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ONSOZ

Uygulama alanlarinin genis olmasi sebebi ile farkli ligandlarla ge¢is metallerinin
olusturmus oldugu kompleks bilesiklerin yap1 ve ozelliklerinin incelenmesi son derece
onemlidir. Son zamanlarda Schiff baz1 ligandli gecis metal kompleksleri koordinasyon
bilesiklerinin incelenmesinde 6énemli bir yere sahip olmustur. Farmakolojik ve fizyolojik
ozelliklerinden dolay1 Schiff bazi ve kompleksleri dikkatleri tizerine ¢ekmistir. Genellikle
kullanilan uygulama alanlar1 hastalik tedavisi, biyokimyasal reaksiyon ve biyolojik
regiilator gibi alanlardir. Bu nedenle Schiff bazi ve kompleksleri biyolojik aktiviteye sahip
bilesiklerin sentezinde dnemli bir yere sahip olmaktadir. Bu tez ¢alismasinda, Schiff bazi
metal komplekslerinin in vitro ve in vivo olarak antitiimor 6zellikleri arastirilmistir.
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OZET

Schiff bazlar1 epoksidasyon reksiyonlarinda katalizor, iletken polimerlerin
eldesinde monomer, antifungal, antibakteriyel, antimikrobiyal ve bazi oksidatif radikal
tiirlerine karsi antioksidan olarak kullanilmaktadir. Son yilllarda, bircok Schiff bazlari
tiirevi sentezlenmeye devam edilmektedir. Bunlarin 6nemli bir kism1 organik sentezlerde
yeni bilesiklerin tasariminda ara basamak olarak kullanilmaktadir. Bu arastirmada,
hidroksiiire tiirevi Schiff bazi metal komplekslerinin insan kolon kanseri (HT 29)
tizerindeki etkisi in vitro ve ratlarda in vivo olarak arastirildi. In vitro denemelerde MTT
testi uygulandi. In vivo deneme 5 grup halinde yiiriitiildii. Gruplar sirasi ile Azoksimetan
(AOM) + Yag + Dimetil siilfoksit (DMSO), AOM + Cis-15, AOM + L-Cd, AOM + L-Cu
ve AOM + L-Zn’den olusturuldu. Kolon kanseri olusturmak i¢in AOM enjeksiyonu 3 defa
(haftada bir kez) subkutan 15 mg/kg CA dozunda enjekte edildi. Arastirma 28 hafta siirdii.
Deneme gruplarindaki tiim hayvanlarda % 100 oraninda kolon mukozasi epitelinde hafif
displazi tespit edildi. Siddetli displazi L-Cu grubu disindaki diger deneme gruplarinda;
adenokarsinom ise Cis-15 ve L-Cu hari¢ diger deneme gruplarinda gozlendi. Sonug olarak
in vitro ¢alismada Schiff baz1 metal kompleksleri etkili bir aktivite gostermistir, in vivo

caligmada ise bu kompleksler pek etkili olmamustir.

Anahtar kelimeler: Schiff bazi, kolon kanseri, HT 29, azoksimetan
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SUMMARY

The Investigation of Antitumuor Properties In vitro and In vivo of Hydroxyurea

Derivative Schiff Base Metal Complexes

Schiff bases are used as catalyst in epoxidation reactions, as a monomer in the
presence of conductive polymers, as antifungal, antibacterial, antimicrobial, and
antioxidant against some oxidative radical species. Recently, many Schiff bases continue
to be synthesized. A significant number of these are used as intermediate steps in the
design of new compounds in organic synthesis. In this study, the effect of the hydroxyurea
derivative Schiff base metal complexes on human colon cancer (HT 29) was investigated
in vitro and in vivo in rats. MTT test was applied to in in vitro experiments. For in vivo
study, rats were divided into 5 groups as follows: Azoxymethane(AOM)+Oil+di methyl
sulfoxide (DMSO), AOM+ Cis-15, AOM+ L-Cd, AOM+ L-Cu and AOM+ L-Zn. To
create colon cancer the AOM injection was injected subcutaneously at a dose of 15 mg / kg
3 times (once weekly). The study lasted 28 weeks. In all animals in the experimental
groups, mild dysplasia was detected in 100% of the colon mucosal epithelium. Severe
dysplasia was observed in other experimental groups except L-Cu group; adenocarcinoma
was observed in other experimental groups except Cis-15 and L-Cu. As a result, Schiff
base metal complexes showed an effective activity in in vitro study, whereas these

complexes were not effective in in vivo studies.

Key Words: Schiff base, colon cancer, HT 29, azoxymethane
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1. GIRIS

ABD'de 2014 yilinda yaklasik 136.830 kisiye kolorektal kanser teshisi konulmus ve
yaklasik 50.310 kisi bu hastaliktan 6lmistiir (URL-1, 2014). Hem kadin hem de erkeklerde
kolorektal kanser, en yaygin teshis edilen 3. kanserdir ve kanser 6liimlerinde de 3. sirada
yer almaktadir. Amerika Birlesik Devletleri'nde 2017 yilinda kolon kanseri iizerindeki yeni
vakalar 95.520 (sadece kolon kanseri) ve oliimler 50.260 (kombine kolon ve rektum
kanseri) tahmin edilmektedir. Kolorektal kanser tarama testlerine erisim ve kullanimin
arttirllmasiyla kolorektal kanserin erken teshisinde ve Onlenmesinin 6nemli ilerlemeleri
kaydedilmistir. Son on yildaki kolorektal kanser insidansi ve 6liim oranlarindaki biiyiik
diisiislerin artan kolonoskopi kullanimina baglandigi halde, tarama onerilirse 50 yas ve
tizeri kisilerin yalnizca % 59'u, 2010 yilinda mevcut yonergelere uygun olarak kolorektal
kanser testi yaptiklarini Amerikan Ulusal Saglik Goriisme Anketine gore belirlendi.
Kolorektal kanser insidanst ve mortalite oranlari, Afrikali Amerikali erkeklerde ve
kadinlarda en yiiksektir; Insidans oranlari yaklagik % 25’ten daha yiiksektir ve olim
oranlar1 beyazlardan yaklasik olarak% 50 daha fazladir (URL-1,2014 ).

Kolon kanseri bagirsaga lokalize edildiginde olduk¢a tedavi edilebilir ve ¢ogu kez
iyilestirilebilir bir hastaliktir. Cerrahi miidahale baslica tedavi seklidir ve hastalarin
yaklasik %50'sinde tedaviyle sonuglanmaktadir. Cerrahi miidahaleyi takiben hastaligin
tekrarlanmasi biiyiik bir sorun olup ¢ogunlukla 6liime neden olmaktadir (URL-1,2014 ).

Kolon kanseri iizerinde Schiff bazi metal kompleksleri antitimor aktiviteye
sahiptir. Schiff bazlari, aldehit ve keton bilesiklerinin primer aminlerle reaksiyonundan
elde edilen kondenzasyon iiriinleridir. Reaksiyon sonunda olusan C=N ¢ift bagina,
azometin bagi denir. Schiff bazlarinin biyolojik aktiviteleri in vitro olarak birgok ¢aligsmaya
konu olmustur. Ligandin yapisi ve konformasyonu ile koordinasyon bilesiklerindeki
merkez atomunun redoks potansiyellerinin bu tiir bilesiklerin biyolojik aktivitelerini
etkiledigi belirtilmektedir (Durackova vd., 1999). Bu gibi ¢alismalar daha aktif
komplekslerin sentezini veya dogal biyokoordinatif bilesiklerin davranisini anlamaya
yardimei1 olacaktir.

