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OZET
Diinya Saglik Orgiitii'ne baghi Uluslararast Kanser Arastirma Enstitiisii’niin 2020
yilinda yayinladigi rapora gore kanser, kiiresel olarak kalp damar hastaliklarindan
sonra ikinci Olim sebebidir ve yaklasik olarak meydana gelen her alti 6limiin
birinden sorumludur. Meme kanseri ise diinya g¢apinda en yaygin olan kanser
tiirlerinden biridir ve kadinlar arasinda en yliksek 6liim oranina sahip olanidir.
Kanser terapotiklerinde Onemli ilerlemeler kaydedilmis olsa da, etkinliklerini
artirmaya yonelik arastirmalar ve gelistirmeler siirekli devam etmektedir. Bilim
insanlart ve tibbi uzmanlar, hedefe yonelik tedaviler, immiinoterapiler ve
kombinasyon tedaviler gibi yeni yaklasimlarin yami sira tedavi sonuglarimi
iyilestirmek ve yan etkileri en aza indirmek i¢in devamli olarak yeni yontemler
kesfetmektedir. Bir¢ok kanser ilaci, tiimor ve saglikli hiicreler {lizerindeki spesifik
olmayan sitotoksik etkilerinden dolayi ciddi yan etkilere neden olma riskine sahiptir.
Yeni terapdtikler, kanser hiicrelerini 6ldiirme yeteneklerini artirirken tiimor hacmini
azaltma ve genel tedavi yanit oranlarimi iyilestirme konusunda daha biiyiikk bir
potansiyele sahip olabilir.
Bu doktora tezi ¢alismasinda, meme kanseri tedavisi igin {i¢ amfi-vic-dioksimin ve
bu dioksimlerin alt1 yeni mono- ve bis-platin(ll) komplekslerinin verimli bir sekilde
sentezi ve karakterizasyonu hedeflenmistir. Ayrica, Pt(II) komplekslerinin antitimor
aktiviteleri, hem CCD-1079Sk saglikli fibroblast hiicre hatti hem de MCF-7 ve
MDA-MB-231 insan meme kanseri hiicre hatlar1 tizerinde arastirilmistir.
Sitotoksisite, hiicre dongiisii ve apoptotik testler gerceklestirilmistir. Calisma
kapsaminda sentezlenen tiim yeni Pt(II) kompleksleri, saglikli hiicrelere kars1 bilinen
antikanser ilaglar1 Cisplatin ve Bikalutamid'den daha az sitotoksisite gostererek
meme kanseri hiicreleri lizerinde segici antiproliferatif etkiler sergilemistir. In vitro
caligmalar, bu yeni Pt komplekslerinin yiiksek antikanser ve antiproliferatif etkilere
sahip oldugunu ve mevcut antikanser ilaclara yeni alternatifler olabilecegini
gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Imidazolidin, vic-Dioksim, Platin kompleksleri, Meme
kanseri, Cisplatin.
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ABSTRACT
Cancer is the second cause of death globally after cardiovascular diseases and is
responsible for nearly one in six deaths according to the report published by the
International Cancer Research Institute of the World Health Organization in 2020.
Breast cancer is one of the most common types of cancer worldwide and has the
most lethality ratio for females among all cancers.
While significant progress has been made in cancer therapeutics, there is indeed
ongoing research and development aimed at improving their efficacy. Scientists and
medical professionals are constantly exploring new approaches such as targeted
therapies, immunotherapies, and combination treatments to enhance treatment
outcomes and minimize side effects. Many anticancer drugs have a risk of causing
serious adverse effects due to their non-specific cytotoxic effects on both tumor and
healthy cells. New therapeutics might have a greater ability to kill cancer cells,
reduce the volume of tumors, and improve overall therapy response rates.
In this Phd thesis study, we aimed the efficient synthesis and characterization of
three amfi vic-dioximes and their six novel mono- and bis- platinum(ll) complexes
for breast cancer treatment. Moreover, Antitumoral activities of Pt(ll) complexes
have been investigated on CCD-1079Sk healthy fibroblast cell line, MCF-7 and
MDA-MB-231 human breast cancer cell lines. Cytotoxicity, cell cycle, and apoptotic
assays were performed. All new Pt(Il) complexes exhibited selective antiproliferative
effects on breast cancer cells by showing less cytotoxicity to healthy cells than
known anticancer drugs Cisplatin and Bicalutamide. In vitro studies show that these
new Pt complexes have high anticancer and antiproliferative effects and may be new
alternatives to existing anticancer drugs.

Keywords: Imidazolidine, vic-Dioxime, Platinum complexes, Breast cancer,
Cisplatin.
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TESEKKUR

Oncelikle uzun siiren doktora hayatim boyunca her an yanimda olan, ne zaman
destek istesem destegini esirgemeyen, ne zaman basim sikissa yoluma 1sik tutan,
“Sen isini kis tut, yaz gelirse bahtina” diyerek bana her zaman tedbirli ve dikkatli
olmayi agilayan tez danismanim, muhterem hocam Prof. Dr. Vefa AHSEN’e,
Doktora projem boyunca tiim adimlarimda sonsuz deste§ini gordiigiim, siirec
boyunca akliniza gelebilecek ne varsa her konuda bana daima yardimci olan, Vefa
hocamin emekliligi sonrasinda benim hep yanimda olan sevgili hocam Prof. Dr.
Ayse Giil GUREK ’e,

Doktora siirecim boyunca Tez Izleme Komitesinde gdrev alan, tez maddelerimin
biyolojik caligmalarinin yapilmasi sirasinda bizleri yonlendiren ve siire¢ boyunca
destegini hep arkamda hissettigim Bezmiilem Vakif Universitesi’nden degerli
hocam Prof. Dr. Aydan DAG’a,

Tez maddelerimin biyolojik calismalarini yapan ve degerli yorumlarin1 benimle
paylasan Bezmidlem Vakif Universitesi’'nde doktora oOgrencisi sevgili Tugba
GENCOGLU KATMERLIKAYAya,

Laboratuvara her geldigimde giiler yiizleri ile beni karsilayan ve daha verimli
calismama yardimci olan sevgili Cansu KUCUKPOLAT SANLI ve Gizem
GUMUSGOZ CELIK e,

Bu noktaya gelene kadar bana omiirleri boyunca destek olan ¢ok kiymetli annem,
babam ve ablama,

Yillardir dort gozle ne zaman bitecek bu doktora diye bekleyen ama her zaman
destegini arkamda hissettigim, her kosulda benim yanimda olan degerli esim
Seda’ya,

Babasinin mezuniyetini gorecek olan, kendisine ayirmam gereken zamanlardan
caldigim giizel oglum Cinar’a,

Calistigim sektorden ¢ok farkli bir alanda doktora tez konum olmasina ragmen ise
basladigim ilk giinden itibaren bu tez ¢alismasini tamamlamam konusunda her tiirlii
destegi bana saglayan Brisa Bridgestone Sabanci Lastik San. Tic. A.S.’ye,

Bu tez ¢aligmasma verdigi maddi destekten dolayr Tiirkiye Bilimsel ve Teknolojik
Arastirma Kurumu (TUBITAK)’ na (Proje no:1187279),

Goniilden, samimi ve minnet dolu tesekkiirlerimi arz ediyorum.
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Li,Pt-m, LipPt-m, LiPt-m, LlaPt-b, lePt-b, Llcpt-b ile
muamele edilen CCD-1079Sk, MDA-MB-231 ve MCF-7
hiicrelerinde apoptotik veya nekrotik agamalarin hiicre
yiizdesi
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1. GIRIS

Diinya Saglik Orgiitii’ne bagh Uluslararast Kanser Arastirma Enstitiisii’niin 2020
yilinda yayinladig1 rapora gore kanser, kiiresel olarak kalp damar hastaliklarindan
sonra ikinci 6liim sebebidir ve yaklagik olarak her alt1 6liimiin birinden sorumludur
[1]. Meme kanseri ise diinya ¢apinda en yaygin olan kanser tiirlerinden biridir ve

kadinlar arasinda en yiiksek 6liim oranina sahip olanidir.

Bu istatistiklerden de anlasildigi lizere kanser 6nemli bir kiiresel saglik sorunudur ve
diinya capinda O6nde gelen Oliim nedenidir. Her yastan ve her kokenden insani
etkilemekte, saglik sistemleri iizerinde Onemli bir ylik olusturmakta ve yasam

beklentisini etkilemektedir.

Kanser, viicutta anormal hiicrelerin kontrolsiiz biiyiimesi ve yayilmasiyla karakterize
edilir. Cesitli organ ve dokular1 etkileyerek c¢ok ¢esitli semptomlara ve

komplikasyonlara yol agabilir.

Kanser terapotiklerinde Onemli ilerlemeler kaydedilmis olsa da, etkinliklerini
artirmaya yonelik arastirmalar ve gelistirmeler devam etmektedir. Bilim insanlar1 ve
tibbi uzmanlar, hedefe yonelik tedaviler, immiinoterapiler ve kombinasyon tedaviler
gibi yeni yaklagimlarin yani sira tedavi sonuglarini iyilestirmek ve yan etkileri en aza
indirmek icin siirekli olarak yeni yontemler kesfetmektedir. Bircok kanser ilaci,
tiimor ve saglikli hiicreler tizerindeki spesifik olmayan sitotoksik etkilerinden dolay1
ciddi yan etkilere neden olma riskine sahiptir [2], [3]. Yeni terapétikler, kanser
hiicrelerini 6ldiirme yeteneklerini artirirken timor hacmini azaltma ve genel tedavi

yanit oranlarini iyilestirme konusunda daha biiyiik bir potansiyele sahip olabilir.

Bu doktora tezi ¢alismasinda, meme kanseri tedavisi i¢in ti¢ amfi-vic-dioksimin ve
bu dioksimlerin alt1 yeni mono- ve bis-platin(ll) komplekslerinin verimli bir sekilde
sentezi ve karakterizasyonu hedeflenmistir. Ayrica, Pt(Il) komplekslerinin antitimor
aktiviteleri, CCD-1079Sk saglikli fibroblast hiicre hatti, MCF-7 ve MDA-MB-231
insan meme Kkanseri hiicre hatlar1 ilizerinde arastirilmistir. Sitotoksisite, hiicre
dongiisii ve apoptotik testler gerceklestirilmistir. Tiim yeni Pt(II) kompleksleri,
saglikli hiicrelere bilinen antikanser ilaclar1 Cisplatin ve Bikalutamid'den daha az
sitotoksisite gostererek meme kanseri hiicreleri {izerinde se¢ici antiproliferatif etkiler

sergilemistir. In vitro caligmalar, bu yeni Pt komplekslerinin yiiksek antikanser ve

1



antiproliferatif etkilere sahip oldugunu ve mevcut antikanser ilaglara yeni

alternatifler olabilecegini gostermektedir.



2. TEORIK KISIM

2.1. Cisplatin, Etki Mekanizmasi

Platin bazli anti kanser ilaglarin neoplastik hastaliklarin tedavisinde kullanilmasi
anahtar bir tedavi yontemidir ve yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu platin bazlh
ilaclarin baslangi¢ noktasi ve en yaygin kullanima sahip olani ise 1965 yilinda Dr.
Barnett Rosenberg’in boliinen bakteri hiicrelerinin mikroskobik goriintiilerinin,
manyetik alana maruz kalan demir talaslarinin modeline benzedigini fark etmesi ve
bunu ispatlamak i¢in tasarladigi deney diizeneginde kullandigi platin elektrodun
iyonlagsmast sonucunda ortamda bulunan E.coli bakterilerinin hiicre béliinmesini
engelledigini fark etmesiyle ortaya ¢ikan Cisplatin’dir Sekil 2.1. O dénemlerde agir
metaller zehir olarak kabul edildigi igin, kanser arastirma topluluklari cisplatinin
kanser tedavisinde kullanilmasina karsi ¢ikiyorlardi. Bu alginin kirilip ilk kanser
tedavi ¢aligmalarindan olumlu sonuglar alinmasiyla beraber cisplatin kesfinden tam
13 yil sonra 1978 yilinda Amerika Birlesik Devletleri Gida ve Ilag Dairesi (FDA)
tarafindan kanser tedavilerinde kullanilmak iizere onaylandi. Gliniimiizde akciger,
meme, beyin, yumurtalik, bas-boyun kanserleri ile prostat ve refrakter non-Hodgkin

lenfoma gibi kanser tiirlerinin tedavisinde etkin bir sekilde kullanilmaktadir.

Cll" “\NHS

-~

Pt
N~
cl” ““NH,
Sekil 2.1: Cisplatin molekiiler yapisi.

