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Oz

Bu ¢aligmada, literatiirdeki giincel sentez yontemleri izlenerek, piridin ve kinolin gruplari igeren Schiff baz1 tipinde
tic farkli molekiil (P-1, P-2 ve P-3) basariyla sentezlendi. Sentezlenen bilesiklerin yapisal karakterizasyonu
spektrofotometrik yontemler kullanilarak aydinlatildi. Spektrofotometrik ¢aligmalarda, P-1 molekiilii civaya karsi
secimli bir baglanma gosterirken, P-2 molekiiliiniin aliiminyuma kars1 se¢imli bir baglanma sergiledigi goriildii.
Ayrica, sentezlenen tiim bilesiklerin antikanser aktivitesi, in vitro kosullarda insan meme kanseri hiicresi (MCF-
7) ve normal insan embriyonik bobrek hiicresi (HEK 293) {izerinde Alamar mavisi testi kullanilarak
degerlendirildi. Antikanser aktivite sonuglarina gore, molekiillerin MCF-7 kanser hiicre hatt1 iizerinde daha fazla
oliime neden oldugu goriildii. Dahasi, P-1, P-2 ve P-3 molekiillerinin antibakteriyel ¢aligmalar1 disk diflizyon
yontemi kullanilarak gram-pozitif (B. subtilis) ve gram-negatif (E. coli) bakteri hatlar1 {izerinde basarili bir sekilde
yapildi. Bu sonuglar, P-1 ve P-2'nin canli hiicrelerde saglikli hiicrelere zarar vermeden miikemmel floresans
problar1 olarak kullanilabilecegini gosterdi. Ayrica, bu bilesikler Schiff baz molekiillerinin antikanser ve
antibakteriyel uygulamalari ile ilgili yeni ¢aligmalar i¢in ilham kaynagi olabilir.

Anahtar kelimeler: Antibakteriyel, Antikanser, Floresans, Sensor, Schiff bazi

Sensor Properties of Pyridine and Quinoline Based Schiff Bases Derivatives
Showing Antibacterial and Anticancer Properties

Abstract

In this study, three different Schiff base type molecules (P-1, P-2, and P-3) containing pyridine and quinoline
groups were successfully synthesized by following current synthesis methods in the literature. The structural
characterization of the synthesized compounds was determined using spectrophotometric methods. In
spectrophotometric studies, it was seen that the P-1 molecule had a selective binding against mercury, while the
P-2 molecule had a selective binding against aluminum. In addition, the anticancer activity of all the synthesized
compounds was been evaluated in vitro model using Alamar blue assay on the human breast adenocarcinoma
(MCF-7) and normal human embryonic kidney cell (HEK 293). According to the results of anticancer activity, the
molecules were shown to cause more deaths on the MCF-7 cancer cell line. Moreover, antibacterial studies of P-
1, P-2, and P-3 molecules were successfully performed on gram-negative (E. coli) and gram-positive (B. subtilis)
bacteria lines using disc diffusion method. These results showed that P-1 and P-2 can be used as excellent
fluorescent probes in living cells without damage to healthy cells. And also, these molecules can be an inspiration
for new studies related to the anticancer and antibacterial application of Schiff base molecules.

Keywords: Antibacterial, Anticancer, Fluorescence, Sensor, Schiff base

1. Giris

Schiff bazi tiirevleri, organik bilesikler smifinda iyi bilinen kondenzasyon iiriinleridir. Bu tiir
molekiillerin endiistride ve biyolojik uygulamalardaki 6nemi giderek artmaktadir [1]. Farmakolojik ve
biyolojik ¢alismalar s6z konusu oldugunda Schiff bazi tiirevleri genis bir uygulama alanina sahiptir [2,
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3]. Schiff bazi bilesiklerinin temeli, yapidaki biyoaktivite i¢in hayati bir 6zellik olan imin (-C = N)
bagina dayanmaktadir. Ayn1 zamanda sentezlenen birgok Schiff bazi bilesiklerinin yapisinda nitrojenin
varlig1, biyolojik aktivite gostermesi nedeniyle biiyiik ilgi gormektedir. Schiff baz1 molekiilleri bir¢ok
metal iyonuna karsi secilimli oldugundan agir metallerin tespitinde olduk¢a yaygin olarak
kullanilmaktadir [4]. Agir metal iyonlar1 organizma igerisine, baslangigta agiz, solunum ve deri gibi
birgok yol ile almabilmektedir. Agir metallerin organizma igerisine ¢ok az miktarda dahi girmesi
metabolizma igerisinde ¢ok yavas atilmalarindan dolay1 zamanla organizma biinyesinde birike birike
tehlikeli dozlara ulasip toksik etki yaratmalarina neden olur [5]. Agir metal katyonlarnin viicut
icerisinde meydana getirecegi etkiler, bu katyonlarin derisimine bagli olmasinin yaninda ayrica metal
iyonunun ¢oziiniirliik degerine, fiziksel ve kimyasal yapisina, redoks ve kompleks olusturabilme
yetenegine baglidir [6]. Ayrica organizma igerisine alinig sekline ve dig ortamlarda bulunma sikligina
da baghdir. Agir metallerin hiicre i¢ci metabolik siire¢lerde olusturduklar1 bozukluklar, viicutta meydana
gelen toksik etkinin temel nedenidir. Bu metabolik bozukluklar; DNA yapisinin hasarina, oksidatif bir
stresin olugsmasina bagli olarak basta protein yikimi, mitokondri yapilarinda hasara ve hiicre 6liimii olan
apoptozisin indiiklenmesine, otoimmiin hastaliklara ve norolojik bozukluklara neden olmaktadir [7].

