T.C.
OSMANIYE KORKUT ATA UNIiVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

YUKSEK LiSANS TEZi

Aysel TUFAN

KOMPLEKSLERININ TrxR ENZIM
INHIBIiTOR ROLUNUN
ARASTIRILMASI

*
SCHIFF BAZI ALTIN *
o
*,

KiMYA ANABILIM DALI

OSMANIYE - 2019




T.C.
OSMANIYE KORKUT ATA UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU
YUKSEK LiSANS TEZi

SCHIFF BAZI ALTIN KOMPLEKSLERININ TrxR
ENZIM INHIBITOR ROLUNUN ARASTIRILMASI

Aysel TUFAN

KiMYA
ANABILIM DALI

OSMANIYE
AGUSTOS-2019



TEZ ONAYI

SCHIFF BAZI ALTIN KOMPLEKSLERININ TrxR ENZIM INHIBITOR ROLUNUN
ARASTIRILMASI

Aysel TUFAN tarafindan Ogr. Gor. Dr. Burcu SAYGIDEGER DEMIR danismanhiginda
Osmaniye Korkut Ata Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Kimya Anabilim Dali’nda
hazirlanan bu ¢aligma asagida imzalan bulunan jiiri tiyeleri tarafindan oy birligi/geklusu
ile Yiiksek Lisans Tezi olarak kabul edilmistir.

Damsman: Ogr. Gor. Dr. Burcu SAYGIDEGER DEMIR
Kimya Anabilim Dali, OKU

Uye: Dog. Dr. Bahri Devrim OZCAN ' %
Ziraat Fakiiltesi Zootekni Anabilim Dali, CU

Uye: Dog. Dr. Makbule BAYLAN
Su Uriinleri Temel Bilimler Anabilim Dali, CU

Yukandaki jiiri karan Osmaniye Korkut Ata Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisi
Yonetim Kurulu’'nun ....../...../........ tatthve ................ sayill
karan ile onaylanmigtir.

Dog. Dr. Coskun OZALP L
Enstitii Midiri, Fen Bilimleri Enstitiisii

Bu ¢aligma OI§U Bilimsel Aragtirma Projeleri Birimi Tarafindan Desteklenmigtir.
Proje No: OKUBAP-2014-PT3-024

Bu tezde kullandan ézgiin bilgiler, sekil, cizelge ve fotograflardan kaynak géstermeden alinti yapmak
5846 sayili Fikir ve Sanat Eserleri Kanunu hiikiimlerine tabidir.



TEZ BiLDiRIMi

Tez i¢indeki biitiin bilgilerin etik davranis ve akademik kurallar ¢ercevesinde elde
edilerek sunuldugunu, bu ¢aligma sonucunda elde edilmeyen her tiirlii bilgi ve ifade
icin ilgili kaynaga eksiksiz atif yapildigini ve bu tezin Osmaniye Korkut Ata
Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii tez yazim kurallarma uygun olarak hazirlandigini
bildiririm.

Imza

Aysel TUFAN



OZET

SCHIFF BAZI ALTIN KOMPLEKSLERININ TrxR ENZIM iNHIBIiTOR
ROLUNUN ARASTIRILMASI

Aysel TUFAN
Yiiksek Lisans, Kimya Anabilim Dali
Danisman: Ogr. Gor. Dr. Burcu SAYGIDEGER DEMIR

Agustos 2019, 50 sayfa

Kanserli hiicrelerde hiicrenin dayanikliliinin artmasi ve ilaglara karsi direncin
olusmasma sebep olan faktorlerden biri TrxR enziminin aktivitesinin kanserli
hiicrelerde artmis olmasidir. Bu enzimin inhibisyonu kanser tedavisinde onem arz
etmektedir. Bu calismada daha once TrxR inhibitor rolii arastirilmamis olan bazi
Schiff bazi altin komplekslerinin TrxR inhibitérii rolii oynayip oynamayacagi
arastirilmistr. Bu sayede bu bilesiklerin antikanser alaninda ila¢ olarak
kullanilabilirligine yaklasimda bulunulacaktir. Calismada sentezlenen 2-metoksi-6-
((o-triflorometilimino)metil) fenol (L1) ligandi % 98,75 oraninda inhibe etmistir.
Benzer etkiyi bu liganttan sentelenen 2-metoksi-6-((o-triflorometilimino)metil) fenol-
altin kompleksi (M1) de gostermistir. (metoksi)-6-((o-tolilimino)metil) fenol (L2)
ligand1 ise 4662,77 uM IC50 degeri ile TrxR inhibisyonu saglamistir. Bu ligandin altin
kompleksi olan 2-(metoksi)-6-((o-tolilimino)metil)fenol-altin kompleksi (M2) igin ise
IC50 degeri 1519,91 uM olarak hesaplanmigtir. M2 kompleksi tumaérle micadelede
TrxR nhibitorii olarak degerlendirilebilir bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: TrxR, Schiff bazi, fosfin, altin kompleksi, enzim inhibisyonu,
kanser



ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE TrxR INHIBITOR ROLE OF SCHIFF BASE GOLD
COMPLEXES

Aysel TUFAN
M.Sc., Department of Chemistry
Supervisor: Lecturer Dr. Burcu SAYGIDEGER DEMIR

August 2019, 50 pages

Increasing the cell resistance in cancer cells, and one of the factors that led to the
emergence of resistance to drugs is increased in cancer cells of the enzyme activity of
TrxR. The inhibition of this enzyme is important in the treatment of cancer. In this
study, gold complexes of some Schiff base will play a role in inhibitory role TrxR
previously unexplored. This will be approximated to the availability of these
compounds as pharmaceuticals for the anticancer area. In this study, 2-methoxy-6 -
((o-triflorometilimino) methyl) phenol (L1) ligand inhibited TrxR the rate of 98.75%.
Similar effect of this ligand 2-methoxy-6 - ((o-triflorometilimino) methyl) phenol-gold
complexes (M1) also showed. (Methoxy) -6 - ((o-toliimino) methyl) phenol (L2)
ligand provided by the TrxR inhibition via giving 4662.77 uM IC50. Gold complex of
this ligand is 2-(methoxy) -6 - ((o-toliimino) methyl) phenol-gold complex (M2) to the
IC50 value was calculated as 1519.91 uM. M2 in the fight against tumors has been
regarded as the TrxR is Inhibitors.

Key Words: TrxR, Schiff base, phospine, gold complex, inhibition of enzyme, cancer
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1. GIRIS

1.1. Antioksidan Sistem

Organizma i¢indeki radikaller, geri doniisiimsiiz hiicre hasarma yol agan birgok
tepkimeye neden olurlar (Sekil 1.1.). Siiperoksit ve hidroksil radikalleri hiicresel,
mitokondrial, niikleer ve endoplazmik zarlarda lipit peroksidasyonunu baglatirlar.
Gegirgenlikteki artis mitokondrial hasara neden olan Ca*?’nin hiicreye akin etmesine

neden olur.

DNA \ |

{;320
%ﬁ;‘;e irzenlikte
» artf; ®

o~
e T
TR '.'.r"f-'

Lipid Peroksidasyorm

Sekil L.1. Radikallerin yol actig1 hiicre hasar1 (Akkus, 1995)

Reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi hasar1 dnlemek
icin viicutta bircok savunma mekanizmalar1 geligsmistir. Bunlar “antioksidan savunma
sistemleri” veya kisaca ‘“antioksidanlar” olarak bilinirler. Antioksidanlar,
peroksidasyon zincir reaksiyonunu engelleyerek ve/veya reaktif oksijen tirlerini
toplayarak lipid peroksidasyonunu inhibe ederler. Antioksidanlar, dogal (endojen
kaynakli) ve eksojen kaynakli antioksidanlar olmak iizere baslica iki ana gruba

ayrilabildigi gibi serbest radikalin meydana gelisini onleyenler ve mevcut olanlar1

1



etkisiz hale getirenler seklinde de ikiye ayrilabilirler. Ayrica enzim ve enzim
olmayanlar seklinde de smiflandirilirlar. Hiicrelerin hem sivi hem de membran

kisimlarinda bulunabilirler (Akkus, 1995).

1.2.Eksojen Antioksidanlar (I1aclar)

e Ksantin oksidaz inhibitorleri: Tungsten, allopurinol, oksipurinol, folik asit,
pterin aldehid.

e Soya fasulyesi inhibitorleri: Ksantin dehidrojenazin proteolitik etki sonucu
ksantin oksidaza doniistimiinii inhibe ederler.

e NADPH oksidaz inhibitérleri: Adenozin, lokal anestezikler, kalsiyum kanal
blokerleri, non-steroid antiinflamatuar ilaglar, cetiedil, difenilin iodunyum,
rekombinant superoksit dismutaz, trolox-c: e vitamini analogudur.

e Endojen antioksidan aktiviteyi arttiran maddeler: Glutatyon Peroksidaz
aktivitesini arttiran ebselen, asetilsistein.

e Diger nonenzimatik serbest radikal toplayicilari: Mannitol, albumin, DMSO.

e Demir redoks dongistnun inhibitorleri: Desferroksamin, serulplazmin

e Notrofil adezyon inhibitorleri

e Sitokinler: TNF ve Interlokin-I

e Barbittratlar

e Demir selatorleri

e Gida antioksidanlari: Biitillenmis hidroksitoluen (BHT), biitillenmis
hidroksianisol (BHA), sodyum benzoat, ethoxyquin, propylgalate, (Akkus,
1995).

1.3.Dogal (Endojen) Antioksidanlar

Dogal antioksidanlar enzim olan ve enzim olmayan antioksidanlar olarak ikiye

ayrilmaktadir.



