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OZET

Anahtar kelimeler: Anti-kanser, meme kanseri, metformin, Schiff baz, Schiff baz
metal kompleksleri.

Sis-platin 1978 yilindan beri kullanilan ve en ¢ok tercih edilen anti-kanserojenik
kemoterapi ajanlarindan biri olup, iyi bilinen bir koordinasyon bilesigidir. Bununla
birlikte sis-platinin sahip oldugu dezavantajlar, kanser tedavisinde arastirmalarin yeni
koordinasyon bilesiklerine odaklanmasina neden olmustur. Metformin biguanidin
tirevidir ve uzun yillardir tip 2 diyabet hastaliginda insiilin direncine karsi
kullanilmaktadir. Metformin ile ilgili anti-kanser c¢alismalarida uzun yillardir
literatiirde tizerinde ¢alisilan konular arasinda bulunmaktadir.

Sunulan tez ¢alismasinda, yeni potansiyel anti-kanser ajani olarak metforminin Schiff
bazi bilesikleri, farkli baslangic maddeleri kullanilarak yeni selat yapici ¢ok disli
ligandlar olarak hazirlanmasi, amaca yonelik farkli metal tuzlari ile komplekslerinin
sentezlenmesi, karakterize edilmesi ve meme kanserinde anti-kanser etkilerinin
belirlenmesi amaglanmustir. Calismada ilk asama olarak metformin ile 4, 4’-metilenbis
(2-hidroksibenzaldehit) ve  3-metoksisalisilaldehid  (orto-vanilin)  bilesikleri
reaksiyona sokularak, yeni tip (E, E)-1, 1'-(metilenbis(2-hidroksi-5, 1-fenilen))bis
(metaniliden)bis(N, N-dimetilbiguanidin) [Met-Da] ve (E)-2-(6-(dimetilamino)-4-((2-
hidroksi-3-metoksibenziliden)amino)-1,6-dihidroksi-1,3,5-triazin-2-yil)-6-metoksi
fenol [Met-Ov] Schiff bazi ligandlar1 selat yapicit polidentat ligandlar olarak
sentezlenmistir. Komplekslerin hazirlanmasinda ise Cu(ll), Pd(11) ve Ni(ll) iyonlarinin
kloriir tuzlar1 kullanilmistir. Hazirlanan ligandlar ve bunlarin metal komplekslerinin
yapist FT-IR, TH-NMR, ¥C-NMR, kiitle spektrometresi ve elementel analiz verileri
kullanilarak molekiiler olarak karakterize edilmistir. Metformin igerikli hazirlanan
ligandlarin ve ilgili komplekslerinin anti-kanser etkileri MCF-7 insan meme kanseri
ve HUVEC insan umbilikal ven endotel hiicrelerinde belirlenmistir. In vitro
gerceklestirilen ¢alismalarda, hiicre canliliginin ve apoptotik etkinin belirlenmesi i¢in
sirastyla WST-1 analizi ve Akridin oranj boyama yontemleri kullanilmistir. Metformin
Schiff bazi1 ligandlar1 1limli  reaksiyon sartlarinda  yiiksek  verimlerle
sentezlenebilmistirler. 1. ve 2. sira ge¢is metallerinden kare diizlem yapi1 olusturmaya
yatkin d® ve d° elektronik konfigiirasyonuna ve iyonlarla hedeflenen anti-kanser
Ozellige sahip metal-selat komplekleri yeterli verimlilikte hazirlanmistirlar. Elde
edilen deneysel verileri yeni sentezlenen ligandlarin ve Cu, Pd, Ni komplekslerinin
MCEF-7 hiicreleri iizerinde sitotoksik ve apoptotik etkisi oldugunu géstermistir. Ayrica,
metal komplekslerinin Schiff bazlarina gére MCF-7 hiicrelerinde daha etkin ve DNA
hasarina yol acarak apoptotik 6liime neden oldugu goériintiilenmistir.
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NOVEL METFORMIN SCHIFF BASE COMPLEXES:
SYNTHESIS, CHARACTERIZATION AND INVESTIGATION OF
THEIR ANTI-CANCER PROPERTIES

SUMMARY

Keywords: Anti-cancer, breast cancer, metformin, Schiff base, Schiff base metal
complexes.

Cis-platin is one of the most preferred anti-carcinogenic chemotherapy agents used
since 1978 and is a well-known coordination compound. However, the disadvantages
of cis-platin have led research in cancer treatment to focus on new coordination
compounds. Metformin is a derivative of biguanidine and has been used against insulin
resistance in type 2 diabetesfor many years. In anti-cancer studies on metformin, it has
been among the topics studied in the literature for many years.

In the presented thesis, it was aimed to prepare Schiff base metal compounds of
metformin as new potential anti-cancer agents. New chelating multi-toothed ligands
have been synthesed using different starting materials, complexed with different metal
salts, characterized and determed the anti-cancer effects in breast cancer. In the first
step, metformin was reacted with 4,4’-methylenebis (2-hydroxybenzaldehyde) and 3-
methoxy salicylaldehyde (ortho-vanillin) respectively for preparing (E, E) -1, 1 '
(methylenebis (2-hydroxy-) 5, 1-phenylene)) bis (methanylidene) bis (N, N-
dimethylbiguanidine) [Met-Da] and (E)-2-(6- (dimethylamino)-4 ((2-hydroxy-3-
methoxybenzylidene) amino)-1, 6-dihydroxy-1, 3, 5 triazin-2 -yl)-6-methoxyphenol
[Met-Ov] as new type chelating polydentate Schiff base ligands . Chloride salts of Cu
(1), Pd (1) and Ni (Il) ions were used in the preparation of the complexes. The
prepared ligands and the structure of their metal complexes were characterized
molecularly using FT-IR, 'H-NMR, *C-NMR, mass spectrometry and elemental
analysis data. Anti-cancer effects of metformin-containing ligands and related
complexes were determined in MCF-7 human breast cancer and HUVEC in human
umbilical vein endothelial cells. In the in vitro studies, WST-1 analysis and Acridine
orange staining methods were used to determine cell viability and apoptotic effect,
respectively. Metformin Schiff base ligands were synthesized with high yields under
mild reaction conditions. Metal-chelat complexes with d® and d° electronic
configurations, which are prone to form a square plane structure from 1st and 2nd order
transition metals, and anti-cancer properties targeted by ions, were prepared with
sufficient their efficiency. Obtained experimental data showed that newly synthesized
ligands and Cu, Pd, Ni complexes have cytotoxic and apoptotic effects on MCF-7 cells.
In addition, it has been observed that metal complexes are more effective in MCF-7
cells than Schiff bases and cause apoptotic death by causing DNA damage.
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BOLUM 1. GIRiS

Schiff bazlar1 primer aminlerin karbonil bilesikleri ile kondenzasyonu sonucu olusan
triinlerdir, ve ilk defa 1864 yilinda Alman kimyager H. Schiff tarafindan
sentezlenmistir [1]. Schiff bazlar selatlayici ligandlar olmalar ve gesitli potansiyel
donoér bolgelerinin  varligi nedeni ile hemen hemen tim metal tuzlarnyla
komplekslesme reaksiyonlart verebilme o&zelliklerinden dolayr  koordinasyon
kimyasinda ilgi ¢ekicidir [2, 3]. Schiff bazi ligandlar1 genel olarak, metal iyonlari ile
azometin veya diger gruplar araciligiyla koordinat baglar1 olusturmaya karsi yiiksek
afiniteye sahiptirler ve giiclii metal baglama yetenekleriyle metal komplekslerinin
sentezi i¢in sikga tercih edilen ligandlardir [4, 5]. Schiff baz1 ve kompleksleri inorganik
kimyada genis c¢alisma alanlar1 bulmaktadir [6]. Giiniimiizde bir¢ok kimyaci
tarafindan iyi diizenlenmis ve yeni Schiff bazlariin sentezi {izerine g¢aligsmalar halen
devam etmektedir. Ayrica Schiff bazli gecis metallerinin kompleksleri, serbest

ligandlar ile karsilastirildiginda daha iyi biyolojik aktivite gosterdigi goriilmektedir

[7].

Giiniimiizde kanser vakalariin artmasi nedeniyle anti-kanser ajanlara olan ilgi ve
ihtiyag artmistir [8]. Klinik caligmalarda mevcut anti-kanser ilaglarinin neden oldugu
yan etkiler (organ toksisitesi, kisa dolasimdaki yar1 émiir, hiicre 6zgilliigi eksikligi,
anjiyogenez ve hedef hiicrelerde direng gelismesi vb.) yeni kemoterapik ajanlarin
gelistirilmesi gerekliligini ortaya koymustur ve bu kapsamda DNA’ya baglanma
ozelliklerinden dolayr metal bazli bilesiklerin kanser tedavisinde etkileri dikkat
¢ekmektedir [9, 10].

Sisplatin akciger, meme, over, bas ve boyun, mesane ve kolorektal kanser gibi farkli
kanser tiplerinin tedavisinde kullanilan metal temelli bir kemoterapik ajandir. Ancak,

sisplatinin normal hiicrelerde neden oldugu yan etkiler, gelisen ilag direnci ve kanser



hiicrelerini spesifik bir sekilde hedefleyememesi etkin tedavinin gergeklesmesini
onemli Olgiide sinirlamaktadir. Bu nedenle, yeni metal bazli komplekslerin
gelistirilmesine yonelik ¢alismalar dikkat ¢ekmektedir [11, 12, 13]. Son zamanlarda
yapilan arastirmalarda Schiff baz ve metal komplekslerinin anti-kanser etkilerine ilgi
oldukga artmustir. Schiff baz ve metal komplekslerinin karaciger kanserinde de erken
teshisde 6nemli bir anti-kanser ajan olabilecegi ve ayn1 zamanda yapilan ¢aligsmalar da
meme kanseri hiicrelerinde hiicre déngiisiiniiniin durdurulmasina ve apoptotik 6liime
neden oldugu tespit edilmistir [14, 15]. Ornegin; Salisilaldehitten elde edilen Schiff
bazi ligandlarinin ve platin komplekslerinin meme, karaciger ve akciger kanseri hiicre
hatlarinda etkisi degerlendirilmis ve sisplatininkine benzer seviyede anti-kanser etki
gosterdigi belirlenmistir [16]. Ayrica 3-metoksisalisilaldehitten tiiretilmis Schiff bazi
ligandi kullanilarak Cu (1), Co (I1) ve Ni (1) komplekslerinin insan kolon (HCT-116)
ve meme (MCF-7) kanseri hiicrelerinde sitotoksik etkisi gosterilmistir [17].

Guanidin ilk kez 1861'de guaninin oksidatif parcalanmasi ile sentezlenmis olan bir
Schiff bazidir [18]. Guanidinin dondr ozellikleri sayesinde gesitli gegis metallerini
oksidasyon durumlarinda stabilize edebilmekte bu 6zelligi sayesinde de biyoinorganik
kimya alaninda 6nemli bir sinifa girmektedir. Guanidin Schiff bazlari ayrica dogal
ligand smifina girdigi i¢in tibb1 faydalar lizerine galismalar yayginlasmis ve giderek
daha ¢ok ilgi odagi olmasina neden olmustur [19]. Genellikle, ti¢ amino grubu i¢eren
biguanidler, iki amino grubuna sahip olan guanidinlerden daha gii¢lii bazlardir [20].
Slotta ve Tschiesche tarafindan kesfedilen metformin (N, N- dimetil biguanid) ise
hipoglisemik aktiviteye sahip biguanidin bir tirevidir [18]. Metformin, hepatik
glukoneogenezi inhibe ederek ve glikojenolizi azaltarak insiilin duyarliligini
gelismesinde rol alan anti-diyabetik bir ilagtir [21, 22] Ancak literatiirde metforminin
noroendokrin tiimorler dahil olmak tizere pankreas, prostat [23], kolon [24], meme
[25] kolorektal [26] ve akciger [27] kanser tiplerinde giiglii anti-kanser 6zellige sahip
oldugu belirlenmistir. Bu 6zelliklerinin yan1 sira metforminin Alzheimer ve Parkinson
hastalig1 gibi nérodejeneratif hastaliklarda etkili bir ilag olacag tespit edilmistir [21].
Diger yandan metforminin, kanser tedavisinde bir anti-kanser ajan olarak kullanimi
kisa yar1 omrii, yiiksek hidrofilikligi, secici olmayan biyodistribiisyonu ve diisiik

biyoyararlanimi nedeniyle siirlidir [28]. Ayrica anti-kanser aktivitesi gostermesi igin



yiikksek metformin konsantrasyonlari uygulanmasi toksik etkilere yol acabilmektedir
[29]. Bu nedenle metforminin etkinligini ve biyolojik aktivitesini arttirmak amaciyla
metformin metal kompleksleri ilgi odagi durumundadir ve gelistirilmesine ihtiyag
duyulmaktadir [30].

Bu kapsamda, mevcut tez caligmasinda, metformin igerikli iki yeni tip [Met-Da] ve
[Met-Ov] Schiff bazlarmin ve bunlarin Cu (I1), Ni (II), Pd (ll) igerikli metal-selat
komplekslerinin sentezlenmesi, karakterize edilmesi ve meme kanseri hiicrelerinde

potansiyel anti-kanser etkilerinin belirlenmesi amaglanmistir.



BOLUM 2. GENEL BILGILER

2.1. Schiff Baz

Schiff bazlari, karbon atomuna ¢ifte bag ile bagli azot atomu igeren imin gruplari
olarak bilinen ya da azometin grubu (-HC = N-) igeren bilesiklerdir. Bunlar ketonlarin
veya aldehitlerin (aldehit ve ketonlarin) birincil aminlerle verdigi kondenzasyon
tirtinleridir. Schiff bazlar1 ayn1 zamanda iyi bir azot donér ligandi (>C=N-) olarak da
bilinmektedir. Schiff bazinin olusumu genellikle asitler veya baz katalizi altinda ya da
1s1 ile gergeklesir [31]. Schiff bazlari genellikle bi, tri veya tetra-dentat selat
ligandlaridir ve metaller ile ¢ok kararli kompleksler olusturur. Bir Schiff bazi, Flexi-
dentat ligandi gibi davranir ve genellikle fenolik grubun O atomu ve azometin
grubunun N atomu vyoluyla reaksiyona girer. Schiff bazlari, ¢esitli biyoaktif

bilesiklerin sentezi i¢in 6nemli bir ara maddedir [32, 33].

Schiff bazi, amino asitlerin sentezi i¢in ara iiriinler olarak veya bir dizi farkli yapiya
sahip metal komplekslerinin hazirlanmasinda ligand olarak kullanilir [33]. Bu Schiff
bazi ligandlar1 koordinasyon bilesiklerinin olusumlar1 esnasinda metal iyonuna bir
veya daha cok elektron cifti vermektedir. Schiff bazlarinin agir metallerle kararli
kompleksler verebilmesi i¢in azometin grubunun rolii biiyliktiir. Ciinkii azometin
grubunun kendisine yakin ve yer degistirebilecegi hidrojen atomuna sahip baska bir
fonksiyonel gruba (tercihen fenolik -OH) ihtiyaci1 vardir, boylece agir metaller ile

dortli, besli veya altili selat halkali oldukga kararli kompleksler verebilirler [34].

2.1.1. Schiff baz1 sentezi

Schiff bazlarinin olusum reaksiyonlar1 tersinir reaksiyonlardir. Karbonil bilesikleriyle

primer aminlerin katilma ve eliminasyon (kondensasyon) reaksiyonlart sonucu olusan



Schiff baz1 sentezi iki basamak da gerceklesir. Mekanizmanin ilk kisminda primer
amin karbinolamin adi verilen kararsiz bilesikler vermek tizere aldehit veya keton
grubu ile reaksiyona girer. Bu reaksiyon asit veya baz tarafindan katalize edilebilir ve
su kaybeder Ikinci kismin da ise ara bilesigin dehidrasyonu sonucu Schiff bazi olusur
(Sekil 2.1.) [35, 36].

o OH

R—C——R + R——NH, —_— R—T—R
NHR

Aldehit veya Keton Primer Amin

Karbinol Amin

I

NR
R—C—R + H,0
Imin

Sekil 2.1. Schiff bazi olusumuna ait mekanizma [35].

Schiff bazilar1 hidrolize yatkin olmasindan dolayr hiz belirleyen basamak olarak
dehidrasyon basamag ortaya ¢ikmaktadir [35]. Karbinolamin bir alkol oldugundan,
asit katalizli dehidrasyona ugrar. Ancak asit konsantrasyonu c¢ok yiiksek olmamalidir
clinkii aminler bazik bilesiklerdir. Amin protonlanir ve niikleofile proton katilir ise
bunun sonucunda etkin olmayan bir amonyum iyonu olusabilir ve reaksiyon dengesi
sola kayar bunun sonucunda da karbinolamin olusumu ger¢eklesemez. Bu nedenle, bir
cok Schiff bazi1 sentezi kendilerini olusturan amin ve karbonil bilesiklerinin
karakterlerine bagli olarak hafif asidik pH'da gerceklestirilir [36]. Schiff bazi
olusumunda pH etkisi Sekil 2.2.”de gosterilmistir.
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Sekil 2.2. Schiff bazi olusumunda pH etkisi [37].

Ketonlar Schiff bazi reaksiyonunu oldukga zor verirler. Ketonlardan Schiff bazi elde
edebilmek icin reaksiyon esnasinda agiga ¢ikan su ile azeotrop olusturan bir ¢6ziicii
se¢ilmesi, pH araliginin uygunlugu, katalizor segimi ve uygun reaksiyon sicakliginin
belirlenmesi gibi ¢ok sayida faktoriin dikkate almmasi gerekir. Ozellikle aromatik
ketonlar ile Schiff bazini elde edebilmek igin yiiksek sicaklik, uzun reaksiyon siiresi
ve katalizor kullanimi gereklidir [37]. Alifatik aldehitlerin Schiff bazlar1 ise daha
kararsizdir ve kolayca polimerize edilebilir. Ancak etkili konjiigasyona sahip olan
aromatik aldehitler diisiik sicakliklarda, normal sartlarda ve uygun ¢oziicii segimi ile
yiiksek verimli reaksiyon verirler. Olusan bu Schiff bazlar1 ise daha kolay

sentezlenebilir ve daha kararli bir yapiya sahiptir [36].
2.1.2. Schiff bazlarimin metal kompleksleri

Primer aminlerin karbonil bilesikleri ile kondenzasyonu ile meydana gelen karbon-
azot ¢ift bagina (-C=N-) imin bag1 veya azometin adi verilmektedir. Bu imin baginin
en karakteristik ozelliklerinden birisi metallerle kompleksler vermesidir. Schiff

bazlarindaki imin azotunun bazlhiginin, aldehit ve amin bileseninde bulunan cesitli



stibstitiientlerinden etkilendigi bilinmekte olup bu konuda tiirlii galigsmalar yapilmistir.
Siibstitiientlerin Schiff bazindaki imin azotunun bazligi iizerindeki etkisi sonucu
ligand 6zelligi de siibstitiientlere bagh olarak degisim gostermektedir. Bu sebepten
otiiric Schiff bazlarinin metal komplekslerinin kararliliklar1 da yapilarinda bulunan

stibstitiientlerden az veya ¢ok etkilenir.

Schiff bazlarinda ki imin azotunun metal iyonlar ile kararli kompleksler verebilmesi
igin yeterli bazliga sahip olmasi gerekmektedir. Bu nedenle molekiilde hidrojen atomu
verebilecek ilave bir grubun bulunmasi metal iyonlariyla kararli kompleksler
olusturmasini kolaylastirmaktadir. Schiff bazlarmin ve metal komplekslerinin
kararhiliklarinin detayli olarak incelenmesi, onlarin kullanilma alanlarimin daha da

genislemesini saglayacaktir [38].

Schiff bazlar1 genellikle gecis metalleri ile ¢ok kararli kompleksler olusturabilen bir
tridentat ligandlaridir [39]. Schiff bazlar1 potansiyel anti-kanser ilaglaridir ve metal
kompleksleriyle birlikte uygulandiklarinda, bu komplekslerin  anti-kanser
aktivitelerinin, serbest liganda gore daha yiiksek oldugu goriilmiistiir [40]. Schiff bazli
gecis metal bilesiklerinin biyokimyasal, analitik ve antimikrobiyal alanlar gibi farkli
alanlarda yaygin olarak uygulanabilir olduklar1 kesfedildigi i¢in en yaygin arastirilan

koordinasyon bilesikleri olmustur [41].

2.1.3. Schiff bazlarn ve metal komplekslerinin kanser tedavisinde potansiyel

rolleri

Schiff bazlar1 ve gecis metali kompleksleri ile DNA arasindaki etkilesim kanser
hiicrelerinde DNA hasarma neden olabilir, bu da hicre bolinmesinin durmasina ve
sonunda hiicre 6liimiiniin gerceklesmesi ile sonuglanir [42]. Aslinda DNA, kanser
tedavisinde kullanilan ilaglarin birincil hiicre i¢i hedefidir, ¢iinkii hiicrede bir¢ok

biyokimyasal yasamsal siireci diizenlenmesinde rol alir [43].

Schiff baz bilesiklerinde azometin grubunun (-HC=N ) biyolojik aktivite i¢in temel
yapisal bir gereklilik oldugu kanitlanmistir [44]. C=N c¢ekirdegindeki elektrofilik



karbon ve niikleofilik azot, Schiff bazlarmna, enzim inhibisyonuna veya DNA
replikasyon bozukluguna yol agabilen birkag niikleofilik ve elektrofilik biyolojik tiir

ile etkilesime girme imkani1 sunmaktadir [45].

Schiff bazlari, klinik olarak onaylanmig anti-kanser ajanlarinkinden farkli olabilen bir
etki mekanizmasina sahip yeni sitotoksik ve sitostatik kiigiik molekiillerin rasyonel

tasarimi igin umut vericidir [45].

Reaktif azometin gruplarindan 6tiirti Schiff bazlarinin, alkilleyici ajanlar olarak timor
hiicreleri tarafindan secici bir sekilde hidrolize edilebildigi, bununla birlikte serbest

aminlerin ayn1 anda antimetabolitler olarak islev gordiigii 6ne stirtilmistiir [45].

