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Amag: Sisplatin, klinikte kanser hastalarumn tedavisinde basarily bir sekilde kullanilmasina ragmen
hastalarda rezistans geligimi ve ciddi toksik yan etkiler goriilmektedir. Bu dezavantajlarn oniine
gegmek i¢in bu ¢alismada 2,5(6)-disiibstitiiebenzimidazol tirevi tasiyici ligandlar kullanarak
platin(I1) komplekslerinin sentezlenmesi ve sitotoksik etkilerinin test edilmesi amaglanmistir.
Gere¢ ve Yontem: L1-L6 tasiyici ligandlar: Philips yontemine gore elde edilmistir. K1-K4
kompleksleri, KoPtCls ve uygun ligandin isinlip karistirilmas ile sentezlenmistir. Sentez edilen L1-
L6 ve K1-K4’iin kimyasal yapilar: elementel analiz, Infrared ve *H Niikleer Manyetik Rezonans ile
aydmlatilmustir. L1-L6 tasiyicr ligandlart ve K1-K4 komplesklerinin, MTT yéontemi ile MCF-7 ve
DU-145 hiicre hatlarina karsi in vitro sitotoksik etkileri test edilmistir.

Sonu¢ ve Tartisma: 1Csy degerlerine gore 2 numarali konumunda —CHj3 siibstitiienti tagiyan
ligandlar, nonsiibstitiie ligandlara gore test edilen hiicre hatlarinda daha etkili bulunmustur. Ayrica
5(6) numarali konumunda flor siibstitiie L5 ve L6 en etkili benzimidazol tiirevi olarak test edilmistir.
Test edilen kompleksler igerisinde K3, MCF-7 hiicre hattina karst 32.75 uM ICso degeri ile DU-145
hiicre hattinda ise 18.842 uM ICs degeri ile en etkili kompleks olarak bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Benzimidazol, platin(ll)kompleksleri, sisplatin, sitotoksik aktivite
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ABSTRACT

Obijective: Although cisplatin is used successfully in the treatment of cancer patients in the clinic,
resistance development and serious toxic side effects are seen in patients. In order to avoid these
disadvantages, in this study, it was aimed to synthesize platinum(ll) complexes using 2,5(6)-
disubstitutedbenzimidazole derivative carrier ligands and to test their cytotoxic effects.

Material and Method: L1-L6 carrier ligands were synthesized according to the Philips method.
K1-K4 complexes were synthesized by heating and mixing K-PtCl,s and the appropriate ligand. The
chemical structures of synthesized L1-L6 and K1-K4 were elucidated by elemental analysis,
Infrared and H Nuclear Magnetic Resonance. In vitro cytotoxic effects of L1-L6 carrier ligands
and K1-K4 complexes against MCF-7 and DU-145 cell lines were tested by MTT method.

Result and Discussion: Ligands with —CHj3 substituent in position 2 according to 1Cso values were
found to be more effective in tested cell lines than non-substituted ligands. Also, fluorine substituted
L5 and L6 at position 5(6) were tested as the most effective benzimidazole derivatives. Among the
tested complexes, it was found to be the most effective complex with an 1Csy value of 32.75 uM
against the K3 MCF-7 cell line and with an 1Csq value of 18.842 uM in the DU-145 cell line.
Keywords: Benzimidazole, cisplatin, cytotoxic activity, platinum(l1)complexes

GIRIS

Kanser diinya c¢apinda kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra en Onde gelen mortalite
sebeplerinden bir tanesidir [1]. Tiirkiye’de Saglik Bakanliginin raporuna gére 2030 yilinda 22 milyon
yeni kanser vakasinin ortaya ¢ikmasi &n goriilmektedir [2]. Onemli bir halk sagligi problem olan kanser,
iilkelerin sosyoekonomik kosullari ile hasta ve yakinlarmin psikososyal durumlarint olumsuz olarak
etkilemektedir. Bu nedenle erken teshis ve etkili tedavi yontemleri ile mortalite ve morbidite oraninin
diismesi kanseri tedavi edilebilir hastaliklar arasia koymaktadir. Bu amagla bilim insanlari, tedavisi
glic veya direng gelismis kanser tiirlerini tedavi edebilen kemoterapétik ilag gelistirme ¢alismalarina hiz
kesmeden devam etmektedirler [3,4].

Kanser tedavisinde kullanilan ve en etkili kemoterapotik gruplardan birisi platin kompleksleridir.
Bu gruptan ilk kullanilan ilag olan sisplatin (Cis-diammindikloroplatin(II)) 1844 yilinda Michael
Peyrone tarafindan sentezlenmistir [5]. Rosenberg tarafindan yapilan bir ¢alismada antikanser etkisi
tesadiifen bulunmus ve 1978 yilinda sisplatin kanser tedavisinde kullanilmaya baglanmistir [6,7].
Sisplatin, testis, ovaryum, akciger, bas-boyun, mesane ve kiiciik hiicreli olmayan akciger tiimérleri gibi
cesitli tiimor tiirlerine kars1 klinikte etkin olarak kullanilmaktadir [8,9].