Schiff bazlar1 ve metal kompleksleri cesitli farmakolojik aktivitelerinden dolay1
kimya, biyoloji ve farmakoloji bilim dallarinda biiyiik ilgi gérmektedir (Liberta and West,
1992). Schiff bazlarinin ve metal komplekslerinin antimikrobiyal (Fioravanti vd., 1996),
antitimor (Yang vd., 2000), antiviral (Das vd., 1999), antineoplastik (Sur vd., 1990),



ozelliklere sahip oldugu belirtilmektedir. Ayrica, Schiff bazi bilesiklerinin ve Cu(Il)
komplekslerinin, lipit peroksidasyonunu engelleyerek antioksidatif aktivite gosterdigi de
bildirilmektedir (Pires dos Santos vd., 1998).

Schiff bazi tlirevlerinin DNA ve RNA sentezini inhibe edici etkilerinin oldugu ileri
stiriilmektedir (Cory vd.,1995). Bu etki onlarin riboniikleotit rediiktaz (RR) enzimini inhibe
etmelerinden kaynaklanmaktadir (Cory vd., 1985).Schiff bazlarmin bilim ¢evrelerinde
gordiigl ilgi ve pratik hayatimiz agisindan 6nemi giinden giine artmaktadir.Son yillarda
stv1 kristal teknolojisinde kullanilabilecek pek ¢ok Schiff bazi bulunmustur (Huili and
Chang, 1990). Ozellikle son on yilda N,O, dért disli Schiff bazlarmin metal selatlarina
olan ilgi bu komplekslerin degisik uygulama alanlarindan dolayr artmistir (Huili and
Chang, 1991). Bunun sebebi Schiff bazi metal selatlarinin molekiil yapilaridir. Bundan
baska elektron ¢ekici grup iceren ligandlarin metal komplekslerinin biyolojik
aktivitelerinin fazla oldugu, biitiin bakir komplekslerinin antibakteriyel aktivite gosterdigi,
Ozellikle hidroksi siibstitiie Schiff baz1 ve komplekslerinin daha fazla aktivite gosterdigi
bulunmustur (Gaber and Issa, 1989). Ayrica bazi Schiff bazi kompleksleri degisik
uygulama alanlar1 bulmaktadir. Ornegin; platin komplekslerinin antitiimér aktivite
gostermesi (Reddy and Lingappa, 1994), kobalt komplekslerinin oksijen ayrilmasi ve
tasinmasi reaksiyonlar1 igin, oksijen tasiyict model olarak kullanilmasi (Kuduk, 1994;
Chen vd., 1989; Isse vd., 1991), fenollerin (Felicio vd., 2001) ve olefinlerin (Eichhorn vd.,
1997) oksidasyonu gibi katalitik reaksiyonlarda kullanilmasi, Mn ve Ru komplekslerinin
suyun fotolizini katalizledigi (Salman vd., 1991), demir komplekslerinin katodik oksijen
indirgenmesinde katalizor olarak kullanildigi bilinmektedir (Gaber and Issa, 1989). Schiff
baz1 komplekslerinin geg¢is metal iyonlariyla yaptiklar1 komplekslerin bazi endiistriyel ve
biyokimyasal olaylarda gostermis olduklar: katalitik aktivite de oldukga ilgi uyandirmistir
( Xu vd., 1989; Wu vd., 2001).

Ug disli ligant olarak fonksiyon gosteren Schiff bazi metal komplekslerinin
bakir(Il), kobalt(I) ve nikel(I) komplekslerinin ‘Enlirch Ascitess Carsinoma’ virlisiine
kars1 anti kanser aktivitesinin oldukg¢a yiiksek oldugu gozlenmistir (Zishen vd., 1990). Bir
diger calismada salisil aldehit, 2-furaldehit ve fenilendiamin tiirevi Schiff bazinin platin
(1) kompleksleri sentezlenmistir.Sentezlenen serbest ligand ve bunlarin platin
komplekslerinin bazi bakteri tlirlerine karsi antimikrobiyal aktiviteleri incelenmistir ve
sonugta platin (IT) komplekslerinin serbest ligandlara goére mikroorganizmalara kars1 daha

yiiksek engelleyici aktivite gosterdigi belirtilmistir (Gaballa vd., 2007).
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Schiff bazindan tiiretilen p-hidroksifenilamin ve o-hidroksifenilamin ligandlart ve
bunlarin Fe(II), Co(II), Ni(II), Cu(Il) ve Zn(II), metalleriyle komplekslerinin bazi bakteri
ve mantar tiirlerine karsi antibakteriyel aktiviteleri incelenmistir. Sonugta metal
komplekslerin organik ligandlardan daha fazla sayidaki bakteri tiiriine kars1 antibakteriyel
etki gosterdigi belirtilmistir (Mohamed, 2006). Siilfonamid igeren Schiff bazinin
selenyum(IV) ve Te(IV) komplekslerinin farmakolojik calismalar sonunda biyolojik
aktiviteyi artirdigi belirlenmistir (Rudzinski vd., 1982).

Bazi Schiff bazi hidrazon tiirevlerinin, La(Ill) ve Eu(Ill) metal komplekslerinin
antitimor aktivite gosterdigi ve Lioio 16semi hiicresine karst La kompleksinin % 87.1 Eu
komplesinin % 78.5 oraninda antiproliferatif etki gosterdigi belirlenmistir (Yang vd.,

2000).

1.1. Calismanin Amaci

Schiff bazlar1 primer aminler ile karbonil bilesiklerinin reaksiyonundan elde
edilmektedir. Caligmamizin amaci hidroksiiire tiirevi Schiff baz1 metal komplekslerinin (L-
Cd, L-Zn, L-Cu) in vivo ve in vitro ortamda kolon kanser hiicresi tizerindeki antitimor
ozelliklerini incelemektir. Burada Schiff bazi metal kompleksleri, tiimoriin bulundugu yere

ilave edilerek antitimor aktivitesinin belirlenmesi amaglanmistir.

1.2. Schiff Bazlarinin Sentezi

[k imin hazirlanmasi1 Schiff tarafindan 19. yiizyilda rapor edilmistir. O zamandan
beri iminlerin sentezi i¢in ¢esitli yontemler bulunmustur (Zheng vd., 2009). Schiff
tarafindan bildirilen klasik sentez, azeotropik damitma altinda bir amin ile karbonil
bilesiginin kondensasyonunu igerir (Moffett and Rabjohn, 1963). Daha sonra molekiiler
elekler sistemde olusan suyu tamamen ortadan kaldirmak i¢in kullanilir (Taguchi and
Westheimer, 1971). Suyun ortadan kaldirilmasi i¢in 1990'larda in situ yoOntemi
gelistirilerek tetrametil ortosilikat veya trimetil ortoformat gibi susuz ortam c¢oziiciileri
kullanilmistir (Love and Ren, 1993; Look vd., 1995). Chakraborty ve ark. (2004) bu
yontemlerin etkisinin yiiksek diizeyde elektrofilik karbonil bilesikleri ve kuvvetli
niikleofilik aminler kullanimina bagli oldugunu gostermistir. Chakraborty ve ark.(2004)
son asama olarak suyun eliminasyonu, sistemin dehidrasyonu ve aminlerle niikleofilik
saldirtyr katalize etmek, aldehitlerin karbonil grubunu etkinlestirmek i¢in Lewis asitleri

veya Bronsted-Lowry maddelerinin alternatif kullanimlarini 6nermistir. Schiff bazlarinin
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sentezi i¢in kullanilan Bronsted-Lowry ya da Lewis asitleri ornekleri ZnCl,, TiCly,
MgSO4-PPTS, Ti(OR)4, aliimina, H,SOs; NaHCO; MgSO4, Mg(ClO4),;, H3CCOOH
Er(OTf)3, P,Os / Al,03, HCI igerir (Billman and Tai, 1958; White and Weingarten, 1967,
Branchaud,1983; Armstrong vd., 1997; Liu vd., 1999; Roman and Andrei, 2001; Samec
and Backvall, 2002; Baricordi vd., 2004; Chakraborti vd., 2004; Panneerselvam vd., 2005;
Dalpozzo vd., 2006; Naeimi vd., 2006; Kulkarni vd., 2009).

