisiteye sahip oldugu belirlendi ve ICsq degeri hesaplanamadi.

Sonu¢ olarak insan akciger kanseri hiicre dizilerinde ilk kez denenen Bakir -
Hidrazon Kompleksinin 6zellikle 1 uM dozundan itibaren doz artisina bagl olarak hem
A549 hem de H460 hiicrelerinde hiicre ¢ogalmasini baskiladigi belirlendi. Bu etkinin doza
bagli olarak arttigi fakat zamana bagli olarak degismedigi gozlendi. Ayrica denenen
konsantrasyonlardaki iki g¢ekirdekli Bakir - Hidrazon Kompleksinin Polioviriis Tip 1
tizerinde herhangi bir antiviral etkinligi belirlenemedi. Antibakteriyel etkinlik deneyleri
sonucunda ise bilesigin Escherichia coli ve Pseudomonas aeruginosa iizerinde
antibakteriyel etkinligi olmadig1 belirlendi. MIK ve MBK degerleri ise sirastyla Bacillus
subtilis i¢in 31,25- 62,5; Enterococcus hirae i¢in 62,5- 250 ve Staphylococcus aureus igin
62,5- 500 uM olarak hesaplanmuistir.

Anahtar kelimeler: Bakir - Hidrazon Kompleksi, akciger kanseri, sitotoksisite,

antiviral, antibakteriyel.
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SUMMARY

In this study, the cytotoxic effects of the binuclear Copper - Hydrazone Complex on
human lung cancer cell lines (A549 and H460) and healthy human cells on human lung
bronchial epithelial cells (BEAS-2B) were investigated by using (MTT) assay depending
on concentration (0.01; 0.1; 1; 10 and 20 uM) and time depend manner. In addition, the
antiviral effect of the binuclear Copper - Hydrazone Complex on Poliovirus Type 1 grown
in Vero cell culture, antibacterial effect on Bacillus subtilis, Enterococcus hirae,
Staphylococcus aureus, Escherichia coli and Pseudomonas aeruginosa bacteria was
determined using Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and Minimum Bactericidal
Concentration (MBK) tests.

The ICso values of the Copper - Hydrazone Complex in cell A549 at 24 and 48
hours were 4 and 2 uM, respectively; for the H460 cell, they were calculated as 8 and 5
uM, respectively. ICsp values in BEAS-2B cells were calculated as 11 and 7 uM for 24 and
48 hours. It was determined that 0.01; 0.1; 1; 10 and 20 uM carboplatin doses used as
positive control in the study had very low toxicity on both cell lines in both 24 hour and 48

hour applications, and the ICs, value could not be calculated.

As a result, it was determined that the Copper - Hydrazone Complex, which was
tested for the first time in human lung cancer cell lines, suppressed cell proliferation in
both A549 and H460 cells, depending on the dose increase, especially from the 1 uM dose.
It was observed that this effect increased depending on the dose, but did not change
depending on the time. In addition, any antiviral activity of the binuclear Copper -
Hydrazone Complex on Poliovirus Type 1 at the concentrations mentioned could not be
determined. As a result of antibacterial activity experiments, it was determined that the
compound did not have antibacterial activity on Escherichia coli and Pseudomonas
aeruginosa. MIC and MBK values, respectively, were 31.25-62.5 for Bacillus subtilis;
62.5- 250 uM for Enterococcus hirae and 62.5- 500 uM for Staphylococcus aureus.

Keywords: Copper - Hydrazone Complex, lung cancer, cytotoxicity, antiviral,

antibacterial.
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1.GIRIS VE AMAC

Kanser; hiicrelerin farkli faktorler ile genetik degisiklige ugramasi ve bunun
sonucunda hiicrelerin boliinme kontrollerini kaybetmeleri olarak tanimlanabilir. Tarihsel
olarak arastirildiginda kanser hastalifinin ortaya ¢ikisi ile ilgili kayitlara ¢ok eski
donemlerde rastlanmaktadir. Hastalik ile ilgili ilk kayitlar yaklasik M.O 3000°li yillarda
Misir’daki papiriislerde bulunmustur (Baykara, 2016). Tarihgesi olduk¢a eski olan bu
hastalikla 1ilgili ylizyillardir farkli g¢aligmalar yapilmakta ve tedavi yontemleri
aragtirilmaktadir. Ozellikle DNA’nin yapismin 1953 yillinda Watson ve Crick tarafindan
belirlenmesi sayesinde hastaligin olusmasi ve mekanizmasi hakkinda pek c¢ok bilgi
edinilmesine ragmen, giiniimiizde hala pek ¢ok kanser tiiriiniin tedavi edilmesinde basarili

sonugclar elde edilememistir.

Kansere bagl dliimlerde akciger kanseri ilk sirada yer almaktadir. Kiiciik hiicreli ve
kiigiik hiicreli dis1 akciger kanseri (KHDAK) olmak {izere iki ¢esidi bulunan akciger
kanserinde, Amerika’daki KHDAK vakalar1 i¢in bes yillik sag kalim oraniin yaklasik %
20 oldugu belirtilmistir (van der Hoorn vd., 2021). Bunun en 6nemli sebepleri hastaligin
genellikle ge¢ evrede teshis edilmesi ve bu duruma bagh olarak halen tedavisinde en etkili

yontem olan cerrahi miidahale i¢in ge¢ kalinmis olmasidir.

Akciger kanserinin tedavisinde kullanilan yontemler hastaligin hangi evrede
olduguna ve kanserin tipine gore farklilik gostermektedir. Giinlimiizde kullanilan tedavi
yontemleri; cerrahi miidahale, radyasyon tedavisi, immiioterapi, hedefe yonelik tedaviler
ve yliiksek dozda uygulanan kemoterapétik ajanlar (sisplatin, etoposid ve paklitaksel gibi)
olarak belirtilmektedir. Ancak kemoterapotik ajanlarin tekli veya kombine kullanimlar
bulanti, norotoksisite, anemi, nefrotoksisite gibi ciddi yan etkiler olusturdugu rapor
edilmektedir. Ayrica bu ajanlarin ¢oklu ilag direnci gelistirmeleri, zayif secicilik
gostermeleri ve sitotoksik olmalar1 nedeniyle tedavi bagsirist sinirhdir (Abdulbaqgi vd.,
2021). Bu nedenle birgok bilim insaninin tedavisi lizerine yogunlastigi hastalikta, kanserli

hiicrelerin ¢cogalmasini engelleyen farkli etken maddelerin arayisi halen siirmektedir.



Viriisler giiniimiizde hala tehlikeli hastaliklara yol acabilecek kapasiteye sahiptir.
Ozellikle son iki senedir yasadigimiz Covid Pandemisi tiim diinyada istenmeyen pek ¢ok
olime yol agarken, pek ¢ok iilkenin de saglik alt yapisinda aksamalara, hatta durma
noktasina gelmesine yol agmistir. Zaman igerisinde farkli viriitik hastaliklar i¢in ila¢ ya da
asilar gelistirilse bile diinyanin gesitli yerlerinde, degisik viriislerin neden olabilecegi
hastaliklar ortaya ¢ikabilmektedir. Cocuk felci, Polioviriisiin neden oldugu ve genellikle 5
yas alt1 cocuklarda goriilen tehlikeli bir hastaliktir. Bugiin asis1 bulunan ve pek ¢ok iilkede
artik gorlilmeyen bir hastalik olarak tanimlanmaktadir. Diinyada sadece Pakistan ve
Afganistan’da bulunan bu hastalik, 2022 yili igerisinde Afrika kitasinda tekrar goriilmeye
baslamistir. Bu durumun Afrika kitasindaki saglik hizmetlerinin, saglik personelinin ve
ilaglarin  yetersiz olusundan kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Bazi Giiney Afrika
ilkelerinde cocuklara ¢ocuk felci asis1 yapmak i¢in kampanya baslatildigi bildirilmistir.
Ayrica tilkemizde ¢ocuk felci hastaligi tamamen ortadan kaldirilmis olmasina ragmen, son
donemde var olan savaslar nedeniyle lilkemize gelen siginmacilar tarafindan tasindigi ve

hastaligin rapor edildigi bildirilmistir. Polioviriisiin 3 farkli tipi olup tip 2 ve 3 giinlimiizde

ortadan kalkmustir (Gwinji vd., 2022).

Calismada, yeni sentelenmis olan Bakir - Hidrazon Kompleksinin
(C30H26ClisCu2N4O14) ki farkli akciger kanseri hiicre dizisi (A549 ve H460) tizerindeki
sitotoksik etkileri konsantrasyona ve zamana bagli olarak arastirildi. Ayrica Bakir -
Hidrazon kompleksinin antiviral etkinligi Polioviriis Tip 1 tizerinde Antiviral Sitotokisite
Analizi ile arastirildi. Ayrica, Bakir - Hidrazon Kompleksinin iki gram negatif
(Escherichia coli ve Pseudomonas aeruginosa), ii¢ gram pozitif bakteri susu (Bacillus
subtilis, Enterococcus hirae ve Staphylococcus aureus) tizerinde ki antibakterial etkisi,
Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu (MIK) Testi ve Minimum Bakterisidal

Konsantrasyon (MBK) Testi ile arastirilmistir.



2. LITERATUR ARASTIRMASI

2.1. Kanser

Kanser, cesitli etkenler nedeniyle genlerde olusan degisiklikler sonucu hiicrelerin
kontrolsiiz sekilde biiylimesi, cogalmasi ve ¢evresindeki diger dokular1 istila etmesi ile
tanimlanan siiregleri igeren bir hastalik olarak tanimlanmaktadir. Ayrica kanser gelistiginde
gelistigi yere bagl olarak tek bir hastalik degil birbiriyle iliskili hastaliklar grubu olarak da
tanimlanabilir (Arayict vd., 2021). Kansere neden olan pek cok bedensel, gevresel ve

biyolojik etkenler bulunmaktadir.

Diinyada kanser hastaligi hakkindaki istatistiksel verilere bakildiginda; her 5
kisiden biri kanser hastaligina yakalanmakta, her 8 erkekten biri ve her 11 kadindan biri
kanser sebebiyle 0lmektedir. Diinyada her iki cinsiyeti de kapsayan ve en sik goriilen
kanser tiirleri; meme kanseri, akciger kanseri, kolorektal kanser ve prostat kanseriyken, en
fazla 6liim akciger kanserinde meydana gelmektedir. (Sekil 2.1 ve Sekil 2.2). Ulkemizde
ise her iki cinsiyeti de kapsayan en yaygin goriilen kanser tiirleri akciger, meme, kolorektal
ve prostat kanserleridir (Sekil 2.3) (Ozdogan, 2021). Ulkemizde kansere bagl dliimler ise
en fazla akciger kanserinden kaynaklanmaktadir. (Sekil 2.4)

Diger )
Kanserler; Meme;
8879843 2261419

Akciger;
I [ 2206771

‘ ‘ Kolorektal;
.- 1931590
| Prostat;

Rafim; _/ 1414250
604127 Karaciger; Mide:
905677 1089103

Sekil 2.1. 2020 Yilina Ait Diinya Capindaki Her Yasta ve Her iki Cinsiyette Goriilen Yeni
Vaka Sayisi (Ozdogan, 2021).



Diger Meme
Kanserler 6,88%

39,49%
Akciger
18,04%

Yemek Borusu I‘ Kc;lg;eol;:al
5,46% g ,

Karaciger Mide Pankreas
8,3% 7,72% 4,68%

Sekil 2.2. Diinya Capindaki 2020 Y1lina Ait Her Yasta ve Her iki Cinsiyette Goriilen
Kansere Bagli Oliim Sayis1 (Ozdogan, 2021).

Akciger; 41.264

Diger Kanserler
;114.078

Meme; 24.175

Kolorektal;
21.191

Prostat; 19.444

Tiroid; 13.682

Sekil 2.3. Tiirkiye’de 2020 Yilia Ait Her Yasta ve Her ki Cinsiyette Gériilen Yeni Vaka
Sayisi (Ozdogan, 2021).

Akciger; 37.070

Diger Kanserler;
51.092

Meme; 7.161

R

Prostat; 5.464 _/

Pankreas; 8.214

Mide; 10.789

Kolorektal;
6.545

Sekil 2.4. Tiirkiye’de 2020 Yilia Ait Her Yasta ve Her ki Cinsiyette Goriilen Kansere
Bagli Oliim Sayisi (Ozdogan, 2021).



Hastaligin erken teshisi, akciger kanserinde kaynaklanan oliimleri azaltmak igin
oldukca onemlidir. Yapilan ¢aligmalara gore akciger kanseri riski tasiyan kisilerin diisiik
doz sarmal bilgisayarli tomografi (BT) ile taramalarinin yapilmasi 6liim oraninin % 20
oraninda azalmasimi saglamistir (The National Lung Screening Trial Research Team,
2011). Bununla birlikte, hastalarin yarisindan fazlasi maalesef ileri evrelerde akciger

kanseri tanis1 almaktadir (Guo vd., 2021).

2.2 Akciger Kanseri

Kansere bagli oliimlerde akciger kanseri diinyada ikinci, Tiirkiye’de ise birinci
sirada yer almaktadir. Kiigiik hiicreli ve kii¢iik hiicreli dis1 (KHDAK) olmak iizere iki
¢esidi bulunan akciger kanserinin, Amerika’daki KHDAK vakalari i¢in bes yillik sag kalim
oraninin yaklasik % 20 oldugu belirtilmistir. Bunun en 6nemli sebepleri hastaligin
genellikle ge¢ evrede teshis edilmesi ve tedavisinde kullanilan yontemlerin tam olarak

etkin olmamasidir (van der Hoorn vd., 2021).

Son donemler de akciger kanseri vakalarindaki artisin aksine, akciger kanseri
hastalarinin genel sag kalim oraninda degisim gozlemlenmemistir. Bunun en 6nemli sebebi
basarili tedavi yontemlerinin hala tam olarak gelistirilememis olmasindandir. Akciger
kanserinin molekiiler mekanizmalarini anlamada pek ¢ok gelisme yasanmasina ve tedavide
yeni terapdtik ajanlarin belirlenmesine ve kullanilmasina ragmen, 5 yillik sagkalim
oraninin olduk¢a az oldugu tespit edilmistir (Gomez-Larrauri vd., 2021). Elde edilen
veriler, kisisel yanit ve yan etki riskine karsi daha kesin belirteclerin (radyo-duyarlilik i¢in
molekiiler biyobelirtegler, radyomikler, immiin konak belirtegleri gibi daha eksiksiz
goriintlileme analizi) ve kisisellestirilmis terapotik yaklasimlarin gelistirilmesine gerek

duyuldugunu gostermektedir (Sliwinska-Mosson vd., 2020).