Sisplatin giiniimiizde klinik kemoterapi ilaglarmin regetelerinde diger platin ilaglari ile birlikte
hastalarin tedavisinde kullanilan ilaclarin %50°lik bir bolimiinii olusturmaktadir [10,11]. Sisplatin,
karboplatin ve oksaliplatin olmak iizere ii¢ platin(Il) kompleksi tiim diinyada, bolgesel olarak ise
Japonya’da nedaplatin ve miriplatin, Kore’de heptaplatin ve Cin’de lobaplatin kompleksleri klinik
kullamim i¢in onaylanmustir (Sekil 1) [12].

Klinikte basarili bir sekilde kullanilan sisplatinin nefrotoksisite, ototoksisite, hepatotoksisite,
bulant1 ve kusma gibi yan etkiler kullaniminm kisitlamaktadir [13,14]. Ayrica tedavi sirasinda goriilen
rezistans gelisiminin de 6niine gegebilmek igin sisplatin yapisinda bulunan ayrilan ve/veya tasiyici
ligandlarimin degistirilmesi ile yeni platin kompleksleri arastirilmaya devam edilmektedir [15]. Sisplatin
yapisindaki tastyici amonyak ligandinin farkli heterosiklik amin gruplar1 ile yer degistirilmesi
sonucunda rezinstans gelisen kanser tiirlerine kars1 etkili olan veya hig etki goriilmeyen kanser tiirlerine
kars1 terapotik etkinligi artmis kompleks gelistirme calismalar1 hiz kesmeden devam etmektedir [15-
19]. Bu amagla organizmanin tanidig ¢esitli aminoasitler, glukozaminler ve peptidleri tasiyan veya
endojen bilesiklerin biyoizosterleri tagiyici ligand olarak kullanilmaktadir [20-22].

Heteroaromatik bisiklik halka sistemine sahip olan benzimidazol, yapisinda bulunan asidik ve
bazik 6zellige sahip azot atomlarindan dolay1r amfoterik karakter gostermektedir. DNA yap1 tasimi
olusturan piirin bazlarina, bir¢ok kofaktdr, aminoasitler ve vitamin B12 gibi biyoaktif molekiillerinin
yapisinda bulunmasindan dolayr organizmanin tamidigi aromatik bir halka sistemidir [22-25].
Benzimidazol halka sistemine sahip ilaglarin antikanser, antihelmintik, antifungal, antiviral,
antienflamatuvar, antihistaminik, antipsikotik gibi terapétik etkinlikleri bulunmaktadir [25-30].
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Sekil 1. Klinikte kullanilan platin(I1) kompleksleri

Literatiir taramalarinda benzimidazol halkasinin 1, 2 ve 5 numarali konumlari siibstitiie edilerek
farkli hastaliklarin tedavisi i¢cin molekiil tasarlama ¢aligmalarinin yapildigi goriilmektedir [23-33]. Bu
calismada da benzimidazol halkasinin 5 numarali konumunda F/CI/CHs ve 2 numarali konumunda da
H/CHjs siibstitiienti bulunan alti adet 5(6)-floro/kloro/metil-2-hidrojen/metilbenzimidazol tiirevleri
Philips yontemi kullanilarak sentezlenmistir [34]. Sentez edilen L1-L6’nin kimyasal yapilari
aydinlatildiktan sonra potasyumtetrakloroplatinat ile dort adet literatiire kayith olan [Pt(L1).Cl;].H20
(K1), [Pt(L2).Cl;].1.5 H,0O (K2), [Pt(L3).Cl;] (K3) ve [Pt(L4).Cl;].H.0 (K4) sentezlenerek MCF-7
(meme kanseri) ve DU-145 (prostat kanseri)’e kars1 3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium
bromiir (MTT) yontemi ile in vitro sitotoksik etkileri test edilmistir.

GEREC VE YONTEM

Kimyasal Calismalar

Sentez  ¢alismalarinda  kullanilan  4-floro/kloro/4-metil-1,2-fenilendiamin,  potasyum
tetrakloroplatinat, sodyumbikarbonat ve solvanlar analitik niteliktedir (Merck veya Aldrich). ince
tabaka kromatografisi (ITK) calismalarinda 254 nm UV 15181 altinda goriintiilenecek aluminyum plaklar
kullamildi (Merck). L1-L6 ve K1-K4’tin FTIR-ATR spektrumlarinin alinmasinda Perkin Elmer
Spectrum FT-IR Spektrometresi (4000-600 cm™ aralig1) kullamildi. Bilesiklerin NMR spektrumlari ise
détero dimetilsiilfoksit (DMSO-ds) igerisinde Bruker 400 MHz NMR Spektrometresinde alind.
Kimyasal kayma degerleri 6 skalasinda degerlendirildi. Sentezlenen K1-K4 komplekslerinin elementel
analizleri (C, H, N), Leco-932 Cihazi kullamlarak yapildi.

