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OZET

BENZIMIDAZOL TUREVLI RU-(II) BILESIKLERININ INSAN MEME
KANSER HUCRELERINDE ANTIiKANSER AKTIVITELERININ
ARASTIRILMASI

Derya TANDOGAN-KURT
Yiiksek Lisans Tezi
Farmasétik Biyokimya Ana Bilim Dalt
Danigsman: Dr. Ogr. Uyesi Serap SAHIN-BOLUKBASI
2. Danigman: Dog. Dr. Uyesi Neslihan SAHIN
2020, 92 sayfa + xvi
Son zamanlarda organometalik bilesiklerin antikanser aktiviteleri ile ilgili ¢alismalar
giderek artmaktadir. Bu caligmada, N-alkilbenzimidazol ligandlar1 (1la-c) ve bu
ligandlarin N-koordine Ru-(11) komplekslerinin (2a-c) MDA-MB-231 ve MCF-7
insan meme kanseri hiicrelerine karsi antikanser aktiviteleri arastirildi. L[-929
(fibroblast hiicreleri) normal hiicreler olarak kullanildi. Hem ligandlarin hem de Ru-
(IT) komplekslerinin antikanser aktiviteleri 24 saat, 48 saat ve 72 saat siirecyle MTT
(3- (4,5-dimetiltiyazol-2-il) -2,5-difeniltetrazolyum bromiir) analizi ile arastirildi.
Ayrica ligandlarin ve komplekslerin MDA-MB-231, MCF-7 insan meme kanseri
hiicreleri ve L-929 normal hiicreleri iizerine apoptotik etkileri DAPI (4,6-diamidino-
2 fenilindol) boyamasiyla arastirildi. Ru-(I1) komplekslerinin (2a-c) ligandlarindan
(1a-c) daha iyi antikanser aktivitesi gosterdigi bulundu. Sonuglarimiz, 2a ve 2b
komplekslerinin, meme kanseri hiicrelerinde (MDA-MB-231, MCF-7) ve L-929
normal hiicrelerinde MTT boyamasinda derisim ve zamana bagh diisiislere neden
oldugunu gésterdi. 2c bilesigi, MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerine ve L-929
normal hiicrelerine karsi 500 uM'lik derisim degerinde de antikanser aktivite
gostermedi. Veriler, 2a'nin tiim zaman noktalarinda MDA-MB-231, MCF-7 insan
meme kanseri hiicreleri ve L-929 normal hiicrelerinde en aktif bilesik oldugunu
gosterdi. Komplekslerin 1Csy derisimlerinin MDA-MB-231 ve MCF-7 meme kanser
hiicrelerine uygulanmasinin, kromatin yogunlagsmasi ve apoptozun indiiklendigini

gosteren niikleer pargalanma ile sonuglandigi goriilmiistiir.

Anahtar kelimeler: Benzimidazol; p-simen; MTT; DAPI; Antikanser aktivite;
MCF-7; MDA-MB-231; L-929
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF ANTICANCER ACTIVITY OF BENZIMIDAZOLE
DERIVATIVE RU-(11) COMPLEXES AGAINST HUMAN BREAST CANCER
CELLS

Derya TANDOGAN-KURT
Master Thesis
Department of Pharmaceutical Biochemistry
Supervisor: Assistant Prof. Dr. Serap SAHIN-BOLUKBASI
Second Supervisor: Associate Prof. Dr. Neslihan SAHIN
2020, 92 pages + xvi

Recently, studies on the anticancer activities of organometallic compounds are
increasing. In this study, it has been investigated the anticancer activities of N-
alkylbenzimidazole ligands (1a-c) and their N-coordinated Ru-(11) complexes (2a-c)
against MDA-MB-231 and MCF-7 human breast cancer cells. L-929 (fibroblast
cells) were used as normal cells. The anticancer activities of both ligands and Ru-(II)
complexes were investigated by MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl) -2,5-
diphenyltetrazolium bromide) analysis for 24 h, 48 h, and 72 h. We also investigated
the apoptotic effect of ligands and complexes on MDA-MB-231, MCF-7 human
breast cancer cells and L-929 normal cells via DAPI (4,6-diamidino-2 phenylindole)
staining. It was found that the Ru-(Il) complexes (2a-c) showed better anticancer
activity than their ligands (1a-c). Our results indicated that complexes 2a and 2b
caused concentration and time-dependent decreases in MTT staining on breast cancer
cells (MDA-MB-231, MCF-7) and, L-929 normal cells. Compound 2c did not
display anticancer activity toward MDA-MB-231 breast cancer cells and L-929
normal cell line at a concentration of 500 uM. Data indicated that complex 2a the
most active compound on MDA-MB-231, MCF-7 human breast cancer cells and, L-
929 normal cells in all time points. It was observed that application at ICs
concentrations of complexes on MDA-MB-231 and MCF-7 breast cancer cells
resulted in chromatin condensation and nuclear fragmentation indicating the

induction of apoptosis.

Key words: Benzimidazole; p-cymene; MTT; DAPI; Anticancer activity; MCF-7,;
MDA-MB-231; L-929
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1. GIRIS ve AMAC

Viicut savunma sisteminden kacarak kontrolsiiz boliinebilme yetenegini elde
eden hiicrelerin olusmasiyla meydana gelen bir hastalik olan ‘’kanser’” erken
tan1 ve tedavi gerceklestirilmedigi siirece genellikle 6liime sebep olan oldukca
ciddi bir saglik sorunudur. Kanser, 6zellikle gelismis iilkelerde meydana gelen
Olimlerin yaklastk %25’ini  olusturup, tiim diinyada iskemik kalp
rahatsizligindan sonra OGliime sebep olan ikinci siradaki hastalik olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Antiproliferatif, antitiimor ve antineoplastikler olarak
da bilinen bir¢ok antikanser ajan, ¢esitli kanser tiirlerinin tedavisi i¢in rapor
edilmis olup yeni, kanser Onleyici terapotik maddelerin gelisimi son yillarda
ilerlemistir [1-4]. Kanser tedavisi, tiimor hiicrelerinde meydana gelen spesifik
molekiiler degisiklikleri hedeflemeye odaklanmistir [5-10]. Kanser tedavisi
cesitli ilaglardan olusmasina ragmen, bu ilaglarin ciddi yan etkileri nedeniyle
yeni antikanser ilaglarin aragtirilmasina yonelik ¢calismalar artmaktadir [11].
Bircok koordinasyon bilesiginin biyolojik aktiviteleri arastirilmaktadir. Son
yillarda yapilan calismalar organometalik bilesiklere, 6zellikle de rutenyum
(Ru)-(IT) benzimidazol bilesiklerine odaklanmistir [12-15]. Benzimidazol
yapist, ilag kesfi ve tibbi kimyada énemli bir farmakofortur [16-17]. Rutenyum
komplekslerinin, diisiik yarilanma Omiirleri, uyarilmis durum reaktiviteleri ve
redoks stabilitesi gibi Onemli Ozellikleri nedeniyle, bu bilesiklerle ilgili
calismalar giderek artmaktadir [18-20]. Benzimidazol cekirdegi etrafindaki
bagli gruplarin farklilagmasi, bu yapiy: iceren bilesiklere genis bir biyolojik
aktivite yelpazesi saglamistir [21-24]. Son yillarda, farkli bagh grup igeren
birgok benzimidazol tiirevlerinin, antibakteriyel, antioksidan, antifungal,
antiviral, antihipertansif, antiiilser, antiprotozoal ve anti-enflamatuar ajanlar
dahil olmak tizere gesitli biyolojik aktiviteye sahip olduklar1 gosterilmistir [25-
32]. Benzimidazol tiirevleri ayrica siklin-kinaz veya tirozin kinaz inhibitorleri
olduklar1 ve kanser tedavisi i¢in hiicre proliferasyonunun inhibe ettikleri
gosterilmistir [33-36]. Ru ve benzimidazoliin yukarda bahsedilen yararl
biyolojik 6zellikleri, Ru-(Il) igeren benzimidazol komplekslerine olan ilgiyi

arttirmaktadir.



Calismamizin birinci basamaginda; N-alkilbenzimidazol ligandlari (1a-c) ve bu
ligandlarin N-koordine Ru-(11) kompleksleri (2a-c) inert atmosferde ve standart
silenk teknigi kullanilarak sentezlendi. Sentezlenen ligandlarin (la-c) ve
komplekslerin (2a-c) antikanser aktiviteleri, MDA-MB-231 ve MCF-7 meme
kanser hiicrelerine uygulanmalarindan sonra 24, 48 ve 72 saat zaman
noktalarinda MTT yontemi kullanilarak aragtirildi. Ayrica tiim bilesikler (1a-c
ve 2a-c) L-929 saglikli fare fibroblast hiicrelerine de uygulanarak,
komplekslerin saglikli ve kanserli hiicreler arasinda olasi segici 6zelliklerinin
varligi da arastirildi. Calismamizda ayrica ligandlar (1a-c) ve N-koordine Ru-
(1) komplekslerinin (2a-c) kanser ve normal hiicreler {izerindeki olasi
apoptotik etkileri DAPI boyama yontemi kullanilarak arastirildi. Caligma
sonucunda, elde edilen veriler ile; meme kanseri tedavisi i¢in aday olabilecek
yeni bilesiklerin literatiire kazandirilmasinin yani sira, ileride yapilacak yeni

sentez ¢aligmalar i¢in yol gosterici olmast amaglanmaktadir.



2. GENEL BILGILER

2.1 Kanser

Antik Misir'da M.O. 1600’lii yillarda insan kemik kanseriyle ilgili mumyalar
ve el yazmalar1 bulunmustur. M.O. 1500°1ii yillarda ise meme kanseriyle ilgili
ilk vakanmn kaydi yapilmistir. Kanitlara bakildiginda kanserin tedavi
edilemedigi ve gecici yontemler tercih edildigi belirtilmistir [37]. Kanser
terimi, Yunan fizik¢i Hippocrates (M.O. 460-370) tarafindan kullanilmis olup
timorleri tamimlamak i¢in “’karsinos’’ ve‘’karsinoma’’ terimleri kullanmustir.
Kanser, viicut savunma sisteminden kagarak kontrolsiiz boliinebilme yetenegini
elde eden hiicrelerin olusmasiyla meydana gelen bir hastalik olarak
tanimlanmaktadir. Kanser tiim diinyada, iskemik kalp rahatsizligindan sonra
Oliime sebep olan ikinci siradaki hastalik olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Kanser
olusumunda, genetik ve oOzellikle ¢evresel faktorlerin Oonemli rol adigi
bilinmekle birlikte, ultraviyole isinlar1 (UV), karsinojen maddeler, beslenme
aliskanliklar, sigara ve alkol kullanim1 gibi diger faktorlerinde kanser olusumu
ve ilerlemesinde 6nemli faktorler olduklar1 bilinmektedir. Kanser tanisi igin
giiniimiizde farkli yontemler (biyokimyasal testler, ultrasonografi, rontgen,
radyoizotopik taramalar, kan sayimi, endoskopi, bilgisayarli tomografi,
biyopsi, manyetik rezonans goriintiileme, sitoloji, histopatoloji vb.) bir arada
veya ayri ayri kullanilmaktadir [38]. Giiniimiizde kanser tedavisi igin,
kemoterapi, radyoterapi, hormon tedavisi, immiinoterapi gibi yontemlerden
faydalanilmaktadir [39]. Ancak tedavinin pahali olmast ve olasi yan
etkilerinden dolay1 var olanlardan farkli, yan etkileri daha az olan yeni tedavi
yontemleri ve ajanlarinin arastirilmasina yonelik caligmalar siirekli devam

etmektedir.

2.2. 2018 yili Diinya Kanser Verileri

2018 yilinda, tiim diinyada 18.1 milyon yeni kanser vakasi ve 9.6 milyon
oliimli kanser vakasi bildirilmistir [40]. 2018 yili i¢in toplam kanser vaka
sayist ve Olim oranlarinin Diinya genelindeki dagilimlart Sekil 2.1.°de
verilmistir [40]. GLOBOCAN 2018, 185 iilke ve 36 farkli kanser tiirii ile ilgili

veriler gbz Oniline alinarak olusturulmustur.
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(B)

Sekil 2.1. 2018 Yilinda Ongériilen Toplam Kanser Vaka Sayilar1 (A) ve Oliim
Oranlarinin Diinya Genelindeki Dagilimi (B) [40].

2018 yilinda gézlenen toplam kanser vaka sayilarinin kitalara gére dagilimlar
ve yiizdeleri; Asya (% 48.4), Avrupa (% 23.4), Amerika (% 21), Afrika (% 5.8)
ve Okyanus tilkeleri (% 1.4) olarak siralanmistir. 2018 yilinda gozlenen toplam
Oliimlii kanser vaka sayilarinin kitalara gore dagilimlar1 ve yiizdeleri ise; Asya
(% 57.3), Avrupa (% 20.3), Amerika (% 14.4), Afrika (% 7.3) ve Okyanus
iilkeleri (% 0.7) olarak gozlenmistir (Sekil 2.1.). Kansere bagli 6liim



oranlarinin; Avrupa, Amerika ve Okyanus iilkelerinde kanser goriilme
oranlarina gore diisiik oldugu gozlenirken, Asya ve Afrika kitalarinda ise daha
yiiksek oldugu gozlenmistir [40]. Diinya genelinde, kanser goriillme oraninin
erkeklerde kadinlara gore iki kat daha fazla oldugu, ayrica kanser tiiriine ve
bolgeye bagli olarak 6liim oranlarinin erkekler arasinda dokuz kata kadar
kadinlar arasinda ise dort kata kadar degistigi belirtilmistir [40]. Elde edilen
diger bir sonug ise; bazi kanser tiirlerinde yasa bagli kansere yakalanma ve
6lim oranlarin hem kadinlar hem de erkeler i¢in, gelismis tllkelerdeki kansere
yakalanma orani yiiksek olsa dahi 6lim oranlarinin gelismemis iilkelere gore

daha az oldugu goézlenmistir [40].
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Sekil 2.2. En Yaygin Bes Kanser Tiirii icin Toplam Kanser Vaka Sayilar1 (A)
ve Oliim Oranlarinin (B) Diinya Genelindeki Dagilim1 (2018 Y1l)
[40].

Sekil 2.2.’de, 2018 yilinda diinya genelindeki en yaygin goriilen bes kanser

tiirliniin vaka sayilar1 ve 6lim oranlar1 gosterilmistir. Akciger kanseri % 11.6

goriilme oranm1 ve % 18.4 O6liim oran ile ilk sirada yer almaktadir. Goriilme

oranlar1 gbz Oniline alindiginda ikinci sirayr meme kanseri almakta ve bunu,



kolorektal Kkanseri, prostat kanseri ve mide kanseri izlemektedir. Olim
oranlarinda ise akciger kanserinden sonra kolorektal kanseri, mide kanseri,

karaciger kanseri ve meme kanseri yer almaktadir [40].

GLOBOCAN 2018
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Sekil 2.3. En Yaygin Bes Kanser Tiiriiniin Kanser Vaka Yiizdeleri ve Olim
Yiizdelerinin Diinya Genelindeki Dagilimi Kadinlarda (A),
Erkeklerde (B) (2018 Yili) [40]

Kadinlarda; meme kanseri, kolorektal kanser, akciger kanseri, servik kanseri ve
tiroid kanseri, erkelerde ise; akciger kanseri, prostat kanseri, kolorektal kanser,
mide kanseri ve karaciger kanseri en yaygin tanisi konulan ilk 5 kanser tiirii
olarak siralanmstir (Sekil 2.3.). Kadinlarda en yiliksek Oliim oranlarinin
gozlendigi kanser tiirleri sirasiyla; meme, akciger, kolorektal, servik ve tiroid
kanserleri iken erkeklerde; akciger, karaciger, mide, kolorektal ve prostat
kanserleridir (Sekil 2.3.) [40].



2.3. 2018 Y1h Tiirkiye Kanser Verileri

Kanserle Savas Daire Baskanlig: iilkemizde Saglik Bakanligi’na bagli olarak
1983 tarihinde kurulmustur. Yine bu tarihte kanser hastaliginin, yonetmelik ile
bildiriminin yapilmasi zorunlu olan hastaliklar arasina alinmasiyla kanser
hastaliginin bakanliga bildirilmesi saglanmis ve bu donemde, kanser sikligi
arastirmalart da gerceklestirilmistir. Bu c¢aligmalarda, tilkemizde ilk kez,
organa spesifik kanser oranlartyla kanser tilirlerinin genel profili
iliskilendirilmistir. Kanser kayitgiligi Oncelikle pasif sistemle baglamistir.
Ancak yeterli sayr ve uygun kalitede verilerin elde edilerek toplanamamasi
sebebiyle 1992 tarihinde kanser kayitlarimin aktif sistemle toplanmasina
baslanmistir. Ik kez Izmir’de Kanser Kayit ve Insidans Projesi kapsaminda
aktif kanser kayit merkezi kurulmustur. Bu merkezin kurulusundan 6 yil sonra
Antalya’da da Kanser Kayit Merkezi agilarak, burada da kanser kayitlari
toplanilmaya baslamistir. Tiirkiye’de 1991 yilinin basinda gergeklestirilen bir
calismada 1985 ile 1990 tarihleri arasinda tanisi1 konulan tiim kanserlerin
yaklasik %20 sinin meme kanseri oldugu, ve goriilme sikliginin 1985 ile 1987
tarihleri arasinda tiim kanser tiirleri igerisinde ikinci siradayken, 1988 ile 1990
tarthleri arasinda ise birinci siraya yiikseldigi rapor edilmistir. 2001 yili Saglik
Bakanligi Kanser Savas Daire Baskanligi kayitlarina gore; meme kanserinin

kadinlarda tanis1 konulan tiim kanserler iginde siklig1 % 24.3’dir.

Tiirkiye’de 2018 yilinda, 210.537 yeni kanser vakasi ve 116.710 dliimlii kanser
vakast bildirilmigstir [40]. Goriilme oranlart géz Oniine alindiginda, meme,
prostat, akciger, kolorektum ve tiroid kanserleri ilk bes sirada yer alirken,
Oliime sebep olan kanser tiirlerinin ise akciger, prostat, meme, mide ve tiroid
kanserleri oldugu bildirilmistir [40]. Erkeklerde akciger kanserinin kadinlarda
ise meme kanserinin en sik teshis edilen ve en fazla 6liimle sonuglanan kanser
tiirleri olduklar1 belirtilmistir [40]. Tiirkiye Istatistik Kurumu (TUIK) verilerine
gore; Tlrkiye’de her bes dliimden biri kanser sebepli olup, Diinya’da oldugu
gibi Tiirkiye’de kanser hastalig1 kalp-damar hastaliklarindan sonra ikinci sirada

yer almaktadir [41-42].



2.4. Meme Dokusu

2.4.1. Memenin Yapisi

Modifiye bir ter bezi olan meme; anteriortorasik duvarin en 6n bolgesinde yer
almaktadir. Laktasyon (siit verme) donemi disinda bir meme ortalama olarak
10-12 cm c¢apinda ve yaklagik 150-400 g agirhigindadir. Meme dokusu;
glandiiler doku, fibr6z doku ve yag dokusundan olugmaktadir. Meme dokusunu
olusturan bolgeler Sekil 2.4.°de gosterilmistir. Meme dokusu, meme
yiizeyinden meme derinliklerine dogru ii¢ alana ayrilmaktadir [43]. Bunlar: cilt
ile anterior meme fasyas: arasinda kalan Premamarian (subkutan) alan,
anteriorfasya ile posteriorfasya arasinda bulunan duktuslar ile dallarini,
terminal duktolobiiler iinitenin biiyiikk kismiyla fibrozstromal elemanlarim
iceren Mamarian alan, ve {i¢iincii olarak da yag, kan damarlar1 ve lenfatikleri

iceren Retromamarian alandir.