Akciger kanserinin kemoterapi ve hedefe yonelik tedaviler dahil olmak iizere uygun
sekilde tedavi edilebilmesi i¢in kanser hiicresi tiplerinin dogru sekilde siniflandirilmasi ¢ok
onemli bir siirectir (Coudray vd., 2018). Akciger kanseri vakalarmin % 85 i1 uzun siire

tiitlin kullanimindan kaynaklanirken hastalarin % 10-15'i ise hi¢ sigara kullanmamustir.
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Buna ragmen sigara igmeyenlerin kansere yakalanmasina radon gazi, asbest, hava kirliligi,
sigara dumanina maruz kalma (pasif icicilik) gibi risk faktorleri neden olmaktadir (Cizelge
2.1) Genetik faktorler ise akciger kanseri hastaliginin ortaya ¢ikmasint % 8 oraninda

etkilemektedir (Zhu vd., 2017).

Cizelge 2.1. Akciger Kanseri Risk Faktorleri (Schabath ve Cote, 2019).

Risk Faktorii Risk Biiyiikliigii

Hig sigara igmeyenlere kiyasla 20
kat fazla risk

Pasif i¢icilik Hig sigara igmeyenlere kiyasla %

25 ila % 28 kat fazla risk

1,9 ila 4,6 kat fala risk

Tiitiin igmek

Diger Tiitiin Kullanim1
(nargile, puro, pipo)

Radon % 14 ila % 29 fazla risk
Asbest % 12 ila % 24 fazla risk
KOAH, amflge[n V?Y? kronik 2 ila 3 kat fazla risk

bronsit Oykiisii

Astim Oykiisi % 28 ila % 44 fazla risk

Pnomoni dykiisii % 30 ila % 57 fazla risk

Tiiberkiiloz oykiisii % 48 ila % 76 fazla risk

HIV 2 kat fazla risk

Akciger kanseri histolojik olarak incelendiginde iki kategoriye ayrilmaktadir.
Bunlar, akciger kanseri vakalarimin % 15’ini olusturan kiiglik hiicreli akciger kanseri
(KHAK) ve % 85’ini olusturan kiiglik hiicreli dis1 akciger kanseri (KHDAK) dir (Schabath
ve Cote, 2019).

2.2.1 Kiiciik hiicreli akciger kanseri

Kiigiik hiicreli akciger kanseri (KHAK) ¢ogunlukla sigara kullanan veya kullanmis
kisilerde tanimlanan ve kotii bir seyri olan hastaliktir. Hastalar oksiiriik ve nefes alamama
sikdyetleriyle hastaneye bagvururlar ve genellikle bu asamada kanser metastas yapmis
durumdadir. KHAK 6zellikle akcigerin farkli bolgelerine, lenf diigiimlerine, karacigere,
beyne, kemige veya adrenal bezlere metastas yaparak yayilmaktadir (Rudin vd., 2021).
Kiigiik hiicreli akciger kanseri hiicrelerinin hematoksilen eozin ile boyandiktan sonraki

gorlntiisii ok («—) ile Sekil 2.5.’da gosterilmektedir.



Sekil 2.5. Kiigiik hiicreli akciger karsinomu ok («) ile gosterilmistir (Travis, 2012).

KHAK hastaligina yakalanan kadinlarin sayisi son 50 yilda tiim diinyada artig
gostermektedir. Bu artisin 6zellikle kadinlarda sigara kullaniminin artmasinin bir sonucu
gozlendigi belirtilmektedir. ABD’ de ise son 30 yilda sigara igme miktarinin azalmasina

bagli olarak, yeni KHAK vakalarinda da azalma gozlemlenmistir (Rudin vd., 2021).

2.2.2 Kiiciik hiicreli dis1 akciger kanseri

Akciger kanserlerinin % 85'ini olusturan Kii¢iik Hiicreli Dis1 Akciger Kanseri
(KHDAK) hastalart igin 5 yillik sag kalim orami giiniimiizde % 15'ten azdir. KHDAK
tanis1 konulan hastalarda 2 yil i¢inde % 80'e yakininda metastaz gerceklestigi

belirlenmistir.

KHADAK tedavisinde oncelikli olarak cerrahi, kemoterapi, veya radyasyon gibi
tedavi yontemleri kullanilmaktadir. Daha sonrasinda ise hedefe yonelik belirlenen yeni
tedavi yontemleri ile tedaviye devam edilmektedir. Bu yeni tedaviler, tasarlanmis
sitotoksik kimerik antijen reseptorii-bagisiklik T hiicreleri, KHADAK tiimorlerini harekete
geciren onkogenlere kars1i kiigiik molekiil inhibitorleri, bagisiklik kontrol noktasi
inhibitorleri ve onkolitik virtislerdir (Martin-Fernandez, 2022).



KHADAK kendi igerisinde ii¢ farkli gruba ayrilmaktadir.

2.2.2.1.Skuamoz hiicreli karsinom

Erkeklerde en cok tani alan akciger kanseri c¢esididir. Genellikle brons epitelinde
tespit edilir ve sigara kullanimi ile yakin iligkili bir karsinom olarak tanimlanmaktadir
(Aydin, 2021). Histolojik olarak skuamoz hiicreli karsinom drnegi ok («—) ile Sekil 2.6°da

gosterilmistir.

Sekil 2.6. Skuamoz Hiicreli Karsinom ok («) ile gosterilmektedir (Masuda vd., 2017).

2.2.2.2.Adenokasinom

Akciger kanseri tanilarinin % 40’11 ve KHDAK’ nin ise yaklagik % 60’1n1
olusturan adenokarsinom en yaygmn akciger kanseri tiridir (Aydm, 2021).
Adenokarsinomu tanimlamada kullanilan morfolojik 6zellikler, tiibiil veya papilla olusumu
ile misin salgilamasidir (Myers, 2018). Sekil 2.7°de histolojik alt tiplemesi
gosterilmektedir. Adenokarsinom ve Skuamoz Hiicreli Karsinomu tanimlamada
hematoksilen eozin boyamanin yeterli olmadigi durumlarda ise TTF1 ve p63/p40 primer

antikorlar1 kullanilarak immiinhistokimyasal boyama gerceklestirilmektedir (Oz, 2020).



Sekil 2.7. Akciger adenokarsinomu histolojik alt tipleri (hematoksilen ve eozin boyas1 x40)
(a) lepidik; (b) papiller; (c) asiner; (d) kati; (¢) mikropapiller; (f) miisinéz (Lu vd., 2015).

2.2.2.3.Biiviik hiicreli karsinom

Diger KHADK c¢esitlerine gore daha agresif oldugu diisiiniilmektedir. Akciger
kanserlerinin kiiclik bir kismini olusturmaktadir (% 3). Sigara kullanim ile iligkili oldugu
rapor edilmistir (Sholl, 2014). Biiyiik hiicreli karsinom hiicrelerinin hematoksilen eozin ile

boyandiktan sonraki goriintiisii Sekil 2.8’de ok («) ile gosterilmektedir.

Sekil 2.8. Biiyiik hiicreli karsinom ok («) ile gosterilmektedir (Travis, 2012).
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2.3. Bakir - Hidrazon Kompleksi

Bakir elementi biyolojik sistemler igin olduk¢a onemli bir elementtir. Ozellikle
enerji iretiminde ve oksidatif slirecte yer alan enzimler i¢in uygun bir kofaktor olarak
gorev almaktadir (Duncan ve White, 2012). Tiim bu 6zelliklerinden dolay: bakir, kimyasal
reaksiyonlar yardimiyla ¢esitli liganlarla birleserek yeni komplekslerin sentezlenmesinde
yaygin olarak tercih edilmektedir. Ornegin peptidler (Arjmand vd., 2020), schiff bazlar
(Parsekar vd., 2022)., aminoasitler (Parveen vd., 2020). ve azoller bakir igeren sentez

tirlinlerine drnek olarak verilebilir (Hu vd., 2018).

Schiff bazlar1 kolay bulunmalar1 ve metal baglama yetenekleri sayesinde
arastirmacilar tarafindan siklikla bilesik olusturmak igin tercih edilmektedir (Bazhin vd.,
2018). Schiff bazlarinin 6zellikle bakir igeren komplekslerinin DNA ile iyi etkilesim
gostererek Ozellikle kanserli hiicrelerde cogalmayr baskilayici etki gosterdigi farkli
caligmalarla belirlenmistir (Neethu vd., 2021). Bu ozellikleri nedeniyle Shiff bazlari
giniimiizde ilag yapimi ve malzeme bilimi gibi g¢esitli alanlarda yaygin olarak

kullanilmaktadir.

Schiff bazlarmin sentezinde kullanilan hidrazonlar da metal iyonlar ile birlikte
kararli metal kompleksleri olustururlar. Bu metal kompleksleri farkli yapilara ve biyolojik
uygulama alanlarima sahip olabilirler. Metallerle birlesen hidrazonlarin farmakolojik
uygulamalarinin yanit sira antitimor (Burgos-Lopez vd., 2019), antimikrobiyal
(Noshiranzadeh vd., 2017), antitiiberkiiler (Nogueira vd., 2019) ve antioksidan (Ayyannan
vd., 2020) ozellikler gosterdikleri yapilan farkli galigmalarla belirlenmistir. Bununla
birlikte hidrazonlarin, sentezlenmesinin kolay olmasi ve ¢esitli alanlarda kullanilabilmesi

nedeniyle siklikla kullanilmaktadir.
2.4. Karboplatin
Kanser tedavisinde kullanilan kemotoropotik ilaclarin % 80’1 sisplatin, karboplatin,

ve oksaliplatin gibi yapisinda platin igeren (Sekil 2.9.) ilaglardan olusmaktadir (Lang vd.,
2021). Sisplatin, ¢ogunlukla akciger, yumurtalik, testis ve mesane kanseri gibi ¢esitli
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kanser tiirlerinin tedavisinde kullanilan kemoterapdtik bir ilagtir. Viicuda damar yoluyla
verildikten sonra niikleofilik biyomolekiillerle reaksiyona girerek c¢ekirdek zarimi gegerek
DNA yapisin1 olusturan adenin ve guanine kovalent olarak baglandigi belirlenmistir. Bu
durumda DNA hasarina ve hiicre 6limiine neden olmaktadir (Zampieri vd., 2020).
Sisplatin tedavide yaygin olarak kullanilmakla birlikte tedavi basladiktan sonra timor
hiicrelerinde ilag direnci olusturmasi en istenmeyen yan etkilerinden birisidir. Ayrica

bobreklerde ciddi toksisiteye neden oldugu bilinmektedir.

Bu nedenle arastirmacilar sisplatinin yapisinda degisiklikler olurturarak sisplatin
analogu olan karboplatini (1,1-siklobutildikarboksilat) gelistirmislerdir (Sekil 2.9). Yapilan
calismalar karboplatinin sisplatinden daha az sitotoksisiteye neden oldugunu gdstermistir.
Fakat karboplatinin aktivitesinin sisplatine gore diisiik olmasindan dolay1 tedavi esnasinda

daha yiiksek karboplatin dozlar1 uygulanmaktadir (Schoch vd., 2020; Szefler vd., 2021).

A B C
0
v ool A
H,N 0
H3N\ /CI 3\ / \ /
/Pt\ /Pt\ /Pt\
HaN cl HN o \ )
H, 0
0

Sekil 2.9. Platin bazli antikanser ilaglarin kimyasal yapilari. (A: Sisplatin, B: Karboplatin,
C: Oksaliplatin) (Szefler vd., 2021).

Karboplatin gibi platin kompleksleri, DNA molekiillerine capraz baglar ile
baglanarak DNA’nin yapisini bozmaktadir (Sekil 2.10). Boylelikle hiicrenin isleyisini
etkileyerek apoptoza veya nekroza gitmesine neden olmaktadir (Szefler vd., 2021).
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Sekil 2.10. Karboplatin ve DNA arasindaki eklentilerin olusumu (Szefler vd., 2021).

Bu tez ¢alismasinda Eskisehir Teknik Universitesi, Fen Fakiiltesi, Kimya Boliimii
Anorganik Kimya Anabilim Dali’ nda sentezlenmis olan bir Bakir - Hidrazon
Kompleksinin (CzoH26ClisgCuzN4O14) iki farkli insan akciger kanseri (A549 ve H460) ve
saglikli insan akciger bronsiyal epitelyal hiicre hatti (BEAS-2B) hiicreleri iizerindeki
sitotoksik etki farkli ise konsantrasyona ve zamana bagl olarak hiicre kiltiirii yontemi
kullanilarak aragtirilmistir. Ayrica kompleksin farkli dozlariin antiviral ve antibakteril
etkileri de ¢alisilmistir. Polioviriis Tip 1 lizerinde antiviral etkisi ve 5 farkli bakteri susu
kullanilarak (Bacillus subtilis, Enterococcus hirae, Staphylococcus aureus, Escherichia

coli ve Pseudomonas aeruginosa) antibakteriyel aktiviteside arastirilmistir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Hiicre Kiiltiirii Calismalar:

Deneylerde Amerikan Kiiltiir Koleksiyonu’ndan (ATCC) daha 6nce satin alinarak -
196 °C’de siv1 azot igerisinde saklanan kiigiik hiicreli dis1 akciger kanseri (A549, CCL185)
ve biiyiik hiicreli akciger kanseri (H460, HTB-177) hiicre hatlari tizerinde Bakir - Hidrazon
Kompleksinin sitotoksik aktivitesi aragtirilmistir. Ayrica Bakir - Hidrazon Kompleksinin
hiicre ¢ogalmasini baskilayicr etkisi saglikli insan akciger bronsiyal epitelyal hiicre hatti
(BEAS-2B, CRL-9609) iizerinde de denenmistir. Deneylerde pozitif kontrol olarak akciger

kanserinin tedavisinde siklikla kullanilan karboplatin (Carbodex) se¢ilmistir.

