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BAZI 4-DIHIDROKSIBORIL-DL-FENILALANIN TUREVLERININ
Au(III) ve Pt(II) KOMPLEKSLERININ SITOTOKSIK, ANJIYOGENIK
VE ANTIANJIYOGENIK ETKIiLERI UZERINE CALISMALAR

OZET

Kanser tedavisinde, kemoterapi siklikla basvurulan bir yOntemdir.
Proteinlerin ve enzimlerin pek ¢ogunun biyolojik aktivitesinin bu yapilarm metal
merkezlerine bagli oldugu goriisiinden hareketle pek ¢ok metal kompleksi
potansiyel kemoterapdtik ajan olarak diisiiniilmiis ve heterosiklik ligandlarin
gecis-metal kompleksleri konusunda genis kapsamli ¢alismalar yapilmistir. Ayni
zamanda, bor bilesiklerinin kanser tedavisinde kullanimi ile ilgili caligmalar
bulunmaktadir. Son yillarda yapilan deneysel c¢alismalar antianjiyogenik
mekanizmalarin gelecekte kanser tedavisinde onemli bir rol oynayabilecegini
gostermektedir.

Bu c¢alismada, 4-dihidroksiboril-DL-fenilalanin’in 1,8-diaminonaftalen,
N,N’-difeniletilendiamin ve N,N’-difenilbenzamidin ile kondensasyon iiriinlerinin
Au(I1T) ve Pt(IT) kompleksleri elde edilmistir. Bilesiklerin yapilari 'H NMR, IR,
MS ve elementel analiz spektroskopik yontemleri ile aydinlatilmistir. Aktivite
calismalarinda, bilesiklerin HUVEC ve A549  hiicreleri {izerindeki
sitotoksisitelerinin ~ belirlenmesinde  MTT  yontemi  kullanilmistir.  Test
maddelerinin anjiyogenik ve antianjiyogenik potansiyelleri HUVEC tiip

formasyon yontemi ile belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Bor, Au(IIl), Pt(Il), sitotoksisite



STUDIES ON THE CYTOTOXIC, ANGIOGENIC AND
ANTIANGIOGENIC EFFECTS OF SOME4-DIHYDROXYBORYL-DL-
PHENYLALANINE DERIVATIVES

ABSTRACT

Chemotherapy is a rather frequently conculted method in cure of cancer.
Thinking that the biological activity is depended of metal centers of most of
proteins and enzymes, this synthesized complexes can be a potential
chemotheraeupotic agents and a lot of research had done. And also there are some
studies about antiproliferative activity of the compounds including bor on some
cancer cells. Research into experimental angiogenesis shows that this can be a
strategy with an important role in cancer therapy in near future.

In this research , Au(Ill) and Pt(II) complexes of the compounds which are
condentation products of  4-Dihydroxybory-DL-phenylalanine with 1,8-
diaminonaphthalene, N,N’-diphenylethylenediamine and N,N’-
diphenylbenzamidine will be synthesized. The characterization of the intermediate
and final compounds arising from this work was carried out by means of a variety
of spectroscopic methods, which include "H NMR, "*C NMR, IR, MS, IR and
elemental analysis. In the activity studies MTT method was used for the
cytotoxicities of the compounds on HUVEC and A549. Angiogenic and
antiangiogenic proporties of the test substances was investigated via HUVEC

tube formation assay.

Key words: Bor, Au(Ill), Pt(II), cytotoxicity
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GIiRiS ve AMAC

Kanser, insan saglik sistemi iizerinde dnemli sosyal ve ekonomik etkilere
sahip ciddi bir problemdir. Teshis, korunma ydntemleri ve tedavilerindeki
gelisimlere ragmen bu hastalik hala biitiin diinyada milyonlarca hastay1
etkilemekte, onlarin yasam kalitesini diisiirmekte ve diinyadaki 6liim nedenlerinin
basini ¢cekmektedir. Bu hastaligin tedavisinde, kemoterapi siklikla bagvurulan bir
yontemdir. Kanseri baglatan ve ilerleten etkenler olarak ¢esitli biiylime faktorleri,
hormonlar, sitokinler, onkogenler, virlisler, bakteriler ve Kkarsinojenler
tanimlanmistir (Aggarwal ve ark. 2009). Proteinlerin ve enzimlerin pek ¢ogunun
biyolojik aktivitesinin bu yapilarin metal merkezine bagl oldugu goriisiinden
hareketle pek cok metal kompleksi potansiyel kemoterapotik ajan olarak
diisiiniilmiis ve heterosiklik ligandlarin gec¢is-metal kompleksleri konusunda genis
kapsamli ¢calismalar yapilmistir. Altin (Au) (III) ve Platin (Pt) (II) ile olusturulmus
komplekslerin kanser hiicreleri {lizerinde apoptotik etkiye ve hiicre ¢ogalmasi
iizerinde toksik etkiye sahip oldugu bircok calismada gosterilmistir (Benkli ve
ark. 2010).

Ulkemizin 6énemli cevherlerinden olan Bor, saglik alaninda énemli bir yere
sahiptir. Son yillarda bir ¢esit kemik iligi kanseri olan multip] myelomun
tedavisinde kullanilan bortezomib (borik asit polimerlerinden olusan bir ilag)
hastaligin tedavisinde ve ilerlemesinde yeni umutlar ortaya ¢ikarmistir. BNCT
(Boron Notron Yakalama Terapisi) yontemi ile kanser tedavisinde kullanilan
kimyasallar da boronfenilalanin gibi bor igeren bilesiklerdir.

Bu  bilgilerden yola ¢ikarak bazi 4-dihidroksiboril-DL-fenilalanin
tirevlerinin Au(Ill) ve Pt(Il) komplekslerinin elde edilmesi, yapilarinin
aydmlatilmast ve HUVEC ve AS549 hiicreleri tizerindeki sitotoksisitelerinin,
anjiyogenik ve antianjiyogenik potansiyellerinin belirlenmesini amacglayan bir
Yiiksek Lisans Tezi ¢aligmasi gerceklestirilmistir. Bu calismanin amaci; hem
ilkemiz i¢in son derece Onemli olan Bor metalini hem de pek ¢ok kanser
arastrmasinda iizerinde c¢aligilmakta olan altin ve platin metallerini yapisinda

bulunduran ve ayni zamanda fenil alanin gibi ¢ok 6nemli bir aminoasit tagiyan



molekiillerin elde edilmesidir.Bu proje kapsaminda elde edilecek olan bilesikler
bor tagimasi ve kimyasal yapisinda hem kendisi bir viicut maddesi olan fenil
alanin hem de DNA baglayic1 6zellikte olan heteroaromatik halkalar1 birarada
bulundurmas: sebebiyle, birden fazla etki mekanizmasiyla kanser tedavisinde
kullanilabilecegi diisiincesiyle, hem bortezomib benzeri aktivite gosterebilecegi

hem de BNCT ydnteminde kullanilabilecegi i¢in 6zgilin ve umut vericidir.

KAYNAK TARAMASI

Kanser

Kanser insanligin ylizyiize oldugu en 6nemli saglik sorunlarindan birisidir
ve diinyada her yil ¢ok sayida insanin yasamini yitirmesine neden olmaktadir.
Kanseri bu denli 6nemli ve tehlikeli kilan ana faktorler ise hastaligin sinsi bir
nitelik tasimasi, maalesef heniiz radikal tedavisinin bulunmamasi, mevcut ilaglarin
genis Olciide palyatif etki saglamasi ve gelistirilen ilaclara kanser dokusunun bir
siire sonra rezistans (direng) gelistirmesidir. Bu nedenlerle, kanser tedavisine
yonelik olarak siirekli yeni ilaclar gelistirilmekte ve bunlar hizla klinik
uygulamaya ge¢mektedir ve saglik alaninda kullanilan en fazla say1 ve c¢eside
sahip ilag grubu antineoplastik (kanser tedavisinde kullanilan) ilaglardir. Her
gecen gin yan etki profili agisindan daha iyi ve daha etkin ilaglar
gelistirilmektedir.

Tiimor, normal dokularin gelismesini asan, normal dokulara uyum
gostermeyen ve kendisini olusturan uyaranin yok olmasi durumunda bile
biliylimeye devam eden normal bir doku kitlesidir. Kanser terimi ise, tiim kotii
huylu tiimorleri kapsayan bir terimdir. (Patoloji 1991; Eisenberg ve ark. 1998;
Hesse ve Wagner 2000). Benign (selim, iyi huylu) ya da malign (habis, koti
huylu) tiim tiimorlerin ¢ogalan neoplastik hiicreler ile bunlara catki gorevini
saglayan bag dokusu ve kan damarlarimdan olusan iki ana komponenti vardir.
Insan organizmasindaki tiim doku ve hiicrelerden tiimér gelisebilir (Franks 1990;
Patoloji 1991; Yakicier ve Akarsu 2007).

Kanser, cevabi hiicre biyolojisinin derinliklerinde sakli olan giiniimiiziin

Olimcil hastaligidir ve diinyadaki 6liim nedenleri arasinda ikinci sirada yer
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almaktadir. Kanser, hiicrenin genetik materyali tarafindan kontrol edilen hiicre
dongiisiiniin normal siirecinde ortaya ¢ikan bir hastaliktir. Kanser gelisimine
yanlis beslenme, genetik yatkinlik ya da yasanilan ¢evre neden olabilir (Reddy ve
ark. 2003; Aggarwal ve ark. 2009). Kanser, genellikle bir yigin hiicrenin
olusturdugu bir tiimoér olarak ortaya c¢iksa da aslinda hiicrelerin bozulmasidir.
Goriilebilir hale gelen tiimor, hiicrelerde yillarca siiren degisikliklerin sonucudur
(Franks 1990; Ruiz ve ark 2000). Molekiiler teshis tekniklerinin gelismesine
imajmin degismesine ragmen bu hastalik hala diinyada milyonlarca insani
etkilemektedir. Bu nedenle ila¢ direngliliginin iistesinden gelecek yeni maddelere
ve farmakoloji profilinin gelistirilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir (Eisenberg ve ark.
1998; Chen ve ark. 2006).

Son yillarda yapilan deneysel caligmalar antianjiyogenik mekanizmalarin
gelecekte kanser tedavisinde Onemli bir rol oynayabilecegini gdstermektedir.
Timorler biliyliyebilmek ve metastaz yapabilmek i¢in kan kaynagmna ihtiyag
duyarlar (Kahn, 2000;Lin, 2003). Tiimor biiylimesinin anjiyogeneze bagli oldugu
kabul edilmektedir. Anjiyogenez, dnceden var olan damarlardan yeni kapiller
kanallarin olusmasidir (Xin, 1999).  Anjiyogenezin engellenmesi, oksijen ve
besin kaynagmin kesilmesi araciligiyla tiimoriin biiylimesini durdurdugundan,
timor anjiyogenezi kanser terapisi i¢in yeni hedefler saglamaktadir. Anti-
anjiyogenik terapinin, sitotoksik kanser ilaglarmin sik sik gorilen agir yan
etkilerini tasimadigi diisiiniilmektedir. Ayrica anti-anjiyogenik terapinin, sadece
baslica timor dokularmi yok etmedigi ayni zamanda tiimOr metastazini da
durdurdugu  disliniilmektedir. Prensip olarak anjiyogenik molekiillerin
iiretilmesinin inhibisyonu ya da bunlara verilen endotel hiicre yanitinin
engellenmesi tiimor tedavisinde yararli olabilir. Bu yaklasimlara yonelik cabalar
siirmektedir (Jung, 2003).

