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ONSOZ

Inorganik ve organometalik bilesiklerin  farmakolojik  6zellikleri ve etki
mekanizmalarinin kimyasal temellerinin incelenmesi, ila¢ arastirmalarinin ilk asamalar1 i¢in
cok onemlidir. Schiff bazlar1 da bu sinif bilesikler olup, sahip olduklar1 birgok biyolojik ve
farmakolojik aktivitelerinden dolay1 genis bir sekilde arastirilmaktadir.

Schiff bazlarmin biyolojik aktiviteleri in vitro olarak bir¢ok ¢alismaya konu olmustur.
Ilgili literatiirlere dayanarak yaptigimiz tez ¢aligmasinda, orijinal Schiff bazlar1 ve metal
kompleklerinin in vitro olarak antitiimor ve antioksidan 6zellikleri arastirilmistir.

Ilgili bilgiler 1513mda yapilan bu tezi hazirlamamda yardimlarmi esirgemeyen degerli
hocam Dog¢. Dr. Mustafa KARATEPEye tesekkiirlerimi sunmay1 bir borg bilirim.

Ayrica ligand ve komplekslerin sentez ve karakterizasyonunu gergeklestiren Prof. Dr.
Memet SEKERCI ile Ars. Gor. Zuhal ERGIN’e, aym1 zamanda antioksidan
calismalarimizdaki yardimlarmdan dolayr Dog. Dr. Okkes YILMAZ ve Ars Gor. Serhat
KESER’e tesekkiirlerimi sunarim.

Aragtirmalarim sirasinda bana her tiirlii destegi veren, ¢aligmalarim siiresince gostermis

olduklar1 sabir ve desteklerden dolay1 aileme ve arkadaslarima da tesekkiirlerimi sunarim.

Sibel SELCUK ELAZIG-2010
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OZET

Bu arastirmada, terefaldehitden tiiretilmis Schiff bazi ve bunun metal komplekslerinin
hiicre kiiltiirii ortamina ilave edilmesi ile lipit peroksidasyonunun derecesini gosteren MDA
diizeyleri iizerine olan etkisi, in vitro sartlarda antioksidan 6zelligi ve anti timor aktivitesi
arastirildi.

Deney gruplar1 arasindaki karsilagtirilmalarda MDA diizeylerinin istatistiksel olarak
degistigi gozlendi. Olgiilen parametreler ve deney siiresince canli hiicre sayismna
bakildiginda ligand ve komplekslerinin MCF-7 hiicre tipinde etkili bir anti timor aktiviteye
sahip oldugu goriildii.

Sonug olarak, Ol¢iilen parametreler biitiin maddelerin oksidatif stres olusturdugunu

gostermektedir.

Anahtar kelimeler: HPLC, Schiff Bazi, MDA, Antioksidan Aktivite, Antitimor Aktivite

v



ABSTRACT

An Investigation Of Antioxidant And Antitumor Properties Of Derivative Schiff
Bases And Metal Complexes

In this research, the effect of tereftalic aldehyde Schiff base derivative and its metal
complexes on the MDA concentration which is an andicator of Lipid peroxidation, in vitro
antioxidant activity and antitumour activity were investigated in cell culture media.

In the comparision done among groups, it was observed that MDA concentrations
were statistically changed. Looking at the measured parameters during the experiment, the
number of live cells, the ligand and complexes is seen an effective antitimor activity in the
MCEF-7 cell types.

In conclusion, the parameters measured here in the show taht all compounds caused a

considerable oxidative stres.

Key Word: HPLC, Schiff Base, MDA, Antioxidant Activity, Antitumuor Activity
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1. GIRIS

Koordinasyon kimyasinda ligand olarak kullanilan, azometin (CH=N) grubu iceren ve
genel olarak RCH=NR' genel formiiliiyle gosterilen bilesiklere “Schiff Bazi” denir. Schiff
bazlari, primer aminler ile karbonil bilesiklerinin kondensasyonundan elde edilen
bilesiklerdir. ilk kez 1864'te Schiff tarafindan bir primer amin ve bir aktif karbonil
grubunun kondensasyonundan elde edilen Schiff bazlarinin olusum mekanizmalar1 ve
kompleks olusturma 6zellikleri oldukc¢a genis ¢capli incelenmistir [1].

Schiff bazi1 (SB) tiirevleri antiviral, antineoplastik, antimalariyal, antifungal ve
antibakteriyal Ozelliklerinden dolayr kimya, biyoloji ve farmakolojide biyiik ilgi
gormektedir [2].

Schiff bazlar1 ve metal kompleksleri, antitiimor [3], antiviral [4], antimikrobiyal [5],
antineoplastik [6], gibi ¢esitli farmakolojik aktivitelerinden dolayr genis sekilde
arastirilmaktadirlar. Schiff bazi bilesiklerinin ve Cu(Il) metal komplekslerinin, lipid
peroksidasyonunu engelleyerek antioksidatif aktivite gosterdigi de belirtilmektedir [7].

Schiff bazi tiirevlerinin DNA ve RNA sentezini inhibe edici etkilerinin oldugu ileri
siriilmektedir [8]. Bu etki onlarin riboniikleotit rediiktaz (RR) enzimini inhibe
etmelerinden kaynaklanmaktadir [9].

SB tiirevleri ve bakir komplekslerinin spektrofotometrik davranislarinin siiperoksit
dismutaz ile mukayesesi yapilan bir ¢alismada, bu bilesiklerin genis spektrumlu biyolojik
aktivitelerinin yani sirra SOD benzeri aktivite gosterdikleri de vurgulanmaktadir [10].

Boliimiimiizde yapilan caligmalarda, bu sinif bilesiklerin antioksidan prooksidan
ozellikleri ile cesitli dokulara olan etkileri arastirilmis ve ratlarda farkli ozellikler
sergiledigi gosterilmistir [11,12]. Yapilan baska bir ¢alismada ise bu tiir bilesiklerin
antiviral 6zelligi arastirilmis ve kullanilan bilesiklerin her hangi bir antiviral aktivite
gostermedigi, ancak ¢ok giiclii sitotoksik etkiye sahip olduklar1 gozlenmistir [13].

Goriildigi gibi Schiff bazlarinin biyolojik aktiviteleri in vitro olarak birgok ¢aligmaya
konu olmustur. Ligandin yapist ve konformasyonu ile koordinasyon bilesiklerindeki
merkez atomunun redoks potansiyellerinin bu tiir bilesiklerin biyolojik aktivitelerini
etkiledigi belirtilmektedir [10]. Bu gibi caligmalar daha aktif komplekslerin sentezini veya

dogal biyokoordinatif bilesiklerin davranisini anlamaya yardimc1 olacaktir.



1.1. Calismanin Amaci

Ik asamada kullanacagimiz Schiff bazi tiirevinin ¢esitli metal kompleksleri
sentezlenmis ve karakterize edilmistir [14,15]. Bu bilgiler 1s1ginda yaptigimiz tez
calismasinda orijinal Schiff bazlar1 ve metal komplekslerinin in vitro olarak antioksidan ve
antitimor Ozellikleri arastirilmistir. Burada Schiff bazlari ve metal kompleksleri
mikroorganizmanin bulundugu ortama ilave edilerek antitiimor aktivitesinin belirlenmesi

amaclanmistir.