Sivi azot tankinda saklanan hiicreler ¢oziindiikten sonra biyogiivenlik kabini
icerisinde % 10 Fetal Dana Serumu (FBS), % 1 penisilin-streptomisin soliisyonu ve
Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) igeren besi ortaminda 25 cm?lik (T-25)
kiiltiir kaplarina ekilmistir. Yeterli yogunluga ulasan hiicreler 75 cm?lik (T-75) flasklara
aktarilarak 37 °C” de, % 5 CO, ve % 95 nem igeren karbondioksitli inkiibatorde (Thermo)
cogaltilmistir. Hiicrelerin yogunlugu ve besi ortaminin kirliligi giinliik olarak takip edilerek

bir gilin arayla besi ortamlar1 degistirilmistir.

Hiicrelerin yogunlugu T-75’lik flasklarda % 70-80’e ulastiktan sonra deney
gerceklestirilmistir. Oncellikle flaskta bulunan besi yeri uzaklastirilarak dengelenmis fosfat
tamponlu ¢ozeltisi (PBS) ile yikama islemi yapilmistir. Daha sonra flaska % 0,25’lik
Tripsin-EDTA soliisyonu eklenerek tabandaki hiicreler kaldirilmis ve santrifij tiipiine
aktarilmigstir. Tipler 1200 rpm’de ve 5 dakika santrifiij edildikten sonra istteki sivi kisim
atilmistir. Dipte kalan pelletin lizerine taze besiyeri eklenerek pellette bulunan hiicreler

besiyeri igerisine siispanse edilerek dagitilmistir.
3.1.1. Hiicre Saymm ve Hiicre EKimi

Hiicre sayimimi yapmak i¢in hazirlanan 0,2 mL hiicre silispansiyonuna; 0,3 mL

Hank’s Dengelenmis Tuz Soliisyonu ve 0,5 mL Tripan mavisi eklenerek 5 dakika
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beklenerek hiicrelerin boya muamele edilmesi saglanmistir. Canli hiicreler boya ile
boyanmazken, 6li hiicrelerin hiicre zar biitinligii bozuldugu i¢in boya hiicrenin igerisine
niifuz ederek hiicreyi boyamaktadir. Boya ile muamele edilen hiicre siispansiyonundan 10
uL alinarak, hiicre sayim cihazinda (Cedex XS, Innovatis) hiicre sayimi yapilmistir. Bu

sayede 1 mL hacim igindeki hiicre sayisi belirlenmistir.

Sayma islemi yapildiktan sonra hiicreler, her bir kuyucukta 100 pL besiyeri i¢inde
10.000 canli hiicre olacak sekilde 96 kuyucuklu kiiltiir kaplarina ekilmistir. Daha sonra
kiiltiir kaplar1 37 “°C’de, % 95 nem ve % 5 CO; igeren inkiibatorde 24 saat bekletilmistir.

3.1.2. Bakir - Hidrazon Kompleksi ve karboplatin dozlarinin hazirlanmasi
Deneylerde Eskisehir Teknik Universitesi, Fen Fakiiltesi, Kimya Boliimii

Anorganik Kimya Anabilim Dali” nda sentez edilen Molekiiler Formiili,

C3oH26ClisCu2N4O14, molekiiler agirhigr 1006,35 g/mol olan Bakir - Hidrazon Kompleksi

kullanilmustir.
H Cl
Cl \!\I/
o o.
O=€|’J}__O HaC—O;?EI 'F) 0—cH o- (T:il—o
' N —CH3 ] )
! i ||
; o 0
y /N'\N cl
H

Sekil 3.1. Bakir - Hidrazon Kompleksinin Halkasal Yapisi

Bakir - Hidrazon Kompleksi % 96’ lik etanol igerisinde 10 mM ana stok olacak
sekilde ¢Oziilmiistiir. Ana stok soliisyonu DMEM ile diliie edilerek 0,01; 0,1; 1; 10 ve 20
uM olmak tizere 5 farkli konsantrasyon hazirlanmistir (Cizelge 3.1). 24 saat inkiibasyon

stiresi sonunda hazirlanan dozlar her bir kuyucuga 100 puL olacak sekilde eklenmistir.
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Bakir - Hidrazon Kompleksi icermeyen negatif kontrol kuyucuklarina ise sadece 100 uL
besiyeri eklenmistir. Hiicreler 24 ve 48 saat boyunca hazirlanan konsantrasyonlar ile

muamele edilmis olup her bir konsantrasyon 8 kuyuya uygulanmuistir.

Cizelge 3.1. Deneyde uygulanan Bakir - Hidrazon Kompleksi konsantrasyonlari.

Kontrol grubu: Sadece besi ortami

0,01 uM konsantrasyon grubu

0,1 uM konsantrasyon grubu

1 uM konsantrasyon grubu

10 uM konsantrasyon grubu

20 uM konsantrasyon grubu

Deneylerde pozitif kontrol olarak karboplatin (Carbodex) kullanilmistir. Flakon
halde ticari olarak satin alinan Karboplatinin tizerine saf su eklenerek 10 mM ana stok
¢Ozeltisi hazirlanmistir. Hazirlanan ana stok c¢ozeltisi DMEM ile diliie edilerek 5 farkli
konsantrasyonda karboplatin dozlari hazirlanmistir (Cizelge 3.2). 24 saat inkiibasyon siiresi
sonunda hazirlanan dozlar her bir kuyucuga 100 pL eklenmistir. Karboplatin icermeyen
negatif kontrol kuyucuklarina ise sadece 100 pL besiyeri eklenmistir. Hiicreler 24 ve 48

saat boyunca dozlar ile muamele edilmis olup her bir doz 8 kuyuya uygulanmstir.

Cizelge 3.2. Deneyde uygulanan karboplatin dozlari.

Kontrol grubu: Sadece besi ortami1

0,01 uM karboplatin doz grubu

0,1 uM karboplatin doz grubu

1 uM karboplatin doz grubu

10 uM karboplatin doz grubu

20 uM karboplatin doz grubu
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3.1.3. Bakr - Hidrazon Kompleksi ve karboplatinin akciger kanseri ve saghkh hiicre

hatlarn iizerindeki sitotoksik etkilerinin belirlenmesi

Deneylerde kullanilan Bakir - Hidrazon Kompleksi ve karboplatinin hiicre
¢ogalmasi tizerindeki etkilerini belirlemek amaciyla MTT testi kullanilmigtir. MTT testi,
NAD(P)H'ye bagli hiicresel oksidorediiktaz enzimleri sayesinde MTT’ nin formazan
kristallerine indirgenmesini saglamaktadir (Sekil 3.2). Saglikli hiicreler bu islemi
gerceklestirebilirken 6lii veya inaktif olan hiicreler bunu gerceklestirememektedir. MTT
indirgemenin sonucunda mor renkli formazan olugmakta ve DMSO ile kolaylikla
¢oziinebilmektedir. Mor renk ile kuyudaki canli hiicre miktar1 arasinda dogru bir oranti
vardir. Canli hiicrelerin fazla miktarda bulundugu kuyular daha mor, 6lii hiicrelerin fazla
bulundugu kuyular ise daha agik renkli gozlenecektir. Formazan miktarindaki yogunluk
kolorimetrik olarak oOlgiilerek hiicre canliligi veya hiicre 6liimii miktar1 sayisal olarak

belirlenebilmektedir (Bektur Aykanat ve Kagar, 2021).
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Sekil 3.2. MTT nin Formazana Doniismii (Nasirli, 2020)

Bakir - Hidrazon Kompleksi ile 24 ve 48 saat siire ile muamele edilen hiicrelerin
bulundugu kuyucuklara 20 uL. MTT (5 mg/L) ilave edilmistir. Daha sonra kiiltiir kaplar1 3
saat boyunca 37 °%C’de % 5 COy’li inkiibatorde bekletilmistir. Siire sonunda kuyucuklarin
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icerigi dokiilerek her kuyucuga 100 pL Dimetil Siilfoksit (DMSQO) konulmustur. 5 dakika
karanlik ortamda bekletildikten sonra kiiltiir kaplar1 570/620 nm dalga boyunda mikroplate
okuyucuda (Tecan, Sunrise) spektrofotometrik oOlgtimleri yapilmistir. Kuyucuklarda

bulunan hiicrelerin canliligini hesaplamak i¢in asagidaki formiil kullanilmistir (Oztopcu-

Vatan vd., 2015).

Hiicre Canlilig1 (%): ilag verilen her bir kuyucuktaki hiicre absorbansi x100

Kontrol hiicrelerinin ortalama absorbansi

Akciger kanseri hastaliginin tedavisinde kullanilan karboplatinin sitotoksik
etkilerini belirlemek amaciyla, hiicreler 24 ve 48 saat siire boyunca karboplatin dozlartyla
muamele edilmistir. Muamele siiresi sonunda hiicrelerin bulundugu kuyucuklara 20 pL
MTT (5mg/L) ilave edilerek 3 saat boyunca 37 °C’de % 5 COy’li inkiibatorde
bekletilmistir. Siire sonunda kuyucuklarin igerigi dokiilerek her kuyucuga 100 uL DMSO
(Dimetil Siilfoksit) konulmustur. 5 dakika karanlik ortamda bekletildikten sonra ELISA
mikroplate okuyucuda 570/620 nm dalga boyunda 6lgiimler yapilmistir.

Deneyler sonucunda elde edilen veriler SPSS programinda tek yonlii varyans
analizi (One-Way Anova) ile incelenmistir. Ardindan Tukey’in ¢ok yonli karsilagtirma
yontemiyle veriler degerlendirilmistir. Anlamlilik diizeyi p<0,05 olarak belirlenmistir.
Ayrica istatistiksel degerlendirmesi tamamlanan verilerin grafikleri Microsoft Excel
(Office 2007) programi kullanilarak ¢izilmistir ve anlamliliklar yildiz (*) sembolii ile

gosterilerilmstir.

3.2. Antiviral Aktivite Tayini

Viriisler zorunlu olarak hiicre igerisinde yasayan ve arkea, bakteri, bitki, ve
hayvanlar1 enfekte edebilen yasam formlaridir (Seker vd., 2020). Tasidiklar1 kalitsal
materyale gore DNA veya RNA virlisii olarak adlandirilmaktadirlar. Kalitsal materyal
kapsit ad1 verilen protein bir kilifin i¢inde bulunmaktadir. Baz1 viriisler kapsitin disinda
bulunan ve lipid yapida olan ¢ift katli bir membrana sahiptir. Bu viriisler (SARS-CoV-2,
Herpes simpleks) zarfli viriisler olarak tanimlanmaktadir (Ozgolpan, 2019). Zarfli ve

zarfsiz viriislerin yapist Sekil 3.3’ de gosterilmistir.



18

kapsomer nukleokapsid

nikleik asit ]

kapsid

(kapsomerlerden olugan)

Sekil 3.3. Zarfsiz viriisiin (A) ve zarfli viriisiin (B) yapis1 (Kaya, 2018).

Poliovirtisler, kalittim materyali olarak RNA tasiyan zarfsiz viriislerdir (Sekil 3.4).
Agirlikli olarak kiiglik ¢ocuklart etkileyen polioviriisiin neden oldugu hastalik ¢ocuk felci
(Poliomyelit) olarak adlandirilmaktadir. Viicuda agiz yoluyla alinan bir viriis; dncellikle
bogazda ya da bagirsakta cogalmaya baglar. Daha sonra merkezi sinir sistemine ulagarak
motor noronlar1 etkiler. Yapilan arastirmalar sonucunda polioviriis ile enfekte olan 200

kisiden sadece birinin kalic1 felce yakalandigi belirtilmistir (Mutlu, 2018).

Kapsid

RNA

Viral protein
(VPg)

Sekil 3.4. Polioviriisiin yapist (Aryal, 2022).

Bakir - Hidrazon Kompleksinin antiviral aktivitesinin belirlenmesi i¢in kullanilacak

olan sitotoksisite ve antiviral test c¢alismalarinda, daha Onceden Amerikan Kiiltiir
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Koleksiyonundan satin alinan ve -196 °C saklanan maymun bobrek epitel hiicresi (Vero,
CCL-81) ile birlikte, daha oOnceden Friedrich Loeffler Enstitiisii'nden satin alinan
Polioviriis Tip 1 (LSc 2ab) kullanilmustir.

Vero hiicreler 6nce sicak su banyosunda ¢ozdiiriilmiis ardindan biyogiivenlik kabini
icerisinde T-25 Kkiiltiir kaplarina ekilmistir. Yeterli yogunluga ulasan hiicreler T-75
flasklara aktarilarak 37 °C’ de, % 5 CO, igeren inkiibatdrde (Thermo) cogaltilmistir.
Hiicrelerin yogunlugu ve besi ortaminin kirliligi giinliik olarak takip edilmistir. Hiicrelerin
yogunlugu % 70-80’e ulastiginda pasajlama islemi yapilarak hiicre siispansiyonu elde

edilmistir.

3.2.1. Hiicre sayimi ve hiicre ekimi

Elde edilen hiicre siispansiyonuna Tripan mavisi eklenerek hiicreler boya ile iyice
karigtirilmistir. Daha sonra hazirlanan hiicre ve tripan mavisi karisimindan 10 pL alinarak
cihazda hiicre sayimi1 (Cedex) gergeklestirilmistir. Antiviral test igin 96 kuyucuklu kiiltiir
kabinda bulunan her bir kuyucuga 100 pL besi yeri igerisinde 20.000 hiicre ekilmistir.
Daha sonra kiltir kaplar1 37 0C’de, % 95 nem ve % 5 CO; igeren inkiibatérde 24 saat
bekletilmistir.

3.2.2. Antiviral sitotokisite analizi

Virtisidal testin yapilabilmesi i¢in Oncelikle Bakir-Hidrazon kompleksinin
dozlarmin belirlenmesi gerekmektedir. Viriis lizerindeki doz ayarlamasinin yapilmasi i¢in
oncelikle viriis igermeyen Vero hiicresi lizerinde MTT yontemiyle bilesigin hiicreye toksik
olmayan ve hiicreyi Oldiirmeyen dozu belirlenmis, sonrasinda Poliovirus igeren Vero

hiicresi lizerinde antiviral test asamasina gecilmistir.