2,5(6)-Disiibstitiiebenzimidazol Tiirevi Bilesiklerin Genel Sentez Yontemi (Phillips Yontemi) (L1-
L6) [34]

0.01 mol sentezlenmek istenen 2,5(6)-disiibstitiicbenzimidazole goére 4-floro/kloro/metil-o-
fenilendiamin tiirevi ile 0.02 mol formik asit veya asetik asit balon igerisine alindiktan sonra iizerine
100 ml 5 N HCI ilave edildi. Reaksiyon karigimi 8-24 saat arasinda degisen siirelerde 1sitilmasiyla
sentezlendi. Reaksiyonun tamamlanmasi ITK ile izlendi. Reaksiyonun tamamlandig1 anlasildiktan sonra
balon igerigi buz banyosu icerisinde nétralize edildi. Cokelek siiziildiikten sonra soguk su ile yikandu.
Kristalizasyon solvani olarak su veya su-etanol kullanildi. Olusan kristal halindeki bilesik siiziilerek
kurutuldu.

Tastyic1 Ligandlarin Karakterizasyonu
5(6)-Klorobenzimidazol (L1) Erime noktasi: 118-120°C (125-126°C [36, 37], 124-126°C [38],
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122-123°C [39]); FTIR-ATR: 3080-2564 (-N-H ve =C-H, gerilimleri), 1623-1283 (C=N ve C=C
gerilim, N-H ve C-H egilim) cm™; *H-NMR (DMSO-ds): 5 8.34 (s, 1H), 7.70 (d, J= 2 Hz, 1H), 7.66 (d,
J=8.4 Hz, 1H), 7.29 (dd, J=8.4 Hz, J= 2 Hz, 1H) ppm.

5(6)-Kloro-2-metilbenzimidazol (L2) Erime noktasi: 201-202°C (197-199°C [38], 199-200°C
[39]); FTIR-ATR: 3100-2533 (-N-H, =C-H ve —C-H gerilimleri), 1618-1278 (C=N ve C=C gerilim, N-
H ve C-H egilim) cm™; *H-NMR (DMSO-dg) : 7.51 (d, J= 2 Hz, 1H), 7.47 (d, J= 8.8 Hz, 1H), 7.14 (dd,
J=8.8, J= 2 Hz, 1H), 2.49 (s, 3H, CH3) ppm.

5(6)-Metilbenzimidazol (L3) Erime noktasi: 112-113°C (115-116°C [37]); FTIR-ATR: 3230-
2557 (-N-H, =C-H, —C-H gerilimleri), 1618-1245 (C=N ve C=C gerilim, N-H ve C-H egilim) cm*; 'H-
NMR (DMSO-dg): 9.53 (s, 1H), 7.75 (d, J= 8.8 Hz, 1H), 7.65 (s, 1H), 7.41 (d, J=8.4 Hz, 1H), 2.49 (s,
3H, CHs) ppm.

5(6)-Metil-2-metilbenzimidazol (L4) Erime noktasi: 198-200°C (201-202°C [40], 203-204°C
[41]); FTIR-ATR: 3146-2563 (-N-H, =C-H, —C-H gerilimleri), 1630-1281 (C=N ve C=C gerilim, N-H
ve C-H egilim) cm*; 'H-NMR (DMSO-de): 7.33 (d, J= 8 Hz, 1H), 7.23 (s, 1H), 6.90 (d, J= 8 Hz, 1H),
2.43 (s, 3H, CHs), 2.37 (s, 3H, CH3) ppm.

5(6)-Fluorobenzimidazol (L5) Erime noktasi: 132-133°C (128-132°C) [42], 130-132°C [43]);
FTIR-ATR: 3085-2573 (-N-H, =C-H, —C-H gerilimleri), 1631-1294 (C=N ve C=C gerilim, N-H ve C-
H egilim) cm™; *H-NMR (DMSO-ds): 8.52 (s, 1H), 7.66 (dd, J= 8.8 Hz, J=4.8 Hz, 1H), 7.46 (dd,
J=9.2Hz, J=2.4 Hz, 1H), 7.14 (td, J=9.8 Hz, J=2,4 Hz, 1H) ppm.

5(6)-Fluoro-2-metilbenzimidazol (L6) Erime noktasi: 177°C (177-179°C [41], 176-178°C [44]);
FTIR-ATR: 3115-2587 (-N-H, =C-H, —C-H gerilimleri), 1632-1248 (C=N ve C=C gerilim, N-H ve C-
H egilim), 770 (siibstitiiebenzen =C-H plan dis1 egilim); *H-NMR (DMSO-dg): 12.20 (s, 1H), 7.40 (dd,
J=8.8, J=4.8 Hz, 1H), 7.21 (dd, J=9.6, 2.4 Hz, 1H), 6.91 (td, J=9.2, J=2.8 Hz, 1H), 2.44 (s, 3H, CH5)
ppm.