Ayrica, bazi c¢alismalar da Schiff bazlarinin yami sira karsilik gelen metal
komplekslerinin interkalasyon ve oluk baglanmast ile dogrudan DNA ile

etkilesebilecegini gostermistir [41, 46].

Ote yandan, hidroksillenmis Schiff bazlar1 da etkili antioksidan ajanlar olarak islev
gorebilir. Yiksek seviyelerde reaktif oksijen (ROS) ve azot tiirleri (RNS) hiicre
yapisina, niikleik asitlere, membran lipitlerine ve proteinlerine ve ayrica DNA
molekiiliiniin piirin ve pirimidin bazlarina zarar vererek mutasyona neden olabilir. Bu
nedenle, ¢ok sayida ¢alisma, antioksidanlarin reaktif oksijen ve azot tiirlerinin neden
oldugu oksidatif hasara kars1 savunma mekanizmalarinda ve sonug olarak bazi kanser

tiirlerinin 6nlenmesinde hayati bir rol oynadigini 6ne stirmiistiir [45].

Metal bazli komplekslerin kanser tanisinda ve tedavisinde kullanimi son yillarda
oldukga dikkat cekmektedir. Ozellikle bakir, molibden, vanadyum, kalsiyum,
magzenyum, demir, ¢inko ve krom gibi metal iyonlar igeren komplekslerin oksijen
taginmasi Ve elektronik transfer reaksiyonlari gibi biyolojik aktivite gostermesi, metal
igerikli Schiff bazi komplekslerine olan ilgiyi arttirmaktadir [47]. Metal bazh
kompleksler icerisinde platin komplekslerinin sis-platin, lobaplatin, nedaplatin,
oksaliplatin, karboplatin ve heptaplatin gibi benzerleri kemoterapotik ilaglar olarak

onemli bir yere sahiptir [48]. Bu kompleksler igerisinde ise sis-platin (cis-



diamminedichloridoplatinum) kanser tedavisinde en yaygin kullanilan anti-kanser
ilaglarindan biridir. Sis-platinin rahim, akciger, bas ve boyun kanseri gibi farkli kanser
tiplerinin tedavisinde kullanilmaya baslamasi arastirmalarin sis-platinden daha iyi
farmakolojik 6zelliklere sahip yeni metal bazli bilesiklerinin gelistirilmesine olanak
saglamistir [49, 50]. Bununla birlikte, sis-platinin ciddi toksik yan etkileri nedeni ile

kansere kars1 miicadelede alternatif gecis metalleri arayisina girilmistir [51].

H3N\Pt /CI
HsN/ \CI

Sis-Platin

Sekil 2.3. Sis-platinin kimyasal yapisi [52].

Paladyum (I1) kompleksleri miikemmel katalitik performansina ek olarak anti-tiimor,
antimikrobiyal, anti-inflamatuar ve anti-viral aktiviteler gibi ¢ok ¢esitli biyolojik
aktivitelere sahiptir [53, 54]. Ayrica son zamanlarda yapilan ¢alismalar da paladyum
(1) komplekslerinin platin (1) kompleksleri ile yapisal ve termodinamik
benzerliklerinden dolayr kansere karsi potansiyel kemoterapotik ajanlar olarak
incelenmesine neden olmustur. Hatta bazi Pd (Il) komplekslerinin sis-platin ve
benzerlerinden daha iyi anti-tiimor aktiviteye sahip oldugu tespit edilmistir [54].

Paladyum komplekslerinin tercih edilmesinde belirleyici bir diger faktor ise Pd (I1)
iyonlarmin DNA ile etkilesime girme potansiyeline sahip olmasidir. Bu sayede
DNA’ya ¢apraz baglanarak DNA replikasyonunu inhibe etmesinin yani sira kanser

hiicrelerinde apoptotik 6liime yol agmaktadir [55].

Diger yandan yapilan ¢aligmalar daha az toksik 6zellik gdsteren ve insan viicudun da
bulunan yeni ge¢is metallerine odaklanilmasina yol agmistir. Gegis metalleri arasinda
bakir, 6nemli ve tizerinde ¢ok c¢alisilmis bir metaldir, ¢linkii demir ve ginkodan sonra
insan viicudun da en ¢ok bulunan igiincii metalik elementtir [56]. Bakir (1)
kompleksleri, kanser de dahil olmak iizere birgok hastaligin tedavisinde kullanilir

olmas1 ve biyolojik olarak erisilebilir redoks durumlart nedeniyle en sik galisilan
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metalloniikleazlarin bir sinifidir [42, 57]. Bakir(II) komplekslerinin aracilik ettigi
sitotoksisite  mekanizmasi, DNA'yr baglama ve pargalama Yyeteneklerinden
kaynaklanabilmektedir [42]. Ayrica bakir (I1I) komplekslerinin DNA’ya baglanarak
DNA replikasyonunu inhibe etme yetenekleri sayesinde anti-kanser aktivitesinin
oldugu bilinmektedir [57, 58]. Bu sayede de hiicre dongiisii durdurma ve apoptoza
veya reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusumuna ve daha sonra hiicre 6liimiine yol
acmaktadir [42]. Nikel ise birgok yaygin alasimda bulunabilen nispeten toksik
olmayan bir metaldir [59]. Ayrica biyolojik sistemler i¢in 6nemli unsurlardandir [60].
Nikel, oksitleyici ajanlarin varliginda dogrudan DNA'ya zarar verebilir ancak
histonlara ve protaminlere baglanarak kromatin yapisin1 da etkilememektedir [59].
Bununla birlikte nikel komplekslerinin antimikrobiyal [61], anti-tiimor [62, 63] ve
antibakteriyel [64] gibi ¢esitli biyolojik aktivitesi oldugu ortaya ¢ikmustir [59].

2.2. Metformin

2.2.1. Metforminin genel 6zelikleri

Metformin diger bir adiyla dimetilbiguanidin, ilk olarak 20. ylizyilin baglarinda orta
cag avrupasinda Galega officinalis (Fransiz leylak) bitkisinden elde edilmistir [65, 66].
Guaninden sentezlenen metforminin kan sekeri seviyesini disiirdiigiic kesfedilmis

ayrica mono- ve diguanidinlere gére daha az toksik oldugu tespit edilmistir [66, 67].

Tablo 2.1. Metforminin genel 6zellikleri.

Molekiil ismi Metformin

IUPAC ismi 1, 1-Dimethylbiguanide
Goriiniim Beyaz kristal toz
Molekiiler formiili C4H11Ns

Molar kiitle 129, 163 gr / mol

Metformin bilinen orta derecede giiclii bir organik bazdir. Biguanidler n-p (
itme-¢ekme efekti) rezonans etkisi ile bir veya daha fazla amino grubu ile konjuge
edilmis iki imino azot grubu icermektedir. Gii¢lii bazik olmalari, imino atomunun
protonasyonundan ve ilgili katyonlarin yiiksek stabilitesinden kaynaklanmaktadir.
Sekil 2.4.”de metforminin rezonans yapilari gosterilmektedir [20] .
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Sekil 2.4. Biguanidin monoprotonlanmig formlar1 i¢in rezonans yapilari [20].

Metformin hidrokloriir serbest olarak suda ¢oziiniirken aseton, kloroform ve eter de
¢cozlinmezler ve metaller ile selat yapici ¢cok disli ligandlar olusturabilen bilesiklerdir
[68, 69]. Metformin sahip oldugu iki imin grubu sayesinde birgok metal ile 6zellikle
Cu (1), Ni (11), Co (I1) ve Pt (11) gibi gecis metalleri ile kompleks olusturabilir. Ayrica
metforminin Cu, Ni, Co (II) ve Zn (Il) kompleksleri saf metformin ile
karsilastirildiginda etkinliginin daha ¢ok arttig1 ve hipoglisemik aktivitede énemli artis

sergiledigi bulunmustur [69].

NH
PP

NH
N R
H 3
H—CI
Biguanid
/M\

HN/ /\lr\l-l
|
M N
LU /N/\H NH,

)k I L
AN )K Baz AN A
=2 N)J\N NH,
y H
Metformin.HCI Serbest Metformin

Sekil 2.5. Biguanidlerin yapisi, metformin hidrokloriir ve bir gegis metaline olasi kombinasyonu [M]
[70].

Oral hipoglisemik ajanlardan olan metformin glikoz disiiriicii etkisinin kesfedilmesi
Klinikte diyabet tedavisinde kullanilmasina yol agmistir [65, 71]. Metformin

glukoneogenezin inhibisyonunda ve hepatik glikojenoliz oraninin azalmasinda rol
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alarak kanda glikoz miktarinin azalmasina yol agmaktadir [71]. Diyabet hastalarinin
% 90’indan fazlasina tip 2 diyabet teshisi konmaktadir [72]. Uluslararasi Diyabet
Federasyonu (IDF) hareketsiz yasam tarzinin ve kalorili beslenme seklinin bir sonucu
olarak ortaya ¢ikan tip 2 diyabet (T2D) hastaliginin yayginligi ve hizla artis1 nedeniyle
kiiresel bir halk sagligi acil durumu olarak kabul etmistir. Metforminin, dolasimdaki
glikoz ve insiilin seviyelerini azaltma kabiliyeti yaygin olarak tip 2 diyabet tedavisinde
kullanilmasima olanak saglamistir [73, 74]. Bu nedenle, metformin 2009’dan beri
Amerikan Diyabet Dernegi ve Avrupa Diyabet Arastirmalar1 Dernegi tarafindan tip 2
diyabet tedavisinde kullanimi1 i¢in uygun bulunmus ve diinya ¢apinda en ¢ok regete

edilen anti-diyabetik ajan olarak yer almaktadir [65, 66].

Metforminin anti-diyabetik 6zelliginin yani sira, yapilan ¢alismalarda anti-kanser
aktivitesi de belirlenmistir [75, 76]. Ayrica metformin kullaniminin meme, over,
endometriyal ve kolorektal kanser riskini azalttigi da bulunmustur [77]. Metforminin
anti-kanser etkisinin temelinde AMP ile aktiflestirilmis protein kinazin (AMPK)
aktivasyonu yer almaktadir [71]. Metforminin etki mekanizmasi boliim 2.2.2.°de

ayrintili olarak bahsedilmistir.

2.2.2. Metforminin etki mekanizmasi

Kanser ve diyabet yaygin goriilen hastaliklar arasindadir bu nedenle her iki
hastaliginda ayni1 kiside goriilme orani yiiksektir. Bu nedenle yapilan birgok aragtirma
kanser ve diyabetin ayn1 anda ortaya ¢ikma yiizdesinin daha yiiksek oldugunu
gostermektedir. Diyabet tanisinin, obezite ile olan iligkisinden bagimsiz olarak farkli
kanser tipleri i¢in 6nemli bir risk faktori oldugu yaygin olarak kabul edilmektedir [78].
Hiperglisemi kanser hiicrelerinin metabolik aktivitesinde ve boylece hiicrelerin hizli
bir sekilde boliinmesinde rol almaktadir ve dolayisiyla kemoterapi direncinin
gelismesine yol agmaktadir. Bu nedenle, metformin gibi anti-diyabetik ilaglar kanser
tedavisinde potansiyel etkiye sahiptir [79, 80]. Tablo 2.2.de metforminin viicutta ki

diger gorevleri ayritili olarak anlatilmstir.
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Tablo 2.2. Metforminin viicuttaki gorevleri [81, 82, 83, 84].

Metforminin viicuttaki gorevleri

Metformin (biguanid tiirevi), kan sekeri seviyesini kontrol eder,

Karacigerin endojen glikoz iiretimini azaltir,

Hepatik glikoz salinimini bloke eden ve iskelet kasinda glikoz alimini destekleyen AMPK 'nin
aktivasyonu yoluyla insiilin seviyesini azaltir,

Tip 2 diyabetli hastalarda antihiperglisemik etkisinin yaninda, hiperinsiilinemini azaltir, lipid
profilinin diizenlenmesini saglar,

Meme, over ve pankreas kanseri dahil olmak iizere farkli kanser hiicrelerinde anti-kanser etkiye
sahip oldugu belirlenmistir,

Normal hiicrelerdeki ROS birikimini ve DNA hasarini azaltir,

Istah1, kalori alimim ve intestinal glikoz emilimini azaltir,

Iskelet kaslarinda periferal glikoz alimini iyilestirir.

Metforminin hiicrede etki mekanizmasi incelendiginde, hiicreye girdikten sonra
hedefinin hiicre metabolizmasinin diizenlemesini saglayan mitokondri oldugu
belirlenmistir. Metformin pozitif yiiklii bir molekiildiir ve negatif yiikii nedeniyle
mitokondriyal membran ile etkilesime girer. Metformin, mitokondriyal elektron
tagima sistemini inhibe etmesi sonucunda, hiicresel adenozin trifosfatinda (ATP)
miktarinda azalmaya yol acarak hiicre iginde adenozin monofosfat (AMP) / ATP
oraninda artisa neden olur. Bu nedenle, AMP protein kinaz (AMPK) aktivitesinin

metforminin hiicresel etkisinde rol aldig1 belirlenmistir [85].

Metforminin genel etkisi, insiilin duyarliligin1 arttirmak ve hepatik glikoz ¢ikisini
azaltmaktir, bu da insiilin ve glikoz seviyelerinde azalmaya yol agarak hem
preneoplastik hem de neoplastik hiicrelerinin ¢ogalmasini azaltilmaktadir [86-88]. Bu
nedenle metforminin prostat [23], kolon [24], meme [89, 90], kolorektal [26] ve
akciger [27] kanser tiplerinde potansiyel anti-kanser etkisi belirlenmistir.

Sekil 2.6.’da gosterildigi lizere metforminin anti-kanser etkisi iki sekilde
gerceklesmektedir. Dogrudan etkisinde, metformin mitokondrinin kompleks 1' ini
bloke ederek enerji stresi yaratir ve kanser hiicrelerinin proliferasyon inhibisyonuyla
birlikte katabolik yikima yol agan AMPK' y1 aktive eder. Ikinci olarak ise dolaylt
etkisinde, metformin uygulanmasi sonucunda karacigerdeki AMPK aktivasyonu,

dolasimdaki insiilinin azalmasina neden olur ve kanser hiicresi proliferasyonu
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saglayan IGF1 / fosfoinositid 3-kinaz (PI3K)/mTOR yolaginin inhibisyonu ile

sonuglanir [91].

KARACIGER

DOLAYLI ETKI

insiilin / glikoz asilama maddesi

Insulin
DOGRUDAN ETKI

Kanser Hiicresi

Sekil 2.6. Metforminin etki mekanizmasi [92].

Metforminin anti-tiimor etkisinde hem dogrudan (insiilinden bagimsiz) hem de dolayl
(insiiline bagimli) etkileri rol almaktadir. Metforminin dolayli etkisi yani insiiline
bagiml etkisi hastalarda dolasimdaki insiilin seviyesinde azalma ile iliskilidir [93].
Insiilinin mitojenik ve antiapoptotik etkileri gdz oniine alindiginda, sistemik
seviyesindeki azalma, 6zellikle meme ve kolon kanseri gibi obezite ve hiperinsiilinemi
ile iliskili kanserlerin tedavisinde metforminin potansiyel 6nemini géstermektedir.
Avyrica, basta meme kanseri olmak tizere farkli kanser tiplerinde insiilin reseptoriiniin
(IR) yiiksek seviyede eksprese oldugu belirlenmistir. Bu nedenle metforminin,

ozellikle meme kanserinde potansiyel etkisi dikkat ¢ekmektedir [87].
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2.3. Meme Kanseri

Meme kanseri kadinlar arasinda en sik goriilen malign tiimérlerden biridir [94]. Meme
kanseri vakalarinin ¢ogu sporadiktir ancak tim meme kanserilerinin % 5-10’unun
BRCAL ve BRCA2 gibi genlerdeki mutasyonlara bagli oldugu kanitlanmistir [95].
Meme kanseri igin risk faktorleri oncelikle yas ve Ostrojen maruziyeti ile ilgilidir
(erken menars, geg menopoz, nulliparite ve ekzojen hormonlarin kullanimi); buna ek
olarak, yiiksek risk altindaki popiilasyonda yerinde duktal veya lobiiler karsinomlu
kadinlar ve 30 yasindan 6nce torasik radyoterapi 6ykiisii olan kadinlar bulunmaktadir
[96].

2.3.1. Meme kanseri epidemiyolojisi

Meme kanseri, diinya ¢apinda kadinlar iizerinde yapilan arastirmalara gore en sik
goriilen ve en olimciil olan kanser tiriidir [97, 98]. Tim diinyada oldugu gibi
Tirkiye'de de meme kanseri tiim yas grubu kadmlarda en yaygin goriilen kanser
tirtidiir. Tirkiye Cumhuriyeti Saglik Bakanligr 2014 yilinda ki verilerine gore, tiim
kadin kanserleri arasinda meme kanserinin % 24.9'luk oranla kadinlarda yaygin
goriinen dort kanserden biri oldugunu ortaya koymustur [99]. Ulusal Kanser
Enstitiisiiniin 2013-2017 yillar1 arasin1 kapsayan arastirmalarina gére, meme kanseri
en sik 55-64 yas arasi kadinlarda (ortanca tani-62 yas), insidans ve mortaliteye bagl
olarak yas ile birlikte artmaktadir. Ayrica ayn1 arastirmaya gore, meme kanserine ileri
yagda yakalananlar ile daha geng¢ yasda yakalananlar arasinda sagkalim siireleri
degerlendirildiginde gen¢ yasta meme kanseri teshisi koyulan hastalarda oliim

oranlarinin daha az oldugu goriilmektedir [100].
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Sekil 2.7. Meme kanseri geligsme riskinin yagla birlikte artis1 (1975-2010) [101].

Global Kanser Istatistiklerine gore 2018 yilinda, 4 kanser vakasindan 1'ine karsilik
gelen yaklasik olarak 2.1 milyon yeni meme kanseri vakasi teshis edilmistir [97].
Sumaira ve arkadaglarinin 1990-2015 yillar1 arasinda gergeklestirdigi arastirmaya gore
meme kanseri insidansinin yasla birlikte arttigi belirtilmektedir [102]. Ayrica 2017-
2018 yillar1 arasinda yapilan ¢alisma, gelismekte olan tilkelerde yillik meme kanseri
insidansinin arttigin1 géstermektedir. Bunun yani sira meme kanseri insidansi sadece
gelismekte olan iilkelerde degil gelismis tilkeler de artmaktadir [103]. En yiiksek
insidans 100.000'de 99.4 ile Kuzey Amerika'da iken, en disiik insidans Afrika
ilkelerinde goriilmektedir[104].
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Sekil 2.8. Meme kanseri insidans1 ve mortalite oranlar1: bolgeye gore 100.000 kisideki oranlar [105].

2018'de yaymlanan Amerikan Kanser Yillik Raporuna gore, meme kanserli hastalarin
mortalite oraninin 1991'den bu yana % 39 oraninda azaldig1 ve bu hastalarin 5 yillik

sagkalim oranmin % 90’a kadar yiikseldigi gosterilmistir [94].

2.3.2. Meme kanseri ve metformin

Metformin, glikoz miktarin1 disiirticii etkisi nedeniyle diinyada en yaygin kullanilan
anti-diyabetik ilag olmasinin yani sira deneysel, klinik ve epidemiyolojik yapilan

caligmalar anti-kanser etkisinin de oldugunu gostermistir [106-109].

Diyabetin meme kanseri olma riskini arttirmasi, insiilin seviyesinin kanseri tetikledigi
hipotezini destekler niteliktedir. Bu nedenle, kanda insiilin seviyelerinde azalmaya

neden olan anti-diyabetik ilag olan metformin ile tedavi, kansere bagli mortaliteyi
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azaltabilmektedir [109-113]. Metforminin in vivo ve in vitro deneysel ¢calismalarindan
elde edilen sonuglarina gore kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini azalttigi bilinmektedir
[114, 115]. Ornegin, Simon R. ve arkadaslar1 yaptiklari calismada diyabetik olmayan
40 meme kanserli hastada 13-21 giin siireyle metformin ile tedavi ederek metforminin
mitokondriyal metobolit seviyelerini azalttigin1 ve tiimor hiicrelerinde kiigiilmeye
neden oldugu sonucuna varmislardir [114]. Yapilan bir baska ¢aligmada ise Min Xin
ve arkadaslar1 tarafindan metforminin meme kanseri tizerine etkisi in vitro olarak
incelenmis ve c¢alismada MCF-7 meme kanseri hiicre hatti kullanilmistir [116].
Bununla birlikte yapilan ¢alismalar ile diisiik glikoz ortaminda metforminin MCF-7

meme kanseri hiicresindeki etkisi in vitro ve in vivo olarak belirlenmistir [117, 86].

2014 yilinda yapilan bagka bir ¢alismada metformin ve hiperterminin MDA-MB-231
ve MCF-7 meme kanseri hiicresine ve MIA PaCa-2 pankreas kanseri hiicrelerinde
etkileri aragtirllmistir [118]. Kyung-Min ve arkadaslart metforminin bir tiirevi olan
metformin-butirat bilesiginin, meme kanseri hiicrelerinin % 10-15'ini olusturan triple
negatif meme kanseri hiicrelerindeki etkisini in vitro ve in vivo olarak yaptiklari
calismalarda ortaya koymuslardir [119]. Benzer sekilde yakin zamanda yapilan diger
caligmada ise metforminin meme ve pankreas kanserlerinin biiyiimesi ve gelismesi
tizerinde etki mekanizmasindaki ve kanser kok hiicreleri ile iligkili mikroRNA'larin

(miRNA'lar) regiilasyonunda potansiyel roliinii aragtirmiglardir.