Hiicre kiltiirii teknigi kullanilarak uygulanan yontemler ilag arastirma
gelistirme ¢alismalarinda hizli ve tekrarlanabilir olmasi nedeniyle ilag endiistrisi
tarafindan gelistirilen yeni ila¢g adaylarmin kansere kars1 etkinliginin
belirlenmesinde yogun olarak kullanilmaktadir. Kanser olusumu ¢ok basamakli
bir siirecgtir. Metallerin toksik hareketleri bu siirecin farkli basamaklarinda hasara

veya miidahaleye sebep olabilir.
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Kanser ve Metal Kompleksleri

Mineraller ve metaller binlerce yildir gesitli sekillerde tibbi tedavilerde
kullanilmaktadir. Antik Yunan ve Misir’da, ayurvedik tipta ya da Aztekler
tarafindan yalin bir sekilde, tuz ya da farmakolojik olarak etkin bazi bilesiklerin,
bitkilerden almmmasi yoluyla kullanilmislardir. Bu maddeler esas olarak da
antienflamatuar ozellikleri i¢in kullanilmislardir. Metal veya metal iceren
bilesenlerin tedavi amagla kullanimi ile ilgili en erken bilgi ilser, kanser ve
16semiye iliskin kullanimlarda VI. yiizyila kadar uzanir.

Biyoinorganik kimya hizla, medisinal kimya ve ila¢ endiistrisinde yerini
genisletmektedir. Metallerin genel olarak toksik oldugu bilinmektedir. Ancak
uygun dozlardaki metaller gerek ilag sanayinde gerek destek gida maddelerinde
kullanilmaktadir. Onermis oldugumuz proje kapsaminda, bilesiklerin amaca
uygun doz arastirmasi da g¢alisma konusunun bir pargasi olarak ongoriilmiis ve
sitotoksik etkileri de iceren bir arastirma planlanmistir. Proteinlerin ve enzimlerin
pek cogunun biyolojik aktivitesinin bu yapilarin metal merkezlerine baglh oldugu
diisiiniilmektedir ve bu yiizden, pek c¢ok metal kompleksi potansiyel
kemoterapotik ajan (antikanser, antibakteryel, antiviral, antiartritik vs.) olarak
disiiniilmiis ve heterosiklik ligandlarin ge¢is metal kompleksleri konusunda genis
kapsamli ¢alismalar yapilmistir. Biyolojik molekiillerin fonksiyonlarindan
sorumlu aktif bolgelerinde yer alan ve heteroatom iceren aromatik yapilarm,
benzimidazol, imidazol, pirazol, piridin, naftalen, benzamidin ve ozellikle de
fenilalanin gibi viicutta da sentezlenen pargalarmin, bu sistemler igerisinde ligand
gorevi yaparak, 6zellikle gecis metalleri ile koordinasyon bag1 yapiyor olmasi pek
cok calismada belirtilmistir. Metallerin, farkli ligandlarla yaptiklar1 koordinasyon
bilesikleri biyolojik sistemlerde dnemli fonksiyonlara sahiptirler. Metal-imidazol
selat yapilar metalloproteinlerin aktif yorelerinin analogudur. Heterosiklik yapili
pek cok ligandin o6zellikleri, olusturduklar1 metal komplekslerin enzimatik
katalizor olarak etkiledigi canli hiicrelerde etkilidir. Polipiridil komplekslerin
DNA ile etkilesimleri konusunda yaygin olarak yapilan ¢alismalara gore interkelat
ozellik gosteren bu tip bilesikler etkilerini DNA yapisini pargalayarak ortaya
¢ikartmaktadirlar. Ornegin bir antitumor bilesik olan cisplatin, cis-PtCL(NHs3),,
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canl1 sistemde DNA heterosiklik bazlar1 ile reaksiyon verir. Kesin etki
mekanizmasi bilinmemekle birlikte cis-platin ¢ift fonksiyonlu alkilleyici ajanlara
benzer sekilde DNA'da zincirler arasi ve zincir i¢i ¢apraz baglar olusturarak etki
yaptig1 tahmin edilmektedir, RNA {izerinde de kisitli etkisi vardir. Belirgin olarak
hiicre sikliisii iizerine nonspesifiktir. Konaktaki immiin sistemi stimiile etmesi de
muhtemeldir. Metal komplekslerinin potansiyel antikanser ajan ozellikleri ve
Cisplatin’e  rezistans gelistirmis tumorler {zerindeki aktiviteleri yeni
metallodroglarin gelistirilmesinde yol gosterici olmustur.

Yapilan bir¢ok caligmada, metal komplekslerinin kanser hiicreleri tizerinde
apoptotik etkiye ve hiicre ¢ogalmasi iizerinde toksik etkiye sahip oldugu
gosterilmistir. Ornegin Fialon ve ekibi tarafindan 1999 yilinda gerceklestirilen bir
calismada, 2-uroilbenzimidazol ve difenilborinik asid’in  kondensasyon
iirinlerinin, kadmium, ¢inko, nikel ve kobalt tuzlar1 ile reaksiyon iirlinleri elde
edilerek yapilar1 aydmlatilmistir (Nemoto, 1995). Ozellikle Pt ve Au metalleri ile
cok sayida calisma yaymlanmistir (Fialon, 1999; Tu, 2004; Fan, 2003; Casini,
2006; Giovagnini, 2005; Messori, 2000; Abbate, 2000; Criado, 2003). Antitimor
etkili platin kompleksleri iizerine bir ¢ok arastirma bulunmaktadir (Bloemnik,
1996; Bowler, 1989; Broomhead, 1993; Collins, 2000; Cusumano, 2006). Farkl
platin komplekslerinin DNA {izerindeki etkileri arastirilmis ve mono- ve di-
nukleer gecis metal komplekslerinin sentez ve aktiviteleri iizerinde ¢aligmalar
yapilmistir. Poliniikleer Pt komplekslerinin potansiyel anti kanser ajan 6zellikleri
ve Cisplatin’e diren¢ gelistirmis tiimorler iizerindeki aktiviteleri arastirilmastir
(Gust, 1995; Jansen, 2001; Jansen, 2002; Perrin, 2000; Sherman, 1987). Bazi
calismalarda altin ile hazirlanan komplekslerin de klinik denemeleri yapilmis ve
basarili sonuclara ulasilmistir (Block, 1951; Calamai, 1999; Kostova, 2006;
Micklitz, 1989; Monlien, 2002; Shaw, 1999; Yang, 2003). Messori ve grubunun
yaptig1 caligmalarda, [Au(en);]Cl;, [Au(cyclam)](ClO4),Cl, [AuCl(dien)]Cl,,
[Au(phen)CL]Cl ve [Au(terpy)Cl]Cl, gibi bilesikler sentezlenerek sitotoksik
ozellikleri arastirilmis ve Cis-platin ile karsilastirilmistir (Messori, 2001; Marcon,
2002; Marcon, 2003). Literatiirde, altin ve platin ile hazirlanan komplekslerin
aktivitelerinin karsilastirilmasmi amaglayan ve ayrica bu iki metalin bir arada

kullanildig1 ¢alismalara da rastlanmaktadir (Zhong, 1988; Bell, 1987; Romero,
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1988; Uson, 1980; Uson, 1981). Au(IIl) ve Pt(I) ile olusturulmus komplekslerin
kanser hiicreleri lizerinde apoptotik etkiye ve hiicre ¢ogalmasi iizerinde toksik
etkiye sahip oldugu bircok calismada gosterilmistir. Au(Ill) ve Pt(Il) diniikleer
kompleksleri ile yapilan calismalar cesaret vericidir. Antitiimor etki beklenen
bilesiklerde iki metalin ayni molekiil icerisinde kullanilmasinda molekiiliin
DNA’ya 2 wuctan baglanarak DNA zincirinin kirilmast hedeflenmektedir.
Diniikleer metal komplekslerinin DNA {izerine etkisi ve bunlarin antikanser
ozellikleri konusundaki c¢aligmalarin {imit verici olusu bizi farkli ligandlarla
benzer c¢alismalar yapmaya yonlendirmistir. Cisplatinin sitotoksik etkisini
apoptozu baglatarak ve DNA ile etkilesiminin sonucu olarak hiicre dongiisiiniin
bloke etmesiyle gosterdigi kabul edilmistir ( Muscella ve ark. 2007; Bassem ve
ark. 2010). Kemoterapotik ilag olarak kullanilmasina ragmen cisplatin
nefrotoksisite, norotoksisite, bulant1 ve kusma gibi ¢ok agir yan etkiler gdsterir ki
bu yan etkiler yogun doz kullanimin1 engelleyerek tedaviyi smirlandirir (Bakalova
ve ark. 2008). Ayrica tiimor hiicrelerinin cisplatin tedavisine direng gelistirdigi de
bilinmektedir (Gonzalez ve ark. 2000; Ortiz ve ark. 2007; Bakalova ve ark. 2008).
Antikanser bir ila¢ olarak cisplatinin bu dezavantajlarindan dolay1 en az cisplatin
kadar veya ondan daha etkin ancak daha az yan etki gosteren metal veya metal
iceren bilesenler antikanser ilaci olarak arastirilmaya baglanmistir (Deegan ve ark.
2006; Michalke 2010). Kanser tedavisinde ilk kullanilan metal bilesiklerden biri
cisplatindir. Cisplatin ilk kez Genoa Universitesinde kimya profesérii Michele
Peyrone tarafindan yapilmistir. Cisplatin, alkillestirici ajanlara benzer, DNA’ya
zarar vererek en aktif antikanser ajanlar1 arasinda yer alir (Alama ve ark., 2009).
Kansere kars1 giiclii bir etkisi olan cisplatin, DNA modifiye edici bir ajan olarak
bilinir. Kemoterapide tedavi edici bir ajan olarak c¢ok kullanilmasina ragmen,
cisplatin; nefrotoksisite, ototoksisite ve alerji gibi ¢cok ciddi yan etkilere sahiptir.
Cisplatinin toksik yan etkilerinin ligand hasariyla baglantili oldugu ortaya
cikarilmistir  (Milacic ve Dou, 2009). Cisplatinin  etkinligi, zayif bir
farmakokinetik profile sahip olmasi, hiicrelerde diisiik oranda bulunmasi, hiicre i¢i
tiyollerin (glutatyon, metallothionein gibi) {retiminde artisa neden olmasi ve
DNA onarim kapasitesinde artisa sahip olasi nedeniyle smirlidir (Andrews ve

Howell, 1990). Gercekte bazi tiimorler cisplatine karsi kendine 6zgii direng
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gosterirken, digerleri birkag¢ dizi tedaviden sonra, sonradan kazanilmig bir direng
gosterir. Bu nedenle toksik etkisi az olan fakat ayn1 zamanda tesirli cisplatin
analoglar1 elde edilmeye calisilmis ve ¢ok sayida platin ve diger metal bilesikleri
hazirlanmistir. Tiim bu nedenlerden dolay1 metal igeren yeni ilaglarin arastirilmasi
calismalar1 hiz kazanmistir (Bloemink, 1996; Cusumano, 2006; Milacic ve Dou,
2009; Benkli, 2010).