K1-K4 Platin(11) Komplekslerinin Genel Sentez Yontemi [35]

K2PtCls’tin (0.6 mmol) 5 ml distile su igerisindeki ¢ozeltisine sentez edilmek istenilen komplekse
gore secilen L1-L4 tiirevi tasiyici-ligand (1.10 mmol) etanol-distile su karisiminda (7:3 ml) ¢oziilerek
ilave edildi. Reaksiyon karisimi 40-60°C’ye kadar karanlikta karistirildi. Reaksiyon ortaminin pH’s1 0.1
M sodyum bikarbonat ¢ozeltisi ile yaklasik pH 7’ye ayarlandi. Reaksiyonun tamamlandigi ITK ile
anlasildiktan sonra olusan ¢okelek vakumda siiziildii. Ardindan olusan ¢okelek sirayla su, etanol ve eter
ile yikanarak temizlendi.

[dikloro-di(5(6)-klorobenzimidazol)platin(ll).H.O (K1) [Pt(L1).Cl;].H.0O. Verim: %16.37;
Erime Noktasi: > 400; FTIR-ATR: 3210-2980 (-N-H, =C-H, O-H gerilimleri), 3183 (N-H gerilim),
1622-1296 (C=N ve C=C gerilim) cm™; *H-NMR (DMSO-ds): § 13.64 (s, 2H, 2x N-H, DO degisimi
yapilmugtir), 8.91 (d, J=1.6 Hz, 1H), 8.85 (s, 1H), 7.89 (dd, J= 1.6 Hz, J= 2 Hz, 1H), 7.83-7.77 (m, 1H),
7.61 (dd, J=1.6 Hz, J= 1.6 Hz, 1H), 7.57-7.53 (m, 1H), 7.32-7.25 (m, 2H) ppm; Elementel analiz:
C14H10ClsN4Pt.H,0 Hesaplanan C, 28.54; H, 2.05; N, 9.51. Bulunan: C, 28.79; H, 2.00; N, 9.79.

[dikloro-di(5(6)-kloro-2-metilbenzimidazol)platin(1).1.5 H,O (K2) [Pt(L2).Cl;].1.5 HO.
Verim: % 18.3; Erime Noktasi: > 400; FTIR-ATR: 3184-2986 (-N-H, =C-H, —-C-H ve O-H gerilimleri),
1623-1221 (C=N ve C=C gerilim) cm™; *H-NMR (DMSO-dg): 13.44 (bs, 2H, 2x N-H, D,0O degisimi
yapilmistir), 8.27-7.96 (m, 2H), 7.62- 7.23 (m, 4H), 3.04-2.45 (m, 6H, 2x CH3) ppm; Elementel analiz:
Ci16H14ClsN4P1.1.5 H20O Hesaplanan C, 30.69; H, 2.73; N, 8.94; Bulunan C, 30.12; H, 2.41; N, 8.63.

[dikloro-di(5(6)-metilbenzimidazol)platin(I1) (K3) [Pt(L3).Cl.]. Verim: % 28.28; Erime Noktas:
> 400; Elementel analiz: CigHis CI2N4Pt; FTIR-ATR: 3277-2981 (-N-H, =C-H ve —C-H gerilimleri),
1597-1248 (C=N ve C=C gerilim) cm™; *H-NMR (DMSO-ds) &: 13.26 (s, 2H, 2x N-H, DO degisimi
yapilmugtir), 8.76-8.71 (m, 2H), 7.72-7.57 (m, 2H), 7.36-7.25 (m, 2H), 7.06-6.98 (m, 2H), 2.48-2.30 (m,
6H, 2x CH3) ppm; Elementel analiz: C1H16 Cl.N4Pt Hesaplanan C, 36.24; H, 3.04; N, 10.56; Bulunan
C, 35.98; H, 3.03; N, 10.54.

[dikloro-di(5(6)-metil-2-metilbenzimidazol)platin(l1).H,O (K4) [Pt(L4).Cl;].H.O. Verim: %
46.26; Erime Noktasi: > 400; FTIR-ATR: 3166-2981 (-N-H, =C-H, —C-H gerilimleri), 1602-1226 (C=N
ve C=C gerilim) cm™; 'H-NMR (DMSO-dg): 13.04 (bs, 2H, 2x N-H, D20 degisimi yapilmustir), 7.97-
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7.85 (m, 2H), 7.28- 7.00 (m, 4H), 2.81-2.74 (M, 6H, 2x CHs), 2.48-2.43 (m, 6H, 2x CH3) ppm; Elementel
analiz: C1sH20ClN4Pt.H,O Hesaplanan C, 37.51; H, 3.85; N, 9.72; Bulunan C, 37.65; H, 3.47; N, 9.86.