Agir metal iyonlarimin meydana getirdigi bu ciddi saglik problemlerinin biiyiik ¢ogunlugu
kronik ya da kanser hastaliklarina neden olarak sonuglanmaktadir. Yiiksek oranda toksik etkiye neden
olan agir metal iyonlarinin basinda civa, bakir, ¢inko, kursun ve aliiminyum gibi metaller gelmektedir.
Bu metal iyonlarinin neden oldugu saglik problemlerinin ¢ogunda da tedavi imkanlar1 ¢ok kisitlidir ve
cogunlukla bu saglik problemleri 6liim ile sonuglanmaktadir [8]. Biitiin bu sebeplerden dolay1 bu metal
iyonlari, birkag teknik izlenerek saptanabilir ve tahmin edilebilir. Ancak floresans spektrometresi,
yiiksek duyarlilik ve segicilik ile birlikte yiiksek sinyal kabiliyeti sayesinde 6nemli derecede ilgi
¢ekmektedir. Bu nedenle, metal iyonlari i¢in son derece hassas ve segici olan sensorlerin tasarimi, son
birkag¢ yildir arastirma i¢in énemli bir yer edinmistir [9]. Floresans spektrofotometresi ile metal iyonu
tespiti i¢in basta Schiff bazli molekiiller olmak {izere bir¢ok bilesik sensor olarak kullanilmaktadir.
Koordinasyon bilesikleri sentezinde ligand olarak kullanilan Schiff bazlari ile bir¢ok literatiir calismast
gergeklestirilmis ve gesitli yapilar ortaya koyulmustur [10].

Aminlerin aldehit veya ketonlara katilmasiyla olusan aldiminlerin genel ad1 olan Schiff bazlar
ilk kez 1864 yilinda Hugo Schiff tarafindan bildirilmistir [11]. Genel olarak asit-baz katalizi ve/veya 1s1
ortaminda olusturulan (-HC=N-) azometin grubunu igeren yapilardir [12]. Sentezleme kolayligi, yapisal
cesitlilikleri ve elektronik kontrol mekanizmalar1 sayesinde Schiff bazlar1 yararli selatlar olarak
bilinmektedir [13]. Ayrica bu yapilar "ayricalikli ligand" olarak da adlandirilirlar. Schiff bazlar1 ve
bunlarin metaller ile yapmis olduklart kompleksler, oksidasyon, hidrojenasyon, epoksidasyon,
katalizlenme ve izomerizasyon olaylarinda, belirli organik reaksiyonlarin kiikiirt igeren
hidrokarbonlardan kiikiirdiin uzaklastirilmas1 gibi, segici ekstraksiyon alaninda farkli ¢oziicii
sistemlerindeki metal iyonlar1 ile metalik 6zellik gosteren iyonlardan ya da organik kirleticilerin atik
sulardan ayristirilmasi, proteinlerin saflastiriimasi gibi ¢ok genis kullanim alanlarina sahiplerdir [2, 3].

Schiff bazlar1 kararli ve kolay sentezlenebildikleri i¢in ¢ok kullanilirlar [4]. Schiff bazlar1 veya
Azometinler; antioksidan, antifungal, antitiimér, antibakteriyel, antipiretik ve anti-inflamatuar
uygulamalar basta olmak tizere birgok biyolojik alanda kullanilmaktadirlar [14]. Schiff baz1 yapilarinin
tip ve farmakoloji alanindaki 6nemi antikanser aktivite 6zelligine sahip olmalarindan dolay1 daha fazla
ilgi gérmektedir. Ayrica kanser hastaliklari ile miicadele etmekte reaktif olarak kullanilmalari ve
arastirilmalari icin ¢aligmalar hizla devam etmektedir. Ozellikle kemoterapi uygulamalarinda aromatik
aminlerin Schiff bazi1 yapilari, birkag kimyasal reaksiyonlarda farkli substratlara oksijen iletici olarak
uygulanmaktadir [2]. Son yillarda kanser tedavisinde ve kemoterapik oOzelligi olan ilaglarin
hazirlanmasinda kullanilabilmesi bu alandaki ¢alismalarin daha da artmasini saglamaktadir [3]. Ayrica
fareler tizerinde in vivo olarak yapilan bir¢ok arastirma, Ascites Carcinoma Viriisiine karsi Schiff
bazlarnin antikanser etkisinin fazla oldugu kanitlanmistir [15]. Ayrica, Schiff bazlarinin antitiimoral
aktivite yoniinden platin iceren komplekslerinin, halo ve nitro tiirevlerinin hem anti tiiméral hem de
antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu birgok literatiirde gosterilmistir. Bu molekiillerin gerek biyolojik
sistemler gerekse endiistride ki dnemi her gegen giin artmaktadir. Metal-imin kompleksleri, antitimor
ve herbisidal kullanima uygun olmasinin yani sira, AIDS ve diyabet tedavisinde de kullanilmaktadir.
Bu molekiillerin antiviral kullanimi yaninda antibakteriyel ve antifungal etkileri de yaygin olarak
kullanilmakta ve etkili ajan olarak kabul edilmektedir [16, 17]. Yapilan birgok arastirmada farkli
oranlarda antimikrobiyal aktiviteye sahip bazi Schiff bazlar1 tespit edildigi goriilmistir. 2,6-di-tert-butil
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olarak adlandirilan sterik hidrokarbonlu fenol tiirevleri sentezlenmis ve onlarin kompleks bilesenleri
birgok ¢alismada kullanilmistir. Basta polimer ve gida sanayide kullanilmakta olan bu kompleks
bilesenler, eczacilikta oksidasyon siirecini engelleyen bir koruyucu ajan olarak kullanilmaktadir [14].
Ayrica bu tiir fenollerin antikanser 6zellik gosterdigi de yapilan arastirmalarla ortaya konulmustur.
Aminoasit Schiff bazlar1 ise, bu molekiillerin antibakteriyal ve antifungal etkilere sahip oldugunu
gostermistir [14]. Metal icerikli Schiff baz1 bilesiklerinin antiviral etkilerinin yiiksek oldugu da yapilan
caligmalar ile ortaya konulan bir gergektir [16]. Schiff bazlari; boya endiistrisi, iyon segici elektrot
yapimi, katyon tasiyici Ve korozyon Onleyici alanlarda da kullanilmaktadir. Yapilan literatiir caligmalari
dikkatle incelendiginde piridin veya kinolin tiirevli Schiff bazi yapilarinin mevcut olmasina ragmen, bu
molekiillerin hem spektroskopik hem de biyolojik caligmalari igeren literatiir caligmalarina ¢ok az
rastlanilmaktadir [17].