0; OH
1] H_ | . ': /
R—NH, . — —(-N-R| —= BRN=C ,
| \ H:O
Primer Amin Aldehit, Keton Karbimolamin Schiff Bazi

Sekil 1.1. Schiff baz1 olusumuna ait genel reaksiyon (Baran, 2009)

1.2.1. Schiff Bazlarinin Kullanim Alanlar:

Bu bilesiklerin ortak yapisal 6zelligi R ve R ' gruplarinin, alkil, aril, siklo alkil ya
da farkli olarak yerine gegebilen heterosiklik gruplar oldugu, genel formiili RHC=NR’
olan azometin grubudur (Cohen,1975). Schiff bazlarinin gida sanayi, boya sanayi, analitik
kimya, kataliz, mantar Oldiiriicli, tarim kimyasal ve biyolojik aktiviteler gibi genis
uygulamalar1 vardir (Genin vd., 2000; Gaur, 2003).Azometin grubu (Schiff baz) ihtiva
eden bilesikler; kolayca olusmasi, yiiksek stabilite, farmakolojik 6zellikleri ve ozellikle
antikanser aktivitesi nedeniyle c¢ok sayida kimyager ve biyokimyacilari etkileyen
bilesiklerdir (Chen vd., 2013; Ferlay vd., 2013; Chow vd., 2014). Schiff bazi iiriinleri
karbonil bilesikleri ile aminlerin yogunlasmasindan elde edilir (Da-Silva vd., 2011). Schiff
bazlar1 malzeme kimyasi1 (Brefuel vd., 2007), organik (Praveen vd., 2008), analitik
(Cimerman vd., 1997), inorganik (Nair vd., 2012) ve biyolojik (Li and Liu, 2011) gibi
bircok alanda genis bir uygulama yelpazesine sahiptir. Farkli gecis metalleri ile kararli bir

kompleks olusturma yeteneklerinden dolayr Schiff bazlar1 inorganik kimya i¢in organik



bilesiklerin ¢ok dnemli bir sinifidir. Bu bilesikler, ayn1 zamanda bir niikleofilik ekleme
reaksiyonu ile gesitli heterosiklik bilesiklerin olusumu i¢in ara maddeler olarak kullanilir
(Sriram vd., 2006). Cogu schiff bazlar1 kimyasal olarak kararsiz salisilaldehit/2-Hidroksi-
1-naftaldehit tarafindan sentezlenebilir ve totomerik i¢sel-dontisiimler i¢in, hidroliz ya da
iyonize tlirlerin meydana gelmesi gibi cesitli denge egilimi géstermistir (Nazira vd., 2000.;
Bilgel vd., 2009). Bundan dolayi, Schiff bazlarmin bagarili bir uygulama olmasi igin

onlarin 6zellikleri ile dikkatli bir calisma gerekir.

1.2.2. Schiff Bazlarimin Ozellikleri

Azometin bilesiginin kararliligini artirmak i¢in azometin grubunda bulunan azot
atomuna elektron salici bir aril veya alkil grubu baglanmasi gerekmektedir. Aril ya da alkil
siibstitlientini tasiyan Schiff bazlarma goére hidrolize karst ¢ok daha dayanikli olan
oksimlerin azot atomunda —OH tasimasindan, semikarbazonlar ve fenilhidrazonun ise -NH
tasimasindan kaynaklanmaktadir. Ayrica pH seviyesinin diisiik oldugu durumlarda
kendisini olusturan karbonil ve amin bilesiklerine ayrilir (Pratt and Kamlet, 1961).

Hizli bir sekilde gergeklesen reaksiyon ¢ift yonlii olmakla birlikte denge genel
olarak hissedilmektedir. Reaksiyonun tek yonlii olmasi ise azot atomunda en az bir tane
eslesmemis elektron igeren elektronegatif atom bulunduran aminlerin (hidroksilamin,
semikarbazit, hidrazin vb.) bulundugu durumda olusmaktadir. Sonug olarak yiiksek bir
verimle izole edilebilmesi reaksiyon iriinliniin kolay hidrolize olmamasindan
kaynaklanmaktadir (Pratt and Kamlet, 1961).

Schiff bazlarinin daha ¢ok susuz ortamlar da elde edilmesinin sebebi ise hidrolize
yatkin olmalarindan kaynaklanmakla birlikte azeotrop olusturan bir ¢dziicli yardimi ile
reaksiyon sonucunda ortaya ¢ikan su ortamdan uzaklastirilmaktadir. Chearetti ve ark.
(2004) tarafindan Schiff bazlarinda bulunmakta olan molekiil i¢i hidrojen baglar ile ilgili
olarak, polar ¢oziiciilerin molekiil i¢i hidrojen bagi olusturmalar1 ve molekiil i¢i hidrojen
bagi agilmalarimin miimkiin oldugunu agiklamistir (Sekil 1.2.). Naftalin ve fenantrolin
tirevleri burada esas olarak orneklendirilmistir. Bu molekiillerin 6zellikle ¢oziicli ve
sicaklik degisimlerinde  NH/OH tautomerik dengesinin 6nemli oranda etkilendigi
belirtilmistir (Patai, 1970).



Sekil 1.2. Baz1 Schiff bazlarinda goriilen molekiil i¢i hidrojen baglar1 (Patai, 1970).

1.2.3. Schiff Bazlarimin Biyolojik Aktiviteleri

Schiff bazlar c¢esitli uygulamalar1 ile biyolojik sistemlerde Onemli bir rol
oynamaktadir. Schiff bazlar antikanser (Desai vd., 2001; Przybylski vd., 2008; Sinha vd.,
2008), antibakteriyel (Karthikeyan vd., 2006; Przybylski vd., 2009; Al-Kahraman vd.,
2010; Amin vd., 2010; Ronad vd., 2010; Vukovic vd., 2010; Abdel Aziz vd., 2012),
antifungal (Al-Kahraman vd., 2010; Panneerselvam vd., 2005; Saravanan vd., 2010;
Vukovic vd., 2010), antiviral (Jarrahpour vd., 2007) ve diger biyolojik performanslara
ilave olarak antiparazitik ajanlar (Al-Kahraman vd., 2010) olarak hareket ederler (Vicini
vd., 2003; Odabasoglu vd., 2007).

Schiff bazlar1 antiviral, antifungal, antiparazit, antibakteriyel, anti-inflamatuar,
antitimar, anti-HIV ve antikanser gibi biyolojik faaliyetlerin genis spektrumuna ek olarak
(Shelley vd.,2000; Toyota vd., 2001) tibbi, biyolojik ve kataliz uygulamalar1 gibi farkl
uygulamalar alanlarinda ¢ok sayida kullanilmaktadir (Mohamed vd., 2009; Liu vd.,2009).
Ayrica, Schiff bazi bilesikleri biyolojik sistemlere yapisal benzerliginden dolay1 enzimatik
islemlerden enzimatik reaksiyonlar veya inhibitérler Onemli bir ara {irlin olarak
kullanilabilir  (Chattopadhyay vd., 2009).Genel olarak, gecis metallerinin canli
organizmada 6nemli bir role sahip oldugu bilinmektedir. Ayrica Schiff-baz ligandlar ile
kompleksleri serbest ligandlarla karsilastirildiginda yiiksek antikanser etkinlige sahip
oldugu rapor edilmistir (Robertazzi vd., 2007). Ozellikle, Schiff baz ligandlarinin dért disli
komplekslerinin (N2O;) gecis metalleri ile (6rnegin, manganez, bakir ve nikel gibi) anti-
bakteriyel, anti-mantar ve sitotoksisite etkinlige sahip oldugu bulunmustur (Bales vd.,
2002; Nath and Saini, 2011; Serbest vd., 2009). Ge¢is metali komplekslerinin niikleik asit

ile etkilesebildigi (araya ilave olarak, oluk baglayict veya elektrostatik cekim) rapor



edilmistir (Barve vd., 2006; Da Silveira vd., 2008). Bakir kompleks bilesiklerinin en ¢ok
metalik tiirlerinden biri oldugu bakir bilesiklerinin, kanser hiicresi zarinin segici

gecirgenliginden dolayr genis antikanser aktiviteye sahip oldugu kanitlanmistir (Metcalfe
and Thomas, 2003; Jiao vd., 2005).