Bakir - Hidrazon Kompleksinin ana stok soliisyonu DMEM ile diliie edilerek 4
farkli konsantrasyon hazirlanmistir (Cizelge 3.3). 24 saat inkiibasyon siiresi sonunda
hazirlanan dozlar her bir kuyucuga 100 pL olacak sekilde eklenmistir. Bakir - Hidrazon
Kompleksi igermeyen negatif kontrol kuyucuklarina ise 100 pL besiyeri eklenmistir.
Hiicreler 24 ve 48 saat boyunca konsantrasyonlarla muamele edilmis olup her bir

konsantrasyon 8 kuyuya uygulanmaistir.
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Bakir - Hidrazon Kompleksi ile 24 ve 48 saat muamele edilen hiicrelerin bulundugu
kuyucuklara 20 uL MTT (5mg/L) ilave edilistir. Daha sonra kiiltiir kaplar1 3 saat boyunca
37 0C’de, % 5 CO2’li ortam igeren inkiibatorde bekletilmistir. Siire sonunda kuyucuklarin
icerigi dokiilerek her kuyucuga 100 pL DMSO konulmustur. 5 dakika karanlik ortamda
bekletildikten sonra mikroplate okuyucuda 570/620 nm dalga boyunda spektrofotometrik

olarak ol¢timler yapilmistir.

Cizelge 3.3. Sitotoksisite testinde uygulanan Bakir - Hidrazon Kompleksinin
konsantrasyonlari.

Kontrol grubu: Sadece besi ortami

0,01 uM konsantrasyon grubu

0,1 uM konsantrasyon grubu

1 uM konsantrasyon grubu

10 uM konsantrasyon grubu

3.2.3. Antiviral test asamasi

1. Antiviral testi gerceklestirmek amaciyla 96 kuyucuklu kiiltiir kabina her 100
uL besiyeri igerisinde 20.000 hiicre olacak sekilde Vero hiicresi ekimi
yapilmistir. Daha sonra hiicreler 37 °C, % 5 CO, ve nemli ortamda 24 saat
inkiibe edilmistir.

2. 24 saatin sonunda kiiltiir kabinda Bakir-Hidrazon Kompleksi + viriis ve
viriis kontrol kuyularinda bulunan hiicreler % 2 FBS iceren DMEM ile 100
DKIDs/0,1 mL hazirlanan Polioviriis siispansiyonu ile enfekte edilmistir.
Diger kuyulara ise % 2 FBS iceren DMEM konularak 1 saat siire ile 37 °C,
% 5 CO; ve nemli ortamda bekletilmistir. Testte kullanilan 96 kuyucuklu
kiiltiir kab1 plan1 Cizelge 3.4 de gosterilmistir.

3. 1 saat siirenin sonunda Bakir-Hidrazon Kompleksi + Hiicre ve Bakir-
Hidrazon Kompleksi + Viriis kuyularinin ilk siras1 hari¢ her kuyuya 216 pL
% 2 FBS iceren DMEM konulmustur.
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Bakir-Hidrazon Kompleksi + Hiicre ve Bakir-Hidrazon Kompleksi + Viriis
kuyularmin ilk sirasina ise 50 pM konsantrasyonda hazirlanan Bakir-
Hidrazon Kompleksi’ nden 300 pL konulmustur. Daha sonra ilk kuyulardan
100 pL alinanrak bir alt siradaki kuyulara eklenerek sulandirmalar
yapilmustir. Sulandirmalari tamamlanan kiiltiir kaplar1 72 saat siire ile 37 °C,
% 5 CO; ve nemli ortamda bekletilmistir. Testte uygulanan Bakir -
Hidrazon Kompleksi konsantrasyonlar1 Cizelge 3.5” de gosterilmistir.
Inkiibasyon siiresi sonunda kiiltiir kabinin igerigi bosaltilarak ve her kuyuya
100 pL % 2 FBS i¢ceren DMEM konularak 30 dakika bekletilmistir.

30 dakika 37 °C, % 5 CO; ve nemli ortamda bekletildikten sonra, her bir
kuyuya 20 pL (5 mg/L) MTT eklenmis ve 37 °C, % 5 CO, ve nemli ortamda
3 saat bekletilmistir.

3 saatin sonunda kuyucuklarin igerigi dokiilerek her kuyucuga 100 pL
DMSO konulmustur. 5 dakika karanlik ortamda bekletildikten sonra ELISA
mikropleyt okuyucuda (Tecan, Sunrise) 570/620 nm dalga boyunda

Ol¢iimler yapilmistir.

Cizelge 3.4. Antiviral testte kullanilan 96 kuyucuklu kiiltiir kabi plani.

Kontrol Bakir-Hidrazon Kontrol Bakir-Hidrazon Kontrol Viriis Hiicre Kontrol
Kompleksi + Hiicre Kompleksi + Viriis Kontrol | Kontrol
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

T O m m Ol O w >




22

Cizelge 3.5. Antiviral testte uygulanan Bakir - Hidrazon Kompleksi konsantrasyonlari.

Kontrol grubu: Sadece besi ortami

50 uM konsantrasyon grubu

15,82 uM konsantrasyon grubu

5,007 uM konsantrasyon grubu

1,585 uM konsantrasyon grubu

0,501 uM konsantrasyon grubu

0,159 uM konsantrasyon grubu

0,05 uM konsantrasyon grubu

0,016 uM konsantrasyon grubu

3.3. Minimum inhibisyon Konsantrasyonu (MiK) Testi

Bakir-Hidrazon Kompleksi’ nin bakteriler {izerindeki etkinligini belirlemek
amaciyla Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu (MIK) Testi gergeklestirilmistir.
Deneylerde Bacillus subtilis (ATCC 6633) Enterococcus hirae (ATCC 10541),
Staphylococcus aureus (ATCC 6538), Escherichia coli (ATCC 8739) ve Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 15442) bakteri suslar1 kullanilmustir.

1. U tabanli 96 kuyucuklu kiiltiir kabinin ilk sirasinda bulun kuyucuklara 2 kat
yogunlukta (2X) hazirlanmig olan Triptik Soy Broth (TSB) besiyerinden 50
uL konulmusgtur.

2. Kiiltir kabinin ikinci sirasindan itibaren on ikinci siraya kadar (1X)
yogunlukta hazirlanan TSB besiyerinden her kuyuya 50 pL konulmustur.

3. On ikinci siraya ise 100 pL (1X) yogunlukta TSB besiyeri konulmustur.

4. Daha sonra 1mM konsantrasyonda hazirlanan Bakir-Hidrazon Kompleksi’den
50 pL alinarak 96 kuyucuklu kiiltiir kabinin ilk bes sirasina eklenmistir.
Altinct siraya Gentamisin (200 pg/ml) ve yedinci siraya da seyreltici

konulmustur. Burada bulunan besiyeri ile iyice karigtirilarak 50 pL alinip
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ikinci siradaki kuyulara konulmustur. Bu islem onuncu siradaki kuyulara
kadar uygulanip onuncu kuyudan 50 pL disart atilmistir.

Daha sonra her kuyuya 50 pL bakteri siispansiyonundan (1x10® CFU/mL)
konulmustur. On ikinci siraya ise bakteri siispansiyonu konulmamis olup
besiyeri kontrolii olarak kullanilmigtir. Kuyucuklara bakteri siispansiyonu

eklendikten sonra pleyt 37 °C inkiibatérde 24 saat inkiibe edilmistir.

Cizelge 3.6. MiK testinde kullanilan 96 kuyucuklu kiiltiir kabi plani.

Bakteri | Besiyeri
Kontrol | Kontrol
1123 (4|5 |6 |7]|8]29 10 11 12
Bakir-Hidrazon| A
Kompleksi
Bakir-Hidrazon| B
Kompleksi
Bakir-Hidrazon| C
Kompleksi
Bakir-Hidrazon| D
Kompleksi
Bakir-Hidrazon| E
Kompleksi
Gentamisin F
Seyreltici G

3.4. Minimum Bakterisidal Konsantrasyonu (MBK)

Minimum Bakterisidal Konsantrasyonu Testi, MIC testi yapildiktan sonra elde

edilen sonuglara gére gerceklestirilir. MIC testi sonunda bakteri iiremesinin olmadig1 yani

bulaniklik bulunmayan kuyucuklardan 50 pL alinarak Triptik Soy Agar (TSA) besiyerine

ekim yapilir ve 30 °C inkiibatorde yaklagik 24 saat bekletilir. MBK testi sonunda, test

edilen antibakteriyel maddenin bakteri canliligim1i > % 99,9 oraninda inhibe -ettigi

konsantrasyon belirlenir. Belirlenen bu konsantrasyon MBK degeri olarak adlandirilir

(Uzun Yaylaci, 2021).
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Bakir - Hidrazon Komplesinin Akciger Kanseri Hiicre Hatlarinda Olusturdugu

Sitotoksik Etkinin Belirlenmesi

Calismamizda Bakir - Hidrazon Komplesinin 0,01; 0,1; 1; 10 ve 20 uM
konsantrasyonlarinin sitotoksik etkisi iki farkli zaman diliminde ve iki farkli akciger
kanseri hiicre dizisi tizerinde (A549 ve H460) arastirilmistir. Ayrica ¢oziicii kontrol (%
96’lik etanol) grubu da calismaya eklenmistir. Bu amagla Bakir - Hidrazon Komplesinin
20 uM konsantrasyonu i¢inde bulunan % 96’lik etanol miktari igeren ¢oziicii kontrol dozu,

24 ve 48 saat siire ile hiicre dizilerine uygulanmustir.

Yirmi dort saat sonunda Bakir - Hidrazon Komplesinin bes farkli
konsantrasyonunun AS549 hiicre hattindaki canlilign sirasiyla % 18, 28, 37, 65 ve 84
oraninda inhibe ettigi gézlenmistir (***: p<0,001; Sekil 4.1). Yirmi dort saat i¢in hiicrelerin

yarisini dldiiren 1Csg degeri ise 4 uM olarak hesaplanmaistir.

110 ~

100 1 W 24 saat
90 *kk
80 - *kk
70 a **k*k
60 -
50 -
40 i **k%k
30 A
20 i *kk
3
0 i
1 0,1 1 10 20

K 20 0,0
Etanol

A549 Hiicre Canlihg (%)

Bakir-Hidrazon Kompleksi Konsantrasyonlar: (uM)

Sekil 4.1. Bakir - Hidrazon Komplesi konsantrasyonlarinin 24 saat siireyle A549 hiicre
hattina uygulanmasi sonucu mitokondriyal aktiviteye etkisi. Kontrol grubundaki hiicre
canlilig1 % 100 kabul edilmistir. (K: Kontrol, ***: p<0,001).
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Bakir - Hidrazon Komplesi konsantrasyonlart A549 hiicre dizisine kirk sekiz saat
boyunca uygulandiktan sonra, hiicre canliligini sirasiyla % 25, 30, 40, 82 ve 97 oraninda
baskiladig1 tespit edilmistir (***: p<0,001; Sekil 4.2). Kirk sekiz saat 1Csq degeri ise i¢in 2
uM olarak hesaplanmistir.

110 4
~ 100 -
X 90 -
’E” 80 - Fkk . W 48 Saat
g 70 - s
o 60 7
@ 50 A
é’ 40 -
g\r 30 - Kk
2 20 -
10 7 . *k*k
0 - T
K 20 0,01 0,1 1 10 20
Etanol
Bakir-Hidrazon Kompleksi Konsantrasyonlari (uM)

Sekil 4.2. Bakir - Hidrazon Komplesi konsantrasyonlarinin 48 saat siireyle A549 hiicre
hattina uygulanmasi sonucu mitokondriyal aktiviteye etkisi. Kontrol grubundaki hiicre
canliligi % 100 kabul edilmistir (K: Kontrol, ***: p<0,001).

Bu calismada hem 24 hem de 48 saatlik 20 uM Bakir - Hidrazon Komplesinin
¢oziicii kontrol denemelerinde kullanilan en yiiksek konsantrasyon ig¢inde bulunan alkol
miktarinin A549 hiicre canlilig1 iizerinde herhangi bir baskilayict etkisinin olmadig

belirlenmistir (p>0,05).

Bakir - Hidrazon Komplesi konsantrasyonlart ile H460 hiicre dizisi yirmi dort saat
stireyle muamele edildiginde ise hiicre canliliginin sirasiyla % 6, 18, 24, 55 ve 75 oraninda
baskilandigi belirlenmistir (***: p<0,001; Sekil 4.3). 1Cso degeri ise yirmi dort saat igin 8
uM olarak hesaplanmistir.
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110
100 i *k*x
e | W 24 saat
&’ 90 *k%k -
B0 80 -
T% 70
O 60 ] *k*k
g 50 -
= 40
E 30 - *k*x
i 20 -
10 -
0 i
K 20 0,01 0,1 1 10 20
Etanol
Bakir-Hidrazon Kompleksi Konsantrasyonlari (uM)

Sekil 4.3. Bakir - Hidrazon Komplesi konsantrasyonlarinin 24 saat stireyle H460 hiicre
hattina uygulanmasi sonucu mitokondriyal aktiviteye etkisi. Kontrol grubundaki hiicre
canlilig1 % 100 kabul edilmistir (K: Kontrol, ***: p<0,001).

H460 hiicre hatt1 kirk sekiz saat boyunca Bakir - Hidrazon Komplesinin farkli
konsantrasyonlari ile muamele edildiginde ise hiicre canliliginin % 10, 21, 27, 72 ve 95
oraninda baskilandigi belirlenmigtir (***: p<0,001; Sekil 4.4). Kirk sekiz saat i¢in ICs

degeri ise 5 uM olarak belirlenmistir.