Yukarida anlatilan bilgiler 15181nda bu ¢alismada piridin ve kinolin gibi aromatik yapilar1 iceren
Schiff bazi molekiillerinin sentezi ve karakterizasyonu basarili bir sekilde gerceklestirilmistir.
Sentezlenen ve karakterize edilen Schiff bazlarinin; bazi metal iyonlarina karsi sensor ozellikleri
absorbans ve emisyon Olciimleri ile tespit edilmistir. Metal sensor olarak degerlendirilen bu Schiff
bazlarinin, gram negatif ve gram pozitif bakteri tiirlerine kars1 antibakteriyel 6zellikleri degerlendirilmis,
saglikli ve kanser hiicre hatlarina kars1 da antikanser 6zellikleri detayli bir sekilde ¢alisilmis ve rapor
edilmistir.

2. Materyal ve Metot
2.1. Genel

Tim ¢oziiciiler ve reaktifler Sigma-Aldrich ve Merck firmasindan temin edildi. 9-antrasenaldehit ile
piridin ve kinolin temelli yapilardan elde edilen Schiff baz1 molekiillerinin yapis1t IH NMR, FT-IR ve
elemental analiz yontemleri ile aydinlatild1 (kimyasal kaymalar ppm cinsinden kaydedildi). UV-vis ve
floresans spektrumlari, oda sicakliginda sirasiyla Shimadzu UV-1800 ve Hitachi F-7100 cihazlari ile
Olciilerek kaydedildi.

2.2. Schiff Bazlarimin Sentezi

Sentezi gergeklestirilen Schiff bazlari literatiire uygun sekilde modifiye edilerek sentezlendi [18]. Schiff
bazlarinin sentezinde aldehit tiirevi olarak 9-antrasenaldehit bilesigi kullanilirken, amin bilesikleri sirast
ile P-1 i¢in 2-amino-piridin, P-2 i¢in 2-amino-3-hidroksi-piridin ve son olarak P-3 i¢in ise 8-amino-
kinolin bilesikleri kullanildi. Kisaca, 0.1 mmol aldehit ve amin tiirevleri ayr1 ayr1 20 mL mutlak etanol
icerisinde ¢oziildii, sonra amin ¢ozeltisi aldehit ¢ozeltisi icerisine damla damla ilave edilerek bir gece
oda sicakliginda karistirildi. Ardindan olusan renkli ¢okelek siiziilerek soguk etanolle, 0.1 N HCl ile ve
son olarak da asitligi gidene kadar distile su ile yikanarak reaksiyona girmemis olan baslangig bilesikleri
uzaklastirildi. Elde edilen iirtinler kloroform-metanol ¢6ziicii karistmindan kristallendirilerek saf halde
ve yliksek verimde P-1, P-2 ve P-3’{in sentezi ger¢eklestirildi.

1-(antrasen-9-il)-N-(piridin-2-il)metanimin (P-1) sentezi: Agik sar1 kati, verim: 0.74 g (%66),
E.N.: 288-290 °C, FT-IR (ATR, cm-1): 1664 (CH=N). 1H NMR (600 MHz DMSO-d6): 6 8.90-8.79
(m, 3H, Ar-H ve CH=N), 7.97-7.73 (m, 5H, Ar-H), 7.50 (m, 1H, Ar-H), 7.43-7.20 (m, 5H, Ar-H).
C20H14N2 i¢in hesaplanan; C, 85.08; H, 5.00; N, 9.92. Bulunan: C, 85.17; H, 4.95; N, 9.89.