Cisplatin hiicrelerdeki sitotoksik etkisini piirin bazlari {izerinde onarilamaz platin-
DNA eklentileri olusturarak DNA’nin replikasyon ve transkripsiyon siireclerine etki
ederek gosterir. Bu siire¢ sonucunda hiicrede yeterli DNA hasar1 olusur ve apoptozu
tetikleyerek hiicrenin 6liimiine neden olur. Hiicre i¢inde olusan DNA eklenti miktar1
ne kadar ¢ok ise, hiicre icinde goriilen sitotoksik etkilerde o kadar biiyiik olur.
Cisplatin hiicreye hem pasif difiizyon hem de aktif tasima ile alinir [4], [5]. En

bilinen aktif tagima yontemi ise bakir membran tasiyicist olarak bilinen CTRI1
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tizerinden hiicre igine transfer edilmesidir. Cisplatin kanda dolasimi sirasinda
nispeten stabil bir yapiya sahiptir. Bu stabiliteye sebep olan en 6nemli faktor kandaki
yiikksek CI iyon konsantrasyonudur. Cisplatin hiicre i¢ine girdiginde ise CI
konsantrasyonu ¢ok diisiik oldugundan kloriir iyonu ile H,O molekiilii yer degistirir
ve cisplatinin DNA’ya baglanmasini saglayan reaktif monoklorit formu meydana
gelir [6]. Piirin bazlarmin N7 pozisyonundan DNA’ya baglandiktan sonra diger klor
da ayn1 mekanizma {izerinden su ile yer degisir ve komsu piirin bazina baglanarak
DNA’nin replikasyon ve transkripsiyon yapmasini engeller [7], [8]. Boylelikle hiicre
DNA tamirini ger¢eklestiremez ve apoptoz siirecini baglatarak hiicre 6liimiine sebep

olur Sekil 2.2.

H,N_ I

H,N
(i) \ [CT'] =104 mM (kan) plazma zar:

\ [C[] =4-10 mM (sitoplazma) \
CTR1

pasif difiizyon

l (ii )/ Cisplatin \/ ye baglanir NH,
P
: Pt = NH,

+ A
H_xN\ OH—I \I (iii) = (iv)
/Pl ( W HN ( vy —> —_—
H,N
H
C-G DNA baz cifti 1.2-d(GpG) zincir ici eklenti

(ana iiriin)

Sekil 2.2: Cisplatin etki mekanizmasi; (i) hiicresel alim, (ii)) su ile yer
degistirme/aktivasyon, (iii) DNA platinasyonu, (iv) apoptoziz [9].

Cisplatinin hiicre 6liime sebep olan tek etki mekanizmasi DNA’ya hasar vermek
degildir. Cisplatinin hiicrede bulunan diger proteinlerle etkilesimi ya da reaksiyona
girmesi apoptoz siirecine sebep olabilir. Ozellikle cisplatin tedavisi sirasinda hiicre
igerisindeki oksidatif stresin artmasi mitokondriye hasar verebilir ya da onun

diizensiz ¢aligmasi gibi diger zararl etkilere sebep olabilir [10].

Cisplatinin sahip oldugu yiiksek toksisite ayn1 zamanda en bilyiikk dezavantajidir.

Hiicre iizerinde etkisini non-selektif sekilde gosteren cisplatin, kanser hiicrelerini



etkili bir sekilde dldiirebildigi gibi, saglikli hiicrelere ve dokulara da niifuz ederek
onemli derecede toksisiteye neden olur. Bu durum hastalarda ciddi yan etkiler

yasanmasina sebep olabilir.

Cisplatin ile ilgili baska bir zorluk ve kanser tedavisindeki etkinligini sinirlayan
onemli bir klinik engel ise hiicrelerde edinilmis veya igsel ilag direncinin gelisimidir.
Zamanla, kanser hiicreleri cisplatinin etkilerine karsi direngli hale gelebilir, bu da
ilacin hastaligin tedavisinde daha az etkili veya etkisiz olmasina neden olur. Bu
diren¢, kanserli hiicrelerde ilacin aliniminin azalmasi, ilacin disar1 atilmasinin
artmasi, detoksifikasyon enzimleri ile ilacin inaktive edilmesinin artmasi, DNA
onariminin artmasi veya hiicresel 6liim sinyal yolaklariin etkisiz hale gelmesi gibi

cesitli mekanizmalar araciligiyla ortaya ¢ikabilir Sekil 2.3 [11].
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Sisplatin Inaktif ila¢ ahar Tlac verici Detoksifikasyon Tiimor hiicresi ve mikrocevresi Transmembran
Sisplatin enzim enzim enzimi arasmdaki etkilesimler reseptor

Sekil 2.3: Cisplatin direncinin gelisimine etki eden hiicre i¢i mekanizmalarin sematik
gosterimi.

Ilag direncinin ortaya ¢ikmasi, cisplatinin kanser tedavisindeki etkinligini sinirlayan
onemli bir klinik engeldir. Arastirmacilar ve klinisyenler, diger ilaglarla
kombinasyon tedavileri, hedefe yonelik tedaviler ve farkli etki mekanizmalarina
sahip yeni platin bazli bilesikler gibi cisplatin direncini agmak i¢in stratejileri aktif
olarak arastirmaktadirlar. Sonug olarak, cisplatin uzun bir siiredir kanser tedavisinin

temelini olustururken, se¢ici olmamasi ve ilag direncinin gelisimi 6nemli zorluklar



olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Devam eden arastirmalar, yan etkileri daha az olan
daha hedefe yonelik ve etkili tedavilerin gelistirilmesine odaklanarak, neoplastik

hastaliklara sahip hastalarin sonuglarini iyilestirmeyi hedeflemektedir.

2.2. Yeni Nesil Platin Bazh ilaclar

Ikinci nesil platin bazli ilaglar olan karboplatin ve nedaplatin, cisplatinden daha az
toksisiteye sahiptir ama etkinlik olarak cisplatine esdegerdir Sekil 2.4 [12]. Ikinci
nesil anti kanser ajanlarini cisplatinden ayiran nokta klor ligandlarinin ¢ift disli bir
ligandla yer degismesidir. Yeni ligandlarin sahip oldugu konformasyonun metal
merkezinin reaktivitesi {izerine etkisi bu yeni nesil ilaglarin daha iyi bir toksisite

profiline sahip olmasini saglamaktadir.

2 H H
HaN o HsN_ . O-_0O N 0.0 ~N o. O
1T T OLe . d et
H3N O H3N (0) ”’” (0) 0 P N \O
O 2 H,
Karboplatin Nedaplatin Oksaliplatin Lobaplatin
2. nesil 3. Nesil

Sekil 2.4: Ikinci ve iiciincii nesil platin bazl ilaglar.

Yeni ligand gruplar ilaglarin biyolojik aktivitelerinin yaninda fiziksel 6zelliklerini de
ciddi sekilde degistirebilmektedir. Ornegin nedaplatindeki gibi ayrilan grup klor
yerine glikolat olunca molekiiliin ¢oziniirligii cisplatine nazaran 10 kat daha
fazlalasmistir [13]. Coziinirlik miktarinin bu sekilde yiikselmesi tedavi siirecinde
ayn1 etkiyi yakalamak i¢in daha az ila¢ kullanilmasini ve dolasiyla hastalarin daha az

kimyasala maruz kalmasini saglamaktadir.



Doksorubisin Paklitaksel

Sekil 2.5: En yaygin kullanilan kemoterapi ilaclart.

Giiniimiizde bu platin bazli metal ilaglar ayn1 zamanda paklitaksel ve doksorubisin
gibi etkili antineoplastik ilaglarla birlikte bir kombinasyon tedavisi olarak yumurtalik
ve rahim agzi kanserlerinin tedavisinde de kullanilmaktadir Sekil 2.5 [14], [15].
Boylelikle bir sinerji yakalanarak ilaglarin terapdtik etkisi arttirillmaya ve

dezavantajlarindan kac¢inilmaya calisilmaktadir.

Uciincii nesil platin bazli ilaglarda ayrilan grup olan klor ligandinin yam sira,
ayrilmayan grup selatt amino grubu yerine de farkli amino tiirevleri kullanilmistir
Sekil 2.4. Bu yeni nesil ilaglardan biri olan oksaliplatin, uluslararasi diizeyde
pazarlama onay1 alan en son platin bazli antikanser ilacidir. Ayrilmayan grup olarak
diaminosiklohekzan (DASH) ligandini igeren bu bilesik sahip oldugu bu hidrofobik
yap1 sayesinde onarim proteinlerinin DNA’ya baglanmasini engeller ve timorli
hiicrede apoptoz olmasini kolaylastirir [16]. Bu 6zelligi ile oksaliplatin ilk timor
direngli platin bazli ilagdir. Bu beklenmedik aktiviteye sebep olan 6zelligin ise daha
sonra yapilan kristallendirme calismalariyla ortaya c¢ikarilan DASH ligandinda
bulunan sézde ekvatoryal (pseudoequatorial) -NH hidrojen atomu ile platinlenmis
d(GpG) lezyonunun 3'-dG'sinin O6 atomu arasinda olusan hidrojen bagi oldugu

gosterilmistir [17].



Tablo 2.1: Klinikte kullanilan platin bazl ilaglar hakkinda genel bilgiler.

Uretici / Doz simirlayici  Onay Tarihi/ Endikasyonlar
Distribiitor toksisite Kurum
Cisplatin Jenerik Nefrotoksisite ~ 1978, FDA  Yumusak doku ve
(HeCI,N,PY) Diinya ¢apinda yumurtalik kanseri,

onayli kiigiik hiicreli akciger
kanseri (SCLC),
lenfomalar ve germ
hiicreli tiimorler

Karboplatin Jenerik Miyelostipresyon 1989, FDA  Yumurtalik, akciger,
(CsH12N,O4PL) Diinya ¢apinda bas ve boyun kanseri
onayli

Nedaplatin Shionogi Pharm. Miyelosiipresyon 1995, PMDA Bas ve boyun, akciger,
(C,HgN,O3Pt)  Osaka, Japonya Japonya'da mesane, yumurtalik,
onayl yemek borusu ve rahim
agzi1 kanseri, SCLC

Oksaliplatin Sanofi S.A. Norotoksisite 2002, FDA  Kolorektal, ileri mide

(CgHwN,O4Pt)  Paris, Fransa Diinya ¢apinda ve yumurtalik
onayli kanserleri
Lobaplatin Asta-Medica  Trombositopeni 2003, NMPA Kronik miyeloid
(CoH1sN,O4Pt) GmbH Sadece Cin 16semi, ameliyat
Dresden, vatandaslar1  edilemeyen metastatik
Almanya icin onayli meme kanseri, SCLC

Stereojenik merkezlere sahip olan bu ilag, en aktif haline diaminohekzan ligandi R,R
formunda iken sahiptir [18]. Kolon kanserinde 6nemli bir etkinligine sahip ilk platin
bazli ila¢ olan oksaliplatin, cisplatin ve karboplatin ile ¢capraz dirence girmemesiyle

ve daha giivenli bir profile sahip olmasiyla 6n plana ¢ikmaktadir [19].

Lobaplatin, iiclincii nesil bir platin ilac1 olarak oksaliplatine kiyasla daha diisiik
toksisiteye sahip olmasiyla one ¢ikar [20], [21]. Diger ilaglarla kolaylikla emiilsiyon
olusturabilme 6zelligi vardir, bu da "yag icinde ila¢" partikiillerinin olusumuna yol

acar ve etkilenen bolgeye etkili bir sekilde hedeflenebilir ve birikim saglanabilir.

Ayrica, lobaplatin, insan viicudunun normal fizyolojik pH'sine yakin bir pH'ya sahip
olmas1 nedeniyle transkateter arteriyel kemoembolizasyon uygulamalarinda sik¢a
kullanilir [22], [23]. Bu o6zellik, bu 6zel tedavi yaklasiminda uyumlulugunu ve
etkinligini artirir. Cisplatin ve karboplatine karsi daha stabil olan bu ilag kompleksi
Cin Ulusal Tibbi Uriinler Idaresi (NMPA) onaylannmis ve ameliyat edilemeyen
metastatik meme kanseri, kiigiik hiicreli akciger kanseri (SCLC) ve kronik miyeloid
16semi (CML) tedavisinde kullanilmaktadir Tablo 2.1 [24].



Platin bazli ilaglarin {i¢ nesil boyunca gelisimi, yaygin kanserlerin tedavisinde Kritik
ilaglar olarak yogun bir sekilde kullanildiklarin1 gostermektedir. Ancak, platin anti-
kanser ilaglar1 genellikle sistemik toksisiteye yol acar ve nefrotoksisite, ndrotoksisite
ve ototoksisite (geri doniisiimsiiz isitme kaybi) gibi ciddi yan etkilere sebep
olmaktadir [25]-[28]. Bu dezavantajlar, bilim insanlarini saglikli hiicrelerde daha iyi
terapotik etkinlige ve sinirli yan etkilere sahip yeni platin komplekslerinin kesfi ve

gelistirilmesi konusunda arastirmalar yapmaya tesvik etmektedir.