110

ok B 48 Saat
*k*k
*k*k
*kx
I *k*k
| [
K 20 0,01 0,1 1

10 20

[N
D N 0 O o
o O o oo
I I R T |

H460 Hiicre Canhihig: (%
N WD gl
oo oo

[y
o
1

o

Etanol

Bakir-Hidrazon Kompleksi Konsantrasyonlar: (uM)

Sekil 4.4. Bakir - Hidrazon Komplesi konsantrasyonlarinin 48 saat siireyle H460 hiicre
hattina uygulanmasi sonucu mitokondriyal aktiviteye etkisi (K: Kontrol, ***: p<0,001).
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Bu ¢alismada hem 24 hem de 48 saatlik 20 uM Bakir - Hidrazon Komplesinin
¢oziicii kontrol denemelerinde kullanilan en yiiksek konsantrasyon i¢inde bulunan alkol
miktarinin H460 hiicre canliligi {izerinde herhangi bir baskilayict etkisinin olmadigida

belirlenmistir (p>0,05).

Yeni sentezlenen metal komplekslerinin kanserli hiicrelerin gogalmasini baskilayici
etkileri siklikla arastirilmaktadir. Bakir 6zellikle yeni sentezlenecek bilesiklerin yapisina
katilmak icin siklikla tercih edilen bir metaldir. Ozellikle canlilarmn yapisinda bakir
elementinin bulunmasi ve enzimlerin c¢alismasinda kofaktér olarak Onemli rol
oynamasindan dolayida da tercih edilmektedir. Ornegin; Philip vd. yaptig1 bir ¢alismada
pirazolon bazli hidrazon tlirevi kullanilarak; bakir, kobalt, nikel ve ¢inko igeren gesitli
metal kompleksleri sentezlenmistir. Bu bilesiklerin meme kanseri (MDA -MB-231), kronik
myeloid 16semi (K-562), serviks adenokarsinom (HeLa), insan kolorektal adenokarsiom
(HT-29) ve insan hepatoseliiler karsinoma (Hep-G2) hiicrelerinde 48 saatteki sitotoksik
etkileri MTT yontemi kullanilarak arastirilmistir. Sentezlenen bilesiklerin toksik etkisinin
en fazla gozlendigi hiicre HeLa hiicre hatt1 olup bu hiicredeki ICsy degeri diger hiicrelere
kiyasla daha diistiktiir. Bakir, kobalt, nikel ve ¢inko iceren bilesiklerin HeLa hiicresindeki
ICso degeri sirastyla 13 uM, 40 uM, 58,5 uM ve 46 pM olarak hesaplanmistir. Bu verilere
bakildiginda bakir igeren bilesigin diger bilesiklere kiyasla daha fazla sitotoksik etkiye
sahip oldugu tespit edilmistir (Philip vd., 2022).

Yapilan baska bir ¢alismada -(IH-benzo[d]imidazol-2-il)-B-karbolin (Y-5) ligandi
kullanilarak [PtL] (kompleks 1), [CuL] (kompleks 2), [Co(L).] (kompleks 3) ve [Ni(L)]
(kompleks 4) olmak tizere dort farkli bilesik sentezlenmistir. Bu bilesiklerin A549, HelLa
ve saglikli insan embriyonik akciger fibroblast hiicresi (Helf) tizerindeki sitotoksik etkileri
48 saat sonunda MTT testi kullanilarak aragtirilmistir. Calismada sisplatin pozitif kontrol
olarak kullanilmistir. Sisplatinin ICso degerleri HeLa hiicresinde 3, A549’da 7 ve Helf
hiicresinde 9 uM olarak belirlenmistir. A549 hiicresi i¢in komplekslerin ICso degerleri
sirastyla 152, 54, >200 ve >200 uM olarak hesaplanmistir. A549 hiicresinde en fazla
sitotoksik etkiyi bakir igeren kompleks gostermistir. HeLa hiicresinde ise kompleks 1 ve
2’nin ICso degerleri 77 ve 92 pM’dir. Denenen dort bilesikten kompleks 1 ve 2’ nin diger
bilesiklere kiyasla daha fazla sitotoksisiteye sahip oldugu tespit edilmistir. Kompleks 1 ve
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2’ nin saglikli hiicre hattt olan Helf iizerindeki ICsq degerlerinin 200 uM’ dan biiyiik
oldugu hesaplanmigtir. Deneylerde komplekslerin DNA’ya baglanma yetenekleri de
arastiritlmistir. Komplekslerin kimyasal yapilarina bakildiginda ise kompleks 1 ve 2’nin
benzer yapiya sahip oldugu belirlenmistir. Bu yapilarin DNA’ ya baglanma iizerinde etkili
oldugu ve bu sayede bilesiklerin antiprolatif etki gosterdigi tespit edilmistir. Bizim
yaptigimiz calismada ise kullandigimiz bakirli bilesigin A549 hiicresinde kirk sekiz saatlik
ICs0 degeri 2 uM olarak hesaplanmis olup, daha fazla sitotoksik etkiye sahip oldugu
belirlenmistir. Bunun, bilesiklerin farkli yapilara ve farkli baglanma sekillerine sahip

olmasindan kaynaklandigi diistiniilmektedir (Jin vd., 2014).

Kumar’in yaptig1 bir ¢alismada Schiff bazi ligandi kullanilarak Mn(ll), Cu(ll),
Ni(II), Fe(IlI) ve Co(II) igeren bilesikler sentezlenmistir. Bu bilesiklerin Dalton Lenfoma
Ascites (DLA) hiicresi kaynakli kati tiimoére karsi antikanser etkinligini arastirmak
amaciyla tripan mavisi boyama yontemi kullanilmistir. Bu deneyde, bilesiklerin 10, 20, 50,
100 ve 200 pg/mL konsantrasyonlart DLA hiicresine uygulanmistir. Hiicreye 200 pg/mL
konsantasyonda uygulanan Mn(ll), Cu(ll), Ni(ll), Fe 1) ve Co(Il) iceren bilesikler,
hiicrede sirastyla % 52, 86, 59, 70 ve 71 oraninda sitotoksisiteye neden olmustur. En fazla
sitotoksisiteyi bakir igeren bilesigin gosterdigi ve ICsp degerinin 47 pg/mL oldugu
belirlenmistir. Elde edilen veriler sonucunda, bakir iceren bilesik kullanilarak in vivo
deney asamasina gecilmis ve bu bilesigin kati timoérler icin etkili bir antikanser ajan

olabilecegi rapor edilmistir (Kumar, 2022).

Daravath vd. yapigi bir ¢alismada, ti¢ farkli Schiff bazi ligand1 ve bu ligandlar
kullanilarak 3 farkli bakirli bilesik sentezlenmistir. Bilesiklerin sitotoksisitesi A549 ve
MCF-7 hiicrelerinde 48 saat siire ile MTT test yontemi kullanilarak arastirilmistir. Bilesik
I, 2 ve 3’in A549 hiicrelerindeki ICso degeri sirasiyla; 38, 42 ve 48 uM olarak
hesaplanmistir. MCF-7 hiicrelerinde ise bilesiklerin I1Cso degerleri 34, 39 ve 45 uM olarak
belirlenmistir. En fazla sitotoksik etkiyi Bilesik 1’in gosterdigi tespit edilmistir. Bilesik
1’de bulunan halojen grubunun bilesigin DNA baglanma yetenegini arttirdig1 ve bu sayede

hiicrede toksisiteye neden oldugu diistiniilmektedir (Daravath vd., 2022).

Han vd. yaptiklar1 bir c¢alismada bakir, kobalt ve ¢inko igeren nanopartikiil
boyutunda Metal-organik gergeveler (MOF) sentezlemislerdir. Bu bilesiklerin yumurtalik
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kanseri (SKOV3), glioblastoma (U87MG) ve glioblastoma (LN229) kanser hiicre hatlar
tizerindeki sitotoksik etkileri arastirilmistir. Hiicreler Co-MOF, Zn-MOF ve Cu-MOF
bilesikleri ile 24 saat boyunca muamele edildikten sonra alamar mavisi boyasi kullanilarak
sitotoksisiteleri belirlenmistir. Bunun sonucunda bilesiklerin saglikli HDF hiicresi tizerinde
sitotoksik etki olusturmadigi, Cu-MOF bilesiginin SKOV3 hiicresi iizerindeki
sitotoksisitesinin diger bilesiklere kiyasla daha fazla oldugu tespit edilmistir. Cu-MOF
bilesiginin SKOV3 hiicresi lizerinde 24 saatte olusturdugu ICsp degeri 12,5 uM olarak
hesaplanmistir (Han vd., 2022). Bu ¢alismada da denenen bakir, kobalt ve ¢inko igeren
nanopartikiillerin i¢inde kanserli hiicreler lizerinde en fazla toksik etkiye bakir iceren

nanopartikiiliin sebep oldugu belirlenmistir.

Yapilan farkli bir ¢alismada ise aril hidrazon ligand1 (1-etil-N'-furan-2-il)-metilen)-
1,4-dihidro-7-metil-4-o0kso-1,8-naftiridin-3-karbohidrazid (NFMHMONC) kullanilarak
bakir i¢eren [Cu(II)(NFMHMONC),]ClI, ve kobalt i¢eren [Co(II)(NFMHMONC),H,0]Cl,
bilesikleri sentezlenmistir. Bu bilesikler HeLa ve meme kanseri (MCF-7) hiicrelerine 24
saat siire ile uygulanmistir. Bakir igeren bilesigin ise 24 saatlik ICso degeri 26,66 ve 42,25
uM’ dir. Kobalt iceren bilesik ise en diisiik sitotoksik etkiye sahip olup ICsy degeri 40.44
ve 49.09 uM’ dir. Yapilan test sonucunda bakir igeren bilesigin kobalt iceren bilesige
kiyasla daha etkili oldugu goriilmektedir (Chennam vd., 2022).

Bu amagla c¢alismamizda bakir kullanilarak sentezlenen Bakir - Hidrazon
Komplesinin farkli konsantrasyonlarinin sitotoksik etkileri insan akciger kanseri (A549 ve
H460) hiicreleri lizerinde konsantrasyon ve zamana bagli olarak 3-(4,5-Dimetiltriazol-2-il)-
2,5 difeniltetrazolium bromid (MTT) testi kullanilarak ilk kez arastirildi. A549 hiicre
dizisinde yirmi dort saat i¢in hiicrelerin yarisini 6ldiiren ICsq degeri ise 4 uM, kirk sekiz
saat i¢in ise 2 uM olarak hesaplandi. H460 hiicre dizisinde yirmi dort saat i¢in hiicrelerin
yarisini Oldiiren ICsp degeri ise 8 uM, kirk sekiz saat i¢in ise 5 uM olarak hesaplandi. Bakir
- Hidrazon Komplesinin her iki hiicre hatt1 {izerinde de diisilk konsantrasyonlarda hiicre
canliligini benzer sekilde baskiladigi tespit edildi. Iki hiicre hatt1 {izerindeki sitotoksik
etkisi karsilastirildiginda bu etkinin benzer olmakla beraber, Bakir - Hidrazon Komplesinin
A549 hiicreleri iizerinde daha sitotoksik bir aktivite gosterdigi gozlenmistir. Iki hiicre
hattinda Bakir - Hidrazon Komplesinin zamana bagl toksik etkisine bakildiginda, 24 ve 48

saatlik uygulamalar arasinda sitotoksik etki bakimindan anlamli bir farklilik gériilmemistir.
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Kisaca doza bagli ama zamana bagli olmayan bir sitotoksik etki gdzlenmistir. Bunun en
Oonemli sebebinin 24 saatlik uygulama esnasinda Bakir - Hidrazon Komplesinin diisiik
dozlarinin bile yiiksek sitotoksik aktivite gostermesinden dolay1 oldugu diisiiniilmektedir.
Diger bir degisle Bakir - Hidrazon Komplesinin diisiik dozlar1 zaten ilk 24 saat i¢inde
hiicrelerin biiyiik bir kisminin yasamsal aktivitelerini durduracak sitotoksik aktiviteye

sahip olmasindan dolay1 oldugu diisiilmektedir.

Yapilan bir ¢alismada N-asilhidrazon ligand1 kullanilarak sentezlenen yeni bir bakir
(II) bilesiginin [Cu(HL)(H2O)](NO3)H, yirmi dort saatlik sitotoksisitesi arastirilmigtir.
Arastirmada insan osteosarkom (MG-63), insan kolorektal adenokarsiom (HT-29), kii¢iik
hiicreli dis1 akciger (A549) kanser hiicre dizilerinde ve saglikli fareden tiiretilen fibroblast
(L929) hiicrelerinde bilesigin sitotoksik etkileri belirlemek igin MTT testi kullanilmistur.
Bilesigin hiicre ¢ogalmasini baskilayan 1Csy degerleri sirasiyla 2,0; 7,4; 3,1 ve 3,6 uM
olarak belirlenmistir. (Rodriguez vd., 2021). Calismada denenen bilesigin, farkli ii¢
kanserli hiicre hattinda da benzer sitotoksik etkiye sahip oldugu goriilmektedir.
Calismamizda da benzer sekilde denenen Bakir - Hidrazon Komplesinin iki farkli akciger
karsinomuna ait hiicre dizileri {izerinde birbirine yakin hiicre ¢ogalmasini baskilayici etki

gosterdigi tespit edilmistir.