2-((antrasen-9-ilmetilen)amino)piridin-3-ol (P-2) sentezi: Sar1 kat1, verim: 0.75 g (%65), E.N.:
302-303 °C, FT-IR (ATR, cm-1): 1666 (CH=N). 1H NMR (600 MHz DMSO-d6): & 8.89-8.74 (m, 2H,
Ar-H ve CH=N), 7.98-7.93 (m, 3H, Ar-H), 7.52-7.48 (m, 1H, Ar-H), 7.41-7.16 (m, 5H, Ar-H), 6.64-
6.61 (m, 2H, Ar-H), 6.31-6.14 (m, 1H, Ar-H). C20H14N20 ig¢in hesaplanan; C, 80.52; H, 4.73; N, 9.39.
Bulunan: C, 80.52; H, 4.75; N, 9.49.

1-(antasen-9-il)-N-(kinolin-8-il)metanimin (P-3) sentezi: Sar1 kati, verim: 0.72 g (%55), E.N.:
278-280 °C, FT-IR (ATR, cm-1): 1675 (CH=N). 1H NMR (600 MHz DMSO-d6): & 8.74 (bs, 3H, Ar-
H, CH=N ve ArCH=N), 8.42 (m, 2H, Ar-H), 7.91-7.74 (m, 4H, Ar-H), 7.40 (m, 6H, Ar-H), 6.67 (m,
1H, Ar-H). C24H16N2 i¢in hesaplanan; C, 86.72; H, 4.85; N, 8.43. Bulunan: C, 86.66; H, 4.79; N, 8.37.
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Sekil 1. P-1, P-2 ve P-3 Schiff bazlarin sentezi
2.3. Spektrofotometrik Calismalar

Ligand metal etkilesimlerini absorbsiyon ve emisyon ¢aligmalari ile incelemek igin, Schiff bazi
molekiillerinin (2x107 M) stok ¢ozeltileri dimetilformamid (DMF) yardimu ile ¢dziilerek su igerisinde
hazirlandi [19,20]. Li*, Na*, Al*, Ag*, Ca*?, Ba*?, Co*?, Cs*, Cu*2, Mg*?, Hg*?, Mn*2, Pb*?, Ni*?, Sr*2,
Zn*? gibi gesitli metal katyonlarinin nitrat tuzlarindan stok ¢ozeltisi hazirlandi (40x10° M, DMF).
Olgiim i¢gin ligand metal konsantrasyonu 1:20 oraninda hazirlanarak absorbans ve emisyon &lgiimleri
alind1. Spektrofotometrik 6lgtimler igin Shimadzu UV 1800 kullanilarak 200-800 nm aras1 absorbans
Olciimler alinmig, florometrik ol¢timler i¢in ise farkli dalga boylarinda uyarilmis ve 300-600 nm arasi
emisyon Ol¢timleri Hitachi F-7100 ile alinmistir.

2.4. Biyolojik Calismalar
2.4.1. Sitotoksitite Testi

Calismada sitotoksisitenin belirlenmesi igin Alamar mavisi testi kullanildi. 96 kuyucuklu plakalarda
kuyucuk basi 10000 hiicre 18 saat bilesikler ile inkiibasyonu saglandi ve 4 saat Alamar mavisi ile inkiibe
edilerek gerceklestirildi. Her bir Schiff bazinin 10, 20, 40, 60, 80, 100, 200, 300, 400 ve 500 uM
konsantrasyonlari, 2 hiicre hatti (MCF-7 ve HEK 293) i¢in de 3 tekrarli olacak sekilde konuldu. Her bir
kuyucuga 100 uL taze besi yeri ve 10 uL. Alamar mavisi reaktifi eklenerek 37°C’de 4 saat inkiibe edildi.
Kuyularin absorbans okumalar1 570 nm ve 600 nm dalga boylarinda 6lg¢iildii ve hiicre canliligi kontrol
hiicrelerinin yiizdesi cinsinden hesaplandi. Tiim dl¢iimler 3 tekrarli olacak sekilde yapildi.

2.4.2. Disk Difiizyon Testi

Bu test, kagit disklere emdirilen antibiyotigin, duyarlilig arastirilan organizmanin inokiile edildigi besi
yerine diflizyonu ile gerceklestirilen bir yontemdir [21]. Bu yoéntem ile, incelenecek olan
mikroorganizmalar Bacillus subtilis (B. subtilis HFBF-B11) ve Escherichia coli (E. coli, ATCC®25952)
Mueller Hinton Agar (MHA) igerisinde 4-5 saat siireyle 37°C'de inkiibe edildi. Bulaniklik olustuktan
sonra McFarland 0.5 (108 mikroorganizma / ml)'e gére ayarlanarak mikroorganizmalar MHA {izerine
inokiile edildi [21]. Uzerine, pozitif kontrol olarak kloramfenikol antibiyotigi (K) emdirilmis diskler,
negatif kontrol i¢in ¢6ziicii igeren diskler ve farkli molekiiller (P-1, P-2 ve P-3) emdirilen diskler steril
bir pens yardimiyla agar yiizeyine yerlestirildi. Daha sonra 18-24 saat siireyle 35°C'de inkiibe edilen
petrilerde olusan inhibisyon zonlar1 6l¢iildii. Tiim 6l¢limler 3 tekrarli olacak sekilde yapildi.

1263



B. Yilmaz, P. Yesildas, M. Bayrakc1 / BEU Fen Bilimleri Dergisi 10 (4), 1260-1271, 2021

3. Bulgular ve Tartisma
3.1. Sentez ve Karakterizasyon

Sentezi yapilan piridin ve kinolin yapil1 Schiff baz bilesiklerinin yapisal karakterizasyonu yapilan diger
caligmalar ile benzer sonuglar vermektedir [18].