1.2. Schiff Bazlan

Primer aminlerin aldehit veya ketonlarla kondensasyon reaksiyonu vermesi sonucu
olusan C=N ¢ift bagi (imin bagi) tanimlanan bilesikler Schiff Bazlar1 olarak

adlandirilmaktadir.

O R’

[l
RNH. + REC-RAH) == R—N=—C
’ SRIH)

Sekil 1. 1. Aminlerin karbonil bilesikleriyle verdigi kondenzasyon reaksiyonu
Karbonil bilesigi aldehit ise olusan bag azometin veya adlimin, keton ise olusan baga

imin veya ketimin adi verilir [14,15,16]. Reaksiyon olusumu gosterilmistir (Sekil 1.2,

Sekill. 3).

\C_O 4+ H,N—Z
/ 2
R R

AN
C—N—2Z + H>,O
/

azometin

Sekil 1.2. Azometin olusumu



\C_O + H,N—Z
J/ 2

AN
C=N—z + H,0
R /
R

imin

Sekil 1.3. Imin olusumu

Azometin grubundaki azot atomuna elektron salici bir alkil ya da aril grubu
baglandig1 takdirde, azometin bilesiginin kararhilig1r artmaktadir. Azot atomunda —OH
tastyan oksimler, -NH tasiyan fenilhidrazon ve semikarbazonlar, alkil ya da aril
siibstitiientini tasiyan Schiff bazlaria gore hidrolize karsi ¢ok daha dayaniklidir.

Karbonil bilesikleriyle, primer aminlerin kondensasyonundan olusan, N-alkil veya N-
aril siibstitiie imin yapisindaki Schiff bazlari, hidrolize karsi pek dayanikli degildir.

Ozellikle diisiik pH’larda kendisini meydana getiren karbonil ve amin bilesiklerine ayrilir.

1.2.1. Schiff bazlarinin olusum mekanizmasi

Schiff bazlarinin olusum mekanizmas: iki basamakli bir islemdir. Ilk basamak,
niikleofilik aminin kismi pozitif yiik tasiyan karbonil karbonuna katilmasi, sonra azotun bir
proton kaybetmesi ve oksijene bir proton baglanmasidir.

1. Basamak: Katilma

Birincil amin, azot iizerindeki ortaklanmamis elektron ¢ifti nedeniyle bir niikleofil
olarak davranir. Tepkimenin birinci basamagi, karbon-oksijen m bagmin ayrilmasiyla
karbonil karbonuna niikleofilik bir hiicumdur. Bunun sonucu olarak asidik bir amonyum
grubuyla bazik alkoksit anyonu igeren kararsiz bir ara iirlin olusturur. Bu ara iiriinde
azottan oksijene hizli bir elektron gecisi olur. Olusan karbonilamin orta derecede kararh

bir ara tirundiir.

R
: /f__\\ R4 ﬁ —Rs; Ry H_RB
5 N : By i
L N — ——— - C
c=q +HN—R; = — /C\ b
o Ry o¢ rRY GH
R j
Niikleofilik hiicum Kararsiz ara iirtin Karbonilamin ara {iriinii

Sekil 1.4. Schiff baz1 olusumunun birinci basamagi

2. Basamak: Ayrilma
Ikinci basamakta -OH grubu protonlanir ve sonra su olarak ayrilir. Karbonilamin ara

irliniiniin azot ve oksijen atomu hafifce baziktir. Oksijenin protonlandirilmasi ile bir



konjuge asit olusturulur. Protonlandirilmis karbonilamin iyi bir ayrilan grup olan suyu
icerir. Bu nedenle molekiilden su ayrilir ve ayn1 anda azottaki ortaklanmamais elektronlar
kullanilarak bir karbon-azot m bagi olusur. Olusan protonlandirilmis Schiff bazinin hizla

bir proton kaybetmesi sonucu tepkime iiriinii olarak Schiff bazi meydana gelir.

- R HN—R R H \. Ry
R1\ /HN Ra H§O+ 1\? 3'H')O 1\C (r{/ H>O: \C N —H3O+
C s ek — — e — —_—
P ' / C.@HZ / \ 4

R2 OH R2 R> R3 R2 Ra

Sekil 1.5. Schiff baz1 olusumunun ikinci basamagi

Schiff bazmnin asit katalizliginde olusumu pH’a bagimh bir tepkimedir.
Mekanizmanin birinci basamagida (Sekil 1.4.) protonlanmamis serbest amin karbonil
grubuna katilir. Cozelti ¢ok asidik olursa amin derigimi thmal edilecek kadar ¢cok azalir.
Bu durumda, normalde hizli olan katilma basamagi yavaslar ve tepkime dizisinde hiz
belirleyici basamak haline gelir [17].

Ikinci basamakta (Sekil 1.5.) protonlanmis -OH grubu H,O olarak ayrilir. Ilk

basamagm (amin katilmasinin) aksine, asit derisiminin artmasi ikinci basamagin hizini

artirir. Clinkli —OH2+ zayif bir baz ve kolay ayrilabilen bir grup olup H,O seklinde kolayca
ayrilabilir [17].

Asitligin yiiksek olmasi 2. Basamagm daha hizli, ancak 1. basamagin daha yavas
yiirlimesine neden olur. Buna karsilik asitligin azalmasiyla 1. basamak daha hizli, 2.
basamak ise daha yavas ylriir. En uygun (optimum) pH bu iki agir1 ucun arasindaki pH’tir
(pH 3-5 aras1). Uygun pH’ta tepkimenin toplam hiz1 en yiiksek olur. Bu pH’da aminin bir
kismi protonlanmistir ama niikleofilik katilma tepkimesini baglatabilmek icin yeterli
miktarda serbest amin vardir. Bu pH’da yeterli hizda ayrilmanin gergeklesebilmesi i¢in de
yeterli asit vardir [17].

Schiff bazlar1 olusumunun ultraviyole 151k altinda hizlandig1 goriilmiistiir. Bu olayda
aldehidin az bir kismi 151k yardimiyla otooksidasyona ugramakta ve olusan asit,

kondensasyon reaksiyonunda katalizor gorevi gormektedir [18].



1.2.2. Schiff bazlarinin sentezi

1.Aldehit veya ketonlarin birincil aminlerle reaksiyonundan

R\ R y; R"
/C—O + Hp)N—/R" > C—N. + HO
R' R
Aldehit 1° amin Imin [(E) ve (Z) izomerleri]
veya keton
CH3HoC CH3HoC
/C:O + Hzi\}_CHZCHQCH:s e /C—NCHZCH20H3 + H)O
H3C H4C
Biitanon 1° amin Imin

2.Aldehit veya ketonlarin hidroksilamin ile tepkimesinden

R R OH
. .
ikl B T
R E
Aldehit Hidroksilamin Oksim[(E) ve (Z£) izomerleri)

veya keton

H3C\ H3;C
/c——o + H,NOH —* C——NOH + H»O
H H

Asetaldehit Asetaldoksim

3.Aldehit veya ketonlarin hidrazin ve fenilhidrazin ile tepkimesinden

R' R’
Hidrazin Hidrazon [(E ) ve (Z) izomerleri]

R R" R R"

C——NNH, + C—Q —» C—N—N——-2=C e H20
Rr Rn| Rr an
Hidrazon Azin



R R

c—o0 + H,NNHC4zH;4 s C——NNHCgHs H,O

R R’
Fenilhidrazin Fenilhidrazon
C6H5 CﬁH5
o HO'
c=—o0 + HNNHCeH;s From C=—=NNHCgHs5 + HO
H,C H,C
Asetofenon Asetofenon fenilhidrazon