Yapilan bir¢ok c¢alismanmn sonucunda hem diyabetli hem de diyabet olmayan
hastalarda metformin tedavisinin meme kanseri olma ve kanserin ilerleme riskini
azaltabilecegini gostermektedir [28, 106, 114, 120, 121]. Bununla birlikte 2019 yilinda
yapilan in vivo calismalar metforminin 4T1 ve MDA-MB-231 metastatik meme
kanseri hiicrelerinin, kemoterapiye olan duyarlilig: arttirdigin1 gostermektedir [122].
Ayrica metforminin meme kanseri hiicreleri iizerinde anti-proliferatif etkiye sahip
oldugu bulunmustur [89, 90]. Bunun yani1 sira ¢alismalarin sonucunda, metforminin
fizyolojik dozlarda uygulanmas1 MCF-7, T47D, BT474, MDA468, HCC70, BT20 ve
SKBR3 meme kanseri hiicre hatlarinda apoptoza neden oldugu ayni zamanda tiimoriin

proliferasyon 6zelliginin azalmasini sagladigi gosterilmistir [88].
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2.3.3. Meme kanseri, Schiff bazi ve metal kompleksleri

Schiff bazilarinin metal selatlama yetenekleri ve Schiff bazi komplekslerinin
olusumunda reaksiyona girdikleri metal tuzlari ile kazandiklar1 formal kararlilik,
koordinasyon kimyasinda 6nemli bir yere sahip olmalarini saglamistir [123]. Ayrica
kiikiirt ve azot igeren ¢ok disli ligandlarin metal kompleksleri dikkat c¢ekici biyolojik
aktivite gostermektedir [17, 44, 123-125].

Schiff bazlarmin DNA’y1 hedefleme yetenekleri sayesinde anti-kanser aktivite
gosterdigi bilinmektedir [44]. Bu 6zelliklerinden dolay1 son yillarda meme kanseri
tedavisinde Schiff baz ve metal komplekslerine olan ilgi artmaktadir [126, 127].
Yapilan bir ¢alismada, 2-amino-3-hidroksipiridin ve 3-metoksisalisilalaldehitin
tiiretilmis Schiff bazi ligandi kullanilarak Co(l1), Ni(Il), ve Cu(Il) metal kompleksleri
sentezlenmis Ve bilesiklerin interkaratif mod yoluyla DNA'ya baglanabildigi
bulunmustur. Ayrica bu komplekslerin MCF-7 meme ve HCT-116 kolon kanseri

hiicreleri tizerindeki sitotoksisitesi, in vitro ¢alismalar ile belirlenmistir [41].

Schiff bazlar1 metal komplekslerinin, anti-kanser aktivitesinin serbest liganda gore
daha etkili oldugu yapilan calismalar ile ortaya konmustur. Ornegin, Zahra ve
arkadaglart 2004 ve 2005 yilinda yaymladiklari caligmalarda, naftakinon
semikarbazon (NQSC) ve naftakinon tiyosemikarbazon (NQTS) ’dan tiiretilen Ni(ll),
Cu(ll) ve Pd(Il) komplekslerini sentezlemis, ligand ve komplekslerin anti-timér
aktivitelerini ve MCF-7 meme kanseri hiicre hatt1 tizerindeki etki mekanizmalarini in
vitro olarak arastirmiglardir. Metal komplekslerinin - MCF-7  hiicrelerinin
proliferasyonunu inhibe ederek anti-tiimor etkisinin serbest ligandlardan daha etkili
oldugu ve incelenen kompleksler arasinda, Ni-NQTS kompleksinin kanser
hiicrelerinde en yiiksek sitotoksik etkiyi sahip oldugu tespit edilmistir [128, 129].

Yakin zamanda yapilan ¢alismada Nuria ve arkadaslar ise, Piridin-2-karboksaldehid
ve 5, 6-diamino-1, 3-dimetilurasilin kondenzasyonu sonucu olusan Schiff bazi ile

Ni(ll), Zn(ll) ve Cd(Il) komplekslerinin karakterizasyonunu gerceklestirmiglerdir.
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Calismada bu komplekslerin MCF-7 ve MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerine

kars1 anti-tiimor aktivitesi belirlenmistir [130].

Benzer bir ¢calismada, 6-aminobenzotiazol ve 4-metoksi salisilaldehitten tiiretilmis iKi
degerlikli Cu, Ni ve Co kompleksleri sentezlenmis ve HeLa (servikal kanser hiicresi),
A549 (adenokarsinomik insan alveoler bazal epitel hiicreleri) ve MCF-7 kanser

hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkileri in vitro ¢alismalar ile incelenmistir [131].



BOLUM 3. LITERATUR CALISMALARI

3.1. Schiff Baz Sentez Calismalar:

2020 yilinda yapilan g¢aligmada Al-Qadsy ve arkadaslari tarafindan, metformin
hidrokloriir ile iki yeni orto ve para nitrobenzaldehit Schiff bazlar1 sentezlenmis ve
gram-pozitif (ATCC 43300, ATCC 25923 ve ATCC 29212) ile gram-negatif (ATCC
25922, ATCC 27853 ve ATCC 700603) bakterilere karst antibakteriyel aktiviteleri
arastirilmistir. Sentezlenen molekiillerin yapisi element analiz, kiitle spektroskopisi,
fourier doniisiimii kizilotesi (IR), UV-Gériiniir (UV-Vis), *H NMR, 3C NMR ve
diferansiyel tarama kalorimetrisi (DSC) ile analiz edilmistir. Yeni sentezlenen

bilesiklerin, Sekil 3.1. ve 3.2.’de olusum reaksiyonlari gosterilmistir [132].
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Sekil 3.1. Metformin Schiff bazi sentezi [132].
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Sekil 3.2. Metformin orto ve para nitrobenzaldehit Schiff bazlarinin kimyasal yapilari[132].
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2020 yilinda yapilan bagka bir ¢alismada ise, metformin hidrokloriir (MF) ve 1, 4-
diasetilbenzen (DAB)’den tiiretilmis Co (I1), Ni (I1), Cu (1), Zr (1V), Pd (I1) ve Cd (I1)
mononiikleer kompleksleri, sentezlenmis ve yapilar1 FT-IR, H NMR, termal ve
elementel analiz, molar iletkenlik ve manyetik duyarlilik dlgiimleri ile karakterize
edilmistir. FT-IR spektrumlarina gore MF, iki imino grubu boyunca metal iyonlart ile
iki disli bir ligand olarak reaksiyona girerken DAB, iki esdeger keto grubundan biri
araciligi ile bir monodentat ligandi1 olarak reaksiyona girer. Molekiiler modelleme
hesaplamalarine gore metal kompleksleri, kare diizlemsel ve oktahedral yapiya
sahiptirler. Sentezlenen bilesiklerin antibakteriyel ve antifungal aktiviteleri iizerine in
vitro ¢aligmalar yapilmis ve sentezlenen metal komplekslerinin liganda gére daha aktif

oldugu sonucuna vartlmigtir [133].
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Sekil 3.3. Metformin hidrokloriir ve 1, 4-diasetilbenzen ile metal komplekslerinin dnerilen yapisi [133].

Neveen ve c¢alisma arkadaslar1 2011 yilinda, 4-dihidroksibenzaldehidin ve kitosanin
yogunlagmasi1 sonucu 4-Hidroksisalisilidenkitosan schiff bazi1 (2CS-Hdhba) ve onun
bir dizi iki ve ¢ degerlikli metal kompleksleri sentezini gergeklestirmis ve
komplekslerin karakterizasyonu FT-IR, elementel analiz, *3C NMR, UV-vis ve ESR
spektroskopisi, SEM ve XRD manyetik ve termal olgimler ile analiz edilmistir.
Komplekslerin geometrileri metale bagh olarak degiskenlik gosteren oktahedral ve
kare diizlemsel yapiya sahiptir ve tek bir negatif yiik ile iki yonlii selat kompleks gibi
davrandiklari belirlenmistir [134].
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Wiy = Co, Ni, Cu. Zn

Sekil 3.4. 4-Hidroksisalisilidenkitosan Schiff baz1 ve metal komplekslerinin yapisi [134].

Ranjan K. ve arkadaslar1 2018 yilinda o-hidroksiasetofenon, o-hidroksifenzofenon ve
o-vanilin ile yeni tip Schiff bazlar1 ve metal komplekslerinin sentezini gergeklestirmis
ve kompleslerin spektral, termal, kinetik ve antibakteriyel etkinliklerini
arastirmiglardir. Caligmalar sonucunda ligandlarin tim organizmalara karsi ilimli
aktivite gosterirken, komplekslerin serbest ligandlara gore daha aktif oldugunu
belirlemislerdir. Sekil 3.5.’de sentezlenen ligandlarin kompleks yapilar1 gosterilmistir
[135].

N
\}
i Nl\—l X
Y N N=
|
—0 I\IA/ —0
\ / | //’!.“' ;
| L
—Ni' N Y
/H nH,0
X HN \ j@ 2
N
M = Co(II), Ni(II), Cu(II) and Zn(II) X = -H, -CHj, -C¢H;, Y= -H, - OCH;

Sekil 3.5. Cu, Ni ve Zn Komplekslerin 6nerilen yapisi [135].

Yu-Ting ve arkadaslart tarafindan 2017 yilinda 1-ferrosenil-3- (2-furil) propenon
diamino (tiyo) iire ligandlarinin ve Bi(II), Pb(1I), Cu(II), Ba(1I), Cd(1I), Cr(II),
Fe(II), Sn(II), Ni(II), Nd(II) metal komplekslerinin 16semi (P-388) ve akciger
kanser hiicrelerinde anti-kanser aktiviteleri agisindan potansiyel terapotik etkileri
degerlendirilmistir. Caligmalarin sonucunda ferrosen grubunun eklenmesi ilag

sliperpozisyonu islevini yerine getirerek sentezlenen bilesiklerin biyolojik aktivitesini
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arttirdigit  gézlemlenmistir. Ayrica ferrosen igeren bilesiklerin  anti-kanser
potansiyelinin yiiksek oldugu sonucuna varilmistir. Sekil 3.6.’da hazirlanan Schiff

bazlar1 ve metal komplekslerinin yapisi gosterilmektedir [136].

M=Cr,Nd,Cu,Fe
4a-4d

X NH, V
0 H H

NNHCNH, -
0 M(OAc).nH,0 ¥ =
2 e CC-¢C > N »M=< N
F B8 TSOH H v
c
10X N

~ 2 H 0
e\ NHg

2a:X=0 3a;.7:X=0
2b:X=S 3b1_8IX:S

Sekil 3.6. 1-ferrosenil-3-(2-furil) propenon diamino (tiyo) Schiff bazi ligandlarindan tiiretilen kompleks
yapilari [136].

Adnan S. ve arkadaglar1 2010 yilinda yapmis olduklar1 ¢alismalar neticesinde Pirazol
bazli Schiff bazi ligandlar tasiyan yeni paladyum (I1) komplekslerinin bas ve boyun
skuamoz karsinom hiicrelerinde sitotoksik etkisi arastirilmistir. Calismalari sonucun
da paladyum (11) komplekslerinin bas ve boyun kanseri hiicreleri tizerindeki sitotoksik
etkisinin doza bagimli oldugunu ve hiicre tipine gore degistigi tespit edilmistir. Sekil

3.7.’de ise sentezlenmis trans-[PdCl2(L)2] kompleksin yapisi verilmistir [137].
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Nes

Sekil 3.7. Pirazol bazli Schiff bazlarinin trans-[PdClx(L);] kompleksinin sentezi ve onerilen yapisi

]-]

[137].
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Sekil 3.8. Ligandlarin sentez yolu (2-0kso-kinolin-3-karbaldehid-benzoil hidrazon 6a, 2-okso-kinolin-
3-karbaldehid-2-hidroksibenzoil ~ hidrazon  6b, 2-okso-kinolin-3-karbaldehid-3, 4-
dimetilpiril-2-karboksilik asit hidrazon 6c) [138].
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Zeng-Chen 2010 yilinda arkadaslari ile ti¢ yeni 2-okso-kinolin-3-karbaldehid Schiff-
baz ligandini ve bunlarin Cu (I1) komplekslerini sentezlemis ve yapilarini X-1gin1 tek
kristal kirinimui ile karakterize etmislerdir. Bu ti¢ Cu (1) kompleksinin bes koordinatif
kare-piramidal konfigiirasyona sahip oldugu bulunmustur. Ayrica, sentezlenen Cu (I1)
komplekslerinin HeLa ve HL-60 hiicrelerinde sitotoksisiteleri in vitro olarak test
edilmistir. Sonuglar Cu (1) komplekslerinin ligandlardan daha yiiksek anti-kanser
etkiye sahip oldugunu gostermektedir. Sekil 3.8.’de ligandlarin sentez reaksiyonlari
verilmektedir [138].

Madhavan ve arkadaslari indol-3-karboksaldehid ve m-aminobenzoik asitten tiiretilen
Schiff bazinin Co (Il), Zn(ll), Cu (1) ve Ni (II) komplekslerini sentezlemistir.
Sentezlenen ligand ve komplekslerin yapisi Sekil 3.9.°da gosterilmektedir. Bu
komplekslerin antifungal, antibakteriyel ve DNA iizerindeki etkilerine bakilmstir.
Sonuglar, metal komplekslerinin ligandlara gore daha aktif oldugunu gostermektedir.
Ligand ve komplekslerinin niikleaz aktivitesi, H.O> varhiginda jel elektroforezi
kullanilarak CT DNA iizerinde analiz edilmis ve Cu (1) kompleksi, ligand ve diger
komplekslerle karsilastirildiginda bir oksidan varliginda artan niikleaz aktivitesi

gosterdigi sonucuna varilmistir [139].

oo\ )
H?N\[/NYN\ H (1)

N N Q A~ e

HoN / ¢ Rr=X e @
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H -4 0 i
O NHZ H C/\/NYNH‘) |3]
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Sekil 3.9. [Cu (Met) (AA) (ClO4) (H20)] kompleksinin 6nerilen yapisi [141].

3.2. Meme Kanseri Calismalari

3.2.1. Meme kanseri ve Schiff baz1 metal kompleksleri

Di ve arkadaglan tarafindan 2019 yilinda iki Schiff baz ligand1 2-etilaminometil-6-

metoksifenol (HL1) ve (E) -2-2-dimetilaminoetil-iminometil-6 metoksifenol (HL?) ¢ift
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cekirdekli veya ii¢ ¢ekirdekli mod, tek asamali bir organik yogusma reaksiyonu
yoluyla sentezlenen kompleksler Sekil 3.10.’da gosterilmistir. Bu ¢alismada, ti¢ farkli
yeni sentezlenen Ni (II) ve Cu (Il) bazli koordinasyon komplekslerinin ve nano
formiilasyonlarinin meme kanseri hiicrelerinde ROS iiretiminin artmasini saglayarak

hiicrelerde apoptotik 6liime neden oldugunu belirlemislerdir [142].
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Sekil 3.10. 2-etilaminometil-6-metoksifenol (HL:) ve (E) -2-2-dimetilaminoetiliminometil -6
metoksifenol (HL2) kompleslerinin sentez yollari [142].

Burak ve arkadaglar1 2020 yilinda, imin tagiyan ligandlarin nikel komplekslerinin anti-
timor aktivitesini belirlemek amaciyla iki asimetrik bidentat ve tridentat nikel
kompleksinin  sentezini  gergeklestirmislerdir. Ayrica komplekslerin  kanser
hiicrelerinde sitotoksik etki gostererek apoptotik 6liime yol agtigi bulunmustur [62].

Fengyi ve arkadaglart tarafindan 2018 yilinda yaptiklari caligmalar sonucunda
Dehidroabietilamin Schiff-baz tiirevlerinden bes biyoaktif bilesik ve bir Cu(ll)
kompleksinin Hela (serviks), MCF-7 (meme), A549 (akciger), HepG2 (karaciger) ve
HUVEC (normal hiicre) tizerindeki potansiyel anti-kanser etkileri arastirilmistir.
Schiff baz bilesiklerinin ve Cu kompleksinin kanser hiicrelerinde yiiksek anti-timor
aktiviteye sahip oldugu ve normal hiicrelerde diisiik toksisitesi tespit edilmistir. Sekil

3.11.’de sentezlenen Cu(ll) kompleksinin 6nerilen yapisi gosterilmistir [143].
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Sekil 3.11. Cu (I1) kompleksi sentezi [143].

Md Nur Alam ve Fazlul Hug tarafindan sisplatinin kesif doneminden 2015'e kadar
palladyum bilesiklerinin in vivo ve in vitro anti-kanser aktiviteleri degerlendirilmistir.
Toplamda, 847 bilesik ii¢ kategoride tartisilmistir. Bunlar; giiglii paladyum bilesikleri,
karsilastirilabilir aktiviteye sahip paladyum bilesikleri ve 6nemsiz aktiviteye sahip
paladyum bilesikleridir. Yapmis olduklari ¢alismalar da daha fazla anti-tiimér
aktivitesi olan yeni paladyum bilesiklerinin tasarimina yardimci olabilecek yapi

aktivite iliskileri 6nermislerdir [144].

2005 yilin da Zahra ve arkadaslari yapmis olduklari ¢alismada Orto-naftalinon
tiyosemikarbazon ve semikarbazonun Ni (II) komplekslerinin MCF-7 insan meme
kanseri hiicrelerinde etkisini analiz etmislerdir. Calismada, sentezlenen semikarbazon
tirevinin  nikel  (Il) kompleksi hiicre proliferasyonunun inhibisyonunda,
tiyosemikarbazon nikel (1) kompleksinden daha aktif oldugu ortaya konmaktadir
[128].

2012 yilinda yapilan c¢alismada ise, yeni 2-piridilmetiliden-2-hidroksi-5-kloro-
fenilamin schiff baz1 ve Cu (Il) kompleksinin MCF-7 insan meme kanseri hiicresi
tizerindeki anti-kanser etkileri arastirillmistir. Sitotoksisite ve apoptozu belirlemek igin
sirastyla MTT testi ve Annexin V-FITC /Pl analizi yapilmistir. Caligmalarin sonucuna

gore Cu (1) kompleksinin, MCF-7 hiicresinde canliligi nemli 6l¢iide azalttigini ve ve
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hiicrede apoptotik 6liime neden oldugunu belirlenmistir. Ayrica, MCF-7 hiicrelerinde
komplekslerin 6nemli derecede DNA hasarina neden oldugu tespit edilmistir [49].

3.2.2. Meme kanserinde metforminin anti-kanser ¢alismalar:

Chan-Hun ve arkadaslar1 2019 yilinda yapmis olduklar arastirmaya gére metforminin
akciger, kolon ve meme kanseri hiicrelerinin gogalmasini inhibe ettigini ve metformin
kullanan diyabetli kanser hastalarinin, kullanmayanlara gére daha iyi sagkalim

gosterdigini belirtmislerdir [145].

2018 yilinda Inés ve arkadaslari metforminin anti-kanser mekanizmasina katkida
bulunmak i¢cin MDA-MB-231 ve MCF-7 meme kanseri hiicre dizileri kullanilarak
aragtirmalar yapmuslardir. Yapilan ¢alismalar ile MDA-MB-231 ve MCF-7
hiicrelerinin, metformine uzun sireli (24 saat) maruz kalmas: sonucu hiicre

canliliginda azalmaya neden oldugu ortaya ¢ikmistir [146].

Minsoo ve arkadaslar1 2013 yilinda, metforminden daha giiglii inhibitér etkilere sahip
yeni metformin tiirevli bilesiklerin Hs578T ve MDA-MB-231 triple negatif meme
kanseri hiicreleri iizerindeki anti-kanser etkilerini yaptiklart in vitro ve in vivo
caligmalar ile ortaya koymuslardir. Calismalar dogrultusunda her iki hiicrede de
metformine kiyasla metformin tiirevli bilesiklerin daha iyi sitotoksik etki gostererek

hiicre biiyiimesini inhibe ettigi sonucuna varilmistir (Sekil 3.12.) [147].
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Sekil 3.12. Metformin tiirevi HLO10183 bilesigi ile metforminin yapisi ve MTT testi analizi [147].
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2017 yilinda Gerke ve arkadaslari tarafindan, MCF-7, T47D ve MDA-MB-231 meme
kanseri hiicre hatlari tizerinde metformin ve everolimus kombinasyonunun anti-timér
etkileri tizerine in vitro ¢alismalar yapilmistir. Sonucunda metformin ve everolimus
kombini uygulanan kanser hiicrelerinde mTOR aktivitesini inhibe ettigi ve timor

hiicresi cogalmast lizerinde Onleyici etkiye sebep oldugu tespit edilmistir [148].