1.4.Enzim Olmayanlar

Enzim yapisinda olmayan dogal antioksidanlar lipid fazda ve sulu fazda bulunan

antioksidanlar olarak iki grupta incelenmektedir.

a) Lipid fazda bulunanlar
e o-tokoferol (E vitamini)
e [- karoten
b) Sulu fazda (hiicre sitozoliinde veya kan plazmasinda) bulunanlar

e Askorbik asit

e Melatonin
e Urat
e Sistein

e Serulplazmin
e Transferin

e Laktoferrin

e Miyoglobin

e Hemoglobin

e Ferritin

e Metionin

e Albumin

e Bilirubin

e Glutatyon
1.5.Enzimler

e Mitokondriyal Sitokrom Oksidaz Sistemi
e Siperoksit Dismutaz

o Katalaz

e Glutatyon Peroksidaz

e Glutatyon Rediktaz

e Glutatyon-S-transferaz

e Hidroperoksidaz



e Tiyoredoksin sistem (Trx-TrxR)

1.5.1. Tiyoredoksin Reduktaz (TrxR, EC 1.6.4.5)

Tiyoredoksin  rediktazlar, Cys-Val-Asn-Val-Gly-Cys  katalitik  bolumu  ve
nikodinamid adenin dinukleotid fosfat-oksidaz (NADPH) baglanma boliimii olan
flavoproteinlerdir. Ayrica katalitik bolge ile etkilesime giren ve redoks aktivitesi igin
gerekli olan C-terminal selenosistein sirasindan olusurlar ve selenyum igerirler. TrxR
aktivitesi Glukoz-6-fosfat dehidrogenez (G6PD) ile iiretilen NADPH tarafindan
diizenlenir. Tiyoredoksinler ise Trp-Cys-Gly-Pro-Cys-Lys katalitik bolimi olan 12
kDa luk bir protein ailesidir. Bu proteinlerin iki sistein grubu geri doniisiimli
oksitlenme/indirgenme ye ugrar. Trx’in indirgenmis ditiol formu [Trx-(SH)2] distlfit
grubu igeren oksidize protein substratlarini indirger, oksidize disiilfit formu [Trx-(S-
S)] ise TrxR tarafindan diizenlenen NADPH bagimli bir yolla dongiiye geri katilir.

TrxR
Trx-S; + NADPH + HY  ——Trx-(SH)2 + NADP*

Trx-(SH)2 + Protein-S,  «¥rx-S; + Protein-(SH)2

TrxR
Net Tepkime: NADPH + H* + Protein-S, ——MADP™ + Protein-(SH)2

Trx

Memeli canlilarda bu enzimin 3 izoenzimi bulunmaktadir. Bunlar, Sitoplazmada
bulunan TrxR1 (54kDa), mitokondride bulunan TrxR2 (56kDa) ve spesifik olarak
testislerde bulunan tiyoredoksin glutatyon redilktaz (TrxR3 ya da TGR). Normal insan
hiicrelerindeki TrxR1 enzimi redoks dongiisii ve oksidatif zararin dnlenmesi igin
oldukca gereklidir. Bircok hiicrede antioksidan savunma, redoks ve hiicre biyime
diizenlenmesi ile gergeklesmektedir, ayni zamanda TrxR1 selenoenziminin
aktivitesiyle iliskili olan selenyum metabolizmas1 da antioksidan savunmada 6nemli
rol oynamaktadir (Urig ve Becker, 2006). Ancak kanser hiicre hatlarindaki asiri
miktardaki TrxR1, Trx proteininin miktarmin ve aktivitesinin artmasina yol acarak
marin tumorleri indtklemektedir. Birgok kanser ilacinin metabolik etkisi de enzim
inhibisyonuna dayanmaktadir. Bu nedenle bu tiir ilaglarla ilgili ¢aligmalar son
zamanlarda artmigtir. TrxR1 enzimi de birgok antikanser ajaninin hedefi olmaktadir.

Molekiiler hedef olmasinda birgok sebep bulunmaktadir. Ornegin, esnek C-Terminal
4



kolu iizerinde Selenosistein bulunan bir selenoenzim olmasi nedeniyle kataliz
sirasinda enzime c¢ok iyi ulasilabilir. Birgok elektrofilik bilesik segici ve geri
doniigiimsiiz olarak enzimin aktif bdlge aminoasidinde modifikasyona yol acar.
Kemoterapiye direncli hiicrelerde TrxR1 enziminin oldukga yuksek seviyelerde
bulundugu tespit edilmis ve enzimin apoptotik direng ile iligkisi oldugu ortaya

konmustur (Yokomizo ve ark., 1995).

Teorik olarak tiyoredoksin/tiyoredoksin rediiktaz sistemi kanser hiicrelerinde
normalden fazla salimarak riboniikleotid rediiktaz enzim sistemlerine elektron
vericiligi yapar ve mutajenik, dengesiz deoniikleotid protein yapilarmin artmasina
neden olur. Bu durumun belirgin genetik degisimlere yol acarak doku biiyiime
kontroliiniin tamamen kayb1 ve kanser tedavisine diren¢ gelisimi ile sonuglandigi
diistiniilmektedir. Trx salinimimnin, muhtemelen protein yapi ve fonksiyonlarindaki
degisikliklere bagl olarak, akciger, kolorektal, servikal, hepatik ve pankreas kanseri
gibi bir¢ok insan kanser tiirlerinde arttig1 gésterilmistir (Powis ve ark., 1998, Kakolyris
ve ark. 2001, Welsh ve ark., 2002). Trx salinim yoklugu ise bu kanser tiirlerinde, lenf
nod negatifligi ve daha iyi klinik sonug ile birliktelik gdstermistir. Bu sonuglar, bazi
kanserlerdeki Trx in biiylime artirict roliinii desteklemektedir. Ayn1 zamanda kanser
hiicrelerinde TrxR katalitik aktivitesi fonksiyonel olarak artsa da, enzim salinimi

artmayabilir (Kemerdere, 2008).



NADPH NADP*

/ Askorbat (oks)

Tiyoredoksin rediiktaz

\ Askorbat (ind)

Trx Trx
(oks) (ind)
= Hiicre bilyimesi
inhibe ediimis apoptoz
Trx Ribonikleotit Transkripsiyon
peroksidaz rediktaz faktarleri
/F\\
H,0, H,0
Antioksidan DMA sentezi Gen transkripsiyonu

Sekil 1.2. TrxR’nin hiicredeki reaksiyonlar1 ve fonksiyonlar1 (Mustacich ve Povis,

2000)

1.6. Kanser Nedir ve Nasil Olusur?

Organizma/organ/doku gelisimi, hiicrelerin biliylime ve c¢ogalmalarmi igerdigi gibi
hiicre 6liimlerini de saglar. Hasarli dokularin onarmmi somatik hiicrelerin ve destek

dokunun ¢ogalmasi ile gergeklesmektedir.

Hiicre biiyiimesi, farklilasmasi ve ¢ogalmasinda rolii olan proto-onkogenlerde
meydana gelen mutasyonlar tiimor gelisimine, tiimor baskilayic1 genlerde meydana
gelen mutasyonlar ise hicre siklusunun inhibisyonunu engelleyerek anormal hiicre

blylmesine neden olur.

Homeostasis, hiicre ¢ogalmasi, bliylimenin durdurulmasi ve apoptoz (programli hiicre
oliimil) ile siirdiirtilmektedir. Hiicre biiylimesi ve 6liim arasindaki dengenin bozulmasi
hiperplazi veya neoplaziye neden olur. Pozitif veya negatif uyaranlar genetik lezyona

yatkin hiicrelerde, malign ¢ogalmaya neden olabilir. Malign gelisimi en aza indirmeye
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yardimc1 mekanizmalardan birisi nekrozdur. Nekroz (kontrolsiiz hiicre 6liimii) hiicre
sismesi ve hizli dejenerasyon olarak tanimlanir. Apoptoz, nekrozdan farkli olarak
fizyolojik kosullarda meydana gelen ve doku homeostazisini saglayan 6liim seklidir.
Programli hiicre 6liimii apoptozun normal hiicre dongtisiinde ve fizyolojik siireglerde
rolii vardir. Apoptotik hiicrelerde hiicre biiziilmesi, kromatinin kondanse olmasi,
sitoplazmik tomurcuklar ve apoptotik cisimciklerin olusumu gibi morfolojik
degisimler meydana gelir. Makrofajlar apoptotik hiicre ve cisimciklerini fagosite eder.
Doku zedelenmesinde ilk etmen reaktif oksijen turevleridir. Reaktif oksijen
tiirevlerinin hedefleri plazma zarinda ve diger hiicre kompartmanlarinda bulunan

proteinler, lipidler, karbohidratlar ve niikleik asitlerdir (Cabadak, 2008).

Son yillarda nekrozun da programlanmis olabilecegi ve organizma homeostasis
mekanizmalarmi bir pargasi oldugu yoniinde goriis olugsmakla birlikte daha yaygin
olarak nekroz indiiklenmesi olas1 tedavi mekanizmasi olarak degerlendirilmektedir.
Nekrozda 6len hicrelerden HMGB1 (High mobility group protein B1) ve HDGF
(hepatoma derived growth factor) gibi molekiillerin salinimmin immiin cevabi

uyardig1 veya yara onarimini aktive ettigi diisiiniilmektedir (Cabadak, 2008).