Biyolojik Cahsmalar

Caligmada ticari olarak satin alinmig MCF-7 meme kanseri hiicre hatt1 (T.C. Tarim ve Orman
Bakanlig1 Sap Enstitiisii, Hiicre Kayit No: 00092502) ve DU-145 prostat kanseri hiicre hatti (ATCC,
HTB-81) kullamldi. Test edilen sentez maddeleri ve sisplatin, hiicrelere uygulanacak besi yerindeki
konsantrasyonu 1/1000 olacak sekilde DMSO ile ¢oziildii. Testlerde kimyasal madde ve malzeme olarak
RPMI 1640 (Sartorius, 01-106-1A) sigir fetus serumu (FBS, Gibco, 10082147), L-glutamin (Thermo,
25030081), amfoterisin (Thermo, 15290018), penisilintstreptomisin (Thermo, 15140130), tripsin-
EDTA (17-161E, Lonza), DMSO (Al0231, Amresco), DPBS-10X (14080-055, Thermo) kullanildu.
MCF-7 ve DU-145 hiicreleri 37°C’deki su banyosunda ¢oziildiikten sonra hiicreler 15 ml’lik falkon tiipe
konulup {izerine katkilt medyum eklendi ve siispansiyon santrifiij edildikten sonra pellet iizerine katkili
medyum eklenerek homojen hiicre siispansiyonu T25 flasklara ekildi. Hiicreler 37°C sicaklik ve %5
CO; ortamina sahip inkiibatérde 3 giinde bir medyumu degistirilerek ¢ogaltildiktan sonra MCF-7 ve
DU-145 hiicreleri %70-80 konfluent olunca pasajlandi ve fosfat tampon soliisyonu (PBS) ile yikandi.
Test icin yeterli miktarda hiicre elde edildikten sonra MTT deney protokiilii uygulandi.

MTT Deney Protokolii

Sentezlenen maddelerin sitotoksik etkileri MTT analizi ile degerlendirildi [45,46]. MTT
analizinde L1-L6 ve K1-K4’iin 2.5, 5, 10, 20, 40, 80 ve 160 uM ve sisplatinin 1.56, 3.125, 6.25, 12.5,
25, 50 ve 100 uM konsantrasyonlar1 analiz edildi. MTT analizi i¢in 96 kuyucuklu plakalara her bir
konsantrasyon i¢in n=3 olacak sekilde kuyucuk basina 8.7x10° hiicre ekim yapildi. Ekimden 24 saat
sonra hiicrelerin tizerindeki medium ¢ekildi ve belirlenen konsantrasyonlarda L1-L6, K1-K4 ve
sisplatin igeren medium eklendi. 72 saat sonra hiicrelerin iizerindeki medyum uzaklastirildi ve her bir
kuyucuga 200 ul medyum ve 50 ul 5 mg/ml MTT igeren medyum eklendi. Hiicreler 37°C sicaklikta 4
saat inkiibe edildi. Daha sonra hiicrelerin iizerindeki medyum ¢ekildi ve her her bir kuyucuga 200 pl
DMSO ve pH degeri 10.5 olan glisin tamponundan 50 pl eklendi. Plakalar bekletilmeden ELISA
cihazinda 570 nanometre (nm) dalga boyunda 6l¢iildi.

ICs0 degerinin hesaplanmasinda doz-absorbans egrisi Microsoft excel programui kullanilarak elde
edildi.

Sitotoksik Aktivite Test Sonuclari

Bu ¢aligmada sentez edilen L1-L6 ve K1-K4’{in sitotoksik aktiviteleri MTT yontemi ile MCF-7
ve DU-145 hiicre hatlarina karsi test edildi [45,46]. L1-L6 ve K1-K4’iin 2.5, 5, 10, 20, 40, 80 ve 160
uM; sisplatin 1.56, 3.125, 6.25, 12.5, 25, 50, 100 uM konsantrasyonlardaki ICso degerleri Tablo 1°de,
MCF-7 ve DU-145 hiicre hattina karsi canlilik degerleri Tablo 2’de verilmektedir.

Tablo 1. L1-L6, K1-K4 ve sisplatin MCF-7 ve DU-145 hiicre hattina karsi ICso degeri (uM)

Ligand veya Formiil MCF-7 DU-145
Kompleks No
L1 N 239.73 513.22
; >
N
H
L2 N 187.85 228.38
c \>~CH3
N
H
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Tablo 1 (devami). L1-L6, K1-K4 ve sisplatin MCF-7 ve DU-145 hiicre hattina kars1 ICso degeri (uM)

L3 N 268.93 383.79
N
N
H
L4 N 161.35 207.57
H,C \>—CH3
N
H
L5 N 68.29 81.27
)
N
H
L6 N 59.45 61.12
\>—~CH3
N
H
K1 [Pt(L1)Cly] 67.28 34.92
K2 [Pt(L2).Cl:] 75.62 89.07
K3 [Pt(L3)2Cl:] 32.75 18.84
K4 [Pt(L4).Cl:] 66.72 62.82
Sisplatin 62.43 49.96

Tablo 2. L1-L6, K1-K4 ve sisplatin MCF-7 ve DU-145 hiicre hattina kars1 % canlilik degerleri

% Canhhk (uM +SS)