Bu bilegiklerin 1H-NMR analizlerinden baslangi¢ reaktifleri olan 9-antrasenaldehit ve amin
yapil piridin veya kinoline ait karakteristik amin ve aldehit pikleri sirasiyla 4.20-4.45 ve 9.75-10.05
ppm civarinda goriilmesi gerekirken reaksiyon sonunda goriilmemektedir. Ayrica amin ve aldehit
gruplarinin kondenzasyonundan elde edilen ve 8.90-8.95 ppm civarinda Schiff baz1 yapist olan imin
(HC=N) gruplarindaki =CH protonuna ait piklerin varlig1 sentezin basarili bir sekilde gerceklestigini
ispatlamistir. Baz1 bilesiklerde bu imin pikleri diger aromatik piklerle cakismis olup net olarak yeri
belirlenememistir, ancak yapilan integrasyonda bu yapilara ait birer protonuluk imin hidrojen pikleri
tespit edilmistir. FT-IR analizlerinde ise baslangig reaktiflerine ait olan ve 3300 cm™ civarinda kuvvetli
bir gerilme bandi olan primer aminlere (R-NH) ait pikler, IR analizlerinde kondenzasyon reaksiyonu
sonunda goriilmeyip sentez reaksiyonlarinin basariyla gerceklestigini ispatlamistir. Ayn1 zamanda
aldehit tiirevi olan 9-antrasenaldehit’e ait olan ve genellikle 1715 ¢cm™ civarinda ortaya ¢ikan aldehit
karboniline (-HC=0) ait gerilme piklerinin reaksiyon sonunda ortadan kaybolmasi da Schiff bazi
sentezlerinin  gergeklestigini  gOstermistir. Schiff bazi sentez reaksiyonlarinin basar1 ile
gerceklestirildigi; yapr aydinlatma calismalarinda baslangic maddelerine ait olan karakteristik amin
veya aldehit piklerinin reaksiyon sonunda kaybolmasi ve kullanilan aminler (R-NH>) ile aldehitin (-
HC=0) birlesmesiyle olusan imin (CH=N) yapilarina ait yeni piklerin analizlerde goriilmesi ile
kanitlanmistir.

3.2. Absorpsiyon ve Emisyon Calismalari

Calismanin bu boliimiinde bilesiklerin absorpsiyon ve emisyon spektrumlari son konsantrasyon 1x1077
M ligand, 20x107 M metal konsantrasyonu olacak sekilde DMF-su (1:1000) karisimi igerisinde oda
sicakliginda Olciilmiis ve sonuclar sekil 2°de gosterilmistir. P-1, P-2 ve P-3 ile metal katyonlar
arasindaki floresans ve UV-Vis 6l¢limleri i¢in gergeklestirilen absorpsiyon ¢alismalarinda; 370 ve 390
nm dalga boylarinda P-1, P-2 ve P-3 ligandlarinda molekiiler etkilesimden kaynakli iki farkli pik
gbzlenmistir [22]. Metal iyonlar1 bu 6lgtim araliginda herhangi bir pik degeri sergilememistir. Metal
iyonlart P-1, P-2 ve P-3 molekiillerine eklendiginde bu noktalarda belirgin bir kayma meydana
gelmemistir. Absorpsiyon spektrumlarinda meydana gelen degisimleri destekleyebilmek i¢in aymi
komplekslerin emisyon spektrumlart da oOlgiilmistiir. Sekil 2.a’da gosterildigi gibi 350 nm’de
sentezlenen Schiff bazi1 (P-1) kuvvetli floresans spektrumu gosterirken, metal katyonlar1 (Li*, Na*, Ag®,
Ca*?, Ba'?, Co*, Cs*, Cu*?, Mg*3, Hg", Mn*2, Pb*?, Ni*?, Sr*2, Zn*?) eklendiginde P-1 bilesiginin
floresans emisyonlarinda kayda deger bir azalma olmamustir. Hg*? varliginda ise floresans emisyonunun
tamamen kayboldugu tespit edilmistir. P-1 molekiiliine Al*® iyonu eklendiginde floresans bir degisim
olmamis, ancak uyarilma iginlariin toplandigi deger 360 nm’den 385 nm’ye kayma gostermistir.
Floresans ozellik gostermeyen P-2 bilesiginin emisyon Slgiimleri sonucu, Li*, Na*, Ag*, Ca*?, Ba*?,
Co*?, Cs*, Cu*?, Mg*?, Hg'?, Mn*2, Pb*?, Ni*?, Sr*2, Zn*2 metal katyonlar1 eklendiginde 370 nm’de asir1
diizeyde bir floresans degisim meydana gelmemis, fakat Al™® iyonu eklendiginde 380 nm’de 300 kat
floresans artis tespit edilmistir (Sekil 2.b). 390, 425 ve 450 nm’de floresans pikler gosteren P-3
bilesiginin, metal katyonlar1 eklendiginde floresans 6zelliginde herhangi bir degisim belirlenmemistir
(Sekil 2.c).
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Hg*? ve Al*® iyonlarina duyarli olan P-1 ve P-2 ligandlarimin Hg?* ve AI** iyonlarina olan afinitelerini
daha fazla incelemek amaciyla iyonlarin artan konsantrasyonunda (0-10 pM) floresans titrasyon
deneyleri yapilmis ve Sekil 3’te artan metal konsantrasyonu ile P-1 ve P-2 ligandlarindaki degisim