Apoptoz, normal hiicre 6liimiinlin yanisira mutant hiicre ¢ogalmasini dnleyen 6nemli
bir yoldur. Hiicre siklusu ve apoptozda ¢ok sayida protein ikili rol oynar. Cevresel
faktorlerle meydana gelen DNA hasar1 hiicre siklus kontrol mekanizmalarinin
bozulmasina neden olur. Pek ¢ok kanser tipinde hiicre siklus kontrol noktalarinda
mutasyonlar belirlenmistir. Biiylimenin durdurulmasi, DNA onarimi ve apoptozun
engellenmesi kanser gelisiminde kritik yolaklardir. Timor baskilayict genlerde
mutasyonlar hasarli hiicrelerin hiicre sikluslarmnin ilerlemesine ve tiimor gelisimine
neden olur. Genomun gardiyani olarak da tanimlanan p53 proteini karmagik
etkinliklere sahip, hiicre dénglsuni diizenleyen bir transkripsiyon faktorudir. Bircok
organizmada kanserin baskilanmasinda rolii olan ¢ok ©nemli bir proteindir. p53
proteini hiicre biliylimesinin durdurulmasi, programlanmis hiicre Oliimii, hiicre
farklilagmas1 ve DNA tamir mekanizmasinin baslatilmasinda da rol alir. p53, mutant

hlicre ¢ogalmasina kars1 genomun korunmasinda 6nemli rol oynar (Cabadak, 2008).



1.7.Kanser Tedavisi

Kanser, hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde ¢ogalmasi, invazif nitelik kazanmasi ve
metastaz yapmasi ile kendini gosteren ve halen gelismis Ulkelerin 6lim
istatistiklerinde kalp-damar hastaliklarindan sonra ikinci sirada yer alan 6ldiiriicii bir
hastaliktir. Genel olarak bakildiginda eriskin kanser hastalarinda sagkalim 1960°larda
% 39 iken bu oran 1990’larda % 60’a ulagmustir. Sagkalim oranlarmnda goriilen bu
artig, kombine tedavi yaklasimimin bir sonucudur. Giinimizde kanser tedavisi cerrahi,
kemoterapi ve radyoterapinin kombinasyonu seklinde uygulanmaktadir. Ilkinde amag
timorlii doku veya organin uzaklastirilmasi, son ikisinde ise kanser hiicrelerinin
oldurtlmesidir. Antikanser ilaglarin g¢ogu sitotoksik etkileri ile malign hucrelerin
biiylime ve ¢ogalmalarini 6nlerler ve onlarm 6liimiine yol acarlar. Radikal bir tedavi
viicutta tek bir malign hiicre kalmaksizin tiim hiicrelerin yok edilmesi ile mimkindir.
Ancak boyle bir durum az sayidaki istisnalar disinda halen varolan ilaglarla

saglanamamaktadir (Tozkoparan ve ark., 2007).

1.8. Kanser Tedavisinde Organometalik Bilesikler

1.8.1.Antioksidan Enzim Inhibitérleri Olarak Organometalik Bilesikler

Bazi kanser hiicreleri, kanser ilaglarma ve TNF (Tiimor nekroz faktorleri)’ ye karsi
direng gostermekte ve bu durum tedaviyi olumsuz etkilemektedir. Bu direncin
sebeplerinden birinin metabolik enzimlerin fazla salgilanmasi sonucu ilacin
inaktivasyonunda artma oldugu diistiniilmektedir. Baz1 sitotoksik kanser ilaglari,
serbest radikaller olustururlar ve antioksidan enzimler bu radikalleri bloke ederek ilag
direncine katkida bulunurlar. Bu nedenle bu tiir enzimlerin kanserli hiicrelerde artmis
olan aktivitelerinin azaltilmas1 ya da inhibisyonu tedavi agisindan 6nemli bir yaklagim

olacaktir.

Insan tiyoredoksinrediiktaz (hTrxR) enzimi antioksidan savunma ve redoks déngiisii
gibi bircok metabolik olayda yer almaktadir. Insan kanser hiicrelerinde hTrxR
seviyeleri ¢ok yiiksek bulunmaktadir. Apoptoz diizenleyici protein olan p53 poteini ile
bu enzimin iligkisi oldugu belirlenmis ve kanser hiicrelerinin cogalmast hTrxR enzimi

ile de iliskisi oldugu ortaya konmustur. Bu da kanser ilaglarmin yeni hedefinin bu
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enzimin inhibisyonu olmasini saglamistir (Urig ve Becker, 2006, Trunen ve ark., 2004,
Ueno ve ark.,1999). Altin(I) kompleksleri Au(I) in yiiksek elektrofilik 6zellik
gostermesi ve selenosistein artiklarmi tercih etmesi nedeni ile bu enzimi inhibe edici
ozellik gostermektedir. Ornegin fosfol-Au(l) kompleksleri de hTrxR ve
glutatyonrediiktaz enzimlerini inhibe etmektedir (Urig ve ark., 2006). Kobalt igeren
komplekslerin timdr metastazina yol agan enzimlerin secici inhibisyonunu

sagladiklarini ortaya koymuslardir. (Failes ve ark., 2007).

Enzim inhibisyonu ¢aligmalarinda en ¢ok Tiyoredoksin rediiktaz enzimi {lizerinde
durulmustur. Ornegin, [bis (1,2-Benzisoselenazolon-3) (2H)-keton)]etan bilesiginin
A549, Hela Bel-7402, BGC823 ve KB hiicre hatlarinda tiyoredoksin rediiktaz
enzimini inhibe ettigini ortaya konulmustur (Zhao ve ark. 2006). Mitokondrial ve
sitosolik tiyoredoksin rediiktazin inhibisyonu, redoks dengesini ve mitokondrial
membran gecirgenlik kosullarni degistirerek proapoptotik (apoptoz Oncesi)
faktorlerin salimimmi ile sonuglanir (Marzano ve ark. 2007). Fosfin Altin(I)
komplekslerinin TrxR inhibitérii olarak antikanser ajani rolii oynadigi ortaya
konmustur (Gandin ve ark. 2010). Hidrofilik alkil fosfin ligandlarmin suda ¢6ziinebilir
Cu(I), Ag(I) ve Au(I) komplekslerinin akciger, meme, serviks, cilt ve kolon kanserinin
bazi tiirlerinde TrxR inhibitorii olarak rol oynadiklar1 belirlenmistir (Santini ve ark.
2011). Arsenik trioksit de artik kanser hiicrelerinde en iyi bilinen TrxR inhibitoriidiir
(Lu ve ark. 2007). Bazi, quinollerin, indolequinonlarim, ve terpiridinlerin ¢esitli kanser
tiirlerinde TrxR inhibitorleri olarak kullanilabilecegi ortaya konmustur (Chev ve ark.
2008, Yan ve ark., 2009, Becker ve ark. 2000). Bir calismada flavanollerin,
flavanonlarin, antosiyanidinlerin ve izoflavonlarin da memeli TrxR inhibitéri roli
oynadig1 ortaya konmustur (Lu ve ark. 2006). Tiim bu ¢alismalara gére organometalik
bilesiklerin TrxR inhibitorii olarak etki gdsterebildikleri sonucu ortaya ¢ikmaktadir.
Metal komplekslerinde metalin yanindaki gruplarin (6r: Cl) ayrilmas: suretiyle TrxR
ve GPx enzimlerinin aktif bolgesinde bulunan sistein ve selenosistein artiklarma
koordine olmasi ile inhibisyonun gerceklestigi olas1 bir yaklasimdir (Scarbrough ve
ark., 2012). Katalaz enziminde ise metal komplekslerinin ya aktif bolgedeki histidin
aspartik asit fenil alanin gibi aminoasitlere metal iizerinden koordine oldugu ya da
enzimin aktif bolge digmdaki farkli bir bolgesindeki aminoasitlerle koordine olup,
enzimin ii¢ boyutlu yapisinda degisikliklere sebep olarak inhibisyonun gergeklestigi
disiiniilmektedir (Putnam ve ark., 2000).



1.9. Schiff Bazlar1 (Iminler)

Schiff bazlar1 karbonil bilesiklerinin primer aminlerle reaksiyonundan elde edilen
kondensasyon iiriinleridir. Reaksiyon sonunda oluan C=N ¢ift bagina, azometin bag1
denir. Schiff bazi ligandlari, yapisinda bulunan dondr atomlarinin sayisina bagl olarak
cok disli (polidentant) ligand olarak hareket edebilirler. N2S,0; alt1 disli ve N2S> dort
disli schiff bazlarinin metal selatlarina ilgi bu komplekslerin degisik uygulama

alanlarindan dolay1 artmistir. (TEZ)

Ik defa 1864 yilinda H. Schiff tarafindan primer aminlerle (R-NHy) aldehit ve
ketonlann reaksiyonundan elde edilen ve o zamandan beri Schiff bazlar1 (imin)
(RCH=NR) adi1 ile bilinen azometin bilesiklerinin olusum mekanizmalar1 ve bu
ligandlarin kompleks olusturma 6zellikleri epeyce incelenmistir (Schiff, 1869, Morley,
1977). Imin bilesikleri ile ilgili ilk calisma, Anselmino tarafindan Berichte'de
yayinlanmigstir. Anselmino bu ¢alismasinda, Schiff bazlarinin izomerisini agiklamustir.
Moore ve Gale, bu bilesikler {izerine ilk ¢alismalarmi yaymlamislardir (Moore ve
Gale, 1908). Salisilaldehit'in kullanildig1 ilk ¢alismalar, etil p-aminobenzoat ile
arasindaki kondensasyon reaksiyonlarinin sonuglarinin Manchot ve Furlong tarafindan
Berichte'de yaymlanmasiyla baslamistir. Bogert, Beal ve Amend Colombia
Universitesinde ilk heterohalkal1 imin bilesiklerini sentezlemislerdir (Bogert ve ark.,
1910). Bu bilesikler ile ilgili ¢alismalar, Shepard ve Ticknor'un imin bilesiklerinin
farmokolojik aktivitelerinden bahsettikleri galismanin yaymlanmasindan (Shepard ve

Ticknor, 1916) sonra giincelligini koruyarak devam etmektedir.