C(nM) L1 L2 L3
MCF-7 DU-145 MCF-7 DU-145 MCF-7 DU-145

160 61.25+1.46 | 80.42+1.22 | 54.76 £1.63 | 65.22+4.71 | 59.70 £2.38 | 74.69 + 10.96
80 85.63+3.20 | 83.56+1.20 | 67.93+£6.19 | 69.07+5.01 | 64.91+2.54 | 81.62+1.67
40 89.60+2.84 | 87.61+1.77 | 73.49+5.63 | 83.95+0.68 | 65.57+1.38 | 83.31+0.92
20 92.734+1.41 | 89.26+1.47 | 7414+3.12 | 87.47+3.51 | 68.02+3.61 | 86.16+2.54
10 89.06+£0.81 | 91.06+2.23 | 7691 +£1.98 | 88.65+0.28 | 70.71+0.59 | 87.48+2.78
5 90.734+0.99 | 92.24+0.94 | 83.15+5.52 | 90.56+1.99 | 73.12+3.33 | 90.84 +£2.37
2.5 93.53+£0.51 | 94.74+1.88 | 81.12+1.68 | 90.72+0.73 | 73.47+0.78 | 95.12+3.80

L4 L5 L6
160 5227+2.73 | 59.69+5.86 | 14.02+1.15 | 3.38+1.15 | 18.46+1.01 | 18.29+0.72
80 63.40+7.42 | 72.74+5.54 | 38.92+5.06 | 48.27+5.06 | 38.74+0.95 | 42.73+£3.52
40 71.26+2.03 | 87.46+4.83 | 63.77+0.68 | 83.28+0.68 | 58.36+1.99 | 55.63 £0.63
20 80.14+0.39 | 87.90+3.75 | 68.74+1.82 | 86.53+1.82 | 64.77+1.70 | 61.58+£0.48
10 82.32+4.78 | 89.36+0.96 | 69.65+1.70 | 89.90+1.70 | 66.32+2.20 | 64.02+2.53
5 83.13+1.30 | 89.49+5.23 | 78.94+0.19 | 91.13+0.19 | 67.11+3.00 | 68.43 +1.57
2.5 81.65+1.68 | 89.00+4.03 | 84.16£2.51 | 93.16+2.51 | 68.88+1.14 | 76.05+1.75
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Tablo 2 (devami). L1-L6, K1-K4 ve sisplatin MCF-7 ve DU-145 hiicre hattina kars1 % canlilik degerleri

K1 K2 K3

160 10.15£0.70 | 3.96+£0.01 | 1227145 | 444+0.11 | 08.75+0.02 | 3.39+0.04
80 40.37+£1.29 | 8.50£0.19 | 4597+1.75 | 53.36+2.74 | 10.89+0.34 | 3.90+0.55
40 55.70+£2.73 | 25.95+1.36 | 72.52+4.64 | 92.58+1.25 | 28.85+£0.69 | 5.82+0.19
20 73.11+1.23 | 63.77+1.89 | 75.82+6.77 | 97.17+£0.66 | 65.10+3.97 | 33.94+1.19
10 80.00+1.85 | 80.39+1.56 | 74.41+1.43 | 98.12+0.58 | 68.06+2.65 | 46.06 +4.54

S 81.74+4.74 | 86.68+0.91 | 80.24+6.38 | 94.17+3.90 | 68.57+2.12 | 79.34+4.67
2.5 80.124+1.58 | 93.31+1.65 | 82.34+3.28 | 96.05+0.13 | 82.16+4.27 | 86.37+2.49

C(uM) Sisplatin

160 07.23+0.36 | 03.00=+0.22 100 3476 £1.82 | 15.09+1.10
80 18.76 £0.44 | 14.83 +3.04 50 50.60=0.51 | 38.50+2.20
40 63.72+2.28 | 54.85+3.01 25 59.70+=2.49 | 54.90+3.00
20 71.93+5.70 | 74.89+2.25 12.5 7691+ 1.21 | 83.77+4.00
10 87.06+6.34 | 88.06+0.80 6.25 83.53+1.85 | 93.72+0.47

5 94.00 +6.66 | 96.40 +1.50 3.125 86.53+£3.49 | 98.46+0.12
2.5 95.68+2.85 | 94.85+1.57 1.56 91.02+2.34 | 99.23+0.47

SONUC VE TARTISMA

Azot tastyan heterosiklik bilesikler organizmada ve bir¢ok ila¢ etken maddesinin yapisinda
bulundugu i¢in medisinal kimya alaninda bu bilesikler iizerine yapilan ¢alismalar giderek artmaktadir.
1 ve 3 numarali konumlarinda iki adet azot atomu tasiyan benzimidazol ve tiirevleri antihipertansif,
antikanser, antiviral, antidiyabetik, antimikrobiyal, antiinflamatuar, antikonviilsanlar, antiiilser vb. gibi
birgok farmakolojik aktiviteye sahiptir [47,48].