Zeng vd. yaptigt baska bir ¢alismada ise; bakir ile birlikte 2-amino-6-
metoksibenzotiyazol (ambt) ve 4-kloro-3-nitrobenzoik asit (cnba) ligandlarini kullanarak
bilesik 1 ve (ambt) ile 4-klorobenzoik asit (clba) kullanarak bilesik 2 sentezlenmistir. Bu
bilesikler ile yapilan sitotoksisite calismalarinda Bilesik 1 i¢in 24 ve 48 saatlik 1Csg
degerleri sirasiyla; A549 hiicre dizisinde 61,56 ve 25,73 uM, HeLa hiicre dizisinde 37,27
ve 19,77 uM, HepG2 (insan hepatoseliiler karsinoma) hiicre dizisinde 48,35 ve 23.47 uM
olarak belirlenmistir. Bilesik 2 igin ise 24 ve 48 saatlik 1Cso degerleri sirasiyla; A549
hiicrelerinde 36,96 ve 25,13 uM, HeLa hiicrelerinde 21,85 ve 14,58 uM, HepG2
hiicrelerinde ise 29,84 ve 14,97 uM olarak belirlenmistir. Calismada her iki bilesigin
0zellikle HeLa hiicre dizisi lizerinde daha toksik etkiye sahip oldugu belirlenmistir. Ayrica
zamana bagli olarakta toksik etkinin arttig1 da gozlenmistir. Ayrica bilesiklerin DNA ile
baglanma yetenekleri test edildiginde Bilesik 2°’nin daha fazla baglanma derecesine sahip
oldugu tespit edilmistir. Buradan yola ¢ikarak Bilesik 2’nin kanser hiicrelerinde Bilesik 1°e

gore daha fazla sitotoksik etki gdstermesinin nedeninin bu baglanma yetenegi ile iligkili
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olabilecegi diisliniilmektedir (Zeng vd., 2021). Bilesik 1 i¢in 24 ve 48 saatlik ICsg degerleri
strastyla; A549 hiicre dizisinde 61,56 ve 25,73 olarak hesaplanmistir. Calismamizda ise
denenen Bakir - Hidrazon Komplesinin A549 hiicre dizisindeki 1Csq degeri ise 4 uM, kirk
sekiz saat i¢in ise 2 uM olarak hesaplandi. Calismamizda denenen bakir kompleksinin,
Zeng vd. denedigi Bilesik 1’e gore daha yiiksek sitotoksik aktiviteye sahiptir, fakat zamana
bagli olarak toksisitede bir artis gerceklememistir. Ayni hiicre hatti olmasina ragmen
goriilen sitotoksik etkinin farkli olmasi ve zamana bagli olarak toksik etkide goriilen

degisikliklerin bilesiklerin yapisal farkliliklarindan ileri geldigi diistiniilmektedir.

4.2. Bakir - Hidrazon Komplesinin BEAS-2B Hiicre Hattinda Olusturdugu

Sitotoksik Etkinin Belirlenmesi

Calismamizda Bakir - Hidrazon Komplesinin 0,01; 0,1; 1; 10 ve 20 uM
konsantrasyonlar1 24 ve 48 saat boyunca BEAS-2B hiicre hattina uygulanmistir. Bakir -
Hidrazon Komplesi konsantrasyonlar1 BEAS-2B hiicre dizisine yirmi dort saat boyunca
uygulandiktan sonra 0,01 uM konsantrasyonda hiicre canlilig1 {izerinde herhangi bir etkisi
olmadig1 gozlenirlen (p> 0,05), diger konsantrasyonlarda sirasiyla 7, 13, 51 ve 34 oraninda
baskiladig tespit edilmistir (***: p<0,001; Sekil 4.5). 1Cso degeri ise yirmi dort saat igin 11
uM olarak hesaplanmigtir.
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Sekil 4.5. Bakir - Hidrazon Komplesi konsantrasyonlarinin 24 saat siireyle BEAS-2B hiicre
hattina uygulanmasi sonucu mitokondriyal aktiviteye etkisi (K: Kontrol, ***: p<0,001).

Kirk sekiz saat sonunda Bakir - Hidrazon Komplesi konsantrasyonlarinin BEAS-2B
hiicre hattindaki canlilig1 sirasiyla % 8, 11, 16, 64 ve 87 oraninda inhibe ettigi gdozlenmistir

(***: p<0,001; Sekil 4.6). Kirk sekiz saat i¢in ICso degeri ise 7 pM olarak hesaplanmuistir.
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Sekil 4.6. Bakir - Hidrazon Komplesi konsantrasyonlarinin 48 saat siireyle BEAS-2B hiicre
hattina uygulanmasi sonucu mitokondriyal aktiviteye etkisi (K: Kontrol, ***: p<0,001).

Calismamizda Bakir - Hidrazon Komplesinin 5 farkli konsantrasyonu 24 ve 48 saat
boyunca saglikli hiicre hatti olarak kullanilan BEAS-2B hiicre hattina uygulanmistir. 1Csg
degerleri 24 saat i¢in 11 uM, 48 saat i¢in 7 uM olarak hesaplanmistir. Bakir - Hidrazon
Kompleksi ile muamele edilen BEAS-2B hiicrelerinde olusan toksisitenin, A549 ve H460
hiicrelerine oranla daha az oldugu gézlenmistir. Rodriguez vd., (2021) yaptig1 calismada da
N-asilhidrazon ligand1 kullanilarak sentezlenen yeni bir bakir (II) bilesiginin
[Cu(HL)(H20)](NO3)H; yirmi dort saatlik sitotoksisitesi arastirilmistir. Aragtirmada kiigiik
hiicreli dis1 akciger (A549) kanser hiicre dizilerinde ve saglikli fareden tiiretilen fibroblast
(L929) hiicrelerinde bilesigin sitotoksik etkileri belirlemek igin MTT testi kullanilmastir.
Bilesigin hiicre ¢ogalmasini baskilayan ICsy degerleri sirasiyla A549 da 3,1 ve L929
hiicrelerinde ise 3,6 uM olarak belirlenmistir. Bu ¢alismada da bizim ¢alismamiza benzer

sekilde denen bilesigin benzer sekilde saglikli hiicre hattinda da sitotoksik bir aktiviteye
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sahip oldugu goriilmektedir. Hatta bu calismada denen bilesigin normal hiicre hattinda

biraz daha fazla sitotoksik etkiye neden oldugu da goriilmektedir.

Yapilan baska bir calismada ise bakir ile sentezlenen komplekslere glisin
eklenilerek kapali formiilleri [Cu(nphen)(gly)(H20)] ve [Cu(dmphen)(gly)(NOs3)(H,0)]
olan ve kompleks 1 ve 2 olarak isimlendirilen iki kompleks sentezlenmistir. Sentezlenen
bu komplekslerin sitotoktoksik aktiviteleri Caco-2 (kolorektal kanser), A549 ve MCF-7
kanser hiicrelerinde ve saglikli hiicre dizisinde (BEAS-2B) XTT testi kullanilarak
aragtirtlmistir. Deneyler sonucunda kompleks 1 ve 2’nin Caco-2 hiicre dizisi tizerinde en
yiiksek sitotoksik aktivite gosterdigi belirlenmistir. Caco-2 hiicreleri tizerinde kompleks 1
ve 2 i¢in 24 saatlik ICsy degerleri sirasiyla 1,07 ve 0,66 uM olarak hesaplanmigtir. MCF-7
hiicrelerinde ise 1Csy degeri sirasiyla 1,09 ve 1,01 uM, A549 hiicrelerinde ise 2,59 ve 12,09
uM olarak bulunmustur. BEAS-2B hiicrelerinde ise 1Csy degerleri 2,72 ve 2,33 uM olarak
rapor edilmistir. Bu ¢alismada da denenen kompleksler bizim ¢aligmamiza benzer sekilde
kanserli hiicreler ile saglikli hiicreler iizerinde yakin sitotoksik aktiviteler gdstermistir (Inci
vd., 2017). Komplekslerin A549 hiicreleri ile BEAS-2B hiicreleri tizerindeki sitotoksik
aktivitesi karsilastirildiginda kompleks 1’in 24 saatlik toksisitesinin her iki hiicre hattinda
zamana bagli bir degisim gostermedigi, buna ragmen 48 saatlik uygulamada ise Kompleks
2’nin 48 saatlik etkisinin 6zellikle BEAS-2B hiicrelerinde arttigi rapor edilmistir. Yani
kompleks 2 normal hiicre hattinda 48 saatlik uygulamada daha fazla sitotoksik etkiye
neden olmustur. Yine komplekslerin kimyasal yapilarindaki degisikligin sitotoksik etki

lizerinde degiskenlige sebep olabilecegi rapor edilmistir (Inci vd., 2017).

Yapilan bagka bir ¢alismada bakir ve kobalt igeren; [Co(iaa),(H20),]H20, [Co(1-
allim)g](NOs),, [Cu(iaa)2(H20)], [Cu(l-allim)4(NOs),] bilesikleri ve tek basina metal
iyonlar1 (CuCl, ve CoCl;) A549 ve BEAS-2B hiicrelerine 48 saat boyunca 7-250 uM
konsantrasyon  araliginda  uygulanmistir. MTT  testi  uygulanarak  sonuglar
karsilastirildiginda A459 hiicrelerinin, BEAS-2B hiicresine gore daha duyarli oldugu,
[Cu(1-allim)4(NOs3),] bilesiginin diger bilesiklere ve tek basina metal iyonlarina kiyasla
daha yiiksek toksisiteye sahip oldugu belirlenmistir (Gatczynska vd., 2019).

Maalesef su an klinikte kanser tedavisinde kullanilanilan pek ¢ok kemoterapotik

ilacin normal hiicreler iizerinde toksik etkileri bulunmaktadir. Ozellikle kanser hastalig
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icin yeni ilag gelistirme ¢alismalarinda normal hiicrelere zarar vermeyen ama kanserli

hiicrelerin ¢ogalmasini durduran kimyasal maddelerin arayis1 halen devam etmektedir.

4.3. Karboplatinin Akciger Kanseri Hiicre Hatlarinda Olusturdugu Sitotoksik

Etkinin Belirlenmesi

Calismamizda akciger kanseri tedavisinde siklikla kullanilan karboplatin pozitif
kontrol olarak kullanilmigtir. Karboplatinin, A549 ve H460 hiicre hatlarinda olusturdugu
sitotoksik etki, hiicrelerin canliligin1 mitokondriyal aktiviteye bagl olarak dlcen MTT testi
kullanilarak hesaplanmistir. Akciger kanseri hiicreleri 24 ve 48 saat boyunca karboplatinin

0,01;0,1; 1; 10 ve 20 uM dozlar1 ile muamele edilmistir.

Yirmi dort saat boyunca karboplatinin 0,01, 0,1 ve 1 uM dozlar1 ile muamele edilen
A549 hiicre hattinda herhangi bir ¢ogalmay: baskilayici etki gozlenmezken (p> 0,05); 10
ve 20 uM dozlarinda sirasiyla % 9 ve 11 oraninda ¢ogalmayi baskilayicr etki gézlenmistir
(***: p<0,001) (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. Karboplatin dozlarinin 24 saat siireyle A549 hiicre hattina uygulanmasi sonucu
mitokondriyal aktiviteye etkisi (K: Kontrol, ***: p<0,001).

Kirk sekiz saat boyunca karboplatinin 0,01 ve 0,1 uM dozlar1 ile muamele edilen
A549 hiicre hattinda herhangi bir cogamay1 baskilayict bir etki gozlenmezken (p>0,05);

diger dozlarda sirasiyla % 6, 11 ve 11 oraninda ¢ogalmay1 baskilayici etki gozlenmistir.
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(***: p<0,001) (Sekil 4.7). A549 hiicrelerinde yirmi dort ve kirk sekiz saat i¢in 1Cso degeri

hesaplanamamistir.
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Sekil 4.8. Karboplatin dozlarinin 48 saat siireyle A549 hiicre hattina uygulanmasi sonucu
mitokondriyal aktiviteye etkisi (K: Kontrol, ***:p<0,001).

H460 hiicreleri ile yirmi dort saat karboplatinin 0,01; 0,1 ve 1 uM dozlar ile
muamele edildiginde ¢ogalmay1 baskilayic1 bir etki gozlenmemis olup, 10 ve 20 uM
dozlarda ise ¢ogalmay1 kontrole gore % 3 ve 4 oraninda azalttigi belirlenmistir (p>0,05)

(Sekil 4.9).
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Sekil 4.9. Karboplatin dozlarinin 24 saat siireyle H460 hiicre hattina uygulanmasi sonucu
mitokondriyal aktiviteye etkisi (K: Kontrol).
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H460 hiicreleri kirk sekiz saat siireyle karboplatinin 0,01; 0,1 ve 1 pM dozlar ile
muamele edildiginde hiicre canliliginda herhangi bir azalma gézlenmemisken (p> 0,05), 10
ve 20 uM dozlarda ise ¢ogalmayi kontrole gore % 8 ve 10 oraninda azalttig1 belirlenmistir
(Sekil 4.10). H460 hiicrelerinde yirmi dort ve kirk sekiz saat i¢in 1Csy degeri

hesaplanamuigtir.
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Sekil 4.10. Karboplatin dozlarinin 48 saat siireyle H460 hiicre hattina uygulanmasi sonucu
mitokondriyal aktiviteye etkisi (K: Kontrol, ***:p< 0,001).

Calismamizda, denenen karboplatin dozlarmin kiigiik hiicreli dist akciger kanseri ve
biiyiik hiicreli akciger kanseri hiicreleri lizerinde doza ve zaman bagl olarak herhangi bir
toksisite gostermedigi belirlenmistir. Buna ragmen ¢alismamizda denen Bakir - Hidrazon
Komplesinin her iki zaman diliminde de karboplatine gore olduk¢a toksik oldugu

belirlenmistir.

Subhajit vd. yaptig1 bir ¢alisgmada Pt(II) igeren 6 adet bilesik sentezlemis ve bu
bilesiklerin A549, MCF-7 ve MDA-MB-231 (meme Kkanseri) hiicreleri iizerindeki
antikanser aktivitesi MTT yontemi kullanilarak arastirmistir. Bu ¢alismada sisplatin ve
oxaliplatinin yan1 sira karboplatin de pozitif kontrol olarak kullanilmigtir. Deney
sonuclarina gore 72 saat igin, karboplatinin A549 hiicrelerinde olusturdugu sitotoksik
etkinin 1Cso degeri 48 uM, sisplatinin 18 uM ve oxaliplatinin 26 uM olarak hesaplanmigtir

(Mukherjee vd., 2017). Bizim ¢alismamizda A549 hiicrelerine uygulanan en uzun maruz
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kalma siiresi 48 saat olarak planlamisti ve bu siirede hiicrelerde karboplatinin toksik etkisi
goriilmemisti. Bu calismada ise uygulama siiresi 72 saat olarak planlamistir. Hiicrelerin
karboplatine bir giin daha fazla maruz kalmalar1 sitotoksik etkinin ortaya ¢ikmasinda etkili

oldugu diistiniilebilir

Yapilan bagka bir calismada da Panobinostat bilesiginin toksisitesi yine pozitif
kontrol olarak karboplatin kullanilarak MTS yontemiyle arastirtlmistir. Karboplatin tek
basina A549 ve H460 hiicrelerine 72 saat boyunca uygulandiginda, ICsy degerleri sirasiyla
280 uM ve 132 uM olarak hesaplanmistir (Wang vd., 2018). Mukherjee vd. yaptig1 bir
calismada karboplatinin A549 hiicrelerinde olusturdugu 72 saatlik sitotoksik etkinin ICsg
degeri 48 uM olarak bulunurken (Mukherjee vd., 2017), Wang vd yaptigi deneyde A549
hiicrelerine 72 saat boyunca Kkarboplatin uygulandiginda, ICsy degeri 280 pM olarak
bulunmustur. Bu iki ¢alismada da ayni hiicre ve ayni maddenin denenmesine ragmen,
farkli ICsp degerlerinin bulunmasinin sebebi yontemsel farkliliklar ya da kiiltiir

kosullarindaki degisikliklerden kaynaklanabilecegini géstermektedir.