1.2.3.1. Anti-Malaryal Aktivite

Sitma hala ciddi bir halk sagligi sorunlarina neden olan ihmal edilmis bir
hastaliktir. Sitma su anda Afrika, Latin Amerika, Asya, Okyanusya ve genelinde 100'den
fazla iilkede bulunur. Insanda sitmaya 6zellikle Plasmodium’un dért tiirii sebep olur (P.
falciparum, P. vivax, P. ovale ve P. malariae). Arastirmaya gore bu hastalig1 tedavi etmek
veya Onlemek igin yeni ilaglar, asilar ve bocek ilaglar1 agik bir sekilde 6nceliklidir. Schiff
bazlarinin anti-sitma maddelerinin tasarimi i¢in ilgi ¢ekici parcalari oldugu gosterilmistir

(Rathelot vd., 1995).

1.2.3.2. Antibakteriyel Aktivite

Bulasic1 hastaliklara bagli 6liim oranindaki artig, antibiyotiklere coklu direng
gosteren bakterilerle dogrudan iligkilidir. Tedavilerin etkili olmamasi bu sorunun ana
nedenidir (Baquero, 1997; Alekshun and Levy, 2007).Yeni antibakteriyel maddelerin
gelistirilmesi ve daha etkili mekanizmalar i¢in kesinlikle acil tedaviye ihtiyag¢ vardir (Rice,
2006). Schiff bazlar1 gelecek vadeden antibakteriyel ajanlar olarak isaret edilmistir. 5-
kloro-salisilaldehit ve primer aminlerin yogunlagsmasindan tiiretilen Schiff bazlarinin bir
dizi sentezi ve antimikrobiyal aktivite gosterdikleri son zamanlarda rapor edilmistir (Shi
vd., 2007). Schiff baz tiirevlerinden 5-kloro-salisilaldehit degerlendirilen bakteri tiirlerinin
en az birine karst en aktif oldugu gozlenmistir.izatin tiirevi Schiff bazlarmin da

antibakteriyel aktiviteye sahip oldugu rapor edilmistir (Pandeya vd., 1999).

1.2.3.3. Antifungal Aktivite

Mantar enfeksiyonlar1 genellikle ylizeysel degildir; aslinda sistemik mantar
enfeksiyonlarmin hayati tehdit eden énemli artis1 rapor edilmistir (Sundriyal vd., 2006).
Bunun temel nedenti, ilerleyen yas, 6nemli cerrahi, immiinsiipresif tedavi olanlar da dahil
olmak iizere risk altindaki hasta sayis1 edinilmis bagisiklik yetersizligi sendromu (AIDS),
kanser tedavisi, kat1 organ ve hematopoetik kok hiicre naklidir (Nucci and Marr, 2005).

Antifungal ajanlarin daha etkili oldugu arastirmalarda ve gelismelerde bazi schiff
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bazlarinin umut verici antifungal maddeler oldugu bilinmektedir. Antibakteriyel aktivite
icin oldugu gibi, dogal lirtin Schiff bazlari tiirevi, yeni mantar 6ldiiriicii maddelerin

tasarimi i¢in limit vericidir.

1.2.3.4. Antiviral Aktivite

Asilarin kullanimi ¢igek hastaligl, ¢cocuk felci ve kizamikgik gibi viral patojenlerin
ortadan kaldirilmasimma neden olabilir. Ancak viriise bagli ve hepatit C insan immiin
yetmezlik hastaliklar1 ag1 gelisimine engel olmustur (De Clercq, 2002).Viral hastaliklar
bagisiklik yetersizligi olan hastalarda hayati tehdit eder ve hizli bir tedavi bu sorunun
iistesinden gelmek icin gereklidir. Viral enfeksiyonlar i¢in bir¢cok tedavi segenekleri
olmasina ragmen, su anda mevcut antiviral maddelerin mutasyon oram yiiksek viriislerden
dolayr heniiz tam olarak etkin olmadiklar1 diisiiniilmektedir. Son zamanlarda Sriram ve
arkadaglar1 (Sriram vd., 2006) abakavir tiirevi Schiff bazlarinin sentezini ve antiviral
aktivitesini rapor etmislerdir. Bu bilesikler abakavir 6n ilaglarinin yeni serileridir. Abakavir
ters transkriptaz aktivitesini inhibe edebilen bir niikleozid analogudur. insan bagisiklik
eksikligi virtisii (HIV) ve AIDS tedavisinde kullanilir ve Ziagen (GlaxoSmithKline) ticari

ismi altinda temin edilebilir.

1.2.3.5. Antikanser Aktivite

Kanser &liime yol agan bir hastaliktir. insan viicudunda 200'den fazla kanser tiirleri
rapor edilmistir. Kumarin ve pirazol aldehidten elde edilen Schiff bazlari, ilimli bir
antikanser aktivite gOstermis ve kanser hiicresine karsi test edilmistir (Ali vd., 2013).
Ayrica, bir baska calismada mono ve bis schiff bazlarinin bes kanser hiicresine karsi

etkileri rapor edilmistir (Sondhi vd., 2012).

1.2.3.6. Antioksidan Aktivite

Yaslanma insan yiiziinde belirgin bir olgudur. Insan viicudunda reaktif oksijen
tiirlerinin (ROS) iiretimi zamanla artar ve kardiyovaskiiler hastaliklar dahil olmak iizere bir
cok fizyolojik bozukluklara yol acar. Schiff bazlar1 ve bunlarin metal kompleksleri ROS
tiretiminde 6nemli bir rol oynar ve bu nedenle antioksidan 6zellikleri gosterebilir (Li vd.,
2013). Son zamanlarda kalay metal kompleksleri ve sinamaldehit (Sharma vd., 2013)
metoksil tiirevi dogal fenilpropen schiff bazlarinin antioksidan aktiviteleri i¢in rapor

edilmistir (Ramirez-Jimenez vd., 2013).



1.2.3.7. Anti-inflamatuar Aktivite

Non-steroid anti-inflamatuar ilaglar (NSAID'ler) agn tedavisi i¢in kullanilir ve
bircok fizyolojik etkinlikleri iceren prostaglandin (PG) iiretimini inhibe ederek onlarin
islevlerini yapmaktadir (Smith vd., 1998; Warner vd.,1999). Bazen, bu NSAID'ler
prostaglandin biyosentezine katilan enzimin hedefi degildir; bu nedenle, 6zellikle izozimin
daha hedefli saldiris1 i¢in yeni etkili molekiiller gereklidir. Bu nedenle, Schiff bazlarindan
tiretilmis 2-(2,6-dikloroanilin) (Bhandari vd., 2008) ve 4-amino-1,5-dimetil-2-fenil-
pirazol-3-on’un miikemmel anti-inflamatuar aktivite gosterdikleri rapor edilmistir (Alam
vd., 2012). Ayrica, aldoz grubu ihtiva eden Schiff bazlarinin geg¢is metali komplekslerinin
anti-inflamatuar aktiviteleri rapor edilmistir (Igbal vd., 2013).