4.Aldehit veya ketonlarin semikarbazit ile tepkimesinden

\ I N
C—0 + H,NNHCNH, —® C——NNHCNH, + H,O
R R'
Aldehit Semikarbazit Semikarbazon

veya keton
ﬁ ﬁ
0 + H,NNHCNH, QNNHCNHQ +H,0

Qilklahakecannn Qiklahalkeannn Qemikarhaznn

1.2.3. Schiff Bazlarimin Spektroskopik Ozellikleri

Schiff bazlarinin spektroskopik 6zelliklerinin ilgi ¢ekmesi onlarn biyokimya ve ayni
zamanda analitik uygulamalardaki 6neminden dolayidir. Aromatik azometinlerin NMR
calismalari, azot ve hidroksi grubu arasindaki hidrojen bagma yonelikti. Ancak Hammet,
op sabiti ile azometin protonunun kimyasal kaymasina substituent etkilerini iliskilendirmis
ve aldehit halkasindaki para substituentler ile bir iliskisinin varligmi gostermistir.
Azometinlerin NMR spektrumlari, aromatik aldehit halkasinda para substitiisyonunun,
substituentlerin konjugatif etkisi ile ayni dogrultuda azometin protonunun kimyasal
kaymasinda degisiklik olusturdugunu gostermektedir.

Hidroksil grubu iceren Schiff bazlarinin FT-IR spektrumlari, karakteristik v(C=N) ve

v(OH) frekanslarinin gézlemlenmesi amaciyla alinir. Ayrica, orto-hidroksi grubu hidrojeni



ile azometin azotu arasindaki muhtemel hidrojen bagi olusumundan kaynaklanan v(OH)
frekansindaki kaymalar incelenir. Azometin azotu ile yapilan H bagindan dolay1 olusan
konjuge-selat halka sisteminin yaklasik 2700-2800 cm™ araliginda bandi gézlenir ve 3500
cm’ in tizerinde 7 baginda -OH grubuna ait genis bir band gozlenir. Kompleks olusumu ile
-OH band1 kaybolur.

Schiff bazlarmin yapisindaki —-N=C- grubunun diizlem ig¢i titresimlerinden ileri gelen
absorpsiyonlar ¢evresindeki elektronik degisikliklere karsi ¢ok duyarli olup iminlerde

yaklasik 1640-1630 cm™ de gozlenmektedir [19].

1.3.Serbest Radikaller

Serbest radikaller, hiicre metabolizmas: sirasinda cereyan eden biyokimyasal redoks
reaksiyonlar1 ile ortaya ¢ikan ciftlesmemis elektrona sahip, reaktif ve kisa dmiirlii kimyasal
bilesiklerdir. Serbest radikallere, oksidan molekiiller veya en dogru adlandirma ile

"Reaktif Oksijen Partikiilleri" de denilmektedir [20].

1.3.1.Reaktif Oksijen Partikiillerinin Olusumu

Biyolojik sistemlerde serbest radikaller en fazla elektron transferi sonucu meydana
gelirler. Serbest radikaller pozitif yiiklii, negatif yliklii veya elektriksel olarak notral
olabilirler.

Bir serbest radikalin baslangi¢ {irtinii molekiiler oksijenin indirgenmesiyle olusan
siiperoksit anyon radikalidir (':'2?). Bir serbest radikal, ¢iftlesmemis elektrona sahip bir
atom veya molekiildiir. Bu iiriin kararsiz bir yapidir ve ¢evresindeki bir organik veya
inorganik yapiya saldirabilir. Peroksit anyonu c¢ozeltiden iki proton alarak hidrojen

perokside doniistir.

5 +
07 +e- y O3 tH + HYO2

Canli sistemlerde oksijen radikalinin zararh etkilerine dikkat edilmesi ve bu radikallerin
olusumu ile hemen etkilerinin uzaklastirilmasi gerekir. Aksi halde bunlar Fe veya Cu gibi
iki degerli katyonlar1 katalizleyerek daha etkili bir serbest radikal olan hidroksil radikalini

olustururlar [21].

OF 4 Fet3 —— 0,+ Fe



+2 +3
H,0,+Fe ——OH™+HO" + Fe

HO?® radikali, canli sistemlere ¢ok zararli olabilecek ¢ok gii¢lii bir radikaldir. Birgok
hastaliklara sebebiyet verebilecek biyokimyasal degisimleri olusturulabilir [22].
Serbest radikaller belli miktarlarda hiicreler tarafindan bazi hiicre i¢i redoks ve sinyal

farkliliklarin1 géstermek gibi fizyolojik faydalar i¢in kullanilabilir [23].

1.4. Antioksidan Tanim ve Cesitleri

Reaktif oksijen tiirlerinin olusumu ve bunlarin meydana getirdigi hasar1 onlemek icin
viicutta birgok savunma mekanizmalar1 gelismistir. Bunlar "antioksidan savunma
sistemleri" veya kisaca "antioksidanlar" olarak bilinirler.

Antioksidanlar, okside olabilir bir substratla mukayese edildiginde, diisiik
konsantrasyonlarda bulunan ve substratin oksidasyonunu énemli derecede geciktiren ya da
inhibe eden "herhangi bir substrat" olarak tanimlanmaktadirlar. Endojen (dogal) ve eksojen
(1laclar) antioksidanlar olmak iizere baslica 2 ana gruba ayrilirlar. Hiicrelerin hem sivi hem

de membran kisimlarinda bulunabilirler [23,24].

1.5. Lipid Peroksidasyonu ve Malondialdehit (MDA)

Lipid peroksidasyonu membranda bulunan fosfolipid, glikolipid, gliserit ve sterol
yapisinda yer alan doymamis yag asitlerinin, serbest oksijen radikalleri tarafindan
peroksitler, alkoller, aldehitler, hidroksi yag asitleri, etan ve pentan gibi ¢esitli iirtinlere
yikilmasi reaksiyonudur. Serbest radikaller reaktif yapilari nedeniyle, basta lipidler,
proteinler ve niikleik asitler olmak tizere yiikseltgenebilen tiim hiicre elemanlar: ile
etkilesirler [23].

Hiicreleri saran membranlar ve hiicre organelleri, genis miktarlarda poliansature yag
asiti ithtiva ederler. Serbest radikaller hiicre membranindaki bu poliansature yag asitlerine
saldirir ve lipid peroksitlerin tesekkiiliine yol acan lipid radikallerinin olusumuna sebep
olurlar. Lipid peroksidasyonundaki artis serbest radikal aktivasyonunun indirekt bir
isaretidir. Biyolojik membranlarin en 6nemli unsurlar1 lipid ve proteinlerdir. Lipid

peroksidasyonu, lipidler kadar mebran proteinlerini de hasara ugratabilir [25].