Cisplatin, toksik yan etkisine ve tumor hiicrelerinin bu ilaca karsi rezistans
gelistirmesine ragmen ¢ok 1yi satan bir ilactir ve bir antikanser ilag olarak basarisi,
yeni metallodroglarin gelistirilmesinde yol gosterici olmustur.  Cisplatin’in
antikanser etkisinin cis-diklorid platin yapisindan kaynaklandigi ve bu grubun
diger bir metal kompleksi ile birlestirilmesiyle kombine etki ortaya
cikartilabilecegi diisiincesiyle son yillarda yalniz platin degil, diger ge¢is metalleri
iizerinde de caligmalar siirmekte, farkli geg¢is metalleri kullanilarak yeni
koordinasyon yoreleri, farklt oksidasyon durumlar1t ve ligand afiniteleri
olusturulmakta, fotodinamik terapi i¢in firsatlar yaratilmaktadir. Bu arada pek ¢ok
calismada rutenyum ile hazirlanan komplekslerin de klinik denemeleri yapilmis
ve basarili sonucglara ulasilmistir. Rutenyum ve platin’in yani sira altinin
mitkemmel biyolojik kullanilabilirligi ve yiliksek direnci, ilagta cesitli
kullanimlarin1  saglamaktadir. Bircok {lke kiiltiiriinde yemeklerde dahi
kullanilabilen altin yiizyillar 6ncesinde, Misir, Hindistan ve Cin gibi baz iilkeler
tarafindan ilag yapiminda kullanilmistir. Altin, enjekte edilebilen altin tuzlari
seklinde romatoid artritli hastalarda; PsoOriyazis vulgarisli hastalarda; Crohn
hastaliginda;  diger tedavilere cevap vermeyen fistiilize vakalarda
kullanilmaktadwr. Tip alaninda altin  kullanim1  krizoterapi  olarak
adlandirilmaktadir ve son yillarda altin bilesiklerinin HIV ve kanser tedavisinde
kullanilabilecegi arastirilmaktadir.

Platin antikanser ilaglar icinde anahtar bir metaldir. Cisplatinin kanser
tedavisinde kullanilmaya baslanmasi ile beraber metal kompleksleri ve
organometalik bilesikler onkoloji alaninda giderek artan bir Oneme sahip
olmuslardir (Alama ve ark., 2009). Platin temelli ilaglarin her biri sinirl sayida
timore kars1 kemoterapotik etkiye sahiptir (Michalke, 2010). Kadmiyum,

iridyum, giimiis gibi metaller kanser tedavilerinde antiangiogenik Ozellikleri
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nedeniyle kullanilmaktadirlar (Woods ve ark., 2008, Wilbuer ve ark., 2010,
Gurunathan ve ark., 2009). Son yillarda Au(IIl) bilesikleri, cisplatin tedavisine
kars1 alternatif olarak arastirilmaktadir ve altinin da antiangiogenik 6zellige sahip
oldugu bildirilmistir (Bhattacharya ve Mukherjee, 2008).

Pek ¢ok yeni arastirma c¢esitli metal bilesenlerin 6zglin niteliklerini,
kullanimlarini veya etkilerinin varsayilan 6zelliklerini izah etmektedir (Messori ve
ark. 2001; Lange ve ark. 2008; Bassem ve ark. 2010). Arastirmacilar tarafindan
tedavi edici olarak saptanmis metal iceren bilesenlerin listesi platini, giimiisii,
altini, bizmutu, antimonu, vanadyumu ve demiri kapsamaktadir (Sigel ve ark.
1990; Bal ve ark. 1995; Huang ve ark. 2005; Zhao ve ark. 2008; Kolozsi ve ark.
2009).

Metal ve metal iceren bilesenlerin kullanilmasi ile ilgili calismalarda 6nemli
hedeflerden birisi de kanser tedavisi icin ila¢ gelistirilmesidir (Sadler ve ark.
1994; Bars 2010). Bir¢cok kanser tiiriiniin cisplatin tarafindan tedavi edilmesi
alternatif metal ilaclarmn siirekli olarak arastirilmasini tesvik etmistir (Tiekink
2002).

Daha fazla antikanser aktivitesi gdsteren bir ajanin bulunmasi i¢in degisik
metal koordineli bilesiklerle calisilmaktadir. Bunun i¢in de; altin, titanyum,
sodyum, renyum, rutenyum, galyum, kalay, kobalt ve bakirli metal temelli
bilesenler sentezlenmis ve onlarm ¢ogu in vitro olarak imit vadeden antikanser
sonuglar gosterilmistir (Ortiz ve ark. 2007; Vessieres ve ark. 2009).

Au (III) bilesiklerinin platin bilesiklerine her ikisinin de kare diizlemsel
yapiya sahip olmasindan dolay1r ¢cok benzedigi i¢in, yeni antikanser ilaglarin
olusturulmasinda biiyilk O6nem tasmmaktadwr. Ayrica Au (III) bilesikleri
antimikrobiyal aktivite ve terapotik etki gostermektedir (Fricker 1996; Nomiya ve
ark. 2000; Kostava 2006). Son zamanlarda azot atomu (N) verici ligandlarm Au
(IIT) bilesiklerinin preklinik sonuglarda antitiimor 6zelligi bulunmustur (Kelland
2007).

Son yillarda Au (III) bilesikleri cisplatin tedavisine kars1 bir alternatif olarak
kullanilmaktadir. Ciinkii bunlar yapisal olarak birbirleriyle benzer 6zellikler
gosterir. Au (III), Pt (II) ve tetrakordinat Au (III) ile izoelektroniktir. Yani
cisplatinde oldugu gibi yapisal benzerlik gosterirler (Fernandes, E.J. ve ark. 2008;
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Milacic ve Dou 2009). Altin bilesikleri insan tiimor hiicrelerine karsi sitotoksik
aktivitesi, in vitro yontemlerle test edildiginde cisplatinden daha sitotoksik oldugu
gozlenmistir. Ornegin, Au (III) bilesiklerinin insan gdgiis kanseri hiicre
kiiltliriinde apoptozisi indiikledigi goézlenmistir. Au (III) bilesiklerinin belirli
kanser tiplerine karst Pt (II) bilesiklerinden daha fazla umut verici etki
gostermistir. Au (III) bilesikleri antikanser arastirmalarinin artmasini saglamistir.
Au (I1T) bilesikleri birka¢ insan hiicre kiiltiirtinde sitotoksik etkileri kiyaslanarak
cisplatinden daha etkili oldugu goézlenmistir (Milacic ve Dou 2009). Au (III)
bilesiklerin klasik Pt (II) bilesiklerinin aksine, sitotoksik etkilerini DNA-bagimsiz
mekanizmalar araciligi ile olusturdugu ortaya konmustur (Marcon ve ark. 2002;
Ortiz ve ark. 2007). Molekiiler calismalar sonucunda Au (III) bilesikleri cisplatine
gore farkli antikanser mekanizmalardan yararlanmada daha ¢ok Onerilebilecegi

seklinde onay gormiistiir (Carrotti 1998; Padron ve ark. 2000).

Kanser ve Bor

Bor iilkemizin gelecegi i¢in ¢ok dnemli bir elementtir. Diinya bor rezervinin
% 70’nin Tiirkiye’ye ait olmast bu madenin iilkemiz i¢in ne kadar onemli
oldugunu gostermektedir. Bor, yerkabugunun bilesiminde bulunan ve digerleri
kadar yaygin olmayan periyodik cetvelin 3A grubunda bulunan bir elementtir.
Atom numaras1 5, atom agirhigi 10.82, erime noktas1 2190+20 °C’dir. izotoplar1

B10 %19.57, BH %80.43, kristal yapis1 tetragonal-hegzagonaldir. Yogunlugu

kristal ise 2.33 g/cm3, amorf ise 2.34 g/cm3, sertligi 9.3 Mohs. tur. Yerkabugunun
%0.001 1ile %0.0003’ {inii olusturmakla beraber, dogada pek cok kayacin
yapisinda bulunur. Bu oran karalarda 1ppm yakinlarinda ise de denizlerde biraz
daha fazladir. Az tuzlu kuzey denizlerinde bu oran 3ppm iken, giiney
denizlerinden Akdeniz’de, okyanus sahillerinde 5-6 ppm’ e dek c¢ikabilmektedir.
Dogada serbest olarak bulunmayip genellikle alkali ve toprak alkali boratlar veya
borik asit olarak bulunmaktadir.(DPT, 1995).

Elementel bor ilk olarak 1808 de izole edilmistir. Bor da karbon gibi ¢ift
baglara ve makromolekiil formlarmma meyillidir. Borik asit; bir Lewis asididir.
Hidroksil iyonunu tutar, protonlar1 birakir. Borun organik bilesiklerle yaptigi
kompleksler, hidroksil grup ihtiva eder. Boylece; sekerler, polisakkaritler,
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adenozin-5-fosfat, piridoksin, riboflavin, dehidroaskorbikasit ve piridin
niikleotidler ile etkilesime girebilir. Bor-karbohidrat komplekslerinde karbohidrat
olarak genelde fruktoz tercih edilir. Ornegin; beta-Frukto-Furanosid-Borat, Alfa-
Frukto-furanosid-Borat ve  Alfa-Frukto-Piranosid-Borat kompleksleri  ¢ok
kararhidir. Tam aksine bor, aminoasit ve hidroksi asitlerle kompleks olusturmaz.
Borik asit ve boraks igermeyen kararsiz bor kompleksleri, giiclii elektrofilik,
secici olmayan ve ciddi boyutlarda toksik etkileri olan komplekslerdir (Gregory
ve Kelly, 1997).

Bor kaynaklarmin degerlendirildigi alanlardan birisi de saglik alanidir. Bor
iceren bilesiklerin kanser tedavisinde kemoterapdtik ajan olarak kullanmilip
kullanilamayacaginin  arastirilmast  Ozellikle son zamanlarda daha da
yaygmlagsmistir. Bor bilesiklerinin, prostat kanseri, 16semi, beyin kanserleri gibi
bircok kanser tiiriinde in vitro ¢alismalarda etkili oldugu gosterilmistir. Ozellikle
beyin kanserlerinin tedavisinde saglikli hiicrelere zarar vermeden BNCT (Boron
Neutron Capture Therapy) yontemiyle kullanilmaktadir. Birgok kanser tiiriinde,
deneysel olarak tiimorin kiiclilmesine ve kanserli hiicrelerin 6liimiine neden
oldugu gosterilmistir.