Son yillarda, Schiff bazlari ve bunlarin metal kompleksleri onemli derecede
biyolojik ve farmakolojik uygulamalara bagli olarak artmaktadir (Rao vd., 2007). Schiff
bazlar1 biyolojik aktivitelerinden baska sensér (Fu vd.,2011; Kimmel vd.,2012)
elektrodlari, enerji depolama aygitlari, glines pilleri (Tian vd., 2011) ve ¢evresel sensor
gibi birgok uygulama i¢in kullanilir (Habibi vd., 2012). Schiff bazlari, farkli heterosiklik
gruplar ihtiva eder ve schiff bazlari organik kimyada onemli bilesik sinifidir. Buna ek
olarak Schiff bazi agir metal algilama ve g¢evre kirleticinin yok edilmesi i¢in kullanilabilir.
Schiff bazlari iyi spektrofotometrik ve florometrik ajanlardir (Billman and Tai,1958).
Schiff bazi ligandlar1 hassasiyet ve seciciligi artirmak i¢in optik ve elektrokimyasal sensor
ve benzer sekilde pek ¢ok kromatografik yontemler kullanilir (Lawrence and Frei, 1976;
Valcarcel, 1994; Spichiger-Kelle, 1998). Schiff bazi ligandlarinin azometin bagi
olusturdugu primer aminlerin ve karbonil bilesimlerinin yogusma reaksiyonlari kolay
sentezlenebilir ve schiff bazi ligandlarimin spektroskopik o6zelliklerinin varyasyonu
kullanilarak ya da karmasik olusum reaksiyonlari (aminler, karbonil bilesikleri ve metal

iyonlarinin tayini) olarak kullanilabilir.



2. MATERYAL ve METOT

Bu calismada, Schiff bazlari metal kompleksleri Firat Universitesi Fen Fakiiltesi
Kimya Béliimiinde sentezlenmistir, Hayvan denemesi FUDAM merkezinde ve in vitro
denemeleri Indnii  Universitesi Tip Fakiiltesi Fizyoloji boliimii hiicre  kiiltiir

laboratuvarlarinda gergeklestirilmistir.

2.1. Kullamlan Kimyasal Bilesikler

Calismalarda kullanilacak hidroksiiire tiirevi Schiff bazlar1 metal kompleksleri daha
once sentezlenmis ve karakterize edilmistir (Kelestimur, 2010).Maddelerin yapisi

asagidaki gibidir.

_ 5 v
AN 5
CH=N—C—N
w N,
N M/
.nH.,O
N 2
A /\o
‘/ CH:N—C—N/
|l H
O
M: Cd Cu
n; 2 3

Sekil. 2.1. Cd ve Cu kompleksinin yapist (Kelestimur, 2010).
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Sekil. 2.2. Zn kompleksinin yapisi (Kelestimur, 2010).
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2.2. InVitro Cahsmalar

2.2.1. Kimyasallar ve Ajanlar

Fetal calf serum (FCS) ve pensilin-streptomisin Biological Industries’den
(Israil),NaCl, NaOH, dimetilsiilfoksit (DMSO) ve HCI Merck’ten (Dormstadt, Almanya)
satin alindi. Kullanilan diger kimyasallar ve medyumlar, Sigma—Aldrich’ten (St. Louis,
MO, USA) saglandi. Deneylerin tiim sathalarinda bi-distile su kullanildi. Test edilecek
kompleksler DMSO’da ¢oziilerek son derisimleri 5, 10 ve 20 uM olacak sekilde hiicre

ortamina ilave edildi.
2.2.2. Hiicre Kiiltiirleri

HT 29 hiicreleri Orta Dogu Teknik Universitesi Biyoloji Boliimiinden (Ankara)
temin edildi. Calisma, Inonii Universitesi Tip Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim Dali Molekiiler
Aragtirmalar Laboratuvarinda yapildi. Biitiin hiicreler 25 cm? kiiltiir flasklarinda, RPMI-
1640 medyum (igerisine %10 FCS, 100U/ml penisilin ve 0.1mg/ml streptomisin ilave
edilerek hazirlanan) ile beslendiler. Karbondioksitli (%5 CO;) inkiibatorde, 37 °C’de ve
nemli ortamda tutulan hiicrelerin medyumlar1 haftada iki defa degistirildi. Hiicreler
konfluent oldugunda, tripsin-EDTA soliisyonu kullanilarak flasklardan sokiildii ve 96
kuyucuklu plaklara aktarilarak 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-difeniltetrazoliumbromid (MTT)

analizlerinde kullanildu.
2.2.3. Test Ajanlari ile Muamele

Test edilecek komplekslerin 5, 10 ve 20 uM’lik dozlar1 ve ayn1 miktarlarda ¢6ziicii
(DMSO) hiicrelerin i¢inde bulundugu kuyucuklara ilave edildi ve karbondioksit
inkiibatoriinde (NuaireCo, Playmouth, MN, ABD) 24 saat siireyle 37°C de inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyonlar sonrasinda hiicrelerin canlilik orani hemositometrede % 0.4
tryphanblue kullanilarak belirlendi. Canlilik orant %90’in altinda oldugu durumlarda

deneylere baglanmadi.
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2.2.4. MTT Assay

Sitotoksik etkiler, sitotoksisitenin degerlendirilmesinde yaygin olarak kullanilan
enzimatik test yontemlerinden biri olan MTT ydntemi ile belirlendi. Bu yontem, MTT
boyasinin tetrazolium halkasini parcgalayabilmesi ilkesine dayanmaktadir. Bu yontemde,
MTT canhi hiicrelere aktif olarak absorbe olur ve reaksiyon mitokondriyal siiksinat
dehidrogenaz tarafindan katalize edilerek mavi-mor renkli, suda ¢6ziinmeyen formazana
indirgenir. Formazan olusumu, yalnizca aktif mitokondrinin bulundugu canli hiicrelerde
goriilmektedir. Bu da hiicre canliliginin  bir belirteci olarak kabul edilir ve
spektrofotometrik olarak belirlenen deger, yasayan hiicre sayisi ile iliskilendirilir. Steril
PBS igerisinde hazirlanan stok MTT soliisyonundan, 0,5 mg/mL MTT c¢alisma soliisyonu
hazirlandi ve 96 kuyucuklu plaklara ilave edildi. inkiibatorde 37°C de 3 saat bekletildikten
sonra plakalardaki hiicrelerin optik dansiteleri, ELISA cihazinda (Synergy HT ABD)
550nm dalga boyunda okutuldu. Kontrol kuyucuklari okutularak, elde edilen absorbans
degerlerinin ortalamasi alindi ve bu deger %100 canli hiicre olarak kabul edildi. Coziicii ve
ajan uygulanan kuyucuklardan elde edilen absorbans degerleri, kontrol absorbans degerine
oranland1 ve yiizde canlilik olarak kabul edildi. MTT denemeleri farkli giinlerde on kez
tekrar edildi.

2.3. In Vivo Calismalar

Calisma Firat Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu (FUHADEK) onay:
alindiktan sonra (Tarih:05.11.2014, Toplantt Sayis1:2014/22, Karar No:204)standart
deneysel hayvan calismalar etik kurallarina uygun olarak yiiriitiildii. Deneylerde kullanilan
Wistar albino cinsi ratlar, Firat Universitesi Deneysel Arastirmalar Merkezinden
(FUDAM) temin edildi. Ratlar, 22 +2°C sicaklikta, %55 +5 nisbi nem bulunan
havalandirma sistemine sahip bir ortamda 06zel olarak hazirlanmis ve her giin altlar

temizlenen kafeslerde beslendi.

