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ONSOZ

Inorganik bilesiklerin sentezlenmesi ile giiniimiiz tip alaninda bir¢ok ilag
gelistirilmistir.  Cagimizin en biyiikk hastaliklarindan biri  sayilabilecek kanser
tedavisinde de inorganik bilesiklerin kullanilmasi, inorganik bilesiklerinde Onemini
artirmaktadir. Fakat sentezlenen bilesiklerin ¢ogunun suda ¢o6ziiniir olmamasindan
dolay1 tedavi asamasinda hiicre hatlarinda kullanilmasi olduk¢a zordur. Bu ¢alisma ile
kanser tedavisinde (kemoterapi) kullanilan cis-platin kompleksine benzer metal
kompleksleri sentezlenmis ve bunlarin antikanser 6zellikleri incelenmistir. En 6nemli
nokta elde edilen bilesiklerin suda ¢oziinlir olmasidir ve bu ozellikten faydalanilarak
komplekslerin hiicre hatlarinda daha iyi ¢oziinerek kanser hiicrelerine daha iyi etki

etmesi planlanmaktadir.
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OZET

Yiksek Lisans Tezi

AMINOMETILFOSFIN LIGANDI iLE HAZIRLANAN SUDA COZUNEBILIR
Pt(II), Pd(II), Rh(I), Ru(1l), Au(l) KOMPLEKSLERININ SENTEZI VE SITOTOKSIK
ETKINLIKLERININ INCELENMESI

Servet MENTES

T.C.
Aksaray Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dali

Danisman : Dog. Dr. Ayfer MENTES 5
Ikinci Danisman : Prof. Dr. Osman SERINDAG

Birgok organik molekiilin yani sira gecis metali komplekslerinin de kemoterapide
kullanildigi  bilinmektedir. cis-platin olarak da bilinen diamindikloroplatin(Il)
kompleksi, kemoterapide en fazla kullanilan ge¢is metali komplekslerindendir. Fosfin
iceren metal kompleksleri arasinda aminometilfosfin (R,P-CH,-N) komplekslerinin anti
kanser Ozeliklerinin incelenmesine yoOnelik caligmalar yetersiz —sayilabilecek
durumdadir.

Bu ¢alismada, suda ¢oziilebilir fosfin komplekslerinin potansiyel olarak insan viicuduna
kolay alinabilmesi, in vivo ve in vitro ortamda kararli olmas1 gibi 6zelliklerinden dolay1
aminometilfosfin ligandi1 ve gecis metal kompleksleri sentezlenmistir. Schlenk teknigi
ile primer aminden c¢ikilarak azot atmosferinde Mannich reaksiyonuyla
aminometilfosfin ligand1 sentezlenerek ve bu ligandin Pt(II), Pd(II), Rh(I), Ru(Il) ve
Au(l) ile metal kompleksleri elde edilmistir. Olusan komplekslerin yapilart FT-IR, *H,
3¢C ve *'P-NMR spektroskopisi ve mikro analitik teknikler kullanilarak aydinlatilmistir.
Termal kararliliklart TG/DTA analizleri ile belirlenmistir.

Sentezlenen fosfin igeren metal komplekslerinin antitiimoral aktitivitelerinin oldugu
belirlenmistir.

2013, 46 Sayfa

Anahtar Kelimeler: Metal Kompleksleri, Tersiyer Fosfin, Suda Coziinebilir
Aminometilfosfin, Termal Analiz, Anti-Kanser Etki, Sitotoksisite



ABSTRACT

Master of Science Thesis

SYNTHESIS OF WATER-SOLUBLE Pt(11), Pd(I1), Rh(I), Ru(IT), Au(l)
COMPLEXES WITH AMINOMETHYLPHOSPHINE LIGAND AND
INVESTIGATIONS OF THEIR CYTOTOXIC ACTIVITIES

Servet MENTES

T.R.
Aksaray University Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry

Supervisor : Assoc. Prof. Dr. Ayfer MENTES
Co-Supervisor : Prof. Dr. Osman SERINDAG

In addition to many organic compounds, it is well known that transition metal
complexes are also used for chemoterapic investigation. Diamindichloroplatinum(ll)
complex, also known as cis-platinum, is one of the most widely used transition metal
complex in chemotherapies. However, among the phosphine containing metal
complexes, investigation of anticancer activity of aminomethylphosphine (R,P-CH,-N
type) has not been sufficiently studied.

In this study, aminomethylphosphine ligand and their metal complexes were
synthesized due to their advantages such as stability in vivo and in vitro conditions and
can be taken easily by human body of water soluble phosphine complexes. With this
scope, aminomethylphosphine ligands have been synthesized based on the Mannich
reaction, and metal complexes of these ligands with Pt(11), Pd(I1), Rh(l), Ru(ll) and Au(l)
have been prepared using Schlenk techniques under nitrogen atmosphere. All the
obtained complexes have been characterized using FT-IR, 'H, *C ve *P-NMR
spectroscopies and microanalytic techniques. Thermal stability of the complexes was
evaluated by TG/DTA analysis.

Antitumoural activities of synthesized metal complexes containing phosphine have
been determined.

2013, 46 Pages

Keywords: Metal Complexes, Ter-Phosphine, Water Soluble
Aminomethylphosphine, Thermal Analysis, Anti-Cancer Effect, Cytotoxycity
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1. GIRIS

Cagimizda tiim insanligin ortak bir sorunu olarak goriilen kanser; her iilkede, her yasta
gorilebilen, cografi sinir tanimayan, sosyal statii ve gelir durumu ayrimi yapmayan,
evrensel bir sorun niteligindedir. Kanser, en basit ve en anlasilir sekilde; kontrolden
¢ikan anormal hiicrelerin diizensiz ¢ogaldigi hastaliklar grubu olarak tanimlanabilir.
Kanser hiicresi normal hiicrelerden farkli olarak, kontrolsiiz ve sinirsiz ¢ogalma, kan ve
lenf yolu ile uzak organlara giderek iireme, orada yerleserek koloni yapma yetenegine
sahiptir. Dahast canlinin dogal bagisiklik sisteminden kacabilmekte ve Gliime sebep
olabilmektedir. Bu denli liimciil bir hastaligin tedavi edilebilmesi olduk¢a dnemlidir ve
giinimiizde bu amagla ¢esitli yontemler kullanilmaktadir. Bu yoOntemler arasinda
kemoterapinin (ilagla tedavi) yeri olduk¢a Onemlidir. Bu amagla birgok dogal ve
sentetik organik molekiiliin yan1 sira ge¢is metali komplekslerinin de kullanildigt
bilinmektedir (Yang ve Guo, 1999).

Yapilan ¢aligmalar sonucunda, halen kanser tedavisinde kullanilan cis-platin
tiirevlerinin yani sira tersiyer fosfin ligandlarini (PR3) igeren metal komplekslerinin de
kanser tedavisinde kullanilabilme potansiyellerinin oldukg¢a yiiksek oldugu tespit
edilmistir (McKeage, 2002).

Suda ¢oziinebilir fosfin ligandlarinin sentezi, o6zellikle tip alaninda viicuda kolay
almabilir komplekslerinin sentezi ve organik reaksiyonlarda reaksiyon ortaminda faz
fark1 nedeniyle rahatlikla alinabilmesi acisindan olduk¢a 6nemlidir. Bu tiir bilesiklerin
sentezinde, Oncelikle yapida varsa aril grubunun siilfolanmasi, liganda karboksil
(-COOH), hidroksit (-OH) grubu baglanmasi ve amin (-NH>) grubu baglanip kuarterner
amonyum tuzu (NHR3") olusturularak veya tag eterli fosfinlerde tag eter icerisine toprak
alkali metali yerlestirilerek suda ¢oziinebilen fosfinler elde edilmektedir (Ellis vd.,
1992).

Bu ¢aligmanin temel amaci dogrultusunda P-C-N bag1 iceren aminometilfosfin ligandi
sentezlenmis ve bu ligandin platin(ll), paladyum(ll), altin(I), rodyum(I), rutenyum(ll)
metal kompleksleri elde edilmistir. Spektroskopik analizlere gore metal komplekslerinin
yap1 tayinleri yapilmis ve iki disli aminometilfosfin ligandinin beklenen metal

komplekslerini verdigi tespit edilmistir.



2. LITERATUR OZETI

Fosfinlerin genel formiilleri PR3 olup R = alkil, aril ve hidrojendir. PH; (fosfin), PMes
(trimetilfosfin), PPhs (trifenilfosfin), fosfitlerin genel formiilleri ise P(OR)3 olup her iKi
yapida oldugu gibi fosfor tizerindeki bir ¢ift ortaklanmamis elektron (donor elektronlar)
ile metale koordine olmaktadir. Bir gecis metaline bir fosfin ligandinin baglanabilme
yetenegi genellikle onun sterik ve elektronik 6zelliklerine baghdir. Sterik ve elektronik
ozellikleri degistirilerek bir fosfin ligandinin gegis metalleri ile olusturacag
komplekslerinin, katalitik reaksiyonlardaki aktivitesi ve segiciligi arttirilabilir. Bu
kompleksler tek disli ligandlara gore daha kararli kompleksler olup belirli bir {iriiniin
katalizlenmesi agisindan stereogenik (kiral atomlu) ve stereospesifik (sadece tek iiriin

olusturan) katalizorlerdir (LaPointe 1999).