Tablo 1.1. Endojen ve Eksojen Antioksidanlar

A- Endojen (Dogal) Antioksidanlar
I. Enzimler II1. Mikromolekiiller
1I. Makromolekiiller
- Siiperoksid dismutaz - Seruloplazmin - E vitamini ve analoglar1
- Katalaz - Transferrin - C vitamini
-Glutatyon peroksidaz - Ferritin - Tiyol igerenler: GSH
- Glutatyon rediikaz - Hemoglobin -N-asetil sistein,Metiyonin kaptopril
- Hidroperoksidaz - Miyoglobin - A vitamini-B-karoten
- Sitokrom -C oksidaz - Glikoz
- Urik asit
- Ubikinon
- Bilirubin
B - Eksojen Antioksidanlar (ilaglar) Gida Antioksidanlari
- NADPH oksidaz inhibitdrleri - Biitil Hidroksitoluen (BHT)
-Endojen antioksidan aktiviteyi artiran maddeler - Biitil Hidroksianisol (BHA)
- Non-enzimatik serbest radikal toplayicilar - Sodyum benzoat
- Demir redoks dongiisii inhibitorleri - Etoksikuin
- Nétrofil adezyon inhibitérleri - Propilgalat
- Rekombinant h-SOD
- 21 - Aminosteroidler, Indopamid
- Sitokinler, Flavonoidler
- Ksantin oksidaz inhibitorleri
- Barbitiiratlar, Trimetazidin

Cesitli patolojik durumlar sirasinda bir¢ok hiicre tipinde O2'nin rediiksiyonundan

olusan tiirlerin olagan dis1 ve siddetli liretimiyle karakterize oksidatif stresin meydana
geldigi giiniimiizde 1iyi bilinmektedir. Bu oksidatif stresin genel bir sonucu, hiicre
organizasyonunun az Yyada c¢ok degradasyonuyla sonuglanan hiicre lipidlerinin
peroksidasyonudur [23].

Oksijen molekiilii lipidlere kars1 yiiksek afiniteye sahiptir. Bu molekiil
hemoglobinden ayrildiktan sonra plazmadaki lipoproteinler ile eritrosit zarmdaki lipidlerde
¢Oziinmekte ve daha sonra dokularda kullanilmaktadir. Bu sirada dokularda bulunan
doymamis yag asitlerindeki c¢ift baglara oksijen baglanmasi sonucu lipid peroksidasyonu

kimyasal reaksiyonu meydana gelmektedir. Lipid peroksidasyonunun zar yapi ve



biitlinliigiiniin bozulmasi, olusan serbest radikallerin ¢esitli hiicre bilesenleri iizerine zararl
etkileri ve son Tlriinlerin sitotoksik etkileri gibi farkli yollarla hiicre hasarma neden
olduklar1 diistiniilmektedir [26].

Lipid peroksidasyonu ¢ok zararli bir zincir reaksiyonudur. Direkt olarak membran
yapisma ve indirekt olarak reaktif aldehitler tireterek diger hiicre bilesenlerine zarar verir.
Bu bilesikler ya hiicre diizeyinde metabolize edilirler veya baslangigtaki etki alanlarindan
diffiize olup hiicrenin diger boliimlerine hasar1 yayarlar. Boylece, bir¢cok hastaliga ve doku
hasarma sebep olurlar. Peroksidasyonla olusan MDA, membran komponentlerinin ¢apraz
baglanma ve polimerizasyonuna sebep olur. Bu da deformasyon, iyon transportu, enzim
aktivitesi ve hiicre yiizey bilesenlerinin agregasyonu gibi intrinsik membran 6zelliklerini
degistirir. Bu etkiler, MDA'nin ni¢in mutajenik, genotoksik ve karsinojenik oldugunu
aciklar. Lipid peroksidasyonu ile meydana gelen membran hasar1 geri doniisiimsiizdiir.
Hem insanlardaki ve hem de dogadaki lipid peroksidasyonunu kontrol etmek ve azaltmak

i¢cin antioksidanlar kullanilmaktadir [27].
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2. MATERYAL ve METOT

2.1. Uygulamalarda Kullanilan Bilesikler

Uygulamalarda, terefaldehit’den tiirevlendirilmis Schiff bazi1 tirevi ve metal

kompleksleri kullanilmastir.

W H H 7
Z M= C=p >
MH HEM
CO0OH HOOC

Sekil 2.1.{4-[(4-{[4-(karboksimetilkarbamoil) fenilimino] metil} benziliden) amino]

benzoilamino} Asetik Asit Ligandinm Yapisi

H H //C\ HooC
VAN
H;0, /
CH,COQ N

WCu——O0 o0=cC .2H,0

Sekil 2.2. [Cu,L,(AcO),.(H,0),].2H,0 'nin Yapisi
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! NH nH
HN\M/OOCCH3 CH3COO\M/ nH,0
) o
~
i 3
IE—— O —]

M: Zn(Il)  Ni(ID)
n: 3

Sekil 2. 3. [Zn,L(AcO),] ve [Ni,L(AcO),].3H,0' nin Yapis1

2.2. {4-|(4-{|4-(karboksimetil karbamoil) fenilimino] metil} benziliden) amino]
benzoilamino} Asetik Asit Ligandinin (L), Cu(Il), Ni(II) ve Zn(II)

Komplekslerinin Sentezi

1.00 g (2.0 mmol) ligand (L) alinip 20 mL 110 °C’de sicak DMF’de reaksiyon
balonunda ¢oziildii, ¢oziildiikten sonra yine DMF’de ¢oziinen [Cu(Ac),.H,O (0.153 g, 0.7
mmol ), Ni(Ac),.4H,O (0.190 g, 0.76 mmol) ve Zn(Ac), (0.145 g, 0.65 mmol)] metal
asetatlar ligand ¢ozeltileri iizerine damla damla ilave edildi ve karistirildi. Elde edilen
cokeltiler sicak DMF ve metil alkolle yikanarak, ¢oktiiriildii. Bilesiklere ait bazi degerler

Tablo 2. 1’de 6zetlenmistir.

2.3. Uygulamalarda Kullanilan Hiicreler

Antitiimor aktivitenin belirlenmesi i¢cin MCF-7 Hiicre Kiiltiirii (insan gégiis kanseri
hiicresi) ve antioksidan aktivitenin belirlenmesi i¢in Saccharomyces cerevisiae maya
hiicreleri kullanild.

Fungi alemine dahil olan Saccharomyces cerevisiae tek hiicreli bir mikroorganizmadir.
Saccharomyces cerevisiae askomisetik bir mayadir. Maya terimi tomurcuklanma ve enine
bolinme gibi yontemlerle aseksiiel (eseysiz) olarak iireyen, bir zigotdan veya

partenogenetik olarak tek bir somatik hiicreden olusmus serbest bir askus igerisinde
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askorporlar iireten, dominant olarak tek hiicreli bir tollusa sahiptirler. Saccharomyces
cerevisiae diger mayalar gibi karbonhidratlar1 fermente eder. Bira yapimi ve firincilikta
kullanilir. Mayalarin yiiksek vitamin igerigi, besin olarak degerlerini artirir. Bir¢ok
Saccharomyces cerevisiae tirii diger vitaminler yaninda 6zellikle B vitaminini sentezlerler
[28]. Saccharomyces cerevisiae malt extract broth'da asilanip etiivde 25 °C'de inkiibe
edildi ve eksponensiyel fazda 10° hiicre/mL alinarak deneysel ¢alismalar gerceklestirildi.
Bu hiicreler siklikla molekiiler diizeyde oksidatif strese metabolizmanin cevabi

calismalarinda bir model olarak kullanilmaktadir [29].