Kopriacik kemigi

Meme
'has 1

Sim kanal

Siit bhezxi

Cilt

Sekil 2.4. Memenin yapisi [44]

Meme, 15 ile 20 arasinda bir sayida lobdan (segmentten) meydana gelmektedir
[43]. Memede bulunan bu loblardan her bir lob memenin basindan baslayarak
1sinsal simetride doku igerisine dagilmistir. Memeyi olusturan her bir lobun
memenin bas bolgesine dogru yonelmis ayri birer kanali bulunmaktadir. Her
lob 20 ile 40 arasinda degisen bir sayida lobulus icermekte olup her bir
lobulusta yaklasik olarak 10 ile 100 adet asinus (duktiil) ihtiva etmektedir.

Lobuluslarda bulunan asinuslar birleserek memede yer alan terminal duktusa



(ekstralobiiler ve intralobiiler segmentlerden olusur) agilmaktadir [45]. Lobus,
bir terminal duktusun intralobiiler segmenti ve bu segmente agilan asinuslardan
olusmaktadir. Bu yap1 terminal duktolobiiler {inite olarak adlandirilmaktadir
[46-47]. Terminal duktus yapilar1 birleserek subsegmental duktus adi verilen
yapty1, subsegmental duktuslar da birleserek segmental (laktifer) duktusu
meydana getirmektedirler. Laktifer duktus boliimii meme basinda genislemekte
ve bu yapi1 da laktifer siniis olarak adlandirilmaktadir. Laktifer siniis de ampulla
ile meme bas1 bolgesinden disariya acilmaktadir [48]. Laktifer sinilis bolgesi,
laktasyon sirasinda siitiin toplandig1 yerdir. Areola bolgesinde sebaseglandlar
bulunmaktadir. Bu sebaseglandlar gebelik siliresince areola ve meme basi
bolgelerini koruyan bir madde salgilamaktadir. Areola bolgesinin altinda yag
dokusu bulunmamaktadir. Meme basi, areola orta kesiminde yerlesmis olan
koni veya silindir seklindeki c¢ikinti olup yag dokusu igcermemektedir.
Genellikle 4. interkostal aralikta bulunmaktadir. Ancak konumu kisiler
arasinda farklilik gosterebilmektedir. Meme basinin u¢ bolgesinde laktifer
siniislerin a¢ildig1 bolgeler bulunmaktadir [49]. Aksiller kuyruk, yukari ve
lateral bolgeye dogru uzanan, derin fasyayr delerek gecen ve aksiller

damarlarla yakin bolgede bulunan kisimdir [50].

2.5. Meme Kanseri

Meme kanseri, siit kanallar1 ile meme lobiillerini meydana getiren hiicrelerin
kontrolsiiz boliinmeleri ve bu hiicrelerin viicudun baska bolgelerine goc ederek
(metastaz yaparak) o bolgelerde de c¢ogalmaya devam etmeleriyle
gelismektedir. Meme kanserleri, patolojik olarak, kanserlesen hiicrelerinin
lokalize oldugu bolgelere (primer kanser hiicresinin olustugu bolge) veya
yayilma egilimlerine gére siniflandiriimaktadirlar. Siit kanallarindan meydana
gelen kanser tipine ductal karsinom, lobiillerden meydana gelen kanser tipine
de lobiiler karsinom adi verilmektedir. Kanser hiicreleri, tiirevlendikleri
bolgeler ve doku ile sinirh kalirlarsa in situ, yayilma egilimi gosterirlerse yani
metastaz yaparlar ise invazif meme kanseri olarak adlandirilmaktadirlar [51].
Meme karsinomlarmin yaklasik olarak %15’ini invazif lobiiler karsinomlar

olusturmaktadir [52].
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Sekil 2.5. Meme Kanser Tiirleri

Meme kanserleri; gen anlatimi profilinin tespit edilmesi, timor ile lenf
nodlarinin  derecelendirilmesi ve ¢esitli  belirteglerin  (biyomarkirlarin)
varhigmin olup olmamasma gore smiflandirilmaktadir. Meme kanserleri,
memeli hiicrelerinde bulunan ve meme kanseri olusum sebeplerinden birisi
olan Ostrojen reseptorii (ER), progesteron reseptorii (PR) ve epidermal biiyiime
faktorii reseptoric (HER2) ekspresyonlar1 g6z Oniine alinarak bes ayri alt

gruptan olusmaktadir (Tablo 1).

Tablo 1. Meme kanseri hiicrelerinin siniflandirilmasi ve kullanilan meme
kanseri hiicre hatlar1 profilleri

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

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

2.6. Meme Kanseri Diinya ve Tiirkiye’de Epidemiyolojisi
Diinya saglik orgiitii tarafindan 2018 yilinda aciklanan verilere gére meme
kanserinin tim kanser tiirleri arasinda goriilme sikligi % 24.2 olarak rapor

edilmis olup meme kanseri kadinlarda goriilme siklig1 en yiliksek olan kanser
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tirli olarak bildirilmistir [40]. 2018 yilinda tespit edilen meme kanseri ile
iligkili 6lim sayis1 627 bin kisi olup Diinyada kadinlar {izerinde teshisi konulan
her 4 kanser tiiriinden biri meme kanseridir. Meme kanserinin goriilme sikligi
Diinya iizerinde iilkeler arasinda biiyiik farkliliklar gostermektedir. Meme
kanserinin goriilme sikliginin en yiiksek oldugu bolge Kuzey Amerika kitasidir
(99.4/100.000). Buna karsilik meme kanseri iligkili 6liim oranmin en diisiik
oldugu bolge yine Kuzey Amerika kitasidir (yaklasik % 25). Cin’de ve Afrika
kitasinda meme kanserine yakalanma oram1i ¢ok diisiik olmasina karsin
(swrastyla 11.7 ve 13.64/100.000) oliim orani oldukga yiiksek oranlarda
seyretmektedir (yaklasik % 45). Meme kanserine bagli 6liim orani az gelismis
iilkelerden gelismis iilkelere dogru gidildik¢e azalmaktadir. Meme kanserinin
farkli gelismislik seviyesindeki iilkelerde goriilme ve Oliim orani oranlari
arasindaki tespit edilen bu farkliliklarin altinda yatan sebeplerin; yas, diyet ve
yasam sekli gibi gesitli farkliliklar oldugu diistiniilmektedir [40, 52]. Meme
kanseri ile iligkili olarak tespit edilen dnemli paradokslarin bir tanesi de beyaz
irka mahsus kadinlarda meme kanserinin goriilme sikliginin siyahilere oranla
yaklagik % 20 gibi onemli bir oranda daha fazla olmasma ragmen, 6liim
oranlarinin siyahi irkta daha fazla olmasidir. Etnik farkliliklar arasinda olusan
bu paradoksun yasam tarzi ve sosyoekonomik durumlardan kaynaklandigi

diistiniilmektedir [40, 52].

Meme
22 345 (24.4%)

Diger kanserler
35 503 (43.1%)
Tiroid
10 563 (11.5%)

Eolorektal
8483 (9.3%)

Alkciger Eorpus Uterus
5 208 (5.8%) 5 463 (6%)

Toplam: 91655

Sekil 2.6. Tiirkiye’de Kadinlarda en sik goriilen ilk on kanserin yasa bagh
olarak oranlanmis hizlarinin dagilimlari [40]
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2018 yili Saghik Bakanligmin verilerine gore; kadinlarda yiiksek siklikla
goriilen ilk on kanser tiiriiniin yasa gore oranlanmig dagilimlari belirlenmistir
(Sekil 2.7.). Meme kanserinin % 24,4’lik dilime sahip oldugu saptanmistir
[40, 52]. Saghik Bakanlhigi’nin agikladigi veriler ile Meme Hastaliklari
Dernekleri Federasyonu’nun acgikladigi veriler beraber analiz edildiginde
Tiirkiye’nin bat1 bolgelerinde meme kanseri goriilme sikliginin  dogu

bolgelerine oranla yaklasik olarak 2 kat fazla oldugu rapor edilmistir [53].

2.7. Meme Kanseri Risk Faktorleri

Meme kanseri ilizerine yapilan birgok calismada elde edilen veriler meme
kanseri olusum ve gelisim siirecinin ve buna bagli olarak da teshis ve 6lim
sayilarinin farkli oldugunu gostermektedir. Bu degiskenlik giiniimiizde bilinen
bircok risk faktorii nedeniyle olugmaktadir. Risk faktorlerinin iginde en
Onemlileri ise yas, ailevi geg¢mis, yasam sekli, iireme ile ilgili faktorler ve
cevresel faktorlerdir [54].

2.7.1. Yas

Meme kanserinin olusmasinda yiiksek etkiye sahip risk faktorleri analiz
edildiginde ileri yasa sahip olmanin olduk¢a 6nemli bir risk faktorii oldugu
gozlenmistir [54]. Yapilan bir¢ok calismada menopoz Oncesi yaslarda (bazi
kadinlarda degisebilmekle beraber genellikle 40-50 yas aralig1) meme kanseri
riskinin giderek arttigi tespit edilmistir [54]. Diinya’da meme kanseri tanisi
konulan kadmnlar ile gergeklestirilen g¢alismalarda, tan1 konulan kadinlarin
yaklasik olarak % 70’inin 50 yasinda veya lizerinde oldugu rapor edilmektedir.
Ayrica 50 ve lizerinde yasa sahip kadinlarin meme kanserine yakalanma
sikliginin, 50 yasindan kiiciik kadinlara gore yaklasik olarak 4 kat fazla oldugu
vurgulanmaktadir. Meme kanserinin yasa bagli olarak farkli cografi
bolgelerdeki dagilimi Sekil 2.7.’de gosterilmektedir [40]. Saglik Bakanligi’nin
kadinlar iizerinde yapmis oldugu istatiksel caligmaya gore de; meme kanserine
yakalanma riskinin yasa bagh olarak giderek arttigi ve ozellikle de 45-49 ile
50-54 yagslar1 araligindaki kadinlarda meme kanseri riskinin geng¢ yaslardaki
kadinlara gore oldukga fazla oldugu bildirilmektedir.

Gergeklestirilen birgok ¢alismada, geng yastaki meme kanseri hastalarinin ti¢li

negatif meme kanseri (Gstrojen reseptorii negatif, progesteron reseptorii negatif
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ve HER-2 negatif) oOzellige sahip oldugu ve bu reseptor proteinlerinin
ekspresyonlarmin  gerceklesmedigi  bildirilmistir  [55-56]. Ileri yastaki
bireylerde ise genellikle hormon reseptorii pozitif oldugu, bu reseptor

proteinlerinin asir1 ekspresyonlarinin oldugu rapor edilmistir [57].

Meme Kanseri

Avusturya/Yeni Zellanda
Bati Avrupa Bekcdn }
Kuzey Avrupa )
Kuzey Amerika
Giiney Avrupa
Polinezya
Giiney Amerika
Dogu Avrupa
Karayipler
Malezya
EKuzey Afrika
Giiney Afrika
Bat1 Asya
Dogu Asya
Merkezi Amerika
Kuzey Dogu Asya
Ban Afrika
Dogu Afrika

Orta Afrika
Giiney Merkezi Asya

120 80 40 0 40 80 120
Yasa gire standartize edilmistir, bir birim 100.000 kadina tekabiil eder.

insidans _ Oliim oram

Sekil 2.7. Meme kanserimin yasa bagli olarak farkli cografi bolgelerde
dagilimi [40].

2.7.2. Ailesel ve Genetik Risk Faktorleri

Kuzey Amerika Kitas1 ve Avrupa’da teshisi konulan meme kanseri olgularinin
%10°dan fazlas1 genetik yatkinlik gosteren bireylerden olugmaktadir. Meme
kanseri olusumunda tam olarak kac farkli genin rol aldigi heniiz tam olarak
bilinmemektedir. Ancak, 13. ve 17. kromozomlardaki lokuslarda lokalize
bulunan BRCA1 ile BRCA2 genlerinin meme kanseri ile iligkili oldugu
bilinmektedir. Meme kanseri goriilme sikliginin beyaz irkta yaklasik olarak
1/800, Askenazi Yahudilerinde ise %2 oraninda oldugu rapor edilmistir [40].
Tirkiye popiilasyonunda BRCA mutasyonuna sahip olma oranlarinin oldukca
diisiik oldugu bildirilmektedir [58]. 667 adet over kanseri tanis1 konmus vakada
BRCA geninde mutasyon arastirilan bir ¢aligmada tiim vakalarda yalnizca %1

oraninda BRCA mutasyonu saptanirken, aile dykiisli olan vakalarin igerisinde
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% 9.8 oraninda BRCA mutasyonu saptanmistir [59]. Karadeniz bolgesinde 211
adet meme kanseri tanisi konulmus vakada BRCAL ile BRCA2 genlerindeki
mutasyonlar1 arastiran bir ¢alismada da, BRCAL1 geninde mutasyon % 1.9
olarak saptanmis olup BRCA2 geninde mutasyon gozlenmemistir [59].

Meydana gelen genetik mutasyonlarin neticesinde olusan meme kanseri
tirlerinin ¢ogu 65’li yaslardan Once gelismektedir. Birinci dereceden olan
akrabalarinda 50 yasindan 6nce meme kanseri teshisi konulan bir kadinin
meme kanserine yakalanma riski yaklasik olarak iki kat yada daha fazla
artmaktadir. Bunun yani sira meme kanseri teshisi konulan akrabanin yasi ne
kadar geng ise, birey i¢in meme kanserine yakalanma risk de o kadar
artmaktadir. Ornegin kiz kardesinde 30 ile 39 yaslar1 arasinda meme kanseri
teshisi konulan bir kadinin, 65 yasina dogru artan meme kanseri olusma
riskinin %10 oldugu, ancak kiz kardesi 50 ile 54 yaslar1 arasinda meme kanseri
teshisi konulan bir kadinin ise yaklasik olarak %35 oldugu rapor edilmistir [59].
Eger iki farkli birinci dereceden akrabada meme kanseri teshisi konmus ise

risk 4 ile 6 kat arasinda artmaktadir [59].

2.7.3. Yasam Tarzi

Meme kanseri ile yakindan iligkili olan bir diger faktdr yasam tarzidir. Bunun
igerisinde en 6nemli olanlar ise beslenme ve alkol kullanimidir.

Alkol;  gerceklestirilen epidemiyolojik caligmalarda alkol tiiketiminin
kadinlarda menopoz Oncesinde ve sonrasinda meme kanserine yakalanma
riskini arttirdigi rapor edilmistir [60]. Meme kanserine yakalanma riskinde
meydana gelen bu artis tiiketilen alkol miktar1 ile dogru orant1 gdstermektedir.
Sekil 2.8’de alkol kullanimi ile meme kanserine yakalanma arasindaki iliski
gosterilmektedir [60]. Menopoz Oncesi donemdeki kadinlarda da ozellikle
adetin yumurtlama déneminde tiiketilen alkoliin 6strojen hormonu seviyesinde
oldukea belirgin bir artigsa sebep olmasi sebebiyle 6zellikle bu donemde yogun
alkol tiiketilmesi onerilmemektedir. Menopoz sonrasindaki donemlerde de
alkol alimimi Ostrojen seviyelerini dogrudan arttirmaktadir. Alkol tiiketimi
ayrica bagisiklik sistemi ve beslenmeyi de bozmaktadir. Bunun sonucunda da
vitamin (A, B6, B12, D, E ve folat) ile minerallerde (6zellikle selenyum)

eksiklige sebep olmaktadir. Tiim bu nedenlerden dolay1 viicudun kanser
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olusumuna ve gelisimine kars: siirdiirdiigii savas1 bozmaktadir. Ozellikle de
menopoza girdikten sonraki donemlerde alkol alan kadinlarda meydana gelen
folat yoksunlugu sebebiyle, folat aliminin arttirilmasinin, meme kanserinin
alkol sebepli artis riskini azaltabilecegi diistiniilmektedir [60].

Beslenme; dogal antioksidan bilesiklerin, gesitli esansiyel vitaminlerin ve diger
fitokimyasallarin en temel kaynagini olusturan meyvelerin ve sebzelerin
diizenli tiiketilmesinin, meme kanserine yakalanma riskinde azalmay1 sagladigi
bildirilmistir. Giinliik tliketilen sebze porsiyonu miktarinin, dogrudan meme
kanseri riskini etkiledigi bildirilmistir. Meyve ve sebzelerin meme kanserine
karst menopoz Oncesi ve menopoz sonrasi koruyucu etkisinin varligi da
saptanmigtir. Bitki kaynakli gidalarin renklerinin koyu yesil, sar1, kirmizi, veya
turuncu renkte olmasi, bu gidalarin lif, antioksidan ve antikanserojen maddeleri
yogun olarak ihtiva ettigine isaret etmektedir. Bunun yan1 sira meyve, sebze,
kirmiz1 sarap ve ¢ayda olduk¢a zengin bir sekilde bulunan flavonoidlerin,
yumurtalik ve meme kanserlerine yakalanma riskinde azalmay1 sagladig: rapor

edilmistir [61-62].

Alinan alkol miktarina bagh olarak meme kanseri goriilme riski
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Sekil 2.8. Alkol kullanimimin meme kanseri olusum riski ile iligkisi [60].

Soya {rlinlerinin de igerdikleri bitkisel Ostrojen hormonu sebebiyle
tiiketildiklerinde meme kanserine yakalanma riskinde kayda deger bir azalmay1

sagladiklar1 rapor edilmistir. Bitkisel kaynakli Gstrojen, memeli Ostrojenine
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gore Ostrojen reseptorii lizerinde daha zayif bir etkiye sahiptir ve bunun yani
sira insan Ostrojeninin de etkisini azaltmaktadir. Ancak kisi bir defa meme
kanseri ile teshis edildiginde, bitkisel Gstrojen de meme kanseri hiicrelerini
cogaltabilecegi ve tedavi siliresince alinan antidstrojenlerin etkilerini

azaltabilecegi i¢in kullanilmamalari gerektigi bildirilmistir [61-62].

2.7.4. Ureme ile ilgili Faktorler

Kadinlarda menapoz doneminden sonra ki donemlerde, dstrojen hormonunun
temel kaynagi adrenal bezlerden salgilanan dehidroepiandrosterondur. Bu
bilesik periferik yag dokusunda metabolize edilerek Ostradiol veya Gstrona
dontstiirilmektedir. Kadinlarda dstrojene maruz kalinan siirede meydana gelen
artig (erken menars donemi; 12 yas doneminden 6nce ve ge¢ menapoz donemi;
55’li yaslardan sonraki déonem), meme kanseri tiimérlerinin gelisme ve olusma
riskinde meydana gelen artigla dogrudan iliskilendirilmistir. [63]. Gebelik ile
iligkili oldugu tespit edilen meme bolgesi epitelinin terminal farklilagmas1 da
meme kanserine karst koruyucudur. Bu sebeple ilk dogumun kadmin ileriki
yaslarinda yapilmis olmasi veya hi¢ dogum yapilmamis olmasi meme kanseri
riskinde olusan artisla iligkilendirilmistir [63]. Daha o6nce hi¢c dogum
yapilmamis olmasi meme kanserine yakalanma riskinde yaklasik olarak 1.2 ile
1.7 kathk bir artiga sebep olmaktadir. Coklu dogum yapilmis olunmasinin
meme kanserine karsi olan koruyucu etkisi ile tartismalidir. Infertilitenin
(kisirligin) meme kanserine yakalanma riskini azalttigi seklindeki veriler ile
kisirlik tedavisinin meme kanserine yakalanma riskini nasil etkiledigi
yoniindeki veriler ise geliskilidir [63].