R,P—— NH (CHy), HRN\
\ / _CH,
PR, R,P PR, R,P
Aminofosfin Alkilfosfin Aminometilfosfin

Sekil 2.1. Aminofosfinin genel yapilar

Hem fosfor hem de azot dondr atomlu aminometil fosfinler (Sekil 2.1) iki digli
ligandlardandir ve sentezlenmesi genel olarak Mannich reaksiyonu ile yapilir. Mannich
reaksiyonu aminometilfosfinlerin metal komplekslerinin sentezinde yeni bir kapi
acmistir. P-C-N bagi iceren aminometilfosfinler, formaldehitin sekonder fosfin ile
(RR’PH) ile reaksiyonundan elde edilmektedir. Alkil veya aril eklentili fosfinlerin, R3P,
(R = alkil, aril) sentezlenmesi i¢in PHzveya Ph,PH’deki H ile yer degistirme veya PCl3
ve Ph,PCI gibi klorlu fosfinlerin stokiyometrik miktarda LiR ile tepkimesi sonucu elde
edilebilir (Sekil 2.2). Boylelikle mono, di ve trifosfinler sentezlenebilir. P-CH,-P bagi
ya da aminometilfosfin P-C-N bagi i¢eren fosfinler hakkinda giiniimiizde oldukga fazla
sentez yapilmistir. Aminometilfosfin, yaygin olarak diklorometan, tetrahidrofuran veya
toluen ¢oziiciileri kullanilarak Ph,PH, amin ve formaldehitin asiris1 ile tepkimeye

sokularak elde edilir (Coates ve Hoya, 1960).



RRPH + RRNH + HCHO > RRPCH,NRR' +H,0

thp_\

N—R

thpJ

Ph,PH + HCHO +H,NR

Y

1. KOH, MeOH/H,0
R,P(CH,0COMe),_, > RP(CH2NRy)3,
2. R,NH

Sekil 2.2. Aminometilfosfin sentez tepkimeleri

Kimyasal reaksiyonlarda organik ¢oziiciilerin yerine; su bazli ya da organik ¢oziiciiler
kadar zararli olmayan alternatifler diisiiniilmesi daha ¢ok suda c¢oziinen bilesikler
sentezleme ihtiyacini ortaya ¢ikarmistir. Bu nedenle arastirmalar daha ¢ok suda ¢6ziinen
bilesikler sentezlemeye yonelmistir.

Aminometilfosfin bilesiklerinin suda ¢oziinebilir olmasini saglamak igin bilesiklerin
stilfo, karboksil, kuarter amonyum tuzlar1 veya tuz seklinde elde etmeye yonelinmis ve
bu sekilde elde edilen bilesikler suda ¢oziinmiistiir. Sekil 2.3’te suda ¢oziinebilir fosfin

ligandlarina bazi 6rnekler verilmistir.

thp@—sogNa Ph,PCH,COOH p COOH

R”/«. / PPh,

A
PPh
H/ \_/ 2

Sekil 2.3. Bazi suda ¢6ziinebilir fosfin bilesiklerine 6rnekler

[Ph,PCH,CH,NMe;]X

Tiimor hiicrelerinin olusumunu engelleyen cis-platin kompleksleri, ilk olarak 1969
yilinda Amerikalt bilim adami Rosenberg tarafindan bulunmustur (Rosenberg vd,
1969). lerleyen yillarda cis-platin kétii huylu hiicrelerin tedavisinde yaygin bir sekilde
kullanilmaya baglanmistir. Ancak klinik uygulama; diisiik antitimor aktivite orani,
kazanilan ilag direnci ve yetersiz suda ¢6ziinebilme ve toksisite (biyolojik zarar) gibi
nedenlerle kullanimi sinirh kalmistir (Krakoff, 1979). Toksisiteyi azaltan ve yiiksek
klinik etki gosteren Cis-platin analoglart gelistirmek icin ¢esitli ¢alismalar yapilmistir
(Hambley, 1997). Bunlarin yani sira platin igeren yeni kompleksler gelistirilmistir.
Bunlar oral olarak aktif olan platin(I\VV) kompleksleri, platin(ll) kompleksleri, trans-
platin kompleksleri, multiniikleer platin kompleksleri ve kiikiirt iceren platin
kompleksleridir (Boulikas vd, 2007). Tasarlanan binlerce yeni kompleks ve onlarin

3



anitimor  aktiviteleri iizerindeki arastirmalara ragmen, yukarida bahsedilen
eksikliklerden dolayr klinik denemelere yalnizca birkagi girebilmistir (Kelland vd,
1999). Su anda kullanilan ¢ogu klinik aragtirmalarda, platin ilaglar1 olarak cis-platin
kullanilmaktadir. Bu yiizden hedef hala cis-platin analoglarmin farmakolojik
Ozelliklerinin gelistirilmesidir. Bu analog calismalarinin 6nemli bir kismi aktivite
yapisini tanimlamak i¢in antitimor aktivite gosteren platin  komplekslerinin
belirlenmesidir (Connors vd, 1979).
Antitiimér platin kompleksleri, cis-platin ve onun analoglari yumurtalik kanserinde ve
cesitli diger kati tlimorlerin tedavisinde yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Bu
komplekslerin ~ deoksiriboniikleik asit (DNA)’a baglanmasi sonucunda DNA
replikasyonu engellenir ve hiicrelerin 6liimiine sebep olur (Johnson vd, 1998). DNA ya
katilmalarin dogas1 apoptozisi (programli hiicre 6liimii) ve tiimor hiicreleri tizerinde
bir¢ok gecis yolunu etkiler (Fuartes vd, 2003). Bu faktorlerle birlikte DNA katilmalari
direkt olarak islev goérmez. En oOnemli rol belirtilen tiimoér hiicrelerinin islevi ve
toksisiteleri igeren platin komplekslerinin biyolojik aktiviteleridir.
Aminofosfin Pt(II) komplekslerinin DNA bazlar1 olan guanin ve timine halka agilma
reaksiyonlariyla baglanabildigi ve kanserli hiicrelere kars1 sitotoksik etki gosterebildigi
bilinmektedir. Bununla birlikte platin kompleksleri 6zellikle kiikiirt igeren metiyonin ve
sistein gibi diger birgok biyomolekiille etkilesime girip zehirleyici yan etkilere sebep
olabilmektedir. Bu zehirleyici yan etkileri azaltmak i¢in kiikiirt dondr ligandlar
koruyucu ajanlar olarak kullanilmaktadir (Brabec vd, 1992).
Fosfin ligandlarinin ve komplekslerinin antitimor ve antibakteriyel etki gosterdiginin
deneysel olarak saptanmasi bu tiir bilesiklerin sentezine ve farmakolojik 6zelliklerinin
incelenmesine var olan ilgiyi daha da artirmistir. Bu ¢ergevede yapilan arastirmalarda
altin(I) fosfin tiirevlerinin in-vitro (yapay ortam) ortaminda murine (fare tiimorleri)
timor modellerine kars1 6nemli antitiimor aktivite gosterdigi tespit edilmistir (McKeage
2002). ik olarak trietilfosfinaltin(l) tetraasetatotiyoglikoz ~ (Auranofin) ve
trifenilfosfinaltin(I) kloriir kompleksleri {izerinde yogunlasilmistir.  Auranofin
kompleksi, P388 ldsemili fare hiicresinin DNA polimeraz enzimini inhibe ederek
farenin yasama siiresini uzatmigtir (Mirabelli vd 1985). Ancak daha sonra tetrahedral
altin(l) kompleksleri olan bis[1,2-bis(difenilfosfino)etan]altin(I) kloriir ([Au(dppe).]CI)
ve bis[1,2-bis(di-n-piridilfosfino)etan]altin(Dkloriir ([Au(dpype)2]Cl) komplekslerinin
murine timor modellerine kars1 daha genis bir spektrumda daha yiiksek antitiimor etki
gosterdigi tespit edilmistir (Berner-Prices vd, 1999). Bis[1,2-(difenilfosfino)etan]altin(l)
kloriir ([Au(dppe).]Cl), in vitro mitokondri DNA’sina baglanarak, DNA-protein ¢apraz
4



baglanmasini engellemekte ve boylece P388 16semi hiicreleri tizerine antimitokondriyal
etkide bulunmaktadir (Dong 1997). Potansiyel olarak antitiimér etki gostermesi
beklenen metal komplekslerinin, fosfolipid yapisindaki hiicre zarindan gecebilmesi i¢in
belirli bir yag severlige (lipofiliklik) sahip olmasi gerekmekte ve bu amaci
gerceklestirebilmek ic¢in genellikle katyonik kompleksler kullanilmaktadir (McKeage
2002). Auronofinde oldugu gibi lipofilik 6zellikteki (glikoz gibi) molekiiller yardimiyla
da lipofiliklik saglanabilmektedir (Sekil 2.4.).
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Sekil 2.4. Antikanser 6zellik gosteren ¢esitli altin fosfin bilesikleri