Bazi in vitro c¢alismalarda, bor bilesiklerinin 16semi, prostat ve beyin
kanseri hiicrelerinde antiproliferatif etkisi oldugu gosterilmistir. Ozellikle borik
asitin  bazi kanser hiicrelerinde konsantrasyona bagli olarak hiicre
proliferasyonunu inhibe ettigi ve apoptotik etki gosterdigi agiklanmistir. Multiple
myeloma(MM) tedavisinde kullanilan bortezomib ilact da yapisinda bor iceren
onemli bir proteozom inhibitoriidiir. Kanser tedavisinde kullanilan proteozom
inhibitorleri, hiicre i¢inde proteozom inhibisyonu ve dolayisiyla da NF-
kB(Nucleer factor kappa beta) inhibisyonuna neden olarak antiproliferatif etki
gostermektedir. Proteozomlar tiim canlilarda bulunan, ATP’ ye bagimli proteolitik
sistemi olusturan biiylik bir komplekslerdir. Hiicre i¢inde yanlis sentezlenen
proteinleri parcalayarak, hiicresel mekanizmalarin igleyisini kontrol ederler (Karp,
1999). Proteozom inhibitdrleri ise, proteozomlarin fonksiyonlarmni inhibe eder,
protein yapimini giiclestirir ve ¢oklu sinyal iletimini engellerler. Sinyal iletimi
kesilince de kanserli hiicreler 6liir ve tlimoriin biiyiimesi baskilanmis olur (Meyn,

1994; Cantiirk, 2006). Son zamanlarda, proteozom inhibisyonu kanser tedavisi
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icin ilging, yeni bir strateji olarak hizla ortaya ¢ikmistir. Proteozom
inhibitdrlerinin, kanserli ve diger rahatsizliklar1 olan hastalari yasam kalitelerinin
artmasint ve acilarmin hafiflemesini saglayarak gelecekteki ¢ogu kesifler icin
verimli bir alan saglayabilecegi belirtilmistir (Cohen, 1993). Bortezomib’in kanser
hiicreleri lizerinde proteozom inhibitorii olarak calistigi ve ilk 48 saat icinde
hiicreleri apoptoza gotiirdiigli agiklanmistir. Bor’un da benzer proteozomlar
iizerine etkisi oldugu ve hematolojik malignansilerin tedavisinde etkili olabilecegi
diistiniilmektedir. Proteozomlar; multikatalitik enzim kompleksidirler. Hiicre
icinde hasar gormiis ve hatali yapilmis proteinleri parcalama gorevi
istlenmislerdir. Diger bir degisle, ubikuitin’e baglanarak yikim i¢in hedeflenmis
proteinleri sindiren c¢oklu proteaz enzimleridir. Ubikuitin yikilacak olan
proteinlerin lizin kalintisina baglanir. Proteozom da ubikuitin sayesinde yikilacak
olan proteini tanir ve onu parcalar. Proteozomlarin fonksiyonlar1 ise; normal
hiicrelerde apoptoza karar vermis hiicrelerin proteinlerini parg¢alamak, kanserli
hiicrelerde ise apoptoza gidemeyen hiicrelerin proteinlerini pargalamaktir.

Bor metali iceren bilesikler ve diger metal kompleksleri ile son yillarda
yapilan caligmalarda apoptoz ve angiogenez konulari tizerinde durulmustur. Bor
bilesiklerinin, apoptoz mekanizmasi bozulmus kontrolsiiz olarak cogalan kanser
hiicrelerini apoptoza gotiirerek, kanser hiicrelerinin 6liimiine yol agtigi, tiimoriin
biiylimesini inhibe ettigi ve proteozom inhibitorii olarak etki yaptigini agiklayan
calismalar mevcuttur. Bu giline kadar bazi bor bilesikleriyle yapilan ¢alismalarda,
prostat, meme ve akciger kanser hiicreleri, 16semi gibi farkli kanser hiicreleri ile
calisilmistir. Ayrica bor’un giinlik diizenli alimiyla ilgili sagladig1 yararlari
aciklayan caligmalar da mevcuttur. 2003 yilinda Gallardo-Williams tarafindan
yapilan bir arastirmada, giinde 1,7 ya da 9,0 mg/kg borik asit aliniminin, timor
ebatim1 %38 oraninda azalttig1 gosterilmistir. Yine bu calismada prostat
kanserinde yiikselen prostat spesifik antijenin de %86 oraninda azaldigi
goriilmiistiir. Ozellikle tiimdr hiicrelerinde mitoz hizinda azalma meydana gelmis
ve mitoz hizi azalinca tiimor biiyiikliiglinde de gerileme oldugu goriilmiistiir
(Gallardo, 2003). 2001 yilinda Florida‘da Deneysel Biyoloji Konferansinda
aciklanan, 7651 kanser olmayan erkek ve 76 prostat kanserli erkek iizerinde

yapilan bir calismada, ¢ok ilging sonuglar1 ortaya ¢ikmistir. Ne kadar ¢ok i¢cinde
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bor bulunan besin tiiketilirse (sert kabuklu meyveler, kuru meyveler, baklagiller,
iizlim, elma, brokoli, avakado, kiraz, kuru erik, soya fasulyesi), prostat kanseri
olma riskinin o kadar azaldigi, Ozellikle maksimum diizeyde bor tiiketen
insanlarda prostat kanserinde, %64 oraninda azalma meydanageldigi agiklanmigtir
(Pan, 1997). 2000 yilinda Texas ’da gerceklestirilen ve etken madde olarak Borato
1-2 diaminocyclohexane platinum kullanilan ¢alismada; L210 (leukemia murine
cell), MCF-7 (human breast cell), DU-145 (human prostate cell), A—549 (human
lung cell), SK-OV-3 (human ovarian cell) hiicre hatlar1 kullanilmistir. Sonug
olarak bu maddenin, kanser hiicrelerinde %50-98 oraninda DNA sentezini inhibe
ettigi ve bu maddenin kanser hiicrelerinin ¢cogalmasini durdurdugu bildirilmistir
(Dibas, 2000). 2001-2002 yillarinda Hindistan’da yapilan l6semi hastalar1 ve
16semi hiicre hatlar1 iizerinde ve yeni bulunan guanidin biborik asid ve dihidroksi
bor hidroklorid monohidrat kullanilan bir ¢alismada da, bu bilesiklerin timor
hiicrelerinin biiylimesini engelledigi, DNA iizerinde inhibisyon yaptig1 rapor
edilmistir. Bor bilesiklerinin uygulanmasidan 24 saat sonra hiicrelerde apoptotik
cisimciklerin olusmaya basladigi, hiicre ¢ekirdeginin niikleer yapismin bozulmaya
basladigi, kromatin yapmin yogunlastigi, stoplazmik vakuollerin olustugu
gozlenmistir (Murmu, 2002; Murmu, 2001; Ralston, 2004; Zhu, 2009; George,
2006; Kinoshita, 1992; Nemoto, 1995; Liao, 1964; Schinazi, 1978; Corder, 1993).

Saglik alaninda bir¢ok bor bilesiginden yararlanilmaktadir. Borik asit, bor
oksit, sodyum perborat ve bilesimine bor elementi giren c¢ok sayida bilesik
sayesinde tipta osteoporoz tedavilerinde, alerjik hastaliklarda, psikiyatride, kemik
gelisiminde ve artiritte, dis hekimliginde dislerin beyazlatilmasinda, menapoz
tedavisinde, MR cihazlarinda, yanik tedavilerinde, prostat kanserlerinde, cilt
kanserlerinde, anti-HIV c¢alismalarinda etkili oldugu ve daha denenmemis birgok
kanser tiirtinde de etkili olabilecegi rapor edilmistir (Strum, 2003). Diyet olarak
bor alimi ile prostat kanseri riski arasindaki iligki de incelenmistir. Prostat
kanserinde genetik faktorlerin etkili olmasindan ¢ok c¢evresel faktorlerin etkili
oldugu gorilmiistiir. Beslenme en 6nemli ¢evresel faktorlerden biridir. Diyet ile
diisiik dozda bor alimi prostat kanser riskini azaltwr. (Cui ve ark., 2003). Son
yillarda bir ¢esit kemik 1iligi kanseri olan multipl myelomun tedavisinde kullanilan

bortezomib (borik asit polimerlerinden olusan bir ilag) hastaligin tedavisinde ve
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ilerlemesinde yeni umutlar ortaya ¢ikarmistir. Bu ilag ¢esitli kombinasyonlarda,
kemoterapi tedavisinde kullanilmaktadir. Bortezomib pek ¢ok kanser tipine karsi
tedavi amaciyla kullanilmaktadir (Bersani ve ark., 2008, Mortenson ve ark., 2005,
Galimberti ve ark., 2008). Bortezomib antiangiogenik aktiviteye sahiptir (Belloni
ve ark., 2010), prostat ve pankreas kanser hiicre hatlarinda VEGF salinimini ve
tumOr mikrodamar aginm yogunlugunu azalttig1 arastirmacilar tarafindan rapor
edilmistir (Nawrocki ve ark., 2003, Williams ve ark., 2003). Combretastatin A-
4’lin bir boronik asit chalcone analogunun HUVEC (insan gobek kordonu endotel
hiicreleri) hiicreleri iizerinde antiproliferatif ve antiangiogenik etkilere neden
oldugu Kong ve arkadaslar1 (2010) tarafindan rapor edilmistir.

Kanser tedavisinde radyasyonla tedavisi hala yaygin olarak
kullanilmaktadir. Dig kaynakl radyasyonun kullanildigi tedaviler, klasik tedavi
yontemleri arasinda yer almaktadir. Radyoterapide, ¢evredeki normal dokunun
radyasyondan zarar gormesini Onlerken ayni zamanda da tiimore yiiksek dozda
radyasyon verebilmenin yollar1 arastirilmaktadirlar. Bu amaca yonelik olarak
halen arastirilmakta ve klinik denemeleri yapilmakta olan metotlardan birisi olan
“Bor Notron Yakalama Tedavisi (BNCT) ” (BNCT: Boron Neutron Capture
Therapy) kanser tedavisinde kullanilmaktadir (Backer ve ark., 2005, Hughes ve
ark., 2009). BNCT giiniimiizde, 6zellikle yiiksek derecede malignant oldugu
bilinen glioblastoma multiforme tip beyin tiimorlerinde uygulanmaya
baslanmistir. Bor kullanilarak yapilan bu tedavinin temel hedefi; Bor'un ilag
formu olan p-bronofenilalanin, tiimorli dokuya verildikten sonra, notron
bombardimani yapilmaktadir. Bu ydntem Bor'un hiicrelere yerlesip, notron
bombardimanindan sonra sadece tiimorlii hiicrelerin sec¢ici bir sekilde yok
edilmesi esasma dayanir. Boylece DNA's1 parcalanan hiicre boliinme dongiisiine
giremeyecegi i¢in, timorlii doku ameliyata gerek olmaksizin BNCT (Boron
Neutron Capture Therapy) ile tedavi edilmis olmaktadir. BNCT yonteminde
timorlii dokuya, borun dokuya uygun ilag formu olan p-boronofenilalanin

verilerek notron bombardimani yapilmaktadir.