2.7.5. Cevresel Faktorler

Meme kanseri gelisiminde genetik faktorlerin yani sira ¢evresel faktorler de
olduk¢a 6nemli rol oynamaktadir. Bu faktorler arasinda en 6nde gelen iyonize
radyasyondur. Ozellikle gen¢ yastaki kadinlarin iyonize radyasyona maruz
kalmasi kanser riskini bilyiik oranda arttirmaktadir [64]. Ciinkii erken yaslarda
viicuttaki hiicre boliinmesi daha fazladir, radyasyon sonucu aciga ¢ikan DNA
hasar1 boylelikle daha c¢ok kopyalanmakta ve kanser riski artmaktadir.
Radyasyona maruz kalma siiresindeki artisla dogru orantili olarak kanser

olusum riski de artmaktadir [64].
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Meme kanseri olusumunda yukarida ayrintili olarak agiklanan faktorlerin
yanisira; azalmis fiziksel aktivite, obezite veya hormon terapisi gibi cesitli

faktorlerin de etkili olabilecegi belirtilmistir [65].

2.8. Meme Kanseri Evreleri

Diger kanser ¢esitlerinde oldugu gibi meme kanseri de erken ve ge¢ evrelerden
olusmaktadir. Erken evredeki meme kanseri hastalarinda hastaligin seyri zor
olmamakla birlikte teshisten sonraki 5 yil gibi bir donemde yasama oranlar1 %
70°dir. Meme Kkanseri; timor bulyikligli, nodlarin  durumu/konumu ve
metastatik potansiyele gore dort evreye ayrilmistir. Bu evreler asagida
aciklanmistir [66].

Evre 0: Bu asamada kanser hiicreleri heniiz ¢evreye yayilabilme potansiyeli
kazanmamis ve ayrica lokalizasyon olarak yalnizca memede sinirli
kalmislardir.

Evre I: Bu evreye ulasan kanser hiicreleri arttk meme dokusuyla sinirli kalmak
kaydiyla meme dokusu icerisinde herhangi bir bolgeye gd¢ edebilme yani
invazyon yetenegine sahip olurlar. Bu evre iki alt gruptan olusmaktadir.

Evre IA: Tiumorin yaklasik olarak 2 ¢cm g¢apinda oldugu ve meme dokusu
icerisindeki bolgelere invasyon gosterebilme yetenegine sahip olan meme
kanseri hiicreleridir.

Evre IB: Bu evrede tiimdr dokusu bulunmamakla birlikte daha kiigiik gruplar
halinde hiicre topluluklar1 varligi s6z konusudur ve ¢aplar1 0,2-2 mm araliginda
olan kanser hiicreleri invasif potansiyele sahiplerdir. Meme dokusundan lenf
sistemine gecebilmektedirler. Kanser hiicreleri mikroskobik olup meme
dokusundaki kanal ve loblardan disariya gé¢ edebilmektelerdir.

Evre Il : Bu evrenin iki alt grubu bulunmaktadir.

Evre IlA: Timor c¢aplart 2 mm’den biliyiikk olanlar meme dokusunda
bulunmamakla birlikte her {i¢ aksiller lenf nodlarindan birinde bulunmaktadir.
2 cm ya da daha kiigiik captaki tiimorler genellikle aksiller lenf nodlarma
yayilmaktadir. Bu evredeki tiimor caplart ¢ogunlukla 2-5 cm olmaktadir.ve
bunlar lenf nodlarinda bulunmamaktadir.

Evre 1IB: Bu evredeki tiimor hiicreleri 2 cm’den biiyiik 5 cm’den kiiciik

olmakla birlikte her ii¢ aksiller lenf nodlarindan birinde ve gogilis kemigine
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yakin lenf nodlarinda bulunmaktadir. 0,2-2 mm araligindaki timorler ise
yalnizca lenf nodlarinda bulunmaktadar.

Evre I11: Bu evrenin ii¢ alt grubu bulunmaktadir.

Evre I1A: Timor dokular1 herhangi bir biiyiikliige sahip olabilirler veya meme
dokusunda tiimor bulunmayabilir. Gogiis kemigine yakin lenf nodlarinda veya
aksiller lenf nodlarinda tiimoér dokulart bulunmaktadir. Timor biyiikligli 5
cm’den daha biiyiiktiir ve daha kii¢liik gruplar ise daha ¢ok lenf nodlarinda
bulunur.

Evre I11B: Tiumor herhangi bir biiylikliikte olabilir ve gogiis duvarinda veya
derisinde siskinlik veya yaraya neden olur. Meme derisinin biiyiik bir kisminda
kizariklik meydana gelir, yanma hissi ve kabarikliklar olusur.

Evre 111C: Memede herhangi bir kanser belirtisi olmayabilir veya tiimor var ise
herhangi bir biiyiikliikte olabilir. On ya da daha fazla aksiller lenf nodlarinda
yayilim goriiliir. Lenf nodunun iistiinde ve kopriiciik kemiginin altinda yayilim
goriilebilir.

Evre 1V: Uzak metastatik kanser asamasindadir. Kanser hiicreleri viicudun

diger bolgelerine yayilmistir.

2.9. Meme Kanserinin Tedavi Yontemleri

Meme kanseri tedavisinde; lokal (cerrahi tedavi, radyoterapi) ve sistemik
tedavi (kemoterapi, endokrin tedavi) gibi farkli tiirde tedavi yontemleri
kullanilmaktadir. Meme kanseri i¢in tedavi yonteminin belirlenmesindeki en

onemli etmen hastaligin evresidir.

2.9.1. Cerrahi Yontem

Meme kanseri tedavisinde en yaygin kullanilan yontemlerden birisi olup farkl
uygulama sekilleri bulunmaktadir. Kismi mastektomi sadece memedeki
timoriin alindigi ancak memenin alinmadigi yani memenin korundugu cerrahi
yontemdir. Tiimorli dokular alinirken etraftaki bazi hastaliksiz dokular da
alinmaktadir. Total mastektomi; tiim memenin alindigi durumdur. Koltuk
altindaki lenf nodlarinin alinmadigi duruma basit mastektomi denir. Modifiye
radikal mastektomi; memenin timiiniin alindigi, koltuk altindaki lenf
nodlarinin ¢ogunun ya da tiimiiniin alindigi durumdur. ki gogiis kasindan

kiiciik olan da lenf nodlarinin alinmasini kolaylastirmak i¢in alinabilmektedir.
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2.9.2. Radyoterapi:

Radyasyon terapisi, kanser hiicrelerini yok etmek ic¢in kullanilan yiiksek
enerjili X-1sinlariin kullanildigr bir tedavi yontemidir. Radyasyon, viicudun
disindan kanserli bolgeye uygulanabilecegi gibi (dis radyasyon) tiimorli
dokunun dogrudan igine radyoaktif madde enjekte edilerek (i¢ radyasyon) de
gerceklestirilebilmektedir. Meme kanseri tiimorlerinin tedavisinde siklikla
uzun siire ve diizenli olarak dis radyasyon yontemi kullanilmakta ve X-1sinlar1
uygulanmaktadir. Radyoterapi uygulamasi cerrahi miidahaleden sonra meme,
gogiis duvart veya koltuk alt1 bolgelerinde kalan kanser hiicrelerini elimine
etmek amaciyla kullanilabilecegi gibi, nadiren de olsa cerrahi miidahale
oncesinde tiimoriin boyutunun kii¢iiltiilmesi amaciyla da uygulanabilmektedir
[62].

2.9.3. Hormonal Terapi

Hastaligin hormonal tedavi denilen ilaglar ile tedavi edilebilecegini gdsteren iki
gosterge, Ostrojen reseptorii (ER) ve progesteron reseptoriidiir (PR). Bu
reseptorlerin  tiimor hiicrelerinin ylizeylerinde bulunma miktarlar1 arttikca,
meme kanserinin hormonal tedavi kapsaminda incelenen ila¢ tedavilerinden
fayda gorme ihtimali de o miktarda artmaktadir. Meme kanseri hiicrelerinin
ihtiva ettigi ER ve PR’lerinin oranlari ne kadar fazlaysa, bu tiimor hiicrelerinin
kanda bulunan Ostrojen ve/veya progesteron seviyelerinden de ayni oranda
etkili bir sekilde etkilendigini gostermektedir. Meme kanseri hiicreleri 6zellikle
kanda bulunan 6strojenin etkisiyle artan kontrolsiiz bir artis gostermekte ve
viicudun diger bolgelerine yayilmaktadirlar. Hormonal tedaviyi olusturan
kanser ilaglari, kanda bulunan dstrojen hormonuyla meme kanseri hiicrelerinin
ER ve PR proteinlerine baglanarak bu reseptorleri Ostrojene karsi
sessizlestirirler. Bunun sonucunda da, tiimor hiicrelerinin Ostrojene bagh
cogalma kapasiteleri inhibe edilmis olur ve bu hiicreler Ostrojene karsi
duyarsizlagirlar [64].

Tamoksifen, en sik ve en uzun siiredir kullanilan hormonoterapi ilact olup hem
anti-ostrojenik hem de Ostrojenik etki gostermektedir [67]. Yani; Ostrojen ile
yarigsarak meme kanseri hiicrelerinin reseptorlerini bloke etmekte ve bdylece

Ostrojenin, meme kanseri hiicresinin ¢ogalmasin1 arttirict1  etkisini
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engellemektedir. Diger yandan, kemik dokusunun mineral metabolizmasini
dengeleyerek lipid profili lizerine de olumlu etkilere sahip olarak (Ostrojene
kars1 agonistik etki) kemik erimesini engellemekte ve kan dolasiminda bulunan

yaglarin diislik diizeyde kalmasini saglamaktadir.

LHRH-analoglar1 ise genellikle meme kanseri tedavi siireci bittikten sonra
gecici bir stlireligine yumurtalik fonksiyonlarini baskilama amaci ile hastaya
verilen hormonal tedavi ilaglaridir. Fulvestrant, segici Gstrojen reseptér down-
regiilatorlerindendir. Genellikle menopoz sonrasi Ostrojen reseptorii-pozitif
meme kanseri hastalarina uygulanmakla birlikte tamoksifen gibi Ostrojen ile
yariscil bir etki gostermektedir [68]. Mifepristone, strojen reseptoriiniin yani
sira progesteron reseptoriine de progesteron ile yaris¢il olarak yiiksek afinite ile
baglanmakta ve progesteron reseptoriiniin aktivasyonu sonucu, olusan sinyalin

cekirdege iletilmesini engellemektedir [68].

Menopozdan Once kadinlardaki ostrojenin biiylik bolimiinii yumurtaliklar
uretilirken, menapoz sonrasinda  kadinlarda bulunan 6strojen miktar
azalmakta ve androjen tretimi artmaktadir [68]. Klinik arastirmalarda aromataz
inhibitorlerinin meme kanseri hiicreleri {izerindeki inhibe edici etkileri
gosterilmistir. Hem erken evrede bulunan hem de ileri evrede olan hormon
reseptorii bakimindan pozitif invaziv meme kanserli menapoz sonrasi
kadinlarin genel tedavisinde aromataz inhibitorleri siklikla tercih edilmektedir.
Kesin olarak menapoza girmis olan 50 yasini1 asmis kadinlarda salgilanmasi
bobrek {istii bezlerinden gercgeklestirilen veya viicuttaki yag dokusundan
iretimi gergeklestirilen ve diizeyi artan Ostrojenin, geri donisiimiini
gerceklestiren aromataz enziminin ¢alismasini bloke ederek dstrojen hormonu
diizeyini azaltan bir hormonal tedavi ilacidir. Meme kanseri hiicre hatlarinda
gergeklestirilmis olan bir ¢ok calismada s6z konusu ilacin yiiksek 6l¢iide etkin
ve oldukca giivenilir bir tiimor tedavi ajan1 oldugu aynm1 zamanda da meme
tiimorii tedavisinde kullanim i¢in de uygun bir ilag oldugu rapor edilmistir.
Ayrica tamoksifen ile karsilastirilmali yapilan aragtirmalarda aromataz
inhibitélerinin, tiim evredeki meme kanseri vakalarinda Tamoksifen’den daha

etkin bir ilag olabildigi gosterilmistir [64].
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2.9.4. Kemoterapi

Kemoterapi, tablet halinde, kas vb. dokulara dogrudan enjeksiyon yoluyla, kan
dolasimma damar yoluyla serum seklinde gerceklestirilen enjeksiyon
(introvendz uygulama gergeklestirilir) ve kapsiil halinde olmak {izere farkli
sekillerde uygulanabilmektedir [69-70].

Meme kanseri teshisini takiben uygulanan kemoterapi ilaglar1 yalnizca meme
dokusunda bulunan meme kanseri hiicrelerini degil tiim viicuda yayilmis olan
meme kanseri hiicrelerini 6ldiirme amaci ile kullanilmaktadir. Bu sebeple bu
ilaglar viicutta toksik etkiler olusturmaktadirlar. Meme kanseri siiresince
uygulanan kemoterapi Intravendz yoldan dogrudan kan dolasimina ilacin
verilmesi ile uygulanabilindigi gibi oral yoldan tablet seklinde de

uygulanabilmektedir. Meme kanserinde uygulanan iki ¢esit kemoterapi vardir:

2.9.4.1. Adjuvan Kemoterapi

Meme dokusunun cerrahi ile alinmasindan sonra uygulanan kemoterapidir.
Meme dokusu alindiktan sonra geriye kalan ve metastaz yoluyla viicudun geri
kalan bolgelerine yayilmis olan kanser hiicrelerini 6ldiirmek amaciyla
kullanilmaktadir. Adjuvan kemoterapi de amag¢ hastalifin yeniden
niiksetmesini ve metastaz yaparak yayilmasini 6nlemektir [69-70].

2.9.4.2. Neoadjuvan Kemoterapi

Meme dokusunun cerrahi ile alinmasindan 6nce uygulanan kemoterapidir.
Neoadjuvan kemoterapi spesifik olarak bolgesel gelisim gosteren ileri seviye
meme kanserleri tlimorlerinin tedavisi slirecinde uygulanmaktadir. Neoadjuvan
kemoterapi meme kanseri tiimdriiniin kii¢lilmesini saglamakta ve meme kanseri
cerrahisini kolaylastirmaktadir. Kullanilan birincil kemoterapik maddeler
meme kanseri timoriinlin kiigiilmesini saglamakta yetersiz kalir ise, baska

kemoterapatik maddelere gecilmektedir [69-70].

2.10. Kemoterapi Yan Etkileri
Her iki tedavi tiiriinde de klinik olarak onaylanmis ve kullanilmakta olan
kemoterapi ilaglart oldukc¢a fazla yan etkilere sebep olmaktadirlar [69-70]. S6z

konusu yan etkiler su sekilde siralanabilmektedir:
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2.10.1. Halsizlik

Halsizlik, kemoterapi tedavisi siiresince ve sonrasi en sik karsilasilan yan
etkilerden birisidir ve goriilme sikligi olarak birinci siradadir. Kemoterapi
sonras1 goriilen halsizlik, kansizliga (anemi) veya hastanin duygusal olarak
tiikkenmislik duygusu bagli olmak iizere oldukga cesitli sebeplere bagli olarak
gerceklesebilmektedir. Sayet halsizligin sebebi kan degerlerinde gerceklesen
diisme ise, kan degerleri kan transfiizyonu gergeklestirilerek eski degerlerine
yiikseltilir ve halsizlik ortadan kaldirilabilinir. Ancak halsizlik psikolojik
sebeplere bagli olarak meydana gelmekte ise bu durumda mutlaka uzman

birinden psikolojik yardim alinmasi gerekmektedir [69-70].

2.10.2. Bulanti ve Kusma

Kemoterapi siirecine bagli olarak meydana gelen bulanti ve kusma
kemoterapiden hemen sonra dogrudan ortaya cikabilecegi gibi kemoterapi
tedavisini takip eden ileriki giinlerde de ortaya c¢ikabilmektedir. Bazi
durumlarda ise, ilging olarak hastalarda heniiz daha kemoterapiye baslamadan
“’beklenti bulantisi’’ adi verilen bulanti da goriilebilmektedir. Kemoterapi
siiresince meydana gelen bulant1 ve kusma sikayetleri, giiniimiizde gelistirilen
yeni ilaglar sayesinde onlenebilinen veya oldukga az diizeye indirilebilinen yan
etkilerdir [69-70].

2.10.3. Sa¢ Dokiilmesi

Uygulanan kemoterapik maddelerden bazilar1 gecici olarak saglarin
dokiilmesine sebep olabilmektedir. Kemoterapi sliresince goriilen sag
dokiilmesinin seviyesi, alinan kemoterapi ilacinin tiiriine ve uygulanan dozuna
bagl olarak degisiklik gostermektedir. Kemoterapi siiresince gergeklesen sag
dokiilmesi genellikle tedavi basladiktan yaklasik olarak 2 ile 3 hafta sonra
baslamaktadir. S6z konusu sa¢ dokiilmesi siireci gegici bir sliregtir ve
kemoterapi tedavisi tamamlandiktan sonraki 3. veya 4. haftadan sonra saglar
yeniden ¢ikmaya baslamaktadir. Kemoterapi siiresince saglarin dokiilmesinin
sebebi, kemoterapi ilaglarinin oncelikli olarak yiiksek boliinme hizina sahip
olan hiicreleri hedef almasi ve onlar1 6ldiirmesidir. Sag folikiilleri de oldukca

hizli boliinen hiicrelerdir [69-70].
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2.10.4. Kan Degerlerinin Azalmasi

Kemoterapi tedavisi siiresince viicutta bulunan kirmizi kan hiicrelerinin
(alyuvarlar), beyaz kan hiicrelerinin (akyuvarlar) ve trombositlerin (plateletler)
sevilerinde diisme goriilmektedir. Bu diislisiin temel sebebi, kemoterapik
ilaglarin kemik iliginde kan yapimi siirecini baskilamasidir. Kemik iligi kok
hiicreleri (homeopotik kok hiicreler) hizli bdliinen hiicrelerdendir ve
kemoterapi  ilaglarindan  kanser  hiicreleri  gibi  Oncelikli  olarak
etkilenmektedirler. Alyuvarlar viicudun geneline oksijen tasiyan kan
hiicreleridir ve eksikliklerinde; halsizlik, carpinti ve c¢abuk yorulma gibi
semptomlar ortaya ¢ikmaktadir. Akyuvarlar viicudun savunma hiicreleridir ve
sayilar1 azaldiginda kisi ¢ok kolay enfeksiyon kapabilmektedir. Trombositler
ise kanmn pihtilasmast silirecinde gorev almaktadirlar.  Trombositlerin
sayilarinda goriilen disiisler viicutta kolay morarmalar ile burun ve dis eti

bolgelerinde meydana gelen kanamalara sebep olmaktadir [69-70].

2.10.5. Ag1z Yaralan

Kullanilan kemoterapi ilaglar1 ¢esitli durumlarda agiz dokusunda gesitli iltihabi
yaralara neden olabilmektedir. Bu sebeple kemoretapi alan hastalarin mutlaka
ag1z ici hijyenine dikkat etmeleri gerekmektedir. Ayrica ¢ok sicak ve cok
soguk yiyecek ve iceceklerden de kaginmalari, dudaklarini sik sik gesitli
nemlendirici kremlerle nemlendirmeleri gerekmektedir. Bu sekilde agiz
yaralarini en aza indirgeyebilirler. Ayrica agiz i¢i yaralar meydana geldiginde
hastalik siirecinin takibini gerceklestiren doktora mutlaka ilave tedaviler

konusunda danisilmali ve goriisii alinmalidir [69-70].

2.10.6. ishal ve Kabizhk

Tedavi amaciyla kullanilan kemoterapi ilaglar tiirline bagl olarak degismekle
beraber genellikle oldukc¢a ciddi hastalarda ishal veya kabizlik sorununa sebep
olabilmektedirler. Ishal ve kabizlik sorunlar1 genellikle diyetteki degisim veya
basit ilac¢ tedavileri ile ¢oziilebilinmektedir. Ancak bazi durumlarda meydana
gelen ishal tahmin edilenden oldukg¢a fazla siddetli oldugu i¢in mutlaka damar

yolundan s1vi destegi almak gerekmektedir [69-70].
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2.10.7. Cilt ve Tirnaklarda Meydana Gelen Degisiklikler

Kullanilan kemoterapi ilaglarindan bazilar1 cilt renginde koyulagmaya,
soyulmaya, kizarikliga veya kuruluga, tirnaklar istlerinde koyulasmaya ve
kolay kirilmalara neden olabilmektedir. S6z konusu durumlar gergeklestiginde
kolonya ve alkol gibi irite edici kimyasallardan mutlaka uzak durulmasi
gerekmektedir. Cilt lizerine pansuman, 1lik su ile gergeklestirilebilinir veya
basit nemlendiriciler cilde siiriilebilinir. S6z konusu sikayetler siklikla
goriilmektedir ve ciddi boyutlara ulasmamaktadir ayrica zamanla da
diizelmektedir [69-70].