1.9.1. Schiff Bazlarinin Fiziksel Ozellikleri

Karbon-azot ¢ift bagi etrafindaki donmenin karbon-karbon ¢ift bagindakine gore kolay
olmasi stereoizomerlerin birbirine doniisebilmesini saglar. Bunun nedeni ise; daha
elektronegatif olan azotun azometin baginda polarizasyona neden olmasidir. Fakat
Schiff bazlarinin stereoizomerlerinin aralarinda ¢ok az enerji farki olmasi nedeniyle
birkag istisna disinda izole edebilmek miimkiin degildir. Eger azometin grubundaki
azot atomunda elektronegatif bir grup var ise (oksimler ve hidrazonlardaki gibi)
elektronegatif grubun azot atomunun negatif yiiklerini karbona dogru itmesi,

polarizasyonun azalmasina, dolayisiyla kovalent ¢ift bag karakterinin artmasina neden
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olur. Azot atomunda elektronegatif bir grubun bulunmasi durumunda azometin bagi

etrafindaki donme kolayligin1 azaltir ve boyle stereoizomerler izole edilebilirler

(Oztiirk, 1988).

Schiff bazlar1 azot atomunda hidrojen i¢ermedikleri i¢in kararhidir. Salisilaldimin
bilesiginin 0-pozisyonundaki hidroksil grubunun protonunun ayrilmasi sonucu
hidrojen iizerindeki yiik anyonik bir u¢ meydana getirir. Bu fenolik oksijen, bagh
bulundugu benzen halkasiyla kismi bir ¢ift bag 6zelligi gostererek rezonansa girer ve
halkay1 elektronca zenginlestirir. Bu durum, aromatik halka iizerinde elektron veren
veya ¢eken stbstittientleri de rezonans nedeniyle etkiler. Bu nedenle bir elektron gifti

bulunan azot iizerinde de negatif yiik birikimi olusur (Gavranic ve ark., 1996).

1.9.2. Schiff Bazlarimin Kimyasal Ozellikleri

Azot atomunda elektronegatif bir substitiient bulundugu taktirde azometin bilesiginin
kararlilig1 artmaktadir. Ornek olarak; azot atomunda hidroksil grubu tastyan oksimler
ile -NH grubu tasiyan fenilhidrazon ve semikarbazonlar, azot atomunda alkil ya da aril
stibstitiient tasiyan Schiff bazlarma gore hidrolize ¢ok daha dayanikhidirlar. Schiff
bazlar1 mutlak olarak alkalilere karsi kararli olduklar1 halde o6zellikle diisiik pH
araliklarinda hidrolize olurlar ve kendisini olusturan karbonil ve amin bilesigine
ayrilirlar. Bu reaksiyon iki yonliidiir. Eger azot atomunda en az bir tane ¢iftlesmemis
elektron igeren elektronegatif atom bulunan aminler kullanilirsa reaksiyon tiimiiyle
tamamlanir ve hidroliz gerceklesmeyecegi icin yiiksek verimle izole edilebilirler.
Ayrica azometin grubunun reaktivitesine etki eden faktorlerden biri de indUktif etkidir.
Orto ve para siibstitlie diaril ketiminler hidrolize kars1 daha dayaniklidirlar. Bunun
nedeni fenol-imin, keto-imin tautomerizmidir. Keto-amin halindeki o- ve p- slibstitiie
ketiminlerin hidroliz hizmin yavas olmasi, keto halinin hidrolize dayanikli olmasindan
kaynaklanmaktadir. Orto ve para metoksi siibstitiientli diaril ketiminlerde olduk¢a
yavas hidrolizlenirler. Bu bilesiklerin 3 tautomerlesmesi miimkiin degildir. Rezonans

yapabildikleri i¢in hidrolize kars1 dayaniklidirlar.

Alifatik p-diketonlarm monoazometinle tiirevleri, keto-imin, keto-enamin ve enol-
imin olmak {izere ii¢ tautomer formiilune sahiptirler. Azometin bilesiklerinin hidrolize

kars1 dayanikliliklarinda sterik etkilerin de rolii vardir. Orto pozisyonundaki bir
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substitlient m- ve p- pozisyonlarinda bulundugu konumlara gore yapiy1 hidrolize karsi
dayanikli kilmaktadir. Azometin grubunun icerdigi azotun niikleofil olusu nedeniyle
Schiff bazlarinda olduk¢a immobil bir tautomerizm ortaya ¢ikar. Bu tautomerlesmede
bir karbondaki proton diger karbona aktarilir. Bu sekilde tautomerizm, pridoksal ve a-
aminoasitler arasindaki transaminasyon ile ayni oldugundan biyolojik bir 6neme

sahiptir (Oztiirk, 1988).

1.9.3. Schiff Bazlarinin Onemi

Schiff bazlar1 bazi ilaglarin hazirlanmasinda, boyar maddelerin iiretiminde, elektronik
endustrisinde, plastik sanayinde, kozmetik, polimer Uretiminde, analitik kimyada ve
stvi kristal teknolojisi gibi gesitli dallarda gittikge artan 6neme sahip maddelerdir.
Schiff bazlar1 biyolojik ve yapisal dnemleri yiiziinden {iizerinde ¢ok calisilan
bilesiklerdir (Helmut, 1976, Bush, 1967, Patai, 1970, Metzler ve ark, 1980). Ayrica
salisilaldehit ile alkil ve aril aminlerin kondensasyonundan olusan N-R ve N-Ar
salisilidenaminler ¢ok komplike bir sistem olan pridoksal ve Bl vitaminlerinin

yapisinin anlagilmasi i¢in uygun ve faydali bir modeldir (Murthy ve Reddy 1981).

Kemoterapik 6zelligi nedeniyle ilag sanayinde ve endiistride kullanma alaninin oldugu
bilinmektedir. Ozellikleri arasinda en ¢ok durulani biyolojik sistemlerdeki
aktiviteleridir. Biyolojik aktivitelerinin nedeni eser elementlerle yaptiklar: selatlardan
kaynaklanmaktadir. Buna bagl olarak ¢ok genis farmokolojik aktiviteye sahiptirler
(Oztiirk, 1988, Ansell, 1982).

Schiff bazlar1 genelde renkli ve saydam katilardir. Bu 6zelliklerinden yararlanilarak
boya endiistrisinde kullanilabilmektedir. Ayrica parfim ve ila¢ endiistrisinde de
oldukg¢a fazla kullanilabilmektedir. Bunun yaninda 6zellikle biyokimya ve analitik
kimya a¢isindan da gittikce artan 6neme sahip maddelerdir. Bu bilesiklerin sentetik
oksijen tastyici, enzimatik reaksiyonlarda ara {irlin olusturucu, antitiimdr olusturucu
gibi Ozelliklerinin yaninda bazi metal iyonlarina karsi secici ve spesifik reaksiyon
vererek spektrofotometrik reaktif olarak analitik kimyada kullanimlari da 6nem

tasimaktadir (Ansell, 1982, Erturan ve ark., 1997).
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Bunun disinda elektronik gdsteri sistemleri iginde sivi kristal olarak, kauguk
hizlandirici olarak da kullanilabilmektedir. Schiff bazlar1 kesin erime noktalarma sahip
olduklar1 i¢in karbonil bilesiklerinin taninmasinda ve metallerle kompleks verebilme
Ozelliklerine  sahip  olmalar1  nedeniyle metal miktarlarmm  tayininde
kullanilmaktadirlar. Ayrica Schiff bazlar1 fungisid ve bdcek oldiiriicti ilaglarin

bilesiminde de bulunabilmektedir (Oztiirk 1988).

Salisilaldehitin  etilendiamin ~ ve  propilendiamin gibi alkilen diaminlerle
kondensasyonu sonucu meydana gelen Schiff bazlar1 metal deaktivatorii olarak
kullanilir. Polysiloksan ve PVC'nin kararliligi i¢in disalisilidenpropilendiamin
kullanilmaktadir ve ayn1 zamanda bu Schiff bazmnin nikel selatmin termoplastik
recineler i¢in 151k stabilizatorii olarak kullanilmasmin uygun oldugu rapor edilmistir

(Orthmer, 1968).