2.3. Oksimler

Oksimler aldehit ve keton gibi karbonil bilesiklerinden kolayca sentezlenebilme ve
daha sonra rahatlikla nitrillere, aminlere, nitro bilesiklere ve diger heterosiklik
bilesiklere doniistiiriilebilmesi sebebiyle organik sentezde ¢ok yonlii ara maddeler
olarak yaygin bir sekilde kullanilirlar Sekil 2.6 [29]. Ayrica, oksimler, karbonil
bilesiklerinin koruyucu gruplart olarak ve kaprolaktam gibi o6nemli pB-laktam
tirevlerinin sentezi i¢in Beckmann diizenlenme reaksiyonlarinda ara iiriin olarak

popiilerdir [30].

Oksimlerin en bilinen ve klasik sentez yontemi aldehit ve keton gibi karbonil
gruplarinin hidroksilamin ile reaksiyonudur. Bunun yaninda oksimler karbonil grubu
olmadan da tiiretilebilirler. Bunun i¢in en kullanish yontem ise nitroalkenlerin

indirgenmesi ile hem aldoksimlerin hem de ketoksimlerin elde edilmesidir [31].

OH OH
N* N
A g
Aldoksim Ketoksim

Sekil 2.6: Aldoksim ve Ketoksim kimyasal yapilari.

Organik sentezde ¢ok yonlii ara maddeler olarak yaygin bir sekilde kullanilan
oksimler farkli kimyasal doniisiimlere girebilirler, bu da heterosiklik bilesikler de
dahil olmak iizere cesitli bilesiklerin hazirlanmasinda degerli yapi taglart olmalarini
saglar [32]. Oksimler, yeniden diizenlemeler, kondenzasyonlar ve siklizasyonlar gibi

reaksiyonlara katilabilir, bu da karmasik organik yapilarin olusumunu miimkiin kilar.



Sentezde ara iiriin olarak kullanilmalarinin yani sira, oksimlerin baska Onemli
uygulamalar1 da vardir. Onemli bir kullanim alani, selatlayic1 ligand olarak islev
gorebilmeleridir. Oksim grubundaki azot ve/veya oksijen atomlari, metal iyonlariyla
koordinasyon yaparak stabil kompleksler olusturabilir. Cogunlukla nitrojen atomu
tizerinden koordinasyon bagi yapan bu kompleksler kataliz, koordinasyon kimyasi ve

malzeme bilimi alanlarinda uygulama alanina sahiptirler [33].
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Sekil 2.7: Sinir gazlari ve oksim bazli sinir gazi panzehirlerinin bazilart.

Oksimler, cesitli biyolojik ve farmakolojik uygulamalara sahip olan en yaygin ve
genis kabul goren azot igeren biyolojik motiflerdir. Bu hidroksi-imin tiirevleri,
antibakteriyel, antifungal, anti-enflamatuar, antioksidan ve antikanser aktiviteleriyle
bilinirler [34], [35].
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Sekil 2.8: Asetilkolinesteraz enzimini (AChE)’nin ¢aligma mekanizmasi.
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Oksimlerin popiilarite kazandig1 diger bir nokta ise, sinir gazlarina karsi panzehir
olarak kullanilabilmeleridir Sekil 2.7. Sinir gazlari, organofosfatlar gibi,
asetilkolinesteraz enzimini (AChE) geri doniisiimsiiz olarak inhibe ederek asetilkolin
birikimine ve sonrasinda kolinerjik reseptorlerin asir1 uyarilmasina ve hayati

tehlikelere neden olur Sekil 2.8.
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Sekil 2.9: A) AChE enziminin organofosfat zehirlenmesi B) AChE enziminin
Pralidoksim ile yeniden aktive edilmesi

Organofosfatlar toksisitesi son derece yiiksek olan ama genellikle tarim ilaci
(pestisit), bocek ilact (insektisit), ilag ve kimyasal silahlarda sinir gazi olarak yaygin
olarak kullanilan bilesiklerdir.

Baz1 oksim bilesikleri, 6zellikle norolojik stireglerde yer alan asetilkolinesteraz gibi
enzimlerin yeniden aktive edicileri olarak potansiyel gostermektedir. Bu 6zellikleri,
Alzheimer ve organofosfat zehirlenmesi gibi bircok hastalik i¢in potansiyel
terapotikler olarak incelenmelerine yol agmustir [36]-[38]. Organofosfat zehirlenmesi
icin Pralidoksimin kesfinden bu yana, daha etkili panzehirlerin gelistirilmesi

amaciyla cesitli arastirma gruplari tarafindan farkli farli oksim motifleri igeren bir¢ok
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biyoaktif bilesik sentezlenmistir. Fakat su ana kadar sadece Pralidoksim FDA

tarafindan onaylanan tek molekiildiir Sekil 2.9.
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Sekil 2.10: FDA onayli oksim tiirevli antibakteriyel ilaclar.

Yapisinda oksim motifi bulunduran sefalosporin smifi molekiiller yiiksek
antibakteriyel 6zellige sahiptirler. Oksimlerin FDA onayli 6 tane ilact bulunmaktadir
ve bunlarin 4 tanesi antibakteriyel 6zellige sahip bu sinif molekiillerdendir Sekil
2.10. En bilindik antibiyotik olan penisilinden farki yapisinda bulundurdugu B-
laktam halkasina bagli alti halkali dihidrotiazin ile mikroplarda bulunan B-laktamaz

enzimine karsi direngli olmasidir.

Oksimlerin ayn1 zamanda hem anti-enflamatuar 6zellik gosterdigi [39], [40] hem de
insan immiin yetmezlik virlisii (HIV) proteazini inhibe ederek anti-HIV etKkisi
gosterdigi cesitli calismalarla literatiirde gdsterilmistir [41], [42]. Ote yandan, oksim
grubunun uygun bir kimyasal yapiya entegre edilmesi, sitotoksik ajanlarin
gelistirilmesi i¢in basarili bir strateji olarak goriilmektedir. Oksim tiirevlerinin kanser
tedavisinde terapotik potansiyele sahip oldugu gosterilmistir. Bu tiirevlerin kanser

hiicrelerine yonelik secici etkileri ve antitiimor aktiviteleri iizerine yapilan
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calismalar, onlarin gelecekteki tedavi segenekleri olarak umut verici oldugunu

gostermektedir [43]-[47].

Ayrica, oksimlerin norodejeneratif bozukluklarin yonetiminde de terapotik
potansiyeli bulunmaktadir. Bu alan iizerinde yapilan ¢alismalar, oksim tiirevlerinin
noroprotektif etkileri ve norolojik hastaliklarin ilerlemesini yavaglatma yetenekleri

tizerinde olumlu sonuglar vermistir [48], [49].

2.4. Oksim-Metal Kompleksleri

Oksimlerin metal kompleksleri, son yillarda gesitli fiziksel ve kimyasal 6zellikleri,
reaktivitesi ve tip, biyoorganik sistemler, kataliz, elektrokimyasal ve elektro-optik
sensorler gibi cesitli kimyasal siireclerdeki potansiyel uygulamalari nedeniyle ilgi

odagi haline gelmistir [50]-[55].

Tipta, oksimler ve metal kompleksleri terapotik ajanlar olarak umut vadetmektedir.
Antimikrobiyal, antifungal ve antitiimor etkiler gostererek yeni ilaglarin gelistirilmesi
icin potansiyel adaylar olabilirler. Ayrica, metal komplekslerinin biyolojik
sistemlerle etkilesim yetenekleri, belirli hastaliklara hedeflenmis etkinlik ve

seciciliklerini artirabilir.

Kataliz alaninda, oksimler ve metal kompleksleri ¢esitli kimyasal doniisiimler icin
etkili katalizorler olarak goérev yaparlar. Karbon-Karbon bagi olusumu, oksidasyon,
indirgeme ve yeniden diizenlemeler gibi reaksiyonlar1 kolaylastirabilirler. Metal
komplekslerinin benzersiz yapisal ve elektronik ozellikleri, gelismis aktivite ve

secicilige sahip katalizorlerin tasarlanmasinda degerli araglar olarak kullanilabilir.

Ayrica, oksimler ve metal kompleksleri elektrokimyasal ve elektro-optik sensdrlerin
gelistirilmesinde de arastirnlmaktadir. Bu bilesikler, metal iyonlari, organik
kirleticiler ve biyolojik molekiiller gibi ¢esitli analitlerin tespiti ve nicelendirilmesi
icin algilayici elemanlar olarak iglev gorebilirler. Yiiksek hassasiyetleri, secicilikleri

ve tepkisel ozellikleri, sensor uygulamalari igin ¢ekici adaylar haline getirir.

Genel olarak, oksimler ve metal komplekslerinin arastirilmasi, ilgi ¢ekici 6zellikleri
ve c¢esitli alanlardaki potansiyel uygulamalari nedeniyle canli bir aragtirma alanidir.

Bu alandaki siirekli calismalarin, yeni goriisleri ortaya c¢ikaracagi, uygulama
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alanlarin1 genisletecegi ve yenilik¢i teknolojilerin gelistirilmesine katkida bulunacagi

ongoriilmektedir.

Oksimler, ortam kosullarina gore metal komplekslerini hem yapisinda bulunan
oksijen veya nitrojen atomu {izerinden hem de iki atomla birlikte ayni anda

baglanarak olusturabilir Sekil 2.11.

-® 20 ¢ 5
L 5Py ey

Sekil 2.11: Oksim ve metallerin koordinasyon bag1 olusturma yollari.

2.5. vic-Dioksimler ve Metal Komplekslerinin Biyolojik
Uygulamalari

vic-Dioksimler, karsilikli iki hidroksim grubu tasiyan bilesiklerdir. "vic" terimi, bu
gruplarin birbirine bitisik veya "vicinal" konumda bulundugunu ifade etmek i¢in
kullanilir. Oksimik gruplarin pozisyonlar1 geregi li¢ farkli stereoizomer yapisina

sahip olabilirler Sekil 2.12.

HO OH OH HO-N N—-OH
N N N N-OH N /y
Y4 Y —(

R R
R R R R
syn- amfi- anti-

Sekil 2.12: vic-Dioksim izomerleri.

vic-Dioksimler, c¢iftdisli koordinasyon 6zelligine sahip olduklarindan metal
kompleksleri i¢in Onemli ligandlardir. vic-Dioksimlerin olaganiistii stabilitesi
nedeniyle bunlardan tiiretilen kompleksler genis uygulama alanlari bulmus ve gesitli
alanlarda etkili birer kimyasal olarak hizmet etmektedirler. Bu uygulamalar, koenzim
B12 i¢in biyolojik olmayan bir alternatif olarak kullanilma, metal analizini
kolaylastirma ve hidrojen firetimini mimkiin kilma gibi ¢ok farkli alanlar

icermektedir [56]-[61].
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vic-Dioksimler komplekslesme 6zelligi ve belirli metal iyon redoks durumlarimi
stabilize etme yetenekleri ile biyoinorganik kimya alaninda 6nemli araglar olarak
kabul edilmektedir. Bu 6zellik, metal iyonlarinin kritik roller oynadig1 biyolojik

sistemleri anlamak ve manipiile etmek acisindan 6zellikle 6nemlidir.

H,O

H
N \N’N\\rSHO/H‘ OHS\(/N\N/ N o o
| |
N~ N N__NH N N, N

HN\[/ ., c@; j/ /[/ j\
oY Ly e
O H/O NN SsH T s SN NS Y
H,0

Sekil 2.13: Tiyosemikarbazon igeren oksim tiirevlerinin Co(ll) ve Ni(ll)
kompleksleri.

Babahan ve arkadaslari, vic-dioksim komplekslerinin antikanser etkisini gosteren bir
calisma yaymlamiglardir. Bu ¢alismada, tiyosemikarbazon iiniteleri iceren bazi
dioksim tiirevleri sentezlenmis ve bu tiirevlerin Co(ll) ve Ni(Il) kompleksleri 16semi
(HL-60 promiyelositik l6semi) ve kolon kanseri (HT-29 insan kolorektal
adenokarsinom) hiicre hatlar1 {lizerinde in vitro olarak test edilmistir Sekil 2.13.
Yapilan deneylerde, her iki kompleksin de HT-29 hiicre hattinda apoptoz ve nekroz
etkileri gosterdigi, HL-60 hiicre hattinda ise sirasiyla %60 ve %65'ten fazla apoptoz
orani sagladig belirlenmistir. Bu sonuglar, vic-dioksim komplekslerinin potansiyel

olarak antikanser 6zelliklere sahip olabilecegini gostermektedir [62].

NOH
o LI e
\\S S//
N 7N
0] NOH O
IC50= <10 nM

Sekil 2.14: Yeni B-katenin inhibitorii.