Tablo 2.1. Ligand ve Komplekslerin Baz1 Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

] Elementel Analiz %
Verim Teorik(Deneysel) "
Bilesik. (%9) Mol Ag. B-M)
Formiili (z/moly
C H N

C oLl O4L) 67,00 484 64,19 454 | 11,52(11,52) | —
(63,68) (4,44)

[Tl Aoy 4H0.]4H0 56,00 1356,7 49,53 4,56 8,25 (9,22) 0,40
(50,78) (50,78)

i L(Ae0),] FH,O 64,00 7732 46,66 4,14 7,25 (8,84) 2,46
(48,69) (4,96)

[En.Li&cD,] 66,00 732,6 49,14 3,54 7,64 (7,54) _
(48,56) (3,59)

2.4. MCF-7 Hiicrelerinin Cozdiiriilmesi, Flasklara Ekimi, Beslenmesi ve

Boliinmesi

Hiicre kiiltiir bankasindan (ATCC, ABD) aldigimiz donmus haldeki MCF-7 insan
gogiis kanseri hiicreleri oda sicakliginda c¢ozdiiriilerek 75 ml flask icerisine aktarildi.
Flask’in igerisine daha O6nceden hazirlanmis olan DCs (25 ml) ilave edildi ve flasklar,
Nuaire marka, %5 CO, ortaml inkiibatore (Playmouth, MN, ABD) yerlestirildi. Giinliik
olarak hiicrelerin durumu Soif marka (Soif Optical Inc., Cin) bir inverted mikroskop
kullanilarak kontrol edildi ve {i¢iincli giiniin sonunda flasklarda bulunan DCs cekilerek
tazesiyle degistirildi. Bu islem ii¢ giin araliklarla siirekli tekrar edildi.

Sayilar1 artmaya devam eden hiicreler flaskin tabanini tamamen kaplayarak iist {iste

tabakalar olusturmaya bagladilar. 15. giinlin sonunda flasklardaki medyum c¢ekildi ve
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yerine 3 ml tripsin ilave edilerek inkiibatore yerlestirildi. 2-3 dakikada bir flasklar hafifce
sallanarak hiicrelerin yapistiklar1 ylizeyden ayrilmalari saglandi. Tiim hiicreler flaskin
ylizeyinden ayrildiktan sonra flasklarin icericine 12 ml DCs ilave edildi ve dikkatli sekilde
triturasyon (slispansiyonun pipet icerisine cekilip bosaltilarak yapilan ayristirma iglemi)
yapilarak hiicrelerin homojen olarak soliisyona dagilmasi saglandi.

Hiicreler bir hemositometre kullamlarak sayild. Her flaska 5x10° hiicre olacak
sekilde hiicre siispansiyonu konulup iizerlerine DCs ilave edildi (toplam hacim 25 ml
olacak sekilde) ve tiim flasklar inkiibatore yerlestirildi. Hiicrelerin ekimleri, beslenmeleri
ve deneyler steril bir Class II Laminair Flow (Biolaf, Ankara) igerisinde gerceklestirildi

[30,31].

2.5. Kullanilacak hiicre sayis1 ve madde dozlarinin belirlenmesi

MCEF-7 gogiis kanseri hiicreleri, flasklara tripsin ilave edilerek yerlerinden sokiildii ve
hiicre siispansiyonu 2000 rpm devirde 5 dakika santrifiij edildi. Tiiplerdeki tripsin medyum
karisimi alinarak yerine DCs ilave edildi. Triturasyon ile hiicrelerin single cell suspension
haline gelmeleri saglandi. Hemositometre kullanilarak hiicreler sayildi ve hiicre sayisi
MCEF-7 hiicre deneyleri igin 1x10° / ml, hiicreye ayarlandi. Dozlarm belirlenmesinde 6n
denemeler yapildi ve asag1 yukar1 yontemi kullanildi [32].

Hiicre siispansiyonundan birer ml deney tiiplerine aktarildi ve {izerine test edilecek
ajanlar 7,5 15, 30, 60 uM, konsantrasyonlarda ilave edildi. Negatif konrol tiiplerine ayni
miktarda serum fizyolojik, Vehicle tliplerinde ayn1 miktarda DMSO ilave edildi ve tiipler
inkiibatore yerlestirildi. Hiicre slispansiyonlarindaki DMSO miktar1 %1 den fazla degildi.
24 saat sonra tiipler inkiibatorden ¢ikarilarak triturasyon yapildi ve hiicre siispansiyonu %
0,4 tryphan blue ile 1:1 (v/v) oraninda rasgele secilen 100 adet hiicre hemositometrede
sayildi. Hiicre canlilig1 ylizde olarak ifade edildi. Ayn1 islem 48 saat sonra tekrar edildi ve

deney sonlandirildi [32].
2.6. In vitro Antioksidan Aktivite Ol¢iimleri
2.6.1. Saccharomyces cerevisiae ile Ol¢iim

Antioksidan aktivite i¢in ise gelistirilen hiicrelerden her 1 ml sinde farkli sayida hiicre

iceren 2 farkli Ornek Ttzerine aktivitesi Olciilecek ligand ve komplekslerden son
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konsantrasyonu 50 ve 100 uM olacak sekilde ilaveler yapildi. Madde ilavesinden 24 saat
sonra MDA miktarlar1 6lciildii. Ilgili literatiirlerle kiyaslanarak [33,34,35] ml deki hiicre
saytisnm 10° hiicre/mL olmasma karar verildi. Maddelerin ¢oziiniirligi de géz Oniine
almarak dozlara karar verildi.

Maddelerin antioksidan 0Ozelliginin belirlenmesinde, kromatografik yontemlerden
HPLC kullanildi. MDA icin birer deney tiipiine 2 ser ml hiicre i¢eren ¢ozelti konuldu.
Maddeler DMSO da c¢oziilerek belirli konsantrasyonlarda g¢ozeltileri hazirlandi ve son
derisimler 50 uM ve 100 pM olacak sekilde tiiplere ilave edildi. Tiim denemeler igin
tiiplerdeki DMSO miktar1 esit olacak sekilde ilaveler yapildi. Kontrol grubu olarak esit
hacimde DMSO ilave edilen tiipler kullanildi. Madde ilavesinden sonra belirli siireler
beklendi. MDA analizi i¢in kimyasal maddelerle muamele edilmis hiicrelere %15'lik

trikloroasetik asitten 250uL ve 0.5 M HClO4'den 750 pL ilave edilerek calkalandi.

Hiicreler kiigiik pargalara ayrildi ve lizat 4500 devirde 5 dakika santrifiijlendikten sonra
berrak kisim alinarak HPLC'de analizlendi [36].

2.6.2. DPPH Radikal indirgeme Metodu ile Ol¢iim

Antioksidan aktivitenin belirlenmesi i¢in diger bir yontem olan DPPH radikal indirgeme
metodu kullanildi [37]. Metanolde 2,5 mg/L DPPH olacak sekilde hazirlanan ¢ozeltiden 4
ml aliarak her madde i¢in ayr1 ayr1 tiiplere kondu. Derisimleri 4000uM olarak hazirlanan
DMSO’da ¢oziinmiis test maddelerinden her bir grup icin oncelikle 1 pL’lik ilave ile son
derisimleri 1 pM olacak sekilde hazirlandi. Reaksiyonun olusmasi i¢in bu karisim oda
sicakliginda karanlik ortamda 30 dk bekletildi. Bu islem 5 pL’lik ilave ile son derisimin
S5uM oldugu, 50 pl’'lik ilave ile derisimin 50 uM oldugu, 100uL’lik ilave ile derisimin
100uM oldugu durumlarda da tekrarlandi. Renk acilimma bakilarak 517 nm’de
spektrofotometrede  okutulup  okutulmayacagina karar verildi. Renk acilimi

gozlenmediginden spektrofotometrede okutma yapilmadi.