10 11 7 . 4
B+n— B— Li+ He

Li ve He viicutta ¢ok kisa bir siire kalmakta ve bu sirada genis bir alana

enerji yaymaktadirlar. Bu partikiiller kanser hiicrelerini yok ederken saglikli
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dokuya zarar vermemektedirler.

BNCT’nin fiziksel temeli basittir. Niikleer reaksiyon temelinde ikili
bilesenli bir sistemdir. Kararli bor izotopuna (‘°B), diisiik enerjili veya termal
nétronlar 1smlandiginda Helyum-4 (*He) (yani o partikiilii) ve Lityum-7 ('Li)
cekirdekleri meydana gelir. Bu yiiksek enerji yiikli parcaciklar cok uzaga hareket
edemezler ve tiimor hiicresine tiim enerjilerini brrakirlar, boylece direkt DNA’ya
zarar vererek hiicrelerin yeniden iliremesine engel olurlar. ""B>un 1smlamasi
sonucu olusan bu iirlinler yiiksek dogrusal enerji aktarim (lineer energy transfer)
karakteristiklerine sahiptirler ( He partikiil yaklasik 150 keVum’l; Li ise yaklasik
175 keVum™). Bu iiriinlerin yol uzunlugu 4.5-10 pm arasindadir ve bu uzunlukta
yaklagik bir hiicrenin c¢ap1 kadardir. Daha agik olarak; BNCT’de radyoaktif
olmayan bor bilesigi ('°B tastyan) intravendz olarak kana verilir ve hedef timor
hiicreleri tarafindan tercihli olarak hiicre i¢ine alinmasi saglanir. Daha sonra timor
hiicrelerinin igindeki veya hemen bitisigindeki '°B, nétron kaynagmndan gelen
notronlar1 yakaladiktan sonra pargalanir ve yiiksek enerji ylikli parcaciklar agiga
cikar ('Li ve *He). Bu parcaciklar sadece tiimor hiicrelerine zarar verir ve
cogunlukla etraftaki normal hiicreler zarar goérmez. BNCT’de klinik olarak
kullanilan bilesiklerde istenilen o6zellikler diisiik toksiteye, yiliksek tiimor:beyin
bor oranina ve 20-35 pg bor/g '°B konsantrasyonuna sahip olmasidr.

Glinlimiizde halen ¢ok tehlikeli oldugu bilinen beyin tiimorlerinde BNCT
kullanilmaktadir. 1950'Ierin sonlarinda ilk polihedral bor anyonlar1 ve onlarin
izoelektrik karboran analoglari1 kesfedilmistir. Polimerik bazli bor bilesikleri,
Polihedral Bor anyonlar1 ve onlarin karboranlar1 kolaylikla organik molekiillere
baglandi, biyomedikal ve diger yaklagimlardan elde edilen orjinalleri ¢cok yiiksek
sayilara ulasti. 1995'te Hawthorne ve grubu metaller ve bordan metallokarboranlar
ve metalloboranlar tiirettiler ve BNCT uygulamalarinda kullanilmaya basland:. 11k
karbon bilesigi analogu olarak hazirlanan carboranylalanine'dir. Streptomycine
etkisi gostermektedir, antimikrobial Ozelligi vardw. Yurdumuzda Hacettepe
Universitesi’nde yiiriitiilen bir ¢alismada bor igeren vinilfenil boronik asit
(VFBA)  monomeri ile maleik anhidrit (MAH) radikal kopolimerlesme
yontemiyle azot atmosferinde, 65°C silikon banyosunda ve cam reaktorlerde

sentezlenmistir. Diinyanin c¢esitli yerlerinde BNCT {izerindeki arastirmalar ve
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klinik denemeleri uzun siiredir devam etmektedir. 1951 ilk klinik BNCT
uygulanmast Brookhaven National Laboratory (BNL) tarafindan yapildi. 1959-
1961 BNL'den Brookhaven Medical Research(BMRR)'a bir seri hasta kabul
edildi. Ayni tarihlerde Massachusetts Institue of Technology (MIT)'de tedaviye
alindi. Dort farkli Bor bilesigi ile uygulamalar bagladi. 1961 Amerika'da
sonuglandi. 1968 Japonlar da BNCT caligmaya basladilar. Dr.Hatanaka ve Dr.
Sweet, Hitachi Traimng Reaktor'de (HTR) Bor siilfidril kullanarak GBM'li 9
hastayr on yildan fazla yasatmayi basardilar. 1969 Hatanaka'mn sonug¢lanndan
sonra Avrupa ve Amerika yemden BNCT calismalarmna agirlik verdi. 1994 Yeni
bir yiiksek enerjili notron bombasi epitermal notronlarla birlikte BMRR'de
kullanilmaya baslandi. 1994-1999 BPA ilk defa GBM' nin klinik uygulamalarinda
kullanilmaya bagladi. 1980 yilinda bu amacgla kullanilmaya baslanan
boronophenylalanine (BPA) aminoasit yapisinda oldugu icin, hiicreler tarafindan
rahat kabul edilmistir. BPA ile timorde kiiclilme gozlenmis, akut yan etki tespit
edilmemis ve ozellikle kafatas1 i¢ basincinda azalma gdzlenmistir. 1996 MIT,
BPA kullanmaya basladi, ilk uygulanan 38 hastada toksik etki gézlenmedi. 17
hastanin 13'linde tiimorde kiigiilme gozlendi. Akut yan etki tespit edilmedi,
ozellikle kafatasi i¢ basincinda azalma gozlendi. 1997'de Hollanda'da BSH 26
hastada kullanildi. 1999 Finlandiya'da 18 hastada erken radyasyon olmaksizin
uyguland1. Bir yil igin hayatta kalim %61'di. 2001 ilk BNCT ¢alismasi Isveg'te
yapildi. 17 hastada Studsvik R2-0 reaktoriinde epitermal nodtron bombasi
kullanild1 2001-2004.

BNCT Yonteminde kullanilmak {izere gelistirilen Bor bilesikleri arasinda;
Plasma membraninda biriken fosfolipid eterleri, tumor proteinlerine katilabilen
amino asitler, DNA ya da RNA ya katilabilen niikleotidlere doniisebilen
nukleozidler, porfirinler ve poliaminler, borlanmis lipozomlann sentezi, diisiik
dansiteli lipoproteinler, antisense oligonukleotidler, monoklonal antikorlar ve
onlarin fragmentleri, bispesifik antikorlar ve Epidermal Growth Factor gibi timor
reseptorlerine baglanan biiylime reseptorleri bulunmaktadir. BNCT i¢in hazirlanan
Bor igeren ilaclardan; Carborane; Sodium Borocaptate (BSH), Boronated
porphyrin (BOPP), sodyum merkaptodekahidrodedekaborat (Na,B1,H;;SH, BSH)
ve 4-dihidroksiborilfenilalanin (BPA) bilesikleri ve tiirevleri yaygindir. Son

23



yillarda segici tiimor hedeflemenin 6n plana ¢ikmasi ile daha once tasarlanan ve
sentezlenen yapilardan farkl olarak timor hiicresi segiciligini saglayacak (folik
asit gibi) daha ¢ok biyokimyasal ve fizyolojik esaslara (lipozomlar, lipidler, DNA
baglayicilari, hormonlar) sahip bilesikler sentezlenmektedir. BNCT kullanilmak
iizere bircok bor bilesigi sentezlenmistir ancak ideal bir '°B igeren tastyic
molekiil sentezlenmesi ¢aligmalar1 devam etmektedir.

BNCT’nin onemli diger bileseni ise notron kaynagidir. BNCT basarili

olmas1 i¢in tavsiye edilen termal ndtron akis1 30 pg/g '°B konsantrasyonlu timor
hiicresine dagitilan yaklasik 10'* n/cm? ‘dur. Derinde olan timér hiicreleri icin
epitermal notronlar kullanilmaktadir. Bu noétronlar yaklasik 1 eV ile 10 keV
arasinda enerjiye sahiptirler. Epitermal notronlar niikleer reaktorlerden veya yiikli
parcacik hizlandiricilarindan saglanir [4]. MIT-Cambridge, Bariloche-Arjantin,
Rez- Cek Cumhuriyeti, Petten-Hollanda, Studswik-Isve¢, Helsinki-Finlandiya,
Pavia-italya, Kyoto ve JAERI- Japonya, Daejon-G. Kore ve Inshas-Misir’da
klinik BNCT uygulamalari i¢in kullanilan niikleer reaktorler vardir.
BNCT’nin basaris1 kanitlandig1 ve klinik olarak yaygin olarak kullanildigi zaman
farkl tipteki notron kaynaklarma ihtiyac olacaktir. Genelde, hastahane yakininda
deneysel niikleer reaktorlerin olmast uygun degildir. BNCT amagh yeni kiigiik
Olgekli reaktorlerin insa edilmesi fikri yliksek yatirim maliyetleri ve hastahane
cevresindeki kabul edilebilirliginin diisiik olmasi yiiziinden cazip kalmamaktadir.
Makul maliyetli, kiiciik Olcekli, kolay bakim ve yiiksek kabul edilebilirlik
gereksinimlerini karsilayan n6tron kaynaklar1 hizlandiriciya dayalt ndtron
kaynaklaridir.

Bor Notron Yakalama Tedavisi (BNCT), cesitli tiimorlerin, Ozellikle
glioblostama ve melanoma beyin tiimorlerinin, tedavisinde kullanilan iki bilesenli
radyasyon tedavi yontemidir. Birinci bileseni tiimor hiicrelerinde toplanan kararh
bor izotopudur (*°B), ikinci bileseni ise diisiik enerjili nétron kaynagidir. BNCT
iizerine yapilan arastrmalar yiiksek bor igeren spesifik bilesiklerin timor
hiicrelerinde secici olarak birikebilmesini hedefleyen yeni ajanlarin sentezlemesi
ve kanser hiicreleri lizerine maksimum yogunlukta termal nétronlarin ulagmasi
icin ndtron demetinin ve yogunlugunun uygun olarak seg¢ilmesi {iizerinde

yogunlagmaktadir.
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Genellikle, tedavi i¢in epitermal ndtron araligindaki (0.4 keV-10 veya 20
keV) noétronlar kullanilmaktadir. Giliniimiizde BNCT’nin klinik denemeleri
niikleer reaktorlerde yapilmaktadir. Bununla birlikte, BNCT i¢in yiiksek kalitede,
glivenli ve uygun maliyetli epitermal notron kaynagi saglamak icin yliksek
yogunluklu hizlandiricilarin gelistirilmesi ¢alismalart devam etmektedir. BNCT
uygulamalarinda dogrusal veya dairesel hizlandiricilar kullanilabilir. Klinik
BNCT uygulamalarinda kullanilabilecek dairesel hizlandirici tipi siklotron’dur.
Dogrusal hizlandiricilar elektrostatik dogrusal hizlandiricilar veya radyo frekansl
(rf) dogrusal hizlandiricilar olarak siniflandirilabilirler. Elektrostatik lineer
hizlandiricilarda yiiklii parcacik demeti elektrostatik alanla hizlandirilirken rf
hizlandiricilarda zamanla degisen indirgenmis elektrik alami  kullanilir
(Kahraman,). 350’den fazla hasta bu yontemle tedavi edilmistir (Coderre, 2003).
BNCT’nin sonuglarmi daha iyiye ulastirmak i¢in bor bilesenlerinin 6zelliklerinin
gelistirilmesi ¢aligmalar1 devam edecektir.