Baska bir calisma, kanser ve diger hastaliklarin tedavisinde kullanilan biyolojik

olarak aktif prodrug (6n ilag) seklinde kullanilmak tizere bir dizi antrasen-9,10-dion

15



dioksim bilesiginin sentezini gostermistir [63]. Ornegin, (2,7-bis(((3R,5S)-3,5-
dimetilpiperidin-1-yl) siilfonil) antrasen-9,10-dion dioksim) B-katenin yolunun giiglii
bir inhibisyonunu sergilemistir Sekil 2.14 [64], [65]. In vitro ve in vivo ¢alismalar,
bircok kanser hiicre hattinin biiylimesini engelledigini gostermis ve bu nedenle
kanser icin terapotik bir yaklasim olarak kullanilabilecegini ortaya koymustur. Bu
bulgular, antrasen-9,10-dion dioksim bilesiklerinin potansiyel olarak kanser

tedavisinde kullanilabilecek etkili bir strateji olabilecegini gostermektedir.

vic-Dioksimler, oksimlerle molekiiler yap1 benzerligi paylagsmalarina ragmen, mevcut
literatiirde  vic-dioksimlerin biyolojik 0zellikleri {izerine yapilan arastirmalar
siirhidir. Ancak oksimler tizerinde genis ¢apli ¢aligmalar yapilmis olup, farkli kanser
hiicrelerine kars1 etkinlikleri ve kanser tedavisindeki cisplatin ilaglarinin etkisi gibi
konulara odaklanilmigtir. vic-Dioksimler hakkindaki bilgi boslugunu doldurmak
amaciyla, yeni Pt(II) (vic-dioksim) kompleksleri sentezlenmis ve biyolojik 6zellikleri

arastirilmistir Sekil 2.15 [66]-[69].

A o
CIOBCT™ Sy
“N o] jg
H Cl N
H,
A549, akciger

CH1, lenfoma DNA baglanmasi
Sekil 2.15: Anti-kanser 6zellige sahip bazi Platin-oksim kompleksleri [67], [69].

Bu ¢alismalar, vic-dioksimlerin biyolojik aktivitelerini ve kanser arastirmalarindaki

potansiyel uygulamalarini daha iyi anlamamiza yardimci olmay1 hedeflemektedir.

2.6. imidazolidinler ve Imidazolidindionlar

Imidazolidin tiirevleri, cesitli yapisal olasiliklariyla ¢ok yonlii molekiillerdir. Bu
bilesikler, DNA'nin kararliligini saglamak ve hiicre dongiisiiniin ilerlemesini
diizenlemek acisindan hayati bir rol oynarlar. Bu tiirevlerin heterosiklik ¢ekirdegi,
DNA ile dogrudan etkilesim kurabilme yetenegini barindirarak DNA replikasyon
stirecini etkin bir sekilde kontrol eder. Bu ozellikleriyle, imidazolidin tiirevleri

DNA'nin stabilitesini koruma ve hiicre dongiisii lizerinde diizenleyici bir etkiye
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sahiptir. Bu nedenle, arastirmacilar ¢esitli biyolojik oOzelliklere sahip Yyeni
imidazolidin  tiirevleri  gelistirmislerdir. Bu 6zellikler arasinda antikanser,
antibakteriyel, antifungal, antiviral, antikoagiilan ve antiinflamatuar etkinlikler
bulunmaktadir [70]. Bu g¢esitli biyolojik ozelliklere sahip olmalari, imidazolidin
tirevlerinin farkli hastaliklarin tedavisinde potansiyel terapotik ajanlar olarak
degerlendirilmelerini saglanmustir. Imidazolidin halkasi, potansiyel bir kemoterapétik
ajan olarak biiyiik ilgi gérmiis ve kapsamli bir sekilde arastirilmistir [71], [72]. Bu
halkanin tiirevleri arasinda Nilutamid gibi Ornekler basarili bir sekilde
ticarilestirilmis ve bir¢ok prostat kanseri hastasinda kullanilarak kanserli hiicrelerin
biiyiimesi ve yayilmasi etkili bir sekilde engellenmistir. Bu nedenle, imidazolidin
halkas1 ve tiirevleri, prostat kanseri gibi hastaliklarin tedavisinde umut vaat eden ve

O6nemli bir terapotik yaklasim olarak kabul edilmektedir.

0\7/% HNJ(ON}_Q NC>
LS OF

Nilutamid MCF-7 meme kanseri
prostat kanseri MDA-MB-435 cilt kanseri
S
ON-NH NH
N
N -
N \8 N \Ye
0 0]
SRA® (0
O;N NO, (|7 <|3
MCF-7 meme kanseri Antikoagiilan

Sekil 2.16: Nilutamid ve ¢esitli biyolojik aktiviteler gosteren imidazolidindionlar.
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3. TEZ CALISMASININ KONUSU VE AMACI

Imidazolidin dioksim tiirevleri, iistiin biyolojik aktiviteler sergilemektedir.
Antiparazitik [73] veya antineoplastik [74] ozellikler gosteren bu imidazolidin
tiirevleri hem yalin hem de metal kompleksi halinde bulunabilirler. imidazolidin
ligandinin dioksim tiirevinin ilk sentezi 1985 yilinda gergeklestirilmis ve o tarihten
bu yana yeni imidazolidin dioksim tiirevlerinin sentezi hakkinda herhangi bir ¢calisma
bildirilmemistir [56]. Bu durum, imidazolidin dioksim tiirevlerinin potansiyel
biyolojik aktivitelerini ve uygulama alanlarim1 daha detayli olarak arastirmayi
gerektirmektedir. Bu alanda yapilacak ileri ¢aligmalar, imidazolidin dioksim
tiirevlerinin biyomedikal alanda 6nemli bir potansiyele sahip olabilecegini ortaya

cikarabilir.

Son zamanlarda, Giilimsek ve arkadaslari N,N'-bis(anilin)glioksim tiirevinden
aromatik amin gruplarin1 iceren bir Pt(II) kompleksi basarili bir sekilde
sentezlemislerdir Sekil 3.1 [75]. Bu yenilik¢i platin kompleksi, HCC hiicrelerinde

umut verici antikanser aktivite sergilemistir.

Sekil 3.1: N,N'-bis(anilin)glioksimin platin kompleksi.

Bilindigi gibi, cisplatin ve diger platin ilaglari, DNA zincirinde bulunan piirin
bazlariyla reaksiyona girerek sitotoksisite etkisini gosterir. Bu etki mekanizmasi,
platin kompleksinin hiicre tarafindan alinmasiyla baslar ve ardindan kloriir
iyonlarinin ayrigmasiyla devam eder. Kloriir iyonlarinin ayrigmasi, hidrasyon hizim
belirleyerek reaktif bir platin kompleksi olusturur. Bu reaktif kompleks, DNA
molekiiliinde ¢apraz baglar olusturarak hiicre boliinmesini engeller ve sonug¢ olarak

apoptoza sebep olarak kanser hiicrelerinin liimiine yol agar.
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Sekil 3.2: imidazolidin tabanli vic-dioksim tiirevlerinin yapis1 ve bunlarin mono- ve
bis-Pt(1l) kompleksleri.

Bu tez calismasi kapsaminda, bahsedilen bu sonuglar1 ve yiiksek potansiyele sahip
imidazolidin dioksim ligandlarinin kullanimiyla ilgili smirh sayidaki arastirmalar
g6z Oniinde bulundurarak, yeni bir imidazolidin tabanli vic-dioksim serisi
tasarlanmustir (L1a, L1p, Lic) Sekil 3.2. Bu tasarim, daha etkili ve giiglii ligandlar elde
etmek amaciyla yapilan bir adimdir. Platin ilaglarinin belirgin etki mekanizmasini
dikkate alarak, platin mono- (L1,Pt-m, LipPt-m, L;cPt-m) ve bis- (L14Pt-b, Li,Pt-b,
LicPt-b) Pt(Il) komplekslerinin sentezlenmesi hedeflenmistir. Daha sonra, bu alti
yeni Pt(ll) kompleksinin CCD-1079Sk saglikli fibroblast hiicre hatti, MCF-7 ve
MDA-MB-231 insan meme kanseri hiicre hatlar1 tizerinde in vitro sitotoksik
etkilerinin arastirilmasi amaglanmistir. Bu ¢alisma, imidazolidindion tabanli platin
komplekslerinin biyolojik aktivitelerini ve kanser hiicrelerine karsi potansiyel

terapotik etkilerini daha 1y1 anlamak i¢in 6nemli bir adimdir.
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4. DENEYSEL KISIM

4.1. Kullanilan Cihazlar

Tablo 4.1: Tez galigsmasi kapsaminda kullanilan cihazlarin listesi.

Cihazin ismi

Modeli

Yer

Erime Noktas1 Tayin

Biichi 535

Gebze Teknik

Cihaz1 Universitesi

Kiitle Spektrometresi Bruker Microflex LT Gebze Teknik
MALDITOF MS Spectrometer Universitesi

FT-IR Spektrometresi Perkin Elmer Spektrum 100 Gebze Teknik
Universitesi

NMR Spektrofotometresi | Bruker BioSpin AG Avance Gebze Teknik
500 mHz Spectrometer Universitesi

NMR Spektrofotometresi | Varian 500 MHz Gebze Teknik
Universitesi

LC-MS/MS Thermo Scientific Gebze Teknik
Universitesi

X-Isin1 Difraktometresi Bruker APEXII Quazar Gebze Teknik
Diffractometer Universitesi

Elementel Analiz

Thermo Scientific™ FLASH
2000 CHNS/O Analyzers

Diizce Universitesi

ELISA
Mikro Plaka Okuyucu

BioTek Synergy H1

Bezmialem Vakiaf
Universitesi

Flow sitometri BD Accuri C6 Bezmialem Vakif
Universitesi

Santrifiij Niive NF 800R Bezmialem Vakif
Universitesi

Inkiibator Memmert ICO150 Bezmiilem Vakif

Universitesi

4.2. Kimyasal Sentez

4.2.1. Difenilmetandiaminlerin Sentezi

Difenilmetandiaminlerin sentezi literatiire gore gergeklestirildi [76]. Anilin (1a, 1b,

1c) (75 mmol), etanol (15 mL) i¢inde ¢6ziildii, ardindan KOH (90 mmol) eklenerek

80 °C'ye kadar 1sitildi. Etanol igindeki anilin ¢6zeltisine bir damlatma hunisi
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kullanilarak sulu formaldehit ¢ozeltisi (34.5% agirlik, 3.0 mL, 37.5 mmol) 5 dakika
boyunca eklenip 3 saat boyunca geri sogutucu altinda kaynatildi. Reaksiyon
tamamlandiktan sonra, altta biriken renksiz yagimsi faz bir ayirma hunisi yardimiyla
ayrilarak uzaklastirildi. Yukarida kalan kahverengi reaksiyon karigimi ise filtre
kagidi iizerinden genis agizli bir behere siiziildii ve kristallenmesi igin 7-10 giin
bekletildi. Kristaller siiziildii, soguk etanol ile yikandi ve vakum altinda kurutuldu,
boylece renksiz ve agik gri tonlarinda difenilmetan diaminler (DMD) (2a, 2b, 2c)
elde edildi.

2a: EN: 65-67 °C. Verim: %68 (5.06 g). El. An.: C1sH14No, (%): C, 78.75; H, 7.12;
N, 14.13, bulunan: C, 78.62; H, 7.15; N, 14.01. FT-IR (ATR): vma, CM™ = 3414,
3371, 3051, 2883, 1596, 1514, 1500, 1470, 1419, 1330, 1305, 1270, 1255, 1242,
1182, 1094, 1060, 880, 872, 748, 692. *H NMR (500 MHz, DMSO-dg) &, ppm 7.06
(t, 4H, J=7.9 Hz, CH), 6.67 (d, 4H, J=7.9 Hz, CH), 6.54 (t, 2H, J=7.2 Hz, CH), 6.24
(t, 2H, J=5.6 Hz, -NH), 4.45 (t, 2H, J=5.7 Hz, CH,). *C NMR (125 MHz, DMSO-
ds) dc, ppm 147.7, 128.8, 116.0, 112.4, 52.5. MALDI-MS (m/z) hesaplanan 198.1
bulunan: 198.5 [M]", 221.5 [M+Na]", 312.6 [siklik 2a-3H]", 410.7 [M+Na+CHCA]".

DMD-Aniline 1H 35835880887

mmmmmmmmmmm

4.47
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Sekil 4.1: N,N'-difenilmetandiamin (2a) bilesiginin *H NMR Spektrumu.
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Sekil 4.2: N,N'-difenilmetandiamin (2a) bilesiginin *C NMR Spektrumu.
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Sekil 4.3: N,N'-difenilmetandiamin (2a) bilesiginin FT-IR Spektrumu.
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Sekil 4.4: N,N'-difenilmetandiamin (2a) bilesiginin MALDI-MS Spektrumu.