2.11. Azoller

Halkasinda karbon atomu disinda oksijen, azot ve kiikiirt gibi heteroatomlar
iceren bilesiklere heterosiklik bilesikler olarak adlandirilmaktadirlar. Azoller;
azot atomu igeren bes iiyeli heterosiklik bilesikler olarak tanimlanmaktadir. fki
azot iceren bes liyeli halkalar diazoller olarak bilinen heterosiklik bilesiklerdir.
Bunlar 1,2-diazoller ve 1,3-diazoller olmak tizere iki farkli izomere sahiptirler.
Azoller ve tiirevleri fungisidler, herbisidler, bitki yetistirme diizenleycileri ve
tedavi edici maddeler gibi biyolojik 6neme sahip olmalarinin yan sira, epoksi
recginelerde tasiyici ve paslanmay1 6nleyici madde olarak da kullanilmaktadirlar

[71].

AR N :
\ N N N
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1,2-diazol 1,3-diazol
(pirazol) (imidazol) Im Imd Bim

Sekil 2.9. Azollerin Yapilart

Imidazol, benzimidazol ve imidazolin bilinen en yaygin azol bilesiklerdir. 1,3-
diazollerden olan imidazollerde (Im) 4 ve 5 numarali karbonlar arasinda cift
bag bulunurken imidazolinler (Imd) doymus bilesiklerdir. Benzimidazolde
(BIm) ise imidazol halkasinin 4. ve 5. konumlarinda benzen halkasi

bulunmaktadir.
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2.12. Azoller ve Metal Kompleksleri

Ilaglarin yan etkileri ve ilaca kars1 direncin ortaya ¢ikmasi ciddi bir saglik
problemleri olarak kabul edilmektedir. Bu yiizden var olanlardan kimyasal
olarak farkli olan, genis spektrumlu ve ayni1 zamanda diisiik sitotoksiteye sahip
yeni anti-kanser ajanlar dizayn edilmesi ve bu bilesiklerin sentezlenmesi
onemli hale gelmektedir. Ozellikle N-dondr ligandli heterosiklik bilesiklerin,
ilaglarin ve bazi vitaminlerin bir bileseni olarak birgok biyolojik sistemde
onemli rol oynadigi bilinmektedir [72-73]. Bu ylizden bir¢ok arastirmaci
koordinasyon bilesiklerinde ligand olan heterosiklik bilesiklerin ¢esitli merkez

atomlart ile bilesiklerini arastirmiglardir [74].

K K N
cl cl N _~
Cl\ t/ Cl\Pt/ Cl\Pt/
~ ~ ~
Cl/ NZ | o’ N7 | u/ N7 |
~ N N
X X
i N
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t
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Cl/ Nl;lz Cl/ N7
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Azot igeren heterosiklik molekiiller, yasam kalitesinin artirilmasi igin hayati
olan kimyasallarin ve bir¢cok dogal iiriin ve biyolojik olarak aktif ilacin

kimyasal unsurunun en biiyiik kismini olusturmaktadirlar [73-74].

2.13.Benzimidazol ve Tiirevleri

Benzimidazol, 1,3-Benzodiazole veya benzoglioksalin olarakta bilinmektedir.
Benzimidazol kimyasal olarak, imidazol halkasinin 4. ve 5. konumlarindan
benzen halkasina baglanmasiyla olusan bir heteroaromatik halkadir [75]. Bir
benzimidazol halkasinda iki farkli kimyasal yapida azot atomu taginmaktadir.
Hidrojen atomunu iizerinde tasiyan azota “imino azotu” veya “pirol azotu” gibi
isimler, tersiyer yapida bulunan diger azota ise “piridin azotu” veya “tersiyer
azot” isimleri ile adlandirilma yapilmaktadir. imino azotu tarafindan tasinan

hidrojen atomuna da “imino hidrojeni” ad1 verilmektedir.
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Benzimidazo halkasi hem asit hem de baz O6zelligi gostermesi nedeniyle
amfoterik karakteristige sahip bir kimyasal yapidir. Benzimidazollerin bazik
Ozellikleri, tersiyer azot atomu iizerlerinde bulunan ve reaksiyona girdikleri
bilesige veya atoma aktarilabilen ortaklasmamis elektron ¢ifti icermelerinden
kaynaklanmaktadir. Benzimidazoller asit oOzelliklerini, tasidiklart imino
hidrojenini ortama proton olarak vererek gostermektedirler. Bu sebeple
benzimidazoller elektron ¢ekici gruplar ile siibstitiie edildiklerinde asit

karakteristikleri artig gostermektedir [76].

2.13.1. Benzimidazollerin Sentezi

Benzimidazol tiirevi ilk bilesik, 1872 tarihinde 2-nitro-4- metilasetanilin
bilesiginin Hoebrecker tarafindan SnCly/HCI bilesigi yardimiyla indirgenme
tepkimesi araciligiyla sentezlenmistir [77]. Aymi bilesik, 3,4-diaminotoluen
bilesiginin glasiyel asetik asit iginde 1sitilmasi ile elde edilmistir [78-79]. 1928
yilinda ise Phillips, 2-siibstitiiebenzimidazolleri o-fenilendiamin ve uygun
karboksilik asit (4N HCI) igerinde 30 ile 40 dakika kadar isitilmasi yoluyla
sentezlemistir. Kendi adim1 verdigi bu sentez yontemini kullanarak
benzimidazol halkasinin 2 numarali konumunda -CHj;, -C,Hs, -CH>OH,
-aCH,0H, -CgHs gibi farkli gruplari igeren bilesikleri sentezlemistir [80].
Glniimiize kadar yapilan caligmalar gz Oniine alindiginda; 2- alkilsiibstitiie
benzimidazol bilesiklerinin sentezinde; sentez verimi, kolaylik ve iiriin saflig
acisindan uygun ve en ¢ok uygulanan yontemin Phillips yontemi oldugu
goriilmektedir. Daha sonra yapilan ¢aligmalarda bir¢ok bilim insani bu yontemi
modifiye ederek kullanmiglardir [81-83]. Phillips metodu kullanilarak 2-alkil-
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stibstitiie benzimidazol tiirevli bilesiklerin sentezlenmesinde oldukga iyi
sonuglar elde edilmekte ancak 2-aril-siibstitiie benzimidazol bilesiklerinin elde
edilmesinde tepkime  verimi ¢ok diisik olmakta veya hi¢ iiriin elde
edilememektedir. Yapilan bir ¢alismada, o-fenilendiamin tiirevli bilesiklerin
polifosforik asit varliginda aril veya alkil karboksilik asitlerle tepkimeye
girmesi neticesinde 2-alkil/aril benzimidazol tiirevlerinin oldukg¢a yiiksek bir
verimle elde edildigi bildirilmistir [84]. o-Fenilendiaminler ile beraber
karboksilik asit bilesiklerinin kimyasal tepkimeleri farkli c¢oziicliler ve
katalizorler varliginda veya katalizor kullanilmadan mikrodalga kullanimi
yoluyla da gergeklestirilebilinmektedir. Bu yontemlerin kullanilmasiyla, daha
kisa zamanda ve oldukga yiiksek verimle iiriin elde edilebilmektedir [85].
Polifosforik asit varhiginda 2-alkil veya 2-aril siibstitiie benzimidazol
tirevlerinin mikrodalga araciligiyla kimyasal sentezinin, tepkime verimini
diger benzimidazol sentezleme yontemlerine gore %10’dan %50’ye arttirdigi

ve ayrica sentez zamanini da azalttig1 rapor edilmistir [86].

2.13.2. Benzimidazol Tiirevlerinin Biyolojik Aktiviteleri

Heterosiklik bilesikler, biyolojik sistemlerdeki fonksiyonlar1 nedeniyle dnemli
bir bilesik sinifini olusturmaktadirlar. Bu bilesiklerin i¢inde benzimidazoller,
biyolojik aktivitelerinin gesitliligi nedeniyle ayrica 6nemlidirler. Benzimidazol
cekirdegi, bir bilesikte farkli hedeflere etki eden bircok onemli farmakolojik
Ozellikleri ortaya cikardigi icin bilesigin anahtar bolgesi olarak ' Master Key
‘olarak adlandirilabilir. Benzimidazol yapisinda bulunan yedi adet baglanma
bolgesinin tamamu gesitli kimyasal tiirlerle baglanma yapabilse de, biyolojik
olarak aktif benzimidazol tiirevli bilesiklerin ¢cogu 1., 2. ve/veya 5. (veya 6.)
konumlarinda fonksiyonel gruplar tasimaktadirlar. Bu nedenle benzimidazoliin
-mono-, di- veya tri-siibstitie edilmis tlirevleri olusabilmektedir.
Benzimidazollerin sentez ve kimyasal yapi-aktivite iliskilerine yonelik
calismalar 19. ylizyilin sonlarindan giliniimiize kadar ¢ok kapsamli olarak
yapilmistir ve halen c¢alisilmaya devam edilmektedir. Calismalar sonucu elde
edilen pek ¢ok benzimidazol bilesigi endiistride, tip ve farmasotik kimyada

genis bir kullanim alanina sahiptir.
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Sekil 2.11. Benzimidazol Tiirevlerinin Bazi Biyolojik Aktiviteleri [17].

2.13.2.1. Antihipertansif Aktivite

Benzimidazol yapisi, antihipertansif ilaglarin gelistirilmesinde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Benzimidazol iceren bilesiklerin ¢ogu, Renin-Anjiyotensin
Sistemi (RAS) {izerine etki ederek antihipertansifler gibi davranmaktadirlar.
Anjiyotensin Il (Ang Il), RAS yolag: tarafindan iiretilen ve aktif baskilayici
olan bir oktapeptittir. Ang I, anjiyotensin doniistiiriicii enzim (ACE) tarafindan
Ang II’ye doniistiiriilmektedir. Ang 11, anjiyotensin reseptorii 1 (AT1) lizerine
etki ederek, vazokonstriksiyona, Na* tutulmasina ve aldosteron salnimi ile
hipertansif etkiye neden olmaktadir. Ang II'nin bu etkilerini kontrol etmek igin;
Renin ve ACE inhibitorleri kullanilarak Ang II {iretiminin bloke edilmesi veya
Ang II'nin ATl reseptorlerine baglanmasimmin bloke edilmesi gibi c¢esitli
stratejiler bulunmaktadir. Reseptordeki inhibisyonun, maksimum giivenli,
spesifik ve etkili oldugu kanitlanmistir. Bu nedenle, antihipertansiflerin
iiretilmesine yonelik arastirma ve gelistirme faaliyetlerinin ¢ogu AT1 reseptor
blokerlerinin gelistirilmesine yoneliktir [17]. Gergeklestirilen ilk ¢aligmalarin

birinde, etkili bir AT1 reseptorii antagonisti olarak 2-biitil-benzimidazol-7-
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karboksilik asit (CVV11974) sentezlenmistir [17]. Losartan ve EXP3174’¢ gore
daha aktif olan CV11974, ATI1 reseptorlerini yarigmasiz inhibe ederek doza
bagh olarak yavas ayrilmasi nedeniyle kan basincini azaltmaktadir [17]. 7-
karboksil grubunun esterifikasyonuyla giiniimiizde ticari olarak temin

edilebilen oral olarak aktif ve uzun etkili AT1 reseptor bloke edici candesartan

cilexitil sentezlenmistir [17].
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Daha etkili bilesikler gelistirmek i¢in ¢esitli arastirma gruplar1 tarafindan
benzimidazol yapisinda bulunan tiim yedi konum da aragtirtlmistir. Genel
olarak, AT1 reseptoriindeki ¢ekirdegin N-3’te bulunan H-bag1 dondr bolgesi ile
etkilesimi i¢in 4 konumunun baglanma yapmamasi gerektigi ancak, 1
konumlarina bifenil bagl oldugu goriilmiistiir. Bilesikteki bifenil kisminin
baska yapilarla degistirilmesiyle asagida yapilar1 verilen ve farkl etkilere sahip

bilesikler elde edilmistir [17].
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Tetrazol yapisinin ¢esitli asidik heterosikllerle degistirilmesiyle, farkl

aktivitelere sahip bilesikler elde edilmis olup, bilesiklerin higbirisinin tetrazol



igeren bilesikler kadar giiglii ve biyokullanighh olmadigi gozlenmistir [17].
Bilesigin yapisinda tetrazol molekiiliiniin karboksil grubu ile yer degistirmesi
veya birlikte bulunmasiyle ¢ok kiymetli oral aktif antagonistler tretilmistir
[17]. 7-konumundaa bulunan -COOH grubu, etkili bilesikler elde edilmesine
yol agmaktadir. Bu asidik fonksiyonun daha fazla esterlenmesi, kandesartan
sileksitilin  klinik kullanim1 ile belirtildigi gibi oral biyoyararlanimi
arttirmaktadir. Kuroita ve ark. asagida yapilar1 verilmis olan; 5-metil-2-okso-
I,3-dioksol-4-il metil esterleri analoglarint Ang II’in giglii oral aktif

antagonistleri olarak bildirmislerdir [17].
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2.13.2.2. Antienflamatuar Aktivite

Alzheimer hastaligi, astim, ateroskleroz, Crohn hastaligi, gut, multiplikleroz,
osteoartrit, sedef hastaligi, romatoid artrit, diyabet, kanser, bakteriyel veya viral
enfeksiyonlar gibi sayisiz hastaligin kronik iflamasyonla sonu¢lanmamasi igin
inflamasyonun kontrolii biiyilk 6nem tasimaktadir [17]. Enflamasyonun
kontrolil i¢in en yaygin olarak arastirilan noktalar arasinda plazma proteazlari,
prostaglandinler, 16kotrienler, histamin, serotonin, nitrik oksit, interlokinler 1-
16 (IL-1 ila IL-16), tiimor nekroz faktorii-a (TNF-a), kemokinler (CXC, CC ve
C altkiimeleri) ve koloni uyarici faktorler (CSF) gibi enflamatuar ara iiriinler
bulunmaktadir [17]. Bu ara iriinler siklooksigenazlar, kaspaslar ve kinazlarin
katildig1 farkli yollarla olusturulmaktadirlar [17]. Benzimidazol yapisi igeren
anti-enflamatuar bilesiklerin sentezi modern tip kimyasinin taihi kadar eskidir.

Anti-enflamatuar aktiviteleri iyi ile milkemmel arasinda degisen birgok
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benzimidazol tlirevli bilesik sentezlenmis olmasina ragmen klinik ¢aligmalar
yavas ilerlemektedir. Kinazlari hedef alan bir dizi bilesigin inflamasyon ve
otoimmiinite ile ilgili klinik deneyleri halen devam etmektedir [17]. 1-
konumunda farkli heterosiklik gruplari i¢ceren benzimidazol yapilarmin giiglii
anti-enflamatuar aktiviteye sahip oldugu ve bagli grubun degismesiyle

aktivitenin de degistigi gosterilmistir [17].

HO

Birden fazla konumunda bagli grup i¢eren benzimidazol tiirevlerinin orta ve
yilksek araliginda degisen anti-enflamatuar aktiviteye sahip olduklar
bildirilmistir [17].

CH
Hec\( 3

=5=0
o=%
N NH,

I
N Z/
<y | .
Cﬁ NI
F H (Ry,R, = H, C;-C5 chain

1 2 X = polar group)

2.13.2.3. Antimikrobiyal Aktivite

Antimikrobiyal ajanlar, bakteri, protozoa, helmintler (solucanlar), mantarlar ve
viriisler dahil olmak iizere cesitli tiirlere kars1 etkili olan farkli kimyasal yapilar
icermektedirler. Benzimidazol yapisi igeren antimikrobiyallerin gelistirilmesi
ile ilgili arastirmalarin ¢ogu 2000 yilindan sonra gergeklestirilmistir. Yapilan
calismalar sonucunda  1-siibstitiie benzimidazol bilesiklerinin  zayif
antimikrobiyal aktivite goOsterdikleri, ancak 1,2-siibstitiie benzimidazol

bilesiklerinin gii¢lii antimikrobiyal aktiviteye sahip olduklari gézlenmistir [17].
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Kroman, p-laktam, tiazol ve oksadiazol gibi heterosiklik yapilarin
benzimidazol yapisina baglanmasiyla olusan hibrid bilesiklerin  giiclii

antibakteriyel ve/veya antifungal 6zelliklere sahip olduklart bildirilmistir [17].
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Benzimidazol yapisi igeren bilesiklerinin farkli metallerle (Fe3+, Zn? , Pd2+,
cu®, Ag", Au'*, Cd2+, Co*) komplekslestirilmesinin, bu bilesiklerin
antimikrobiyal aktivitelerini arttirdig: bildirilmistir [17].

2.13.2.4. Antioksidan Aktivite

Antioksidan ve serbest radikal temizleme aktivitesine sahip olan ilaclar,
organizmanin antioksidan kapasitesinin eksikligi ile dogrudan iligkili olan
kanser  gibi  ¢esitli  hastaliklarin  tedavisinde  kullanilmaktadirlar.
Benzimidazoliin 1-konumuna tiyodiazoller, triazoller ve bunlarin agik zincirli
esdegerlerinin yani tiyosemikarbazit tiirlerinin eklenmesi antioksidan aktiviteyi
ortaya c¢ikarmaktadir. Benzimidazolin 1-konumuna farkli aril ve alkil
gruplarmin baglanmast da gii¢lii antioksidanlarin elde edilmesine olanak
saglamigtir. Bunlar arasinda, 1l-konumunda semikarbazit tiirevlerini igeren
bilesiklerin, DPPH radikalinin yanisira lipid peroksidasyon seviyeleri {izerine

de daha giiglii inhibisyon etkisi gosterdikleri bildirilmistir [17].
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2-siibstitiie benzimidazollerin Cu®* ve Co®" ile koordinasyon bilesiklerinden
elde edilen —bir ve —iki disli ligandlarin nitric aksit (NO) siiptirme Ve siiperoksit
dismutaz (SOD) aktiviteleri arastirilmis ve bazilarimin etkili NO siipirme ve

SOD aktivitelerine sahip olduklar1 gozlenmistir [17].
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Yapilan ¢alismalarda benzimidazollerin Schiff bazlarinin, lipofiliklikle birlikte
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artan giiclii lipid peroksidasyon inhibisyon aktivitesi gosterdikleri bulunmustur

[17].
Crimy .
1 O 2 ’

2.13.2.5 Antitiimor Aktivite

Benzimidazol yapisi ilag kesvi ve tibbi biyokimyada 6nemli bir yapidir.
Benzimidazol yapisi; piirin bazlarina benzerligi ve biyolojik olarak aktif olan
molekiillerin yapisinda bulunmasi nedeniyle yaygin olarak calisilmaktadir.
Kanser, diinya niifusunun biiyiik ¢ogunlugunu etkileyen 6nde gelen saglik
sorunlarindan birisidir. Cesitli kanser tilirlerinin tedavisi ic¢in farkh
mekanizmalarla etki eden benzimidazol tiirevli antikanser ajanlar (ayrica
antitiimor, antiproliferatif ve antineoplastikler olarak da adlandirilir)

bildirilmstir [17].
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1-pozisyonda cesitli heterosikllerle siibstitiie 2-metil-5-nitro benzimidazollerin
degerlendirilmesi, 1-pozisyonda bulunan metilen grubuna baglanan tiyadiazol
halkasinin, maksimum antitimér aktiviteye neden ldugu ortaya ¢ikmistir (1).
Ayni zamanda, benzimidazoliin 5-konumundaki nitro grubunun da aktivite i¢in
kritik oldugu da ortaya anlagilmistir [17]. Ng. ve ark., prostat kanserinde
androjen reseptdr antagonistleri olarak kullanilmalart i¢in baz1 2,5,6-
trihalogenobenzimidazollerin  aktivitelerini — arastirmislardir [17]. SAR
calismalari, en gli¢lii androjen reseptor antagonistinin 1-(4-bromobenzil) (2)
oldugunu  gostermistir.  Benzimidazol-5-karboksilik  asit  analoglarinin
antilosemik aktiviteleri incelenmis ve asagida yapis1 verilen (3) numarali
bilesigin apoptozu aktive ettigi gozlenmistir [17]. Diizlemsel birlesmis
benzimidazol analoglarimin DNA’daki baz ¢iftleri arasindaki bosluklara
girmesi DNA par¢alanmasiyla sonuglanmaktadir. Bu mekanizmaya dayanarak,

bu tiir bilesiklerin (4-6) kanser hiicrelerine kars1 giiglii bir aktivite gosterdikleri
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gozlenmistir [17].