1.9.4. Schiff Bazlarinin Metal Kompleksleri

1.9.4.1. Schiff Bazlarinda Metal-Selat Komplekslerinin Sentezi MN2O> veya MNg4
koordinasyon kuresini iceren metal-selat komplekslerinin sentezinde ii¢ yontem
kullanilabilmektedir. Bunlar:

1. Metal tuzu ile Schiff bazinin direkt etkilesmesi

2. Aldehit, amin ve metal tuzunun template kondensasyonu

3. Aldehitato komplekslerinin aminlerle reaksiyonu seklinde ifade edilebilir.

Ayrica, metallerin susuz ortamda anodik yiikseltgenme temeline dayanan
elektrokimyasal yontemle de kompleksler sentezlenebilmektedir. Bu yontemle birgok
Salisilaldiminato bis-selat kompleksleri hazirlanmistir. Metal asetatlar, alkoldeki 10
¢ozlndrliklerinden ve ortamda zayif asit tuzu olusturduklarindan dolay1 en uygun
reaktantlardir. Metal nitrat ve kloriirlerinin kullanimi, ligand ¢ozeltisi 6nce NaOH
veya KOH ile muamele edildikten sonra miimkiin olmaktadir (Garnovskii ve ark.,
1993, Isiklan 1997). Schiff bazlarinin sentezinde genellikle ¢oziicli olarak; mutlak

alkol, aseton, asetonitril, eterler, tetrahidrofuran ve ¢6ziicli karigimlar1 kullanilir.
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1.9.4.1. Schiff Bazlarinin Metal Komplekslerinin Genel Ozellikleri

Ligandlar; merkezi atoma elektron giftleri verebilen Lewis bazlaridir. imin bagmndaki
azot atomu c¢iftlesmemis elektron bulundurdugu icin elektron verici olup bazik
karakterdedir. Azometin azotu olarak da tanimlanabilen bu atom bir Schiff bazi i¢in
oncelikli koordinasyon noktasidir. Azot atomunun bir ¢ift bag ile baglanmis oldugu
azometin sistemi de n1 orbitalleri sayesinde geri baglanmaya uygun d-metal iyonlar1
icin koordinasyon bolgesi olabilir. Sonugta; azot atomunun da bulundugu bu grup hem
don6r hem de i dondr akseptor fonksiyonu gosterebilmektedir. Bu durum, Schiff

bazlarinm olusturdugu metal komplekslerinin ytliksek kararliliklariin bir nedenidir.

Azometin grubunun ligand olarak kararli kompleksler olusturabilmesinde ikinci
onemli faktor; molekiilde hidrojen atomunun kolay uzaklastirilabildigi azometin
bagina yakin bir fonksiyonel grup (tercihen fenolik OH grubu) bulunmasidir. Boylece
meydana gelen begli veya altili selat halkalar1 ortaya ¢ikar ki, bu kompleksler metalin
kantitatif baglandig1 yapilardir (Oztiirk, 1988). Schiff bazi-metal kompleksleri ile ilgili
ilk caligmalar spektrofotometrik olarak yapilmistir (Metzler ve ark., 1980).

Potansiyometrik olarak incelenmesi ise Leussing ve arkadaslarinin ¢alismalar: ile
baslamistir. Bu calismalar incelendiginde Schiff bazlarmnin metal iyonlar1 ile 1:1 ve
1:2 oranlarinda kompleksler olusturdugu goriiliir (Helmut, 1976). Amin veya karbonil
bilesikleri besli veya altil1 selat halkasi olusturabilecek bir yapiya sahip iseler, metal
iyonuyla kararli bilesik yapabilirler (Bush, 1967). Kompleks bilesiklerinin 6zellikleri
kullanilan ligand ve metal iyonuna bagli olarak degismektedir. Kompleks olusumunda
kullanilan metal iyonunun biiyiikligl, yiikii ve iyonlasma gerilimi kompleksin
kararliligimni etkilemektedir (Celik, 1999). Schiff bazlarmin iki degerlikli metal
iyonlariyla olusturduklar1 komplekslerin yapilar1 diizlemsel, tetragonal, tetrahedral
veya oktahedral geometrilerde olabilmektedir.

1.9.4.2. Schiff Bazi Komplekslerinin Kullanim Alanlar

Siibstitue o-hidroksi anilinin salisilaldehit ile elde edilen Schiff bazi ligandinin Zr
kompleksinin tekstil materyali boyayabilme 6zelligi incelenmistir. Kompleksin termal
kararliliginin iyi derecede oldugu goriilmiistiir. Polistiren re¢inelerin boyanmasinda

sar1 yada turuncu renk elde edilmistir. Boyanmis recine tizerindeki boyanin ISI ve 1513a
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kars1 dayanikliliginin iyi oldugu belirlenmistir. Salisilaldehitin etilendiamin ve
propilendiamin gibi alkilen diaminlerle kondensasyonu sonucu meydana gelen Schiff
bazlarmin nikel selatlarinin termoplastik regineler igin 151k stabilizatorii olarak
kullanilmasmin uygun oldugu rapor edilmistir (Orthmer, 1968). Schiff bazmnin
silisyum kompleksinin termal kararliligmin zirkonyuma goére ¢ok daha iyi derecede
oldugu goriilmistiir (Oztiirk, 1988). 2-Hidroksi-I-naftaldehit ile 2-amino-5-
nitrofenoliin glikol yada glikoleter i¢erisindeki reaksiyonundan olugsan Schiff bazinin
Cr*3 kompleksi boya sanayinde ¢ok kullanilmaktadir (Sharma ve ark., 1996). N-2-
hidroksi-I-naftilmetiliden-2-hidroksi-5-R-stibstitie  anilinin  silisyum ve titan
kompleksleri (ML2) tekstil boyast olarak kullanilir. Silisyum kompleksinin termal
kararhlig1 Titanyumdan ¢ok daha iyi seviyededir (Oztiirk, 1988). Schiff bazlarmin
yapilarinda oksokrom gruplar bulundugu taktirde, bunlardan elde edilen metal
kompleksleri renkli maddeler olduklarindan boya endiistrisinde ozellikle tekstilde
boyar madde olarak kullanilmaktadir. Schiff baz1 komplekslerinin antikanser aktivite
gostermesi Ozelliginden dolay1 tip diinyasindaki dnemi giderek artmaktadir ve kanserle
miicadelede reaktif olarak kullanilmasi arastirilmaktadir (Scovill ve ark., 1982, West
ve Pannel, 1989). Aromatik aminlerin Schiff bazi1 kompleksleri 6zellikle kemoterapi
alaninda (Singh ve Rana, 1986, Tarafder ve Miah, 1986) kullanilmaktadir. Ayrica
bunlarin kompleksleri tarim sahasinda (Smith ve ark., 1990) polimer teknolojisinde
polimerler i¢in antistatik madde olarak (Allan ve ark., 1992) ve bazi metal
komplekslerinde goriilen sivi kristal 6zelliginden yararlanilarak ucak sanayiinde,
televizyon ve bilgisayar ekranlarinda, dijital saatlerin gostergelerinde (Oztiirk, 1988).

ve daha bir¢ok sanayi dalinda kullanilirlar.

1.10. Calsmanin Amaci

Bazi malign tiimor hiicrelerinde antioksidan ve TrxR enzimlerin aktivitelerinin ¢ok
fazla oldugu bilinmektedir ve bu istenmeyen bir 6zelliktir. Antioksidan ve TrxR
enzimlerinin aktivitesinin fazla olmasi hiicrelerin kanser ilaglarina karsi direng
gostermesi anlamina gelmektedir. Giiniimiizde antikanser ozellik gosteren birgok
koordinasyon bilesigi, fosfin bilesigi ve Schiff bazlar1 sentezlenmekte ve tedavi amagli
kullanilmaktadir. Sentezi yapilan fosfin Schiff bazi-altin komplekslerinin, ve
ligandlarin hiicre dis1 TrxR enzimine inhibisyon etkisi olup olmadig1 arastirilacak,

boylece bu enzimin inhibisyonu yoluyla antikanser 6zellik gosterip gostermedikleriyle
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ilgili ilk kez bir fikir ortaya konulacaktir. Ayni zamanda dolayli yoldan, bu ligand ve

komplekslerin hiicre 6liimiinde apoptotik yola etki edip etmedigi belirlenmis olacaktir.
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2. ONCEKI CALISMALAR

Lu ve ark., 2006. Bu ¢alismada TrxR ve Trx seviyelerinin bircok agresif tumor
hiicresinde artig gostermesinden yola ¢ikarak, flavanoidlerin TrxR inhibisyonuna
etkisini incelemisler. Mirisetin ve kuersetin memeli TrxR enzimlerinde ¢ok kuvvetli
inhibitor etki géstermistir. TrxR enzim inhibisyonu icin I1Cso degerleri sirasiyla; 0,62
ve 0,97 umol/L olarak bulunmus ve bu konsantrasyonlarda NADPH oksidaz enzim
aktiviteleri; 0,0120, 0,0024 AAszso/dk olarak bulunmustur. Sonu¢ olarak, bu iki
flavanolin A549 hicrelerinde potansiyel inhibitdr olduklarini, Trx sistemin

inhibisyonu ile hiicre biiylimesini engelledigini ortaya koymuslardir.

Omata ve ark., 2006. Bu ¢alismada Altin bilesiklerinin (auronofin, altin sodium
tiomlat, sodium aurotiyostilfat, trifenil fosfin altin kloriir ve altin asetat) memeli
tiyoredoksin rediiktaz enzimlerine inhibisyon etkilerini incelemisler. Tim altin
bilesikleri TrxR1’i 5-4000 nM (ICso) konsantrasyon araliginda inhibe etmislerdir.
Altitnin oksidasyon basamaginin bu inhibisyonda 6nemli olmadigini1 fakat ligand
konfigrasyonunun Onemli oldugunu vurgulamislardir. Uzerinde sitotoksik etkisi
denenen THP1 ve OSC2 hiicrelerine karsi en fazla sitotoksik etki gésteren Au(I)-fosfin
bilesikleri olmustur (Trifenil fosfin (ICsp 100nM), altin (IIT) kloriir (IC50 75nM), ve

auronofin).

Chew ve ark., 2008. Bu calismada heteroaromatik siibstiitiye 4-hidroksi siklohekza-
2,5-dienonlar (kuinoller) (Sekil 2.6.) kanser hiicrelerinde hiicre disi calismalarda hiicre
cogalmasini durdurucu, hiicre i¢i ¢caligmalarda ise antikanser aktivite gostermistir. Bu
durumun mekanizmasina ¢oziim getirebilmek i¢in, kuinollerin TrxR inhibisyonuna
etkisi incelenmistir. 5 ve 6 no’lu bilesiklerin HCT 116 kanser hiicreleriyle 1 saat
inkiibasyonu sonucu ¢ok kuvvetli inhibitor etki gosterdigi (ICso 2,9 ve 2,7uM),
apoptozu indiikledigi ve bunu cok kiigiikk dozlarda bile basardigin1 ortaya
koymuslardir. 3 ve 4 no’lu bilesikler 1 saatlik inkiibasyonun ardindan sirasiyla ICso

104,3 ve 76,1 uM degerinde TrxR inhibitor 6zelligi gostermistir.