2b: EN: 74-76 °C. Verim: %66 (5.80 g). El. An.: Ci3H1:FoN,, (%): C, 66.66; H,
5.16; N, 11.96, bulunan: C, 66.77; H, 5.13; N, 12.03. FT-IR (ATR): Vmax, cm? =
3406, 3352, 3048, 2919, 2874, 1861, 1610, 1504, 1455, 1420, 1378, 1298, 1249,
1202, 1127, 1093, 1048, 819, 738. *H NMR (500 MHz, DMSO-ds) &, ppm 6.91 (t,
4H, J=8.9 Hz, CH), 6.65 (dd, 4H, %J,+.4=9.0 Hz, *J4.r=4.6 Hz, CH), 6.20 (t, 2H, J=5.7
Hz, -NH), 4.40 (t, 2H, J=5.7 Hz, CH,). *C NMR (125 MHz, DMSO-ds) ¢, ppm
154.5 (d, *Jc..=231 Hz), 145.1 (d, *Jc.r=2.2 Hz), 115.2 (d, 2Jc.r=21.9 Hz), 113.2 (d,
3Jc=7.2 Hz), 53.4. MALDI-MS (m/z) hesaplanan 369.1, siklik yapi; bulunan:
369.0 [M]", 350.2 [siklik 2b-F]".
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Sekil 4.5: N,N'-bis(4-florofenil)metandiamin (2b) bilesiginin *H NMR Spektrumu.
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Sekil 4.6: N,N'-bis(4-florofenil)metandiamin (2b) bilesiginin *C NMR Spektrumu.
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Sekil 4.7: N,N'-bis(4-florofenil)metandiamin (2b) bilesiginin FT-IR Spektrumu.
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Sekil 4.9: N,N'-bis(4-florofenil)metandiamin (2b) bilesiginin halkalasmadan sonraki
FT-IR Spektrumu.

2c: EN: 80-82 °C. Verim: %41 (4.15 g). El. An.: C13H10FsN2, (%): C, 57.78; H, 3.73,;
N, 10.37, bulunan: C, 57.83; H, 3.77; N, 10.29. FT-IR (ATR): Vmax, cm™ = 3449,
3085, 2940, 1827, 1602, 1514, 1456 1432, 1396, 1321, 1262, 1198, 1143, 1117,
1080, 1044, 953, 847, 791, 716. *H NMR (500 MHz, DMSO-dg) 54, ppm 7.10 (td,
2H, 3Ju1=9.5 Hz, “34.£=5.8 Hz, CH), 7.04 (ddd, 2H, %J4.4=11.7 Hz, 334.,=9.0 Hz,
*J4.1=2.6 Hz, CH), 6.86 (t, 2H, 3J4.r=8.3 Hz, CH), 6.14 (bt, 2H, NH), 4.55 (t, 2H,
J=5.63 Hz, CH,). °C NMR (125 MHz, DMSO-dg) 8¢, ppm 153.1 (dd, *Jc.¢=234 Hz,
3Jc.r=11.1 Hz), 149.9 (dd, YJc.r=241 Hz, 3Jc¢=11.9 Hz), 132.2 (dd, 2Jc.e=11.6 Hz,
*Jc.p=2.4 Hz), 112.8 (dd, %Jc.£=5.1, %Jc..=8.5 Hz), 110.6 (dd, 2Jcr=21.1, “Jc.r=3.4
Hz), 103.3 (dd, 2Jc.r=23.0, 2Jc.¢=26.6 Hz), 52.3. MALDI-MS (m/z) hesaplanan
423.1, siklik yap1; bulunan: 420.2 [M-3H]".
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Sekil 4.11: N,N'-bis(2,4-diflorofenil)metandiamin (2c) bilesiginin BCc NMR

Spektrumu.
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Sekil 4.12: N,N'-bis(2,4-diflorofenil)metandiamin (2c) bilesiginin FT-IR Spektrumu.
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Sekil 4.13: N,N'-bis(2,4-diflorofenil)metandiamin (2c) bilesiginin MALDI-MS
Spektrumu.
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4.2.2. vic-Dioksimlerin Sentezi

Difenilmetandiaminler (DMD) (20 mmol), etanol (100 mL) i¢inde ¢6ziildii, ardindan
NaHCOs; eklenerek 5 dakika karistirildi. Etanol i¢indeki DMD siispansiyonuna bir
damlatma hunisi kullanilarak etanol i¢indeki dikloroglioksim (DCGO) (20 mmol)
¢ozeltisi (35 mL) 30 dakika boyunca eklenip 3 saat boyunca karistirildi. Reaksiyonun
ilerlemesi ince tabaka kromatografisi (TLC) ile izlendi. Reaksiyon tamamlandiktan
sonra, ¢okelmis pargaciklar bir filtre kagid ile siiziildii ve kalan sodyum bikarbonati
ve olusan sodyum kloriirleri gidermek i¢in bir beher iginde su (100 mL) ile 3 kez
yikandi. Ham iiriin soguk etanol, dietil eter ile sirasiyla yikandi ve vakum altinda

kurutuldu, boylece vic-Dioksimler elde edildi.

Lia: EN: 169-171 °C (bozunma). Verim: %53 (2.99 g). El. An.: C15H14N4O2, (%): C,
63.82; H, 5.00; N, 19.85, bulunan: C, 63.68; H, 4.95; N, 19.96. FT-IR (ATR): Vmax
cm™ = 3347, 3062, 2660, 1672, 1596, 1553, 1496, 1411, 1361, 1221, 956, 900, 804,
765, 730, 687. *H NMR (500 MHz, DMSO-dg) 84, ppm 10.70 (s, 1H, N-OH), 8.90
(bs, 1H, N-OH), 7.32 (t, 2H, J=7.9 Hz), 7.22 (t, 2H, J=7.9 Hz), 7.09 (t, 1H, J=7.4
Hz), 7.03 (d, 2H, J=7.9 Hz), 7.01 (d, 2H, J=7.9 Hz), 6.92 (t, 2H, J=7.3 Hz), 5.32 (s,
2H, CH,). *C NMR (125 MHz, DMSO-ds) 8¢, ppm 141.3, 140.9, 139.0, 134.6,
128.0, 127.9, 123.6, 121.9, 121.5, 119.9, 75.9. MALDI-MS (m/z) hesaplanan 282.1;
bulunan: 282.1 [M]".
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Sekil 4.14: (4Z,5E)-1,3-difenilimidazolidin-4,5-dion dioksim (Lia) bilesiginin H
NMR Spektrumu.
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Sekil 4.15: (4Z,5E)-1,3-difenilimidazolidin-4,5-dion dioksim (Li) bilesiginin **C
NMR Spektrumu.
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Sekil 4.16: (4Z,5E)-1,3-difenilimidazolidin-4,5-dion dioksim (L,

Spektrumu.
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Sekil 4.17:

(4Z,5E)-1,3-difenilimidazolidin-4,5-dion dioksim
MALDI-MS Spektrumu.
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Lip: EN: 213-215 °C (bozunma). Verim: %64 (4.07 g). EIl. An.: Cy1sH12FoN4O2, (%):
C, 56.60; H, 3.80; N, 17.60, bulunan: C, 56.71; H, 3.87; N, 17.47. FT-IR (ATR):
Vmax, M = 3381, 3089, 2770, 1664, 1638, 1506, 1456, 1409, 1368, 1205, 968, 946,
826, 816, 794, 668. 'H NMR (500 MHz, DMSO-dg) &1, ppm 10.60 (s, 1H, N-OH),
8.93 (bs, 1H, N-OH), 7.16-7.08 (m, 4H, CH), 7.05-7.03 (m, 4H, CH), 5.27 (s, 2H,
CH,). °C NMR (125 MHz, DMSO-d) 8¢, ppm 158.9 (d, Jc.r=241 Hz), 157.8 (d,
1Jc.F=238 Hz), 141.1 (s, C-F4), 137.7 (d, “Jc.r=2.5 Hz), 135.2, 134.7, 124.3 (d, *Jc.
£=8.3 Hz), 122.0 (d, *Jc.r=7.8 Hz), 114.6 (d, 2Jc.¢=22.6 Hz), 114.4 (d, 2JcF=22.4
Hz), 75.9. MALDI-MS (m/z) hesaplanan 318.1; bulunan: 318.1 [M]".
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Sekil 4.18:

(4Z,5E)-1,3-bis(4-florofenil)imidazolidin-4,5-dion
bilesiginin "H NMR Spektrumu.
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Sekil 4.19: (4Z,5E)-1,3-bis(4-florofenil)imidazolidin-4,5-dion  dioksim  (Lip)

bilesiginin **C NMR Spektrumu.
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Sekil 4.20: (4Z,5E)-1,3-bis(4-florofenil)imidazolidin-4,5-dion  dioksim

bilesiginin FT-IR Spektrumu.
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Sekil 4.21: (4Z,5E)-1,3-bis(4-florofenil)imidazolidin-4,5-dion  dioksim  (Lip)
bilesiginin MALDI-MS Spektrumu.

Lic: EN: 246-248 °C (bozunma). Verim: %31 (2,20 g). El. An.: Ci5H10FsN4O2, (%):
C, 50.86; H, 2.85; N, 15.82, bulunan: C, 50.95; H, 2.81; N, 15.88. FT-IR (ATR):
Vmaw €M™ = 3360, 3094, 2689, 1679, 1609, 1554, 1509, 1406, 1362, 1270, 1245,
1220, 1210, 1181, 1145, 1090, 1068, 972, 965, 956, 889, 847, 722. *H NMR (500
MHz, DMSO-dg) 81, ppm 10.34 (s, 1H, N-OH), 8.88 (s, 1H, N-OH), 7.32-7.26 (m,
2H, CH), 7.23-7.17 (m, 2H, CH), 7.05 (td, 1H, J=8.5 Hz, J=1.9 Hz, CH), 6.98 (td,
1H, J=8.5 Hz, J=1.9 Hz, CH), 5.16 (s, 2H, CH,). *C NMR (125 MHz, DMSO-ds)
8c, ppm 159.8 (dd, “Jc.r=245 Hz, 3Jc.r=11.5 Hz), 158.8 (dd, *Jc.r=242 Hz, %Jc.
r=11.0 Hz), 156.5 (dd, *Jc.r=249 Hz, 3Jcr=12.5 Hz), 155.5 (dd, *Jc.r=247 Hz, *Jc.
r=13.0 Hz), 141.0, 136.2, 127.9 (dd, 2Jc.r=10.0 Hz, “Jc.¢=1.5 Hz), 126.6 (d, *Jc.r=8.6
Hz), 126.1 (dd, 2Jc.r=12.2 Hz, *Jc..=3.7 Hz), 124.1 (d, 3Jc.e=7.5), 110.7 (dd, Jc.
£=18.8, *Jc.r=3.1 Hz), 110.6 (dd, 2Jc.¢=17.8, *Jc.=2.7 Hz), 104.0 (dd, 2Jc.¢=26.7, *Jc.
r=23.9 Hz), 103.9 (dd, %c.r=26.6, 2Jc.r=22.7 Hz), 74.7. MALDI-MS (m/z)
hesaplanan 354.1; bulunan: 354.9 [M]".
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Sekil 4.22: (4Z,5E)-1,3-bis(2,4-diflorofenil)imidazolidin-4,5-dion dioksim (Lic)

bilesiginin "H NMR Spektrumu.
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Sekil 4.23:
bilesiginin *C NMR Spektrumu.
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(4Z,5E)-1,3-bis(2,4-diflorofenil)imidazolidin-4,5-dion dioksim (L)
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Sekil 4.24: (4Z,5E)-1,3-bis(2,4-diflorofenil)imidazolidin-4,5-dion dioksim (Lic)
bilesiginin FT-IR Spektrumu.
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bilesiginin MALDI-MS Spektrumu.

Sekil 4.25:
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4.2.3. Mono-Platin Komplekslerinin Sentezi

PtCl, (266.0 mg, 1 mmol) DMSO (20 mL) i¢inde ultrason yardimiyla ¢oziildiikten
sonra stiziildii. Ardindan, DMSO (10 mL) i¢indeki dioksim (Lia, Lip, L1c) (1 mmol)
¢ozeltisi bu PtCl, ¢ozeltisine damla damla eklendi. Karisim, 40 °C'de 2 saat boyunca
kanistirildi. Reaksiyon tamamlandiktan sonra, karistm oda sicakligina kadar
sogutuldu. Daha sonra, olusan kompleksleri ¢oktiirerek elde etmek igin reaksiyon
¢ozeltisine su (20 mL) ve tuzlu su (40 mL) eklendi. Olusan siispansiyon
santrifiijlendi ve kati1 partikiiller daha sonra sirasiyla su, etanol ve dietileter ile
yikanip vakum altinda kurutuldu. Bu islem sonucunda, yesilimsi-kahverengimsi

mono platin kompleksleri elde edildi.

LioPt-m: EN: 185-187 °C (bozunma). Verim: %28 (166 mg). El. An.
Ci15H14CI2N4O4Pt, (%): C, 32.86; H, 2.57; N, 10.22, bulunan: C, 32.72; H, 2.58; N,
10.37. FT-IR (ATR): vmax, cM™ = 3072, 2914, 1674, 1592, 1492, 1445, 1209, 1163,
1072, 102, 1006, 921, 754, 737, 688. ESI-MS (m/z) hesaplanan 546.0; bulunan:
589.1 [M-CI+DMSO]".