BOLUM 4. MATERYAL VE METOD

4.1. Materyal

4.1.1. Kullanilan arac ve gerecler

Cam malzeme olarak; ¢esitli ebatlarda reakiyon balonlar1, huniler, erlenler, beherler,
biiret, pipetler, bagetler, meziir, saat cami, cam saklama kaplari, cam tiipler, geri
sogutucu, basing borulu silindirik damlatma hunisi, niige erleni, 96 kuyucuklu hiicre
kiiltiirii plaklar, hiicre kiiltiirii i¢in 25 cm?’ lik flasklar. Kullanilan ekipmanlar; Spatiil,
pens, 1sitict (IKARCT Claccsic), elektronik terazi (OHAUS Pioneer), pH metre (PHM
210 STANDARD pH METER, analitical KCI. Ag meterLab), pH kagitlari, magnet,
magnetik ve mekanik karistiricilar, etiiv, vakum etiivii, gooch krozesi, santrifiij,
peristaltik pompa (Ismatec), mekanik karistirict (Heidolph MR Hei-Standart), Perkin
Elmer UATR-TWO, Schimadzu IR Prestige-21 FR-IR spektrofotometreleri ile
diamond ATR cihazi, H ve 3C NMR Spektrometreleri (Varian Mercury Plus 300
MHz Spektrometresi), Kiitle spektrometresi maldi-tof Bruker micrOTOF (Germany)
(Gebze Teknik Universitesi), Erime noktas: tayini (Stauart SMP 10 ve Barnstad-
Electrotermel 9200 cihazi), Déner buharlastirict (BUCHI Waterbath B-480), -80°C
sogutmali santrifiij (Niive, Tiirkiye), Distile su cihaz1 (Niive, Tiirkiye), Su banyosu
(Stuart, Birlesik Krallik),

Vorteks (Hangzhou Allsheng, Cin), Otoklav (Niive, Tiirkiye), Orbital calkalayici
(Hangzhou Allsheng, Cin), CO- inkiibator (Thermo Fisher Scientific, ABD), Countees
hiicre sayim cihazi (Invitrogen, ABD), Biyogiivenlik Kabini Simif Il (Thermo Fisher
Scientific, ABD ), Inverted mikroskop (BestScope, Cin), EVOS Gériintiileme sistemi
(Thermo Fisher Scientific, ABD).
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4.1.2. Kullamlan kimyasal maddeler

1, 1-Dimetil biguanid hidrokloriir (metformin hidrokloriir)(CsH12CINs), 2-Hidroksi-3-
metoksi benzaldehit (orto-vanilin) (CsHsOs), Salisilaldehit (C7HeOz), 1, 3, 5-Trioksan
(C3HeO3), Glasiyal Asetik Asit (CH;COOH), Siilfiirik Asit (H2SO4), Metanol
(CH30H), Etanol (C2Hs0H), Dimetilformamid (CsH7NO), Dietil eter (C2Hs)20, tri etil
amin (CeH1sNO3), Sodyum Hidroksit (NaOH), Asetonitril (C2HsN), 1, 4-Dioksan
(C4HsOy), Dimetil Stilfoksit (DMSO), Bakar (I1) kloriir (CuClz), Nikel dikloriir hegza
hidrat (NiCl..6H20), Paladyum dikloriir (PdCl,), Saf su, %49 NaOH, Penicillin-
Streptomycin Solution, Fetal Bovine Serum (FBS), WST-1 kiti, Dulbecco's Modified
Eagle Medium: Nutrient Mixture F-12 (DMEM/F12), tripan blue [C34H2sNs014S4],
fostat tampon soliisyonu (PBS).

4.2. Metod
4.2.1. Sentez calismalari

4.2.1.1. 4, 4’-Metilenbis (2-hidroksibenzaldehit) sentezi

HO OH

OH o o 2SO
0

i ko) Hok o— —o0

1
Sekil 4.1. 4, 4'-Metilenbis (2-hidroksibenzaldehit) sentez yolu.

4, 4'-metilenbis (2-hidroksibenzaldehit) literatiirde verildigi gibi sentezlenmistir [149-
152]. 50 mL reaksiyon balonu igerisine 6 g (50 mmol) salisilaldehit ve 0, 765 g (8, 5
mmol) 1, 3, 5 trioksan alindi ve 10 ml glasiyal asetik asit solventi icerisinde
¢oziindiiriildi. Coziindiirme islemi argon gazi altinda 80°C de ve 45 dakika devam etti.
Siire sonunda 5 mL glasiyal asetik asit 1 mL siilfirik asit damla damla ilave edildi.
Reaksiyon sicakligi 90°C ye ayarlanarak 24 saat devam ettirildi. Sonlandirilan

reaksiyon bir behere alindi ve 100 mL buzlu safsu ilavesi yapildi. Cozeltiye tekrar 100



33

ml saf su eklenerek iyice karistirildi ve krem bir renk elde edildi. Gooch krozesi ile
vakum altinda siizme yapildi. 4, 4'-Metilenbis (2-hidroksibenzaldehit) elde etmek i¢in
olusan ¢okelti kism1 bir kag kez metanol ile yikandi. Beyaz renkte ki iiriin 50°C de
vakum etiiviinde P2Os iizerinden kurutuldu (Sekil 4.1.). Reaksiyon verimi; 7.56 g,
%60.04. Erime noktasi; 110°C. Renk; krem. Kapali formiil: C15H1204, 256.25 g.mol
! FT-IR (PIKE MIRacle™ ATR) v(cm™): 3146 (O-H), 3061 (=C-H), 2930-2913 (-C-
H), 2851-2746 (HC=0), 1647 (C=0), 1620-1588 (C=C), 1479 (C-C), 1269-1145 (C-
0), 918, 830, 810. 767, 738, 665.

4.2.1.2. (E, E)-1, 1’-(metilenbis (2-hidroksi-5, 1-fenilen)) bis (metaniliden) bis (N,
N-dimetilbiguanidin) [Met-Da] Schiff bazi ligandinin sentezi

NH; )NC HO OH
)\\ /ot
2H2N N N
\ 0= =0
Cl—H
S | NaOH
(@)
NH NH NH NH
s
N NJN— —N NJlN\
HO OH
[Met-Da]

Sekil 4.2. [Met-Da] Schiff bazinin sentez yolu.

250 mL’lik reaksiyon balonunun igerisinde metformin.HCI (1.241 g, 7.5 mmol) ve 80
mL dimetilformamid (DMF) karistirildi. Daha sonra igerisine sodyum hidroksit
(NaOH) (0.4 g, 10 mmol) kati olarak ilave edilip 110 °C de ¢oziinmeye birakildi
(Reaksiyon pH 12.02). Uzerine 40 mL DMF de ¢oziinmiis 4, 4'-metilenbis (2-
hidroksibenzaldehit) (0.99 g, 3.8 mmol) ¢ozeltisi ilave edilip reaksiyon inert ortam da
(Ar) ve 115 °C de 24 saat devam ettirildi. Reaksiyon sonunda saf su (100 mL) ile
¢oktiiriildi, vakum etiiviinde 40°C de 24 saat kurumaya birakildi (Sekil 4.2.).
Reaksiyon verimi; 1.22 g, %65, 9. Erime noktasi; 250 °C. Renk; kahverengi. Kapali
formiil: C23HsoN1002, 478.55 g.mol? (hesaplanan). Elementel analiz, % icerik,
bulunan(hesaplanan), %C; 58, 30(57, 73), %H; 5, 21(6, 32), %N; 29.17(29, 27).
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FT-IR (PIKE MIRacle™ ATR) v(cm): 3478 (O-H), 3327-3179 (N-H), 3051-3022
(=C-H), 2930-2874 (-C-H), 1660-1601 (C=N), 1558-1515 (C=C), 1469-1368 (C-C),
1250-1230 (Ar-O), 1095-997 (C-N), 820, 810, 662, 629.

IH-NMR ((CD3)2S0) & (ppm): 13, 69 (s, 2H, ArO-H-N), 10, 20-9, 21 (m, NH-N, O),
8, 12-8, 04 (m, 2H, N=C-H), 7, 92 (s, 2H, Ar-H), 7, 31 (br, 2H, =N-H), 7, 20-7, 14 (d,
2H, Ar-H), 6, 78-6, 76 (d, 2H, Ar-H), 4, 38 (br, 2H, -N-H), 3, 75 (s, 2H, CH), 3, 08-
3,70 (s, 12H, CHa).

'H-NMR ((CD3)2SO, D20 exchange) & (ppm): 8, 04 (s, 2H, N=C-H), 7, 89 (s, 2H, Ar-
H), 7, 20-7, 17 (d, 2H, Ar-H), 6, 78-6, 75 (d, 2H, Ar-H), 3, 80 (s, 2H, CH>), 3, 04 (s,
6H, CHz3), 2, 85 (s, 3H, CHa), 2, 69 (s, 3H, CHs) (EK 4).

13C-NMR ((CD3):S0) & (ppm): 170, 1; 165, 3; 164, 3; 163, 1; 160, 2; 134, 6; 131, 8;
129, 1: 118, 1; 118, 0; 36, 5; 31, 5.

MALDI-TOF: (m/z): [C23H27N1002*]( 475.2 %100).
4.2.1.3. (E)-2-(6-(dimetilamino)-4-((2-hidroksi-3-metoksibenziliden)amino)-1, 6-

dihidroksi-1, 3, 5-triazin-2-il)-6-metoksifenol [Met-Ov] Schiff bazi

ligandimin sentezi

\N/
o M NHz  NH JNl\/'\NH
NaOH X

OH + HZN)\\N)]\N/ aon N"N7

) \ 1,4 Dioxane OH HO
O/CH3 Cl—H o o
~ ~N

[Met-Ov]

Sekil 4.3. [Met-Ov] Schiff bazinin sentez yolu.

100 mL reaksiyon balonuna (2.75 g, 16.431 mmol) metformin hidrokloriir ve 40 mL
1, 4-dioksan alinip karistirildi. Tam ¢oziinme saglanabilmesi i¢in (0.766 g, 19.2 mmol)
sodyum hidroksit katisi ilave edilip 24 saat 102 °C sicaklik ile reflux edildi. 20 mL 1,
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4-dioksan ve (5 g, 32.862 mmol) orto-vanilin karistirildi. Coziinme saglandiginda
damlatma hunisine alindi ve metformin iizerine inert sartlarda damla damla ilave
edildi. Reaksiyon 102 °C de 20 saat reflux edildi. Reaksiyon sonunda solvent déner
buharlastiric1 yardimu ile uzaklastirildi. Kalan kisim 6nce su (150 mL) ile disper edildi
ve tuz iceriginden kurtarildi. Santrifiijlenerek geri kazanilan ¢okelek sonra dietil eter
(100 mL) ile dispers edilerek eter fazina alindi. Eter ¢ozeltisi kuruluga kadar
buharlastirildi ve turuncu rekli yagimsi ham tiriin elde edildi. Ham iiriin aseton / dietil
eter (1/2) ile kristallendirildi (Sekil 4.3.). Reaksiyon verimi; 9.18 g, %.70, 3. Erime
noktasi; 210°C. Renk; turuncu. Kapali formiil: CzoH2sNsOs, 397.43 g.mol?
(hesaplanan). Elementel analiz, % igerik, bulunan(hesaplanan), %C; 63, 07(60, 44),
%H; 6, 13(5, 83), %N; 15, 05(17, 62).

FT-IR (PIKE MIRacle™ ATR) #(cmt): 3468 (O-H), 3343-3212 (N-H), 3084-3051
(=C-H), 2936-2841 (-C-H), 1716 (C=0), 1643 (C=N), 1561-1522 (C=C) 1476-1387
(C-C), 1250-1200 (Ar-0), 1118 (C-N), 1069 (C-O-C), 951, 869, 718.

IH-NMR ((CD3)2S0) & (ppm): 10, 26 (s, 1H, N=C-H), 7, 84-7, 81 (s, 1H, ArO-H-"N),
7,24-7,21 (m, 1H, ArH), 7, 05-7, 01 (m, 1H, Ar H), 6, 92-6, 86 (m, 2H, Ar-H), 6, 81-
6, 74 (M, 2H, Ar-H), 6, 06 (s, 1H, ArO-H), 5, 99-5, 77 (s, 1H, =N-H), 3, 83-3, 82 (m,
1H, N-C-H), 3, 75-3, 72 (m, 6H, O-CHs), 3, 09-2, 95(m, 6H, N-CHs).

13C-NMR ((CDs)2SO) & (ppm): 192, 7; 165, 2; 164, 4; 159, 8: 152, 6; 152, 5; 151, 5;
149, 2: 123, 16; 120, 9; 120, 8; 119, 8; 118, 4; 118, 2; 117, 9; 115, 9; 56, 7; 56, 5; 36,

6; 36, 3.

MALDI-TOF: (m/z): [C20H23Ns0x4] (397.18 %100).
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4.2.1.4. [Cu2(Met-Da)2] Kompleksinin sentezi
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Sekil 4.4. [Cuz(Met-Da),] kompleksinin sentez yolu.

50 mL’lik reaksiyon balonun da [Met-Da] Schiff baz1 (0.478 g, 1 mmol) ve 10 mL
metanol (MeOH) 1 saat boyunca karistirild1 (Reaksiyon pH 7.70). Bakir (I1) kloriir
(CuCly) (0.134 g, 1 mmol) 5 ml metanol ile karistirild1 ve damla damla ligand igerisine
ilave edilerek 15 dakika karistirild1 (Reaksiyon pH 4.45). % 3’likk sodyum hidroksit
(NaOH) ¢ozeltisinden 300 pl ilave edip pH 6.50 olarak ayarlandi. Reaksiyon inert
ortamda 80 °C de 8 saat reflux edildi. Reaksiyon sonunda ¢6kme meydana geldi ve
riin  santrifiijlenerek izole edildi. Coken kisim saf su ile yikandi ve tekrar
santrifiijlenerek temizlendi ve dnce desikatorde takiben 50°C de vakum etiiviinde P2Os
tizerinden 24 saat kurutuldu (Sekil 4.4.). Reaksiyon verimi; 0.56 g, %51, 9. Erime
noktas1; >300°C. Renk; kahverengi. Kapali formiil: CasHssCuzN2004, 1080.16 g.mol*
(hesaplanan). Elementel analiz, % igerik, bulunan(hesaplanan), %C; 51, 91(52, 35),
%H; 5, 28(5, 74), %N; 19, 27(24, 92). ICP-OES, %Cu bulunan(hesaplanan); %11,
05(12, 12).

FT-IR (PIKE MIRacle™ ATR) #(cm): 3475 (O-H), 3330-3274 (N-H), 3051-3022
(=C-H ), 2923 (-C-H), 1611-1561 (C=N), 1506 (C=C), 1430-1407 (C-C), 1253 (Ar-

0), 1138-993 (C-N), 813.

MALDI-TOF: (m/2): [CasHs6Cu2N2004+2Na-2H] (1124.3 %100).
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4.2.1.5. [Pd(Met-Da)2] Kompleksinin sentezi
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Sekil 4.5. [Pd(Met-Da),] kompleksinin sentez yolu.

25 mL’lik reaksiyon balonu igerisinde 10 mL etanol ve (0.124 g, 0.259 mmol) [Met-
Da] ligandi ¢6zlinene kadar kaynama sicakliginda reflux edildi. ( Reaksiyon pH 7.74).
6 ml etanol de (0.023 g, 0.129 mmol) PdCI, metali karistirildi. Tam bir ¢6ziinmenin
saglanabilmesi i¢in (0.021 g, 0.36 mmol) NaCl. katis1 ilave edilip ve karistirilmaya
devam edildi. Coziinme isleminin ardindan PdCl ¢ozeltisi [Met-Da] ligandi igerisine
damla damla ilave edildi (Reaksiyon pH 5.45). 30 ul % 49 ‘luk NaOH ¢ozeltisi ile pH
6.50 olarak ayarlandi. Reaksiyon 80°C’de inert sartlarda 8 saat reflux edildi.
Reaksiyon sonunda olusan ¢oken kisim santrifiij ile ayrilip saf su ile yikanarak izole
edildi. Kat1 kisim santrifiijlenerek 50°C de vakum etiiviinde P2Os tizerinden kurutuldu
(Sekil 4.5.). Reaksiyon verimi; 0.18 g, %67, 9. Erime noktasi; >300°C. Renk;
kahverengi. Kapali formiil: C4sHssN2004Pd, 1061.50 g.mol™* (hesaplanan). Elementel
analiz, % igerik, bulunan(hesaplanan), %C; 52, 65(52, 05), %H; 5, 08(5, 51), %N; 26,
16(26, 39). ICP-OES, %Pd bulunan(hesaplanan); %11, 99(%10, 03).

FT-IR (PIKE MIRacle™ ATR) #(cm™): 3475 (O-H), 3314 (N-H), 3048-3018 (=C-H),
2927 (-C-H), 1615-1561 (C=N), 1506 (C=C), 1443-1371 (C-C), 1250 (Ar-O), 1138-
994 (C-N), 806. MALDI-TOF: (m/z): [CasHs6N2004 +Pd"+3Na] (1127.35 %100).
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4.2.1.6. [Ni2(Met-Da)2] Kompleksinin sentezi
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Sekil 4.6. [Niz(Met-Da),] kompleksinin sentez yolu.

50 mL’lik reaksiyon balonu igerisinde (0.235 g, 0.491 mmol) [Met-Da] ligand: ve 16
mL etanol (EtOH) ¢oziinene kadar kaynama sicakliginda reflux edildi ( Reaksiyon pH
7.25). 10 mL etanol de (0.117 g, 0.491 mmol) nikel dikloriir hegza hidrat (NiCl..6H20)
karistiridi. Coziinme isleminin ardindan NiCl..6H20 ¢ozeltisi [Met-Da] ligandi
tizerine damla damla ilave edildi (Reaksiyon pH 5.60). 20 ul % 49 ‘luk NaOH ¢ozeltisi
ile pH 6.65 olarak ayarlandi ve reaksiyon 80 °C’de inert (Ar) sartlarda 8 saat reflux
edildi. Siire sonunda ortamda ki solvent doner buharlagtirict yardimi ile
uzaklastirtlarak kalan kisim saf su ile yeniden ¢oktiiriiliip santriftij yapildi. Kat1 kisim
dekantasyonla kazanilds, su ile dispers edilip tekrar santrifiijlenerek temizlendi ve 6nce
desikatorde takiben 40°C de vakum etiiviinde P2Os {izerinden 24 saat kurutuldu (Sekil
4.6.). Reaksiyon verimi; 0.28 g, %53.3. Erime noktas1; >300°C. Renk; kahverengi.
Kapali formiil: CasHssN20Ni2O4, 1070.46 g.mol™ (hesaplanan). Elementel analiz, %
igerik, bulunan(hesaplanan), %C; 47, 47(51, 61), %H; 4, 98(5, 27), %N; 26, 74(26,
17). ICP-OES, %Ni bulunan(hesaplanan); %10, 26(%10, 97).

FT-IR (PIKE MIRacle™ ATR) #(cm™): 3478 (O-H), 3324 (N-H), 3058-3010 (=C-H),
2923 (-C-H), 1597-1568 (C=N), 1522 (C=C), 1473-1371 (C-C), 1253 (Ar-0), 1138-

990 (C-N), 823, 629.

MALDI-TOF: (m/z): [CasHs6N2004+2Ni] (1070.3 %81.6).



39

4.2.1.7. [Cu(Met-Ov)CI] Kompleksinin sentezi
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Sekil 4.7. [Cu(Met-Ov)CI] kompleksinin sentez yolu.

50 mL’lik reaksiyon balonu igerisinde (0.174 g, 0.437 mmol) [Met-Ov] ligandi ve 15
mL etanol (EtOH) ¢oziinene kadar kaynama sicakliginda reflux edildi ( Reaksiyon pH
6.78). 10 mL etanol de (0.059 g, 0.437 mmol) bakir (I1) kloriir (CuCly) karistirildi ve
¢ozlinme igleminin ardindan [Met-Ov] ligandi lizerine damla damla ilave edildi
(Reaksiyon pH 2.02). 50 ul % 49 ‘luk NaOH ¢ozeltisi ile pH 6.00 olarak ayarlandi.
Reaksiyon 80°C’de inert sartlarda 7 saat reflux edildi. Siire sonunda ortamda ki solvent
doner buharlastirict yardimi ile uzaklastirilarak kalan kisim saf su ile yikanip santrifiij
yapildi. Coken kisim 40°C de vakum etiiviinde P2Os tizerinden 24 saat kurutuldu (Sekil
4.7.). Reaksiyon verimi; 0.17 g, %78, 7. Erime noktasi; >300°C. Renk; kizil-kahve.
Kapali formiil: C20H22CICUNsO4, 495.42 g.mol? (hesaplanan). Elementel analiz, %
igerik, bulunan(hesaplanan), %C; 47, 87(48, 49), %H; 5, 31(4, 48), %N; 14, 57(14,
14).

ICP-OES, %Cu bulunan(hesaplanan); %12, 25(12, 83).
FT-IR (PIKE MIRacle™ ATR) v(cm™): 3406-3327 (O-H), 3196 (N-H), 3009 (=C-H),
2930-2835 (-C-H), 1597-1568 (C=N), 1545-1512 (C=C), 1437-1335 (C-C), 1213 (Ar-

0), 1151 (C-N), 1072 (C-O-C), 967.

MALDI-TOF: (m/z):[Ca20H2:CINsO4+Cu+Na] (517.06 %100).
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4.2.1.8. [Pd(Met-Ov)CI] Kompleksinin sentezi
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Sekil 4.8. [Pd(Met-Ov)CI] kompleksinin sentez yolu.

[Met-Ov] Schiff baz1 (0.154 g, 0.387 mmol) tartildi ve 10 mL etanol (EtOH) ile 50
mL’lik reaksiyon balonuna alindi. 40 dakika kaynama sicakliginda reflux edildi
(Reaksiyon pH 6.73). 6 ml etanol de (0.069 g, 0.387 mmol) ), palladyum dikloriir
(PdCI,) metali karistirildi. Tam bir ¢oziinmenin saglanabilmesi igin (0.045 g, 0.774
mmol) NaCl katis: ilave edilip karistirllmaya devam edildi. Ardindan PdCl> ¢ozeltisi
[Met-Ov] ligandi tizerine damla damla ilave edildi (Reaksiyon pH 3.05). 20 ul % 49
‘luk NaOH c¢ozeltisi ile pH 6.50 olarak ayarlanip reaksiyon 80 °C’de inert (Ar)
sartlarda 15 saat reflux edildi. Reaksiyon sonunda olusan ¢oken kisim santrifiij ile
ayrilip, su ile dispers edilip tekrar santrifiijlenerek temizlendi. Elde edile kati kisim 50
°C de vakum etiiviinde P20s tizerinden kurutuldu (Sekil 4.8.). Reaksiyon verimi; 0.15
g, % 72, 11. Erime noktasi;; >300°C. Renk; kizil-kahve. Kapali formiil:
C20H22CINsO4Pd, 538.29 g.mol? (hesaplanan). Elementel analiz, % igerik,
bulunan(hesaplanan), %C; 45, 01(44, 63), %H; 3, 62(4, 12), %N; 12, 13(13, 01).
ICP-OES, %Pd bulunan(hesaplanan); %19, 72(%19, 77).

FT-IR (PIKE MIRacle™ ATR) #(cm%): 3415-3330 (O-H), 3202 (N-H), 3009 (=C-H),
2930-2838 (-C-H), 1588 (C=N), 1506 (C=C), 1460-1351 (C-C), 1269-1246-1223 (Ar-

0), 1184 (C-N), 1079 (C-O-C), 793, 738.