OCH; 6
Pirolo[1,2-a]benzimidazoller Guanin (G) ve Adenin (A) bazlarinin ayrilmasina
neden olarak DNA'in alkilasyonunu indirgeme yoluyla etki gosteren

antikanser ajan siniflarinin ilkidir [17].
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Huang ve ark., sentezledikleri bis(benzimidazol) dnciilii bilesiklerden asagida
yapist verilen (1) numarali bilesik insan A-549, BFTC-905, RD, MES-SA ve
HeLa kanser hiicrelerine kars1 en yliksek antikanser aktiviteyi gostermistir
[17]. Bir baska bis(benzimidazol) analogu ola benzimidazolil-1,2,4-
triazino[4,5-a]benzimidazol-1 on bilesiginin (2) c¢oklu ilag direngli p-
glikoprotein eksprese eden hiicre hatlarma karst dnemli bir aktiviteye sahip
oldugu goézlenmistir [17]. Bir tiyofen halkas1 ile baglanmis iki benzimidazol
cekirdegi, sekiz farkli kanser hiicre hatti {lizerinde orta ile giiclii arasinda
degisen antiproliferatif etki gostermistir. Bu bilesiklerden aktivitesi en yiiksek
olan bilesigin (3) 30 dakika i¢inde canli HelLa hiicrelerine girdigi ancak 2.5
saat sonra bile ¢ekirdeklerde birikmedigi bildirildi [17].

Farkl1 siibstitiientler iceren benzimidazol tiirevlerinin akciger ve meme

kanserlerine kars1 sitotoksik etkileri bildirilmistir [[17].
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Ayrica 5 konumunda klor veya karboksil grubu bulunan ve 4-
aminotioksotiyazol, 4-oksotiazolidin, 4-florobenziliden ile 2-siibstitiie

benzimidazoller giiglii antitumor ajanlar olarak bildirilmistir [17].

Gegcis metal iyonlarina sahip benzimidazol kompleksleri antitiimor aktiviteye
sahiptirler. Cu?*  benzimidazolilmetil-1,3-diaminopropan  kompleksi (1),
DNA'nin ¢ift sarmalinda araya girme Kkabiliyetine sahiptir [17].N-
Trimetilsililpropilbenzimidazol metal kompleksleri, dort farli timor hiicre
hattinda sitotoksik aktivite gostermislerdir [17]. Pt?* kompleksleri (2,3)
antiproliferatif 6zellikleri bakimindan degerlendirildiklerinde, MCF-7 insan
meme kanser hiicre hatt1 ve HeLa insan servik kanser hiicre hatti iizerine etkili
aktivite gosterdikleri gozlenmistir [17]. 2-metil benzimidazol-5-karboksilik asit
hidrazitlerin metal (bakir, giimiis, demir, mangan) kompleksleri arasinda
giimiis kompleksinin (4) iki insan hiicre hattina kars1 sitotoksisite (ICsp 2 pM)
gosterdigi bulunmustur [17]. 2-Piridinilbenzimidazol-5-karboksilik asitin (5)
bir Cu®* kompleksinin gii¢lii topoizomeraz II inhibe edici aktivite sergiledigi

bulunmustur [17].
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Bis-benzimidazoller antikanser ajanlarin kesfi i¢in kullanilan bir baska bilesik
smifidir. Bu bilesiklerden en Onemlileri olan Hoechst-33342 ve Hoechst-
33258, DNA topoizomeraz I inhibe edici aktivitelerinin yani sira in vitro

antitimor aktivite de gostermektedirler [17].

Hoechst 33342 (X = OCHjy)
Hoechst 33258 (X = OH)

HiC

Kanser tedavisi i¢in serin/threonine kontrol nokta kinaz (CHK-1) inhibit6rii
olarak kullanilabilecek baz1 2-siibstitiie quinolinon-3-il benzimidazol tiirevleri

Sentezlenmistir (1) [17]. Baska bir ¢alismada da yine CHK-1 inhibitorleri
sentezlenmis (2) ancak tiim bilesiklerin aktiviteleri bir Onceki c¢alismada

sentezlenen bilesiklerden diisiik bulunmustur [17].
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2-stibstitiie benzimidazoller iizerindeki son gelismeler, 2-pozisyonunda farkli
heterosikller iceren ve farkli kanser hiicre hatlarinda gii¢lii antikanser ajanlarin
elde edilmesine yol agmistir. Bunlar arasinda pirimidin tiirevleri, pirazolin

tiirevleri ve tiyazol tiirevleri yer almaktadir [17].
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Benzimidazol yapisi Nocodazole (I), Carbendazim (II) ve Dovitinib (111) gibi

antikanser ajanlarin ana yapsinda bulunmaktadir.
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j O / ““;‘r---\\\_N Q \ / \.Q'\ /é)/ --‘IN‘ NH2 F
= N >_O C_/ '\ /’L 7 NSNS
vd gl P-NE SN 2 H |
-8 N A\ NN NN
H H
Nocodazole (I) Carbendazim (IT) Dovitinib (I1I)

Farkli siibstitiient igeren benzimidazol tilirevlerinin yukarida ayrintilari
aciklanan biyolojik aktivitelerinin yanisira antiviral, psikoaktif, lipit modiile

edici, antiokagulant aktiviteleride bulunmaktadir [87-90].

2.14. Rutenyum

Serbest radikal molekiilleri, en dig yoriingelerinde en az bir veya daha fazla
sayida eslesmemis elektron c¢ifti tasiyan ayrica inorganik veya organik
molekiillerle tepkime verme 6zelligine sahip olan oldukga yliksek reaktivitesi
olan yar1 Omiirleri kisa molekiillerdir. Singlet oksijen, hidrojen peroksit,
stiperoksit ve hidroksil radikallerini igeren reaktif oksijen tiirlerinin tamami
(ROS), biyolojik tepkimelerin yan firiinii olarak veya eksojen faktorlerden
meydana gelmektedir [91]. Viicutta yer alan antioksidan savunma sisteminin
temel gorevi, ROS’larin  zararli etkilerini ortadan kaldirmaktir [91].
Antioksidan aktivitelere sahip olan bilesiklerin, viicutta meydana gelen
sorunlar neticesinde antioksidan savunma sisteminde olusacak eksiklerden
kaynaklanan hastaliklarin Onlenmesinde veya tedavisinde kullanilabilecegi
diistiniilmektedir.

Metaller ve heterosiklik ligandlarin  beraber getirdigi  kompleksler,
metalloproteinlerin model bilesiklerini olusturmalari sebebiyle biyoinorganik
kimyada 0zel ilgi alani olusturmaktadir. Son yillarda oldukga popiilerlesen
inorganik ilaglar, modern tibbi ilaglarin 6nemli bir boélimiinii meydana
getirmektedirler. Bu sebeple de N-koordine metal-protein komplekslerinin
kimyasal sentezi koordinasyon kimyasinda olduk¢a yogun olarak arastirilmakta
ve c¢alisiimaktadir [92]. Rutenyum elementi, saglikli hiicrelere karsi oldukca
diisiik hiicresel toksisite gostermesi ancak tlimor hiicrelerince oldukga kolay
absorbe edilip, viicuttan da olduk¢a kolay atilmasi sebebiyle tercih sebebi

olmaktadir [93]. Rutenyum elementi 6zellikle son donemlerde gelistirilen yeni
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antitimor ilaglarin gelistirilmesi siirecinde kullanilan ve gelecek vadeden
elementlerden biridir. Rutenyum elementinin bu kadar etkin olmasinda demir
elementine benzer Ozellikler sergilemesi, ligand degisim hizinin iyi olmasi,
sitotoksik etkisinin de platin elementinden olduk¢a diisiik olmasinin yanisira
platin igeren ilaglara karsi diren¢ kazanmis kanser hiicreleri {izerinde de

etkinlik gostermesi rol oynamaktadir [94].

2.15. Kanser Arastirmalarinda Hiicre Kiiltiirlerinin Kullanilmasi

Ozellikle insanin dogaya kars1 giderek artan empati duygusu ve yiikselen etik
degerlerin getirdigi bir sonu¢ olarak canli organizmalarin, &zellikle
memelilerin bilimsel arastirmalarda denek hayvanlari olarak kullanilmalarinin
miimkiin oldugunca kisitlanmasi ve engellenmesi gereklilii olusmustur. S6z
konusu kisitlamalar ve artan biyoteknolojik gelismeler, hayvan deneylerinin
alternatifi olarak pek c¢ok farkli alanda hiicre kiiltiirlerinin gelistirilmesine ve
kullanilmasina yol agmustir. Gelistirilen 6liimsiiz hiicre kiiltiirleri mikrobiyoloji
calismalarinda 6zellikle de viriislerin iiretilmesi ve karakterize edilmesi, bunun
yant sira da virlis temelli asilarinin {iretimi amaciyla uzun siirelerdir
kullanilmaktadir [95-97].

Son yiizyilda ise mikrobiyolojik ¢alismalarin yani sira hayvan deneylerinin
yerini biiyiik Ol¢lide hiicre kiiltiirii deneyleri almistir. Hayvan deneylerinin
kismen de olsa alternatifi olma 06zelligi gosteren hiicre kiiltlirii ¢aligmalari
sayesinde, kanser arastirmalart hiz kazanmis olup, oOzellikle de kanser
ilaglarinin gelistirilmesinde ve etkilerinin saptanmasinda dnemli hale gelmistir.
Ik olarak 1951 yilinda Amerika Birlesik Devletleri'nin (ABD) Baltimore
eyaletinde servikal kanser sebebiyle gdzlem altinda olan afroamerikan bir
hastanin tiimdr dokularinin laboratuvar ortaminda kiiltiire alinmasi basariyla
gergeklestirilmis ve Henrietta Lack adindaki hastaya ithafen “’Hela’’ adi
verilmistir. Servikal kanser hiicre hatt1 olan HeLa hiicreleri 6liimsiiz olup halen
diinya genelindeki kanser aragtirma gruplarinca siklikla kullanilmaktadir.
Gilintimiizde hayvan hiicre ve doku kiiltiirlerinin siklikla tercih edildigi alanlar
molekiiler kanser arastirmalari, as1 ve ilag gelistirilmesi ve in vitro sitotoksisite
analizi ¢alismalaridir. Kimyasallar i¢in kullanilan sitotoksik terimi, hiicresel

6liime sebep olan madde anlamina gelmektedir. Sitotoksisite iizerine yapilan
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aragtirmalar, bir maddenin hiicreler iizerinde 6ldiirticii etkisi olup olmadiginin
tespit edilmesi amaciyla yapilmaktadir. Hiicre kiiltiirlerinde gergeklestirilen
sitotoksisite ¢aligmalar1 ise hem uygulamanin olduk¢a kolay olmasi hemde in
vivo ¢alismalarda elde edilen datalar ile uyum gostermesi sebebiyle, hayvanlar
tizerinde yapilan deneylere alternatif olarak ortaya ¢ikmistir. Giiniimiize kadar
gecen sliregte hiicre kiiltiiri ¢alismalar1 toksikoloji laboratuvarlarinda oldukga
tercih edilen yontem haline gelmistir.

Hiicre toksisitesi, incelemeye konu olan kimyasalin dozuna ve kimyasala
maruz kalma siiresine bagl olarak farkli diizeylerde olugsmaktadir. Sitotoksik
maddeye maruz kalan hiicreler, sitotoksisite belirli bir esik degerinin iizerine
ciktiginda apoptoz, otofaji ve nekroz gibi hiicresel O6liim yolaklarini
indiikleyebilirler veya sitostazis (hiicre gelisimini biiyiime sathasinda
durdurmaya c¢alisan kimyasal madde) sebebiyle bolinme 6zelliklerini
kaybederler. Hiicre temelli sitotoksisite ¢aligmalariyla test edilen kimyasalin
sitostatik ve sitotoksik karakteristikleri hakkinda temel bilgiye varilir. [98-99].
Arastirmalar sirasinda, biyolojik, kimyasal veya fiziksel etkilere maruz
birakilan hiicre kiiltiirlerinde, maruziyet sonrasindaki hiicresel canliligin
belirlenmesi, bu aragtirmalarin olduk¢a 6nemli bir basamagini olusturmaktadir.
Kimyasal uygulamalarina bagli olarak meydana gelen hiicre toksisitesi
sonucunda degisen hiicre canliliginin tespit edilmesi i¢in kullanilan birgok test
mevcuttur. Hiicre toksisitesinin saptanmasinda kullanilan yontemler genel
olarak  liiminesans, kolorimetrik, ve enzimatik yontemler olarak

siralanmaktadir.

2.16. Kemoterapi Potansiyeli Bulunan ilaglarin Hiicre Toksisitesi Analiz
Yontemleri

Gerek yeni sentezlenen ve olas1 kemoterapi ilaci olma potansiyeline sahip olan
bilesikler olsun, gerekse dogada bulunan bilesikler olsun kanser tedavisinde
kullanilma  potansiyelleri  diisiiniildiiglinde, s6z konusu potansiyelin
incelenmesi icin kullanilan en temel ve hizli yontemlerin basinda hiicre
toksisite analizleri gelmektedir. Tetrazolyum tuzlar1 hiicre canliligini

belirlemeye yarayan ve toksisite testlerinde siklikla kullanilan bilesiklerdir.
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Tetrazolyum tuzlari, heterosiklik yapiya sahip olan organik yapili kimyasal
bilesiklerdir. Tetrazolyum tuzlarinin kesfedildikleri yillardan giiniimiize kadar
gegen siirecte yaklasik olarak 1000’1 askin iiyesi sentezlenmistir. [97, 100-101]
Tetrazolyum tuzlar1 kimyasal tepkimeler sirasinda ortamda olusan elektronlari
alarak indirgenirler ve formazan adi verilen kristal yapilara doniiserek renk
degistirirler. Tetrazolyum halkalar1 yalnizca aktif bir mitokondri tarafindan,
elektron transfer sisteminde olusan elektronlarca kirilabilmektedir. Boylece
yalnizca canli hiicrelerde renk degisimi olusmaktadir. Olii hiicrelerin aktif
elektron  transfer sistemleri olmadigi i¢in  tetrazolyum  tuzlarini
indirgeyememektedirler. Bu nedenle o6lii hiicrelerde renk degisimi
gbzlemlenmemektedir.

Tetrazolyum bilesiklerinin sahip oldugu bu 6zellik, onlar1 biyolojik ¢aligmalar
icin olduk¢a Onemli hale getirmektedir [101]. Mossman (1983) tarafindan
sentezlenen 3-(4,5-dimetiltiyazol2-yl)-2,5-difeniltetrazolyum-bromiir
(MTT)’yi takiben 3-(4,5- dimetiltiyazol-2-yl)-5-(3-karboksimetoksifenil)-2-(4-
stilfofenil)-2H-tetrazolyum (MTS), 2,3-bis-(2- metoksi-4-nitro-5-siilfofenil)-
2H-tetrazolyum-5- karboksianilid (XTT) ve 2-(4-iodofenil)-3-(4-nitrofenil)- 5-
(2,4-disiilfofenil)-2H-tetrazolyum ~ (WST)  kimyasallar1  gibi  farkli
karakteristiklere sahip olan farkli tetrazolyum bilesikleri de gelistirilmis ve

kolorimetrik analiz metodlar arasina eklenmislerdir [102].

\ H

R3 mitochondrial A3
Dehydrogenase
Yellow MTT Purple-caloredformazan

Sekil 2.12. MTT prensibi
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Aragtirmalarda, olduk¢a fazla sayida tetrazolyum-formazan kimyasali
kullanilmistir. Ancak bunlardan yalnizca birkag tanesi kabul goérebilmis ve
biyolojik sistemlere uygunlugu saglanabilinmistir. S6z konusu olan
tetrazolyum bilesikleri, hiicre memranindan gecerek hiicreye girebilme ve
¢ozilinlilebilme 6zelliklerine gore iki farkli gruba ayrilmaktadir.

Birinci grupta yer alan MTT bilesigi, pozitif yiiklii bir kimyasal olmakla
beraber okaryotik hiicre membranindan kolaylikla gegebilmektedir. Hiicrenin
igerisine gectikten sonra elektron alarak indirgenebilmektedir [103-104].
Indirgenme reaksiyonunun sonucunda olusan formazan kristalleri, suda
¢oOziinebilir kimyasallar degillerdir ve bu sebeple kristal seklinde
cokmektedirler. Ikinci grupta yer alan bilesikler olan XTT, WST ve MTS
bilesikleri ise negatif yiik ihtiva eden bilesikler olup Okaryotik hiicre
membranindan iceri giremezler. Bu sebeple séz konusu olan bilesiklerle
beraber ara elektron alict donorlerin (fenazin metil siilfat veya fenazin etil
stilfat) kullanilmas1 gerekmektedir [105-106]. Elektron alict dondr molekiiller,
Okaryotik hiicre membranin1 gegerek sitoplazmaya girerler ve sitoplazmadan
veya plazma membranindan elektronlar1 alarak besi yerine geri donerler. Bu
geri doniis sonrast aldiklar1 elektronlar: tetrazolyum bilesigine aktararak onlar
indirgerler. ikinci grup igerisinde yer alan bilesiklerin indirgenmesi yoluyla
olusan formazan kristalleri ise suda ve sonug¢ olarak besi yerinde ¢6ziinebilir
karakteristiktedir [107]. Hiicre toksisitesi analizlerinde siklikla kullanilan

tetrazolyum bilesiklerinin kimyasal yapilart Sekil 2.12.’de gosterilmektedir
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Sekil 2.13. MTT, WST-1 ve XTT yapilari [107].