2.7. Istatistiksel Degerlendirme

Bu caligmadaki biitiin istatistiksel analizler; SPSS istatistik programi ile yapildi
Deneysel calismalar sonunda elde edilen veriler, antitiimor 6zellik i¢in One- way Anova

analizi Tukey testi ve MDA analizi i¢in ise LSD testi ile yapilarak degerlendirildi
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3. BULGULAR

Elde edilen bulgular parametrelerin her birinde uygulama boyunca gruplarin kontrol
grubu ile kiyaslarin1 gosterecek tablolar halinde verildi. Maddelerle muamele edilmis
MCF-7 hiicrelerine ait canli hiicre sonuglar1 Tablo 3.1 de, yine maddelerle muamele
edilmis Saccharomyces cerevisiae maya hiicrelerinin MDA diizeylerine ait sonuglar Tablo

3.2 de verilmistir.

Tablo 3.1. Maddelerle muamele edilmis MCF-7 hiicrelerinin siireye ve doza gore % de

oraninda canlilik durumlari

a) 24 Saat

Grup n=6 7.5 uM 15 uM 30uM 60uM

K 93,00+1.06 90,33+0,56 82,83+1,51 74,50+0,76
Lig 68,00+2,13° 49,00+2,57¢ 50,66+1,33¢ 18,17+2,59¢
Cu 81,33+1,05° 67,00+1,39° 60,00+2,37¢ 29.66+1,20°
Zn 39,16+1,95° 30,50+1,18° 30,00+0,82° 9,174+2,68°
Ni 56,33+£3016° 5083+4,38° 34,50+1,43° 15,33+1,87¢
b)48 Saat

Grup n=6

K 83,83+1,05 79,83+1,37 83,16+1,42 71,66+0,76
Lig 49,3342 ,82¢ 36,50+2,23¢c 34,66+1,89¢ 11,00+4,16¢
Cu 69,83+1,25¢ 37,17+5,01¢c 45,66+0,95¢ 5,00+2,25¢
Zn 16,83+1,26¢ 6,66+2,12¢ 3,00£1,91c¢ 2,83+1,56¢
Ni 34,1741,22¢ 27,66+3,36¢ 13,83+1,54¢ 0,83+0,54¢

a:P<0.05 b:P<0,01 c:P<0.001

Tablo 3.2. Maddelerle muamele edilmis Saccharomyces cerevisiae maya hiicrelerinin 24

saatlik MDA (mg/2. 10° hiicre) Diizeylerinin Dozlara Gére Ortalama Degerleri

MDA (n=2) (50 uM) (100 pM)
Kontrol 0,62+2,44E 0,62+2,44E
L 1,05+0,79E™ 1,15+0,03E™
L-Cu(II) 1,01£0,30E™ 1,10£0,29E™
L-Zn(II) 1,13+£0,04E ™ 1,16+0,20E™
L-Ni(II) 1,02+0,58E-"

1,04+0,04E "

Not: Bu tablodaki standart sapma degerleri E ile ¢arpilmis sekilde sunulmaktadir

a:P<0.05 b:P<0,01 ¢:P<0.001




4. SONUCLAR VE TARTISMA

4.1. Sentez ve yapi tayini

{4-[(4-{[4-(karboksimetil karbamoil) fenilimino] metil} benziliden) amino]
benzoilamino }asetik asit ligandinin (L), Cu(II), Ni(II) ve Zn(II) kompleksleri sentezlendi.
Ligand ve komplekslerin yapilar1 elementel analiz, magnetik siisseptibilite, TGA, IR, UV,
"H-NMR teknikleri kullanilarak acgikland1.

4-[(4-{[4-(karboksimetil karbamoil) fenilimino] metil} benziliden) amino]
benzoilamino} asetik asit ligandinin (L)'H-NMR spekturumunda (Sekil 4.1.) 12,2-13,8,
8,86, 7,45-8,21, 4,15, 8,91 ve 3,3-3,8 ppm araligindaki pikleri sirastyla —COOH, CH=N-,
Ar-CH, Alif-CH, CONH ve DMSO-DMF c¢éziiciilerinin protonlarii gostermektedir.

Elementel analiz sonuglarma gore Ni(II) ve Zn(Il) kompleksleri olusurken 1 mol
ligand ile 2 mol metalin baglandigi, Cu(Il) da ise sentezlenen ligandin 2 mol ligand ile 2
mol metalin baglandig1 tespit edilmistir. Cu(Il), Ni(Il) ve Zn(Il) asetat tuzlar1 ile
[CuL2(AcO),.4H,0].4H,0, [N1,L(AcO),].3H,O ve [Zn,LL(AcO);] tipinde kompleksler

verdigi tespit edilmistir.

VT N

T ~T T T SRads anhanas
o.0 8.5 8.0 PPm 4.2 PPm

e

14 13 12 pEpm /\

D R e e A o e [ e
14 13 12 11 10 9 8 7 6 5 a 3 2 1 ppm

DMSO

Sekil 4.1. 4-[(4-{[4-(karboksimetilkarbamoil) fenilimino]metil} benziliden) amino]
benzoilamino} asetik asit ligandmnm (L) ' H-NMR  spekturumu

Ligand (L)’in IR spekturumunda 3439 cm™’da gorilen —OH gerilme titresimleri
[CusLa(AcO),, 4H,0].4H,0, [NiL(AcO),].3H,0 komplekslerinde 3350-3500 cm™ yayvan
bir pik olarak gozlenmistir. Termal analiz sonuglar1 da goz Oniine alindiginda

komplekslerdeki kristal suyuna ait —OH gerilme titresimi olarak belirlenmistir. Ligand (L)



deki karboksilik asit grubuna ait~1698 cm”' C=0 gerilme titresimi ligandin

komplekslesmesiyle asimetrik titresim va4(C-O) 1543-1550 cm™ ve simetrik titresim vy(C-
0) 1296-1323 cm™” deki bandlar olarak goriilmektedir [38,39]. Liganda 1597 cm’
gozlenen azometin (CH=N) grubuna ait gerilme titresimi komplekslerde 6nemli bir
degisime ugramamistir. Komplekslerde 466-497 cm™ araliginda gozlenen M-O pikleri
metal iyonunun oksijen atomu ile koordinasyona girdigini gostermektedir. Ligand da
gozlenen N-H gerilme titresimleri komplekslerde kaymaya ugramistir. Ayrica
komplekslerde M-N baglarinin da goriilmesi azot atomunun metal ile koordinasyona
girdigini gostermektedir. Ligand da C=0 gerilme titresimi 1626 cm™ de goriiliirken
komplekslerde 5-10 cm™ e kayarak metalle koordine kovalent bag yapmustir [40].