Klinikte kullanilan ilk platin(I) kompleksi bilesik olan sisplatin antikanser etkisinin tesadiifi
kesfinden giliniimiize kadar klinikte en ¢ok regetelenen ilag olma Ozelligini korumaktadir. Klinik
kullanim dezavantajlarmi azaltmak i¢in sisplatinin tasiyict ve ayrilan ligandinin farkli gruplar ile
yerdegistirilmesi sonucu binlerce platin kompleksi sentezlenmis ve sitotoksik etkileri test edilmistir.
[49,50].

Bu calismada bir¢ok ila¢ molekiiliiniin farmakofor kismini olusturan 6 adet benzimidazol tiirevi
bilesik Phillips yontemi ile sentezlenmistir [34]. Flor atomu, medisinal kimyada ila¢ molekiilii
gelistirmede en Onemli biyoizosterlerden birisi olma o6zelligini tasimaktadir. Florun, H atomuna
benzemesine ragmen karbon atomu ile olusturdugu C-F bagi, C-H bagina gore daha kuvvetli ve
lipofilisitesi daha yiiksektir. Ayrica iyonize olabilen proton tasiyan fonksiyonel gruba sahip bilesiklerin
pKa’smi diigiirmektedir. Birgok enzim veya reseptoriin aktif bolgesine baglanabilen, H atomuna sahip
bilesik ile karsilastirildiginda, benzer veya daha yiiksek farmakolojik etki gosteren florsiibstitiie
bilesikler tasarlanmaktadir [51]. Yaptigimiz literatiir taramalari sonucunda antikanser aktivitesi
olabilecek benzimidazol halkasinin 5 numarali konumuna F, Cl veya CHs ve 2 numarali konumuna da
H/CHs olan 6 adet 5(6)-floro/kloro/metil-2-hidrojen/metilbenzimidazol tasiyici ligandlarin sentez
semas1 Sekil 2°de verilmektedir. L1-L6’nin erime noktalari, FTIR ve 'H-NMR spektrumlart literatiirde
kayitli olan veriler ile karsilastirilmigtir. Elde edilen veriler literatiir ile uyumludur [36-44].

NH, "
5NHCI , X N\
+ —— = R, R,
HCOOH |
R, NH, veya F N
CH:COCH
Ry=Cl, CH; F R>=H, CH;
Sekil 2. Ligand L1-L6’nin sentez gemasi
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Sentez edilen tasiyict ligandlardan  5(6)-flurobenzimidazol (L5) ve 5(6)-fluro-2-
metilbenzimidazol (L6)’1n etanol/su, 0.5 N HCI veya DMF ¢oziiciilerinde KoPtCls ile komplekslesme
reaksiyonlar1 yapilmistir. Degisen siire ve sicakliklarda reaksiyon sartlar1 denenmis ancak ‘H-NMR
sonuglar1 gore saf olarak iiriin izole edilemedigi anlasilmistir. Bu komplekslerin sentezi daha sonraki
caligmalarimizda yapilmak tizere bu ¢aligmaya dahil edilmemistir. Diger tasiyici ligandlar L1-L4 ve
K2PtCls’den hareketle kapali formiilii [Pt(L1).Cl2].H20, [Pt(L2).Cl;].1.5H.0, [Pt(L3)Cly] ve
[Pt(L4).Cl;].H.0 olan Nzeyimana ve arkadaslar1 tarafindan daha énceden sentezlenen 4 adet K1-K4
platin (11) komplekleri, literatiire kayitl yontem kullanilarak bu ¢alisma yeniden sentezlenmistir (Sekil
3) [35].

N NP, —PICl,
CH;CH,OHH,0 L P 2
L1-L4 + K.PtCl, > -
CH,
N—prct —PICI,

Sekil 3. K1-K4’iin sentez semasi

K1-K4’iin kimyasal yapilarimn belirlenmesi i¢in L1-L4’iin aym sartlarda FTIR ve ‘H-NMR
spektrumlar1 alinmistir. EK olarak sentez edilen K1-K4’iin elementel analiz verileri kullanilmustir.
Komplekslerin kimyasal yapisi, komplekslesme ile L1-L4 kimyasal yapisinda bulunan belirleyici
gruplara ait piklerdeki degisiklikler ve kayma ile belirlenmistir. Elementel analiz verileri gore L1-L4
tek disli ligand olarak potasyum tetrakloroplatinat ile 1:2 Platin: L1-L4 oraninda platin(I) kompleksi
olusturmak tizere reaksiyona girdigi belirlenmistir.

K1-K4’iin kimyasal yapilarinin aydinlatilmasinda 3 numarali konumdan platine baglandiginin
kamtlanmasi igin IR ve *H-NMR spektrumlarinin incelenmesi sirasinda N-H grubuna ait sinyallerin
varhg ve yerleri iizerinde durulmustur. Elde edilen IR ve 'H-NMR verileri komplekslesmenin,
siibstitiiebenzimidazol halkasinin 3 numarali piridin azotu iizerinden oldugunu desteklenmistir.