gbzlenmistir.
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Sekil 3. P-1 (a) ve P-2 (b) ligandlarinin floresans titrasyonlari
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Sekil 4’te P-1 ve P-2 ligandlarnim Hg?* ve Al*®a baglanma sitokiyometrisini hesaplamak
amaciyla Job’s plot yontemi esas alinmistir. Bu yontemde her deneyde toplam konsantrasyon 10 uM’da
sabit tutularak her seferinde farkli konsantrasyonlarda ligand ve metal iyonu kullanilmistir. Bu deneyde
maksimum emisyon degeri molar fraksiyon 0.5 olarak hesaplanmis ve bu deger floresans titrasyon
spektrum verileri ile uygun goriilmistiir. Sonug olarak 1 mol ligand ve 1 mol metal iyonu ile olusan
metal komplekste baglanma oran1 1:1 oldugu belirlenmistir.

3 1200 p 1200
E" 1000 o8 1000
T 800 E 800
E 600 E 600
E 400 § 400
§ 200 o 200
2 0 Z o0
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 0 0,2 0,4 0,6 0,8 1
(AI3+)/[(P-2)+AlI3+] {P-1)/[(P-1}+Hg2+]

Sekil 4. Job plot teknigi ile P-1 ve P-2 ligandlar1 ve Hg?* ve Al*® iyonlar arasindaki kompleks sitokiyometrisi

P-1 ve P-2’nin segici floresans bir sensor olarak pratik kullanilabilirligini test etmek amaciyla
cesitli metal iyonlarma (Li*, Na*, Al*, Ag*, Ca*?, Ba*?, Co*?, Cs*, Cu*2, Mg*?, Hg*?, Mn*2, Pb*2, Ni*?,
Sr*2, Zn*?) kars1 karsilastirmali secicilik ¢alismalari yapilmis ve sonuglar Sekil 5°te verilmistir. Ayni
kosullar altinda ligand igeren ¢dzeltiye metal iyonlarin eklenmesiyle, floresans yogunlugunda dikkate
deger bir degiskenlik gézlenmezken, bu metallerden farkli olarak Hg?* ve Al*®iyonlarina kars1 hassas
ve secici bir tutum sergiledigi goriilmiistiir.

a 16 b 12
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Sekil 5. Farkli metal iyonlariyla floresans segicilik; a) P-1, b) P-2

Ayrica P-1, P-2 ve P-3 Schiff bazlarinin metal iyonlar ile etkilesimlerini daha iyi gérmek igin
hem UV 151k hem de giin 15181 altinda goriintiileme yapilmistir. UV 151k ve giin 15181 altinda bakildiginda
P-1 ligandinda giin 1s181nda herhangi bir fark gézlenmemis, ancak UV 1s1k altinda floresans 6zellik
gosteren ligand Hg?" metal iyonu eklendiginde floresans 6zelliginin kayboldugu tespit edilmistir. UV
11k altinda A1*® iyonlarinin varliginda P-2 ligandina ait rengin, renksizden parlak turkuaza doniigiimii
net olarak goriilmiistiir. Bu floresans 1s1ma muhtemelen ligandin Al*® metaliyle kompleks olusumu
sirasinda azometin azotu ve hidroksil gruplarinda bulunan eslesmemis elektronlarin Al*® iyonu
tarafindan ¢ekilmesiyle olustugu diistiniilmistiir [23, 24]. Sonug olarak UV 1gik altinda P-2 ligandinin
ortamda bulunan aliiminyum iyonlarmin varligini tespit etme noktasinda etkili bir sensor olarak
kullanilabilecegi 6ngoriilmiistiir. P-3 ligandinda ise metal iyonlar1 varliginda herhangi bir etkilesim
tespit edilmemistir.
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Sekll 6. P- 1 P- 2 ve P 3 hgandlarmm metal komplekslen ile a) Uv 15181, b) giin 15181 altindaki goruntulerl

3.3. Biyolojik Uygulamalar

Calismada kullanilan farkli konsantrasyonlardaki (0, 10, 20, 40, 60, 80, 100, 200, 300, 400 ve 500 uM)
P-1, P-2 ve P-3 bilesikleri 18 saat siire ile MCF-7 ve HEK 293 hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkisinin
belirlenmesi i¢in sitotoksisite testi yapilmistir. Schiff bazi tiirevli bilesiklerin MCF-7 ve HEK 293
hiicrelerinde 0-500 pM konsantrasyon araliginda 18 saatlik inkiibasyon sonras1 Alamar mavisi yontemi
ile dlgiilen hiicre canlilig1 {izerine etkileri Sekil 7°de gosterilmistir.