Novelli vd., (1999) 6zellikle altin kompleksleri ile yaptig1 bir calismada yedi farkli altin
kompleksi sentezlemistir. Sentezlenen komplekslerin karakterizasyonlart yapilmis ve in
vitro olarak biyolojik aktivitesi arastirilmigtir. Ayn1 ¢alismada biyolojik aktivitenin
sadece metale bagli olmadigi, ayn1 zamanda hem fosfin hemde aminotiyol ligandlara
bagli  oldugu  goriilmiistir. ~ Bunun  yaninda 1,2-bis(difenilfosfino)etan-
bis(altin(l))lupinilstilfidhidrokloriir ve trietilfosfinoaltin(I) (2-
dietilamino)etilstlfidhidorkloriir kompleksleri rahim kanserine karsi iyi bir antitimor

aktivite gostermistir (Novelli vd,1999).
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Sekil 2.5. Fosfin ligandi igeren altin kompleksleri

Cis-platinin toksik olmasi ve kanser hiicrelerinin cis-platine karsi tekrarlanan tedavi
sirasinda direng gostermesi bazi yeni platin komplekslerinin sentezlenmesine tesvik
edici olmustur. Bunlardan ticari olanlar Sekil 2.6’da goriilen cis-platin, cis-
diaminosiklobutan dikarboksilatoplatin(I1) (karboplatin), (1R,2R-
diaminsiklohekzan)oksalatoplatinyum(Il) (oksaliplatin) ve cis-diamin-
gliksolatoplatinyum(Il) (nedaplatin) kompleksleridir.
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Sekil 2.6. Klinik olarak kullanilan yaygin platin kompleksleri



Sitotoksik platin komplekslerinin hedefi olarak g¢ogunlukla DNA goriiliir. Cis-platinin
DNA ile yaptig1 baglanmasi Sekil 2.7°de gosterilmistir. Ortamda hidroliz olan cis-platin
daha sonra DNA’da guanozin bazina baglanir ve en sonunda da komsu guanozin ile
baglanarak halka kapanir ve bir GG makro selatinda iki guanozin ligandi dihedral
konformasyonda ve aralarinda 26° ag1 ile koordine olurlar. Pt-NH ile fosfat veya
karbonil gruplar arasindaki hidrojen bagi bu tiir bir ¢capraz baglanmay stabilize eder.
GG platinasyonu DNA’nin 35-40° biikiilmesine sebep olur. Biikiilmiis DNA ya yiiksek
hareketli grup (HMG) proteinleri sikica baglanir ve normal transkripsiyonu engeller.
Daha sonra DNA, endoniikleaz enzimleriyle sindirilir ve programlanmis hiicre 6limii
gerceklesir (apoptozis) (Takahara vd., 1999).

HaN_

HaN""~

Sekil 2.7. cis-platinin DNA’ya Baglanmasi

Cis-platin DNA’ya baglanirken kloro gruplarimin ikisi de metalden ayrilir. Cis-
izomerinde DNA ile bag uzunlugu 3.3 A iken trans-platinde 5.0 A dur. Cis-platin,
DNA’nin en zengin elektron yogunluguna sahip guanozin (G), N7 dondriine baglanir,
diger bir baglanma yeri ise adenozin (A) bazinin N7 donériidiir. Cis-platin ve diger anti
kanser ajanlar1 da tercihli olarak guanozin bazina baglanir. Cis-platinin DNA’ya
baglanmasi ti¢ yolla gerceklesir;

a) interstrand, platin kdpriileri DNA’nin karsit zincirleriyle olusur,

b) intrastrand, tek bir zincirde iki bitisik DNA baziyla (muhtemelen guanozin

bazlariyla) koprii olusur

c) tek bir bazin bifonksiyonel atagi ile olusur.
Deneysel sonuglara gore, her cis-platin ile DNA baglanmasinin yalnizca birinde
interstrand ¢apraz-baglar1 olusur. Tek bir bazin bifonksiyonel ataginda ise guanozinin

06 ve N7 fonksiyonlar1 kompleks ile selat olusturabilir (Sadler , 2003).



Cis geometride kolay ayrilabilen bir ¢ift ve notr ligandli olan kompleksler daha aktiftir.
Cis-Pt(NHs),Cl, kompleksinde amino gruplari kloro ligandlarina gore daha inert
ligandlardir ve kloro ligandlarinin trans etkisi fazla oldugundan kloriir iyonlarinin diisiik
oldugu konsantrasyonlarda kompleksten kolayca ayrilir. Bu nedenle kloro gruplar1 ¢ok
daha fazla stabildir ve platin merkezli siibstitiisyonu miimkiin kilar. Kloro grubu ayrilir
ve biyolojik ligandlar metal iyonuna niikleofilik atak yaparak selat olustururlar. Cis-
platin DNA’ya baglanarak replikasyon ve transkripsiyonu bloke eder, tamir
mekanizmalarim etkiler ve hiicre 6liimiine sebep olur. (Takahara vd., 1999).

cis-platin kompleksleri akciger kanseri, mesane kanseri, yumurtalik kanseri, germ
hiicreli kanserlerin tedavisinde kullanilir. DNA, RNA ve proteinlere kovalent baglanir.
Trans izomerinin antitimor aktivitesi yoktur. Trans-Pt(NHs),Cl, kompleksinin inaktif
olmasiin sebebi trans etkidir. Cis-komplekste bir kloro grubu heterosiklik bir amin ile
yer degistirirse, yeni ligandin trans etkisi aminodan daha giiclii oldugu i¢in amino grubu
kaybedilecek ve kompleks DNA ya daha siki baglanabilecektir. Bu yeni kompleks
higbir onarim mekanizmasiyla ortadan kaldirilmaz (URL-1).

Fosfin ligandlarinin ve metal komplekslerinin karakterizasyonunda SIP_NMR biiyiik rol
oynamaktadir. Aynmi liganda ait komplekslerin farkli yontemlerle alinan SIP.NMR
spektrumlarinda az da olsa farkliliklar olacagi yapilan arastirmalar sonucunda
ispatlanmigtir. Bemi vd., yaptigi calismada farkli yapida fosfin igeren ligandlar
sentezlemis ve bunlarin **P-NMR spektrumlarini iki farkli yontem ile kat1 (CP-MAS) ve
stvi NMR alarak kimyasal kaymalarini incelemislerdir. Tablo 2.1°de baz1 komplekslerin
3IP_.NMR kimyasal kaymalari goriilmektedir. PEt; ve PMePh, ligandlari ile Pt(II)’nin
cis ve trans izomerlerini elde edilmis ve izomerlerin **P-NMR’lar1 incelendiginde Pt(IT)
kompleksinin trans durumunda oldugunda Pt-P bagmin polaritesi degistiginden cis
formuna gore kimyasal kaymasmin farkli ¢iktigi gozlenmistir. Aynmi caligmada
(Ph,PCH,CH,Si(OEt)3) ile serbest ve silikaya bagli bilesikleri sentezleyerek Pd(II)
kompleksini sentezlemisler ve silikaya tutturulmus Pd(II) kompleksinin SIP_NMR
degeri 37.0 ppm’de ¢ikmis ¢ozelti icerisinde olan kompleksin ise 40.2 ppm’de ¢iktig
tespit edilmistir (Bemi vd., 1982).

_ 31 = i
BILESIK CP-MAS *°P NI\éIR Cozelti 6P NMR
PPhs 7.2 52

Tablo 2.1. Farkli yontemlerle alinmis *"P-NMR spektrumlari



Mahmoud vd., cis-dikloro(N,N-dimetiletilendiamin)paladyum(ll), [Pd(Me,en)Cl;],
kompleksi sentezlemis ve karakterize etmislerdir (Sekil 2.8). Elde edilen biyolojik
yapili (dikarboksilikasitler, aminoasitler) ligandlara ait kompleksler FT-IR, *H-NMR,
3IP_NMR ve termal analiz yontemleriyle karakterizasyonlari yapilmistir (Mahmoud vd.,
2001).
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Sekil 2.8. Biyolojik ligandli sentezlenmis paladyum kompleksleri

N,N-bis(difenilfosfinoetil)aminometan, (dppam) [(Ph,PCH,),NCHj3], ligandinin altin,
bakir, glimiis ve kobalt kompleksleri sentezlenmis antimikrobiyal etkileri incelenmis ve
1200 pg/disk derisimde biitiin komplekslerin antimikrobiyal aktivite gosterdigi ancak
Co(ll) fosfin kompleksinin antimikrobiyal etkisinin digerlerine kiyasla yiiksek oldugu
tespit edilmistir (Urus vd, 2005).