Tetrazolyum kimyasallar1 kullanilarak yapilan canlilik testleri, ii¢ asamada

gerceklestirilmektedir. Birinci olarak, analize tabi tutulacak olan kimyasal
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madde ile lizerinde ¢alisma yapilacak olan hiicreler belirli bir siire, kimyasalin
besi yerine eklenmesi suretiyle inkiibe edilmektedir. Ikinci asamada ise analizi
yapilan kimyasal madde ortamdan uzaklastirilmakta ve tetrazolyum bilesigi
besi yerine eklenmektedir. Tetrazolyum bilesigi besi yerine eklendikten sonra
ortalama 1 ile 4 saat siiren bir inkiibasyon gerceklestirilmektedir [108]. So6z
konusu olan inkiibasyon siiresince, canli hiicreler kullanilan tetrazolyum
bilesigini indirgeyerek formazana doniistirmektedir. Son olarak da renk
degisimi spektrofotometrik analiz yontemleri ile analiz edilerek hiicre canlilig
kantitatif olarak saptanmaktadir. [102, 109]. Analiz sonucunda saptanan
absorbans miktari, tetrazolyum tuzunun derisimine, canli hiicre sayisina,
baglidir. MTT kimyasali indirgenmeden 6nce sarimtirak renklidir, indirgenme
reaksiyonu ile doniistiigii formazan formu ise mor renklidir ve suda
coztinmemektedir (Sekil 2.12.). Ancak analizin dogru yapilabilinmesi igin,
cokelen formazan kristallerinin mutlaka c¢oziinmesi gerekmektedir. MTT
testinde olusan ve ¢okelen formazani ¢6zmek icin dimetilsiilfoksit (DMSO)

kimyasalinin uygulanmaktadir.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1 Kullanilan Malzemeler

Malzeme

Marka

MDA-MB-231 hiicre hatti
MCF-7 hiicre hatt1

L-929 hiicre hatt1

DMEM

RPMI-1640

Fetal bovin serum
Penicilin-Streptomycin

ATTC (HTB-26)
ATTC (HTB-22)
ECACC (NCTC)
Sigma (D6429)

ATTC (30-2001)
ATTC (30-2020)
ATTC (30-2300)

%0.25 Tripsin-EDTA (1X) Sigma
MTT Serva
Sodyum hidriir Sigma
1-Naftilmetil kloriir Sigma
2-(diizipropilamimo)etilkloriir Sigma
2-morfolinoetilkloriir Sigma
p-simen Sigma
Benzimidazol Sigma
Diklorometan Sigma
Tehtrahidrofuran, Sigma
Etanol Sigma
Rutenyum kloriir Sigma
Tripan Blue Sigma
4,6-diamidino-2 fenilindol (DAPI) Sigma
Formaldehit Sigma
PBS Sigma
Mounting media Sigma
3.2. Kullanilan Cihazlar
Cihaz Marka/Model
Laminar Kabin Bilser Biosafety Cabinet (Class I1)
CO, Inkiibar6r ESCO
ELISA Biotek, Epoch

Hiicre goriintiileme cihazi
-80°C

Ceker ocak

Floresan mikroskop

Juli FL

Niive

Fume

Olympus BX51 Japan
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3.3. Genel Sentez Yontemi

Sentezlenen bilesiklerin bazilar1 havanin nemine ve oksijene karsi hassas
olmalar1 nedeniyle tiim deneyler inert atmosferde gerceklestirildi. Bundan
dolay1 tepkimede kullanilan cam malzemeler kullanilmadan once vakum
altinda 1sitilarak icerisindeki nem ve oksijen uzaklastirilip daha sonra argon
gazi ile dolduruldu. Coziiciiler ve reaktifler, kullanilmadan once literatiirde

verilen yontemler esas alinarak kurutulup inert ortamda saflastirildi [110].

3.4. N-Koordine Benzimidazol Ligandlariin Sentezi

3.4.1. N-(1-naftalenometil)benzimidazol, 1a

i
Qe
7 — 7
N 2) CICH,CoH; N

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

karistirildi. Karisim {izerine benzimidazol (5.90 g, 50 mmol) azar azar ilave
edildi. Cozeltiye 1-naftilmetilkloriir (8.8 g, 50 mmol) eklendi. Olusan ¢o6zelti
bir gece oda sicakliginda, 3 saat su banyosunda karistirildi. Cozelti sogutuldu
ve THF vakumda uzaklastirildi. Elde edilen kati lizerine diklormetan (40 mL)
ilave edildi ve filtreden siiziildi. Ham irin DCM/Et,O karisiminda

kristallendirildi. Verim: 8.22 g; % 63..

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

H

N
. o
1) NaH
@ p - @ )
N 2) CICH,CH,N(CH(CHj),), N

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

karistirildi. Karisim {izerine benzimidazol (5.90 g, 50 mmol) azar azar ilave

45



edildi. Cozeltiye 2-(diizopropilamino)etilkloriir (8.1 g, 50 mmol) eklendi.
Olusan c¢ozelti bir gece oda sicakliginda, 3 saat su banyosunda karistirildi.
Cozelti sogutuldu ve THF vakumda uzaklastirildi. Elde edilen kati iizerine
diklormetan (40 mL) ilave edildi ve filtreden siiziildii. Ham {iriin DCM/Et,0
karisiminda kristallendirildi. Verim: 9.0 g; % 74.

3.4.3. N-(2-morfolinoetil)benzimidazol, 1c

/N
0

A

0

N 1)NaH N
) - )

N, 2) CICH,CH,NC,H,0 N

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

karistirildi. Karisim tizerine benzimidazol (5.90 g, 50 mmol) azar azar ilave
edildi. Cozeltiye 2-morfolinoetil kloriir (7.5 g, 50 mmol) eklendi. Olusan
cozelti bir gece oda sicakliginda, 3 saat su banyosunda karistirildi. Cozelti
sogutuldu ve THF vakumda uzaklastirildi. Elde edilen kati iizerine diklormetan
(40 mL) ilave edildi ve filtreden siiziildii. Ham iiriin DCM/Et,0 karisiminda
kristallendirildi. Verim: 8.4 g; % 73.

3.5. N-koordine Ru(I1)-p-simen Komplekslerinin Sentezi

Benzimidazolin tiirevleri literatiire gore sentezlendi [111-112]. 1-Siibstitiiye
benzimidazolinlerin sentezi i¢in benzimidazol; THF’te NaH ile etkilestirilip
uygun alkil halojeniir tepkime ortamina eklendi. Olusan ham iiriin damitilarak
saflastirildi. Elde edilen ligandlar, [RuCly(p-simen)]; ile etkilestirilerek Ru-(I1)-
azol kompleksi elde edildi.

3.5.1. Dikloro-(N-(1-naftalenometil)benzimidazol)-(p-simen)rutenyum(ll),

2a
N + 1/2 |CLLRu —_— Cl
|
o N

N Cl
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N-(1-naftalenometil)benzimidazol (0,26 g; 1,00 mmol) kuru toluende (10 mL)
¢ozlildi ve ¢ozeltiye [RuCly(p-simen)], kompleksi (0,31 g; 0,5 mmol) ilave
edildi. Toluen sicakliginda 4 saat reflux kaynatildi. Coziiclinlin tamami
vakumda uzaklastirilip bordo renkteki ham iiriin eterle yikandi ve vakumda
kurutuldu. Diklormetan/eter (1:4) ortaminda kristallendirildi. Verim: 0,52 g; %
78.
3.5.2.Dikloro-N-(2-diizopropilaminoetil)benzimidazol)-(p-simen)rutenyum
(1), 2b

AN
I\,I\, + 1/2|CLRu —_— d(NZ A ?1
R = @

2

N-(2-diizopropilaminoetil)benzimidazol (0,24 g; 1,00 mmol) kuru toluende (10
mL) ¢ozildi ve ¢ozeltiye [RuCly(p-simen)], kompleksi (0,31 g; 0,5 mmol)
ilave edildi. Toluen sicakliginda 4 saat reflux kaynatildi. Coziicliniin tamami
vakumda uzaklastirilip bordo renkteki ham iiriin eterle yikandi1 ve vakumda
kurutuldu. Diklormetan/eter (1:4) ortaminda kristallendirildi. Verim: 0,47 g; %
78.
3.5.3.  Dikloro-N-(2-morfolinoetil))benzimidazol)-(p-simen)rutenyum(ll),
2C
/N

N .
C[ /> + 12 |ClLRu— — 0 N Cl
N : / ZN/\N_

|
2

N-(2-morfolinoetil))benzimidazol (0,23 g; 1,00 mmol) kuru toluende (10 mL)
¢oziildi ve ¢ozeltiye [RuCly(p-simen)], kompleksi (0,31 g; 0,5 mmol) ilave
edildi. Toluen sicakliginda 4 saat reflux kaynatildi. Coziiciinliin tamami
vakumda uzaklastirilip bordo renkteki ham iiriin eterle yikand1 ve vakumda
kurutuldu. Diklormetan/eter (1:4) ortaminda kristallendirildi. Verim: 0,45 g; %
76.
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3.6. Antikanser Aktivite

N-alkilbenzimidazol ligandlari (1a-c) ve bu ligandlarin N-koordine Ru-(Il)
kompleksleri (2a-c) antikanser aktivitelerinin arastirilmasi amaciyla MCF-7 ve
MDA-MB-231 insan meme kanser hiicreleri, ATTC’den ve L-929 normal fare
fibroblast hiicreleri ECACC’den ticari olarak temin edildi.

3.6.1. Bilesiklerin Hazirlanmasi
Bilesikler hiicrelere uygulanacaklart giin, dimetilsiilfoksit (DMSO) igerisinde
¢oziildii ve farklh derisimdeki (0.5-500 uM) ¢ozeltileri hazirlandi.

3.6.2. Kullanilan Hiicre Hatlar1 ve Biiyiime Kosullari

Meme kanser hiicreleri (MDA-MB-231 ve MCF-7) 10% (v/v) fetal bovin
serum ve % 1 penicilin-streptomycin iceren DMEM besi yerinde, L-929
normal fibroblast hiicreleri ise 10% (v/v) fetal bovine serum ve % 1 penicilin-
streptomycin i¢ceren RPMI-1640 besi yeri igerisinde, % 95 nem, 5 % CO; ve 37
°C kosullarindaki inkiibatorde kiiltiire edildi.

3.6.2.1. MDA-MB-231 (ATCC® HTB-26™) Hiicre Hatt1

MDA-MB-231 hiicre hatti, 51 yasinda katkas kokenli bir kadmin meme
dokusundaki adenokarsinomadan elde edilen meme kanseri hiicre hattidir.
ATCC hiicre bankas1t kodu HTB-26 olan MDA-MB-231 hiicre hattinin farkli

biiylime oranlarina sahip goriintiileri Sekil 3.1.’de gosterilmektedir.

ATCC Number: HTB-26 ™
Designation: MDA-MB-231

3 7N L AT
High Density Scale Bar = 100pm

LS = 2 )
Low Density Scale Bar = 100um

Sekil 3.1. MDA-MB-231 Hiicre Hatt1 Morfolojisi [113].
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Oldukga agresif ve invazif olan MDA-MB-231 hiicre hatti, &strojen,
progesteron ve HER2 reseptorleri bakimindan {iglii negatif ozellikle olup
kemoterapi c¢aligmalarinda kullanilabilinme potansiyeli olan ilaglarin
denenmesi i¢in uygun bir modeldir. Bazal meme kanseri modelini olusturan
MDA-MB-231 hiicre hattinin MCF-7 ile ila¢ hassasiyeti farklidir. Ostrojen
reseptoriinii hedef alan tamoksifen gibi kemoterap6tik ilaglardan etkilenmezler.
3.6.2.2. MCF-7 (ATCC® HTB-22™) Hiicre Hatt1

Michigan Cancer Foundation-7 (MCF-7) Hiicre hattt 1970 yilinda 69 yasinda
olan kafkas kokenli bir kadindan izole edilen, meme adenokarsinoma, hiicre
hattidir. ATCC hiicre bankas1 kodu HTB-22 olan MCF-7 hiicre hattinin farkli
biiylime oranlarina sahip goriintiileri Sekil 3.2.’de gosterilmektedir.

Ostrojen reseptorii pozitif olan MCF-7 hiicre hatt1 yalmizca dstrojen uyarilmasi
ile beraber biliylimektedir. MCF-7 hiicre hatti, progesteron resoptiirii de pozitif
olup HER2 bakimindan negatiftir. MCF-7 hiicreleri in vitro meme kanseri
caligmalarinda, meme epitelini taklit eden karakteristikleri sebebiyle siklikla

kullanilmaktadirlar.

ATCC Number: HTB-22
Designation: MCEF-7

B - s T = 4

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

Sekil 3.2. MCF-7 Hiicre Hatt1 Morfolojisi [113].

3.6.2.3. L-929 (ATCC® CCL-1™) Hiicre Hatt1
L-929 hiicre hatt1, erkek bir fareye ait saglikli adipoz dokuya ait hiicre hattidir.
Fibroblastik karakteristige sahip olan L-929 hiicreleri girintili ylizeylere
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yapisabilme o6zelligine sahiptirler. L-929 hiicre European Collection of
Authenticated Cell Cultures (ECACC) den temin edildi. L-929 hiicre hattinin

farkl1 biiyiime oranlarina sahip goriintiileri Sekil 3.3.’de gosterilmektedir.

ATCC Number: CCL-1
Designation: NCTC clone 929

High Densityr Scale Bar = 100pm

Low Density Scale Bar = 100pm

Sekil 3.3. L-929 Hiicre Hatt1 Morfolojisi [113].

3.6.3. Hiicrelerin Coziilmesi

-80 °C’den ¢ikarilan hiicreler (MDA-MB-231, MCF-7, ve L-929) 37 °C’lik su
banyosunda hizli bir sekilde ¢oziilerek iizerlerine 1 mL besi yeri eklendi.
Pipetaj yapilarak homojen hale getirildikten sonra 25 mL’lik flasklara alinarak,
8 mL besi yeri eklendi (MDA-MB-231 ve MCF-7 meme kanser hiicresi
tizerine DMEM, L-929 saglikli hiicreler iizerine ise RPMI 1640). Flasklarda
hiicre varligi kontrol edildikten sonra inkiibatore kaldirildi. Ertesi giin
hiicrelerin tutunup tutunmadiklari kontrol edildi ve gerekli ise besi yerleri
degistirildi.

3.6.4. Hiicrelerin Pasajlanmsi

Coziilen hiicrelerin ekildigi flasklar her giin kontrol edildi. Biiyiime yiizdeleri
% 80-90’a ulasan hiicrelerin bulundugu flasklardaki besi yerleri aspire edildi ve
flaskin tiim yiizeyini kaplayacak sekilde 3 mL Tiripsin-EDTA eklendi. CO;
inkiibatore alinan flasklar 15-20 sn’de bir kontrol edilerek hiicrelerin flask

yiizeyinden ayrilmalari saglandi. Hiicreler {izerine 10 mL besi yeri eklendi ve
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pipetorle yavasca al-gek islemi yapilarak hiicreler homojen hale getirildi. Bir
flaska bu hiicre siispansiyonunun yarist eklendi ve her iki flaska da toplam
hacim 12-15 mL olacak sekilde besi yeri eklendi. Hiicre goriintiileme cihazi ile
flasklardaki canli hiicre varligi ve yogunluklar1 kontrol edilerek CO,

inkiibatore birakildi.

3.6.5. Hiicrelerin Sayimi

3.7.4.te anlatildig1 gibi elde edilen homojen hiicre karigimindan 10 pL
ependorf tiipe alinarak {iizerine 10 pL tripan blue boyasindan eklendi ve
pipetajlandi. Bu karisimdan 10 pL alinarak gercek zamanli hiicre goriintiileme
cihazinda en az 3 farkli bolgede sayildi ve bu ii¢ sayimin ortalamasi alinarak

hiicre sayim islemi tamamlanda.

3.6.6. Hiicrelerin Ekimi ve MTT Olc¢iimii

3.7.4.’te anlatildig1 sekilde sayilan hiicreler, hiicre tiirline gére DMEM ve
RPMI besi yerleri kullanilarak 100000 hiicre/mL olacak sekilde seyreltildi ve
96 kuyulu plakalara ekildi. Hiicrelerin plakalara yapismalari i¢in plakalar
birgiin % 95 nem, 5 % CO; ve 37 °C kosullarindaki inkiibatérde bekletildi ve
bilesiklerin farkli derisimleri hiicrelere uygulanarak 24, 48 ve 72 saat sonra
MTT ol¢iimi yapildi ve hiicre canliliklart belirlendi. Kisaca; zaman
bitimlerinde her bir kuyuya 10 ul MTT eklenerek 2 saat 37°C ‘de %5 CO;
iceren inkiibatdrde inkiibe edildi. 2 saat sonunda kuyulardaki besi yeri aspire
edildi ve 100’er pl DMSO eklendi. 15 dakika oda sicakliginda galkalayici
tizerinde inkiibe edildikten sonra absorbans degerleri Elisa okuyucu ile 570 nm
dalga boyunda okundu. Her bir bilesigin 24, 48 ve 72 saat i¢in ICsy degerleri
GraphPad Prism kullanilarak hesaplandi [114].

3.7. DAPI Boyamasi

Floresan boyama yontemi olarak kullanilan DAPI boyamas: yapilarak,
komplekslerin MDA-MB-231, MCF-7 insan meme kanseri ve L-929 fare
normal fibroblast hiicreleri iizerine apoptotik etkilerinin olup olmadigi
belirlendi [115]. Ustel olarak biiyiiyen hiicreler pasajlanarak 1x10° hiicre/mL
olacak sekilde 6-kuyulu plakalara ekildi. Hiicrelerin plakalara tutunmalari igin
24 saat beklenildikten sonra 2a, 2b, ve 2c kompleklerinin MTT deneyi
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sonucunda 24, 48 ve 72 saat icin belirlenen ICsy derisim degerleri hiicrelere
uygulandi. Zaman bitimlerinde, besi yerleri aspire edilerek hiicreler iki kez
1xPBS ile yikandi ve 0.01% formaldehit ¢ozeltisi ile 10 dakika fixe edildi.
Hiicreler tekrar iki kez 1xPBS ile yikanarak, 100 uM DAPI eklendi ve 10 dk
karanlikta inkiibe edildi. Son olarak hiicreler tekrar iki kez 1xPBS ile
yikandiktan sonra 2 damla mounting media eklenip oda sicakliginda 5 dk
beklendi. Hiicre morfolojisindeki degisimler 350/486 nm (ex/em) dalga
boylarinda (Olympus BX51, Japan) at 40x sterco-floresan mikroskobu ile

goriintlilendi.

3.8. Istatistik Analiz

Antikanser aktivite deneylerindeki tiim dl¢iimler dokuz tekrarli olarak yapildi
(n=9) ve sonuglar standart sapmalariyla (= SEM) verildi. GraphPad Prism7
programi (GraphPad Software, San Diego, CA, ABD) kullanilarak ICs
degerleri hesaplandi. Gruplar arasindaki farkin karsilastiriimasi icin One Way

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

*p < 0.05, **p < 0.005, #p < 0.0005, ##p < 0.0001 olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR
4.1. Ligandlar (1a-c) ve N-koordine Ru-(11) Komplekslerinin (2a-c) Sentezi

N-alkilbenzimidazol ligandlar1 (1a-c) ve bu ligandlarin N-koordine Ru-(1l)

&,
s

|
Cl—Ru-ClI

kompleksleri (2a-c) literatiire gore sentezlendi [111-112].

2b

Sema 1. N-alkilbenzimidazol ligandlari (1a-c) ve bu ligandlarin N-koordine
Ru-(I1) komplekslerinin (2a-c) sentezi [111,112].

4.2. Antikanser Aktivite

N-alkilbenzimidazol ligandlar1 (1a-c) ve bu ligandlarin N-koordine Ru-(Il)
komplekslerinin (2a-c) MDA-MB-231 ve MCF-7 meme kanser hiicreleri
tizerine antikanser aktiviteleri MTT yontemi ile 24, 48 ve 72 saatlik uygulama
zamanlari i¢in belirlendi (Sekil 4.2-4.6). Ayrica tiim bilesikler L-929 normal
fibroblast hiicrelerine de uygulanarak, komplekslerin saglikli ve kanserli

hiicreler arasinda secici 6zellige sahip olup olmadiklar1 da arastirildi (Sekil 4.7-
4.9).
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Sekil 4.1. N-(1-naftalenometil)benzimidazol (1a) ve  Dikloro-(N-(1-

naftalenometil)benzimidazol)-(p-simen)rutenyum(ll) (2a)’un
MDA-MB-231 meme kanser hiicreleri iizerine antikanser aktivitesi.
Deneyler 9 tekrarli yapilmis (n=9) ve sonuglar + SEM olarak
verilmigtir. (Kontrole gore anlamlilik; *p < 0.05, **p < 0.005,
*p < 0.0005, #p < 0.0001).
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Sekil 4.2. N-(2-diizopropilaminoetil)benzimidazol, (1b) ve Dikloro-N-(2-

diizopropilaminoetil)benzimidazol)-(p-simen)rutenyum(ll) (2b)’un,
MDA-MB-231 meme kanser hiicreleri iizerine antikanser
aktiviteleri. Deneyler 9 tekrarli yapilmis (n=9) ve sonucglar £SEM
olarak verilmistir (Kontrole gore anlamlibk; *p < 0.05,
**p < 0.005, “p < 0.0005, *p < 0.0001).
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Sekil 4.3. N-(2-morfolinoetil)benzimidazol, (1c) wve Dikloro-N-(2-
morfolinoetil)benzimidazol)-(p-simen)rutenyum(Il) (2c)’un MDA-
MB-231 meme kanser hiicreleri {izerine antikanser aktiviteleri.
Deneyler 9 tekrarli yapilmis (n=9) ve sonuglar +SEM olarak
verilmigtir (Kontrole gore anlamlilik; *p < 0.05, **p < 0.005,
*p < 0.0005, *p < 0.0001).