Bu tedavinin basarisi kanitlandigi zaman klinik uygulamalarmin daha da
yayginlastirilmasi i¢in ndtron kaynagi olarak niikleer reaktorlerden baska farkli
kaynaklar gerekecektir. Hizlandiriciya dayali noétron kaynaklari hastahane

kosullar1 i¢in olan gereksinimleri karsilayacak 6zelliktedir.

GERECLER VE YONTEMLER

GERECLER

Kullanilan Kimyasal Maddeler

Aseton : Merck
Dimetilstilfoksit-ds (DMSO-dp) : Sigma-Aldrich
Etanol : Tekel
Etil asetat : Merck
Petrol eteri : Merck
Potasyum bromiir : Merck
1,10-Phenanthrolin-5,6-dion 97% : Fluka
1,8-Diaminonaphthalene : Fluka
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2,2°-Bipyridyl Fluka
4,4’-Diaminobibenzyl Fluka
4,4’-Dimethyl-2,2’-dipyridyl Fluka
Dietil eter

Dimethyl sulfoxide
DL-4-Boronephenylalanine, 95%
Metanol
N,N’-Diphenylbenzamidine
N,N’-Diphenylethylenediamine

Kullanilan Cihazlar
Erime derecesi tayin cihazi
Elementel analiz aleti
Infrared spektrofotometresi
"H-NMR spektrometresi
BC-NMR spektrometresi

Kiitle spektrometresi

YONTEMLER

: Fluka
: Fluka
: Fluka
: Sigma-Aldrich
: Sigma-Aldrich
: Fluka
: Sigma-Aldrich
: Fluka
: Fluka

: Electrothermal 9100 Digital
: Perkin Elmer EAL 240

: Schimadzu 8400 FTIR

: Bruker, 400 MHz

: Bruker, 400 MHz

: VG Quattro

Genel Sentez Yontemi (Yontem A):

Esdeger miktar 4-Dihidroksiboril-DL-fenilalanin, 1,8-diaminonaphthalene
(L1) / N,N’-diphenylethylenediamine (L2) / N,N’-diphenylbenzamidine (L3) ve
Potassium tetrachloroplatinate(Il) / Sodium tetrachloroaurate(Ill) dehydrate,
metanol igerisinde, 60°C’de, vibrasyonlu su banyosunda 2 saat karistirildiktan
sonra 8 / 24 saat oda sicakliginda bekletilmistir. Elde edilen kat1 madde siiziilerek
almmis ¢ok az miktarda dietileter ile yikanmistir. Tiim iglemler gergeklestirilirken
reaksiyon ortammin ve maddelerin

Reaksiyonlar ITK ydntemi ile izlenmistir. Bilesiklerin genel sentez yontemi Sekil

1’de verilmistir.

151k almamasina Ozen gosterilmistir.

26



Pt/
7\
HO NH, N\
‘g OH MeOH, 60cc  HO_
7 +L+K,PtCl, o B
HO HO™
o)
Cl cl
\ /
Au
NH / \
HO ? OH N
5 L+ Naagcy MeOH. 60°C  HO_ N
HO/ aAuCl,— 5 /BAQ\)\<
0] HO N

- <)
) D
Jwd S ey D
L L1 1.2 13

Sekil 1. Bilesiklerin genel sentez yontemi

Biyolojik Etki Testleri

Hiicre kiiltiiri yontemi ile in vitro sitotoksik etki belirlenmesi ¢alismalar1
Bu tez kapsaminda in vitro deneylerin uygulanmasi sirasinda kullanilacak olan
A549 (Human Non-small cell lung carcinoma cells: Insan kiiciik hiicreli olmayan
akciger kanser hiicreleri) ve HUVEC (Human Umbilical Vein Endothelial Cells =
Insan gobek bagindan elde edilen endotel hiicreleri) hiicre hatlar1 Anadolu
Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii hiicre kiiltiirii laboratuvarmim
stoklarindan c¢ikarilarak, uygun besiyerlerinde yetistirilerek deneyler icin
kullanilmistir. BIA ve BIP maddeleri i¢in in vitro olarak uygun doz ve
konsantrasyon araliklar1 her iki hiicre hattinda sitotoksisite deneyleri uygulanarak
belirlenmeye ¢alisilmistir. Sitotoksisite deneyleri MTT test yontemi uygulanarak

yapilmistir.

1. Kullanilan Kimyasal Malzemeler: Nutrient Mikture F-12 (HAMS,
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Sigma), RPMI 1640 Medium (Sigma), Penicilin-Streptomycin (Biological
Industries), Fetal Bovine Serum (Sigma), Tripsin-EDTA solution (Biological
Industries), Sodyum bikarbonat (Sigma), EDTA (Merck), MTT (Biological
Industries), Sivi Azot.

2. Kullanilan Sarf Malzemeleri: 25 cm®’lik ve 75 cm®’lik flasklar, 96 ve 6
kuyucuklu plakalar (TPP), cam meziirler, cam pipetler (1, 2, 5 ve 10 ml
hacimlerinde), 250, 500 ve 1000 mI’lik Durham siseleri, 10 mI’lik tek kullanimlik
pipetler. Steril polipropilen santrifiij tiipleri (15 ve 50 ml hacimlerinde), steril tek
kullanimlik filtreler (0,2 mikron ¢apinda), Thoma lamu.

3. Kullanilan Aletler: Sogutmali ve yiiksek devirli santrifiij (Heraus), kuru
hava sterilizatorii (Niive), Otoklav, Derin dondurucu (-20, -86), buzdolabi,
manyetik karistirici, CO? inkiibatorii (Heraus), Steril kabin (Heraus), sivi azot
kaplari, otomatik pipetler, kar-buz makinesi (Scotsman), su banyosu (Clifton),
Eliza Cihazi1 (ELx808-IU, Bio-Tek), Olympus BX51 fluoresan mikroskobu,
Inverted Mikroskop (IX71 Olympus), 12 Kanallt mikropipet (eppendorf), dagitici
pipet (eppendorf).

4. Test Maddelerinin Dozlarinin Hazirlanmasi: Biitlin test maddeleri; dimetil
siilfoksit (DMSO; i¢inde c¢oziilerek 80-100-120-140-160-180-200-220-240-260
uM’lik dozlar hazirlanmistir. Test maddeleri, DMSO i¢inde ¢ozildiigi icin;
negatif kontrol olarak ¢o6ziicii madde olan DMSO kullanilmistir. Stok calisma
soliisyonu her caligma i¢in yeniden hazirlanarak kullanilmistir.

5. Kullanilan Arag¢ ve Gerecin Hazirlanmasi: Calismalarda kullanilan bazi
cam ve plastik malzemeler ile siv1 soliisyonlar aliiminyum folyolara sarili olarak
otoklavda 121°C, 1,5 atm/Hg basingta 20 dakika, bazi cam ve metal malzemeler
de aliiminyum folyolara sarili olarak sterilizatorde 180°C’de 2 saat, siire ile steril
edilerek kullanilmistir. Kullanilan bazi sivi kimyasallar 0,2 pm aralikli seliiloz
nitrat filtreden gegirmek suretiyle steril edilerek kullanilmastir.

6. Kullanilan Hiicreler:

A549 hiicre kiiltiirii: 1972 yilinda D.J. Giant ve ekibi tarafindan 58 yasinda
bir Caucasian erkekten alinan akciger tiimoriinden iiretilmistir ve 1976 yilinda,
altmis sekizinci pasaji M:Lieber tarafindan American Type Culture Collection’da

stok edilmistir. Japanese Cancer Research Resource Cell Bank (JCRB) ve Riken
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Cell Bank (RCB) ATCC’den hiicreyi almis ve stoklamis daha sonrada bir¢ok
Japon arastirmaciya dagitmustir. Projede kullanilan hiicreler Institute of
Fermantation Osaka (IFO), Japonya’dan satin alinip stoklanmis hiicrelerdir.
A549 hiicreleri inaktif hale getirilmis %10’luk Fetal Bovine Serum/Fetal Calf
Serum, RPMI 1640, Penicilin-Streptomycin ve %7,5 NaHCOs igeren besiyerinin
bulundugu 25 cm?®lik flasklarda %95°lik hava ve %5 CO,’li gaz ortaminda,
37°C’deki CO2 inkiibatoriinde (Heraus) kiiltiire edilmistir.

HUVEC hiicre kiiltiirii: HUVEC (Human Umbilical Vein Endotel Cell)
hiicreleri ATCC (American Type Culture Collection)’dan satin alinip stoklanmig
hiicrelerdir. %20 Fetal Bovine Serum, penisilin-streptomisin, sodyum bikarbonat,
heparin, ECGS (Endothelial Cell Growth Supplement) iceren Nutrient Mixture
Ham’s F-12 K medyumla 37°C’de % 5 CO; igeren bir ortamda Kkiiltiire
edilmislerdir.

7. Yontem

Hiicre kiiltiirii: A549 ve HUVEC hiicreleri uygun besiyerinde ve 25 cm?’lik
flasklarda yetistirilmis ve %95 hava ve %5 CO2’li gaz ortaminda ve 37°C’deki
CO2 inkiibatoriinde (Heraus) kiiltiire edilmiglerdir.