Komplekslerin magnetik siisseptibilite 6l¢iimlerinde Cu(Il), Ni(II) komplekslerinin
paramagnetik Zn(II) komplekslerinin diamagnetik oldugu goriilmiistiir. N L(AcO);].3H,O
kompleksinin magnetik moment degeri 2.46 B.M olarak Olciilmiistiir. Kompleksin UV
spektrumunda 350 nm civarlarinda liganda ait gecisler bulunmaktadir. [Ni,L(AcO),].3H,0
kompleksi 9100 ve 16400 cm™ bantlar gozlenmistir bu bantlar T (F) — A, (v2) ve
3TI(F)—’T\(P) (vs) gecisleridir ve  tetrahedral  yapiyr  desteklemektedir.
[CuzL2(AcO),.4H,0.].4H,0 komplekslerinin magnetik moment degeri 0.40 B.M olarak
Olciilmiistiir. Magnetik moment degerlerinin  diisiik ¢ikmasmmin nedeni molekiiler
etkilesimlerden ve/veya Cu(ll) iyonlar1 arasindaki giiclii antiferromagnetik etkilesimden
kaynaklanmaktadir [41]. [Cu,L2(AcO),.4H,0.].4H,0O kompleksine ait UV gegisleri 17241
cm” ‘de yayvan bir pik gdzlenmistir. Bu pik 2Eg —>3T2g gecisidir ve oktahedral yapiy1
gdstermektedir. [Zn,L(AcO),] kompleksinde 24500 cm™ “de pikler gozlenmistir. Bu pik
Ligand-metal yiik aktarim gegisine aittir.

Komplekslerin termal karaliliklart TGA ve DTA ile incelenmistir. TGA ve DTA
egrileri 25°C-1000 °C arahiginda N, atmosferinde 15 °C/dk 1sitma hiz1 ile elde
edilmistir.Zn,L(AcO);] kompleksi 360°C’ye kadar termal olarak kararlilik gostermistir.
Bozunma bu sicaklikta baglamistir. DTA egrisindeki endotermik pik ile de
desteklenmektedir. Bozunma 4 basamakta gerceklesmektedir. 1000 °C’de bozunma hala
devam etmektedir. [Ni,L(AcO),].3H,0 kompleksinin TGA egrisinde 35 °C’de bozunma
baslamistir ve %6.95 lik bir kiitle kayb1 170 °C’de geceklesmistir. Bu kiitle kayb1
kompleksteki hidratlasmis 3 mol suya karsilik gelmektedir. Bozunma 5 basamakta
gerceklesmektir. DTA  egrilerindeki  endotermik piklerle de bu bozunmalar

desteklenmektedir. [Cu;L,(AcO),.4H,0.].4H,O kompleksinin TGA egrisinde 40°C’de
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bozunma baglamistir ve %35.67’lik bir kiitle kayb1 195 °C’de geceklesmistir. Bu kiitle
kayb1 kompleksteki hidratlasmis 4 mol suya karsilik gelmektedir. % 6,07’°lik bir kiitle
kayb1r da 250 °C’de gozlenmistir, bu kiitle kayb1 kompleksteki 4 mol koordinasyon suyu
olarak tespit edilmistir. UV; IR ve elementel analiz sonuglar1 da TGA verilerini
desteklemektedir. Tim komplekslerin bozunma egrileri 1000 °C’de hala devam

etmektedir. Komplekslere ait TGA egrileri asagida gosterilmistir.
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Tablo 4.1. Ligand ve Komplekslerin Karakteristik IR Bandlar1

. O Arom. Alif (- V(C=0) v, (C-0) vy(C-0)
Fonksiyonel Grup A v(N-H) v(C=N) v(C=0) v(M-0)  v(M-N)
- C—0H (-CH) CH) (COOH)  (COO)  (COO)
Ligand (L) 3434 3319 3058 2923 1597 1626 1698 - - - -
3390-
[Cu,Ly(AcO),.4H,0].4H,0 1425 3250-3300 3120 2924 1597 1620 - 1543-1500 1300  466-497  520-525
3352-
[Ni,L(AcO),].3 H,0 1300 3250-3360 3128 2924 1597 1600 - 1543-1547 1296  470-475  506-510
[Zn,L(AcO),] 3410 3267 3078 2924 1597 1610 - 1550 1323 475-480  510-514
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4.2.Biyolojik Ozellikler

Serbest radikaller son yillarda {izerinde en c¢ok durulan ve arastirilmalarin
yogunlastigr bir konudur. Serbest radikallerin hiicresel kaynaklari, rol oynadiklari
reaksiyonlar ve serbest radikallere karsi hiicresel savunma mekanizmalarmim agiklhiga
kavusmasi ile bu molekiillerin kanser, seker, kalp hastaliklar1 gibi bir¢cok hastalikla iliskisi
aydmlatilmaya calisilmistir [42].

Biyolojik sistemlerde hem normal metabolizmanin yan iirlinii olarak hem de yabanci
maddelerin etkisiyle meydana gelen serbest radikaller hiicre membranlarina zarar verirler
ve degisik hastaliklarda etkilerini gosterirler. Organizmadaki bu bilesiklerin zararh
etkilerine karsi kiiciik molekiil agirlikli radikal tutucular1 ve enzimlerden olusan savunma
sistemleri bulunmaktadir. Serbest radikallerin reaktif yapilar1 ve ¢ok kisa dmiirlii olmalar1
dogrudan tayinlerini giliclestirmektedir. Bu nedenle serbest radikal reaksiyonlarinin
irlinleri ve savunma sistemlerinin incelenmesi pek c¢ok arastirmaci tarafindan tercih
edilmektedir [43].

Yapilan bir caligmada tiyosemikarbazon tiirevi ihtiva eden Schiff bazi tiirevi ve
Cd(II) metal kompleksi ratlara yliksek dozlarda deri altmma enjekte edildiginde, Cd(II)
metal kompleksinin oksidatif stres olusturarak, serumda antioksidan vitaminlerden A ve
E’nin diizeylerinde azalma, serum MDA diizeyinde ise yiikselme meydana getirdigi, testis
dokusunda ise hasar olusturdugu goriilmiistiir (11). Yine baska bir calismada, bu Schiff
bazi tiirevi ile Zn(Il) ve Cu(Il) metal kompleksleri deri alt1 uygulandiginda, ligandin
antioksidan parametreleri etkilemedigi, Cu(Il) kompleksinin Cd(II) kompleksinde oldugu
gibi serum vitamin diizeylerini azaltip, MDA diizeyini ve ayrica eritrosit GSH-Px enzim
aktivitesini artirdig1 gosterilmistir. Zn(II) kompleksinin ise her hangi bir oksidatif stres
olusturmadig1 ve serum E vitamini diizeyinde ise bu vitaminin kullanimini azaltarak artisa
neden olup bir antioksidan gibi davrandigi, fakat tiim bilesiklerin serumda metiyonin ve
1zolosin gibi bazi esansiyel amino asitlerin diizeylerini artirdigi ve karaciger, bobrek ve
adren dokularinda her hangi bir hasar olusturmadig: belirlenmistir (12).