MALDI-TOF: (m/z): [C20H22CIN5O4+Pd+Na] (560.0 %89.0).
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4.2.1.9. [Ni(Met-Ov)2] Kompleksinin sentezi
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Sekil 4.9. [Ni(Met-Ov),] kompleksinin sentez yolu.

50 mL’lik reaksiyon balonu igerisinde (0.153 g, 0.385 mmol) [Met-Ov] ligandi ve 15
mL asetonitril ¢6ziinene kadar reflux edildi (Reaksiyon pH 8.60). 10 mL asetonitril de
(0.046 g, 0.192 mmol) nikel dikloriir hegza hidrat (NiCl..6H20) karistirilip ¢éziinme
isleminin ardindan [Met-Ov] ligandi iizerine damla damla ilave edildi (Reaksiyon pH
4.54). Metal ilavesinin ardindan reaksiyon pH’1 tri etil amin (TEA) ile 8.40 olarak
ayarlandi. 90 °C’de inert (Ar) sartlarda 18 saat reflux edildi. Reaksiyon sonunda
santriflij ile ¢oken kisim ayrilip 50 °C de vakum etiiviinde P>Os {izerinden kurutuldu
(Sekil 4.9.). Reaksiyon verimi; 0.13 g, %39, 7. Erime noktasi; >300°C. Renk; sar1.
Kapali formiil: CaoHasN10NiOs, 851.53 g.mol? (hesaplanan). Elementel analiz, %
icerik, bulunan(hesaplanan), %C; 56, 04(56, 42), %H; 4, 90 (5, 21), %N; 16, 28(16,
45).

ICP-OES, %Ni bulunan(hesaplanan); %6, 80(%6, 89).
FT-IR (PIKE MIRacle™ ATR) v(cm™): 3317 (O-H), 3201 (N-H), 3030 (=C-H), 2989-
2841 (-C-H), 1627-1607 (C=N), 1551 (C=C), 1469-1361 (C-C), 1273-1210 (Ar-0),

1168 (C-N), 1072 (C-O-C), 954, 780, 734.

MALDI-TOF: (m/2): [CaoH42N100g +Ni+3H20+C14HeOs7] (1127.34 9%100).
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4.2.2. Hiicre kiiltiira

4.2.2.1. Hiicre hatlarimin iiretilmesi

Calismamizda iki hiicre hattt kullanilmistir. Bunlar, MCF-7 insan meme kanseri ve
kontrol hiicre hatt1 olarak insan umbilikal ven endotel hiicreleri (HUVEC) hatlaridir.

MCF-7 ve HUVEC hiicre hatlar1 Amerikan Tip Kiiltir Koleksiyonu (ATCC)’dan
ticari olarak temin edilmistir. -80 °C’de saklanan hiicreler 37°C su banyosunda
¢oziildiikten sonra 25 cm?’lik filtreli hiicre kiiltiir flasklarma aktarildi. Her iki hiicre
hattinin Dulbecco’s Modified Eagle Media (DMEM, Sigma-Aldrich, ABD) besiyerine
%10 Fetal Sigir Serumu (FBS, Gibco, Invitrogen, ABD) ve %1 Penisilin-Streptomisin
(Sigma-Aldrich St ABD) eklenerek 37°C’de, %95 nem ve %5 CO: igeren inkiibator

igerisinde kiiltiire edilmesi saglanmuistir.

4.2.2.2. Hiicrelerin pasajlanmasi

MCF-7 ve HUVEC hiicrelerinin tretildigi flasklarda %80-90 hiicre yogunluguna
ulasildiginda, flask igerisindeki besiyerleri pipet kullanilarak uzaklastirildi. Daha
sonra hiicrelerin ylizeylerinin hafifce steril fostat tampon soliisyonu (PBS) ile
yikanmasi saglandi. Hiicrelerin yapistiklar flask ylizeyinden kaldirilabilmesi igin, her
bir flaskin boyutuna uygun olarak 1X Tripsin/EDTA (%0.25 trypsin/ 1ImM EDTA)
soliisyonu konularak 37 °C sicaklikta, % 5 CO2 ve nem igeren inkiibatorde 3-5 dakika
bekletildi. Tripsinin hiicrelere zarar vermesini engellemek amaciyla siispansiyon
haldeki hiicrelere tripsin hacminin 2 kat1 kadar besiyeri eklenerek hiicreler 15 mi
hacimli falkon tiip i¢erisine alindi. Sonrasinda falkon tiipler 1500 rpm’de 5 dk santrifiij
edildi. Santrifiij sonrasinda siipernatan kisim atildi. Hiicre pelletleri iizerine taze
besiyeri eklenerek hiicreler besiyeri ile siispanse edildi ve hiicre miktarmna gore
flasklara boliindii. Pasajlanan hiicreler 37°C’de %5 CO2 ve %95 nem igeren

inkuibatorde kiiltiire edildi.
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4.2.2.3. Hiicrelerin stoklanmasi

Tripsin-EDTA ile yiizeyden kaldirilan hiicreler 1500 rpm’de 5 dakika santrifiij
edildikten sonra hiicre pelletleri tizerine 1 ml taze besiyeri eklenerek hiicreler sayildi.
Her bir kriyo tiip (vial) i¢in 900 pL hiicre besiyeri konulup, 30 dk kuru buz {izerinde
bekletildikten sonra her bir kriyo tiipe 100 uLL DMSO eklenerek kriyo tiipler -20 °C’ye
kaldirildi. 3-4 saat sonra vialler -80°C’lik derin dondurucuya yerlestirilerek, stoklama

islemi tamamlandi.

4.2.2.4. Deney gruplarinin olusturulmasi

[Met-Da] ve [Met-Ov] Schiff bazlar1 ile Cu, Pd ve Ni komplekslerinin her birinden 0.1
gr tartilarak 1 mL DMSO solventinde ¢oziilerek hazirlanmistir. Her bir kompleksin ve
ligandlarinin MCF-7 ve HUVEC hiicrelerinde 1-10 uM konsantrasyon araliginda

sitotoksik etkisi analiz edilmistir.

4.2.3. Hiicre canhihi@imin ve morfolojik degisimlerin belirlenmesi

4.2.3.1. WST-1 analizi

WST-1 analizi; hiicrelerde sitotoksik etki, proliferasyon ve canlililigin 6lgiilmesinde
kullanilan renksiz tetrazolyum tuzlarinin elektron alarak renkli formazana
indirgenmesi esasina dayanan kolorimetrik bir analizdir [153, 154]. Canli hiicrelerdeki
rediiktaz enzimi ile tetrazolyum tuzu renkli formazana indirgenir ve boylece canli
hiicreler boyanir (Sekil 4.10.). Olii hiicreler ise tetrazolyum bilesiklerini indirgeme
yeteneklerini kaybeder ve renk degisimine neden olmazlar. Bu nedenle tetrazolyum-

formazan sistemleri canlilik belirteci olarak smiflandirilir [155].



44

N
1 | |
‘/ ) E
Mu’"\ N—H
| N
N /
SO;Na SO;:Na
SOJNB SO;NJ
WSHk1 Formazan

Sekil 4.10. Tetrazolyum tuzunun formazan kristaline doniisiim reaksiyonu [156].

MCF-7 ve HUVEC hiicreleri her bir kuyuya 2x10* hiicre olacak sekilde 96 kuyucuklu
kiiltiir plakalara ekildikten sonra 37 © C, % 5 CO> igeren inkiibatérde 1 giin inkiibe
edilmistir. Sonrasinda, 1, 2.5, 5 ve 10 uM konsantrasyonda [Met-Da] ve [Met-Ov]
Schiff bazlari ve Cu(ll), Ni(l1), Pd(1l) kompleksleri her bir kuyuya eklenerek 24 ve 48
saat boyunca inkiibatérde inkiibe edilmistir. Belirlenen inkiibasyon siirelerinin
sonunda her bir kuyuya 10 uL. WST-1 reaktifi eklenerek 96 kuyucuklu kiiltiir plakalari
37°C’de 30 dakika boyunca karanlikta inkiibe edilmistir. Olgiimler 460- 520 nm
referans dalga boyu araliginda Elisa Reader cihazinda gergeklestirilmistir. Ligand ve
kompleksler ile muamele edilmeyen kontrol hiicresinin canliligi %100 canli kabul
edilerek, deney hiicrelerinin canlilik oranlar1 % olarak ifade edilmistir. Her test 3’er

defa olmak tizere tekrar edildi.

4.2.3.2. Akridin oranj boyama

MCF-7 ve HUVEC hiicre hatlarinda [Met-Da] ve [Met-Ov] Schiff bazlar1 ve metal
komplekslerinin ~ neden  oldugu  apoptozun  morfolojik  degisimlerinin
goriintiilenebilmesi i¢in Akridin oranj boyama yontemi kullanilmistir. Akridin oranj,
DNA’ya baglandiginda yesil renk floresans yayan niikleik aside 6zgii florokrom bir
boyadir [157]. Yéntemde, 6 kuyucuklu plaka igerisinde her bir kuyuya 5 x 10° olacak
sekilde hiicreler ekildikten 24 saat sonra, hiicrelere en etkin doz olarak belirlenen 5
uM [Met-Da] ve [Met-Ov] ligandlar1 ve bunlarin Cu(Il), Ni(ll), Pd(Il) kompleksleri
eklenerek 48 saat boyunca 37°C’de % 95 nem ve % 5 CO; ortaminda inkiibe edilmistir.
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Inkiibasyon siiresi dolduktan sonra hiicreler oda sicakliginda 15 dakika boyunca %4
paraformaldehit ile fikse edilerek, fiksasyon sonrasinda karanlik kosullarda 30 dakika
boyunca akridin oranj (AO)(100 mg/ml) ile boyanmustir. Her bir hiicre steril fostat
tampon soliisyonu (PBS) ile ii¢ kez yikanmistir. Goriintiiler ise EVOS FL Hiicre

goriintiileme sistemi ile analiz edilmistir.

4.2.3.3. istatistiksel analizler

Istatistiksel analiz calismalar1 igin GraphPad Prism 6.0 programindan kullanilmistir.
Canlilik analizi sonucunda elde edilen verilerde gruplar arasi farkliliklar One Way
ANOVA (Tukey) analizi ile degerlendirildi. Sonuglar arasindan p<0.05 degerleri

istatiksel olarak anlamli kabul edildi.



BOLUM 5. ARASTIRMA BULGULARI

5.1. Ligandlarin Sentezi ve Karakterizasyonu

5.1.1. (E, E)-1, 1'-(metilenbis(2-hidroksi-5, 1-fenilen)) bis (metaniliden) bis (N, N-

dimetilbiguanidin) [Met-Da] Schiff bazimin karakterizasyonu

(E, E)-1, 1'-(metilenbis(2-hidroksi-5, 1-fenilen)) bis (metaniliden) bis (N, N-
dimetilbiguanidin) [Met-Da] Schiff bazi ligandi, bu ¢alismada ilk kez sentezlenmis
olup yapist FT-IR, *H-NMR, ¥C-NMR ve kiitle spektrometre teknikleri ile mikro
elementel analiz verilerinden yararlanilarak aydinlatilmistir. Ligandin hazirlanmasin
da ilk asama olarak 4, 4'-metilen-bis(2-hidroksibenzaldehit) (1) sentezlenmistir.
Bunun i¢in, salisilaldehit ve 1, 3, 5-trioksan literatiirde verildigi gibi reaksiyona
sokulmustur [149-152]. (1) bilesiginin spektroskopik verileri literatiirle uyum
icerisindedir ve bu hali ile [Met-Da] Schiff bazinin sentezinde kullanilmustir (Ek1). Tlk
olarak 1, 1-dimetilbiguanid hidrokloriir uygun bir ¢oziicii igerisinde sodyum hidroksit
(NaOH) ile reaksiyona sokularak imin olusumunda kulanilacak amin grubu serbest
hale getirilmistir. Bunun i¢in dimetilformamid (DMF) ortaminda ¢6ziinme
saglandiginda 4, 4’-metilenbis (2-hidroksibenzaldehit) ilavesi yapilmistir, reaksiyon
uygun zaman araliginda devam ettirildiginde [Met-Da] Schiff baz1 elde edilir. Daha
sonra ise reaksiyon ortamina saf su ilavesi yapilarak triiniin ¢okmesi saglanmistir.
[Met-Da] ligandi, reaksiyon ortamindan yiiksek verimle yeteri saflikta elde edilmis ve
karakterizasyonu gergeklestirilmistir. [Met-Da] ligandinin FT-IR spektrumunda O-H
gerilme piki 3478 cm™ de tespit edilmistir. Metformin grubuna ait karakteristik N-H
gerilme pikleri 3327 ve 3179 cm™ de, 3051-3022 cm™ de ise =C-H gerilme pikleri
tespit edilmistir. Tersiyer amin birimine bagli metil grubuna ait alifatik -C-H gerilme
pikleri 2930-2874 cm™ de ortaya ¢ikmistir. 1660 -1601 cm™ de gelen giiclii spektrum

bantlar1 ise C=N gerilmesi sonucu olusur ve bu ise hedeflenen ¢oklu azometin grubuna
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sahip Schiff bazinin olustugunu gosteren ilk kanit olarak not edilmistir. Benzen
halkasindan gelen C=C gerilme titresimi 1558-1515 cm™ araliginda, C-C
gerilmesinden kaynakl pikler ise 1469-1368 cm™ de iken, Ar-O gerilmesi 1250-1230
cm? arahiginda tespit edilmistir. C-N gerilme titresim pikleri 1095-997 cm™ de
gozlemlenmistir. Burada molekiile ait o6zellikle birden ¢ok C=N, Ar-O ve C-N
bandlarinin gézlenmis olmasi molekiil i¢cinde tautomerik bir dengenin oldugunu da
ortaya koymaktadir (Ek2).

Bilesigin *H-NMR spekturumu DMSO-ds icerisinde alimustir. Hetero atomlara baglh
protonlar D20 yer degistirmesi ile ddtorolanmis ve H-NMR spektrumlarinda
kaybolan piklerin yerleri hetero atomlara bagli oynak protonlar olarak tespit edilmistir
(Ek4). Molekiildeki fenolik protona ait kimyasal kayma degeri 13.69 ppm’de 2H
degerinde singlet olarak tespit edilmistir (H30, H31) (Sekil 5.1.). Metformin (dimetil
biguanidin) birimine ait azometin grubuna bagli C=NH protonlarindan biri [-
C=NH]«-[=C-NH>] tautomerlesmesi sonucu 10.20-9.21 ppm’de 2H degerinde (H21,
H28), digeri ise 7.31 ppm’de yine 2H degerinde tespit edilmistir (H22, H29) (Sekil
5.2.). Ayrica, 8.12 ve 8.04 ppm’de 2H degerinde Schiff bazina ait azometin grubunun
N=CH pikleri gozlenmistir (H14, H15). Benzen halkasindan kaynaklanan aromatik
protonlarin Kimyasal kayma degerleri sirasiyla 7.92 ppm’de 2H degerinde singlet (H6,
H13), 7.20-7.14 ppm’de 2H degerinde dublet (H2, H11) ve 6.78-6.76 ppm’de 2H
integral degerinde dublet olarak gozlenmistir (H3, H10). Metformin grubuna ait —-NH-
koprii protonlart 4.38 ppm’de 2H degerinde iken (H17-H24), aromatik halkalar
arasindaki —CH»- koprii protonlari ise 3.75 ppm’de 2H degerinde singlet olarak tespit
edilmistir (H7). Metformin grubunda ki azot atomuna bagli metil gruplar ise 3.70-
3.08 ppm’de 12H integral degerinde genis singlet pik olarak tespit edilmistir (H19,
H20, H26, H27) (Sekil 5.1.) (Ek3).
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Sekil 5.1. (E, E)-1, 1’-(metilenbis(2-hidroksi-5, 1-fenilen)) bis (metaniliden) bis (N, N-
dimetilbiguanidin) [Met-Da] Schiff bazinin agik yapist.

Bilesige ait *H-NMR ve FT-IR sonuglar1 degerlendirildiginde molekiil i¢inde Sekil
5.2.°de gosterildigi gibi bir tautomerinin ve kondenzasyonun oldugu sonucuna
varilmistir. Ozellikle dtorolama asamasindan sonra hetero atoma bagli protonlara ait
karmasik piklerin kaybolmas1 ve &zellikle H-NMR spektrumunun oldukca

sadelesmesi bu oneriyi destekler niteliktedir (Ek4).

H NH NH, NH; NH

NH NH NH N
\NJK AN —\AN )LN/ — /)\N_ NJ\\ )LN
s, N N "\

“ '* JO L,
HO OH
\\ /
NH2NH NH NHz
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Sekil 5.2. (E, E)-1, [1'-(metilenbis(2-hidroksi-5, 1-fenilen)) bis (metaniliden) bis (N, N-
dimetilbiguanidin) [Met-Da] tautomerlesme yapisi.

13C NMR spektrumunda Schiff bazina ait azometin grubuna bagli C14 ve C15 karbon
atomlar1 170.16 ppm’de, azot atomuna bagli C16 ve C23 karbonlar1 ise 165.26 ppm’de
en disiik alanda tespit edilmistir. -OH grubunun bagh oldugu C4 ve C9 karbon
atomlar1 164.29 ppm’de, metformin grubuna ait olan C18 karbonu 163.09 ppm’de,
C25 karbonu ise 160.22 ppm’de goézlenmistir. Aromatik benzen halkasina ait
karbonlarin kimyasal kayma degeri 134.54-117.98 ppm araliginda 5 pik olarak tespit
edilmistir (C1-C3, C5, C6, C8, C10-C13). Azot atomuna bagli metil gruplarinin C19,
C20 ve C26, C27 karbonlarinin kimyasal kayma degeri 36.50 ppm’de gozlenmistir.
Aromatik halkaya bagli C7 ise 31.45 ppm’de tespit edilmistir (EK5).
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Tablo 5.1. [Met-Da] Schiff bazi ligandinin kiitle spektrum yorumu.

Molekiil Sekli Hesaplanan(m/z): Gozlenen(m/z):
N N NH NH N'/
/NJKN)LN_ —n N)LN\ 475.23 (100.0%), 47510
H " 476.24 (25.3%) '
HO o

N N NH yNH
Pt =N~ 396.15 (100.0%), 396.88
O.
i NH

N NH
|
N —n’" 380.16 (100.0%), 380,86
A Na 38116 (24.2%), '
II\IH
i
Na

NH NH

[Met-Da] (C2sH3oN1002, 478.55 g.mol?) ligandinin molekiiler yapisinda olup

366.14 (100.0%),
367.15 (20.7%), 368.73
368.15 (2.0%).

MALDI-TOF olarak alinan kiitle spektrumlarinda elde edilen pikler yorumlanmis ve
Tablo 5.1.°de verilmistir. m/z; 475.1 de ¢ikan temel pik [M*™-3H] olarak tespit
edilmistir. Ligand yapisinda 396.8 de ¢ikan pik [M™: +Na-C3HgN3O] olarak
bulunurken, 380.8 de ¢ikan pik [M™: +Na-C3HsN30-] oldugu tespit edilmistir. 368.7
de ¢ikan pik ise [M*: +Na-C4H10N302] olarak hesaplanmistir (Ek15). Spektrometrik

analiz sonuglarinin 6nerilen yapiy1 destekledigini soyleyebiliriz.

5.1.2. (E)-2-(6-(dimetilamino)-4-((2-hidroksi-3-metoksibenziliden)amino)-1,  6-
dihidroksi-1, 3, 5-triazin-2-il)-6-metoksifenol [Met-Ov] Schiff bazimin

karakterizasyonu

[Met-Ov] Schiff bazi bu calismada ilk kez sentezlenmis olup yapist FT-IR, *H NMR,
13C NMR ve kiitle spektrometresi ile aydinlatilmistir. Sentez asamasinda ilk basamak
olarak metformine 1, 4-dioksan ¢oziiciisii igerisinde sodyum hidroksit (NaOH) katis1
ilave edilerek ¢dziindiirme islemi gerceklestirilir. ikinci basamak olarak ise 2-hidroksi-
3-metoksibenzaldehid (orto-vanilin) ¢oziicii igerisinde ¢Oziiniir ve metforminin
igerisine damlatilarak ilave edilir. Reaksiyon sonucunda solvent déner buharlastirici
yardimiyla uzaklastirilir. Kalan kisim once su ile ayristirilarak yikanir ve olusan
inorganik tuzlardan temizlenmis olur. Santrifiijle toplanan ham iirtinden saf iiriin dietil

eter ile ektrakte edilir ve ¢ozeltinin kuruluga kadar buharlagtirilmasi ile [Met-Ov]
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Schiff baz1 sentezlenmis olur. Aseton/dietileter ikili solventinden kristallendirilerek
saflagtirilan triiniin FT-IR spektrumunda karakteristik N-H gerilme piki 3343 ve 3212
cm* de iken, 3468 cm™ de O-H gerilmesinden kaynakl1 genis bir pik ortaya ¢ikmustir.
=C-H gerilmesi 3084 ve 3051 cm de, alifatik -C-H gerilme pikleri ise 2936 ve 2841
cm™ de tespit edilmistir. Schiff bazi olusumunu gésteren azometin grubuna ait C=N
gerilmesi 1643 cm™ de, bilesigin tautomerlesmesi sonucu olusan C=0 gerilmesi ise
1716 cm™* de tespit edilmistir (Tablo 5.2.). Aromatik C=C gerilmesi 1561-1522 cm™
araliginda, C-C gerilme pikleri 1476 ve 1387 cm™ de, Ar-O gerilme pikleri 1250 ve
1200 cmt de, C-N gerilme titresimleri 1118 cm™ ve C-O-C gerilme titresimi ise 1069
cm de tespit edilmistir (E9).