Keles vd., (2008) yilinda yaptiklar1 caligmada bis-difenilaminometilfosfin ligandi
sentezlemis ve ligandin nikel ve paladyum komplekslerini hazirlamistir. Elde edilen

kompleksler Sekil 2.9.’da gosterilmistir.
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Sekil 2.9. Baz1 aminofosfin ligandlarinin nikel ve paladyum kompleksleri



Sentezlenen kompleksler *H-NMR, 3'P-NMR ve FT-IR ile karakterize edilmistir. Tablo

2.2 de sentezlenmis komplekslerin SIp.NMR degerleri verilmistir.

Ligand/ Kompleks op (ppm) Ad (ppm)
1 -27.20 -
2 -26.36 -
3 30.40 57.60
4 26.60 52.96
5 7.40 34.60
6 8.12 34.48

Tablo 2.2. Fosfin ligandl1 nikel ve paladyum kompleksleri **P-NMR kaymalari

3P_.NMR degerlerini inceledigimizde aymi ligandlara ait komplekslerde metallerin
farklilagsmasi ile kimyasal kaymalar meydana geldigi gorilmektedir. Sentezlenen
komplekslerin katalitik etkilerini incelemek i¢in hidrojenasyon tepkimesinde Katalizor
olarak kullanmustir.

Wenli vd., yaptig1 ¢alismada R,P(CH,),NH, ve R,P(CH,)sNH, (R = Ph, iPr, tBu)
ligandlar1 sentezlemis ve uygun ligand ile [RuCl,(COD)], (COD = 1,5-siklootadien)
kompleksinin ~ 2:1  oraninda  uygun  ¢Oziicide  reaksiyona  girmesiyle
RUCIz(R,P(CH3)2NH2),  ve RUuCly(RP(CH2)3sNH,), kompleksleri  sentezlenmistir.
Komplekleksler keton ve iminlerin hidrojenasyonu i¢in mitkemmel bir katalizér gorevi
gormiistiir (Sekil 2.10) (Wenli vd., 2009).
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Sekil 2.10. Katalizor olarak kullanilan rutenyum aminofosfin kompleksi
Keles vd., (2010) yilinda yaptiklar1 ¢alismada aminometilfosfin ligandi sentezlemis ve
ligandin rutenyum komplekslerini hazirlamistir. Silika destege tutturulan kompleksin
katalitik etkisi incelenmistir. Sekil 2.11 de gosterilen kompleksler aromatik ketonun
alkole doniistiiriilmesi tepkimesinde katalizér olarak incelenmistir. Sentezlenen

kompleksler 'H-NMR, *'P-NMR ve FT-IR ile karakterize edilmistir (Keles vd., 2010).
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Sekil 2.11. Silikaya tutturulmus rutenyum aminofosfin kompleksi

Sar6z vd., yaptigi c¢alismada aminofosfin ve bisaminofosfin tiirevi ligandlar ile
molibden kompleksini sentezlemis ve sentezlenen bilesikler, 'H, 3IP-NMR ve element
analiz ile karakterize edilmistir (Sekil 2.12). Elde edilen komplekslerin *P-NMR
kimyasal kayma degerleri incelendiginde ligandin *P-NMR kimyasal kayma degeri
22.6 ppm de metal kompleksinde ise degeri 70.74 ppm de goriilmektedir(Sari6z vd.,
2009).
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Sekil 2.12. Aminometilfosfin ligandlari ve molibden kompleksi

Keles vd., yaptigi ¢alismada aminometilfosfin (P-C-N-) tipi ligandlar, (Ph,PCH,),NR

R=(CH,)sSi(OEt3); veya CH,CH,OH ile Pd(Il) komplekslerini sentezlemis ve
11



sentezlenen tiim bilesikler 'H, 3IP-NMR ve element analiz ile karakterize edilmistir
(Sekil 2.13). Sentezlenen kompleksler metilakrilat ile arilhalojentirlerin (I, Br, Cl) Heck
reaksiyonununda katalitik 6zelligi incelenmistir. Sentezlenen iki kompleks metilsinamat
elde etmek icin yiiksek aktivite gostermistir. Elementel analiz sonuglar1 incelendiginde

metal ile ligandlarin 1:1 oraninda tepkimeye girdigi gériilmektedir.

/ Ph,P ol
HOH,CH,C V

Ph,
P l
N PP Ny

(CH,)3Si(OCH,CHs,)3

Sekil 2.13. Katalizor olarak kullanilan aminofosfin paladyum kompleksleri

Sentezlenen ve karakterize edilen bilesiklerin **P-NMR kimyasal kayma degerleri Tablo
2.3’te verilmistir. Bu kimyasal kayma degerleri karsilagtirildiginda her iki komplekste

de metalin liganda baglandig1 goriilmektedir.

BILESIK 3p (ppm) AS (ppm)
(Okompleks - Oserbest ligand)
(PhoPCH,),N(CH,)3Si(OED); 28.18 -
(Ph,PCH,),NCH,CH,0OH -27.2 -
PACIL(Ph,PCH,),N(CH,)3Si(OED)s 76 35.78
PdClI,(Ph,PCH;),NCH,CH,0OH 1.94 29.14

Tablo 2.3. Aminometilfosfinlerin ve paladyum kompleksinin *P-NMR degerleri

Urus vd., yaptig1 calismada silikaya tutturulmus aminometilfosfin ligandlar1 sentezlemis
ve bu ligandin platin ve nikel komplekslerini elde etmislerdir. Sentezlenen
komplekslerin K3 vitamini sentezinde katalizor etkinligi incelenmistir. Elde edilen
bilesikler FT-IR, *C-NMR, H-NMR, *P-NMR ve elementel analiz yontemleri ile
karakterize edilmistir (Sekil 2.14). Ligand ve metal komplekslerinin *'P-NMR kimyasal
kaymalari incelendiginde serbest ligandin -28.2 ppm de pik verirken platin kompleksi
7.81 ve nikel kompleksi 30.12 ppm de kimyasal kayma vermistir. Bu sonuglar dikkate
alindiginda ayni liganda ait farkli metal kompleklerine ait **P-NMR kimyasal kayma

degerlerinin de farkli olacagi goriilmektedir (Urus vd. 2010).
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Sekil 2.14. Silikaya tutturulmus aminometilfosfin ligandlar1 ve metal kompleksleri

13



2.1. Sitotoksisite Calismalar:

Elde edilen komplekslerin karakterizasyonlart yapildiktan sonra kanser tedavisinde
kullanilabilme potansiyelleri incelenmistir. Suda ¢oziinebilen fosfin komplekslerinin
tiimorli hiicrede yiiksek tutunum ve kararhilikta olmasi, viicuttaki dagiliminin yiiksek
olmasi ile belirli bolgeye dagilimin artmast hem ilacin etkinliginin artmasi hem de ilacin
toksisite etkisini minimuma indirilmesi diisiniilmiistir. Bu yiizden MTT (3-[4,5-
dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolyum bromiir; Tiazolil mavi) ile yapilan sitotoksisite
caligmalar1 yapilmistir.

MTT test yontemi, ilk olarak Mosmann tarafindan kullanim alanina sokulmustur
(Mosmann, 1983). Hiicre canlilig1 ve iremesini 6lgen MTT yonteminin, diger sitotoksik
test yontemlerine gore daha hassas ve tekrarlanabilir olmasi, uygulamasinin kolay, hizl
ve sayilabilir olmasi avantaj olarak belirtilmistir (Loosdrecht vd., 1991). MTT test
yonteminin ayrica radyoaktif izotop kullanmaya gerek kalmadigmi belirtmislerdir.
Wilson vd., MTT'den iireyen formazonun yogunlugunun direkt olarak yasayan
hiicrelerin sayisiyla baglantili oldugunu ileri siirmiislerdir (Wilson vd., 1990). Bu
yontemi, kanserli hastalarin tedavisinde kullanilan ilaglar iizerinde denemisler ve elde
ettikleri klinik sonuglarin, MTT sonuglariyla paralel oldugunu belirtmislerdir.

MTT suda ¢oziinen bir tetrazolyum tuzu olup fenol kirmizisi igermeyen ortam veya tuz
cozeltilerinde sarimtirak renk olusturur. Tetrazolyum halkasinin  dehidrogenaz
enzimlerince pargalanmasi sonucu MTT mor renkli ¢6zlinmez formazana doniisiir. Bu
dontisiim canli hiicrelerin mitokondrileri araciligi ile olur. Olusan bu formazan
izopropanol veya bagka bir ¢oziicli yardimi ile ¢Oziiniir hale getirilir ve olusan renk
reaksiyonu spektrofotometrik olarak okunup degerlendirilir.