4.4. Bakir - Hidrazon Komplesinin Antiviral Etkinliginin Arastirilmasi

Virtisler oldukca kiicik canlilardir. Bu nedenle varligit 151tk mikroskobunda
gozlemlenemez.  Goriintiilenebilmeleri  i¢cin  elektron mikroskobuna ihtiyag vardir.
Aragtirmacilar virtislerin varligin1  gosterebilmek igin elektron mikroskobu disinda farkli
yontemler gelistirmiglerdir. Bu yontemlerden birisi de hiicre kiiltiirinde viriislerin
cogaltilmasidir. Viriisler, ortamda bulunan canli hiicreleri kullanarak ¢ogalabilmektedir. Hiicre
kiiltiirtinde bulunan hiicrelerin viriisle enfekte edilmesi ve hiicrelerde ¢ogalmasi viriislerin
varhigiin tespit edilmesinde kullanilir (Akgali, 2010). Antiviral aktivite tayin yontemi bu

sekilde yapilmaktadir.

Calismada Bakir - Hidrazon Komplesinin farkli dozlarinin Polioviriis {izerindeki
antiviral etkinliginin tespiti i¢in Vero hiicre hatti kullanilmistir. Bu amagla sentezlenen
kompleksin Vero hiicresi iizerindeki toksik olan ve toksik olmayan dozlarmin belirlenmesi
gerekmektedir. Bu amagla MTT yontemi kullanilarak sitotoksisite testi yapilmistir. Bakir -
Hidrazon Komplesinin 0,01; 0,1; 1; 10 uM konsantrasyonlar1 ve 10 uM Etanol ¢oziicii
kontrolii ile Vero hiicre hatt1 24 ve 48 saat muamele edilmistir. Bakir - Hidrazon Komplesi

ile muamele edilen Vero hiicrelerinde 24 saat sonunda 0,01; 0,1; 1 konsantrasyonlarinin hiicre
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canliligi tizerinde herhangi bir baskilayr etkisi olmazken (p>0,05; Sekil 4.11), 10 uM
konsantrasyonunun % 70 oraninda hiicre canliligini inhibe ettigi belirlenmistir (***; p<0001;
Sekil 4.11), 48 saat sonunda ise yine 0,01; 0,1; 1 dozlarinin hiicre canlilig1 tizerinde herhangi
bir degisiklige neden olmazken (p>0,05; Sekil 4.12), 10 uM konsantrasyonunun % 77
oraninda canliligi inhibe ettigi tespit edilmistir (***; p<0001; Sekil 4.12).
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Sekil 4.11. Bakir - Hidrazon Komplesi konsantrasyonlarinin 24 saat siireyle Vero hiicre
hattina uygulanmasi sonucu mitokondriyal aktiviteye etkisi (K: Kontrol, ***: p<0,001).
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Sekil 4.12. Bakir - Hidrazon Komplesi konsantrasyonlarinin 48 saat siireyle Vero hiicre
hattina uygulanmasi sonucu mitokondriyal aktiviteye etkisi (K: Kontrol, ***: p<0,001).

4.5. Antiviral Test Sonuclari

Bakir - Hidrazon Komplesinin Vero hiicre hatti tizerinde 10 pM konsantrasyondan itibaren
toksik oldugu belirlendikten sonra, 50; 15,2; 5; 1,58; 0,5; 0,05 ve 0,01 pM konsantrasyondaki

antiviral etkinligi ilk kez aragtirilmistir.

1,58 uM ve daha diisiik denenen konsantrasyonlardan itibaren Vero hiicre canliliginda bir
inhibisyon gozlenmemis olup ayni konsantrasyolarda Polioviriis canliliginda herhangi bir
inhibisyon olmadigi belirlenmistir. Elde edilen veriler sonucunda, sentezlenen bilesigin

antiviral etkinliginin olmadigi gézlenmistir (Sekil 4.13).
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Sekil 4.13. Bakir - Hidrazon Komplesi konsantrasyonlarinin Vero hiicre hattina ve
Polioviriise karsi inhibisyon etkisi.

Bakirli bilesikler gibi ¢esitli metal komplekslerinin antimikrobiyal etkinlikleri
yillardir bilindiginden, bu bilesiklerin antiviral etkinlikleri de siklikla arastiriimaktadir.
Ozellikle viriislerde zarf yapisinin bulunup bulunmamasi, ¢alisilan bilesigin etkinliginin

belirlenmesinde dnemli bir yere sahiptir.
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Yapilan bir ¢alismada zarfli bir viriis olan Influenza A viriisii (A/PR8/HIN1) ve
zarfsiz bir viriis olan Bakteriyofaj Qp viriisii izerinde; soliisyon halindeki iyonik bakir ve
glimiis ile beraber cam bir yiizeyde bulunan kati formdaki bakir ve giimiis bilesiklerinin
etkileri arastirilmistir. Deneyler sonucunda kat1 formdaki bakir oksidin (Cu,0) Influenza A
ve Bakteriyofaj Qp tlizerinde antiviral etkisi bulunurken, kati formdaki (diger) bakir oksidin
(CuO) daha az antiviral etkisi oldugu tespit edilmistir. Bunun, bilesiklerin oksidasyon

durumlarinin farkli olmasindan kaynaklandigi diisiiniilmektedir (Minoshima vd., 2016).

Ayni ¢alismada suda ¢oziinebilen glimiis nitrattan (AgNO3) ve giimiis(I) oksit
(Ag20) bilesiklerinin Influenza A viriisii iizerinde antiviral etkisi bulunurken, suda
¢ozlinmeyen giimiis siilfit (Ag,S) bilesiginin bir etkisinin olmadigi hesaplanmistir. Bunun
nedeni olarak da gimis igeren metal komplekslerinin su igerisinde ¢oziinme
miktarlarindaki farkliliklar oldugu diistiniilmektedir. Ayn1 metal kompleksleri Bakteriyofaj
Op tizerinde denendiginde ise daha diistik bir antiviral etki gézlenmis olup, suda ¢oziinen
giimiiglii bilesiklerin zarfsiz viriisler {izerinde antiviral etkinli§inin olmadig1 tespit
edilmistir. AQg,S bilesiginin ise her iki viriiste de antiviral etkinliginin olmadig
belirlenmistir (Minoshima vd., 2016). Bizim g¢alismamizda kullanilan Bakir — Hidrazon
Kompleksinin suda ¢o6ziinmiis olmasindan dolayr etkiginin azalmis olabilecegini

diistinmekteyiz.

Yapilan bagka bir ¢alismada ise Rutenyum ile birlikte Cl, Br, 1 ve NCS igeren
dokuz farkli bilesik sentezlenmistir. Bu bilesiklerin Herpes simpleks ve Polioviriis Tip 1
tizerindeki antiviral etkinligi arastirilmistir. Deneyler sonucunda bilesiklerden sekiz tanesi
Herpes simpleks ve Polioviriis Tip 1 lizerinde etkisiz bulunurken bir tanesi Polioviriis Tip 1
tizerinde antiviral etkili bulunmustur (Allardyce vd., 2003). Bizim g¢alismamiza benzer
sekilde bakir disindaki farkli metal iyonlar1 igeren bilesiklerin Polioviriis Tip 1 tizerinde

antiviral etkinliklerinin olmadigi belirlenmistir.

Bakir - Hidrazon Kompleksi kullanarak yaptigimiz antiviral testte ise zarf yapisi
icermeyen Polioviriis Tip 1 lizerinde herhangi bir azalisin olmadigi belirlenmistir. Bunun;
bilesigin yapisi, bilesikte bulunan elementler ve bunlarin baglanis bi¢imlerinden

kaynaklandig: diistintilmektedir.
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4.6.Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu (MiK) Testi ve Minimum Bakterisidal
Konsantrasyon (MBK) Testi Sonug¢lari

Bakteriler hiicre duvar yapilarina goére gram pozitif ve gram negatif olmak tizere iki
gruba ayrilmaktadirlar (Sekil 4.14). Gram pozitif bakterilerin hiicre duvar sitoplazmik zar
ve hiicrenin dis kisminda bulunan kalin peptidoglikan tabakadan olugmaktadir. Gram
negatif bakteriler ise sitoplazmik zar, ince bir peptidoglikan tabaka ve dis zardan olusan bir
hiicre duvart yapisina sahiptirler. Gram negatif bakterilerin dis zarinda bulunan
lipopolisakkaritlerden olusan tabaka, hidrofobik maddelerin hiicre igine girmesini
engellerken, bakterinin dis etkenlere karsi daha dayanikli olmasini saglamaktadir. Gram
negatif bakteriler bu sayede, gram pozitif bakterilere gore daha patojen 6zellik gosterirler

ve ilagla tedavi edilmeleri de oldukga zor olur (Elif ve Everest, 2013).
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Sekil 4.14. Gram pozitif (A) ve gram negatif (B) bakterilerin hiicre duvar yapilari
(Tirkoglu ve Aslan, 2018).
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Calismamizda Bakir - Hidrazon Kompleksinin konsantrasyonlari1 (500; 250; 125;
62,5; 31,25; 15,62 ve 7,81 uM) iki tane gram negatif (Escherichia coli ve Pseudomonas
aeruginosa), 3 tane de gram pozitif bakteri (Bacillus subtilis, Enterococcus hirae ve
Staphylococcus aureus) iizerinde denenmistir. Yapilan MiK ve MBK testi sonuglarina
bakildiginda (Cizelge 3.7) Bakir - Hidrazon Kompleksinin gram negatif olan Escherichia
coli ve Pseudomonas aeruginosa bakterilerine karsi antibakteriyel etki gostermedigi
belirlenmistir. MiK testinin sonucunda gram pozitif olan Bacillus subtilis, Enterococcus
hirae ve Staphylococcus aureus bakterilerinde ise sirasiyla 31,25; 62,5 ve 62,5 uM
konsantrasyonlarinda antibakteriyel etki gosterdigi belirlenmistir. En gii¢lii MIK degerini
Bacillus subtilis bakterisi iizerinde gostermistir. Diger iki bakterideki MIK degeri ise
benzer sekilde oldugu belirlenmistir. MBK testi sonucunda ise en giicli MBK degerine
sahip olan organizmanin Bacillus subtilis bakterisi oldugu belirlenmistir. Ayrica Bakir -
Hidrazon Kompleksinin Enterococcus hirae ve Staphylococcus aureus bakterilerinin
cogalmasini benzer oranda baskiladig1 goézlenmistir. Calismada Gentamisin pozitif kontrol

olarak kullanilmistir.

Cizege 3.7. Bakir - Hidrazon Kompleksinin MIK ve MBK degerleri

Bakar — Hidrazon Gentamisin
Kompleksi
MIK (uM) MBK (uM) MIK (ug/mL) MBK (ug/mL)
Bacillus subtilis 31,25 62,5 1,56 3,125
Enterococcus hirae 62,5 250 50 >50
Staphylococcus aureus 62,5 500 6,25 6,25
Escherichia coli >500 >500 12,5 12,5
Pseudomonas >500 >500 6,25 6,25

aeruginosa

Bakir ve bakir alasimlarinin antimikrobiyal aktivitesi uzun bir siiredir
bilinmektedir. Ozellikle hastane enfeksiyonlarinin yayilmasini azaltmak amaciyla bakir,
tuvalet sifonu diigmeleri, elektrik agma kapama diigmeleri, koridor tirabzanlari, kapi
kollar1 ve kulplari, banyo armatiirleri, yatak korkuluklar1 vb. gibi dokunulan yiizeylerde
kullanilmistir. Bakirin tipta antimikrobiyal ajan olarak kullanimi 19. yiizyildan itibaren
olduk¢a yaygmlagmistir (Boinovich vd., 2019). Yillardir yapilan g¢alismalarla bakirin
antibakteriyel etkinlik mekanizmalart aydinlatilmistir. Bakir, o6zellikle bakterilerin

membran yapisini bozarak antibakteriyel etkinlik gosterdigi rapor edilmistir. Ozellikle
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gram pozitif bakterilerin, gram negatif bakterilere kiyasla bakira kars1 daha duyarli oldugu
belirlenmistir (Salah vd., 2021).

Yapilan bir c¢alismada [Cu(Gly-L-Val)(HPBM)(H.0)]CIO, H,O (Bilesik 1),
Cu(Gly-L-Val)(TBZ)(H,0)]ClO4 (Bilesik 2) ve [Cu(Gly-L-Val)(PBO)(H,0)]CIO, (Bilesik
3) olmak tizere ii¢ yeni bakirli bilesik sentezlenmistir. Bu bilesikler B. subtilis, S.aureus,
E.coli ve P. aeruginosa bakterilerine uygulandiktan sonra MIK ve MBK degerleri

hesaplanmuis olup asagidaki Cizelge 3.8’de belirtilmistir (Qi vd., 2018).

Cizelge 3.8. Bilesik 1,2 ve 3’iin MIiK ve MBK degerleri.