Bilesigin 'H-NMR spekturumu DMSO-ds igerisinde alinmis olup azometin grubuna
ait N=CH protonu 10.26 ppm’de 1H degerinde singlet olarak tespit edilmistir (H17)
(Sekil 5.3.). Aromatik halkaya bagli protonlarin kimyasal kayma degerleri ise 7.24-
6.74 ppm araliginda multiplet sekilde 6H degerinde gozlenmistir (H11-H13, H21-
H23). Aromatik halkaya bagli fenolik -OH grubuna ait proton sinyalleri tautomerlesme
nedeniyle 7.84-7.81 ve 6.06 ppm’de ayr1 ayr1 singletler olarak tespit edilmistir (H18,
H28) (Tablo 5.2.). Bu piklere ait toplam integral degeri 2H a karsilik gelmektedir.
Molekiildeki triazin halkasina ait sinyaller, 5.99 ve 5.77 ppm’de NH protonuna ait
toplam 1H degerinde iki ayr1 singlet, N2CH-N(CHs)2 grubunda koprii durumundaki
CH protonu ise 3.83-3.82 ppm’de 1H degerinde multiplet olarak tespit edilmistir (H4,
H5) (Sekil 5.3.). Sentezlenen [Met-Ov] bilesiginin 2-Hidroksi-3-metoksibenzaldehid
(Ov) grubundan gelen oksijen atomuna bagli metil gruplarinin kimyasal kayma degeri
3.75-3.72 ppm’de 6H degerinde tespit edilmistir (H19, H29). Metforminden (Met)
gelen azot atomuna bagli metil gruplarinin kimyasal kayma degeri ise 3.09 ve 2.95

ppm’de multiplet olarak 6H degerinde gozlemlenmistir (H1, H3) (EK10).
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Sekil 5.3. (E)-2-(6-(dimetilamino)-4-((2-hidroksi-3-metoksibenziliden)amino)-1, 6-dihidroksi-1, 3, 5-
triazin-2-il)-6-metoksifenol [Met-Ov] Schiff bazinin agik yapist.

Tablo 5.2. (E)-2-(6-(dimetilamino)-4-((2-hidroksi-3-metoksibenziliden)amino)-1, 6-dihidroksi-1, 3, 5-
triazin-2-il)-6-metoksifenol [Met-Ov] Schiff bazinin tautomerlesme yapisi ve *H-NMR

kayma degerleri.

14
“ _15

/'\0 e

mo |

N

@M@ @fﬁ@

Yapil Kaymadegerid (ppm):  Yapi ll Kayma degeri 6 (ppm):
1 10, 26 (N=CH) A 8, 58

2 7,24-7,21 (ArH) B 7,83-7,81

3 7,05-7, 01 (ArH) C 7,24-7,21 (ArH)
4 6, 92-6-86 (ArH) D 6, 92-6-86 (ArH)
5 6, 92-6-86 (ArH) E 6, 81-6, 74 (ArH)
6 6, 81-6, 74 (ArH) F 6, 70 (=CH)

7 6, 81-6, 74 (ArH) G 6, 06-5, 99

8 5, 77 (ArOH) H 5, 77 (ArOH)

9 5, 77 (ArOH) | 3,09

10 3,83 J 3,12

11 3,12 K 3,82

12 3,75 L 2,96-2,73

13 3,75 M 2,96-2,73

14 2,96-2,73 N 3,72

15 2,96-2,73 ) 3,75

Met-Ov] bilesigi icin tespit edilen tautomerik yapilara ait *H-NMR kayma degerleri
g yap g

“ChemDrave Ultra 12.0” similasyon programi ile tespit edilmis ve Tablo 5.2.°de

verilmistir. Enol-imin (Yap:t 1) i¢in protonlara ait kayma degerleri yapida 1-15

rakamlart ile isaretlenmis, keto-amin (Yap:1 Il) i¢in ise molekiile ait protonlar A-O

arasindaki harfler ile isaretlenerek tabloya yerlestirilmistir (Tablo 5.2.).
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13C NMR spektrumunda ise beklenen piklerden fazla ¢ikan kayma degerleri yine soz
konusu taotomer dengesini kanitlar niteliktedir (Tablo 5.3.). Spektrumda azot atomuna
bagli C7 karbonu 192.69 ppm’de iken, C17 ve C27 atomlari ise sirasityla 165.21 ve
159.77 ppm’de tespit edilmistir. Oksijen atomuna bagli C14-C15 ve C24-C25
karbonlart 152.65-149.19 ppm araliginda 4 pik olarak gozlenmistir. Aromatik halkada
bulunan C20-C23 ve C10-C13 araliginda ki karbon atomlari ise 123.16 ve 115.98 ppm
araliginda 8 pik olarak tespit edilmistir. Triazin halkasina ait C4 atomu ise 110.83
ppm’de gézlenmistir. 2-hidroksi-3-metoksibenzaldehid grubunda ki oksijen atomuna
bagli C19 ve C29 karbon atomlar1 56.74 ve 56.47 ppm’de, metformin grubundan gelen
azot atomuna bagli Cl1 ve C3 karbon atomlar1 ise 36.60 ve 36.27 ppm’de
gozlemlenmistir (EK11).

Tablo 5.3. (E)-2-(6-(dimetilamino)-4-((2-hidroksi-3-metoksibenziliden)amino)-1, 6-dihidroksi-1, 3, 5-
triazin-2-il)-6-metoksifenol [Met-Ov] Schiff bazinin tautomerlesme yapisi ve *C NMR
kayma degerleri.

19\N/20 S\N/t
o/L
N | PRI

12 N N’3];] Q\NCN/bI]

13

17

I

Yapil Kayma degeri 6 (ppm):  Yapill Kayma degeri 8 (ppm):
1 163, 7 (N=CH) a 179, 4 (C=0)
2 163 (N=C) b 156, 2 (N=C)
3 156, 2 (N=C) c 153, 6 (N=C)
4 150, 1 (ArC-OH) d 151, 8 (HN-C=C)
5,6 149, 0 (ArC-0) e 149, 0 (ArC-0)
7 147, 0 (ArC-OH) f 147, 0 (ArC-OH)
8 124, 4 (ArC) g 139, 6 (ArC-OH)
9 122, 4 (ArC) h 126, 4 (ArC)
10 119, 5 (ArC) 1 122, 4 (ArC)
11 117, 8 (ArC) j 125, 9 (ArC)
12 116, 6 (ArC) k 117, 8 (ArC)
13 115, 0 (ArC) | 117, 6 (ArC)
14 114, 0 (ArC) m 114, 1 (ArC)
15 108, 8 (ArC) n 108, 8 (ArC)
16 104, 4 (N2CH-N) 0 104, 3 (N2CH-N)
17,18 56,1 (0O- CHs) p, r 58, 4-56, 1
19,20 39,5 (N-CHs) st 39,5

[Met-Ov] bilesigi igin tespit edilen tautomerik yapilara ait *C-NMR kayma degerleri

“ChemDrave Ultra 12.0” similasyon programi ile tespit edilmis ve Tablo 5.3.’de
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verilmistir. Enol-imin (Yap: 1) i¢in karbonlara ait kayma degerleri yapida 1-20
rakamlart ile isaretlenmis, keto-amin (Yap1 Il) igin ise molekiile ait karbonlar a-t

arasindaki harfler ile isaretlenerek tabloya yerlestirilmistir (Tablo 5.3.).

Tablo 5.4. [Met-Ov] Schiff bazi ligandinin kiitle spektrum yorumu.

Molekiil Sekli Hesaplanan  Gézlenen
\N/
N/'\NH m/z:
< Ao 397.18 "
NT N (100.0%), m/z:
OH HO 398.18 398.16
0 O (22.0%)
SN 18 2?&%9
OH  (100.0%) m/z:
OH 0%),
- (16.6%),
\N/
N/'\NH m/z:
P 261.12
NN (100.0%), miz:
e 262.13 261.33
(13.2%)
O\

[Met-Ov] (C20H23Ns04, 397.43 g.mol™) ligandinin MALDI-TOF olarak alinan kiitle
spektrumu molekiiler iyon piki ve fragmentlere ait kiitle pikleri ayr1 ayr1 tespit edilmis
olup Tablo 5.4.”de gosterilmistir. Molekiile ait iyon piki m/z; 398.1 de ¢ikan temel pik
[M*] olarak hesaplanmustir. 289.5 de ¢ikan pik ise [M* +C7HeO3-C12H1502] olarak
bulunmustur, 261.3 de ¢ikan pik [M* -CgHgO2] olarak tespit edilmistir (Ek16).
Spektrometrik analiz sonuglar1 dogrultusunda elde edilen sonuglarin 6nerilen Schiff

baz1 yapisini destekledigi ve diger sonuglarla uyum igerisinde oldugunu soyleyebiliriz.

5.2. Komplekslerin Sentezi ve Karakterizasyonu

[Met-Da] ve [Met-Ov] Schiff bazlarindan hareketle hazirlanan Cu(ll), Pd(I1) ve Ni(ll)
kompleksleri bu calismada ilk kez sentezlenmis olup, yapilart FT-IR ve Kkiitle
spektroskopik sonuglarinin  kombinasyonu ve elementel analiz sonuglarinin
degerlendirilmesi ile aydmlatilmistir. Tablo 5.5.de kompleks ve ligandlarin

karsilastirilmali FT-IR spektrum isaretlemeleri verilmistir.
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Tablo 5.5. Ligandlarin ve Komplekslerin deneysel FT-IR spektroskopisi isaretlemeleri.

Ligant ve ¥(0-H) ¥(N-H) w(=C-H) #(-C-H) %(C=N) #w%(C=C) #(C-C) ¥w(Ar-0) ¥(C-N)
Kompleksler cmt cm?! cm?! cm?! cmt cm?! cm-t cm? cm?!
meod s Sr BT a e e oo
[CuxMet-Da);] 3475 ?é?;a %%5212 2923 11%1611 1506 111%07' 1253 1332’
[Pd(Met-Da);] 3475 3314 %%4188 2027 11%1651 1506 11‘;'34731 1250 1;32'
[Nia(Met-Da)] 3478 3324 %%51% 2023 115596; 1522 11‘:‘377% 1253 1;33
meon  ws T B e LS 0
[Cu(Met-Ov)CI] 33‘2026;' 3196 3009 22%%% 11%9678 1155‘;52 11‘%75 1213 1151
[Pd(Met-Ov)CI] 334313% 3202 3009 229833% 1588 1506 11‘26501' 1122%% 1184
[Ni(Met-Ov):] 3317 3201 3030  un  hool asst s VT qi6

Yukarida ki elde edilen verilere gére tiim kompleksler i¢in koordinasyona girmis veya
girmemis —OH gerilme pikleri 3478-3317 cm® arahiginda degisen transmiitans
degerleri ile gozlenmistir. N-H titresim pikleri ise 3343-3196 cm™ araliginda tespit
edilmigtir. [Met-Da] ligandindan hazirlanan bakir kompleksi dimerik yapida
komplekslesmis olup, kompleksin yapisi FT-IR, MALDI-TOF kiitle spektrumu ve
elementel analiz verilerinin birlikte degerlendirilmesi sonucu 6nerilmistir. [Cux(Met-
Da).] kapali formiiliindeki bilesigin komplekslesme sirasinda molekiil iizerindeki
azometin gruplarinin ikisininde kullanildigi, fenolik OH gruplarinin ise hem iyonik
olarak M-O bagi olusturarak ve hemde HO-M koordinasyon bagi ile baglandigi
seklinde yorumlanmistir. Komplekslesme sonucunda ligandda net olarak tespit edilen
NH ve OH baglarmin deforme olmasi, olusan kompleks de ortaya ¢ikan oldukca
kuvvetli konjigasyonlarin bu deformasyona yol actigin1 diisiindiirmektedir. Ayrica
kompleksin FT-IR spektrumunda 1611 ve 1561 cm™ de ortaya ¢ikan piklerin
komplekste bir birine 6zdes C=N gruplarinin varligina isaret etmekte olup, ligandin
infrared spektrumunda 1660-1601 cm™ araliginda ortaya ¢ikan bu gruba ait sinyallerin
1611 ve 1561 cm™ de daha diisiik dalga sayisinda ortaya ¢ikmasi onerilen yapiy
destekler niteliktedir (Ek6). [Cux(Met-Da)2] kompleksinin molekiiler yapisinin bu
verilere gore Sekil 5.4.” deki gibi oldugu 6nerilmistir. Bununla birlikte [Cuz(Met-Da):]
icin Onerilen yapiya ait molekiil yapist “Chem 3D Pro.12” similasyon programinin
MM2 yontemi kullanilarak optimize edilmis en diisiik enerjili yapis1 Sekil 5.5.” de

verilmistir.
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Sekil 5.4. [Cuz(Met-Da),] kompleksinin molekiil yapis1 ve molekiil igindeki konjigasyonlari.

Sekil 5.5. [Cu(Met-Da);] kompleksinin ti¢ boyutlu gosterimi.

[Met-Da] Schiff bazinin Pd ve Ni ile verdigi komplekslerde de benzer sekilde 1660
cm™ de gozlenen yiiksek siddetteki C=N gerilme titresimi, kompleksler de azometin
bagindan koordinasyona girmesi nedeniyle diisiik frekansa kayar. [Pd(Met-Da)2] ve
[Ni2(Met-Da),] komplekslerin de azometin pikleri bu nedenle sirasiyla 1561 ve 1597
cmP’e kaymaktadir. Ayrica Ar-O gerilme titresim pikleri [Met-Da] ligandmna ait
kompleksler de 1253-1250 cm™ araliginda iken, C-N gerilimlerine ait pikler ise 1138
ve 990 cm? araliginda gozlenmistir. Molekiillere ait aromatik gerilme pikleri

beklenildigi gibi tespit edilmis ve Onerilen yapiy1 destekler niteliktedir. Tim bu
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komplekslerde ki alifatik C-H gerilmelerine ait olan pikler 2927-2923 cm™’de
goriilmektedir. Komplekslerde ki aromatik =C-H gerilmelerine ait olan pikler ise
3058-3010 cm™’de goriilmektedir (Tablo 5.5.). Molekiillere ait diger 6nemli titresim
modlar1 ve kaydedilen degerleri tabloda verilmistir (EK7-EKS).

Bu komplekslerin kiitle ve elementel analiz sonuglar1 degerlendirildiginde siras1 ile
M/L: 1/2 ve 2/2 oranlarinda komplekslesmis olduklar1 ve molekiiler yapilarinin sirasi
ile Sekil 5.6. ve Sekil 5.8.”de verildigi gibi oldugu sonucuna varilmistir. [Pd(Met-Da):]
kompleksinde de yiiksek konjigasyonlarin oldugu NH ve OH grubuna ait piklerin
deformasyonundan ve 1615 cm™ de ortaya ¢ikan omuz seklindeki C=N geriliminden
anlasilmaktadir (EK7).

Sekil 5.6. [Pd(Met-Da),] kompleksinin molekiil yapisi ve molekiil i¢indeki konjigasyonlar.

[Pd(Met-Da):] icin onerilen yapiya ait molekiil yapisi “Chem 3D Pro.12” modelleme
programinda MM2 yontemi kullanilarak optimize edilmis en diisiikk enerjili yapisi
Sekil 5.7.”de verilmistir.
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Sekil 5.7. [Pd(Met-Da),] kompleksinin ii¢ boyutlu gosterimi.

[Ni>2(Met-Da)2] kompleksinde ise daha az delokalizasyonun oldugu ve onerilen

yapinin asagida gosterildigi gibi oldugu sonucuna varilmstir (Sekil 5.8.).

H
H N /

~ N N= N<

N =N

M e
N NH \/
\N’//ﬁ O>Ni
i A\

hy NH N
B =N—L K~
NN N" N

H H
Sekil 5.8. [Ni(Met-Da),] kompleksinin molekiil yapisi.

[Ni2(Met-Da)] i¢in onerilen yapiya ait molekiil yapist “Chem 3D Pro.12” modelleme
programindaki MM2 y6ntemi kullanilarak optimize edilmis en diisiik enerjili yapisi
Sekil 5.9.’da verilmistir.
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Sekil 5.9. [Niz(Met-Da),] kompleksinin ii¢ boyutlu gosterimi.

Tablo 5.6. [Cuz(Met-Da);] kompleksinin kiitle spektrum yorumu

Molekiil Sekli Hesaplanan  Gozlenen
N \(H\(N/ /
N = —N ' m/z:
% Wy N 11263
\/ -0 o\\/ (100.0%), _
Na OGN o\ 11243 mz.
. .
Wt N Ay 11253
NN NN (54.4%).
H .
o M - X miz:
M | HN N .
"\ ‘““/QCU . 996.16 g
N N\ (100.0%), '
B SAPLEY: osg1s 9949
BB = = ! . .
oy N M (92.5%).

Komplekslerin  molekiiler yapisinda belirleyici olarak MALDI-TOF kiitle
spektrumundan yararlanilmis ve sonuglart Tablo 5.6.’da yorumlanmistir. [Cux(Met-
Da)z] (CasHs6CU2N2004, 1080.16 g.mol™) kompleksinin molekiiler yapisinda m/z;
1126.7 de ortaya ¢ikan ve en yiiksek pik olan temek pik [M* +2Na] olarak hesaplandi.
[Met-Da]Cu kompleksinin molekiiler yapisinda 996.4 da ¢ikan pik ise [M* +Na-
C7H2104] olarak hesaplanmistir (Ek17). Bilesigin elementel analiz verileri 6nerilen

yapiy1 desteklemektedir.
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Tablo 5.7. [Pd(Met-Da),] kompleksinin kiitle spektrum yorumu.

Molekiil Sekli Hesaplanan Gozlenen
H H
HO of \/ (1(1)(2)70;5) m/z:
\OH 112035  1127.39
Na Na Na ‘ O )‘N O
N& /kN_ ’N/“\ 2 (93.7%)
H H
' OH
HO \\ / 997.28 m/z:

(100.0%),

OH
/ \OH O N HN . 99630
- *N%N— O SN (94.2%)
s b H

[Pd(Met-Da),] (CasHs6N2004Pd, 1061.50 g.molt) kompleksi molekiiler yapisinda olup
MALDI-TOF olarak alinan kiitle spektrumlarinda elde edilen pikler yorumlanmis ve

997.24

Tablo 5.7.’de verilmistir. [Pd(Met-Da)>] kompleksinin molekiiler yapisinda m/z;
1127.4 de ¢ikan ve en yiiksek pik olan temel pik [M* +3Na] olarak tespit edilmis, 997.2
de ¢ikan pik ise [M" -C4H13] olarak hesaplanmistir (EK18). Bilesige ait elementel

analiz verileri 6nerilen yapiy1 destekler niteliktedir.
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Tablo 5.8. [Niz(Met-Da),] kompleksinin kiitle spektrum yorumu.

Molekiil Sekli Hesaplanan  Gozlenen
H
o e ey
N HN\/N m/z:
N8 TN N 112736
N'\ O/ m/Z'
/\ o /N (100.0%), :
NoONH R My 1129.03
. " 1129.36
SNOON N~ N (81.0%).
7 H H AN
Hzo HZO
H
H N_ N
~ N N= _ ~
H 1068.35
(0] [e]
Y <A NI (100.0%), m/z:
/X o /N 1070.35 1070.72
NoONE R N (81.6%),
\N)\\N)\N_ —N—KN N~
e H H \
H
H N .
\N'm/N N= =N—y(" ™ m/z:
' HN N 996.22
N NH H \/
N7 _-0 o\ (100.0%), m/z:
/N'\\O o \ 998.22 998.67
A H N\ (81.3%),
N SN NF | SN 997.22
NN 2 NN (50.8%).
. NH
HN N= _N~“/
UG
e 3N 826.11 _
~ o) m/z:
\ "o o/ (100.0%),
N ] A 8611 826.47
M~ = '
N N= NN (78.8%)

[Niz(Met-Da)z] (CasHssN2oNaNi2Os, 1070.46 g.mol™t) kompleksinin molekiiler
yapisinda belirleyici olarak MALDI-TOF kiitle spektrumundan yararlanilmis ve
sonuglart Tablo 5.8.’de yorumlanmistir. [Ni2(Met-Da)2] kompleksinin molekiiler
yapisinda m/z; 1129.03 de ortaya ¢ikan pik [M* +2H,0+Na] iken, 1070.72 de ¢ikan
temel pik [ M™] olarak tespit edilmistir. Molekiil yapisinda 998.6 da ¢ikan pik ise [M*
+H,O -CeH180] iken, 826.4 de ¢ikan pik [M" +Na+H»O-Ci2H27NgO] olarak
hesaplanmistir (EK19). Alinan elementel analiz verileri onerilen yapi ile uyum

igerisindedir.

[Met-Ov] ligandindan hazirlanan komplekslerin karakterizasyonunda da FT-IR

spektrumunda ki degisikliklerin yorumlanmasi, baglantili olarak kiitle spektrumunda
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ortaya ¢ikan molekiiler iyon piki ve ilgili fragmen piklerinin degerlendirilmesi ve
elementel analiz sonuglar1 ile kombine edilmesi sonucu ilgili hazirlanan kompleksler
icin molekiiler yapilar Onerilmistir. [Met-Ov] Schiff bazinin molekiil yapisinda
bulunan enol keto taotomerisinden dolay: ortaya ¢ikan C=0 gerilimine ait 1716 cm™
deki omuzun kaybolmas: ile 1643 cm™’de olan C=N gerilme titresimi kompleks
olustururken azometin bagindan koordinasyon yapmasi nedeniyle Cu, Pd ve Ni
komplekslerinde sirasiyla 1597, 1588 ve 1627 cm™’e kaydigi gozlenmektedir. Fenolik
Ar-O-H gerilimine ait 3468 cm™ deki omuzun da olusan kompleksler de kaybolmus
olmas1 komplekslesmenin fenolik OH ve komsulugundaki C=N gruplar1 {izerinden 5
li ve 6 I1 selat halkalar olusturacak sekilde meydana geldigini kanitlar niteliktedir.
Ayrica s6z konusu komplekslere ait C-O gerilmelerine ait pikler ise her ii¢ kompleks
i¢in 1273-1210 cm™ araliginda tespit edilirken, C-N titresim pikleri 1184-1151 cm?
araliginda gozlenmistir. [Met-Ov] ligandinin bu komplekslerinde Ph-O-Me grubuna
ait eterik C-O gerilimleri ise 1079-1072 cm ! arahginda ortaya ¢ikmaktadir.
Molekiillere ait aromatik =C-H ve alifatik —C-H gerilme pikleri beklenildigi gibi tespit
edilmis ve Tablo 5.5.°de toplu olarak verilmistir. Komplekslerin FT-IR
spektrumlarindan ¢ikarilan sonuglar Onerilen yapiy1 destekler niteliktedir (Ek12-
Ek14).