Deneysel caligmalarda ortalama agirliklar1 200-250 gr olan, 2 aylik yasta toplam 35
adet Wistar albino cinsi erkek rat kullanildi. Bu amagla, ratlar her grupta 7 hayvan
bulunacak sekilde bes gruba ayrildi. (i) Azoksimetan + (Yag + DMSO) grubu (AOM +
(Yag + DMSO)): Azoksimetan (AOM) enjeksiyonu yapilan ve 25 mg/kg CA dozunda
Yag+DMSO verilen grup;(ii) Azoksimetan + Cis-15 grubu (AOM + CiS15): Azoksimetan
(AOM) enjeksiyonu yapilan ve 15 mg/kg CA dozunda cis-15 verilen grup; (iii)
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Azoksimetan + L-Cd grubu (AOM+ L-Cd): Azoksimetan (AOM) enjeksiyonu yapilan ve
25 mg/kg CA dozunda L-Cd verilen grup; iv) Azoksimetan + L-Cu grubu (AOM + L-Cu):
Azoksimetan (AOM) enjeksiyonu yapilan ve 25 mg/kg CA dozunda L-Cu verilen
grup;(v)Azoksimetan+ L-Zn grubu (AOM+ L-Zn): Azoksimetan (AOM) enjeksiyonu
yapilan ve 25 mg/kg CA dozunda L-Zn verilen gruptur. Tiim test maddeleri DMSO’da
¢oziildiikten sonra misir 6zii yaginda seyreltildi ve son derisim 1 mL’de 25 mg/kg olacak
sekilde deri alt1 enjeksiyonlar yapildi. Kontrol grubuna ise ayni oranda DMSO igeren yagl

karisimdan yine 1 mL deri alt1 enjekte edildi. Arastirma 28 hafta siirdii.

Azoksimetan (AOM) enjeksiyonu 3 defa (haftada bir kez) subkutan (derialti)
yapildi. AOM, ratlara 15 mg/kg canli agirhigt (CA) dozunda enjekte edildi.
(Thirupurasundari vd.,2009). Daha sonra hayvanlarda timor olusumu igin 5 ay beklenildi
ve timor olusumu takip edildi. Bu amacla her gruptan 2 hayvan kesilerek makroskobik ve
mikroskobik olarak incelendi ve tiimor olusumu goézlendi. Bunu takiben cisplatin (15
mg/kg CA) ve Schiff baz1 metal komplekslerinin(L-Cd, L-Zn,L-Cu) tedavici edici etkisini
belirlemek i¢in kompleksler 25 mg/kg CA dozunda 2 ay boyunca 0., 3., 6., 9... giinlerde

hayvanlara deri alt1 olarak verildi.

Calisgma siiresi iginde Olen hayvanlarin patolojik incelemeleri yapilarak
kaydedilmistir. Arastirma sonunda hayvanlar anestezi altinda dekapite edilerek kolorektal
dokular alind1 ve dokulardan kesitler ve bloklar hazirlanip, tiimoriin insidansi, hacmi ve
yaytlimi  histopatolojik olarak incelendi. Makroskobik tiimorler alnip % 4’likk

paraformaldehit soliisyonunda fikse edilerek 151k mikroskobunda incelendi.

2.3.1. Histopatolojik Inceleme

Otenaziyi takiben karmn boslugu acilan siganlarda, rektum smirindan baslayarak 10
cm'lik kolon béliimiinden 2’ ser cm uzunlugunda alinan doku drnekleri, 48 saat % 10’luk
tamponlu noétral formalin soliisyonunda tespit edildi. Bilinen klasik doku takip
islemlerinden gegirilerek parafin bloklar hazirlandi. Bloklardan 5 um kalinliginda ve 300
um'lik araliklarla aliman seri kesitler Hematoxylin Eosin (HE) ile boyanarak 151k

mikroskobunda incelendi.
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2.4, lstatistiksel Analizler

Gruplarin  normal dagilima uygunlugu Kolmogorov Smirnov testi ile
degerlendirildi. Gruplarin karsilastirilmasinda tek yonlii varyans analizi yapildi.
Varyanslarin homojenligi, Levene testi ile analiz edildi. Tek yonlii varyans analizi sonrasi
varyanslarin homojen olmadigi gozlendi ve ¢oklu karsilastirmalar i¢in Tamhane T2 testi
kullanildi. Istatistiksel olarak P < 0.05 anlamli kabul edildi. Veriler ortalama + standart
hata olarak ifade edildi. Deneysel ¢alismalar sonunda elde edilen veriler, antitiimor 6zellik
icin One- way Anova analizi, Tukey testi yapildi. Bu calismadaki biitiin istatistiksel
analizler SPSS/PC paket programi kullanilarak yapildi.
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3. BULGULAR

In vitro bulgular, Cd hiicre canliligi diizeyleri Sekil 3.1.1.1°de, Zn hiicre canlilig1
diizeyleri Sekil 3.1.2.1°de, Cu hiicre canlilig1 diizeyleri Sekil 3.1.3.1°de ve cisplatin hiicre
canlilig1 diizeyleri Sekil 3.1.4.1°de gosterilmistir. Ayrica, Tablo 3.1.4.1° de Schiff baz1 Cd,
Zn, Cu kompleksleri ve cisplatin hiicre canlilig1 ortalama degerleri gosterilmistir. In vivo
bulgular makroskobik Sekil 3.2.1 ve histopatolojik Sekil 3.2.2.1-9 ve Tablo 3.2.2 olarak iki
ayr sekilde gosterilmistir.

3.1. InVitro Bulgular
3.1.1. Cd Hiicre Canlihig: Diizeyleri

Bu c¢alisgmada insan kolon kanseri hiicresindeki Schiff bazinin Cd kompleksinin
hiicre canliligr diizeyleri Sekil 3.1.1.1°de gosterilmistir. Sekil 3.1. ’de yer alan diizeylere
bakildiginda gruplar arasinda anlamli bir farklilik oldugu goriilmektedir (P < 0.0001). Cd
diizeyleri kontrol grubu ile karsilastirildiginda, 5 uM, 10 uM ve 20 uM doz uygulanmis
gruplarda anlamli bir diistis gozlemlenmistir (P < 0.05). Bu diisiis oran1 kontrol grubu ile 5
uM grubu arasinda %92 iken, kontrol grubu ile 10 uM ile 20 uM arasinda % 94
oranindadir (P < 0.0001). Bu bulgular dogrultusunda Cd‘un insanlardaki kolon kanser

hiicreleri tizerinde etkisinin oldugu sdylenebilir.

Cd
1007 A

80+

60

404

Hucre Canliigi, %

204

oll 1 M oo memm

Kontrol 5uM 10 uM 20 uyM

Sekil 3.1. Kolon kanser hiicresi Cd hiicre canlilig1 diizeyleri (a-C Ayni satirda farkli harfi tagiyan gruplar arasi

fark istatistiksel olarak anlamlidir (P < 0.0001)).
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3.1.2. Zn Hiicre Canhihg Diizeyleri

Cinkonun hiicre canlilig1 diizeyleri Sekil 3.2.’de gosterilmistir. Zn diizeyleri kontrol
grubu ile karsilastirildiginda 5 uM olan grupta anlaml bir diisiis gézlemlenmistir (P <
0.05). Kontrol grubu,10 uM ve 20 uM olan gruplarla karsilastirildiginda ise diisiis oranlari
sirasiyla %91 ve %93 olmakla birlikte sekilde de goriilmektedir. Sekil 3.1.2.1’de yer alan
diizeylere bakildiginda gruplar arasinda anlamli bir farklilik oldugu goriilmektedir (P <

C

T s

0.0001).
Zn
1004 a
c\: 80+ b
)g') pre
= 60+
c
S
2 4'0-l
o
=)
I 20+
C
0 T T
Kontrol 5uM 10 uM

Sekil 3.2. Kolon kanser hiicresi Zn hiicre canlihig diizeyleri (a-c Aym satirda farkli harfi tagiyan gruplar arasi

20 uM

fark istatistiksel olarak anlamlidir (P < 0.0001)).