56



Tablo 4.1. N-alkilbenzimidazol ligandlari (1a-c) ve bu ligandlarin N-koordine
Ru-(11) komplekslerinin (2a-c) MDA-MB-231 insan meme kanser hiicrelerinde
24 saat, 48 saat ve 72 saat I¢in ICso Degerleri

(|C50, llM)a
Bilesik 24 saat 48 saat 72 saat
la 67.6 +£0.04 50.7 +£0.20 41.5+0.03
1b >500 >500 >500
1c >500 >500 >500
2a 35.9+0.01 13.4+0.07 8.98 £ 0.08
2b 180.0 +£ 0.05 144.0 £ 0.03 86.1+£0.02
2C >500 >500 >500

®ICso degeri, bilesik uygulamalarindan 24 saat, 48 saat ve 72 saat sonra yapilan MTT deneyi ile
hiicre canliliginda % 50 azalmaya neden olan derisim degeri olarak hesaplanmis olup sonuglar
+ SEM olarak verilmistir (n=9).

Sekil 4.1 — 4.3’de; x ekseni N-alkilbenzimidazol ligandlar1 (1a-c) ve Ru-(ll)
komplekslerin (2a-c) derisimlerini, y ekseni ise hiicrelerin kontrole gore
canlilik oranlarin1 géstermektedir. Sekil 4.1 — 4.3’de goriildiigii gibi ligand ve
komplekslerin derigimlerindeki artisla paralel olarak antikanser aktivitede artis
gozlenmistir. Yani, bilesiklerin derigsimlerinin artmasiyla, MDA-MB-231 meme
kanser hiicrelerinin canlilik oranlarinda diistis gézlenmistir. Bu grafikler
kullanilarak, ligandlar ve komplekslerin MDA-MB-231 meme kanser
hiicrelerinin % 50’sini oldirdiikleri derigim degerleri (ICsp) heseplanmistir
(Tablo 4.1.). ICsy degerindeki azalma antikanser aktivitedeki artisa isaret
etmektedir. 2a ve 2b komplekslerinin ligandlarina (1a-b) gore daha diisiik ICso
degerlerine sahip olduklari ve bu nedenle daha yiiksek antikanser aktivite
gosterdikleri saptanmistir. 1b ve 1c ligandlari ile 2¢c komplesinin tim zaman
noktalarinda ICsp degerleri > 500 uM olarak gozlendiginden 1b ve 1c ligandlar
ile 2c kompleksi MDA-MB-231 insan meme kanser hiicreleri {izerine
antikanser aktivite gdstermemistir. 2a’nin tiim zaman noktalar1 i¢in elde edilen
ICso degerlerinin diger komplekslerin ICsy degerlerinden daha kiiciikk oldugu
gozlenmis olup, bu bulgu 2a kompleksinin MDA-MB-231 meme kanser
hiicreleri {lizerine en yiliksek antikanser aktiviteye sahip oldugunu
gostermektedir. Bilesiklerin MDA-MB-231 meme kanser hiicreleri iizerine

antikanser aktivite siralamasi; 2a > 1a > 2b olarak bulunmustur.
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Sekil 4.4. N-(1-naftalenometil)benzimidazol (1a) ve  Dikloro-(N-(1-

naftalenometil)benzimidazol)-(p-simen)rutenyum(Il) (2a)’un MCF-
7 meme kanser hiicreleri tizerine antikanser aktiviteleri. Deneyler 9
tekrarli yapilmis (n=9) ve sonuglar £+ SEM olarak verilmistir.
(Kontrole gore anlamlilik; *p < 0.05, **p < 0.005, *p < 0.0005,
"p < 0.0001)
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Sekil 4.5. N-(2-diizopropilaminoetil)benzimidazol, (1b) ve Dikloro-N-(2-
diizopropilaminoetil)benzimidazol)-(p-simen)rutenyum(ll) (2b)’un,
MCF-7 meme kanser hiicreleri tizerine antikanser aktiviteleri.
Deneyler 9 tekrarli yapilmis (n=9) ve sonuglar +SEM olarak
verilmigtir (Kontrole gore anlamlilik; *p < 0.05, **p < 0.005,
*p < 0.0005, #p < 0.0001).
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Sekil 4.6. N-(2-morfolinoetil)benzimidazol, (1c) wve Dikloro-N-(2-
morfolinoetil))benzimidazol)-(p-simen)rutenyum(ll) (2c)’un MCF-
7 meme kanser hiicreleri lizerine antikanser aktiviteleri.. Deneyler 9
tekrarli yapilmig (n=9) ve sonuglar =SEM olarak verilmistir
(Kontrole gdre anlamlilik; **p < 0.05, **p < 0.005, “p < 0.0005,
"p < 0.0001).
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Tablo 4.2. N-alkilbenzimidazol ligandlari (1a-c) ve bu ligandlarin N-koordine
Ru-(11) komplekslerinin (2a-c).) MCF-7 insan meme kanser hiicrelerinde 24
saat, 48 saat ve 72 saat i¢in ICso degerleri

(|C50, llM)a
Bilesik 24 saat 48 saat 72 saat
la 51.2+0.03 50.1 £0.05 15.9+0.08
1b >500 472.1+£0.42 278.4+0.03
1c >500 >500 386.4+0.05
2a 29.4+0.03 11.3+0.04 3.95+0.07
2b 162.7 £0.03 118.0+£0.04 70.0£0.06
2C >500 3292 £0.02 231.4+0.40

®ICsp degeri, bilesik uygulamalarindan 24 saat, 48 saat ve 72 saat sonra yapilan MTT deneyi ile
hiicre canliliginda % 50 azalmaya neden olan derisim degeri olarak hesaplanmis olup sonuglar
+ SEM olarak verilmistir (n=9).

Sekil 4.4 - 4.6’da; x ekseni N-alkilbenzimidazol ligandlar1 (1a-c) ve Ru-(ll)
komplekslerin (2a-c) derisimlerini, y ekseni ise hiicrelerin kontrole gore
canlilik oranlarint gostermektedir. Sekil 4.4 - 4.6’da gortldigi gibi ligand (1a-
c) ve komplekslerin (2a-c) derisimlerindeki artisla paralel olarak antikanser
aktivitede artis gozlenmistir. Bilesiklerin derisimlerindeki artisla paralel olarak,
MCF-7 meme kanser hiicrelerinin O6liim oranlari artis gostermektedir. Bu
grafikten faydalanilarak ligandlar (la-c) ve Ru-(II) komplekslerin (2a-c)
MCF-7 meme kanser hiicrelerinin % 50°sini 6ldiirdiikleri derisim degerleri
(ICsp) belirlenmistir (Tablo 4.2.). Diisiik ICso degerleri, yiliksek antikanser
aktiviteyi gostermektedir. Ligandlarin (l1a-c), kompleklere (2a-c) gore daha
bliyiik ICso degerlerine sahip olduklar1 ve komplekslere gore daha diistik
antikanser aktivite gosterdikleri belirlenmistir. 1¢ ligand: disindaki ligand (1a-
b) ve komplekslerin (2a-c) 1Cs degerlerinin zamana bagli olarak azaldigi ve
buna bagli olarak antikanser aktivitelerinin arttifi gozlenmistir. Tlim zaman
noktalar1 i¢in 2a bilesiginin en diisiik ICsp degerlerine ve en yiiksek antikanser
aktiviteye sahip oldugu saptanmistir. Ligandlar (1a-c) ve Ru-(I1) komplekslerin
(2a-c) MCF-7 meme kanser hiicreleri lizerine antikanser aktivite siralamasi; 2a

> la>2b > 2c > 1b >1c olarak bulunmustur.
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Sekil 4.7. N-(1-naftalenometil)benzimidazol (1a) ve  Dikloro-(N-(1-

naftalenometil)benzimidazol)-(p-simen)rutenyum(Il) (2a)’un L-929
normal fare fibroblast hiicreleri iizerine antikanser aktiviteleri.
Deneyler 9 tekrarli yapilmis (n=9) ve sonuglar +SEM olarak
verilmigtir (Kontrole gore anlamlilik; *p < 0.05, **p < 0.005,
*p < 0.0005, #p < 0.0001).
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N-(2-diizopropilaminoetil)benzimidazol, (1b) ve Dikloro-N-(2-
diizopropilaminoetil)benzimidazol)-(p-simen)rutenyum(Il) (2b)’un,
L-929 normal fare fibroblast hiicreleri {izerine antikanser
aktiviteleri. Deneyler 9 tekrarli yapilmis (n=9) ve sonuglar £SEM
olarak verilmistir (Kontrole gore anlamlilik; *p < 0.05,
**p < 0.005, "p < 0.0005, “p < 0.0001).
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N-(2-morfolinoetil)benzimidazol, (Ic) ve  Dikloro-N-(2-

morfolinoetil)benzimidazol)-(p-simen)rutenyum(ll) (2¢)’un L-929
normal fare fibroblast hiicreleri iizerine antikanser aktiviteleri.
Deneyler 9 tekrarli yapilmis (n=9) ve sonuglar £SEM olarak
verilmistir (Kontrole gore anlamlilik; *p < 0.05, **p < 0.005,
*p <0.0001).
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Tablo 4.3. N-alkilbenzimidazol ligandlari (1a-c) ve bu ligandlarin N-koordine
Ru-(11) komplekslerinin (2a-c) L-929 normal fare fibroblast hiicrelerinde 24
saat, 48 saat ve 72 saat i¢in ICsy Degerleri

(|C50, llM)a
Bilesik 24 saat 48 saat 72 saat
la 22.3+0.04 16.6 £0.03 5.47 £ 0.06
1b >500 >500 >500
1c >500 >500 >500
2a 22.2+0.02 15.9+0.03 9.30+0.05
2b 187.0 £ 0.01 150.3 £0.02 90.1 £ 0.04
2C >500 >500 >500

®ICsp degeri, bilesik uygulamalarindan 24 saat, 48 saat ve 72 saat sonra yapilan MTT deneyi ile
hiicre canliliginda % 50 azalmaya neden olan derisim degeri olarak hesaplanmis olup sonuglar
+ SEM olarak verilmistir (n=9).

Sekil 4.7. - 4.9.°da; x ekseni N-alkilbenzimidazol ligandlar1 (1a-c) ve Ru-(ll)
komplekslerin (2a-c)) derisimlerini, y ekseni ise hiicrelerin kontrole gore
canlilik oranlarint gostermektedir. Sekil 4.7. - 4.9.’da goriildiiga gibi ligand ve
komplekslerin derisimlerindeki artisla paralel olarak antikanser aktivitede ve
L-929 hiicrelerinin 6liim oranlarinda artis gézlenmistir. Bu grafikler yardimiyla
ligandlar (1a-c) ve Ru-(11) komplekslerin (2a-c) L-929 hiicrelerinin % 50’sini
oldirdiikleri derisim degerleri (ICsp) belirlenmistir (Tablo 4.3.). Diisiik ICsg
degeri yiiksek antikanser aktiviteye isaret etmektedir. Kompleklerin (2a-c), L-
929 hiicrelerinde ligandlarina gore (la-c) daha diisiik ICso degerlerine sahip
olduklar1 ve daha yiiksek antikanser aktivite gosterdikleri belirlenmistir..
MDA-MB-231 meme kanser hiicre hattina benzer olarak; 1b ve 1c ligandlar
ile 2c komplesinin tiim zaman noktalarinda ICsy degerleri > 500 uM olarak
gozlendiginden 1b ve 1c ligandlar1 ile ve 2c kompleksi L-929 hiicreleri
lizerine antikanser aktivite gostermemistir. 2a’nin tiim zaman noktalar1 i¢in
elde edilen 1Csy degerlerinin diger komplekslerin ICso degerlerinden daha
kiigiik oldugu goézlenmis olup, bu bulgu 2a kompleksinin L-929 hiicreleri
izerine en yiiksek antikanser aktiviteye sahip oldugunu gdstermektedir.
Bilesiklerin L-929 normal fare fibroblast hiicreleri lizerine antikanser aktivite
siralamast MDA-MB-231 meme kanser hiicre hattinda gozlendigi gibi; 2a > 1a

> 2b olarak bulunmustur
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Tablo 4.4. N-koordine Ru-(I1) komplekslerin (2a-c) segicilik indeksleri (SI)

Hiicre hatti Zaman Kompleks (S1)?
(Saat) 2a 2b 2
24 <1 1.03 >1
MDA-MB-231 48 1.18 1.04 >1
72 1.04 1.04 >1
24 <1 1.15 >1
MCF-7 48 1.40 1.27 >1.52
72 2.35 1.28 >2.16

®Secicilik indeksi, ayn1 komleksin ayn1 zaman noktalar igin saglikl1 hiicreler igin gozlenen ICsg
degerlerinin kanserli hiicreler i¢in gézlenen ICs degerlerine boliinmesiyle hesaplandi.

MDA-MB-231 ve MCF-7 insan meme kanser hiicreleri i¢in en yiiksek
secicilige sahip olan Ru-(I1) kompleksi belirlemek igin, herbir kompleksin iki
ayrt meme kanser hiicre hatti icin segicilik indeksi (SI) degerlerini hesaplandi
(Tablo 4.4.). Calismalarda, bes ve tizeri SI degerine sahip olan bilesiklerin
kanser hiicrelerine karsi saglikli hiicrelere gore daha yiiksek toksik etki
gosterdigi bildirilmistir [116-117]. Elde ettigimiz sonuglara gére, 2a'nin MDA-
MB-231 ve MCF-7 insan meme kanser hiicreleri i¢in 24 Saat uygulama zamani
disinda SI degerleri >1 olarak gozlenmistir. 2b kompleksi gbéz Oniine
alindiginda ise, tiim uygulama zamanlari i¢in SI degerleri her iki insan meme
kanser tiirii igin > 1 olarak bulunmustur. 2c kopleksinin MDA-MB-231 insan
meme kanser hiicre hattina uygulanan ii¢ zaman noktas: ve MCF-7 insan meme
kanser hiicre hatt1 i¢in ise 24 saat zaman noktasi i¢in SI degerleri > 1 olarak
belirlenmistir. Ayrica 2a, 2b ve 2¢ komplekleri igin en yiiksek SI degeri MCF-
7 meme kanser hiicre hattinda 72 saat uygulama zamaninda saptanmistir.
Verilere gore elde edilen bir diger sonug; kompleklerin MDA-MB-231 meme
kanseri iizerine gozlenen SI degerleri birbiri ile ¢ok yakin degerler olup, MCF-
7 meme kanser hiicre hatt1 igin SI degerleri ise zamanla artis gdstermektedir,
Bu nedenle kompleksler, MCF-7 hiicre hatlarinda zamana bagli secicilik
gosterirken, MDA-MB-231 meme kanser hiicrelerinde zaman bagh secici
Ozellik gostermemektedirler.

Yapr sitotoksik aktivite arasindaki iliski incelendiginde; 2a-c komplekslerini
birbirinden farklandiran yapi, benzimidazol grubuna bagli olan R gruplaridir. R

gruplari; 2a-c komplekslerinde sirasiyla; naftalenometil, diizopropilaminoetil,
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ve morfolinoetil’dir. Komplekslerin MDA-MB-231 ve MCF-7 insan meme
kanser hiicreleri iizerine antikanser aktiviteleri 2a > 2b > 2c olarak
bulunmustur. 2a kompleksinde bulunan naftalenometil grubunun, bilesigin
insan meme kanser hiicre hatlar1 {izerindeki yiiksek antikanser aktivitesinde
onemli rol aldig1  belirlenmistir. ~ Antikanser  aktivite  siralamasi
diizopropilaminoetil bagli 2b ve morfolinoetil bagli 2c kompleksi olarak
devam etmektedir. Bu sonuglar, benzimidazol yapisina baglanan grubun,
bilesigin hem aktivitesinde hem de segiciligide ¢ok Snemli rolii oldugunu
gostermektedir. Bilesikler, ayn1 kanser tiirliniin alt tiplerinde (MCF-7 insan
meme kanser hiicre hatt1 6strojen (ER), progesteron (PR) reseptorleri agisindan
pozitif ve insan epidermal biiytime faktori reseptorii (HER2) agisindan negatif
iken; MDA-MB-231 meme kanser hiicre hatt1 6strojen (ER), progesteron (PR)
ve insan epidermal biiytime faktorii (HER2) reseptorleri agisindan negatiftir) de

secicilik gosterebilmektedirler.

4.3. DAPI Boyamasi

Floresan boyama yoOntemi olarak kullanilan DAPI boyamasi yapilarak,
komplekslerin MDA-MB-231, MCF-7 insan meme kanser hiicreleri ve L.-929
normal fare fibroblast hiicrelerine apoptotik etkilerinin olup olmadig:
belirlendi. Floresan boyama yontemleri, floresan maddelerin (6rn. Hoechst
boyasi, DAPI, propidium iyodiir) kullanilmasiyla yapilmaktadir. Floresan
boyalar DNA’ya baglanabildiklerinden, hiicrenin kromatini dolayisiyla
nukleusu goriiniir hale gelmektedir. DAPI, DNA’ya baglanan fluoresan bir
boyadir ve hiicre morfolojisiyle ilgili bilgiler vermektedir. Kromatin
kondensasyonu veya nukleus fragmentasyonu olan hiicreler apoptotik hiicreler
olarak degerlendirilmektedir.

Sekil 4.10°da kontroller , insan meme kanser hiicreleri (MDA-MB-231, MCF-
7) ile normal fare fibroblast hiicrelerine (L-929) ligand (1a-c) ve komplekslerin
(2a-c); 24, 48 ve 72 saat igin MTT deneyi ile belirlenmis olan ICs
derisimlerinin uygulanmasindan 24, 48 ve 72 saat sonra yapilan DAPI
boyamasi sonucunda elde edilen floresan mikroskop goriintiileri verilmistir.
Sekil 4.10°da goruldigi gibi kromatin kondenzasyonu veya nukleus

fragmentasyonun varoldugu apoptotik hiicreler gézlenmistir.
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Sekil 4.10. Ligand ve komplekslerin 24, 48 ve 72 saat i¢in belirlenen ICs
derisim degerlerinin uygulandigt MDA-MB-231, MCF-7 meme
kanser hiicreleri ve L-929 normal fare fibroblast hiicrelerinde

DAPI boyamasti
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5. TARTISMA

Diinya’da meme kanseri, kadinlarda goriilen kanser tiirleri arasinda, en fazla
goriilen malign (kotii huylu) tiimorii olup, kadinlarda olusan kanserlerin
yaklasik olarak %30’unu olusturmaktadir. Meme kanserinin goriilme siklig
diinya genelinde iilkeler arasinda farkliliklar gostermektedir. Avrupa genelinde
yilda yaklasik olarak 180.000, Birlesik Devletler’ de (ABD) ise yaklasik olarak
184.000 yeni meme kanseri vakasi tespit edilmektedir. Diinya genelinde
ortalama yasam siiresinin artmasi, yasam bic¢iminin farkli etkenlerle (cevresel
faktorler, egzersiz, stres vs.) degisim gecirmesi, kanser teshisi i¢in yapilan
kanser taramalarinin yayginlasmast ve kanser vakalarinin bildiriminde
meydana gelen artiglar meme kanseri goriilme sikligindaki artisa sebep olan
baslica etmenler olarak sayilabilmektedir. Meme dokusunda tiimdr hiicrelerinin
olusmasinda, meme hiicrelerinin uzun siireli olarak dstrojen hormonuna maruz
kalmasi temel sebep olarak sunulmaktadir. Tesbit edilen meme kanseri
tiirlerinin yaklasik olarak %60’ 1mndan fazlasinin Ostrojen reseptorii bakimindan
pozitif oldugu bilinmektedir. Tespit edilen bu meme kanseri dokularindan
yaklagik olarak iigte birinin de endokrin tedavilere yanit vermedigi ortaya
konulmustur.