7.1. Hiicrelerin testler i¢in hazirlanmasi: Uygun kosullarda ¢ogalmaya
birakilan hiicreler flask ylizeyini %70 oraninda kapladiklar1 zaman tripsin-EDTA
ile muamele edilerek flask tabanindan kaldirilmistir. Trypan blue boyasi ile
boyanan hiicreler, Thoma lam1 yardimiyla 3 kez sayilarak MTT testi icin 96
kuyucuklu hiicre kiiltlirii tabakalarmin her kuyucugunda belirlenen sayida
(HUVECi¢in 8000, A549 i¢cin 5000) hiicre olacak sekilde % 10 FBS iceren
besiyerinde slispansiyon haline getirildikten sonra 96 kuyucuklu hiicre kiiltiiri
plakalarma 0,1 ml hiicre silispansiyonu aktarilmistir. Her iki hiicrenin {ireme
hizlar1 farkli oldugu i¢in, yapilan deneyler sonucunda bu sayilar secilmistir.
Hiicrelerin yapigmasi ve yeni ortama alismasi i¢in 37°C’de 24 saat inkiibe
edilmislerdir. 24 saat inkiibasyon siiresi sonunda hiicrelerin iizerindeki besiyerleri
plakalarin ters cevrilmesi suretiyle uzaklastirilmistir. Hiicrelerin iizerine test
maddelerinin sitotoksik etkilerini belirlemek iizere, test maddelerinin istenen
konsantrasyonlarini igeren taze besiyerleri ilave edilip 24 ve 48 saat 37°C’de CO,

inkiibatoriinde inkiibe edilmistir.
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Test maddelerinin belirlenen dozlar1 hazirlanmistir. Maddeler i¢in ¢dziicii
olarak DMSO kullanilmistir. DMSO oran1t % 0,31 gecmeyecek sekilde ve final
konsantrasyonlar1; 80-100-120-140-160-180-200-220-240-260 uM olacak sekilde
hazirlanmstir.

HUVEC ve AS549 hiicreleri, Thoma lami ile sayilarak 96 kuyucuklu
plakalara her kuyucuga sirastyla 8x10°, 5 x10° hiicre gelecek sekilde ekilmistir. 24
saatlik inkiibasyonun ardindan besiyerleri uzaklastirilmis ve test maddeleri
uygulanmistir. Hiicreler gerekli siirelerde inkiibasyona birakildiktan sonra,
besiyerleri gerekli inkiibasyon siirelerinin sonunda hiicrelerden uzaklastirilmis ve
MTT ilavesi yapilarak test maddelerinin hiicre c¢ogalmasina olan etkileri
saptanmistir. Hiicreler 5m/ml-1 MTT stok soliisyonu ile 2 saat CO2
inkiibatoriinde inkiibasyona birakilmistir. Bu siire sonunda MTT igeren besiyerleri
kuyucuklardan uzaklastirilmis ve her kuyucuga 100 pl DMSO ilave edilmis, 5
dakika beklendikten sonra plakalardaki hiicrelerin optik dansiteleri ELISA
cithazinda 570 nm dalga boyunda okunmustur.

7.2. MTT Oolctimii: Test maddeleri ile 24 ve 48 saat muamele edilen
hiicrelerden inkiibasyon siiresi sonunda besiyerleri uzaklastirilmistir. Hiicreler 5
mg/ml-1 MTT soliisyonu ile canli hiicrelerin mitokondrial metabolik aktiviteleri
sonucu MTT boyasmin suda ¢oziinmeyen formazan tuzuna doniisebilmesi i¢in 2
saat inkiibasyona birakilmistir. Bu siire sonunda hiicrelerden MTT boyas1
uzaklastirilmistir.  Canli hiicreler tarafindan olusturulan formazan tuzlarmin
¢Ozlinmesi icin her bir kuyucuga 0,1 ml DMSO ilave edilmistir. Plakalardaki
hiicrelerin optik dansiteleri ELISA cihazinda 570 nm dalga boyunda
okutulmustur. Test maddesi ile muamele edilmeyen kontrol hiicre canlilik orani
% 100 olarak kabul edilerek, deney hiicrelerinin canlilik oranlar1 yilizde olarak
ifade edilmistir (Mosmann, 1983). Test maddelerinin doz belirleme caligmalari
sonuglandiktan sonra, MTT testi 2 kez tekrarlanmistir. Her iki hiicre i¢in MTT
testi bir kez daha tiim test maddeleri i¢in yapilacaktir.

7.3. Istatistiksel Degerlendirme: MTT deneylerinin sonuglarmin istatistiksel
degerlendirmesinde SPSS programi kullanilmis ve elde edilen verilerin tek yonli
ANOVA ile post-hoc olarak Tukey testi uygulanarak anlamliklar1 belirlenmistir.
Anlamlilik degeri olarak p<0.05 kabul edilmistir.

30



Elde Edilen Bilesiklerin Analizi
Erime noktasit (E.N.) tayini: Elde edilen bilesiklerin erime noktalari, bir ucu
kapali kilcal tiipler icerisinde erime derecesi tayin cihazi ile saptanmustir. islem
her madde i¢in 2 defa tekrarlanmistir.
Alikonma faktorii (R degerlerinin saptanmasi: Elde edilen bilesiklerin R
degerleri, petrol eteri:etil asetat:etanol (2:2:1) ve petrol eteri:metanol (1:1) ¢dziicli
sistemlerinin hareketli faz olarak kullanildig1 ince tabaka kromotografisi (ITK)
teknigi kullanilarak hesaplanmistir. Bu calismada, adsorban olarak silikajel 60
Fys4 i1le kaplanmis aliminyum plaklar kullanilmistir. Lekelerin isaretlenmesinde
ultraviyole 151¢indan (254 ve 366 nm) faydalanilmistir.
C, H, N tayini: Elde edilen bilesiklerin C, H, N yiizdeleri, elementel analiz teknigi
ile belirlenmistir.
IR spektrumlarimin alinmasi: Elde edilen bilesiklerin IR spektrumlari,
bilesiklerin %1 oraninda, potasyum bromiir ile karistirilmasi ile hazirlanan
tabletler kullanilarak, IR spektrofotometresi’nde alimastir.
"H-NMR  spektrumlarimin  alinmasi: Elde edilen bilesiklerin 'H-NMR
spektrumlari, bilesiklerin DMSO-d; igerisinde ¢bzelti haline getirildikten sonra
tetrametilsilan  satandart maddesi  kullamilarak, 400 MHz’lik NMR
spektrometresinde alinmaistir.
BC.NMR spektrumlarimin  alinmasi: Elde edilen bilesiklerin  "*C-NMR
spektrumlari, bilesiklerin DMSO-d; igerisinde ¢dzelti haline getirildikten sonra
tetrametilsilan  satandart maddesi kullamilarak, 400 MHz’lik NMR
spektrometresinde alinmaistir.
Kiitle spektrumlarinin  alinmasi: Bilesiklerin kiitle spektrumlari, elektron

carpmasi (EI) yontemi ile kiitle spektrometresinde alinmistir.

BULGULAR ve TARTISMA

Sentez Calismalan

1-(4,5-Difenil-4,5-dihidro-1 H-imidazol-2-il)-2-(4-dihidroksiboril)-fenil-
etilamin Au(Ill) kompleksi (B1A): 4-Dihidroksiboril-DL-fenilalanin (0,1 mol),
1,8-diaminonaphthalene (0,1 mol) ve Sodyum tetrakloroaurat dihidrat (0,1 mol)
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kullanilarak Yontem A’ya gore elde edilmistir.

Verim: %45

E.N.:>300°C

R¢ (Petrol eteri:Etil asetat:Etanol (2:2:1)): 0.5

IR (KBr) Vi (cm™): 3389, 3358 (amino grubu N-H gerilim bandlarr), 3079
(aromatik C-H gerilim band1), 2943 (alifatik C-H asimetrik gerilim bandi), 2868
(alifatik C-H simetrik gerilim bandi), 1573, 1489, 1460 (C=N, C=C gerilim
bandlar1), 1329, 1277, 1146, 1020 (C-N gerilim bandlar1), 812, 745 (C-H diizlem
dis1 egilme bandlar1), 710 (M-N gerilim band1), 644 (M-Cl gerilim bandi).
'H-NMR (400 MHz) (DMSO-ds) 8(ppm): 3.00-3.20 (2H, d), 4.3-4.4 (1H, t), 6.6-
6.8 (4H, dd), 7.0-7.8 (14H, m), 7.8-8.0 (1H, bs), 8.5-8.8 (2H, bs).

MS(EI) (m/z): 653.14 (M").

Elementel analiz : C,3H24BN;O, CLAu

Hesaplanan :C:42.29; H: 3.70; N: 6.43

Bulunan :C:41.82; H: 3.12; N: 6.54

1-(2,3-Dihidro-1H-perimidin-2-il)-2-(4-dihidroksiboril)-fenil-etilamin
Au(Ill) kompleksi (B2A): 4-Dihidroksiboril-DL-fenilalanin (0,1 mol), N,N’-
difeniletilenediamin (0,1 mol) ve Sodyum tetrakloroaurat dihidrat (0,1 mol)
kullanilarak Yontem A’ya gore elde edilmistir.
Verim: %55
E.N.: >300°C
R¢ (Petrol eteri:Etil asetat:Etanol (2:2:1)): 0.7
IR (KBr) Vi (cm™): 3470, 3558 (amino grubu N-H gerilim bandlarr), 3072
(aromatik C-H gerilim band1), 2935 (alifatik C-H asimetrik gerilim bandi), 2851
(alifatik C-H simetrik gerilim bandi), 1622, 1567, 1464 (C=N, C=C gerilim
bandlarr), 1335, 1267, 1177, 1025 (C-N gerilim bandlar1), 814, 746 (C-H diizlem
dis1 egilme bandlar1), 700 (M-N gerilim band1), 670 (M-Cl gerilim bandi).
"H-NMR (400 MHz) (DMSO-ds) 8(ppm): 4.1-4.2 (2H, bs), 4.6-4.7 (1H, t), 6.6-7.8
(10H,m), 8.0-8.1 (1H, bs), 8.4-8.6 (2H, bs).
MS(EI) (m/z): 599.05 (M").
Elementel analiz : C;9H;,BN;0,CLAu
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Hesaplanan 1 C:38.09; H: 3.03; N: 7.01
Bulunan :C:38.82; H: 3.12; N: 7.54

1-(1,3,4-Trifenil-[1,3]diazetidin-2-il-2-(4-dihidroksiboril)-feniletilamin
Au(Ill) kompleksi (B3A4): 4-Dihidroksiboril-DL-fenilalanin (0,1 mol), N,N’-
difenilbenzamidin (0,1 mol) ve Sodyum tetrakloroaurat dihidrat (0,1 mol)
kullanilarak Yontem A’ya gore elde edilmistir.
Verim: %60
E.N.:>300°C
R¢ (Petrol eteri:Etil asetat:Etanol (2:2:1)): 0.6
IR (KBr) Vmax (cm™): 3441, 3345 (amino grubu N-H
gerilim bandlari), 3065 (aromatik C-H gerilim bandi),
2924 (alifatik C-H asimetrik gerilim Dbandi), 2855
(alifatik C-H simetrik gerilim bandi), 1615, 1568, 1464
(C=N, C=C gerilim bandlari), 1335, 1267, 1175, 1029 (C-
N gerilim bandlari), 817, 742 (C-H dizlem disi egilme
bandlari), 696 (M-N gerilim bandi), 653 (M-Cl gerilim
bandi) .
'H-NMR (400 MHz) (DMSO-dg) 8(ppm): 4.6-4.8 (2H, m), 5.0-5.2 (1H, m), 6.2-
6.3 (1H, m), 8.7-10.0 (19H, m), 10.1-10.2 (1H, bs), 10.4-10.6 (2H, bs).
MS(EI) (m/z): 714.21 (M").
Elementel analiz : C,sH26BN3;0,CLAu
Hesaplanan :C:47.09; H: 3.53; N: 5.88
Bulunan :C:41.82; H: 3.12; N: 6.54

1-(2,3-Dihidro-1H-perimidin-2-il)-2-(4-dihidroksiboril)-fenil-etilamin
Pt(Il) kompleksi (BIP): 4-Dihidroksiboril-DL-fenilalanin (0,1 mol), 1,8-
diaminonaphthalene (0,1 mol) ve Potasyum tetrakloroplatinat (0,1 mol)
kullanilarak Yontem A’ya gore elde edilmistir.
Verim: %60
E.N.: >300°C
R¢ (Petrol eteri:Etil asetat:Etanol (2:2:1)): 0.8
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IR (KBr) Vi (cm™): 3449, 3368 (amino grubu N-H gerilim bandlar1), 3066
(aromatik C-H gerilim band1), 2942 (alifatik C-H asimetrik gerilim bandi), 2854
(alifatik C-H simetrik gerilim bandi), 1643, 1555, 1451 (C=N, C=C gerilim
bandlar1), 1338, 1265, 1177, 1028 (C-N gerilim bandlar1), 820, 745 (C-H diizlem
dis1 egilme bandlar1), 700 (M-N gerilim band1), 666 (M-Cl gerilim bandi).
'H-NMR (400 MHz) (DMSO-dg) 8(ppm): 3.2-3.3 (2H, d), 4.3-4.4 (1H, bs), 6.6-
6.7 (4H, dd), 6.8-8.4 (14H, m), 8.5-8.6 (1H, bs), 8.9-9.1 (2H, bs).