Bilesik 1 Bilesik 2 Bilesik 3
MiK - MBK MiK - MBK MiK - MBK
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
B. subtilis 13-16 100 - 128 150 - 160
S.aureus 18- 20 150 - 320 320 - 320
E.coli 26 - 32 200 - 256 320-512
P. aeruginosa 64 - 512 320 - >512 400 - >512

Hesaplamalar sonucunda bakir bilesiklerinin en yiiksek antibakteriyel etkinligi B.
subtilis'de gosterdigi ardindan sirasiyla S. aureus, E. coli ve en az P. aeruginosa’da
antibakteriyel etkinlik gosterdigi belirlenmistir (Qi vd., 2018). Bu ¢alismadan elde edilen
sonuglarin  bizim deney sonuglarimiz ile olduk¢a uyumlu oldugu goriilmiistiir.
Calismamizda Bakir - Hidrazon Komplesinin en yiiksek antibakteriyel etkinligi B. subtilis
(31,25- 62,5 uM) ve S.aureus (62,5- 500 uM) da gosterdigi, en az etkinligi ise E.coli ve P.
aeruginosa’da (500- 500 uM) gosterdigi hesaplanmistir. Caligmanin verileri ile kendi
verilerimiz karsilagtirildiginda kullanilan bakirh bilesikler ile bizim kullandigimiz Bakir -

Hidrazon Komplesinin benzer sekilde antibakteriyel etkinlik gosterdigi belirlenmistir.

Yapilan bagka bir ¢alismada ise sentezlenen bakirli bilesigin gram pozitif ve gram
negatif bakteriler iizerindeki etkinligi arastirilmustir. Bilesigin MIK ve MBK degerleri
sirasiyla S. aureus i¢in 94 pg/mL, 94pg/mL; E. coli i¢in 450 pg/mL, 450 pg/mL olarak
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hesaplanmistir (Derikvand vd., 2010). Bu calismada, sentezlenen bakirl bilesigin MiK ve
MBK degerlerinin gram pozitif olan S. aureus bakterisinde daha diisiik oldugu, gram
negatif olan E. coli bakterisinde ise daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Bu sonuglarin bizim

deney sonuglarimizla oldukca benzer oldugu tespit edilmistir.

Bakir ve ¢inko igeren iki farkli bilesik ile yapilan bir ¢alismada, bu bilesiklerin S.
aureus, E. coli ve P. aeruginosa bakterileri tizendeki antibakteriyel etkileri arastirilmistir.
Deneyler sonucunda bakir igeren bilesigin MIK degerleri sirasiyla 3,91 pug/mL; 125 pg/mL
ve 0,98 ng/mL olarak bulunmustur. Cinko igeren bilesigin MIK degerleri ise 15,63 ug/mL;
125 pg/mL ve 1,95 pg/mL olarak hesaplanmistir. Deneyler sonucunda bakir igeren
bilesigin ¢inko iceren bilesige kiyasla daha fazla antibakteriyel etkinlige sahip oldugu
belirlenmistir. Bu deneylerde, bilesiklerin yapisi nedeniyle P. aeruginosa bakterisinin
zarindan gecebilme Ozelliginde oldugu ve bu sayede P. aeruginosa tizerindeki
antibakteriyel etkinliginin diger bakterilerden fazla oldugu diisiiniilmektedir (Damena vd.,
2022).

Bizim ¢aligmamizda ise etkinligini arastirdigimiz metal kompleksinin gram negatif
olan E. coli ve P. aeruginosa iizerinde c¢ogalmayi baskilayict bir etkisi olmadigi
belirlenmistir. Bu sebeple bilesigin hiicre zarindan gecebilme 6zelliginde olmadigi, gram

pozitif bakterilerde bulunan peptidoglikan tabaka {izerinde etkisi oldugu diisliniilmektedir.

Simdiye kadar sitotoksik, antiviral ve antibakterial 6zellikleri arastirilan bakir
bilesiklerinin farkli etkinliklerinin gozelendigi yapilan literatiir calismasinda da
anlagilmaktadir. Bu ¢alisma sonuclarindaki farkliliklarin en temel sebebi farkli ligandlarla
sentezlenmeleri, sentez agamasinda ¢esitli yan gruplarin eklenmesi olabilir. Ayrica farkli
hiicrelerin hiicre kiiltiir ortami kosullarinin farkli olmasi, sitotoksik ¢alismalarda kullanilan

farkli metodolojiler, farkli doz agilimlar1 da sonuglar1 etkileyen 6nemli sebeplerdendir.
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5. SONUC VE ONERILER

Kansere bagli dliimler ile ilgili yapilan istatistiksel calismalara bakildiginda birinci
sirada akciger kanserinin yer aldigr goriilmektedir. Kiiciik hiicreli ve kiiciik hiicreli dis1
akciger kanseri (KHDAK) olmak iizere iki g¢esidi bulunan akciger kanserinde,
Amerika’daki KHDAK vakalari igin bes yillik sag kalim oraninin yaklasik % 20 oldugu
belirtilmistir (van der Hoorn vd., 2021). Bunun en 6nemli sebepleri hastaligin genellikle
gec evrede teshis edilmesi ve bu duruma bagh olarak halen tedavisinde en etkili yontem

olan cerrahi miidahale i¢in ge¢ kalinmis olmasidir.

Akciger kanserinin tedavisinde kullanilan yontemler hastaligin hangi evrede
olduguna ve kanserin tipine gore farklilik gostermekle birlikte kemoterapi hastaligin
tedavisinde yaygin olarak tercih edilmektedir. Fakat kemoterapi de kullanilan ilaglarin yan
etkilerinin fazla olmasi, zamanla kanserli hiicrelerin bu ajanlara karsi1 ¢oklu ilag direnci
gelistirmeleri, zayif segicilik gdstermeleri nedeniyle tedavi basirisi hala olduk¢a sinirlidir
(Abdulbagi vd., 2021). Bu nedenle akciger kanserinin tedavisinde kanserli hiicrelerin
cogalmasimi engelleyen, ayn1 zamanda da yan etkilerinin az olacagi farkli ilag etken

maddelerin arayis1 halen siirmektedir.

Bakir iceren c¢esitli metal komplekslerinin farkli kanserli hiicre hatlarindaki
sitotoksisitesini arastiran c¢alismalara bakildiginda, bakirli komplekslerin genellikle
hiicreler lizerinde gii¢lii bir sitotoksik aktivite gosterdigi gozlenmektedir. Baz1 ¢aligsmalarda

ise bu hiicre ¢cogalmasini baskilayici etkinin zamana bagli olarakta arttigida belirlenmistir.

Calismamizda yeni sentezlenen Bakir - Hidrazon Kompleksinin 5 farkli dozunun
kiiglik hiicreli dis1 akciger kanseri (A549) ve biiyiik hiicreli akciger kanseri (H460)
hiicrelerinde olusturdugu sitotoksik etki hem doza hem de zamana bagl olarak ilk kez
arastirilmistir. Kiiclik hiicreli dis1 akciger kanseri hiicre dizisinde 24 saat i¢in ICsg degeri 4
uM, 48 saat igin ise 2 uM olarak hesaplanmigtir. Biiyiik hiicreli akciger kanseri hiicre
dizisinde 24 saat i¢in ICsg degeri 8 uM, 48 saat i¢in ise 5 uM olarak hesaplanmistir.
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Calismadan elde edilen veriler degerlendirildiginde A549 hiicre dizisinde Bakir -
Hidrazon Kompleksinin 24 ve 48 saatlik sitotoksik etkisinin daha fazla oldugu goériilmekle
beraber, H460 hiicre dizisinde de A549 hiicre dizisinde gdzlenen sitotoksisiteye olduk¢a
yakin oranda hiicre ¢ogalmasini baskilayici bir etki gosterdigi gézlenmistir. Her iki hiicre
dizisinde de Bakir - Hidrazon Kompleksinin konsantrasyon artigina bagl olarak sitotoksik

etkinin artt1g1, fakat zamana bagl olarak bu etkide bir artis olmadig1 belirlenmistir.

Ayrica, c¢alismamizda halen akciger kanseri tedavisinde kullanilmakta olan
karboplatinin 0,01; 0,1; 1; 10 ve 20 uM dozlar1 da her iki akciger kanseri hiicrelerine 24 ve
48 saat siireyle uygulanmistir. Sonug olarak Bakir - Hidrazon Kompleksinin sitotoksik
aktivitesi, karboplatinin sitotoksik aktivitesi ile karsilastirildiginda Bakir - Hidrazon
Kompleksinin karboplatine oranla daha yiiksek sitotoksisiteye sahip oldugu belirlenmistir.
Bu nedenle akciger kanseri tedavisinde kullanilan farkli anti-kanser ilaglarla Bakir -

Hidrazon Kompleksinin etkilesimi ¢alisilmaya deger bir konu olma 6zelligi tasimaktadir.

Calismamizin sonuglar1 6zellikle yeni sentezlenen Bakir - Hidrazon Kompleksinin
akciger kanseri hiicrelerin ¢ogalmasini diisiik dozlarda durdurdugunu ilk defa gostermesi
acisindan 6nem tasimaktadir. Bu nedenle farkli ¢calismalarla, farkli kanserli hiicrelerde de
bu kompleksin hiicre ¢ogalmasi lizerindeki baskilayici etkisi doza ve zamana bagh olarak
arastirilabilir. Boylece elde edilen veriler sayesinde kompleksin hangi kanser hiicrelerinde
daha sitotoksik bir etkiye sahip oldugu calismamizdan elde edilen verilerle karsilastirilarak

ortaya konulabilir.

Ayrica farkli bir caligmada akciger kanseri hiicrelerinde gelisen bu sitotoksik
aktivitenin  hangi mekanizmalarla tetiklendigi, hangi oOlim mekanizmalar1 ile

gerceklestigide arastirilabilir.

Ileride yapilacak calismalarda farkli kanser hiicre dizilerinde, gesitli kemotdropotik
ilaglar ile birlikte Bakir - Hidrazon Kompleksinin  kombine verilerek
antogonistik/sinerjistik  etkilerinin  arastirllmasida  farkli  bir ¢alisma konusunu

olusturmaktadir.
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Bakirin antikanser ozelliginin yani sira antibakteriyel ozellikte oldugu yillardir
bilinmektedir. Bakirin antimikrobiyal amagla MO. 2000’ 1i yillarda Misir’da igme suyunu
temizlemek amaciyla kullanildigi, cesitli uygarliklarda da kulak enfeksiyonlari, yanik ve
bagirsak solucanlarmma karsi tedavide ve hijyen amaciyla kullanildigi tespit edilmistir

(Grass vd., 2011).

Yaptigimiz ¢alismada, Bakir - Hidrazon Kompleksinin B. subtilis, S.aureus, E.coli,
E. hirae ve P. aeruginosa bakterilerine kars1 antibakteriyel etkinligi MiK ve MBK
yontemleri kullanilarak ilk kez arastirilmistir. Deneyler sonucunda bakterilerin MiK ve
MBK degerleri sirasiyla: B. subtilis 31,25-62,5 uM; S.aureus 62,5-500 uM ve E. hirae
62,5-250 pM olarak hesaplanmigtir. E.coli ve P. aeruginosa bakterilerinde ise
antibakteriyel etkinlik tespit edilememistir. E.coli ve P. aeruginosa bakterilerinin gram
negatif olmalar1 nedeniyle Bakir - Hidrazon Kompleksine karsi daha dayanikli hale

getirmis olabilecegini diisiinmekteyiz.

Calismamizda, Bakir - Hidrazon Kompleksinin B. subtilis, S.aureus, E.coli, E.
hirae ve P. aeruginosa bakterileri tizerindeki antibakteriyel etkinligi ilk kez arastirilmistir.
Yapilacak yeni arastirmalarda, Bakir - Hidrazon Kompleksinin farkli bakteri suslar1 ve bu
bakteriler iizerindeki etki mekanizmalar1 arastirilabilir ve ¢alismamizdan elde edilen veriler

ile karsilastirilmasi yapilabilir.

Polioviriis, ¢cocuk felci hastalifina neden olan zarfsiz bir RNA viriisiidiir. Agiz ve
diski yoluyla bulasabilmekte ve sindirim kanalinda g¢ogalmaktadir (Krzysztoszek vd.,
2022). Polioviriisiin Tip 1, 2 ve 3 olmak iizere ii¢ farkli susu bulunmaktadir (Al-Qassimi
vd., 2022).

Yapilan caligmalarda bakirin; zarfli- zarfsiz, DNA ve RNA viriislerine karsi
antiviral etkinligi oldugu kanitlanmistir. Bakirin; viriislerin genetik materyalinde, zarf yap1
ve sekillerinde bozunmalara neden oldugu belirlenmistir. Ayrica zarfli viriislerin, zarfsiz
virtislere kiyasla daha duyarli oldugu bildirilmistir (Govind vd., 2021). Yapilan deneyler
sonucunda, bakirin zarfli viriis olan Influenza A ve Herpes simpleks {izerinde ve bakir
iceren yiizeylerin Influenza A viriisii iizerinde antiviral etkinlife sahip oldugu rapor

edilmistir (Banti vd., 2020).
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Calismamizda Bakir - Hidrazon Kompleksinin 50; 15,2; 5; 1,58; 0,5; 0,05 ve 0,01
uM  konsantrasyonlar1  kullanilarak  Polioviriis Tip 1 flzerinde antiviral testi
gerceklestirilmistir. Test sonucunda bilesigin Polioviriis Tip 1 tizerinde herhangi bir
antiviral etkisinin olmadigi belirlenmistir. Bunun, Polioviriis Tip 1’in zarf bulundurmamasi
ve bu sayede direngli bir virlis olmasindan kaynaklandig: diisiniilmektedir. Bilesigin zarfl
ve zarfsiz farkli viriisler iizerinde de denenmesi sayesinde etkinlik tayini farkli ¢alisma

konusu olabilme 6zelligi tasimaktadir.

Bu caligmada 5 farkli bakteri iizerinde Bakir - Hidrazon Kompleksinin farkli
dozlar1 denemistir. Ozellikle kompleksin gram negatif bakterilerin gogalmasi iizerinde
herhangi bir antimikrobiyal aktivite gostermezken, gram pozitif olan tiirlerin ¢ogalmasi
tizerinde antimikrobiyal etkinlige sahip oldugu belirlenmistir. Farkli bakteri tiirleri
tizerinde de kompleksin etkinlikleri arastirilabilir ve elde ettigimiz sonuglarla

karsilastirilabilir. Ayrica farkli calismalarla da anti fungal etkinligine de bakilabilir.

Sonuglarimizin  6zellikle Bakir - Hidrazon Kompleksinin akciger kanseri
tedavisinde kullanilabilir bir ilag olarak gelistirilmesinde yapilacak olan in vivo ve in vitro

calismalara onciiliik edecegini diisiinmekteyiz.
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