[Met-Ov] ligandinin olusturdugu komplekslerin kiitle spektrumlart degerlendirilmistir
(Ek20-Ek21). Buna gore Cu(ll) ve Pd(ll) iyonlar ile olusan komplekslerin M/L: 1/1
oraninda kompleks olusturdugu ve komplekslerde esas valensi tamamlamak iizere CI°
iyonunun koordinasyona katildig tespit edilmistir. Bu bilesikler i¢in yapilan elementel

analizlerden elde edilen veriler 6nerilen yapilari desteklemektedir.
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Tablo 5.9. [Cu(Met-Ov)CI] kompleksinin kiitle spektrum yorumu.

Molekiil Sekli Hesaplanan  Gézlenen
N
N
NJ\NH
)I\ m/z:
SNT N 517.06 .
N/ (100.0%), m/z.
O—cy—>0 517.12
0 H \ o 519.05
- & ~ (76.5%).
Na
\N/
)NL/'\NH m/z:
399.03
N .
gN\ /N (100.0%), 43‘1/21'9
Z NN 401.03 '
\ (76.9%).
Cl
\N/
'\‘|)\NH m/z:
- 358.01
NN :
\/ (100.0%), 3?7/28'4
Qo0 360.01 '
/ O— (76.8%)
cl

[Cu(Met-Ov)CI] (C20H22CICUNsO4, 495.42 g.mol™) kompleksinin MALDI-TOF
olarak alinan kiitle spektrumu fragmentleri ayr1 ayri tespit edilmis olup Tablo 5.9.’da
gosterilmistir. [Cu(Met-Ov)CI] kompleksinin molekiiler yapisinda m/z; 517.1 de ¢ikan
temel pik [M* +Na] olarak hesaplanirken, 401.1 de ¢ikan pik [M* -C2H704] tespit
edilmigtir. Kompleks yapisinda 357.8 de ¢ikan pik [M* -CgHgO2] hesaplanmistir

(Ek20). Bilesige ait elementel analiz verileri onerilen yapiy: destekler niteliktedir.
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Tablo 5.10. [Pd(Met-Ov)CI] kompleksinin kiitle spektrum yorumu.

Molekiil Sekli Hesaplanan Gozlenen
\N/
N/'\NH H.0 m/z:
e SNy © 0 ee204
Na H,0  (100.0%), '
N @fﬂ\\ﬁf/ o " Vos00s 662.26
2 0 )y oL ™ (83.5%)
\N/
o iz
SN,
(100.0%), '
O0— /O
b HH ) 560.03 562.93
g ci > (89.0%)
Na
\N/
Nl/'\NH m/z:
©\ANXN)E© 496.98 iz
, (100.0%), '
NG \;d//o _ At 495.56
0,
o c\;| (78.6%)
\N/
N™ "NH m/z:
©AN)'\N)\© 469.01 o
(100.0%), '
. \Pd/ g 16701 469.43
Na 9 (85.0%)
\N/
N*NH 43m£;2(;3
| - :
M ) m/z:
NN (100.0%), 438.39
-\ / 438.03 :
7 (0] Pd/o : (76.6%)

[Pd(Met-Ov)CI] (C20H22CINsOsPd, 538.29 g.mol?) kompleksinin MALDI-TOF
olarak alinan kiitle spektrumlarinda elde edilen pikler yorumlanmig ve Tablo 5.10.’da
verilmigtir. Kompleksin molekiiler yapisinda m/z; 662.2 de ¢ikan pik [M*
+3Na+3H20] olarak hesaplanirken, 562.9 da ¢ikan temel pik [M* +Na] olarak tespit
edilmistir. 495.5 de ¢ikan pik [M* +Na-C2H-Oz>] iken, 469.4 de ¢ikan pikin ise [M*
+Na-C2Hs04] oldugu bulunmustur. [Pd(Met-Ov)CI] kompleksinin  molekiiler
yapisinda 438.4 de ¢ikan pik [M*-Na-C2CIH7NaO2] oldugu hesaplanmistir (Ek21).
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[Cu(Met-Ov)CI] ve [Pd(Met-Ov)CI] i¢in onerilen yapilara ait molekiil yapisi “Chem
3D Pro.12” modelleme programimin MM2 yontemi kullanilarak optimize edilmis en

diistik enerjili yapilar1 Sekil 5.10. ve 5.11.”de verilmistir.

Sekil 5.11. [Pd(Met-Ov)CI] kompleksinin ii¢ boyutlu gosterimi.
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[Met-Ov] ligandmin Ni(ll) iyonu ile yapmis oldugu kompleksin kiitle ve elementel
analiz degerleri ise komplekslesmenin M/L:1/2 oraninda oldugu seklinde

yorumlanmustir.

Tablo 5.11. [Ni(Met-Ov),] kompleksinin kiitle spektrum yorumu.
Molekiil Sekli Hesaplanan  Gézlenen

o
/O\©/§NJI\N H,0
OH O © \ o H,0 m/z:
o} 1127.34
o~ N H,0 o m/z:
I\ Q " (1000%), ;15704
D o

/N\(N 1128.34
MU (62.1%),
NO
\N/

on s \ / )jQ m/z:
997.28 -
“ (100.0%), '
O‘O / \ 998.28 99742
(50.7%).

[Ni(Met-Ov)2] (CaoHa2N10NiOs, 851.53 g.mol™? ) kompleksinin MALDI-TOF olarak
alinan kiitle spektrumu fragmentleri ayr1 ayri tespit edilmis olup Tablo 5.11.°de

gosterilmistir. Kompleksin molekiiler yapisinda m/z; 1127.9 da ¢ikan ve en yiiksek pik
olan temel pik [M* +3H,0+C14H903"] olarak tespit edilirken, 997.4 de ¢ikan pik ise
[M*+Na +2H,0 +C14H903" -CgH705] olarak hesaplanmstir (Ek22). Alinan elementel

analiz verileri 6nerilen yapi ile uyum igerisindedir.

Bunlara ilave olarak [Ni(Met-Ov).] 6nerilen molekiile ait molekiil yapist “Chem 3D
Pro.12” modelleme programmin MM2 yontemi kullanilarak optimize edilmis en

diistik enerjili yapis1 Sekil 5.12.”de verilmistir.
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Sekil 5.12. [Ni(Met-Ov),] kompleksinin ti¢ boyutlu gosterimi.

5.3. WST-1 Analizi ile Sitotoksisite Sonuglari

MCF-7 ve HUVEC hiicre hatlarinda 2 farkli ligandin Cu, Pd ve Ni tiirevli metal
komplekslerinin  sitotoksik  etkisinin  belirlenmesi  igin  WST-1  analizi
gerceklestirilmistir. 24 saat boyunca 1 uM [Met-Da] ve [Met-Ov] ligand1 uygulanan
MCF-7 hiicrelerinde kontrol grubu ile karsilastirildiginda canlilik oranlari sirasiyla
%70.18 ve % 64.62 iken, 48 saat sonunda canlilik oranlari sirasiyla %44.25 ve %56.95
olarak belirlendi (p<0.01). MCF-7 hiicrelerine 24 saat boyunca 5 uM [Met-Da] ve
[Met-Ov] ligandi uygulandiginda ise, canlilik oranlarinin sirasiyla %61.10 ve %54.55
azaldig1 belirlenmesine ragmen, 48 saat sonunda ise bu oranlarin %52.49 ve %45.71°¢
diistiigii analiz edildi (p<0.01). 48 saat boyunca 10 uM [Met-Da] ve [Met-Ov] ligand1
uygulanan MCF-7 hiicrelerinde canlilik oranlar1 sirasiyla %56.20 ve %40.68 olarak
tespit edildi (p<0.01) (Sekil 5.13.).
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Sekil 5.13. Farkli konsantrasyonlarda (1-10 uM) 24 ve 48 saat boyunca (A) [Met-Da] ve (B) [Met-Ov]
ligandlar1 uygulanan MCF-7 hiicrelerinde canlilik degerleri (p<0.05*, p<0.01**).

MCF-7 hiicrelerine 24 ve 48 saat boyunca belirli dozlarda (1-10 uM) [Cuz(Met-
Da)2]ve [Cu(Met-Ov)CI] metal kompleksleri uygulanarak elde edilen sonuglar Sekil
5.14.’de verilmistir. 24 saat boyunca 1 puM [Cuz(Met-Da)2] ve [Cu(Met-Ov)CI]
kompleksleri uygulanan MCF-7 hiicrelerinde canlilik oranlari sirasiyla %44.06 ve
%49.32 oldugu tespit edilirken, 48 saat sonunda sirastyla %35.71 ve %35.61 e diistiigii
analiz edildi (p<0.01). 24 saat boyunca 5 uM [Cuz(Met-Da)2] ve [Cu(Met-Ov)CI]
kompleksleri uygulanan MCF-7 hiicrelerinde ise, canlilik oranlari sirasiyla %45.10 ve
%54.24 iken, 48 saatin sonunda bu oranlarin %37.72 ve %35.96’¢ distigi
gozlemlenmistir (p<0.01). MCF-7 hiicrelerine 10 puM [Cuz(Met-Da).] ve [Cu(Met-
Ov)CI] kompleksleri uygulandiginda ise 48 saatin sonunda canlilik oranlari sirasiyla
%39.87 ve %33.40 oldugu tespit edilmistir (p<0.01).
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Sekil 5.14. Farkli konsantrasyonlarda (1-10 uM) 24 ve 48 saat boyunca (A) [Cuz(Met-Da),] ve (B)
[Cu(Met-Ov)Cl]kompleksleri uygulanan MCF-7 hiicrelerinde canlilik degerleri (p<0.05%*,
p<0.01**).

MCF-7 hiicrelerinde [Pd(Met-Da)2] ve [Pd(Met-Ov)CI] metal komplekslerinin
sitotoksik etkisinin sonuglart Sekil 5.15.”de verilmistir. 24 saat boyunca 1 uM 24 saat
boyunca 1 uM [Pd(Met-Da).] ve [Pd(Met-Ov)CI] kompleksleri uygulanan MCF-7
hiicrelerinde canlilik oranlar sirasiyla %66.25 ve %58.43 olarak belirlenirken, bu
degerlerin 48 saat uygulamanin sonucunda sirasiyla %46.96 ve %51.38 oldugu tespit
edildi (p<0.01). 24 saat boyunca 5 uM [Pd(Met-Da)2] ve [Pd(Met-Ov)CI]
kompleksleri uygulanan MCF-7 hiicrelerindeki canlilik oranlar sirasiyla %69.06 ve
%57.78 iken, 48 saat siirenin sonunda bu oranlarin %39.38 ve %35.20’e diistigi
gozlemlendi (p<0.01). 10 uM [Pd(Met-Da)2] ve [Pd(Met-Ov)CI] kompleksleri 24 saat
stireyle MCF-7 hiicrelerine uygulandiginda, canlilik oranlari sirasiyla %58.00 ve
%49.25 olarak saptanmig olup, 48 saat siire ile [Pd(Met-Da)2] ve [Pd(Met-Ov)Cl]
kompleksleri uygulandiginda ise, canlilik oranlarinin sirasiyla %41.99 ve %40.68
oldugu analiz edildi (p<0.01).
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Sekil 5.15. Farkli konsantrasyonlarda (1-10 uM) 24 ve 48 saat boyunca (A) [Pd(Met-Da),] ve (B)

[Pd(Met-Ov)CI] kompleksleri uygulanan MCF-7 hiicrelerinde canlilik degerleri (p<0.05*,
p<0.01**),

[Niz(Met-Da)2]ve [Ni(Met-Ov)z] komplekslerinin (1-10 uM) MCF-7 hiicreleri
tizerindeki sitotoksik etkisinin sonuglar1 Sekil 5.16.’da verilmistir. 24 saat siire ile 1
uM [Niz(Met-Da)z]ve [Ni(Met-Ov)2] kompleksleri uygulanan MCF-7 hiicrelerinde
kontrol grubuyla karsilastirildiginda canlilik oranlar1 sirasiyla %60.61 ve %48.00 iken,
48 saat boyunca uygulamanin sonucunda canlilik oranlar1 sirasiyla %60.22 ve %35.71
oldugu analiz edildi (p<0.01). 48 saat boyunca 5 uM [Niz(Met-Da)2]ve [Ni(Met-Ov):]
kompleksleri uygulanan MCF-7 hiicrelerindeki canlilik oranlarinin anlamli bir sekilde
sirasiyla %44.90 ve %34.21 e diistigii tespit edilirken 48 saat siire ile 10 uM [Niz(Met-
Da)2]Jve [Ni(Met-Ov).]kompleksleri uygulanan MCF-7 hiicrelerinde ise canlilik
oranlarinin sirasiyla %43.95 ve %41.94 oldugu analiz edildi (p<0.01).
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Sekil 5.16. Farkli konsantrasyonlarda (1-10 pM) 24 ve 48 saat boyunca (A) [Nix(Met-Da).] ve (B)

[Ni(Met-Ov),] kompleksleri uygulanan MCF-7 hiicrelerinde canlilik degerleri (p<0.05%*,
p<0.01**).

HUVEC hiicrelerine belirli dozlarda (1-10 uM) 24 ve 48 saat boyunca uygulanan
[Met-Da] ve [Met-Ov] ligandlarmin sitotoksik etkisinin sonuglart Sekil 5.17.’de
verilmistir. 24 saat boyunca 1 pM [Met-Da] ve [Met-Ov] ligandlar1 uygulanan
HUVEC hiicrelerinde ki canlilik oranlart sirasiyla %83.01 ve %74.31 iken, 48 saat
uygulamanin sonucunda bu degerlerin %56.00 ve %72.85 oldugu tespit edildi
(p<0.01). 24 saat boyunca 2.5 uM [Met-Da] ve [Met-Ov] ligandlar1 uygulanan
HUVEC hiicrelerinde ki canlilik oranlarinin sirasiyla %84.18 ve %78.83 oldugu
goriiliirken, 5 uM uygulamanin sonucunda canlilik oranlarmin sirasiyla %54.01 ve
%72.15’e diistiigii analiz edildi (p<0.01). 10 uM [Met-Da] ve [Met-Ov] ligandlar1 24
saat siireyle HUVEC hiicrelerine uygulandiginda, canlilik oranlarin da sirasiyla
%96.71 ve %59.61 olarak saptanirken, 48 saat siire uygulandiginda ise canlilik
oranlarinin sirastyla %84.85 ve %44.80 oldugu belirlendi (p<0.01).
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Sekil 5.17. Farkli konsantrasyonlarda (1-10 uM) 24 ve 48 saat boyunca (A) [Met-Da] ve (B) [Met-Ov]
ligandlar1 uygulanan HUVEC hiicrelerinde canlilik degerleri (p<0.05%*, p<0.01**).

HUVEC hiicre hattinda [Cux(Met-Da)2] ve [Cu(Met-Ov)CI] metal komplekslerinin
sitotoksik etkisinin sonuglart Sekil 5.18.’de verilmistir. 24 saat boyunca 1 uM
[Cuz(Met-Da)2] ve [Cu(Met-Ov)CI] kompleksleri uygulanan HUVEC hiicrelerinde
canlilik oranlart sirastyla %62.43 ve %59.30 iken, bu degerlerin 48 saat uygulamanin
sonucunda sirasiyla %55.93 ve %39.13’e distiigi tespit edildi (p<0.01). 2.5 uM
[Cuz(Met-Da)2] ve [Cu(Met-Ov)CI] kompleksleri 24 saat siireyle HUVEC hiicrelerine
uygulandiginda canlilik oranlari1 sirasiyla %67.41 ve %54.36 oldugu tespit edilir
(p<0.01). 24 saat boyunca 5 uM [Cuz(Met-Da)2] ve [Cu(Met-Ov)CI] kompleksleri
uygulanan HUVEC hiicrelerindeki canlilik oranlarinin ise neredeyse sabit kalarak
sirastyla %67.00 ve %54.36 oldugu gozlemlendi (p<0.01). 10 uM [Cuz(Met-Da).] ve
[Cu(Met-Ov)CI] kompleksleri 24 saat siireyle HUVEC hiicrelerine uygulandiginda,
canlilik oranlari sirasiyla %62.52 ve %61.57 iken, 48 saat siire ile [Cux(Met-Da)2] ve

[Cu(Met-Ov)CI] kompleksleri uygulandiginda ise, canlilik oranlarnin sirasiyla
%62.59 ve %39.53 oldugu analiz edildi (p<0.01).
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Sekil 5.18. Farkli konsantrasyonlarda (1-10 uM) 24 ve 48 saat boyunca (A) [Cuz(Met-Da),] ve (B)

[Cu(Met-Ov)CI] kompleksleri uygulanan HUVEC hiicrelerinde canlilik degerleri (p<0.05%*,
p<0.01**).

[Pd(Met-Da)] ve [Pd(Met-Ov)CI] kompleksleri belirli dozlarda (1-10 uM) uygulanan
HUVEC hiicrelerinde hiicre canliligina dair sonuglar Sekil 5.19.”da verilmistir. 24 saat
boyunca 1 uM [Pd(Met-Da).] ve [Pd(Met-Ov)CI] kompleksleri uygulanan HUVEC
hiicrelerinde canlilik oranlar1 sirasiyla %84.20 ve %73.85 oldugu belirlenirken, bu
degerlerin 48 saat uygulamanin sonucunda sirasiyla %66.54 ve %67.32 oldugu tespit
edildi (p<0.01). HUVEC hiicrelerine 2.5 uM [Pd(Met-Da);] ve [Pd(Met-Ov)CI]
kompleksleri 24 saat siire ile uygulandiginda canlilik oranlar sirasiyla %78.45 ve
%66.11 iken, 48 saat siireyle uygulandiginda canlilik oranlarinin sirasiyla %64.16 ve
%62.00’a distiigi analiz edildi (p<0.01). 48 saat boyunca 5 uM [Pd(Met-Da)2] ve
[Pd(Met-Ov)CI] kompleksleri uygulanan HUVEC hiicrelerindeki canlilik oranlari ise
sirastyla %62.14 ve %49.28 oldugu gozlemlendi (p<0.01). 10 uM [Pd(Met-Da).] ve
[Pd(Met-Ov)CI] kompleksleri 24 saat siireyle HUVEC hiicrelerine uygulandiginda,

canlilik oranlari sirasiyla %61.98 ve %67.09 oldugu tespit edilirken, 48 saat siire ile
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[Pd(Met-Da),] ve [Pd(Met-Ov)CI] kompleksleri uygulandiginda ise, canlilik
oranlarinin sirasiyla %58.77 ve %46.83 oldugu analiz edildi (p<0.01).
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Sekil 5.19. Farkli konsantrasyonlarda (1-10 puM) 24 ve 48 saat boyunca (A) [Pd(Met-Da),] ve (B)
[Pd(Met-Ov)CI] kompleksleri uygulanan HUVEC hiicrelerinde canlilik degerleri (p<0.05%,
p<0.01**).

[Niz2(Met-Da)2] ve [Ni(Met-Ov)2] kompleksleri belirli dozlarda (1-10 uM) HUVEC
hiicrelerine eklendikten sonra hiicre canliligina dair sonuglar Sekil 5.20.’de verilmistir.
24 saat siire boyunca 1 uM [Niz2(Met-Da)2] ve [Ni(Met-Ov).] kompleksleri uygulanan
HUVEC hiicrelerinde canlilik oranlari sirasiyla %79.49 ve %73.55 iken, 48 saat
boyunca uygulamanin sonucunda bu degerlerin %72.13 ve %78.59 oldugu tespit edildi
(p<0.01). 2.5 uM [Nix(Met-Da)2] ve [Ni(Met-Ov)2] kompleksleri 24 saat siireyle
HUVEC hiicrelerine uygulandiginda canlilik oranlarinin sirastyla %71.78 ve %67.07
oldugu belirlenmesine ragmen, bu degerlerin 48 saat siirenin sonunda %70.23 ve
%59.35 oldugu tespit edildi (p<0.01). 24 saat boyunca 5 uM [Nix(Met-Da);] ve
[Ni(Met-Ov),] kompleksleri uygulanan HUVEC hiicrelerindeki canlilik oranlarinin ise
sirastyla %73.83 ve %66.47 iken, 48 saat siireyle uygulandiginda HUVEC
hiicrelerinde canlilik oranlarinin %54.01 ve %34.98’¢ diistiigii tespit edildi (p<0.01).
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48 saat boyunca 10 uM [Nix(Met-Da);] ve [Ni(Met-Ov),] kompleksleri uygulanan
HUVEC hiicrelerinde ise canlilik oranlarinin sirastyla %79.98 ve %47.37 olarak analiz
edildi (p<0.01).
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Sekil 5.20. Farkli konsantrasyonlarda (1-10 pM) 24 ve 48 saat boyunca (A) [Nix(Met-Da).] ve (B)

[Ni(Met-Ov);] kompleksleri uygulanan HUVEC hiicrelerinde canlilik degerleri (p<0.05%*,
p<0.01**).

5.4. Akridin Oranj Boyama ile Morfolojik Degisimlerin Belirlenmesi

MCF-7 meme kanseri ve HUVEC kontrol hiicrelerine 1, 2.5, 5 ve 10 uM
konsantrasyonda [Met-Da] ve [Met-Ov] schiff bazlari ve Cu(ll), Ni(ll), Pd(Il)
kompleksleri uygulanarak 24 ve 48 saat boyunca inkiibe edilmis ve belirlenen
inkiibasyon stirelerinin sonunda her iki hiicre de sitotoksisiteyi belirlemek amaciyla
hiicre canlilik analizi olan WST-1 analizi gergeklestirilmistir. WST-1 analizi sonucuna
gore en etkili doz olarak 5 uM belirlenmis ve AO boyamas1 belirlenen doz igin
gerceklestirilmistir (Sekil 5.21.). [Met-Da] ve [Met-Ov] Schiff bazi ligandlari
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uygulanan MCF-7 hiicrelerinde morfolojik degisimler incelendiginde, [Met-Da]
ligandinin [Met-Ov] ligandina gére MCF-7 hiicrelerinde daha toksik etkisi oldugu

gozlemlenmistir.