LipPt-m: EN: 160-162 °C (bozunma). Verim: %31 (193 mg). El. An.
Ci1sH12ClFoN4O5Pt, (%): C, 30.84; H, 2.07; N, 9.59, bulunan: C, 30.93; H, 2.08; N,
9.69. FT-IR (ATR): Vmax, cm™ = 3007, 1631, 1502, 1411, 1295, 1213, 1154, 1092,
1013, 923, 829, 759, 693. ESI-MS (m/z) hesaplanan 582.0; bulunan: 625.1 [M-
CI+DMSO]".

LicPt-m: EN: 140-142 °C (bozunma). Verim: %53 (349 mg). El. An.
C15H10CIoF4N4O,Pt, (%): C, 29,05; H, 1.63; N, 9.03, bulunan: C, 28.97; H, 1.66; N,
9.15. FT-IR (ATR): Vmax, cM™ = 2900, 2166, 1685, 1608, 1506, 1433, 1269, 1246,
1142, 1097, 1020, 965, 849, 733, 695. ESI-MS (m/z) hesaplanan 618.0; bulunan:
661.1 [M-CI+DMSO]".
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Sekil 4.26: (4Z,5E)-1,3-difenilimidazolidin-4,5-dion dioksim mono-Pt(I1) kompleksi

(L1aPt-m) bilesiginin FT-IR Spektrumu.
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Sekil 4.27: (4Z,5E)-1,3-difenilimidazolidin-4,5-dion dioksim mono-Pt(I1) kompleksi

(L14aPt-m) bilesiginin ESI-MS Spektrumu.
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Sekil 4.28: (4Z,5E)-1,3-bis(4-florofenil)imidazolidin-4,5-dion dioksim mono-Pt(I1)
kompleksi (L1,Pt-m) bilesiginin FT-IR Spektrumu.
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Sekil 4.30: (4Z,5E)-1,3-bis(2,4-diflorofenil)imidazolidin-4,5-dion dioksim mono-

Pt(I1) kompleksi (L1cPt-m) bilesiginin FT-IR Spektrumu.
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Sekil 4.31: (4Z,5E)-1,3-bis(2,4-diflorofenil)imidazolidin-4,5-dion dioksim mono-
Pt(11) kompleksi (L1cPt-m) bilesiginin ESI-MS Spektrumu.
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4.2.4. Bis-Platin Komplekslerinin Sentezi

PtCl, (199.50 mg, 0.75 mmol) DMSO (10 mL) iginde ¢ozildiikten sonra sonike
edildi ve siiziildii. Coziilmeyen parcaciklar uzaklastirildiktan sonra ¢ozelti 75°C'ye
kadar 1sitildi. DMSO (20 mL) i¢inde ¢6ziilen dioksim (Lia, Lip, Lic) (1.5 mmol)
¢oOzeltilerinin i¢ine yukaridaki gibi hazirlanan ve 6nceden 1sitilan PtCl, ¢ozeltisi ve
sulu KOH (15 mL, 0.1 N) ¢ozeltisi sirasiyla 75-80 °C arasinda damla damla eklendi.
Reaksiyon karisimi bu sicaklikta 30 dakika karistirildi ve oda sicakligina kadar
sogutuldu ve sarimsi-kahverengimsi bis platin kompleksleri elde edildi.

LiaPt-b:  Cozelti oda sicakligina sogurken ¢okelti olustu. Olusan siispansiyon
¢ozeltisi santrifiijlendi ve 3 defa su ile yikandi. Ham platin kompleksi diklorometan
ile ¢oziildi, filtre kagidindan siiziildiikten sonra hekzan ile tekrar ¢oktiiriilerek ilgili
platin kompleksi elde edildi. EN: > 250 °C. Verim: %29 (162 mg). El. An.
C3oH26NsO4Pt, (%): C, 47.56; H, 3.46; N, 14.79, bulunan: C, 47.36; H, 3.28; N,
14.62. FT-IR (ATR): Vma, cm™ = 3053, 1778, 1690, 1590, 1494, 1448, 1215, 1072,
1026, 832, 749, 691. MALDI-MS (m/z) hesaplanan 756.1; bulunan: 757.1 [M+H]".

LipPt-b: Cozelti oda sicakligina sogurken yavasga c¢okelti olustu. Olusan
siispansiyon ¢ozeltisi oda sicakliginda iki saat bekletildi ve ardindan santrifiijlendi.
Elde edilen sarimsi-kahverengimsi ¢okeltiler 3 kere su ve ardindan diklorometan ile
yikanarak vakum altinda kurutuldu ve ilgili platin kompleksleri elde edildi. EN: >
250 °C. Verim: %24 (149 mg). El. An.: C3oH2F4sNgO4Pt, (%): C, 43.43; H, 2.67; N,
13.51, bulunan: C, 43.64; H, 2.77; N, 13.88. FT-IR (ATR): Vimax, cm™ = 3007, 1782,
1656, 1601, 1504, 1396, 1276, 1261, 1223, 1154, 885, 831, 765, 754. MALDI-MS
(m/z) hesaplanan 828.1; bulunan: 829.6 [M+H]".

LicPt-b: Cozelti oda sicakligina sogurken ¢ok yavasca ¢Okelti olugsmaya basladi.
Olusan siispansiyon c¢ozeltisi oda sicakliginda iki hafta bekletildi ve ardindan
santrifiijlendi. Elde edilen kati1 parcaciklar 3 kere su ve ardindan diklorometan ile
yikanarak vakum altinda kurutuldu ve sarimsi-kahverengimi platin kompleksleri elde
edildi. . EN: > 250 °C. Verim: %18 (123 mg). El. An.: C3yH1sFsNgO4Pt, (%): C,
39.97; H, 2.01; N, 12.43, bulunan: C, 39.80; H, 2.01; N, 12.70. FT-IR (ATR): Vimax,
cm™ = 3113, 1600, 1503, 1432, 1267, 1140, 1096, 1019, 965, 846, 732. MALDI-MS
(m/z) hesaplanan 900.1; bulunan: 901.1 [M+H]".
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Sekil 4.32: (4Z,5E)-1,3-difenilimidazolidin-4,5-dion dioksim bis-Pt(Il) kompleksi

(L14Pt-b) bilesiginin FT-IR Spektrumu.
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Sekil 4.33:

(4Z,5E)-1,3-difenilimidazolidin-4,5-dion dioksim bis-Pt(1l) kompleksi

(L14Pt-b) bilesiginin MALDI-MS Spektrumu.
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Sekil 4.34: (4Z,5E)-1,3-bis(4-florofenil)imidazolidin-4,5-dion dioksim bis-Pt(Il)
kompleksi (L1pPt-b) bilesiginin FT-IR Spektrumu.
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Sekil 4.35: (4Z,5E)-1,3-bis(4-florofenil)imidazolidin-4,5-dion dioksim bis-Pt(I1)
kompleksi (L1,Pt-b) bilesiginin MALDI-MS Spektrumu.
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Sekil 4.36: (4Z,5E)-1,3-bis(2,4-diflorofenil)imidazolidin-4,5-dion dioksim bis-Pt(1l)
kompleksi (L1cPt-b) bilesiginin FT-IR Spektrumu.
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Sekil 4.37: (4Z,5E)-1,3-bis(2,4-diflorofenil)imidazolidin-4,5-dion dioksim bis-Pt(1l)
kompleksi (L1.Pt-b) bilesiginin MALDI-MS Spektrumu.
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4.3. Hiicre Cahismalar

4.3.1. Hiicre Kiiltiirii

Hiicre kiiltiirii ¢alismalar1 icin MCF-7, MDA-MB-231 meme kanser hiicre hatlar ve
CCD-1079Sk saglikli deri fibroblast hiicre hatt1 kullanildi. Hiicreler icerisinde 10%
fetal bovine serum (FBS) ve 100 U/mL penisilin/streptomisin iceren DMEM/F12
besiyerinde %5 CO; iceren 37 °C’lik inkiibatorde c¢ogaltildi. Hiicreler %80
yogunluga geldikten sonra, tripsin ¢ozeltisi kullanilarak yiizeyden ayrildi. Daha
sonraki deneyler i¢in, hiicreler toplandiktan ve santrifiijleme isleminden sonra

biiyiime ortaminda yeniden siispanse edildi.

4.3.2. Sitotoksisite Testi

Komplekslerin sitotoksisitesini belirlemek igin, 100 uM - 0.19 uM araligindaki 10
farkli konsantrasyonda (100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.12, 1.56, 0.78, 0.39 ve 0.19 uM)
LiaPt-m, LypPt-m, LycPt-m, L1,Pt-b, LipyPt-b, L1.Pt-b, cisPt ve bikalutamid (bical)
ornekleri hazirlanarak MTT assay ile Olglimleri gergeklestirildi. Numuneler
DMSO’da ¢oziildii ve medium ile seyreltildi. Coziicliden kaynaklanan toksisiteyi

onlemek i¢in baglangic DMSO konsantrasyonu %1'in altinda tutuldu.

Kisaca, her kuyuda 5x10° hiicre olacak sekilde 200 pL besiyerinde 96 kuyulu plate
igerisine ekim yapilarak, hiicreler gece boyu inkiibe edildi. Ardindan kuyudaki
besiyeri bosaltilarak yerine 100 pL yeni besiyeri ve 100 pL numune eklendi.
Hiicreler 24 saat boyunca numunelerle inkiibe edildi. 30 pL of 3-(4,5-dimetiltiyazol-
2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir (MTT) ¢6zeltisi eklendi. 3 saat sonra besiyeri
uzaklastirildi ve formazan kristallerini ¢6zmek i¢cin 100 pL. DMSO eklendi. Ardindan
hiicre canliligini belirlemek i¢in mikroplaka okuyucu (ELISA Reader) cihazinda 540
nm’de Ol¢iim alindi. (Synergy H1, BioTek). Biitiin deneyler ii¢ tekrarli yapildi ve
sonuglar ortalama + standart sapma olacak sekilde raporlandi. Numunelerin 1Cs
degerleri GraphPad Prism 5 araciligiyla goreceli hiicre canliliginin yiizdesi
kullanilarak hesaplandi. Hiicrelerin canlilik yiizdeleri asagidaki formiil kullanilarak

hesaplandi;

% Rolatif Hiicre Canliligi= (Mutlak Ornek/Mutlak Kontrol)x100
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4.3.3. Hiicre Dongiisii Analizi

Hiicre dongiisii deneyi i¢in hiicre dongiisii kiti kullanildi. Kisaca, her kuyuda 2x10°
hiicre olacak sekilde 1 mL besi yerinde 12 kuyulu plate icerisine ekim yapilarak,
hiicreler gece boyu inkiibe edildi. Ardindan 500 pL yeni besiyeri ve 1Csg
konsantrasyonunda 500 pl. numune kuyuya ecklendi. Hiicreler 24 saat boyunca
numunelerle inkiibe edildi ve 0.5 mL tripsin ¢ozeltisi ile ylizeyden ayrildi. Hiicreler
toplanarak 3 dakika boyunca 3000 g ile santrifiij edildi. Toplanan hiicreler 1 mL PBS
ile yikandi ve 1 mL soguk %70’lik etanol ile -20 °C’de 24 saat sabitlendi. Daha
sonra 200 uL propidyum iyodiir (PI) igeren boyama ¢ozeltisi ve RNAse reaktifleri
hiicrelere eklenerek hiicreler 30 dakika boyunca karanlikta inkiibe edildi.
Sentezlenen komplekslerin hiicre dongiisii profilleri akig sitometri cihazi ile analiz
edildi. (BD Accuri C6) Sonuglar BD yazilimi ile analiz edildi. Her bir analiz {i¢
tekrarli yapildi.

4.3.4. Apoptoz Testi

Apopotoz deneyi i¢in FITC Annexin V/7-AAD kiti kullanildi. Kisaca, her kuyuda
2x10° hiicre olacak sekilde 1 mL besi yerinde 12 kuyulu plate igerisine ekim
yapilarak, hiicreler gece boyu inkiibe edildi. Ardindan 500 puL yeni besiyeri ve ICsg
konsantrasyonunda 500 pL numune kuyuya eklendi. Hiicreler 24 saat boyunca
numunelerle inkiibe edildi ve 0.5 mL tripsin ¢ozeltisi ile ylizeyden ayrildi. Hiicreler
toplanarak 3 dakika boyunca 3000 g ile santrifiij edildi. Daha sonra hiicreler 200 pL
boyama tamponu ile yikandi, 100 pL baglayict tampon iginde dagitildi, 5 pL
FITC/Annexin ve 10 puL of 7/AAD eklenerek 30 dakika boyunca karanlikta inkiibe

edildi. Numuneler daha sonra akis sitometrisi ile analiz edildi.
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5. BULGULAR VE TARTISMA

5.1. Difenilmetandiaminler (DMD)

Difenilmetandiaminler (DMD) (2a, 2b, 2c), ilgili anilinlerin etanol i¢inde
¢Oziindiikten sonra bazik kosullarda ve 80 °C'de sulu formaldehit ¢ozeltisiyle
reaksiyona sokulmasi ile elde edildi Sekil 5.1. Anilin ve formaldehit arasindaki bu
rediiktif aminasyon reaksiyonunun pH'a bagimli oldugu literatiirde de bilinmektedir
[77]-[79]. istenen iiriinler izole edildiginde bile, ortamin asidik veya alkali olmasina
bagli olarak farkli ara trlinlerin olusmasindan dolayi, siklizasyon veya yeniden
diizenlemelere son derece duyarli oldugu bilinmektedir. Bu sebeple istenilen
tiriinlerin sentezi ve izole edilmesi sirasinda reaksiyon ve ortam kosullarinin ¢ok

dikkatli bir sekilde kontrol edilmesi gereklidir.