3.1.3. Cu Hiicre Canhih@ Diizeyleri

Schiff bazi komplekslerinden biri olan bakirin kolon kanser hiicresindeki hiicre
canlilig: diizeyleri Sekil 3.3.’de gosterilmistir. Kontrol grubu 5 puM, 10 uM ve 20 uM olan

gruplarla karsilastirildiginda kolon kanser hiicresi canlilik oraninin %93 oraninda diistiigi

goriilmektedir (P < 0.0001).
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Sekil 3.3. Kolon kanser hiicresi Cu hiicre canlilig1 diizeyleri. (a-b Ayni satirda farkli harfi tasiyan gruplar

arasi fark istatistiksel olarak anlamlidir (P < 0.0001)).

3.1.4. Cisplatin Hiicre Canhhg Diizeyleri

Kolon kanser hiicresindeki cisplatinin hiicre canlilign diizeyleri Sekil 3.4.’de
gosterilmistir. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda 5 uM doz verilen grupta %17 diiss,
10 uM doz verilen grup ile karsilastirildiginda %84 oraninda diisiis, 20 uM doz verilen
grup ile karsilastirildiginda ise %90 oraninda bir diisiis oldugu gozlemlenmistir (P <
0.0001). Bu bulgular dogrultusunda Cisplatin ‘in insanlardaki kolon kanser hiicreleri

tizerinde etkisinin oldugu sdylenebilir.
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Sekil 3.4. Kolon kanser hiicresi cisplatin hiicre canliligi diizeyleri (a-d Ayni satirda farkl: harfi tagiyan

gruplar arasi fark istatistiksel olarak anlamhidir (P < 0.0001)).

Tablo 3.1. Schiff baz1 Cd, Zn, Cu kompleksleri ve cisplatin hiicre canlilig1 diizeyleri

Gruplar
Hiicre . .
Canhihi@ P degeri
Kontrol 5uM 10 utM 20 M
cd 03.1440.78%  7.60+0.36°  6.05+0.26™ 5.65+0.36° 0.0001
7n 03.14+0.78% 66.74+1.44°  8.31+0.36° 6.37+0.30° 0.0001
cu 03.14+0.78% 6.69+0.36°  6.08+0.19° 5.72+0.26° 0.0001

Cisplatin 03.14+0.78 76.88+1.64° 14.44+0.93°  9.65:0.33°  0.0001

a-d Ayni satirda farkli harfi tagiyan gruplar arasi fark istatistiksel olarak anlamlidir. P<0.05
Veriler ortalama ve standart hata olarak sunulmustur.
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3.2. In Vivo Bulgular
3.2.1. Makroskobik Bulgular

Deney siiresinin bitiminde siganlar, ketamin-xylazine (50mg/kg-15mg/kg) anestezi
ile oldiriildii. Daha sonra abdominal kavite agilarak kolon mukozasinda kitle olusumu
incelendi. Pozitif kontrol (Yag + DMSO) grubunda 2 hayvanda, deneme gruplarinda ise
LCd ve LZn gruplarinda sirastyla 1 ve 2 hayvanda makroskobik olarak kolon mukozasinda
kitleye rastlandi. LCu ve Cisplatin tedavi gruplarinda kolon mukozasinda herhangi bir kitle
olusumu gozlenmedi. Cikarilan kalin bagirsak makroskobik olarak incelendiginde,

lezyonlarin proksimal veya distal kolona yerlestikleri ve daha ¢ok polip tarzinda olduklari

gozlendi (Sekil 3.6).

Sekil 3.5. Kolon mukozasinin makroskobik goriiniimii.
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Sekil 3.6. Distal kolon mukozasindaki kitlenin makroskobik goriiniimil.

3.2.2. Histopatolojik Bulgular

Yapilan histopatolojik incelemede lezyonlar, hafif displazi, siddetli displazi ve
adenokarsinom olmak iizere ii¢ gruba ayrildi ve Tablo 3.2'de O6zetlendi. Mikroskobik
olarak; kontrol grubu siganlarda herhangi bir lezyon gozlenmedi (Sekil 3.7.). Deneme
gruplarindaki tiim hayvanlarda % 100 oraninda kolon mukozasi epitelinde hafif displazi
tespit edildi (Sekil 3.8). Siddetli displazi LCu grubu disindaki diger deneme gruplarinda
(Sekil 3.9; Sekil 3.10.); adenokarsinom ise Cis-15 ve LCu hari¢ diger deneme gruplarinda
gozlendi (Sekil 3.11.). Deneme gruplarinda saptanan adenokarsinomlar, invazyon
durumuna gére noninvaziv ve invaziv Karsinom olarak degerlendirildi. Sadece
Yag+DMSO grubunda 3 hayvanda invaziv tipte adenokarsinom tespit edildi (Sekil 3.12;
Sekil 3.13). Bu gruptaki adenokarsinomlardan birinde tasli yiiziik formu dikkati ¢ekti
(Sekil 3.14).
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Lezyonlar histopatolojik olarak degerlendirildiginde, displastik lezyonlarda bez
epiteli ¢ekirdeklerinde biiylime ve hiperkromazi oldugu gozlendi. Hiicreler artmis ve sigara
seklindeydi. Ayrica cekirdek sitoplazma oranlarinin arttigi tespit edildi. Bezlerde de
yapisal diizensizlik ve sekilsizlik mevcuttu. Karsinomlarda ise neoplastik hiicrelerde
pleomorfizim ve hiicre cekirdeklerinde siddetli hiperkromazi ve karyomegali gézlendi
(Sekil 3.15). Cekirdek sitoplazma orani birbirine yakindi. Mitotik hiicreler ¢cok sayida ve

atipik o6zellik gostermekte idi.

Tablo 3.2. Deneme gruplarinda makroskobik ve mikroskobik lezyonlarin dagilimi

Makroskobik Olusum Hafif Siddetli Kotii Toplam
kitle yeri displazi  displazi huylu lezyon
Gruplar n sayis1 titmoral
P O D* lezyon
Yag+DMSO 5 2 1 -1 9 2 4 15
Cis-15 5 - - - - 4 1 - 5
L-Cd 5 1 - -1 12 2 2 16
L-Cu 5 - - - - 8 - - 8
L-Zn 5 2 1 -1 9 1 3 13

P O D* : Proksimal, orta ve distal kolon
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HE x 50.

Sekil 3.7. Kontrol grubunda kolon histolojisinin goriiniimii,

Sekil 3.8. L-Cu grubunda kolon epitelinde hafif siddette displazinin gériiniimii, HE x 100.
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HE x 200.

]

Sekil 3.9. Yag+DMSO grubunda siddetli displazinin goriiniimii

HE x 100.

Sekil 3.10. Cis- 15 grubunda kolon mukozasinda siddetli displazi,

23



Sekil 3.12. L-Cd grubunda iyi diferensiye tubuler adenokarsinoma, HE x 20.
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HE x 20.

Zn grubunda adenokarsinoma

Sekil 3.13. L-

, tagh yiiziikk formunda (ok baslar1) musinéz

Sekil 3.14. Yag+DMSO grubunda submukozal yerlesim gosteren

HE x 50.

adenokarsinoma,
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Sekil 3.15. Cis-15 grubunda kolon mukozasinda siddetli displazi, HE x 100.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

Schiff bazlarinin genis uygulamalari nedeniyle, arastirmalar1 daha da ©onem
kazanmaktadir. Schiff baz1 ligandlar1 antifungal, antibakteriyel, anti-malaryal,
antiproliferatif, anti-inflamatuar, antiviral ve antipiretik O6zellikler gibi biyolojik
uygulamalarda 6nemli bir role sahiptir (Sinha vd., 2008). Schiff bazlarinin biyolojik
aktiviteleri in vitro olarak bir¢ok ¢alismaya konu olmustur.