MTT testi indirekt olarak hiicre biiyiimesi ve/veya hiicre 6liimiinii degerlendirmeyi
amaclayan, hiicre kiltiirii esasina dayanan bir ila¢ duyarlilign testidir. Kiiltiir
ortamindaki mitokondrial aktivitesi devam eden canli hiicrelerin sayilmasini saglar. En
stk kullanim alanlari: Sitokinlerin, biiylime faktorlerinin ortam bilesenlerinin hiicreler

tizerine etkilerinin arastirilmasi ve Sitotoksik ajanlarin etkinliginin test edilmesidir.
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2.2. Termal Analiz Yontemleri

Gegis metali fosfin komplekslerinin tip alaninda tedaviye yonelik -etkinliginin
bulundugunu gosteren calismalar oldugu i¢in bu yapilarin termal 6zelliklerinin
bilinmesinin gelecekte yapilmasi olasi ¢alismalara 151k tutmasi agisindan énemli oldugu
distiniilmektedir.

Termal analiz genel anlamda maddeye kontrollii sicaklik programi uygulandiginda,
maddenin ve/veya reaksiyon iiriinlerinin fiziksel 6zelliklerinin sicakligin fonksiyonu
olarak ol¢iildiigli bir grup teknik olarak tanimlanabilir. Bu yontemler polimerler, ilaglar,
killer ve mineraller, yaglar, metaller ve alagimlar, inorganik maddeler ve seramikler gibi
cok cesitli endiistri irlinlerinin hem kalite kontrol hem de arastirma caligsmalarinda
yaygin olarak kullanilmaktadir (Fajnor ve Jesenak, 1996). Termal analiz yontemlerinin
yiizyildan fazla bir ge¢cmisi vardir ve bir¢ok alanda yapr aydinlatmada kullanilmaistir.
Son yillarda termal analiz uygulamalar1 formaldehitler ve biyolojik organizmalarin
karakteristiginde uygulama alan1 bulmaktadir.

Termal analiz ile ilgili ilk deneyler 1887°de Le Chatelier ve ark. tarafindan yapilmistir.
Bu deneyler Kil-mineraller igin yapilmistir ve isitma egrisi metodu kullanilmistir
(Oesper, 1931). Ayn1 donemlerde Tammann ve ark. da benzer termoanalitik ¢alismalar
yapmistir. 1899’da termal olarak inert olan bir referans materyal kullanilarak ve 1sinma
egrisi metodunda Ornek ile referans materyal arasindaki sicaklik farki oOlciilerek
diferansiyel termal analiz (DTA) yontemi gelistirilmigstir. 1915°de ise ikinci bir termal
analiz yontemi olan termogravimetri, TG Japon fizik¢i Honda tarafindan gelistirilmistir
ve 1925°de TG verileri Japon elektrik mithendisleri Kujirai ve Akahira tarafindan ilk
kez kinetik amaglar i¢in kullanilmis ve ilk kez dogal polimerik materyallerin termal
analiz uygulamalar1 yapilmistir. II. Diinya Savasi’ndan Once {iglincli termal analiz
metodu olan termo-dilatometri gelistirildi (Ozawa vd., 1996).

Termal analiz yontemlerini iki ana baslik altinda toplayabiliriz. Bunlar, kiitle kaybi
Ol¢iimiine dayali termal analiz yontemleri ve sicaklik farki Ol¢limiine dayali
yontemlerdir. Kiitle kayb1 dl¢limiine dayali yontem, TG (termogravimetri) iken DTA
(diferansiyel termal analiz) ve DSC (diferansiyel taramali kalorimetri) sicaklik farki
Olctimiine dayali yontemlerdir.

Termogravimetri (TG) yonteminde programli olarak arttirilan sicaklik sonucunda analiz
edilecek maddenin kiitlesinde meydana gelecek olan azalmalar, sicaklifin veya zamanin
fonksiyonu olarak incelenir. Sonugta elde edilen sicaklik kiitle egrilerine termogram

veya termal bozunma egrileri denir. Sicaklik artis1 sonucunda meydana gelen kiitle
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kayiplar1 genel olarak su gibi ucucu bilesiklerin yapidan ayrilmasi veya maddenin
ayrigsmasidir (Blaine ve Hahn, 1998).

Diferansiyel Termal Analiz (DTA) yonteminde ise numune ve termal olarak inert olan
referans maddeye ayni sicaklik programi uygulanir. Diferansiyel termal analiz ¢ok ufak
1s1l etkilerinin degisimini kaydetmek icin yapilir. DTA sicakliktaki degisimi esas
parcayla diger standart parcalar arasindaki iliskiyi kurarak saglar. Ornek ve referans
madde ayn1 anda 1sitilip sogutulduktan sonra sicaklik farki egrisi ve zaman egrisi gibi
diferansiyel analizin sonuglan ¢izilir. Degisim aninda sicaklik farki keskin bir sekilde
yiikselir ve 1sitma veya sogutma durumuna bagl degildir. Ikisi arasindaki fark,
sicakligin bir fonksiyonu olarak olgiiliir. Bu iki madde bir arada 1sitilir. Sicaklik diizgiin
bir sekilde arttirilir. TG deki gibi sadece kiitle kaybina bagimli olmadigr i¢in daha genis
bir kullanim alan1 vardir (Bhadeshia, 2002).

Diferansiyel termal analiz yontemi inorganik maddelerin silikatlarin, Killerin, oksitlerin,
seramiklerin incelenmesinde; organik maddelerin erime, kaynama ve pargalanma
sicakliklariin bulunmasi amaciyla ve polimerlerde meydana gelen fiziksel ve kimyasal
degisikliklerin incelenmesi amaci ile kullanilmaktadir. Bu amagclar kapsaminda elde
edilen komplekslerin parcalanma sicakliklarina ve bu pargalanmalar sirasinda

kaybettikleri kiitlelere bakilmas1 yapi tayininde énemli yol gostermektedir.
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3. MALZEME ve YONTEM

3.1. Malzeme

3.1.1. Kullanilan cihazlar

Yapilan tez calismasinda kullanilan cihazlar marka ve modelleri ile asagida
belirtilmistir.

Infrared Analizleri (FT-IR): Perkin Elmer 100 FT-IR (ATR), Aksaray Universitesi Fen
Edebiyat Fakiiltesi Kimya Boliimii

'H-NMR, ®*C-NMR, *'P-NMR Analizleri: BRUKER AVANCE DPX-400, Ankara Test
ve Analiz Laboratuvarlar1 (TUBITAK-ATAL)

Termal Analiz: Exstar SII 7300, Cukurova Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Kimya
Bolimii

Elementel Analizz LECO CHNS 932, Ankara Test ve Analiz Laboratuvarlar
(TUBITAK-ATAL)

3.1.2. Kullanilan kimyasal maddeler

Yapilan tez c¢alismasinda kullanilan cihazlar marka ve modelleri ile asagida
belirtilmistir.

Coziiciiler: Diklorometan (CH,CI,), etanol (C,HsOH), metanol (CH3OH) ligand ve
metal komplekslerinin sentezinde kullanildi.

Dietileter ((C,Hs),0): Sentezlenen kompleksleri ¢oktiirmek igin kullanilmistir. Analitik
saflikta, Merck firmasindan temin edildi.

Metanol (CH3OH): Fosfonyum tuzunu sentezlerken, tekrar kristallendirme asamasinda
kullanilmistir. Analitik saflikta, Merck firmasindan temin edildi.

Difenilfosfin (Ph,PH): Fosfonyum tuzunu sentezlerken ¢ikis maddesidir. Analitik
saflikta, Aldrich firmasindan temin edildi.

Formaldehit (HCHO): Fosfonyum tuzunun sentezinde kullanildi. Analitik saflikta,
Merck firmasindan temin edildi.

Hidroklorik asit (HCI): Fosfonyum tuzunu sentezinde kullanildi. Analitik saflikta,
Riedel-de Haén firmasindan temin edildi.

Magnezyum Siilfat (MgSO,): Kurutucu olarak kullanildi. Analitik saflikta, Merck
firmasindan temin edildi.

Trietilamin (N(C;Hs)s3): Ligandlarin sentezinde kullanilmistir. Analitik saflikta, Merck

firmasindan temin edildi.
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[PdCODCI,], [PtCODCI;], [RhCODCI];, [RUuCODCI;]n: Komplekslerin sentezinde
kullanilmistir. Analitik saflikta, Aldrich firmasindan temin edildi.

NaAuCl,.2H,0: Altin(I) kompleksinin sentezinde kullanildi. Analitik saflikta, Riedel-de
Haén firmasindan temin edildi.

Dimetilsiilfoksit-ds ((CD3).SO) ve Détero-kloroform (CDCI3): NMR spektrumlarini
alirken ¢oziicii olarak kullanildi. Analitik saflikta, Merck firmasindan temin edildi.
MTT g¢alismalarinda kullanilan kimyasallar, DMSO (dimetilsiilfoksit), MTT (3-[4,5-
dimethiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolyum bromiir; Tiazolil mavisi), Sigma-Aldrich

firmasindan temin edilmistir.