Yine bagka bir calismada salisilaldehitden tiirevlendirilmis Schiff bazinimn iki farkl
tiirevi ve metal kompleksleri kullanilmig, bu bilesiklerinde 6zellikle Cu komplekslerinin
MCF-7 hiicrelerine kars1 diisiik dozlarda bile (7,5-15 uM) antitiimor aktivite gosterdikleri
belirlenmistir. Ayrica bu maddelerle muamele edilmis hiicre lizatlarmda MDA, vitamin A,

E, C diizeyleri olciilmiis ve genel olarak bu maddelerin hiicrelerde oksidatif hasar
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olusturdugu tespit edilmistir. Ozellikle Cu komplekslerinin ortamda oksidatif stres
olusturarak serbest radikal olusumunu artirdigi goriilmiistiir. Cu-komplekslerinde
Cu(ID)'nin indirgenme-yiikseltgenme potansiyelinin kompleksin indirgenme-ytikseltgenme
potansiyelini  etkileyerek serbest radikal {retimini tetikledigi daha muhtemel
goriilmektedir. Burada kullanilan iki tip Cu kompleksinde, birinci tipte, kompleksin
yapisma iki molekiil ligand girmekte, ikinci tipte ise ligand ve Cu birebir etkileserek
kompleksi olusturmustur. Buda ayn1 konsantrasyonda ikinci tip kompleksde daha az bakir
olacagi anlamma gelmektedir. Buradan ligandin yapismin en az bakir toksisitesi kadar
etkili olabilecegi sonucuna varilmistir [44].

Bu arastirmada, in vitro olarak MCF-7 hiicresine uygulamasi yapilan Schiff bazi
tiirevi ve metal komplekslerinin siire ve doza bagimli antitiimor aktivitesinin kontrol grubu
ile karsilastirilmalarinda farkl etkilere sahip oldugu goriilmiistiir.

Bu calismada 6lgiilen parametreler ve deney siiresince 6lii hiicre sayisina bakildiginda
Cu, Zn ve N1 komplekslerinin antitiimor aktivite gdstermis oldugu goriilmektedir.

Cu(Il), farkli organlarin fonksiyonlar1 ve normal gelisim i¢in esansiyeldir.
Hipokupremiya(diisiik bakir miktar1), erken doganlarda diisiik dogum agirligima sebep
olmaktadir. Ayrica bakir lizil oksidaz, sitokrom oksidaz, iirikaz, askorbat oksidaz, trizonaz
ve Zn Cu siiperoksit dismutaz gibi bir¢ok enzimin fonksiyonu i¢in gereklidir [45].

Cu(Il), karacigerde sentezlenen ve 6zel bir metaloprotein olan seroplazmin yapisinda
bulunmaktadir. Seruplazmin konsantrasyonunun ol¢iilmesi klinikte Wilson hastaligimin
tanisinda kullanilmaktadir. Wilson hastaligi bakirin proteinine baglanmasini saglayan
enzimin veya tasiyict proteinin eksikligine bagh oldugu disiiniilmektedir. Wilson
hastaliginda plazmanin albumine bagl bakir konsantrasyonu artmakta, seruplazmin diizeyi
ise belirgin olarak azalmaktadir [46].

Zn(II), viicuttaki farkl organlarin fonksiyonlar1 ve diizenli gelisim i¢in gerekli olan
bir eser elementtir. Cinko eksikligi negatif azot dengesi, psikiyatrik semptomlar,
organizmanin savunma sisteminde zayiflama, yara iyilesmesinde gecikme ve gelisim
bozuklugu ile goriilebilir. Arastirmalarda, ¢inkonun lenfosit hiicrelerinin cogalmasinda ve
hiicre tiriinlerinin diizenlenmesinde 6nemli rol oynadigini gostermistir [46].

Zn, insiilin hormonunun depolamasi, salgilanmasi ve aktivitesinde biiyilk 6nem
tasimaktadir. Ayrica asit/baz dengesinde ¢ok biiyilk Onem tasiyan karbonikalkali

dehidrogenaz basta olmak tizere karboksipeptidaz, dehidropeptidaz, iirikaz gibi enzimlerin
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yapisinda bulunmaktadir. Agwr metallerin detoksifikasyonlarinda, yangi olaylarmin
gelismesinde ve metallotioneinlerin yapisinda ¢inko bulunmaktadir [47].

Yapilan bagka bir calismada Schiff bazi ve onun Cu(ll), Zn(Il), komplekslerinin
antimikrobiyal sitotoksik etkileri arastirilmistir. Cu(Il) ve kompleksleri T-lymphoslastic
16semi hiicresine karsi (CDsp 2.20 ve 2.30 pg/ml’degeri ile giiclii sitotoksik etki yaparken
Schiff bazi (CDso 5,90 pgml™) degeri ile sitotoksik etki yapmustir. Ayni zamanda Cu(II)
kompleksi kolon kanserine karsida etkili olmustur. S- benziltiokarbazat a-tocoferol
(vitamin E) ile karsilastirildiginda da giiglii bir antioksidan olmustur [48].

Tablo 3.1 ‘e bakildiginda ligand ve komplekslerinin MCF-7 hiicre tipinde etkili bir
antitimor aktiviteye sahip oldugu goriilmektedir.

Calismamizda 7,5 uM, 15 uM, 30 uM ve 60 uM’lik konsantrasyonlarin 24 ve 48
saatlik degerlerine bakildiginda kontrol grubu ve diger gruplar arasinda 6nemli 6l¢iide
istatistiksel fark gdzlendigi goriilmektedir. Istatiksel farklar gz oniine alindiginda ligand
ve metal komplekslerin antitiimor aktiviteye sahip oldugu sdylenebilir.

Bu arastirmada ayni zamanda hiicrelere uygulamasi yapilan Schiff bazi tiirevleri ve
metal komplekslerinin MDA diizeyleri {izerinde olan etkilerinin kontrol grubu ile
karsilastirilmalarinda farkl etkilere sahip olduklar1 goriilmiistiir. Kontrol grubu ile ligand
ve metal komplekslerinin kiyaslamalarinda MDA diizeylerinde istatistiksel farkliliklar
gozlendi. Tablo 3.2'ye bakildiginda ligand ve metal komplekslerinin MDA diizeylerinin
kontrolden yliksek ¢iktigi goriilmektedir. Bu sonug kullanilmis olan test maddelerinin lipit
peroksidasyonunu artirarak hasar olusumuna sebep oldugunun gdstergesi olabilir.

Schiff bazi1 ve metal komplekslerinin DPPH indirgeme metoduyla serbest radikal
temizleme 6zelligi incelendi. Bu deneyler sonucunda bilesikler radikal temizleme 6zelligi
gostermediginden antioksidan aktiviteye sahip olmadiklar1 sdylenebilir.

Ayrica sahip olduklar1 antitimor aktivite ve Saccharomyces cerevisiae hiicrelerinde
MDA diizeyleri iizerine olan etkilerine bakildiginda, maddelerin hiicrelerin canlilik
durumuna etkisi ile MDA diizeyleri arasinda bir iliski kurulabilir.

En yiiksek antitiimor aktiviteye sahip olan L-Zn bilesiginin yine Saccharomyces
cerevisiae hiicrelerinde en yiiksek MDA diizeylerinin olusumunu saglamistir.

Bilesiklerin DPPH deneyinde radikal temizleme 6zelligine sahip olmayisi ile birlikte bu
sonuglar birbiri ile uyum saglamakta ve maddelerin antitiimor aktivitesinin oksidatif hasar

olusturan bir mekanizma ile sitotoksik etki sonucu olabilecegi diisiincesine gotiirebilir.

26



Sonug olarak; Schiff bazi bilesigi ve metal komplekslerinin arastirilan 6zellikleri

sayesinde literatiir bilgisine katkida bulunacagi kanisindayiz.
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