Yan ve ark., 2009. Bu ¢alismada daha once pankreas kanserinde antikanser ajani
olarak kullanilabilecegini tespit ettikleri indolekuinonlarin (Sekil 2.8.) TrxR inhibitorii

olarak etki edip etmediklerini arastirmislardir. Pankreatik kanser hiicre hatlart PANC-
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1, MIA Paca-2 ve BXPC-3 hiicrelerinde indolekunonlarin degisik konsantrasyonlarda
4 ve 72 saat inkiibasyonu ile sitotoksik etkisini incelemisler. BXPC-3 pankreatik
hiicrelerinde her ii¢ tip indolekuinon i¢in benzer sitotoksisite sonuglar1 alinmustir. 2 tip
indolekuinon kaspaza dayali apoptozu indiiklemis, bu ii¢ hiicre hattinda da oksidatif
stres ve redoks dongisiinli etkilememiglerdir. Sonu¢ olarak indolekuinonlarin
potansiyel hedefinin TrxR inhibisyonuyla antikanser etki gostermek oldugunu ortaya

koymuslardir.

Zhong ve ark., 2006. Bu ¢alismada 2,3-bltanedion ve tiyosemikarbazid tirevi Schiff
bazi ge¢is metal komplekslerinin (Cu, Zn, Mn, Co, Ni) HL-60, Spca-1, Th, MGC ve
K562 hiicrelerinde sitotoksisite (MTT) c¢alismasiyla antitiimor aktivitelerini
incelemislerdir. Komplekslerle 48 saat inkiibasyonun ardindan en etkili sitotoksisite
bakir kompleksinde goriilmiistiir (HL-60 1C50=1,01 uM, Spca-11Cs0=5,167 uM, Tb
1C50=7,18 uM, MGC 1C50=9,06 uM ve K562 1C50=9,917 uM). Zn kompleksi hemen
hemen tiim hiicrelerde ayni etkiyi géstermistir. (ortalama ICs0=30 uM) Bakir ve ¢inko
disindaki  kompleksler K562 hiicresinde 100uM’dan biiylik ICso degeri
gostermiglerdir. 100 uM ¢alistiklar1 araligin disinda kaldig1 i¢in veri olarak (100u<)

vermislerdir.

Lu ve ark., 2007. Bu ¢alismada promiyelostik 16semi ve diger bazi hiicre hatlarinda
tiyoredoksin rediiktaz (TrxR) enzimini hedef alarak arsenik trioksit (ATO) ile kanser
tedavisini amaglamislardir. Tiyoredoksin sistem NADPH, TrxR ve tiyoredoksinden
olugsmakta, glutatyon sistem NADPH, Glutatyon rediikktaz ve GSH destekli
glutaredoksinden olusmaktadir ve bu her iki elektron dondr sistem hiicresel cogalma,
yasama ve programli hiicre O6limii (apoptoz) nii kontrol eder. ATO MCEF-7
hiicrelerinde TrxR enzimini geri doniisiimsiiz inhibisyona ugratmig (ICs50=0,25 pM)
Bu inhibisyon, GSH tarafindan baskilanmigtir. BOS uygulanarak GSH 1n tiiketilmesi,
ATO-indiikli hiicre Olimiinii artrmustir. Bazi  kanser hiicrelerinin  DNA
replikasyonunun bloke edilmesi, oksidatif stresin induklenmesi, yani bu iki sistemin

(Trx ve GSH) inhibisyonu kanser tedavisi stratejisi olarak gosterilmistir.

Prast-Nielsen ve ark., 2010. Bu ¢alismada Pt, Pd ve Au komplekslerinin TrxR
inhibisyonunu incelemisler.A549, H23 ve HeLa hiicre hatlarndaki TrxR enzim

aktivitelerine bakilmistir. Au vePt TrxR’yi inhibe etmis, fakat Pd bu amag¢ i¢cin daha
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once denenmemis ancak bu calismada rekombinant TrxR1 enzimini Pd ve Au
metallerinin Pt’ye gore daha fazla inhibe ettigin ortaya koymuslardir. Au
komplekslerinden Auronofin ¢ok kiiglik etki gostermis, KAuCls ise kuvvetli
inhibisyon etkisi gostermistir. Cisplatin eklendiginde TrxR enzmiyle ve ayni zamanda
Trx1 ya da TRP14 iligkili proteinleriyle de kovalent kompleks olusturdugunu kiitle
spektrumlariyla ve western blot teknigiyle kanitlamislardir. Calisilan komplekslerin

hicbirisi Gutatyon rediiktaz enzimi i¢in inhibitor etkisi gostermemistir.

Santini ve ark., 2011. Bu calismada 3 farkli alkil fosfin ligandinin (L: thp=
tris(hydroxymethyl)phosphine, L: PTA=1,3,5-triaza-7-phosphaadamantane, L: thpp
=tris(hydroxypropyl)phosphine)) suda ¢ozinebilir  Cu(l), Ag (I) ve Au(l)
komplekslerinin hiicre i¢i antikanser 6zelliklerini incelemisler (Sekil 2.10). A549,
MCF-7, HCT -15, HeLa, A375, C13*, 2008 hiicre hatlarmi1 kullanmislardir.
[M(L)4]PFetiirleri Au(l) ve Ag(I) komplekslerinin TrxR enzimini hedef aldiklarmni,
Cu(l) komplekslerinin ise, sitotoksik etkisi araciligiyla proteozomu inhibe ettigini
ispatlamiglardir. Sitotoksisitelerine bakmig olduklar1 metal komplekslerini bilinen
antikanser ajani olan Cisplatin ile kiyaslamiglar, metal-thp bilesiklerinin en iyi
sitotoksik etkiyi gosterdigini, metal-thpp olanlarinin ise bakirl bilesiklerinin nispeten
1yi sitotoksik etki gosterdiklerini ortaya koymuslardir. A549 hiicresinde ayni1 ligandin
kompleksleri 2 ve 3 (1C50=18,22 ve 17,40 uM) benzer sitotoksik etki gosterirken 1
no’lu bilesikten (IC50=9,11 uM) 2 kat daha diisiik sitotoksisite gostermislerdir. En iyi
sitotoksik etkiyi Cu-PTA bilesigi (4) gosterirken (ICso= 7,31 uM), en az sitotoksik
etkiyi 6,8 ve 9 no’lu bilesik gostermistir (IC50=50,32, 55,64 ve 79,53 uM).TrxR
aktiviteleri ise nM seviyelerde PTA-Au ve PTA-Ag bilesikleri i¢in %100, PTA-Cu
bilesigi i¢in % 70 azalmistir.

Wetzel ve ark., 2011. Bu ¢alismada difosfin tiirevi ligandlarin suda ¢6ziinebilir altin
() komplekslerinin {R2P(CH2)PR> R= 1-metilimidazol-2-yl (1), tiazol-2-yl (5)},
{RPhP(CH,):PRPh R= 1-metilimidazol-2-yl (3)} {R2P(CH2)sPR2 R= 1-
metilimidazol-2-yl (2)} A2780, K562, Hct116 hiicre hatlarindaki sitotoksik etkisini
incelemiglerdir. A2780 hiicresinde altin (I) bilesikleri 0,4-40uM arasinda ICso
degerleri gostermislerdir. Tiazoil ve asimetrik imidazoil ligandlar1 sisplatine gére daha
yiiksek sitotoksik aktivite gostermislerdir. [(5)2Au]Cl kompleksi tiim hiicre hatlarina

sitotoksik etki gostermis, [(3)2AuU]PFe ise en iyi A2780 hiicrelerine karsi sitotoksik
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iken K562 hiicresine higbir sitotoksik etkide bulunmamuistir. [(1)2Au]Cl, [(2).Au]ClI
ve[(5)2Au]Cl bilesikleri ayn1 zamanda TrxR enzimine kars1 gii¢lii inhibitor 6zellik
gostermislerdir. [(3)2Au]PFe ve [(5)2Au]Cl kopleksleri hem GR enzimini hem de TrxR
enzimini iyi inhibe etmislerdir. [(3)2Au]PFes A2780 hiicresine karsi ¢ok iyi sitotoksik
etki gostermesine ramen TrxR enzimini ¢ok az inhibe etmistir. TrxR enzimi i¢in ICsp

degerleri 0,12-1,22uM araliginda degismistir.
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3. MATERYAL VE METOD

3.1.Materyal

e NaAuCls.2H,0: Altin(I) kompleksinin sentezinde kullanildi.  Sigma
firmasindan temin edildi.

e Fosforik asit: Tampon ¢ozelti hazirlanirken kullanildi. Sigma firmasindan
temin edildi.

e NADPH: TrxR enzim aktivitesi i¢in kullanilmistir. Sigma firmasindan temin
edildi.

e DTNB (5,5-ditiobis(2-nitrobenzoik asit)): TrxR enzim aktivitesi icin
kullanildi. Sigma firmasindan temin edildi.

e EDTA: TrxR enzim aktivitesi i¢in kullanilmistir. Sigma firmasindan temin
edildi.

e BSA: TrxR enzim aktivitesi i¢in kullanilmistir. Sigma firmasindan temin
edildi.