L1-L6’ya ait spektrumda 3100-2530 cm™ bolgesinde kuvvetli, yayvan multiplet absorbsiyon
bandlar1 goriilmektedir. K1-K4’¢ ait IR spektrumlarinda L1-L4’tin spektrumunda goriilen bu yayvan
pikin yerine daha keskin pikler goriilmektedir. Bu bulgu, L1-L4’{in yapisinda bulunan “imino hidrojeni”
nin serbest olarak bulundugunu kanitlamaktadir. Bu bulgu, bazi azol tiirevi tasiyici ligandlarin ¢esitli
metaller ile yapmis olduklar1 kompleksler i¢in verilmis literatiir verileri ile uygunluk gostermektedir
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[53-55]. N-H gerilim bandlarindaki bu keskinlesme, kompleks olusumu ile pirol azotuna ait protonun
tautomerisinin engellenmis olmasindan kaynaklanmaktadir [56].

K1-K4’iin yapisinin aydnlatilmasi i¢in *H-NMR spektrumu kompleksler organik ¢oziiciilerde
¢oziinmedigi i¢in DMSO-ds iginde ¢oziilerek alinmistir. L1-1L.4 ve K1-K4’iin sahip oldugu protanlara
ait piklerdeki kaymalar ve yarilmalar beknenen alanda gézlenmistir [35]. 2,5(6)-siibstitiiebenzimidazol
halkasimin pirol azotuna ait proton, N'-C-N* boyunca esit olarak delokalize oldugundan *H-NMR
spektrumunda bu sinyal bazen goriillmemektedir [57]. Sentez edilen ligandlardan sadece L6 ligandina
ait N-H protonu 12.20 ppm singlet olarak gézlenmistir. K1-K4’e ait N-H protonlar1 sirasiyla 6 13.64,
13.44, 13.26 ve 13.04 ppm de goriilmektedir.

Bu ¢alismada sentez edilen ligand L1-L6 ve kapali formiilii [Pt(L1).Cl.].H20O, [Pt(L2).Cl;] .1.5
H.0O, [Pt(L3).Cl,] ve [Pt(L4).Cl;].H,0 olan K1-K4’iin MCF-7 (meme kanseri) ve DU-145 (prostat
kanseri) hiicre hatlarma karst MTT yontemi ile sitotoksik etkileri test edilmistir. K1-K4’tin 160-2.5 uM
ve sisplatinin 100-3.125 puM arasindaki konsantrasyonlarmin test edilen hiicre hatlarma karsi ICso
degerleri Tablo 1 ve % canlilik degerleri Tablo 2’de verilmektedir.

ICso degerlerine gore 2 numarali konumda metil tagiyan ligandlar, nonsiibstitiie ligandlara gore
daha etkili bulunmustur. 5(6) numarali konumda flor siibstitiisyonuna sahip L5 ve L6 test edilen MCF-
7 hiicre hattinda 68.29 ve 59.45 uM ve DU-145 hiicre hatlarmma karsi ve 81.27 ve 61.12 uM aktiviteye
sahiptir. Diger ligandlar L1-L.4 MCF-7 hiicre hattina kars: sirasiyla 239.73, 187,85, 268.93 ve 161.35
uM ICsp degerlerine sahipken DU-145 hiicre hatlarina kars sirasiyla 513.22, 228.38, 383.79 ve 207.57
uM ICsp degerine sahip oldugu test edilmistir. 5(6)-Floro siibstitiie benzimidazol ligandlar1 L5 ve L6
test edilen MCF-7 ve DU-145 hiicre hatlarina karst L1-L4 tastyici ligandlarindan daha disiik ICso
degerlerine sahip oldugu bulunmustur.

L3 tastyici ligandina sahip K3 kompleksi MCF-7 hiicre hattina karst 32.75 uM ICso degeri ile
DU-145 hiicre hattinda ise 18.84 uM ICsg degeri ile en etkili kompleks olarak test edilmistir. MCF-7
hiicre hattina kars1 diger en etkili kompleksler sirasiyla 66.72, 67.28 ve 75.62 uM ICsq degerlerine sahip
K4, K1 ve K2 kompleksleri olarak bulunmustur. Test edilen DU-145 hiicre hattinda ise 34.92, 62.82 ve
89.07 uM ICsp degerlerine sahip K1, K4 ve K2 kompleksleri bulunmustur. Tasiyici ligandlarin tam tersi
olarak 2 numarali konumda metil tasimayan kompleksler (K1 ve K3), metil tagiyan komplekslerden (K2
ve K4) daha etkili bulunmuslardir.

MTT test sonuclarina DU-145 ve MCF-7 hiicre hatlarina karsi1 K3 ve DU-145 hiicre hattina karsi
K1 test edilen kompleksler igerisinde siplatinden daha etkili olarak bulunmustur. Diger sentez edilen
kompleksler K2 ve K4 test edilen her iki hiicre hattina kars sisplatin ile karsilagtirilabilir etkiye sahip
oldugu goriilmektedir.
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