Kanserin modern tedavisi bir¢ok farkli ila¢ icermesine ragmen, bu ilaglarin yan
etkileri nedeniyle yeni anti kanser ilaclarin kesvine yonelik arastirmalar 6nem
kazanmaktadir. Gliniimiizde inorganik ilaglar, tibbi tedavi edicilerin 6nemli bir
kismin1 olusturmakta ve son otuz yildir sisplatin bilesigi [Pt(NH3).Cl,] ve
analoglar kanser tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Sisplatinin suda
¢oziinlirliiglinliin az olmasi, toksisitesinin yiiksek olmasi gibi dezavantajlar
bilim adamlarini daha iyi tedavi ediciler ve daha az zararl bilesikler bulmaya
yonlendirmistir. Metaller ile heterosiklik ligandlarin olusturdugu kompleksler,
metal-proteinlerin model bilesikleri olduklari i¢in biyoinorganik kimyada 6zel
bir ilgi alanidir. Son yillarda N-koordine metal komplekslerinin sentezi
koordinasyon kimyasinda yogun olarak g¢alisilmakta ve bir¢ok koordinasyon
bilesiginin biyolojik aktiviteleri aragtirilmaktadir. Ru ve benzimidazoliin yararl
biyolojik aktiviteleri nedeniyle Rutenyum-(11) benzimidazol bilesiklerine olan

ilgi her gecen giin artmaktadir.
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Vashist ve arkadaslarinin yaptigt c¢alismada, 30 farkli 1,2-disiibstitlie
benzimidazol tiirevi sentezlenerek, bu bilesiklerin antimikrobiyal aktiviteleri
incelenmistir. Calismada ayrica, sentezlenen bilesiklerin MCF-7 insan meme
kanser hiicreleri tizerine antikanser aktiviteleri 72 saat uygulama zamani i¢in
aragtirtlmis ve bilesiklerin antikanser aktiviteleri yaygin olarak kullanilan

kemoterapoétik bir ilag olan 5-Florourasil (5-FU) ile karsilastirtlmistir [118].
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Elde edilen bulgular; 5-FU in MCF-7 meme kanser hiicreleri i¢in ICsg
degerinin 35.4 uM oldugunu, bilesiklerin MCF-7 meme kanser hiicreleri i¢in
ICso degerlerinin ise 0.9 ile > 628.1 uM arasinda degistigini gostermistir. 12,
21, 22 ve 29 numarali bilesiklerin MCF-7 meme kanser hiicrelerine karst en
yiiksek antikanser aktiviteye sahip olduklar1 saptanmis olup, 1Cso degerleri

sirasiyla 7.0, 5.4, 0.9 ve 5.5 uM olarak bulunmustur [118]. Calismamizdan elde

70



edilen sonuglara gore; 2a kompleksinin MCF-7 meme kanser hiicre hattinda 72
saat uygulama zamani i¢in 1Csy degeri 3.95 = 0.07 uM olup, 22 numaral
bilesik disindaki bilesiklere gore (12, 21 ve 29) daha yiiksek antikanser aktivite
gosterdigi belirlenmistir. Diger ligand ve komplekslerin (la-c, 2b, 2c) I1Cs
degerlerinin 12, 21, 22 ve 29 numarali bilesiklerin ICsy degerlerinden daha
yiiksek oldugu ve bu nedenle daha diisiik antikanser aktiviteye sahip olduklari
gbzlenmistir.

Son yillarda, tubulin hedefli ilaglar, antikanser ila¢ arastirmalarmin odagi
haline gelmektedir. 2019 yilinda yapilan c¢alismada benzimidazol grafth-
benzsiilfamid igeren pirazol halka tiirevi 25 adet yeni bilesik sentezlenmis ve
potansiyel tubulin polimeraz inhibitorleri olarak biyoaktiviteleri agisindan
incelenmislerdir. Tiim bilesiklerin, insan akciger adenokarsinomu epitel hiicre
hatt1 (A549), serviks karsinoma hiicre hatt1 (Hela), insan hepatoma hiicre hatti
(HepG2) ve insan meme kanseri hiicre hatti (MCF-7) iizerindeki inhibisyon
aktiviteleri 24 ssat uygulama zamanmi i¢in MTT yontemi kullanilarak

arastirtlmistir [119].

NTh N /\
\__> g-ﬂ
10, 12 13-35
Compounds R! R? Compounds R' R?
10 -CH, = 24 -F 4F
12 -CF, = 25 -F a-cl
13 -CH3 H 26 -F 4-Br
14 -CH, 4-CH, 27 -F 4-CF,
15 -CH3 2,5-(CHa)2 28 -CF5 H
16 -CHs 4-F 29 -CF3 4-OCH4
17 -CHs 4-Cl 30 -CF, 2,5-(CHa),
18 -CHs 4-Br 31 -CF3 4-NO,
19 -CHs 4-CF3 32 -CF3 4F
20 -F H 33 -CF, 4-Cl
21 -F 4-OCH» 34 -CF» 4-Br
22 F 2,5-(CHa), 35 -CF, 4.CF,
23 F 4-NO,
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Pozitif kontrol olarak kolsisin ve CA-4 kullanilmistir. Bilesiklerin MCF-7
meme kanser hiicresi i¢in 1Csg degerlerinin 0.17—7.26 uM araliginda degistigi
gbzlenmistir. Calismamizda kullanilan bilesiklerde en kiigiik ICso degeri (29.4
+ 0.03 uM), 2a kompleksi i¢in gbzlendiginden, bilesiklerimiz bu ¢alismada
sentezlenen bilesiklerden daha diisiik antikanser aktivite gostermislerdir. En
yiiksek in vitro antikanser aktiviteye sahip olan bilesigin; A549, Hela, HepG2
ve MCF-7 kanser hiicre hatlarinda ICsy degerlerinin sirastyla 0.15, 0.21, 0.33
ve 0.17 uM oldugu gozlenmistir [119].

Demirayak ve Yurttas tarafindan yapilan calismada dort farkli diketon
bilesiginden (3a-d) 20 adet yeni 2-benzil-1-metiliden-3-aril-1,2-dihidropirazin
[1,2-a] benzimidazol tiirevi bilesik (4a-t) sentezlenmistir. Tiim bilesikler
American NCI’ya gonderilmis ve 3c ile 4d, e, f, i, j, n, p, bilesiklerinin
antikanser aktiviteleri, dokuz neoplastik hastaliktan elde edilen yaklasik 60
insan kanser hiicre hattina karsi in vitro olarak degerlendirilerek sonuglar

biiylime yiizdesi olarak verilmistir [120].

NH OH
2 i N CH, i N\ CH,
- \ —_—
HaC COOH ~
NH, N OH N 0
1 2
o
N CH.
Br 3
n
. .| s VAN
R/ =
o
3

a-d

R

AN NH, iv N\ 4R R’ 4| R R’
3a-d  + ‘ —— >\( alH H klscl H
A N bl H  30CHy| | |3.cl 3.0CH,
R \_ N clH 3Cl | m|zc ac
=S o diH 4-0CH| N |3.Cl  4-OCHz
R elH 4Cl | o |3Cl a4l
f | 4-0CHH Plac H
J \ 9| 4-OCHy3-OCH;| 9 [4-Cl  3-0CH,
h| 4-0CH, 3-CI r|4Cl 3.cl
— g dat i | 4-0CH,4-OCHy| s | 4-Cl  4-OCH,
j | 4-OCHgz4-CI t [4Cl 4-cl

Bilesik 3c, (2- (2-asetil-1 H-benzimidazol-1-il) -1- (3-klorofenil) etanon) ve
bilesik 4n, (2- (4-metoksibenzil) -l-metiliden-3- (3-klorofenil) -I, 2-
dihidropirazin [ 1,2-a] benzimidazoliin)’in en aktif bilesikler olduklar1 ve

sirastyla % 24.53 ve % 22.62 olarak gozlenen en diisiik biiylime yiizdelerine
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sahip bulunmustur. 3c'nin ve 4n ICsy degerlerinin sirasiyla; antikanser ilag
olarak kullanilan sisplatininden ve melphalandan daha kiiciik oldugu
bulunmustur. Benzimidazol halkasinin birinci ve / veya ikinci pozisyonunda
diketon alt yapisi iceren bilesiklerin yiiksek antikanser aktiviteleri nedeniyle
ilag aday1 molekiiller olabilecekleri 6ngoriilmiistiir [120].

Huang ve ark., pirazol i¢eren ligand [2-(1Hpirazol-3-il)piridin (L1), 3-(furan-
2-il)-1H-pirazol (L2) ve 3-(tiofen-2-il)-1H-pirazol (L3)] ve [RuCl,-(m6 -p-
cymene)] dimer kullanarak 3 adet Ru(ll)-p-simen kompleksi [(n6-p-simen)
Ru(m2-N,N-L1)CIICI (1), [(m6-p-simen)Ru(n1-N-L2)Cl,] (2) ve [(m6-p-
simen)Ru(n1)-N-L3)CI2 (3)] sentezlemislerdir [121].

—l@
HW t e
Cl

RU\
(L1) - /N a |
N Ney-H
Cl — =
N /CI\ / (1)
e /R“\ /R“\ Methanol,
: cl 4h,rt
< JiN ]
Nl~\ 77 of @ NTN\=
N X XY
X=0(L2)orS(L3) X=0(@2)orS(3)

Yeni sentezlenen komplekslerin yapilar1 elementel analiz, spektroskopik
yontemler (FT-IR, UV, H NMR, *C MNR ve kiitle) ve kristalografik
yontemler kullanilarak tanimlanmistir. Ru-(11)-p-simen komplekslerinin (1-3)
v sisplatinin in vitro sitotoksiteleri liglii negatif meme kanseri (TNBC) MDA-
MB-231 hiicrelerine kars1 degerlendirilmistir. In vitro sitotoksisite sonuglari,
kompleks 1'in MDA-MB-231 hiicrelerine karsi kompleks 2, 3 ve sisplatinden
daha fazla aktiviteye sahip oldugunu goéstermistir. Calisma sonucunda elde
edilen bulgular, kompleks 1’in MDA-MB-231 meme kanser hiicrelerine kars1

secici bir sitotoksik aktiviteye sahip oldugunu géstermistir [121].

Ibrahim ve ark., tarafindan farkli asetofenon parcalarina sahip 2-siibstitiie

tiyobenzimidazol tiirevi 18 adet yeni bilesik sentezlenmis ve antikanser
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aktiviteleri Ulusal Kanser Enstitiisii (NCI) tarafindan belirlenen 60 adet insan
kanser hiicre hattinda arastirilmigtir. Yapilan in vitro tarama sonucunda bobrek
kanser hiicre hattinin (A498) sentezlenen bilesiklere en duyarli hiicre hatti
oldugu belirlenmistir. En yiiksek antikanser aktiviteye sahip bilesigin (4a) 1Cso
degerinin 6.97 uM. Oldugu ve bu degerin referans ila¢ olarak kullanilan
sunitinib’in 1Csp degerinden (6.97 uM) daha kiiglik oldugu gézlenmistir [122].
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Yapilan bagka bir ¢alismada, genel kimyasal formiilleri [Rull (n6-p-simen) (L)
(C1)] olan trimetoksi ve dimetoksifenilamin igeren sif baz ligand (L1-L4)
tirevli 4 adet yeni Ru-(I11)- p-simen kompleksi (1-4) sentezlenerek X-isinlar
difraksiyon yontemi ve diger analitik yontemler kullanilarak karakterize
edilmiglerdir. Sentezlenen yeni ligand ve komplekslerin in vitro sitotoksik
aktiviteleri, insan pankreas karsinomu (MIA PaCa-2), Uglii negatif insan
metastatik meme adenokarsinomu (MDA-MB-231) ve insan hepatoseliiler
karsinom (HepG2) hiicreleri {izerinde arastirilmistir. Deney sonuglar
ligandlarin kanser hiicreleri iizerine toksik etki gostermediklerini ancak
kompleks olusumunun toksisiteyi arttirdigini gostermistir. Komplekslerin 1Csg
degerlerinin 10-25 pM. arasinda degistigi ve 1 numarali bilesigin MDA-MB-
231 ve MIA PaCa-2 kanser hiicreleri lizerine, giiniimiizde yaygin olarak
kullanilan kemoterapotik ajan olan siplatinden 3 kat daha etkili oldugu
gozlenmistir [123]. Bilesiklerin MDA-MB-231 meme kanser hiicrelerine 48
saat uygulama zaman noktasi i¢in 1Csp degerlerinin 11.4-18.6 uM araliginda
degistigi gézlenmistir. Calismamizda kullanilan bilesiklerde 48 saat uygulama
zamani i¢in en kiigik ICso degeri (13.4 = 0.07 uM), 2a kompleksi igin
gozlenmis olup, ilgili ¢alismada sentezlenen bilesiklerle benzer sitotoksik
aktivite gosterdigi, diger bilesiklerimizin ise daha diisiik sitotoksik aktiviteye

sahip olduklar1 gozlenmistir.

OH /@ CH30H OH NI Rs [Ru(p- cymene)Clz]z
Ra Reflux, 12h @Rz CH30H, KOH

R4 RT, 12h
L1: R=Rp;=R3=OMe; R=H 1: R{=R,=R3;=OMe; R=H
L2 R1=H; R2=R3=OMe: R=H 2: R4=H; R2=R3=OME; R=H
L3: Ri=R;=R;=OMe; R=OMe 3: R=R;=R3=0OMe; R=OMe
L4: Ry=H; R;=R3;=OMe; R=0OMe 4: R4=H; R;=R3;=0OMe; R=OMe

Bhatti ve ark., yeni bir bis-pirimidin bazli ligand 1,3-bis(2-metil-6- (piridin-2-
i)pirimidin-4-il)benzen (L)1  kullanarak, dimetalik  Ru-(ll)-simen
kompleksini;  [(Ru(m6-p-simen)Cl),(l,3-bis(2-metil-6-(piridin-2-il)pirimidin-
4-il)benzen)] (L-Ru) kompleksini sentezlemislerdir. Rutenyum kompleksinin
(L-Ru), in vitro sitotoksik aktivitesini degerlendirilmesinde akciger kanseri

hiicrelerinden (A549 ve A427) faydalanilmis ve sisplatin pozitif kontrol
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olarak kullanilmigtir. Ru-(II) kompleksinin (20 pM), kanser hiicreleri
tizerinde giiclii antiproliferatif etki gosterdigi bulunmustur. Calismada ayrica
kompleks uygulamasi sonucunda antiproliferatif etki mekanizmasinda
meydana gelen degisiklikler de arastirilmis ve elde edilen bulgular 15181inda bu
rutenyum kompleksinin potansiyel etkili bir kemoterapdtik olabilecegini ileri

stirilmiisttr [124].
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6. SONUC

N-alkilbenzimidazol ligandlari (1la-c) ve bu ligandlarin N-koordine Ru-(1l)
kompleksleri (2a-c) sentezlendi. Sentezlenen bilesiklerin  antikanser
aktiviteleri, MDA-MB-231 ve MCF-7 meme kanser hiicrelerinde 24, 48 ve 72
saat zaman noktalarinda MTT yontemi kullanilarak arastirildi. Ayrica tim
bilesikler L-929 normal fibroblast hiicrelerine de uygulanarak, komplekslerin
saglikli ve kanserli hiicreler arasinda secici 6zellige sahip olup olmadiklar1 da
arastirildi.  Calismamizda ayrica bilesiklerinkanser ve normal hiicreler
tizerindeki olas1 apoptotik etkileri 4,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) boyama

yontemi kullanilarak arastirildi.

Ligand ve komplekslerin derisimlerindeki artigsla paralel olarak antikanser
aktivitelerinde artis, kanser hiicrelerinin canliblk oranlarinda  disis
gozlenmistir. Komplekslerin, ligandlarma gore daha diisiik I1Csp degerlerine
sahip olduklar1 ve bu nedenle daha yiiksek antikanser aktivite gosterdikleri
saptanmistir. 2a’nin tiim zaman noktalar1 i¢in elde edilen ICsy degerlerinin
diger komplekslerin ICsg degerlerinden daha kiigiik oldugu goézlenmis olup, bu
bulgu 2a kompleksinin MDA-MB-231 ve MCF-7 insan meme kanser hiicreleri
tizerine en yiiksek antikanser aktiviteye sahip oldugunu gostermektedir.
Kompleklerin MDA-MB-231 meme kanseri lizerine zaman bagli olarak
gozlenen secicilik sndeksi (SI) degerleri birbiri ile ¢ok yakin degerler olup,
MCF-7 meme kanser hiicre hatti icin SI degerleri ise zamanla artis
gostermektedir. Bu nedenle kompleksler, MCF-7 hiicre hatlarinda zamana bagl
secicilik gosteritken, MDA-MB-231 meme kanser hiicrelerinde zaman baglh

secici 0zellik gostermemektedirler.

Insan meme kanser hiicreleri (MDA-MB-231, MCF-7) ile normal fare
fibroblast hiicrelerine (L-929) ligand (1a-c) ve komplekslerin (2a-c); 24, 48 ve
72 saat i¢cin MTT deneyi ile belirlenmis olan ICsy derisimlerinin
uygulanmasindan 24, 48 ve 72 saat sonra yapilan DAPI boyamasinda, kromatin
kondenzasyonu veya nukleus fragmentasyonun varoldugu apoptotik hiicreler

gozlenmistir.
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Kompleksleri farklandiran yapi, benzimidazol grubuna bagl olan R gruplaridir.
R gruplart; 2a-Cc komplekslerinde sirastyla; naftalenometil,
diizopropilaminoetil, ve morfolinoetil'dir. 2a-c komplekslerini birbirinden

farkli antikanser aktivite gostermislerdir.

Bu sonuglar, benzimidazol yapisina baglanan grubun, bilesigin hem
aktivitesinde hem de seciciliginde ¢ok onemli roli oldugunu gdstermektedir.
Calismamizda kullanilan meme kanseri hiicreleri reseptorler bakimindan farkl
Ozellik tasimaktadirlar. Bilesikler, aynm1 kanser tiirliniin alt tiplerinde (MCF-7
insan meme kanser hiicre hatti dstrojen (ER), progesteron (PR) reseptorleri
acisindan pozitif ve insan epidermal biliylime faktorii reseptorii (HER2)
acisindan negatif iken; MDA-MB-231 insan meme kanser hiicre hatt1 dstrojen
(ER), progesteron (PR) ve insan epidermal biiylime faktorii (HER2)

reseptorleri agisindan negatiftir) de secicilik gosterebilmektedirler.

Bu tez calismasinda iki farklt meme kanseri hiicre hatt1 kullanilmistir. Boylece,
bilesiklerin farkli meme kanseri tiirleri lizerine olan olas1 terapotik etkileri
ortaya konulmustur. Ayrica DAPI boyama yontemi kullanilarak bilesiklerin
apoptotic etkilerinin de oldugu saptanmistir. Calisma sonucunda, elde edilen
veriler, farkli meme kanseri tiirlerinin tedavisinde kullanilabilecek aday yeni

bilesiklerin sentezinde ve literatiire kazandirilmasinda yol gosterici olacaktir.
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