Bu tez calismasi kapsaminda sentezlenen DMD'ler (2a, 2b, 2c) ilk olarak kolon
kromatografisi ile saflagtirlmaya ve izole edilmeye c¢alisildi. Ancak, DMD
tiirevlerinin tiimii bu saflastirma iglemi sirasinda bozundu ve istenmeyen yan iriinler
olustu. Hatta bu tiirevlerin hepsinin TLC levhalarinda bile bozundugu ve birden fazla
leke/spot verdigi gozlemlendi. TLC ve kolon kromatografisi optimizasyon
calismalari boyunca farkli farkli c¢oziiciilerin ve ¢oziici kombinasyonlarinin
kullanilmast da bu bozunma siirecinde bir iyilesmeye yol agmamistir. Sonug olarak,
DMD tiirevlerinin en stabil oldugu ortamin reaksiyon kosullari oldugu goriiliince,
literatiirde de verildigi gibi [76] reaksiyon karisiminin oda sicakliginda uzun bir siire

bekletilmesiyle DMD'ler (2a, 2b, 2c) kristallendirilerek saflastirildi.

H H
@:NHZ CH,0, KOH /@[NVN:Q\
EtOH, 80 °C
Rs Re Ry Ry Ry R4
1a: Ry=H, R,=H 2a:R=H,R,=H
1b: Ry= F, R,= H 2b: Ry=F, Ry=H
1c: R1: F, Rzz F 2c: R1: F, R2: F

Sekil 5.1: Difenilmetandiaminlerin sentez semasi.
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Difenilmetandiaminlerin karakterizasyonlart NMR ile yapilmis ve ilk olarak genel
bir NMR solventi olan CDCl; ¢o6ziici olarak kullanilmistir. NMR spektrumlari
incelendiginde DMD tiirevlerinin bu ¢oziicii i¢ginde de bozunmaya ugradigi ve
trimerik bir yap1 olan triazin halkasini olusturdugu ispatlanmistir. Her bir DMD
tiirevi i¢in bu bozunma reaksiyon hizinin farkli oldugu spektrumdaki ilgili piklerden
anlasilmis, ozellikle N,N'-bis(4-florofenil)metandiamin (2b) tiirevinin 30 dakika

icinde tamamiyla triazin formuna dondiigl goriilmiistiir Sekil 5.2.

Triazin

Sekil 5.2: Difenilmetandiamin (agik yapi) ve triazin (kapali yap1) molekiillerinin
genel yapisi.

Kolon kromatografisi kullanilarak yapilan saflastirma g¢alismalari sirasinda izole
edilen bozunma iirliniiniin IR spektrumu ile kristallendirme sonucu elde edilen F-
DMD’nin (2b) IR spektrumu karsilastirildiginda agik yapilarda bulunan 3400-3500
civarinda gelen Vv(N-H) gerilme sinyalinin tamamiyla ortadan kayboldugu

goriilmistiir Sekil 5.3.

Bununla birlikte NMR spektrumu da incelendiginde metilen koprii protonlarinda
goriilen 4.40 ppm’den 4.77 ppm’e kayma ve triplet yapinin singlet’e donmesi, ayni
zamanda 6.20 ppm’de bulunan triplet -NH proton pikinin kaybolmasi olusan yan
irtiniin kesinlikle triazin yapisinda oldugunu ispatlamaktadir Sekil 4.5, Sekil 5.4.
Buna benzer doniisiimlerin literatiirde de oldugu gdzlemlenmistir [77]-[79]. Ozellikle
F-DMD’nin (2b) tiirevinin CDCl3 ¢oziiciisii i¢inde stabilitesinin ¢ok diisiik ve triazin
dontigimiin  ¢ok hizli oldugu, c¢oziindiikten 30 dakika sonra alinan NMR

spektrumunda bile tiim DMD tiirevinin triazine doniistiigii goriilmiistiir Sekil 5.4.
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e/
v(N-H) gerilme sinyali

Sekil 5.3: Sekil 4.7 (siyah) ve Sekil 4.9 (renkli) FT-IR spektrumlarmin iist {iste

koyulmasi.
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Sekil 5.4: N,N'-bis(4-florofenil)metandiamin (2b) bilesiginin CDCl; ile ¢oziindiikten

30 dakika sonra alman *H NMR Spektrumu.
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Yasanan bu problemler sebebiyle NMR analizleri daha sonraki sentez adimlarinda da
¢oziicii olarak kullanilacak olan DMSO-dg ile yapilmis ve kristallendirme sonucu
elde edilmis olan tiim difenilmetandiamin (2a, 2b, 2¢) tiirevlerinin yiiksek saflikta
oldugu gozlemlenmistir. DMD’lerin NMR spektrumlarinda 6.14-6.24 ppm araliginda
gelen triplet -\NH pikleri ve 4.40-4.55 ppm araliginda bunlara komsu metilen koprii
protonlarmin (—CHy) triplet pikleri yapinin istenilen ac¢ik formda oldugunu

ispatlamaktadir Sekil 4.1, Sekil 4.5, Sekil 4.10.

EK4TKR
EK4TKR
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[ 5E+08

F
~4E+08
2
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Sekil 5.5: N,N'-bis(4-florofenil)metandiamin (2b) bilesiginin DMSO-ds ile
¢oziindiikten iki saat sonra alman *H NMR Spektrumu.

2a ve 2c tiirevlerinin DMSO i¢inde tamamiyla stabil olduklart NMR spektrumlari
incelendiginde de agikga géziikmektedir. Fakat, F-DMD’nin (2b) tiirevinin DMSO
icinde de stabilite problemi oldugu, fakat DMSO ile ¢oziindiikten 2 sonra alinan
NMR’da bile yapinin ¢ogunlukla hala DMD formunda oldugu gézlemlenmistir Sekil
5.5.

Difenilmetandiaminler ayni zamanda MALDI-MS ile de karakterize edilmistir.
Yapilan analizlerde biitiin DMD tiirevlerinin hepsinde Giumanini ve arkadaslarinin
[77] calismasinda da gosterdigi gibi halkalagma tiriinii triazin yapisinin kiitle pikleri
ile tam uyumlu oldugu gézlemlenmistir Sekil 4.4, Sekil 4.8, Sekil 4.13.
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Sekil 5.6: N,N'-difenilmetandiamin (2a) bilesigine ait molekiil yapisi. Termal
elipsoidler %50 olasilikla gosterilmistir.

Bu karakterizasyon analizlerine ek olarak kristallendirme ¢aligsmalart sonucunda
renksiz kati olarak elde edilen N,N'-difenilmetandiamin (2a) i¢in X-Isin1 analizi
yapilmis ve yapinin agik formda oldugu ve kristal sisteminin triklinik oldugu

gosterilmistir Sekil 5.6.

\ ’ M ﬂ
Sekil 5.7: A) Kivrimlarin yayilma yoniinde goriintiilenen katmanlarin kivrimli

formu. B) N—H:--n ve C—H-n etkilesimleri kesikli ¢izgi ile
gosterilmistir.

Kristal yapidaki molekiiller arasi etkilesimler esas olarak N—H:--n ve C—H:"'n
karakterindedir ve. N—H:--N hidrojen bagimnin higbir katkisi bulunmamaktadir.

Komplekse ait X-1sin1 tek kristal yap1 analizi Tablo 5.1’de verilmistir.
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Tablo 5.1: N,N'-difenilmetandiamin (2a) bilesigine ait kristal verileri ve iyilestirme
parametreleri.

Kimyasal formiil 0.5(Ce5H7N)

Formiil agirhig (g. mol™) 99.13

Sicaklik (K) 296.15

Kristal sistem Triclinic

Uzay grubu P-1

a(A) 7.118(4)

b (A) 7.596(4)

c(A) 10.967(6)

a(®) 72.24(4)

) 77.59(4)

v©) 85.39(4)

Kristal boyutlar1 (mm) 0.244 x 0.12 x 0.047

V (A3 551.5(6)

Z 4

Phesaplanan (g Cm_3) 1.194

p (mm™) 0.072

F(000) 212.0

2 0 range for data collection (°) 3.98 to 49.996

h/k/ -§<h<8,-6<k<8§,-13<1<13

Toplanan yansimalar 4175

Bagimsiz yansimalar 1849 [Rint = 0.0772, Rsigma =
0.1122]

Data/tutulan/parametreler 1851/0/137

F? igin uygunluk derecesi 0.892

Final R indices [I1 > 26(1)] R1=0.0748, wR2 = 0.1759

R indices (all data) R1=0.1607, wR2 = 0.2143

zEel.lAgi)iyiik yansima piki ve bosluk 0.46/-0.39

CCDC 2306536

5.2. Vic-Dioksimler

vic-Dioksimlerin ana iskelet yapisi difenilmetandiamin tiirevleri (2a, 2b, 2c) ile
literatiire gore sentezlenmis olan anti-dikloroglioksim (DCGQO)’in bir araya gelmesi
ile elde edilmistir [80].
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QH
R2 N
R; <NH . C'ji"‘ NaHCOj, <N:E “OH
— >
R, NH CIXN EtOH, rt R, N N
|
OH OH
2a: R1= H, R2= H 3 L1a: R1= H, R2= H
2b: R»]: F, R2: H L1b: R1: F, R2: H

2c:Ri=F,R,=F
1 12 L1C: R»]: F, Rzz F

Sekil 5.8: vic-Dioksimlerin sentez semas.

Anti-dikloroglioksim’in ilgili DMD’ler ile reaksiyonundan yine anti- yapida bir vic-
dioksim elde edilmesi ve olusmasi beklenen yapimin simetrik olmasi beklenirdi.
NMR spektrumunda da anti-DCGO’da ki gibi tek bir —OH piki beklenmektedir.
Fakat izole edilen vic-dioksimlerin NMR spektrumlari incelendiginde 10.5 ppm’de
bulunan keskin —OH ve 9.5 ppm’de bulunan yayvan —OH pikleri, ayn1 zamanda
aromatik alanda gozlemlenen iki ayr1 fenil halkasina ait pikler yapinin anti- degil
amfi- konfigiirasyona sahip oldugunu ispat etmektedir Sekil 4.14, Sekil 4.18, Sekil
4.22. vic-Dioksimlerin IR spektrumlari incelendiginde de yapilarinda olmasi
beklenen v(C=N) ve v(N-O) baglarina ait IR absorpsiyon piklerinin literatiirle de
uygun bir sekilde sirasiyla 1660-1680 ve 950-970 araliginda geldigi ve yapinin
beklenen molekiillerle uyumlu oldugu gosterilmistir Sekil 4.16, Sekil 4.20, Sekil
4.24. Maddelerin kiitle spektrumlarina bakildiginda ise tim vic-dioksimlerin (La,
Lip, Lic) molekiiler iyon pikleri gdzlemlenmistir Sekil 4.17, Sekil 4.21, Sekil 4.25.

5.3. Mono-Platin ve Bis-Platin Kompleksleri

Platin kompleksleri genelde bis- yapida ya da yapisinda tek kloriir igerecek sekilde
literatiirde bulunurlar. Mono platin kompleksleri ise platin kimyasinda ¢ok nadir

goriilen bilesiklerdir. Bu calismada sentezlenen bu degerli bilesikler (LjaPt-m,
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LipPt-m, L;cPt-m) ilgili oksim ligandlar1 ve Platin(Il) Kloriir’in (PtCly) 1:1
oraninda DMSO iginde 40 °C*de reaksiyona sokulmasi ile elde edildi Sekil 5.9.

R, R4
(:)H
R <N :EN “OH PtCl, R2 <N :EN% ‘\\\CI
- Pt
R, NN DMSO, 40°C r NTSNT
2 | 2 A
OH OH
R4 R4
Lis: Ry=H,Ry,=H Li,Pt-m: Rj=H, R,=H
L1b: R1= F, R2= H L1th'm: R1= F, R2= H
L1c: R1: F, R2: F L1cPt'm: R1: F, R2: F

Sekil 5.9: Mono Platin kompleklerin sentez semas.