Ligandlar ile olusturulan kompleksler incelendiginde, [Cu2(Met-Da)2] kompleksi
uygulanan MCF-7 hiicrelerinde kromatin yogunlagmasinin yanisira, hiicre kiigiilmesi
ve niikleus par¢alanmasi gézlemlenmistir. [Cu(Met-Ov)CI] kompleksinin ise benzer
sekilde kromatin yogunlagmasina ve sitoplazmada vakuol olusmasina neden olurken,

[Cuz(Met-Da)2] kompleksine gore daha az hasara neden oldugu goriintiilenmistir.

MCF-7 hiicrelerine 48 saat boyunca [Pd(Met-Da).] ve [Pd(Met-Ov)CI] kompleksleri
uygulandiginda hiicrelerde DNA kiriklar, sitoplazma kaybi ve kromatin yogunlagsmasi
gozlemlenmistir. Ancak, [Pd(Met-Ov)CI] uygulanan hiicrelerde niikleer hasarin daha

fazla oldugu gozlemlenmistir.

[Niz(Met-Da).] ve [Ni(Met-Ov).] kompleksleri uygulanan MCF-7 hiicrelerinde ise,
[Ni2(Met-Da),] kompleksi uygulanan hiicrelerde diger [Met-Da] komplekslerine gore
daha fazla niikleer hasar goriintiilenmistir. Ayrica, hiicrelerin genel morfolojik yapisini

kaybettigi ve apoptotik 6liime gittigi belirlenmistir.

Sonug olarak, [Met-Da] ve [Met-Ov] Schiff bazi ligandlarinin MCF-7 hiicrelerinde
etkin olmasiyla birlikte metal kompleklerinin ligandlarina gore hiicrelerde belirgin
apoptotik morfolojik degisikliklere neden oldugu goriintiilenmistir. Ayrica, 6zellikle
Cu(Il) ve Ni(ll) metallerinin [Met-Ov] komplekslerinin [Met-Da] komplekslerine
hiicrelerde daha fazla hasara neden oldugu gézlemlenmistir. Pd(I1) komplekslerinin
ise her ikisininde hiicrelerde benzer morfolojik degisimlere neden oldugu tespit

edilmistir.
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(d) (e)
(fH (2)
(h)

Sekil 5.21. Farkli metal bilesikleri uygulanan MCF-7 hiicrelerinde morfolojik degisimlerin AO
boyamast ile degerlendirilmesi (a) Kontrol, (b) [Met-Da], (c) [Met-Ov], (d) [Cux(Met-
Da)2], (e) [Cu(Met-Ov)Cl], () [Pd(Met- Da)], (g) [Pd(Met-Ov)ClI], (h) [Ni(Met-Da)a].
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[Met-Da] ve [Met-Ov] Schiff bazlar1 ve Cu(ll), Ni(I1), Pd(I1) kompleksleri uygulanan
HUVEC hiicrelerinde morfolojik degisimler degerlendirildiginde;(Sekil 5.22.) her iki
ligandin da kontrol HUVEC hiicre hattinda belirli diizeyde hasara neden oldugu
goriintiilenmistir. Ozellikle [Met-Da] uygulanan HUVEC hiicrelerinde kromatin
yogunlagsmast Ve hiicrelerin morfolojisinin daha yuvarlak bir yapida oldugu

goriintiilenmistir.

[Met-Da] ligandinin Cu(ll), Ni(I1), Pd(I1) komplekslerinin HUVEC hiicrelerinde genel
olarak hiicre yapisint bozdugu ve kromatin yogunlagsmasma Yol agtigi
gozlemlenmistir. [Met-Ov] ligandinin komplekslerinin [Met-Da] komplekslerine
kiyasla hiicrelerin genel morfolojik yapisinda daha az degisime yol actigi tespit
edilmistir. Ancak, diger metal komplekslerine gore 6zellikle Ni(Il) [Met-Da] ve [Met-
Ov] kompleklerinin HUVEC hiicrelerinde belirgin diizeyde niikleer parcalanmaya
neden oldugu ve [Met-Ov] kompleksinin daha fazla apoptotik 6liime neden oldugu

goriintiilenmistir.

Sonug olarak, HUVEC hiicrelerinde [Met-Da] ve [Met-Ov] ligandi- temelli apoptotik
oliim belirlenmekle birlikte her iki ligandin komplekslerininde belirli diizeyde toksik
etki gosterdigi goriintiilenmistir. Elde edilen veriler, [Met-Ov] ligandinin metal
komplekslerinin MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde daha fazla toksik etkiye ve
apoptotik 6liime neden olurken, normal hiicrelerde [Met-Da] komplekslerine goére
daha az toksik etkiye neden olduklarin1 gostermektedir. Elde edilen veriler WST-1

sonuclar1 desteklemektedir.
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Sekil 5.22. HUVEC hiicrelerinde morfolojik degisimlerin AO boyamas: ile degerlendirilmesi (a)
Kontrol, (b) [Met-Da], (c) [Met-Ov], (d) [Cuz(Met-Da)], () [Cu(Met-Ov)CI], (f) [Pd(Met-
Da)], (g) [Pd(Met-Ov)CI], (h) [Ni2(Met-Da)2] ve (1) [Ni(Met-Ov),].



BOLUM 6. TARTISMA VE SONUC

Giliniimiizde meme kanseri kadinlar arasinda en sik goriilen kanser tiirii olmasiin
yanisira heterojenik 6zelliginden dolayr tedavi basarisininin smirli oldugu ve
dolayistyla mortalitenin yiiksek oldugu bir kanser tipidir [158]. Calismalar
hiperglisemi ve hiperinsiilineminin hem yaslanmada hem de meme kanseri
gelisiminde 6nemli faktdrler oldugunu gostermektedir [90]. Bu nedenle hiperglisemi
sirasinda glikoz seviyesini azaltarak anti-diyabetik 6zellik gésteren metforminin

meme kanseri tedavisinde kullanimi1 dikkat ¢ekici hale gelmistir [159].

Metformin anti-diyabetik etkiye sahip olmasinin yaninda giiglii anti-kanser 6zellige
sahip bir biguanid tiirevidir [83]. Yapilan bir calismada metforminin antikanser
etkileri, MCF-7 meme kanseri ve FSall fare fibrosarkom hiicreleri ile incelenmistir.
MCF-7 hiicrelerinin 24 veya 48 saat boyunca 1 mM metformin ile inkiibasyonu
sonucunda hiicrede sagkalim sirasiyla % 81.7 ve % 71.0 iken, FSall hiicrelerinde ise
canlilik oraninin sirasiyla % 49.3 ve % 28.7’ye diistiigii tespit edilmistir. Caligma
klinik olarak ulagilabilir metformin konsantrasyonlarinin kanser hiicrelerinde 6nemli
klonojenik o6liime neden oldugu yargisimi dogurmaktadir. Bu dogrultuda son
caligmalar, diisilk dozlu metforminin 6zellikle meme kanseri kok hiicrelerini hedef
alarak meme kanseri {lizerinde sitotoksik etkilere yol a¢tigin1 gostermektedir [160].

Ornegin, yapilan bir calisma diisiik dozda metforminin, farkli dort alt tip meme
kanserinde hiicresel doniistimii inhibe ederek kanser kok hiicrelerini segici olarak
oldiirdiigiinii gostermektedir. Ayrica metformin kemoterapotik ajanlar ile birlikte
uygulandiginda hem kanser hiicrelerinin hemde tiimor gelisiminde rol alan kok
hiicreleri de hedefleyerek kemoterapik ajanlarin etkisinin arttig1 tespit edilmistir [92,
161, 162]. Bu kapsamda yapilan bir ¢alismada, metformin ile kemoterapik ilag olarak
kullanilan doksorubisin birlikte kullaniminin MDA-MB-231 hiicrelerinde anti-
proliferatif sinerjistik etki gosterdigi belirlenmistir. Ayrica ayni ¢alisma, metforminin

kanser tedavisini desteklemesinin yani1 sira standart kemoterapi tedavisi ile ortaya
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cikan toksisitesiyi de azaltmak i¢in genis anti-kanser etkiye sahip oldugunu
belirtmektedir [163]. Yapilan bir baska ¢aligmada metforminin insan meme kanseri
JIMT-1 hiicre hatti iizerinde sitotoksik etki gdstererek tiimoriin biiyiimesini engelledigi

belirlenmistir [164].

Tibbr bilesikler hemen hemen dogal ya da organik {iriinlerden tiiretiliyor olsa da sis-
platinin kesfi diger metal bilesiklerinin anti-kanser etkisi iizerine yapilan ¢alismalarin
artmasina neden olmustur [46]. Yapilan bir ¢alismada sis-platin anologlari olan sis-Ptl
ve sis-Pt2 platin komplekslerinin MCF-7 meme kanseri hiicresinde sitotoksik etkisinin
tespiti i¢in WST-1 analizi uygulanmig ve Pt2 komplekslerinin 24 saatte MCF-7
hiicrelerinin canlilik oranimi %50-55 oraninda azalttifi tespit edilmistir. Ayrica
caligmada sentezlenen anologlarin sis-platine kiyasla MCF-7 hiicrelerinde daha etkili

oldugu sonucuna varilmistir [165].

Bu kapsamda yapilan ¢alismada metformin tiirevli iki yeni [Met-Da] ve [Met-Ov]
Schiff bazi ligandlari selat yapict molekiiller olarak sentezlenmistir. Her iki ligand yeni
yontem kullanilarak 6zgiin bir bigimde hazirlanmistir. Ayni sekilde [Met-Da] ve [Met-
Ov] ligandlarinin Cu(Il), Pd(II) ve Ni(II) metal kompleksleri 6zgiin bir bigimde
sentezlenmistir. Yapilan spektrofotometrik ¢alismalar sonucunda sentezlenen Schiff
bazlarmin 1. ve 2. sira gecis metallari ile kare diizlem yap1 olusturmaya yatkin d® ve d°
elektronik konfigilirasyona sahip gecis metal bilesikleri ile alisilmisin disinda altili ve
besli kooardinasyona sahip kompleksler oldugu tespit edilmistir. Burada o6zellikle
[Met-Da] ligandi ile hazirlanan komplekslerin altili koordinasyonda oktahedral yapida
olduklari, ligandlarin selat yapici ¢ok disli ligand yapisinda olmalarinin ve 6zellikle
molekiil icindeki konjigasyonlarin olugan komplekslerin kararliliginin arttirilmasinda
etkin rol oynadigi ve onerilen yapilarin kararli molekiiller olarak hazirlanmasina katk1
sagladig1 diistiniilmektedir. [Met-Ov] ligandinin komplekslerinde ise benzer katkilarin
s0z konusu olmasina ragmen Pd(I1) ve Cu(II) iyonlar i¢gin ML stokiometrisinde tiggen
bi piramid yapida komplekslerin meydana geldigi, ancak Ni (II) iyonu i¢in ML
yapisinda oktahedral kompleksin olusumunun kararlilifi arttirict bir tercih oldugu

seklinde yorumlanmistir. Ayrica bu ligand ve metal komplekslerinin MCF-7 meme
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kanseri hiicre hatti tizerindeki sitotoksik etkileri WST-1 analizi ile arastirilmistir.
Kontrol olarak HUVEC hiicre hatt1 kullanilmustir.

Elde edilen veriler, MCF-7 meme kanseri ve HUVEC hiicrelerine 5 uM [Met-Ov]
ligand1 48 saat uygulandiginda hiicrelerde canlilik oraninin sirasiyla %45.71 ve
%49.74 oldugunu gostermistir. Her iki hiicreye 5 uM [Met-Da] ligand1 48 saat
uygulandiginda ise canlilik oraninin sirasiyla %52.49 ve %52.63 oldugu tespit

edilmistir.

MCF-7 kanser hiicre hattina 48 saat siireyle 5 uM [Cuz(Met-Da)2] ve [Pd(Met-Da)2]
kompleksleri uygulandiginda canlilik oranlart sirasiyla %37.72 ve %39.38 iken,
HUVEC hiicrelerinde bu oran sirastyla %56.06 ve %62.14 olarak analiz edilmistir.
[Ni2(Met-Da),] kompleksi ise MCF-7 meme kanseri ve HUVEC hiicrelerinde 48 saat
uygulamanin sonucunda canlilik oranlari sirastyla %44.90 ve %54.01 oldugu tespit

edilmistir.

5 uM [Cu(Met-Ov)CI] ve [Pd(Met-Ov)CI] kompleksleri MCF-7 kanser hiicresine 48
saat siireyle uygulandiginda canlilik oranlar1 sirasiyla %35.96 ve %35.20 iken,
HUVEC kontrol hiicre hattinda ayn1 konsantrasyon ve siireyle uygulandiginda canlilik
oranlarmin sirasiyla %47.36 ve %49.28 oldugu tespit edilmistir. [Ni(Met-Ov)2]
kompleksinin ise MCF-7 ve HUVEC hiicrelerinde canlilik oranlari sirasiyla %34.21
ve %34.98 olarak belirlenmistir.

Yapilan ¢alismalar [Met-Da] ve [Met Ov] ligandinin ve metal komplekslerinin
sitotoksisitesinin MCF-7 hiicre hattinda zamana bagl bir sekilde istatistiksel olarak
anlamli artis gosterdigini gostermektedir (p<0.05). Ayrica her iki ligandin sitotoksik
etki gosterdigi ancak ligandlara kiyasla metal komplekslerinin sitotoksisitesinin daha
etkili oldugu sonucuna varilmistir. Elde edilen bu veriler mevcut tez ¢aligsmasinin
yapilan diger ¢alismalar1 destekler nitelikte oldugunu gostermektedir. Ayrica, [Met-
Da] ve [Met-Ov] ligandlan ile karsilastirildiginda, Cu(ll) ve Pd(11) komplekslerinin
MCF-7 hiicrelerinde anlamli derecede sitotoksik etki gosterdigi ve [Met-Ov] ligand1

ile kompleks formiilasyonlarinin [Met-Da] komplekslerine gore daha etkin oldugu
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tespit edilmistir. Bunun yan1 sira, [Ni2(Met-Da).] ve [Ni(Met-Ov).] komplekslerinin
MCEF-7 hiicrelerinde etkili olmakla birlikte, HUVEC hiicrelerinde en yiiksek sitotoksik
etki gosteren kompleks olduguda tespit edilmistir.

Ligand ile karsilastirildiginda bilesiklerin sitotoksisitesindeki bu 6nemli artis,
komplekslerde ki metal merkezinin koordinasyon giicliniin anti-kanser aktivitesi
tizerinde belirgin bir etkiye sahip oldugunu gostermektedir [131]. Aymi sekilde
komplekslerin farmasotik kullanimi, pozitif yiikli metal merkezlerinin protein
bilesenleri, ATP, niikleik asitler ve amino asit kalintilar1 gibi negatif yiikli
biyomolekiiller ile etkilesime girerek baglanabilir olmasindan kaynaklanmaktadir
[166].

Apoptoz terimi ilk kez 1972°de Avusturalyali bir patolog olan J.F.K. Kerr tarafindan
doku 6liimiinden farkli olarak gerceklesen diger bir 6lim sekli i¢in tanimlanmis ve
fizyolojik hiicre oliimiinii ifade etmektedir [167, 168]. Yani kisaca programli hiicre
Olimiidiir [167]. Bir hiicredeki apoptotik oOliim; hiicre biiziilmesi, kromatin
yogunlagmasi, niikleer parcalanma ve DNA kirig1 olusumu gibi morfolojik degisimler

ile karakterize edilebilir [169, 170].

Mevcut tez ¢alismasinda her iki ligandin ve Cu(Il), Pd (II), Ni(ll) metal
komplekslerinin  MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde neden oldugu morfolojik
degisimlerin incelenmesi i¢in Akridin oranj boyama yontemi kullanilmistir. Elde
edilen veriler sonucunda ligand ve komplekslerin kanser hiicrelerinde membran
biitiinliiglinde bozulmaya ve DNA’da hasara neden oldugu goriintiilenmistir. Ayrica
hiicrelerde DNA kiriklari, kromatin yogunlasmasi, ¢ekirdekte ve sitoplazmada hasar

belirlenmistir.

Sonug olarak, [Met-Da] ve [Met-Ov] Schiff bazi ligandlarinin MCF-7 hiicrelerinde
etkin olmasiyla birlikte metal kompleklerinin ligandlarina gore hiicrelerde belirgin
apoptotik morfolojik degisikliklere neden oldugu goriintiilenmistir. Ayrica, ozellikle
Cu(I1) ve Pd(11) metallerinin [Met-Ov] komplekslerinin [Met-Da] komplekslerine gore

hiicrelerde daha fazla hasara neden oldugu gézlemlenmistir.
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Ayrica, metforminin etki mekanizmasi lizerine 2000 yilinda yapilan ilk ¢alismada,
metforminin mitokondriyal solunum zinciri kompleks 1’1 inhibe ederek, NADH
oksidasyonunu ve oksijen tiiketimini azalttig1 ortaya konmustur [171]. Metforminin
kanser tedavisindeki olasi yararlari ve anti-kanser mekanizmasi arastirilmasina
ragmen hiicresel ve mitokondriyal metabolizma iizerindeki etkileri tam olarak

anlagilamamistir. Bu nedenle ileri ¢aligmalar ile desteklenmesi gereken bir konudur

[172, 173].

Mevcut tez ¢alismasinda [Met-Da] ve [Met-Ov] Schiff bazi ligandlarinin ve farkli
metal kompleks bilesiklerinin meme kanseri lizerinde sitotoksik ve apoptotik etkileri
belirlenmistir. Bununla birlikte olusan metal komplekslerin fonksiyonel olarak platine
benzer kompleksler olusurmaya yatkin olduklar1 ve sis-platine gore daha diisiik metal
toksisitesine  sahip olmalari, alternatif kemoterapik ajan olabileceklerini
gostermektedir. Ancak, neden olduklari apoptotik 6liimiin molekiiler mekanizmasinin

belirlenmesine yonelik detayli caligmalarin gergeklestirilmesi gerekmektedir.
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EK 1: 4, 4’-metilenbis (2-hidroksibenzaldehit) FT-IR spektrumu
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EK 2: (E, E)-1, 1'- (metilenbis (2-hidroksi-5, 1-fenilen)) bis (metaniliden) bis (N, N-
dimetilbiguanidin) [Met-Da] Schiff baz1 FT-IR spektrumu
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EK 3: (E, E)-1, 1’-(metilenbis (2-hidroksi-5, 1-fenilen)) bis (metaniliden) bis (N, N-
dimetilbiguanidin) [Met-Da] Schiff bazi *H-NMR spekturumu
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EK 4: (E, E)-1, 1’-(metilenbis (2-hidroksi-5, 1-fenilen)) bis (metaniliden) bis (N, N-
dimetilbiguanidin) [Met-Da] Schiff baz1 D,O exchange *H-NMR spekturumu
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EK 5: (E, E)-1, 1’-(metilenbis (2-hidroksi-5, 1-fenilen)) bis (metaniliden) bis (N, N-
dimetilbiguanidin) [Met-Da] Schiff baz1 3C NMR spekturumu
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EK 6: [Cuz(Met-Da)2] Kompleksinin FT-IR spektrumu
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EK 7: [Pd(Met-Da)2] Kompleksinin FT-IR spektrumu
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EK 8: [Ni2(Met-Da).] Kompleksinin FT-IR spektrumu
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EK 9: (E)-2-(6-(dimetilamino) -4- ((2-hidroksi -3- metoksibenziliden) amino) -1, 6-
dihidroksi-1, 3, 5-triazin-2-il)-6-metoksifenol [Met-Ov] Schiff baz1 FT-IR spektrumu
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dihidroksi-1, 3, 5-triazin-2-il)-6-metoksifenol [Met-Ov] Schiff bazi H-NMR

EK 10: (E)-2-(6-(dimetilamino) -4- ((2-hidroksi -3- metoksibenziliden) amino) -1, 6-
spekturumu
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EK 11: (E)-2- (6-(dimetilamino) -4- ((2-hidroksi -3- metoksibenziliden) amino) -1, 6-
dihidroksi-1, 3, 5-triazin-2-il) -6- metoksifenol [Met-Ov] Schiff bazi *C-NMR

spekturumu
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EK 12: [Cu(Met-Ov)CI] Kompleksinin FT-IR spektrumu
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EK 13: [Pd(Met-Ov)CI] Kompleksinin FT-IR spektrumu
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EK 14: [Ni(Met-Ov).] Kompleksinin FT-IR spektrumu
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EK 15: (E, E)-1, 1'- (metilenbis (2-hidroksi-5, 1-fenilen)) bis (metaniliden) bis (N, N-
dimetilbiguanidin) [Met-Da] Schiff bazi ligandinin kiitle spektroskopisi
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EK 16: (E)-2-(6- (dimetilamino) -4- ((2-hidroksi -3- metoksibenziliden) amino) -1, 6-
dihidroksi-1, 3, 5-triazin-2-il)-6-metoksifenol [Met-Ov] Schiff bazi ligandimin kiitle

spektroskopisi
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EK 17: [Cuz(Met-Da)] Kompleksinin kiitle spektroskopisi
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EK 18: [Pd(Met-Da)2] Kompleksinin kiitle spektroskopisi

Intens, [a.u.]
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EK 19: [Ni2(Met-Da).] Kompleksinin kiitle spektroskopisi
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Ek 20: [Cu(Met-Ov)CI] Kompleksinin kiitle spektroskopisi
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EK 21: [Pd(Met-Ov)CI] Kompleksinin kiitle spektroskopisi.
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EK 22: [Ni(Met-Ov)2] Kompleksinin kiitle spektroskopisi
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