3.2. Yontem

Yapilan ¢aligmalarda Mannich reaksiyonu ile aminometilfosfin ligandi sentezlenerek

ligandin metal kompleksleri elde edilmistir.

3.2.1. Genel reaksiyonlar

Ph,PH + 2HCHO + HCI — »  [PhyP(CH,0H),]CI
Sekil 3.1. Fosfonyum tuzu sentezi

~—COONa
HN

NaOH + EDDA E—— ]

HN
¥COONa

Sekil 3.2. EDDA sodyum tuzu sentezi

_—COONa Ph,,—. ,—COONa
HN N
[Ph,P(CH,OH),]JCl  + ] - . ]
HN N
\—COONa Ph,,—" “—COONa

Sekil 3.3. Aminometilfosfin (A) ligandi sentezi
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Ph,P— ,—COONa

[Ph,PCH,NCH,CH,CO,Na], + MCODCl, — M ]
Ph,p—" “—COONa
M = Pt, Pd

Sekil 3.4. Metal kompleksleri sentezi

3.2.2. [thP(CHon)z]Cl sentezi

Azot gaz1 (inert) ortaminda difenilfosfin (10 g, 54.0 mmol) iizerine formaldehit (9 mL)
ve hidroklorik asit (5 mL) karistirilarak eklendi. Karigim sicak ve homojen oldu.
Sogutulduktan sonra beyaz kati kristaller elde edildi ve siiziilip metanolde tekrar
kristallendirildi. Metanole ge¢en az miktardaki fosfonyum tuzu ise dietileter ile
coktiiriildii (15.1 g, verim % 99) (Serindag, 1995).

3.2.3. [NH(CH,COONa)CH,], (EDDANa;,) Elde Edilmesi

Etilendiamindiasetikasit (EDDA) (1.34 g, 7.60 mmol) 10 mL su ile ¢oziildi. pH 8’e
kadar, 1 M NaOH ¢ozeltisi ile titre edildi. Daha sonra sifir derecede kristallendirilmeye
birakildi ve olusan beyaz kat1 alindi (1.33 g, verim % 80).

—COONa
HN

]

HN
¥COONa

Sekil 3.5. EDDA Sodyum Tuzu
3.2.4. Ligandin [Ph,PCH,;N(CH,CO;Na)CH;], (A) sentezi

Yandan boyunlu balon igerisinde fosfonyum tuzu, [Ph,P(CH,OH),]Cl, (1.70 g, 6.0
mmol) 30 mL etilalkol-su (1:2) karisiminda ¢oziildii, bazik ortam olusturmak i¢in 1 mL
trietilamin (% 99) eklendi. Beyaz bulanik ¢ozeltiye azot atmosferinde EDDANa, (0.66
g, 3 mmol) tuzu eklendi. Karigim geri sogutucu altinda 1 saat kaynatildiktan sonra oda
kosullarina sogutuldu ve 15 mL diklorometan ile ekstrakte edildi ve MgSO, ile
kurutuldu. Diklorometan fazina gecen yagimsi beyaz fosfin ligandi (A) elde edildi (1.29
g, verim % 70).
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Ph,P TN /——COONa

J

N
Ph,P " \—coona
Sekil 3.6. Ligand (A)

3.2.5. [PtLCI;] (1A) Kompleksinin sentezi

Yandan boyunlu balonda bulunan 15 mL diklorometan igerisinde ¢6ziinmiis (A) ligandi
(0.50 g, 0.81 mmol) iizerine [Pt(COD)CI;] (0.30 g, 0.81 mmol) 10 mL diklorometanda
coziilerek azot gazi altinda ilave edildi. Karigim 24 saat boyunca azot atmosferi altinda
manyetik karigtirict ile karistirildi. Coziicli hacmi doner buharlastiricida 5 mL’ye
azaltilarak tzerine dietileter ilave edilip sari-beyaz renkte metal kompleksinin kati
halinde c¢okmesi saglandi. Olusan kati siiziiliip, dietileter ile birka¢ kez yikanarak

vakumda kurutuldu. (0.60 g, verim % 85)
PhoP—— ——COONa

o
N\ p

Php——" \—COONa
Sekil 3.7. 1A kompleksi

3.2.6. [PALCI;] (2A) Kompleksinin sentezi

Yandan boyunlu balon igerisinde bulunan 15 mL diklorometanda ¢6ziinmiis (A) ligand1
(0.50 g, 0.81 mmol) tizerine [Pd(COD)CIl,] (0.23 g, 0.81 mmol) 10 mL diklorometanda
icinde c¢oziilerek azot gazi altinda ilave edildi. Karisim 24 saat boyunca azot
atmosferinde manyetik karistiric ile karistirildi. Coziicii hacmi doner buharlastiricida 5
mL’ye azaltilarak iizerine dietileter ilave edilip sar1 renkli metal kompleksinin kati
halinde c¢okmesi saglandi. Olusan kati siiziiliip, dietileter ile birka¢ kez yikanarak

vakumda kurutuldu. (0.54 g, verim % 85)
cl ;th—\N _—COONa
>pd )
c P\th—/N¥c00Na
Sekil 3.8. 2A kompleksi
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3.2.7. [RhL]CI (3A) Kompleksinin sentezi

Yandan boyunlu balonda igerisinde (A) ligandinin (0.50 g, 0.80 mmol) bulunan 15 mL
diklorometan ¢ozeltisi {izerine 10 mL diklorometandaki [Rh(COD)CI], (0.55 g, 0.40
mmol) c¢ozeltisi azot gazi altinda ilave edildi. Karisim 24 saat boyunca azot
atmosferinde manyetik karistirici ile karistirildi. Coziicii hacmi doner buharlastiricida 5
mL’ye azaltilarak tizerine dietileter ilave edilip kirli sar1 metal kompleksinin kati
halinde ¢okmesi saglandi. Olusan kati siiziiliip, dietileter ile birka¢ kez yikanarak

vakumda kurutuldu. (0.37 g, verim % 68)

Ph, Ph,

NaOOC P P COONa
— ~/
N \Rh /

N
( ) e
N / N
NaooC—r N——pbh, p— \——CoONa
L 2
Sekil 3.9. 3A kompleksi

3.2.8. [AULCI] (4A) Kompleksinin sentezi

Yandan boyunlu balonda 15 mL diklorometanda igerisinde bulunan (A) ligand: (0.50 g,
0.81 mmol) tizerine NaAuCl,.2H,0 (0.32 g, 0.81 mmol) 10 mL etanolde ¢oziilerek azot
gazi altinda ilave edildi. Karisim 24 saat boyunca azot atmosferinde manyetik karistirici
ile karistirlldi. Cozelti hacmi doner buharlastiricida 5 mL’ye azaltilarak {izerine
dietileter ilave edilip sar1 renkli metal kompleksinin ¢okmesi saglandi. Olusan kati

stiziiliip, dietileter ile birka¢ kez yikanarak vakumda kurutuldu. (0.57 g, verim % 83)

Ph,P
2 —\ /—COONa

v
O

Ph,P COONa

Cl

Sekil 3.10. 4A kompleksi
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3.2.9.[RuL,Cl,] (5A) Kompleksinin sentezi

Yandan boyunlu balonda igerisinde fosfin ligandi (A) (0.50 g, 0.81 mmol) bulunan 15
mL diklorometan ¢6zeltisi tizerine 10 mL diklorometandaki [Ru(COD)Cly]n (0.11 g,
0.41 mmol) ¢ozeltisi azot gazi altinda ilave edildi. Karisim 24 saat boyunca azot
atmosferinde manyetik karistirici ile karistirildi. Coziicii hacmi doner buharlastiricida 5
mL’ye azaltilarak {izerine dietileter ilave edilip agik kahverenkli metal kompleksinin
kat1 halinde ¢okmesi saglandi. Olusan kati siiziiliip, dietileter ile birka¢ kez yikanarak
vakumda kurutuldu. (0.4 g, verim % 70)
Ph, Ph,

NaOOC—— /—P\ C|/P — /—COONa
N N
( i )

NI N "
NaOOCJ \—P cl P—/ \—COONa
Ph, Ph,

Sekil 3.11. 5A kompleksi
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3.2.10. Sitotoksisite deneyleri

Bu c¢aligsmada kullanilan K562 hiicre hatt1 saglandiktan sonra, % 10 FBS, % 1 penisilin
streptomisin, % 1 L-glutamin, % 1 Hepes tamponu igeren RPMI 1640 ile hazirlanan
ortam hazirland1 ve hiicre flasklarinda (T-25, Beckton Dickinson) 37 °C’de CO>’lik
ortamda 3 giin siireyle ¢cogaltildi. Ayrica trypan blue atilim testi ile veya akridin oranj
ile hiicrelerin canliligina bakildu.