MS(EI) (m/z): 651.26 (M").

Elementel analiz : C,3H24BN;O,CLPt

Hesaplanan :C:42.42; H: 3.71; N: 6.45

Bulunan :C:42.72; H: 4.02; N: 6.74

1-(4,5-Difenil-4,5-dihidro-1H-imidazol-2-il)-2-(4-dihidroksiboril)-fenil-
etilamin Pt(Il) kompleksi (B2P): 4-Dihidroksiboril-DL-fenilalanin (0,1 mol),
N,N’-difeniletilenediamin (0,1 mol) ve Potasyum tetrakloroplatinat (0,1 mol)
kullanilarak Yontem A’ya gore elde edilmistir.
Verim: %60
E.N.: 302-307°C
R¢ (Petrol eteri:Etil asetat:Etanol (2:2:1)): 0.6
IR (KBr) Vmax (cm™): 3419, 3334 (amino grubu N-H gerilim bandlarr), 3068
(aromatik C-H gerilim band1), 2927 (alifatik C-H asimetrik gerilim bandi), 2857
(alifatik C-H simetrik gerilim bandi), 1617, 1565, 1454 (C=N, C=C gerilim
bandlar1), 1320, 1260, 1170, 1015 (C-N gerilim bandlar1), 815, 745 (C-H diizlem
dis1 egilme bandlar1), 697 (M-N gerilim band1), 674 (M-Cl gerilim bandi).
'H-NMR (400 MHz) (DMSO-ds) 8(ppm): 4.7-4.9 (2H, bs), 5.8-5.9 (1H, t), 7.2-8.5
(12H,m), 8.9-9.0 (1H, bs).
MS(EI) (m/z): 597.17 (M)).
Elementel analiz : C;9H;3sBN;O,CLPt
Hesaplanan :C:38.22; H: 3.04; N: 7.04
Bulunan :C:38.65; H: 3.12; N: 7.64

1-(1,3,4-Trifenil-[1,3]diazetidin-2-il-2-(4-dihidroksiboril)-feniletilamin
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Pt(ll) kompleksi (B3P): 4-Dihidroksiboril-DL-fenilalanin (0,1 mol), N,N’-
difenilbenzamidin (0,1 mol) ve Potasyum tetrakloroplatinat (0,1 mol) kullanilarak
Yontem A’ya gore elde edilmistir.

Verim: %63

E.N.: 292-297°C

R¢ (Petrol eteri:Etil asetat:Etanol (2:2:1)): 0.8

IR (KBr) Vimax (cm™): 3426, 3348 (amino grubu N-H gerilim bandlari), 3067
(aromatik C-H gerilim band1), 2928 (alifatik C-H asimetrik gerilim bandi), 2841
(alifatik C-H simetrik gerilim bandi), 1619, 1564, 1466 (C=N, C=C gerilim
bandlar1), 1336, 1283, 1195, 1029 (C-N gerilim bandlar1), 818, 749 (C-H diizlem
dis1 egilme bandlar1), 712 (M-N gerilim bandi), 678 (M-Cl gerilim bandi).
'H-NMR (400 MHz) (DMSO-ds) 8(ppm): 4.6-4.9 (4H, m), 5.9-8.2 (19H, m), 8.4-
8.5 (1H, bs), 8.9-9.0 (2H, bs).

MS(EI) (m/z): 712.32 (M").

Elementel analiz : CogH2sBN;O,CLPt

Hesaplanan :C:47.21; H: 3.54; N: 5. 90

Bulunan :C:47.81; H:3.97; N: 6.14

Spektral Verilerin Degerlendirilmesi

Sentezlenen bilesiklerin IR spektrumlari, potasyum bromiir i¢inde
hazirlanan  tabletleri  kullanilarak, @ Shimadzu 8400 FTIR Infrared
Spektrofotometresi’nde; NMR spektrumlar1 ise, TMS referans maddesine karsi,
maddenin dimetilsiilfoksid (DMSO-de¢) i¢indeki ¢ozeltisi hazirlanarak, Bruker
DPX300 Niikleer Magnetik Rezonans Spektrometresi’nde alinmistir.

Yapilan analiz calismalarinda, IR spektrumlarinin incelenmesi sonucu,
bilesikleri karakterize edebilecek bant gruplarmnin saptanmasi miimkiin olmustur.
Tim bilesiklerin ana yapisi, benzer oldugundan, spektrumlar birbirine
benzemektedir: Aromatik C-H gerilim bantlar1 3410-3014 cm™; alifatik C-H
gerilim bantlar1 2996-2798 cm™'; C=N ve C=C gerilim bantlar1 1615-1402 cm;
C-N gerilme bantlar1 1365-1098 cm™; aromatik yapilara ait diizlem dis1 egilme
bantlar1 896-765 cm™, metal baglar1 280-450 cm™ civarinda gériilmektedir.
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"H-NMR analiz caligmalarinda elde edilen metal komplekslerinin
ligandlar1 ile olan farkliligi; metal iyonlarmin protonlar1 gdélgelemesinden
kaynaklanan kaymalardir. Ayrica komplekslerdeki N-H protonlarinin kimyasal
kaymalar1 net olarak gozlenememistir. Ciinkii koprii ligandlarda bulunan
heterosiklik halkalar tizerindeki N-H protonlar1 ¢ok aktiftir ve azotlar arasinda
kolayca yer degistirebilir. Spektrumlarda aromatik bolgede yer alan yogunluk ve
boliinmeler sterik, konjugatif ve indiiktif etkilerle agiklanabilmektedir. Bilesiklere
ait '"H-NMR spektrumlarinda, halka icindeki N-H protonlar1 ve Bor atomuna bagli
hidroksil gruplarina ait protonlar metallerin etkisiyle genellikle 9-12 ppm’de
broad singlet olarak gozlemlenmistir. Dihidroksiborilfenil halkasina ve
heteroaromatik halkalara ait protonlar 6.5-8.0 ppm bdlgesinde igige sogurma
yapmiglardir. Tiim protonlar metal etkisiyle bulunmalar1 gerekenden daha yiiksek
ppm’lerde gozlenmistir. Platin ve altin kompleksleri karsilastirildiginda ise, platin
kompleksi bilesiklerin daha yiiksek ppm’lerde gozlendigi ifade edilebilir.

Sonug bilesiklerinin kiitle spektrumlari, gaz fazinda molekiillerin ytiksek
enerjili elektronlarla bombardiman edildigi elektron carpmasi yontemi ile alimmis

ve olusan yiiklii atom veya gruplar kiitle/yiik (m/z) oranina gére saptanmistir.

Aktivite Testlerinin Degerlendirilmesi
MTT Sonuglari: Elde edilen bilesiklerden sadece L1 ligandinin altin ve
platin komplekslerine ait sonuclar tez calismasi kapsaminda verilebilmistir. Diger

bilesiklere ait ¢aligmalar siirmektedir.
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Sekil 2. B2A bilesiginin HUVEC hucreleri Gzerindeki etkisinin MTT testi ile
degrlendirilmesi. (*) isareti kontrol grubuna gore anlamli farkliliklari géstermektedir.

Anlamlilik degeri p< 0,05

B2A bilesiginin uygulandigi HUVEC hlcreleriyle yapilan MTT testi
sonucunda, uygulanan maddenin sadece 200 uM’lik dozunun hcreler lzerinde
sitotoksik etki gosterdigi gorilmuistir. Bu dozun hicre canhhgini ilk gin %25
oraninda ikinci gun ise % 50-55 oraninda azalttigi belirlenmistir. Maddenin diger
dozlarinda ise kontrole goére anlaml farkliliklar gézlenmemistir. Maddenin HUVEC
hicreleri Gzerinde doza ve zamana bagli olarak sitotoksik etki gosterdigi ve bu

etkiyi de yilksek dozlarda ortaya ¢ikardigi ortaya konmustur.
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Sekil 3. B2P bilesiginin HUVEC huicreleri Uzerindeki etkisinin MTT testi ile
degerlendirilmesi. (*) isareti kontrol grubuna gére anlamli farkhliklari géstermektedir.

Anlamlilik degeri p< 0,05

B2P bilesiginin uygulandigi  HUVEC hcreleriyle yapilan MTT testi
sonucunda, maddenin uygulanan tim dozlarinda zamana bagli olarak 6nemli
sitotoksik etkiler gosterdigi saptanmistir. Bu bilesigin 50 uM'lik dozunun ilk glin
hiicre sayisini %45 ikinci gun ise yaklasik %75 oraninda azalttigi, 100 uM’lik dozun
ilk glin hicre sayisini %40 ikinci giin yaklasik %75 oraninda azalttigi, 200 uM'lik
dozun ise ilk guin hiicre sayisini %50 ikinci guin ise yaklasik %80 oraninda azalttigi
gozlemlenmistir. Buna gore bu maddenin 50 uM'lik ve 100 uM’lik dozlarinin
etksinin neredeyse ayni oldugu, artan doz miktarininin hiicrelere olan etkisinin
onemli bir fark yaratmadigr goézlenmistir. Ancak 200 uM'lik dozun iki gliinde de

hiicreler lzerinde daha sitotoksik etkiler olusturdugu gorilmustur.

Sonug olarak HUVEC hiicreleri Gzerinde yapilan MTT testi, B2P maddesinin
B2A maddesine goére tim dozlarda zamana ve doza bagli olarak daha etkili

sitotoksik yanitlar olusturdugu belirlenmistir.
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