e TrxR Enzimi: Sican karacigerinden izole edilmis, Sigma-aldrich firmasindan
temin edildi.

e Etanol: Metal kompleksleri i¢in ¢6ziicli olarak kullanildi. Merc firmasimdan
temin edildi.

e DCM (diklorometan): Sigma firmasindan temin edildi.

e Sodyum hidroksit: Fosfat tamponunun hazirlanisinda kullanildi. Merc
firmasindan temin edildi.

e 3-metoksisalisil aldehit: Ligand sentezinde ¢ikis maddesi olarak kullanildi.
Sigma firmasmdan temin edildi.

e Hekzan: Coziicli olarak kullanildi. Sigma firmasindan temin edildi.

o Eto-Ac (Etil Asetat): Coziicii olarak kullanildi. Sigma firmasindan temin
edildi.

e 2- hidroksi-3-metil benzaldehit: Ligand sentezinde ¢ikis maddesi olarak
kullanildi. Sigma firmasindan temin edildi.

e TLC plaka: Reaksiyon takibinde kulanildi. Sigma firmasindan temin edildi.
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Cam Malzeme, Alet ve Cihazlar:

e Magnetik ve mekanik karistiricilar: Metal kompleksi sentezinde kullanilmistir.

o Ceketli ve diiz isiticilar: Isitma islemlerinde kullanilmagtir.

e Doner buharlastirict  (evaporatér) (IKA HB10 digital): Destilasyon
islemlerinde kullanilmustir.

e Hassas Terazi (Okaus): Tartimlarda kullanilmistir.

e Otomatik Pipetler (Socorex, Bio-Rad, Brand, Eppendorf) Cozeltilerin 6lculi
transferlerinde kullanilmistir.

e pH metre (Bio-rad) Tampon ¢ozelti hazirlarken kullanilmistir.

e UV-Visible Spektrofotometre (Shimatzu UV-1601): Enzim aktivitesi
tayininde kullanilmastir.

e Vakum Etivi (EV 018): Sentezlenen komplekslerin kurutulmasinda

kullanildz.

Kullanilan cihazlar Osmaniye Korkut Ata Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Kimya

ve Biyoloji b6liimleri laboratuvarlarindan temin edilmistir.

3.2. Metod

3.2.1. Ligandlarin Hazirlanmasi

3.2.1.1. 2-metoksi -6-((o-triflorometilimino)metil) fenol sentezi (L1)

3 gram 3-metoksisalisil aldehitin 25 mL etanol icerisinde ¢ozeltisi Uzerine bir seferde
2,08 mL 2-metil anilin ilave edildi. Karisim 1sitildi ve geri sogutucu altinda
kaynatilmaya baslandi. Karisim ilave isleminden hemen sonra koyu kirmizi hale
dontistii. Yapilan TLC anlizinde (1/5 EtoAc/hekzan) reaksiyonunun biyik oranda
gerceklestigi gozlendi. Reaksiyona devam edilidi. 2 saat daha karistirildiktan sonra
reaksiyon sonlandirildi ve ¢6ziicii uguruldu. Geride kalan koyu kirmizi renkteki yogun
svi etanolde ¢oziilerek buzdolabinda kristallendirildi. Ancak biiytik hacimli (hafif)
katilar olustu (kirmizimsi- sari(turuncu)). Kati ¢ok goériinmesine ragmen siiziildiiglinde

miktar olarak azdi. Elde edilen katilar vakum etiiviinde kurutuldu.
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3.2.1.2. 2-(metoksi)-6-((o-toliimino)metil)fenol sentezi (L2)

2- hidroksi-3-metil benzaldehitin 20 mL etanol icerisinde ¢ozeltisi Gzerine bir seferde
2,08 mL 2-metil anilin ilave edildi. Karisim 1sitildi ve geri sogutucu altinda
kaynatilmaya baslandi. Karisim ilave isleminden hemen sonra koyu kirmizi hale
doniisti. Yapilan TLC anlizinde (1/5 EtoAc/hekzan) reaksiyonunun biiylk oranda
gerceklestigi gozlendi. Reaksiyona devam edilidi. 2 saat daha karistirildiktan sonra
reaksiyon sonlandirildi ve ¢oziicli uguruldu. Geride kalan koyu kirmizi renkteki yogun
stvi  etanolde ¢oziilerek buzdolabinda kristallendirildi. Ancak buyik hacimli
(hafif)katilar olustu (kirmizimsi-sari(turuncu)). Elde edilen katilar vakum etiiviinde

kurutuldu. E.N:50 °C (literatiirde belirtildigi gibi)

3.2.2. Metal Komplekslerinin Hazirlanmasi

3.2.2.1. 2-metoksi-6-((o-triflorometilimino)metil) fenol-altin kompleksinin (M1)

hazirlamisi

0,0744 gr L1 42mL DCM ve 1,7 mL etanol karisiminda ¢ozildi. 0,0509 gr
NaAuCls.2H20 4 ml etanolde ¢6ziiliip 5 dakika karisan ligand ¢ozeltisine kontrollii bir
sekilde damla damla eklendi. Manyetik karistirict ve oda sicakliginda 5 dakika daha
karistirildi. Geri sogutucuya baglanip sicaklik 40 °C ye ayarlandi. Reaksiyon 24 saat
devam etti. Bir giiniin sonunda renk koyu kahverengiye doniistii. TLC de (3:1 hekzan)
yurutdldd. Eter iginde 72 saat buzdolabinda bekletildikten sonra katilar siiziiliip vakum

etivinde kurutuldu.
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Sekil 3.1. M1 kompleksinin sentezi

3.2.2.2. 2-(metoksi)-6-((o-toliimino)metil)fenol-altin kompleksinin (M2)

hazirlanmisi

0,0632 gr L2 4,2 mL DCM ve 1,7 mL etanol karigiminda ¢6zildi. 0,0509 gr
NaAuCls.2H20 4 ml etanolde ¢oziiliip 5 dakika karisan ligand ¢ozeltisine kontrollii bi
sekilde damla damla eklendi. Oda sicakliginda manyetik karistirici ile 5 dakika daha
karistirildi. Geri sogutucuya baglanip sicaklik 40 °C ye ayarlandi. Reaksiyon 24 saat
devam etti. Bir giiniin sonunda renk koyu kahverengi ye dontistii. TLC de (3:1 hekzan)
yuriitiildii. Eter iginde 72 saat buzdolabinda bekletildikten sonra katilar siiziiliip vakum

etivinde kurutuldu.

(e) NaAUC|4.2H20 Cl

EtOH, DCM 40°C, 24 sa
Z N:@ OH
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Sekil 3.2. M2 kompleksinin sentezi
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Sekil 3.4. M2 metal kompleksinin sentezinde renk degisiminin izlenmesi

3.2.3. L1 ligandimin ve altin kompleksinin (M1) farkh konsantrasyonlarinin

hazirlanmasi

0.0147 g ligand ve 0.0430 g metal kompleksi tartilmistir. Uzerlerine 10 mL su ilave
edilerek stok ¢ozeltiler hazirlanmistir.

1) Stok ¢ozeltiden 1 ml alinarak su ile 10 mLye,

2) (1).deney tiipiinden 1 ml alind1 su ile 10 mL’ye,

3) (2).deney tiipiinden 2 ml alind1 su ile 10 mL’ye,

4) (3).deney tiipiinden 1 ml alindi su ile 10 mL’ye,

5) (4).deney tiiptinden 5 ml alindi su ile 10 mL’ ye tamamlanmustir.
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5000 pM, 2500 puM, 1000 puM, 500 pM, 250 uM konsantrasyonlarda derisikten
seyreltige dogru (seri diliisyon ile) ligand ve metal kompleksi c¢ozeltileri

hazirlanmstir.

3.2.4. L2 ligandinin ve altin kompleksinin (M2) farkh konsantrasyonlarinin

hazirlanmasi

0.0120 g ligand ve 0.0376 g metal kompleksi tartilarak deney tiiplerine eklenmistir.
Uzerlerine 10 ml su ilave edilerek stok ¢ozeltiler hazirlanmustir.

1) Stok ¢ozeltiden 1 ml alinarak su ile 10 mL’ye,

2) (1).deney tiipiinden 1 ml su alindi su ile 10 mL’ye,

3) (2).deney tiipiinden 2ml alind1 su ile 10 mL’ye,

4) (3).deney tiiptinden 5 ml alind1 su ile 10 mL’ye

5) (4).deney tiipiinden 1 ml alind1 su ile 10 mL’ye tamamlanmustir.
5000 uM, 2500 puM, 1000 puM, 500 uM, 250 uM konsantrasyonlarda derisikten
seyreltige dogru (seri diliisyon ile) ligand ve metal kompleksi c¢ozeltileri

hazirlanmastir.

3.2.5. Enzim inhibisyon ¢calismalan

3.2.5.1. Reaksiyon karisiminin hazirlanmasi

Bir behere 4 mLpH 7.4 sodyum fosfat tamponu, 800 uL EDTA, 3200 uL DTNB, 400
pL BSA, 31.400 puL su, 200 uL. NADPH ilave edilerek karisim hazirlanmustir.

3.2.5.2. TrxR enzim aktivitesinin tayini

Ticari TrxR enziminin ¢aligmanin yapildigi kosullardaki ve kullanilan yontemdeki

aktivitesini gdrmek icin. Saf enzimin aktivitesi ol¢lilmiistiir.

Kor: Her kuvete 500 mikrolitre reaksyon karigimi ve 100 mikrolitre su olacak sekilde

lic paralel kor hazirlanmstir.
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Ornek: Her kuvete 500 pL reaksyon karisim1,90 uL su,10 pL enzim olacak sekilde ii¢
paralel 6rnek hazirlanmistir. Orneklerin absorbanslar1 sirastyla 1 dk araliklarla

37°C’de 412 nm de UV spektrofotometrede okunmustur.