K-562 hiicreleri i¢in de hiicre sayimi yapildi ve canliliga bakildi. Biitiin hiicre
serilerinde canlilik % 95’in iizerinde idi. Bu asamadan sonra hiicre serisi de 10%/mL
hiicre olacak sekilde ortam ile birlikte hazirlandi.

Bu asamadan sonra her bir hiicre serisi i¢in 12 kuyucuklu kiiltiir plaklarina 7 kuyucuga
10%/mL olarak yazilacak hep hiicre son hacim 3 mL olacak sekilde koyuldu. Tiim
plaklar % 5 CO; igeren inkiibatorde 24 saatlik inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyon sonras1 hiicre serilerinden olusan 12 kuyucuklu plaklara ekledigimiz hiicre
konsantrasyonlarinin {izerine 1 kuyucuga hiicre ve medium 2. kuyucuga DMSO igeren
¢oziicliniin kontrol olarak belirlenmesi ile her bir kuyucuga 5 farkli konsantrasyonda (1
ng/mL, 1x10 ng/mL, 1x102 ng/mL, 1x10° ng/mL ve 1x10™ ng/mL olacak sekilde)
bilesikler ilave edildi. Hiicreler 37 °C’de % 5 CO>’li ortamda 48 saat inkiibe edildi. 48
saat sonunda hiicre dizileri sitotoksisite yoniinden degerlendirildi.

MTT soliisyonu 5 mg/mL olacak sekilde PBS icinde ¢oziillip steril filtrasyon ile bir
siseye transfer edilerek hazirlandi. Sitotoksisite incelemesi i¢in biitiin kiiltlirlerden 100
pL alinip tizerine 10 uL MTT solusyonu eklendi ve 4 saat siire ile enkiibe edildi. Daha
sonra kuyucuklara 100’er pL. DMSO eklenerek MTT ile olusan formazon kristallerini
¢ozmek icin 10 dakika 37 °C’de % 5 CO, olacak sekilde inkiibatorde bekletilip
mikroplate okuyucu ile her bir kuyucuk 570 nm ve 630 nm referans dalga boyunda
okutuldu ve okunan absorbans degerine gore sitotoksite diizeyi belirlendi. Sitotoksite

diizeyleri asagidaki formiil ile hesaplandi;
(kontrol kuyucugunun adsorbansi / test kuyucugunun adsorbansi) x 100

Kontrole gore % 50 oraninda sitotoksik etki gosteren konsantrasyon sitotoksik doz

olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1. [NH(CH,COONa)CHj,], (EDDANa,)

FT-IR (cm™): 3500-3300 v(sekonder amin—NH), 2969 v(alifatik —CH,), 1600 v(C=0),
1234 v(-C-0)

Alev testi denemesinde sodyumun karakteristik sar1 rengi gézlenmistir.

4.2. A liganda

FT-IR (cm™): 3221 v(Ar—CH); 1633 v(Alifatik C=0), 1154 v(C-O), 742, 719,

692 v(monosiibstitiic benzen C-H)

'H-NMR (CDCls 8): 3.1 (m, 4H, (P-CH2-N)), 3.4 (m, 4H, (N-CH,CH,-N)), 4.3 (s, 4H,
(NCH,C00)), 7.3-7.8 (m, 20H, aromatik)

3Ip_NMR (CDCls, 8): 31.9 (s)

Elementel Analiz: (%) Cs2H32N,04P,Na;

Teorik; C, 62.34; N, 4.54; H, 5.23

Deneysel; C, 62.49; N, 4.54; H, 5.30

4.3. A1 kompleksi

FT-IR (cm™): 3213 v(Ar-CH gerilmesi), 2932 v(Alifatik C-H), 1638 v(Alifatik C=0
gerilmesi), 1434 v(P-Ar), 1100 v(C-0O), 744, 721, 694 v(monosiibstitiiec benzen C-H)
'H-NMR(CDCls, 8): 3.2 (m, 4H, (P-CH,-N)), 3.4 (m, 4H,(N-CH,CH-N)), 4.3 (s, 4H,
(NCH,C00)), 7.0-7.8 (m, 20H, aromatik)

BC-NMR (CDCls, §): 168-172 (COO"), 128-135 (P-Ph), 66-47 (N-CH,-)

3IP_NMR (CDCls, 8): 7 ppm (Jpip = 3712 Hz)

Elementel Analiz: (%) C3,H3,CI,N,O4P,Na,Pt

Teorik; C, 43.55; N, 3.17; H, 3.65

Deneysel; C, 43.10; N, 3.93; H, 3.61

Kompleksin TG/DTG ve DTA egrileri incelendiginde Al kompleksinin yaklasik termal
olarak 95 °C ye kadar kararli iken 570 °C’ye kadar ii¢ basamakta toplam % 76 lik bir
kiitle kayb1 olmustur. Bu deger Pt(Il) kompleksinde difenilfosfin iceren ligandin % 73

olarak hesaplanan kiitlesine karsilik gelmektedir.
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4.4. A2 kompleksi

FT-IR (KBr, pelet, cm™): 3053 v(Ar-CH gerilmesi), 2932 v(Alifatik C-H), 1634
v(Alifatik C=0 gerilmesi), 1436 v(P-Ar), 1100 v(C-O), 746, 720, 693 v(monosiibstitiie
benzen C-H)

'H-NMR(CDCls, 8): 3.1 (s 4H, (P-CH,-N)), 3.4 (m, 4H,(N-CH,CH,-N)), 4.3 (s, 4H,
(NCH,CO00)), 7.0-7.8 (m, 20H, aromatik)

BC-NMR (DMSO-ds, 8): 161-172 (COQ’) ,128-135 (P-Ph), 56.7-41 (-CHy-)

3IP_NMR (CDCls, 8): 32.9 (s)

Elementel Analiz: (%) C3,H3,CI>N,O4P,Na,Pd

Teorik; C, 48.41; N, 3.53; H, 4.06

Deneysel; C, 48.73; N, 3.98; H, 4.00

Kompleksin TG/DTG ve DTA egrileri incelendiginde A2 kompleksinin yaklasik olarak
190 °C ye kadar kararli oldugu gozlenmistir. Bu sicaklifa kadar sadece nemden
kaynaklanan diisiik oranda kiitle kayb1 gézlenmistir. 190-650 °C arasinda {i¢ basamakta
goriilen bozunma ile olusan % 72.43’liik kiitle kaybinin fosfin ligandinin kiitlesi oldugu
belirlenmistir. Komplekste metale kadar bozunma ile olusmasi beklenen matematiksel

kiitle kaybi ise % 80.80°dur.

4.5. A3 kompleksi

FT-IR (cm™): 3054 v(Ar-CH gerilmesi), 2931 v(Alifatik C-H), 1637 v(Alifatik C=0
gerilmesi), 1435 v(P-Ar), 1100 v(C-0), 746, 720,695 v(monosiibstitiie benzen C-H)
'H-NMR(CDClI3 §): 3.2 (m, 4H, (P-CH,-N)), 3.4 (m, 4H,(N-CH,CH,-N)), 4.3 (s, 4H,
(NCH,C00)), 7.0-7.8 (m, 40H, aromatik)

BC-NMR (CDCls, §): 168-172 (COO"), 128-131 (P-Ph), 58.7-45.2 (-CH,-)

3IP_NMR (CDCls, 8): 28.3 (s)

Elementel Analiz: (%) CgsHgsCIN4OgPsNasRh

Teorik; C, 62.34; N, 4.54; H, 5.23

Deneysel, C, 56.47; N, 4.64; H, 4.85

Kompleksin TG/DTG ve DTA egrileri incelendiginde A3 kompleksinin yaklasik termal
olarak 115 °C ye kadar kararl1 iken 450 °C’ye kadar {li¢ basamakta toplam % 85.15 liik
kiitle kaybinin fosfin ligandinin kiitlesi oldugu belirlenmistir. Komplekste metale kadar

bozunma ile olugmasi beklenen matematiksel kiitle kayb1 ise % 85.37°dir.
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4.6. A4 kompleksi

FT-IR (KBr, pelet, cm™): 3053 v(Ar-CH gerilmesi), 2937 v(Alifatik C-H), 1639
v(Alifatik C=0 gerilmesi), 1435 v(P-Ar), 1100 v(C-O), 744, 721, 692 v(monosiibstitiie
benzen C-H)

'H-NMR(CDClI3, 8): 3.2 (m, 4H, P-CH,-N), 3.4 (m, 4H, N-CH,CH-N), 4.3 (s, 4H,
NCH,COO0), 7.0-7.8 (m, 20H, aromatik)

BC-NMR (CDCl38): 170 (COO’), 128-131 (aromatik), 60-45 (-CH,-)

3IP_NMR (CDCls, 8): 27.5 (s)

Elementel Analiz: (%) C3,H3,CIN,O4P,NaAu

Teorik; C, 45.27; N, 3.30; H, 3.80

Deneysel, C, 45.72; N, 3.66; H, 3.87

Kompleksin TG/DTG ve DTA egrileri incelendiginde A4 kompleksinin yaklasik termal
olarak 110 °C’ ye kadar kararli olup bu sicakliga kadar sadece nemden kaynaklanan
diisiik oranda kiitle kayb1 gozlenmistir. 110 °C ile 890 °C araliginda ii¢ basamakta
toplam % 83’liik kiitle kaybmin fosfin ligandimin kiitlesi oldugu belirlenmistir.
Komplekste metale kadar bozunma ile olugsmasi beklenen matematiksel kiitle kaybi ise

% 76 dir.