Komplekslesme reaksiyonlarinda olusan kompleksler genelde ¢oziiniirliikleri diisiik
oldugu i¢in reaksiyon ortaminda ¢oker ve santrifujlenerek izole edilir. Fakat bu
caligmada sentezlenen mono komplekslerde, reaksiyon tamamlandiktan sonra
reaksiyon sivist oda kosullarina kadar sogutulmasina ragmen hicbir sekilde ¢okme
gozlemlenmemistir. Mono platin kompleksleri reaksiyon karisimina brine ¢ozeltisi
eklenerek ¢oktiiriildii ve santrifiij edilerek ortamdan izole edildi. LiaPt-m, L;,Pt-m,
ve LjcPt-m’in kiitle analizleri incelendiginde ise tim mono komplekslerin benzer
parcalanma 6zelligi gdstererek yapisindan bir kloriir iyonunu uzaklastirdigi ve yerine
ortamdan DMSO ekledigi (([M-CI+DMSO]") gézlemlenmistir.
Bis-platin kompleksleri sentezlenirken ise mono-platin komplekslerinin aksine
metal:ligand orani 1:2 olacak sekilde reaksiyonlar gergeklestirildi

Sekil 5.10. Reaksiyon ortamina etanol i¢inde KOH ¢d6zeltisi eklenerek bis kompleks
olusumu tesvik edildi. Hem reaksiyon hizlarindaki farkliliktan hem de komplekslerin
¢coziinlirliik farkindan dolayi, tiim bis platin kompleksleri reaksiyon ortaminda
¢okmesine ragmen farkli siirelerde elde edilmislerdir. izole edilen bis komplekslerin
kiitle analizleri yapildiginda ise tiim bis komplekslerde benzer iyon piki [M+H]"

gbzlemlenmistir.
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Biitlin mono ve bis platin kompleksleri elementel analiz, infrared Sekil 4.26, Sekil
4.28, Sekil 4.30, Sekil 4.32, Sekil 4.34, Sekil 4.36 ve kiitle spektroskopisi Sekil
4.27, Sekil 4.29, Sekil 4.31, Sekil 4.33, Sekil 4.35, Sekil 4.37 yontemleri ile

karakterize edilmis ve elde edilen tiim sonuglarin beklenen bilesiklerle uyumlu

oldugu gozlemlenmistir.

R4

R
2 <N:\EN\OH PtCl, KOH
NN DMSO, 75°C
Rz |
OH

R1

L1a: R1= H, R2= H
L1b: R1= F, R2= H

L1C: R1= F, R2= F

R R,
H-.

079

R2 NN, (NN R

<N:[\N/Pt\N/IN>

Ry \ / Ry
O~y O

R R,

L1aPt'b: R1= H, R2= H
L1th'b: R1= F, R2= H

LcPt-b: R=F, R,=F

Sekil 5.10: Bis Platin kompleklerin sentez semasi.
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Sekil 5.11: L, (siyah) ve Lip-Pt-bis (renkli) bilesiklerine ait IR spektrumlarinin {ist
iste koyulmasi.

Komplekslerin IR spektrumlarini inceledigimizde ise ortak olarak 2500-3000
araliginda gelen yayvan v(NO-H) pikinin ve 950-970 civarindaki keskin v(N-O)
piklerinin kaybolmasi, bunlara ek olarak 1640-1670 bdlgesindeki v(C=N) bagina ait
piklerde gozlemlenen kaymalar, ligand da bulunan oksim grubunun cevresindeki
kimyasal degisimi gdstermekte ve metal ile selatlasma halkalarinin ligandlarin

oksiimino grubuna ait azot atomlari tizerinden olustugunu ispatlamaktadir Sekil 5.11.

5.4. In vitro Calismalan

LgPt-m, LipPt-m, LiPt-m, Li,Pt-b, Li,Pt-b, Li.Pt-b maddelerinin in vitro
sitotoksik etkileri CCD-1079Sk saglikli deri fibroblast hiicre hatti, MCF-7, ve MDA-
MB-231 meme kanser hiicre hatlarinda on farkli konsantrasyonda aragtirilmistir.
Sentezlenen komplekslerin sitotoksisite sonuglar1 antikanser ilaci olan cisplatin ve
bikalutamid ile karsilagtirilmis ve ICsp degerleri bu datalara gore hesaplanmistir.
Komplekslerin CCD-1079Sk, MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre hatlarina Kkarsi
gosterdigi sitotoksik etki rolatif hiicre canliligi olarak Sekil 5.12, %50 hiicre
canliligini gosteren konsantrasyon ICsy degeri olarak ifade edilmistir Tablo 5.2.

Sonuglar analiz edildiginde komplekslerin oldiiriiciiliigliniin MCF-7 ve MDA-MB-
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231 hiicrelerinde CCD-1079SK hiicrelerine gore daha fazla oldugu goriilmiistiir ve bu
farklilik istatistiki olarak da anlaml1 bir seviyededir (p<0.001).

CCD-1079Sk i MCF-7 MDA-MB-231
120 . 120
- 100 LigPt-m
N LypPt-m
g S 80 >
£ 80 < 3 LicPt-m
g 2 iz I cisPt
Zw it iz
= - X}
T g =
20 »
g L L 0
0.19 0.39 0.78 1.56 3.12 625 125 25 50 100 <
019 0.39 0.78 1.56 3.12 6.25 125 25 50 100 019 0.39 0.78 1.56 3.12 625 12.5 25 S0 100
) . Concentration (M)
Concentration (M) = Concentration (uM)
120
120 120 L, Ptb
B Ly Pt-b
i 100 100 1b
LicPtb
W ) ) I bical
EX ) Z o
2 > 2
Co Rl T o
20 20 20
: 9 0.39 0.78 1.5 25 125 258 S0 00 L e
0.19 0.39 0.78 1.56 3.12 625 12.5 25 S0 100 0.19 0.39 0.78 1.56 3.12 625 12.5 25 50 100 0.19 0.39 0.78 1.56 3.12 6.25 12.5 25 50 100
Concentration (M) Concentration (uM) Concentrati ion (uM)

Sekil 5.12: L;,Pt-m, L,Pt-m, L..Pt-m, L;,Pt-b, Li,Pt-b, LicPt-b, cisPt ve
Bikalutamid’e ait sitotoksisite sonuglari.

Sentezlenen komplekslerin sitotoksisite degerlerini inceledigimizde komplekslerin
ICso degerlerinin kanser hiicrelerinde genellikle 4-10 uM araliginda oldugu, saglikli
hiicrelerde ise 40-70 uM araliginda oldugu goriilmiistir. Bu sonuglar proje
kapsaminda sentezlenen L;cPt-m disinda diger L;,Pt-m, LipPt-m, L1,Pt-b, L1pPt-b,
L1.Pt-b komplekslerinin meme kanseri hiicrelerine karsi segici antiproliferatif etkisi
oldugunu gostermektedir. Bu komplekslerin terapstik indekslerinin (TD50/ED50)
bikalutamid’in MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicreleri i¢in hesaplanan terapotik
indeksinden sirasiyla 2.74 ve 1.64 kat daha fazla oldugu goriilmiistiir. Bilesikler,
MCF-7 hiicrelerinde MDA-MB-231 hiicrelerine gore daha yiiksek bir 6liim oranina
sahiptir. MCF-7 hiicre hatlar1 igin kullanilan yiiksek dozlarda (>25 uM) hiicre
canliligmin %?20'den az oldugu gorilmektedir. Sitotoksisite sonuglarina gore
bilesikler, hem MCF-7 hem de MDA-MB-231 hiicrelerinde pozitif kontrol grubu
olarak kullanilan cisPt ve bikal ile benzer sitotoksisite gostermektedir. Literatiirde
cisPt ve bical'in ICsy degerleri ¢alismamizdaki degerlere yakin bulunmustur [81]-
[83].

' TDs: Saglikl hiicrelerde gozlemlenen toksik doz (ICso)
EDsqo: Kanserli hiicrelerde gozlemlenen etkin doz (1Csp)
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Tablo 5.2: Li,Pt-m, Lj,Pt-m, L;.Pt-m, L.,Pt-b, L;,Pt-b, Li.Pt-b, cisPt ve

Bikalutamid’e ait 1Csq degerleri.

Code CCD-1079Sk MCF-7 MDA-MB-231
[1Cs (uM)] [1Cs (uM)] [1Cso (uM)]

LiaPt-m 59.52+£5.34 8.97 +£5.28 9.63+7.71
Lip,Pt-m 54.64 £ 6.25 6.91+3.16 8.64+7.71
LicPt-m 4525 +5.55 5.56 £2.39 25.02 £6.61
L1aPt-b 47.77+6.42 5.58£2.29 526 +£5.53
LipPt-b 67.89+5.11 9.57+5.41 9.73+7.28
L.cPt-b 73.88 £4.96 5.90+2.04 6.94 +£5.57

CisPt 27.89 +£7.24 3.98+1.44 9.16+7.74

Bical 9.16 £3.18 3.78 £ 1.85 8.34 £6.39

Imidazolidin tiirevi bilesiklerin meme kanseri hiicre hatt1 iizerindeki sitotoksisitesi
literatiirle tutarlidir [70]-[72]. Bakalova ve arkadaslarinin imidazolidin tiirevi Pt
kompleksini sentezledikleri ¢alismada MDA-MB-231 hiicrelerinde kompleksin 1Csg
degeri 24,5 uM olarak bulunmustur [84]. Bu tez g¢alismasinda sentezlenen Platin
tirevi Dbilesiklerinde 1Csy degerinin kiiglik olmast MDA-MB-231 hiicrelerinin
bilesiklere duyarli oldugunu gdstermektedir.Diizenlenmeyen hiicre dongiisii
nedeniyle kontrolsiiz ¢ogalma, tiimor olusumunun ana nedenidir. Bilesiklerin hiicre
dongiisii  tlizerindeki  etkisinin  arastirilmast  antikanser ilag  gelistirme
arastirmacilarinin ilgisini ¢ekmektedir. Hiicre dongiisii siireci, kanser hiicresi
cogalmasin1 Onleyen bir bozulmadan etkilenebilir. Bu nedenle bilesiklerin hiicre
dongiisii ilerlemesi {izerindeki etkileri ayni hiicre hatlarinda akis sitometrisi ile
arastirildi. Hiicre donglisii tahlilinin sonuglari, bilesiklerin farkli hiicre hatlarina
uygulanmasinin, hiicre dongiisiiniin ¢esitli asamalarinda hiicre durmasina yol agtigin
gosterdi. Tedavi sonrasi, LiaPt-m ve Lj,Pt-b bilesikleri i¢in G1 fazindaki MDA-
MB-231 hiicre popiilasyonlari, kontrol hiicrelerindeki %?24,5'e kiyasla sirasiyla
%36,1 ve %49,6'ya, L1,Pt-b ve L;cPt-b bilesikleri i¢inse G1 fazindaki MCF-7 hiicre
popiilasyonlari, kontrol hiicrelerindeki 9%69,5'e kiyasla sirasiyla %64,35 ve %64,10’a

yiikseldi Sekil 5.13.
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Bikalutamid’e ait hiicre dongiisii testi sonuglari.

Annexin V konjuge alexa fluor® 488/7-AAD baglanma analizi, akis sitometrisi ile
Olgiilen floresan Annexin V/7-AAD ile boyanmis apoptotik ve apoptotik olmayan
hiicreler arasindaki floresans yogunlugu farkina dayanmaktadir. Bu nedenle canli,
apoptotik ve nekrotik hiicrelerin oranini belirlemek igin bir apoptoz analizi yapildi
Tablo 5.3. Bilesiklerin MDA-MB-231 hiicrelerinde erken ve geg apoptozu arttirdigi
goriilmektedir. Ayrica bilesikler, 6zellikle de Li4Pt-m, LiPt-m ve LiPt, daha fazla
kanserli hiicrenin apoptoza ugramasina neden olarak MCF-7 hiicrelerinde hiicre
oliimiine sebep oldu Sekil 5.14.

Tablo 5.3: Li,Pt-m, LipPt-m, LicPt-m, LiaPt-b, LipPt-b, LicPt-b ile muamele

edilen CCD-1079Sk, MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinde apoptotik
veya nekrotik asamalarin hiicre yiizdesi.

CCD-1079Sk MCF-7 MDA-MB-231

Code

apoptotic ~ necrotic necrotic necrotic

apoptotic

apoptotic

Li,Pt-m
LpPt-m
L, Pt-m
L,,Pt-b
L.nPt-b
L,.Pt-b
CisPt

Bical

2.65+0.11 2.50+<0.001

1.90 £<0.001 0.40 £<0.001

3.45+0.03
3.65 +0.03
1.90 £ 0.07
1.85+0.03
5.00 £ 0.07

5.10£0.21

3.25+0.07
4.15+0.21
1.25+£0.07
1.80 £0.14
3.90+0.14

4.00 +£<0.001

1.80 £<0.001
3.65+0.18
5.95+0.46
4.65+0.81
295+0.11
2.05+0.03
3.45+0.03
2.05+0.03

5.45+1.06
0.95+0.21
3.40+0.71
0.95+0.35
220+0.14
5.35+1.34
1.10+0.14
6.35+1.20

9.35+0.46
5.95+0.25
6.20+0.14
7.65 +£0.25
7.45+0.39
8.00+0.21
1495+ 0.74
6.70 £ 0.28

0.65+0.21
0.65+0.07
0.55+0.07
1.15+0.07
2.65+0.07
320+0.14
1.55+0.21

1.95+0.21
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