Normal gelisim ve farkli organlarin fonksiyonlar: i¢in Cu(Il) esansiyeldir ve erken
dogumlarda, hipokupremiya (diisiik bakir miktar1) diisik dogum agirligina neden olan
faktorlerdendir. Ayrica birgok enzimin fonksiyonu igin gerekli olup, bu enzimlerden
bazilar1; askorbat oksidaz, bakir lizil oksidaz, iirikaz, sitokrom oksidaz, trizonaz ve Zn-Cu
stiperoksit dismutaz enzimleridir (Al-Bader vd., 2000).

Ozel bir metaloprotein olan seruplazminin yapisinda bulunan Cu(ll), karacigerde
sentezlenmektedir. Wilson hastaliginin tanisinda, klinikte seruplazmin konsantrasyonunun
Olciimii kullanilmaktadir. Wilson hastaliginin nedeninin bakirin proteinine baglanmasini
saglayan enzimlerin veya tasiyici proteinlerin eksikligine bagl oldugu diisiiniilmektedir.
Wilson hastaligina bagli olarak plazmanin albumine bagli bakir konsantrasyonu artarken,
seruplazmin diizeyi belirgin olarak azalmaktadir (Onat ve Kaya, 1996).

Eser bir element olan Zn(II), viicuttaki farkli organlarin fonksiyonlar1 ve diizenli
gelisimi i¢in 6nem tasimaktadir. Cinko eksikliginde negatif azot dengesi, organizmanin
savunma sisteminde zayiflama, psikiyatrik semptomlar, yara iyilesmesinde gecikme ve
gelisim bozuklugu goriilebilmektedir. Yapilan aragtirmalara gore ¢inko, hiicre {iriinlerinin
diizenlenmesinde ve lenfosit hiicrelerinin ¢ogalmasinda 6nemli bir rol oynamigtir (Onat ve
Kaya, 1996). Insiilin hormonunun salgilanmasi, depolanmasi ve aktivitesinde biiyiik 5Snem
tastyan Zn, karbonikalkali dehidrogenaz basta olmak {izere asit / baz dengesinde ¢ok biiyiik
onem tastyan dehidropeptidaz, karboksipeptidaz, iirikaz gibi enzimlerin yapisinda
bulunmaktadir.Ayrica ¢inko  yangt olaylar1  gelismesinde, agir metallerdeki
detoksifikasyonlarda ve metallotioneinlerin ise yapisina katilmaktadir (Sokol vd., 1989).

Yapilan bir caligmada, bu Schiff bazi tiirevi ile Cu(Il) ve Zn(Il) metal kompleksleri
subkiitan olarak enjekte edildiginde, ligandin antioksidan parametrelerinde herhangi bir
etki olusturmadigi, Cu(Il) kompleksinin Cd(II) kompleksinde oldugu gibi kan serumundaki

vitamin diizeylerini distirip, MDA diizeyinin yan1 sira eritrosit GSH-Px enzim
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aktivitesinde ise artig goriilmiistiir. Zn(II) kompleksinde ise herhangi bir oksidatif stresin
meydana gelmedigi ve kan serumu E vitamini diizeyinde ise E vitaminin kullanimini
diisiiriip, artisa neden olarak bir antioksidan gibi davranmistir. Ancak biitiin bilesiklerde
kan serumunda metiyonin ve izoldsin gibi bazi esansiyel amino asitlerin diizeylerinde artis
ve karaciger, bobrek ve adren dokularinda ise herhangi bir hasara neden olmadig
goriilmiistiir (Karatepe and Karatas, 2006). Yapilan benzeri bir ¢alismada Schiff bazi ve
onun Cu(Il), Zn(Il), komplekslerinin antimikrobiyal sitotoksik etkileri aragtirilmistir.
Cu(11) ve kompleksleri T-lymphoslastic 16semi hiicresine karst (CDsp 2.20 ve 2.30 pg/mL™
degeri ile) giiclii bir sitotoksik etki yapmakta iken, Schiff bazi (CDsy 5.90 pg/mL™ degeri
ile) sitotoksik etkide bulunmustur. Bununla birlikte Cu(II) kompleksinin kolon kanserinde
de etkili oldugu goriilmistiir.S-benziltiokarbazat, a-tocoferol (vitamin E) ile
karsilastirildiginda da giiclii bir antioksidan oldugu goriilmiistiir (Tarafder vd., 2002).
Diger bir calismada Schiff bazi Cu (II) kompleksleri antiproliferatif, antibakteriyel ve
gastroprotektif aktivite i¢in biiylik bir potansiyel ortaya ¢ikarmistir. Bu ¢alismada N, N'-
dimetil etilen diamin, 2-hidroksiasetofenon ve Schiff baz ligandi Cu (BrHAP),” den
tiiretilen bir bakir (II) kompleksinin antikanser potansiyeli degerlendirilmistir. Baslangicta,
Cu(BrHAP),'nin sitotoksisitesi, HT-29 ve CCD 841 hiicre ¢izgileri lizerinde test edilmistir.
Schiff bazi bilesiginin IC50 degerleri, {i¢ bagimsiz MTT deneyinden toplanarak
belirlenmistir. Cu (BrHAP)2, HT-29 hiicresinde 24, 48 ve 72 saatlik tedaviden sonra
onemli bir sitotoksisite ve hiicre onleyici etki yaratmistir (Hajrezaie vd., 2014).

Kadmiyum (Cd) zehirli bir agir metaldir. Kadmiyum (Cd), akut zehirlenme sonrasi
akciger, karaciger, bobrek ve testisleri hedef alan ve uzun silire maruz kaldiktan sonra
nefrotoksisite, immiino-toksisite, osteotoksisite ve timorlere neden olan toksik bir metaldir
(Liu vd., 2009). Yapilan bir ¢alismada Cd(l1) metal kompleksi ve tiyosemikarbazon tiirevi
ihtiva eden Schiff bazi tiirevi, yiikksek dozlarda ratlara subkiitan olarak uygulandiginda,
Cd(I1) metal kompleksinin oksidatif stres olusturarak, kan serumunda antioksidan
vitaminlerinden A ve E’nin seviyelerinde diisiis, serum MDA diizeyinde ise artis meydana
getirdigi, testis dokusunda ise hasar meydana getirdigi gortilmistiir (Oner vd., 2005).
Bagka bir c¢alismada CdCl, (C14H21N30,) kompleksinin HT-29 insan kolon
adenokarsinoma kanseri hiicrelerine kars1 sitotoksik etkilerini arastirilmistir. Bu calisma,
CdCl, (C14H21N30;) kompleksinin HT-29 hiicrelerine karsi NF-kB sinyal yollarmnin
aktivasyonunu azaltarak bir antikanser rolii oynayabilecegini kanitlamistir(Hajrezaie vd.,
2015).
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Yaptigimiz in vitro ¢alismada Schiff bazi metal kompleksleri (L-Cd, L-Zn ve L-Cu)
kolon kanser hiicrelerini 6ldiirmiistiir. Bu maddelerin her biri cisplatin ile kiyaslandiginda
etkili bir aktivite gosterdigi belirlenmistir. In vivo denemede ise Schiff bazi metal
komplekslerinin (L-Cd, L-Zn ve L-Cu) cisplatinin aksine denek hayvanlarinin kolonlarinda
kanser belirtilerini artirdig1 (hafif displazi, siddetli displazi, koti huylu tiimoéral lezyon,
makroskobik kitle sayisi) dolayisiyla verilen dozlarda timor olusumunu siddetlendirdigi

gorilmistiir. Bu konuda daha detayli calismalarin yapilmasi gerektigi kanisina varilmistir.
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