4.7. A5 kompleksi

FT-IR (cm™): 3056 v(Ar-CH gerilmesi), 2939 v(Alifatik C-H), 1620 v(Alifatik C=0
gerilmesi), 1423 v(P-Ar), 1036 v(C-0), 745, 721, 695 v(monosiibstitiie benzen C-H)
'H-NMR (CDCls): 3.3 (m, 4H, P-CHx-N), 3.4 (m, 4H, N-CH,CH,-N), 4.3 (s, 4H,
NCH,COO), 7.0-7.8 (m, 40H, aromatik)

BC-NMR (DMSO-ds, 5): 170-162 (COQ), 128-131 (aromatik), 48-44 (-CHy-)
3IP_NMR (CDCls, 8): 33(s)

Elementel Analiz: (%) CgsHesCI.N4OgP4NasRu

Teorik; C, 62.34; N, 4.54; H, 5.23

Deneysel, C, 50.57; N, 4.54; H, 4.48

Kompleksin TG/DTG ve DTA egrileri incelendiginde A5 kompleksinin yaklasik termal
olarak 110 °C’ye kadar kararli olup bu sicakliga kadar sadece nemden kaynaklanan
diisiik oranda kiitle kayb1 gézlenmistir. 110 °C ile 850 °C araliginda i{i¢ basamakta
toplam % 74.7’lik kiitle kaybinin fosfin ligandinin kiitlesi oldugu belirlenmistir.
Komplekste metale kadar bozunma ile olugsmasi beklenen matematiksel kiitle kaybi ise

% 76.8’dir.
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Sentezlenen metal komplekslerinin ¢esitli ¢oziiniirliiklerine bakilmis elde edilen veriler

Tablo 4.1°de gosterilmistir.

Coziicii 1A 2A 3A 4A 5A
Su + + + ++

EtOH + + 0 ++ O

CH.CI, + + + - O

() ¢6ziinmez, ([1) Kismen ¢dziiniir, (+) ¢oziiniir, (++) ¢ok iyi ¢6ziintir

Tablo 4.1. Komplekslerin ¢oziiniirliikleri

4.8. Sitotoksisite Bulgulari

Sentezlenen 5 yeni metal kompleksi ile 5 ayr1 konsantrasyon kullanilarak asagidaki
sekilde gerceklestirilmistir;
Deneyin Basamaklari:
-Dondurulmus hiicre dizilerinin ¢oziilmesi
-Hiicrelerin pasajlanarak ¢ogaltilmasi; her bir deney i¢in bu siire minimum bir haftadir.
-Cogaltilan hiicrelerin alikotlara ayrilmasi
-Deney giinii hiicre dizisinin ¢oziilerek her bir kuyucukta 1x10* /mm? olacak sekilde
sayilarak, her bir konsantrasyon i¢in 8 kuyucuk olacak sekilde ELISA plaklarina
yerlestirilmesi.
-Her bir agir metal bilesigi i¢in deneylerde kullanilan standart konsantrasyonlar
sunlardir;

Konsantrasyon-1: 1 ng/mL

Konsantrasyon-2: 0.1 ng/mL

Konsantrasyon-3: 0.01 ng/mL

Konsantrasyon-4: 0.001 ng/mL

Konsantrasyon-5: 0.0001 ng/mL
-MTT testi igin 48 saatlik inkiibasyon
-ELISA plaklarmin ELISA okuyucusunda okutulmasi ve sitotoksisitenin belirlenmesi
-Her bir konsantrasyon i¢in her hiicre dizisinde sitotoksisitenin fotograflanmasi
Bu deneyler her agir metal bilesigi i¢in yeniden olmak iizere 5 kez tekrarlanmistir. Bu
deneyler sonucunda en kolay cogaltilabilen kanserli hiicre dizisinin K562 hiicre dizisi
oldugu saptanmistir. Ayrica bu hiicre dizisinde agir metal bilesiginin konsantrasyonuna
bagli olarak sistotoksisitenin en kolay belirlenebildigi goriilmiistiir.
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K562 KML transforme eritrolosemi hiicre dizisi iizerine agir metal bilesiklerinin bes
farkli konsantrasyondaki etkisi incelendiginde absorbans degerleri Tablo 4.2a’da ve %
sitotoksisite degerleri Tablo 4.2b’de verilmistir. 1A, 2A, 3A, 4A ve 5A nolu bilesiklerin
K562 KML transforme eritrolosemi hiicre dizisi iizerine doza bagimli herhangi bir
sitotoksik etkisi gozlenmez iken 4A nolu metal kompleksinin 1ng/mL ve 0.1 ng/mL
konsantrasyonda siras1 ile % 45 ve % 25 oraninda sitotoksisiteye neden oldugu tespit
edilmistir ancak daha diisiik konsantrasyonlarda bu etki goriilmemistir. 1A nolu
bilesikte ise 1 ng/mL dozunda % 20 oraninda sitoksisite goriiliir iken diger dozlarda bu

etki gbzlenmemistir.

Kompleks Kontrol Kons.-1 Kons.-2 Kons.-3 Kons.-4 Kons.-5
1A 0.1977 0.1582 0.1898 0.1977 0.2020 0.1967
2A 0.6361 0.5996 0.5930 0.6713 0.6060 0.6370
3A 0.1575 0.1675 0.1492 0.1528 0.1550 0.1426
4A 0.2128 0.1178 0.1598 0.2011 0.1885 0.1882
5A 0.4642 0.4646 0.5137 0.5240 0.5750 0.5220

Tablo 4.2a. K562 KML transforme eritrolosemi

hiicre dizisi

uzerinde metal

komplekslerinin bes farkli konsantrasyondaki etkisini gosteren absorbans degerleri

Kompleks Kons.-1 Kons.-2 Kons.-3 Kons.-4 Kons.-5
(%) (%) (%) (%) (%)
1A 20 4 4 0 0
2A 6 7 0 5 0
3A 0 6 3 2 10
4A 45 25 6 12 12
5A 0 0 0 0 0

Tablo 4.2b. K562 KML transforme eritrolosemi
komplekslerinin bes farkli konsantrasyondaki sitotoksik etkisinin test edilen hiicrelere

orani (kontrole gore %)
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5. SONUCLAR

Bu calismada P-C-N bagi igeren aminometilfosfin ligand1
([Ph,PCH2N(CH,CO2Na)CH3],) sentezlenmis ve bu ligandin Pt(II), Pd(Il), Rh(I),
Ru(I), Au(I) metal kompleksleri literatiire benzer sekilde sentezlenmistir.

Sentezlenen kompleksler FT-IR, 'H, *P-NMR, *C-NMR, termal analiz ve
elementel analiz teknikleri kullanilarak karakterize edilmistir. Spektroskopik analizlere
gore, metallerin ligand ile koordine oldugu *'P-NMR spektrumlarinda ligand ile
kompleksin farkli derecelerde kimyasal kayma degerleri vermeleri 6nemli 6l¢iide yol
gosterici olmustur.

Spektroskopik analiz sonuglarmma gore metal komplekslerinin yapi tayinleri
yapilarak iki disli difenilfosfin ligandinin beklenen metal komplekslerinin verdigi tespit
edilmistir. Bunun sonucunda ise farmakolojik agidan kullanilabilirligini tespit etmek
amacli sitotoksik denemeler yapilmistir.

Fosfin iceren karisik ligandli metal komplekslerinin canli ortaminda antitiimoral
aktivitelerinin etkin oldugu bilindiginden ve daha once calisildigindan dolay:
sentezlenen komplekslerinde antitiimoral etki gosterecegi diisiiniilerek sitotoksisite
calismalar1 yapilmigtir.

MTT ile yapilan sitotoksisite ¢alismalar1 sonucunda Pt(Il), (1A), ve Au(l), (4A),
komplekslerinin bazi konsantrasyonlarinda sitotoksisite gozlenmistir. Sitotoksik etki
gosteren bu metal kompleksleri i¢in daha degisik konsantrasyonlarda ¢alisilarak doza
bagimli etkinin ve sitotoksik dozun belirlenmesi gerektigi ve bunun icin ayrica bir

calisma yapilabilecegi sOylenebilir.
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