Sentezlenen bilesiklerin her birinin artan konsantrasyonuyla birlikte sitotoksisitesi de artmustir.
Bu yontem, Alamar mavisi (resazurin) ismi verilen bilesigin, canli hiicreler ile beraber resorufin
bilesigine doniismesiyle gerceklesmistir. Oksidatif seklinde bulunan mavi renkteki resazurin bir redoks
boyasi olarak bilinir, hiicre zarindan serbest bir sekilde gecerek hiicreye giris saglar ve burada indirgenip
floresans 6zelligi olan pembe renkteki resorufin bilesigine doniistiigii goriilmiistiir [25]. Olii hiicreler,
metabolik aktivitelerini kaybettigi i¢in resazurini indirgeyememis ve floresans sinyali olusturamamustir.
Canli hiicreler tarafindan resazurinin resorufine doniismesiyle meydana gelen sinyaller, florometre
kullanimu ile tespit edilmis ve kaydedilmistir. P-1 ve P-2 molekiilleri MCF-7 hiicre hattinda sirasiyla
%70 ve %66 6liime neden oldugu P-3’ilin ise %44 Sliime neden oldugu goriilmistiir. Aym1 zamanda
HEK 293 saglikli hiicre hattinda bu 6liim oraninin daha az olmasi (yaklasik %30) bu molekiillerin
antikanser ajan olarak kullanilabilirligini gostermistir. Yapilan ¢alismalar, sentezlenen bu bilesiklerin
etki mekanizmalarini agiklamaya yonelik yeterli diizeyde ¢alisma olmamasina ragmen, bu molekiillerin
yapisal farkliligina bagl olarak farkli derecelerde antikanser 6zelliklerinin oldugunu ortaya koymustur
[26]. Ileri siiriilen olasi hipotezlerden biri, metalin protein ya da enzimlere baglanma ilgisindeki
degisikligin, DNA ile etkilesim siirecini degistirdigi ve bdylece hiicre proliferasyonunun ve DNA
replikasyonunun etkilenmesine sebep oldugu seklinde agiklanmistir [3, 27].
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a b ——P-1 b‘
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—o— a3
= =
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Sekil 7. A) MCF-7 ve b) HEK 293 hiicrelerinin sitotoksisite testi ile belirlenen yilizde canliliklari

Antikanser Ozellikleri arastirilan Schiff bazi ligandlarmin ayni zamanda antibakteriyel
ozellikleri de incelenmistir. Yapilan antibakteriyel ¢alismada, disk difiizyon analizi ile bir gece boyunca
gram-negatif ve gram-pozitif bakterilerin bulundugu besi yerlerinde P-1, P-2 ve P-3 (10 uM) ligandlart
emdirilen diskler kloramfenikol antibiyotigi ile karsilagtirilarak degerlendirilmis ve olusan zonlar
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sirasiyla 18, 12 ve 6 mm (gram-negatif (E. coli)), 17, 10 ve 9mm (gram-pozitif (B. subtilis)) olarak
olgtilmiistiir. Kloramfenikol antibiyotiginin olusturdugu zonlar ise 16 mm (B. subtilis) ve 20 mm (E.
coli) olarak tespit edilmistir. Gram-negatif ve gram-pozitif 6zellik gosteren E. coli ve B. subtilis bakteri
hatlarimiza karst P-1, P-2 ve P-3 ligandlarinin zon ¢aplar1 ve duyarliliklar1 P-1> P-2>P-3 seklinde
degerlendirilmistir (Sekil 8).

Sekil 8. E. coli ve B. subtilis suslarinin P-1, P-2 ve P-3 ligandlarini igeren disklere kars: direnci

4. Sonuc ve Oneriler

Schiff bazlar1 koordinasyon kimyasi alaninda yeni bir ¢igir agti. Ligandlarin ve metal komplekslerinin
basit sentetik yollari, olaganiistii termel stabiliteleri ile birlikte, biyoloji ve tipta cesitli uygulamalarda
onemli bir etkiye sahip olmustur. Bazilarinin ¢esitli hastaliklari tedavi eden ilaglarin hazirlanmasinda
kullanilan potansiyel farmasotik ajanlar oldugu bilinmektedir [28]. Bu nedenle bu ¢alisma, Schiff baz-
metal komplekslerinin biyolojik aktivitesi hakkinda, arastirmacilara bu bilesik sinifin1 kullanarak yeni
ilaglar tasarlamada yardimci olacak ¢ok sayida biyolojik aktivite icermektedir. Bu nedenle, Schiff
bazlar1 inkar edilemez bir sekilde en ¢ok tercih edilen ligandlardir.

Sonug olarak, daha dnce yapilan calismalar goz 6nlinde bulundurularak aliiminyum ve civa
iyonlarma se¢ilimli floresans probu olarak ti¢ farkli Schiff bazi bilesigi (P-1, P-2 ve P-3) modifiye
edilerek tekrar basariyla sentezlendi ve sentezlenen bilesiklerin yapisal karakterizasyonu
spektrofotometrik yontemler kullanilarak aydinlatilmistir. Yapist aydinlatilan bilesiklerin farkli metal
katyonlara baglanma yetenekleri absorpsiyon ve emisyon spektrumlari ile incelenmistir. Elde edilen
spektrofotometrik ¢aligmalarda P-1 molekiilii civaya karsi, P-2 molekiilii ise aliiminyuma kars1 se¢imli
bir baglanma gostermistir. Yapilan bu ¢aligma ile gerek civa gerekse aliiminyum iyonlarinin se¢imli
olarak farkli mekanizma ile sentezi gerceklestirilen P-1 ve/veya P-2 bilesikleri kullanilarak sivi
numunelerde tespit edilebilecegi ve bu molekiillerin ise civa veya aliiminyuma kars1 etkili birer floresans
prob olarak kullanilabilecegi goriilmiistiir.

Biyolojik uygulamalarda ise; P-1, P-2 ve P-3 molekiillerinin MCF-7 ve HEK 293 hiicre hatlar1
iizerindeki sitotoksitite testi sonuglarina bakildiginda, molekiillerin MCF-7 kanser hiicre hatti {izerinde
daha ¢ok dliime neden oldugundan antikanser ajan olarak degerlendirilebilecekleri belirlenmistir. Yine
bu galigma ile saglikli hiicrelere karsi daha az hasara neden oldugundan dolayi biyolojik dokularda metal
sensOrlii  olarak kullanilabilecegi tespit edilmistir. Bir diger biyolojik uygulamada ise,
mikroorganizmalara (E. coli ve B. subtilis) uygulanan antibakteriyel test sonuglari, bu ¢aligmalarda
pozitif kontrol olarak kullanilan kloramfenikol antibiyotiginin sonuglari ile karsilastirilmistir. Yapilan
antibakteriyel caligmalardan P-1 molekiiliinii patojen 6zellik gosteren B. subtilis’e karsi agtigi zon
capmin pozitif kontrol olan kloramfenikol antibiyotiginden elde edilen zon capina benzer bir etki
sergiledigi Bayrakci ve arkadaslarinin yaptigi ¢alisma ile karsilastirildiginda benzerlik gostermistir [29].
Diger yapilarin da belli miktarda zon ¢ap1 a¢tig1 ama bunun pozitif kontrole gore daha az etkili oldugu
goriilmistiir. P-1, P-2 ve P-3 molekiillerin antibakteriyel aktiviteleri {izerinde iki temel etkili faktor,
karakteristik 6zellikleri ve testin yapildigi bakteri sinifi oldugu tespit edilmistir. Bu nedenle, sentezlenen
molekiillerin bakterilere kars1 bilesimi, biiyiikliigli ve yiizeydeki fonksiyonel gruplar1 bakteri zarina
zarar verebilir veya serbest radikallere neden olarak bakteriyel 6lime yol agabilir.
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Gram-pozitif ve gram-negatif olmak tizere iki bakteri tiirli vardir, gram-negatif bakteriler oldukga ince
ve az-katmanli hiicre duvarlarina sahipken gram-pozitif bakteriler birgok katmana ve kalin bir hiicre
duvarina sahiptir. Bakteriyel hiicrelerin niikleik asit acisindan zengin oldugu, fosfat gruplar1 olarak
negatif yiikler tasidig: dikkat gekmektedir. Bu negatif yiikli molekiiller, iki degerli katyonlar (yani Ca
2 yve Mg ?") ile kovalent olmayan bir sekilde ¢apraz kopriiler meydana getirir, sentezlenen molekiiller
yapilarinda bulunan fonksiyonel gruplar sayesinde olusturduklari komplikasyonlar ile ortamlardaki
bakteri hiicre duvarim stabilize etmeye yardimei olur [30]. Sentezlenen bilesiklerin Escherichia coli ve
Bacillus subtilis bakteri suslarina karsi yapilan antibakteriyel calisma hem Bacillus hem de
Escherichia’da inhibisyon bolgelerinin olustugunu gdstermektedir. Farmakolojik degerlendirildiginde
bu molekiiller, hem gram-pozitif hem de gram-negatif bakterileri etkileyebildiginden 6nemli ve
degerlidir. P-1 ve P-2 molekiillerinin P-3 molekiilinden daha fazla antibakteriyel etki gostermeleri,
molekiiler diizeyde incelenecek olursa bilesiklerin icerdikleri fonksiyonel yapilarin hiicre duvarim
stabilize etmesi, diren¢ gosteren lipopolisakkaridlerin farkli lipid kompozisyonlarina ya da dis
membranda bulunan proteinlerin bu guruplardan etkilenerek yer degistirmesine bagli olabilir.

Sentezi gerceklestirilen Schiff baz1 molekiilleri (P-1 ve P-2) etkili bir antikanser ila¢ olarak
kullanilmas1 diisiiniilirken, yapilarinin 6zelliginden dolay1r metal tutucu olmalar1 viicuda verilen
kimyasal ilaglardan kaynaklanan toksik metalleri tespit edebilecegini gostermistir. Metallerin varliginda
floresans sensor olarak algilanabilen bu molekiiller ayn1 zamanda antibakteriyel 6zellik tagimalarindan
dolay1 tedavi esnasinda bagisiklik zayifligindan yararlanmaya calisan bakterilere karsi direng
saglayabilecektir. Biitiin bu 6zellikler goz oniinde bulunduruldugunda sentezi yapilan Schiff bazlarinin
(P-1, P-2 ve P-3) hem antibakteriyel hem metal tutucu olmalarinin yaninda antikanser ajan olarak
tasarlanmalarinin basta ilag sektorii olmak iizere bir¢ok calismaya rehber olacagini géstermistir. Ancak
bu molekiillerin in vivo denemelerde nasil sonuglar verecegi, saglikli dokular {izerine nasil etki
yapacaginin arastiritlmasi olduk¢a 6nem tagimaktadir. Olusan etki mekanizmalarina yonelik farkli deney
protokollerinin tasarlanmasi ve arastirmalarin yapilmasina ihtiya¢ duyulmaktadir.

Yazarlarin Katkisi

Makale, yazarlarin birlikte katkilar ile ortaya ¢ikarilmistir.
Cikar Catismasi Beyani

Yazarlar arasinda herhangi bir ¢gikar ¢atismasi bulunmamaktadir.
Arastirma ve Yayin Etigi Beyam

Yapilan ¢alismada arastirma ve yayin etigine uyulmustur.
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