3.2.5.3. Ligand ve metal komplekslerinin TrxR aktivitesine etkisinin incelenmesi

5000 puM, 2500 puM, 1000 uM, 500 uM, 250 uM konsantrasyonlarindaki L1, L2
ligandlar1 ve M1, M2 kompleksleri olmak tlizere dort grup bilesigin TrxR enzim
aktivitesine etkisi incelenmistir. Her birinin bu bes farkli konsantarsyonu igin tiger
paralel 6rnek ¢alisilmistir. Her kiivete 500uL reaksiyon karigimi,8 pL su,10uL enzim
ileve edilmistir. Hazirlanan ligand ve metal kompleksi ¢ozeltileri (4 grup bilesik ayr1
ayr1 ¢alisilmistir) her kuvete 10uL ilave edilmistir. Orneklerin, 1 dk araliklarla UV
spektrofotometrede 412 nm’de absorbanslari okunmustur. Her Ornek ayri

spektrofotometre kiivetinde (plastik, 1cm, tek kullanimlik) ¢alisilmistir.
Ticari enzimle metal kompleksi ile muamele edilmis enzim arasindaki aktiviteler, %

inhibisyon degerleri ve IC50 (%50 inhibitor konsantrasyonu) kiyaslanarak. Enzimin

inhibisyonuna dair yaklasimlarda bulunulmustur.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Sentez Cahsmalar

»1 17$6.93cnp{t
1844 83cm 716 5)em-1
1698 39¢cm-1
1793.13em1

H3C\o

@j

N
1=.J5 20cm-1 =z

1538 06em-1

1616.07em-1 F3C

Sekil 4.1. L1 ligandinin FT-IR spektrumundan bir kesit
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Sekil 4.2. M1 kompleksinin FT-IR spektrumundan bir kesit

L1 ligandmn FT-IR spektrumunda 1600 cm™’ lerde goriilmesi gereken C-N piki 1616
cm? frekansinda keskin bir pik olarak goriilmektedir (Sekil 4.1., Ek 1.1.). Sentezlenen
metal kompleksinde ise altmin segici olarak azota baglanacagi tahmin edilmektedir.
Altin baglandiktan sonra C-N bagina ait pikin frekansinda diisiis beklenir. M1
kompleksinin FT-IR spektrumunda ise bu pik 1612 cm™’e kaymustir (Sekil 4.2., Ek

1.2.). Bu durum altinin azot iizerinden yapiya baglandigini1 desteklemektedir.
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Sekil 4.3. L2 ligandmin FT-IR spektrumundan bir kesit
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Sekil 4.4. M2 kompleksinin FT-IR spektrumundan bir kesit
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L2 ligandina ait C-N piki FT-IR spektrumunda 1644 cm™ frekansinda keskin bir pik
olarak goriilmektedir (Sekil 4.3., Ek 1.3.). Sentezlenen metal kompleksinde ise altin
baglandiktan sonra C-N bagina FT-IR spektrumundaki pikin frekansmin 1625 cm™’e
kaydig1 sekil 4.4.de biiyiitiilmiis kesit olarak ve Ek 1.4’te goriilmektedir. Bu durum

altinin azot iizerinden yapiya baglandigini desteklemektedir.

4.2. Enzim ¢cahsmalan

4.2.1. TrxR enzim aktivitesinin hesaplanmasi

TrxR enzim aktivitesi, biri DTNB aktivitesi digeri NADPH aktivitesi olmak tizere iki
farkli sekilde hesaplanabilir. Spektrofotometrede Olciilen absorbans degerlerinden
DTNB akivitesi hesabi ticari olarak Sigma-Aldrich firmasindan alinan rat liver TrxR

msds formuna gore asagidaki formiille hesaplanmaistir.

%. seyreltme faktori . 0,6
— = 4.1.
mL Enzim hacmi ( )

Formiil 4.1. ile hesaplanan DTNB aktivitesi kullanilarak Formil 4.2. ile NADPH

aktivitesi hesaplanmustir.

IU
L (DTNB)

1 (NADPH) =
mL 2,136

(4.2.)

Sar1 renkli TNB bilesiginin molar ekstinksiyon katsayisi 13,6’dir. 412 nm dalga
boyunda absorbans verir. Her bir mol NADP™ ye karsilik 2 mol TNB reaksiyonda yer
aldig1 i¢in ekstinksiyon katsayis1 2 ile carpilmaktadir.

TrxR
DTNB+ NADPH + H* — S?TNB+ NADP™*
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4.2.2. L1 ligandimin TrxR enzim aktivitesine etkisi

L1 bilesiginin bes farkli konsantrasyonda (5000 uM, 2500 uM, 1000 uM, 500 uM,
250 puM) TrxR enzimi ile muamelesi sonucu 6lgllen aktiviteleri hem DTNB hem de
NADPH aktivitesi cinsinden Cizelge 4.1.’de goriilmektedir. Kontrol olarak ifade
edilen degerler, L1 eklenmeden, yalnizca ticari TrxR enzimini barindiran drnege ait
bulgulardir. Enzimin DTNB aktivitesi 12,00 IU/mL olarak, NADPH aktivitesi ise
14,40x 10 olarak hesaplanmustir (Cizelge 4.1.). Kontrole ait inhibisyon degeri 0 kabul
edildiginde L1’in diger konsantrasyonlarma ait inhibisyon degerleri kontrole gore

bagil % inhibisyon degerleri cinsinden verilmektedir.

Cizelge 4.1. L1 varliginda TrxR enzim aktiviteleri ve inhibisyon yiizdeleri

Liderisimi PINB NADPH Aktivitesi . , .70
(mg/mL) Aktivitesi (U/mL) Inhibisyon
(IU/mL) (%)
Kontrol (0) 12.00 4.40x10*1 0
5000 0.20 7.35x10°3 98.34
2500 0.10 3.68x10° 99.17
1000 0.15 5.51x1073 98.75
500 0.20 7.35x10%3 98.34
250 0.10 3.68x1073 99.17

L1 ligandi denenen biitiin konsantrasyonlarda TrxR enzimini ortalama % 98,75
oraninda inhibe etmistir. L1 konsantrasyonu 5000 uM iken, DTNB aktivitesi 0,20
IU/mL’ye diismiistiir ve L1’in azalan konsantrasyonlarina karsilik TrxR aktivite
degerleri neredeyse stabildir (Cizelge 4.1.). Doza bagimli olmaksizin L1 ligandi, TrxR
enzimini inhibe etmistir (Sekil 4.5.). Kanserde ila¢ gelistirme ¢alismalarinda doza
bagimli etki 6nemli bir faktordiir. Ilag konsantrasyonu arttikca inhibisyonun ve
dolayisiyla dlen hiicre sayisinin artmasi, ve insan deneklerine gegmeden once 1C50
dozunun (ilacn hiicrelerin %50 sini 6ldiirdiigli doz, veya enzim inhibitdrii ise enzimin
% 50 sini inaktive ettigi doz) belirlenmesi gerekmektedir. L1 ligandinin denenen tiim
konsanrasyonlarinda TrxR enzimini neredeyse % 100 inhibe etmesi yani oldukca
diisiik konsantrasyonlardaki bu doza bagimli olmayan yiiksek inhibisyon, L1

ligandmin kanser ¢aligmalar1 i¢in uygun olmadig1 anlamina gelmektedir.
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Sekil 4.5. L1 konsantrasyonuna bagli TrxR inhibisyonu

4.2.3. M1 kompleksinin TrxR enzim aktivitesine etkisi

M1 kompleksinin de L1 ligandinda oldugu gibi bes farkli konsantrasyonda (5000 uM,
2500 uM, 1000 pM, 500 pM, 250 uM) TrxR enzimi ile muamelesi sonucu 6lgiilen
aktiviteleri hem DTNB hem de NADPH aktivitesi cinsinden Cizelge 4.2.°de
goriilmektedir. Ayrica TrxR enziminin % inhibisyon degerleri de ¢izelgede yer

almaktadir.

Cizelge 4.2. M1 kompleksi varliginda TrxR enzim aktiviteleri ve inhibisyon

yuzdeleri
DTNB S %
M1 derisimi o NADPH Aktivitesi .
Aktivitesi Inhibisyon
(uM) (IU/mL)
(lU/mL) (%)
Kontrol (0) 12.00 4.40x10* 0
5000 0.18 6.62x103 98.50
2500 0.10 3.68x10°3 99.17
1000 0.21 7.72x10°3 98.25
500 0.10 3.68x10°3 98.17
250 0.10 3.68x10°3 99.17
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Sekil 4.6. M1kompleksi konsantrasyonuna bagli TrxR inhibisyonu

L1 ligandina altin baglanmasi ile elde edilen M2 kompleksi de L1 ligandinda oldugu
gibi TrxR enzimini neredeyse % 100 inhibe etmistir. Literatiir verilerine bakildiginda,
metallerin TrxR enziminin inhibisyonunu artirdig1 agiktir. Bu kompleksin ligandi
zaten % 100 inhibisyon yaptig1 i¢in, inhibisyon oranimni artirmasi s6z konusu degildir.

L1 ligand1 ile M1 kompleksinden ayn1 sonug elde edilmistir (Sekil 4.5.) (Cizelge 4.1.).
4.2.4. L2 ligandinin TrxR enzim aktivitesine etkisi

L2 ligandinin bes farkli konsantrasyonda (5000 uM, 2500 uM, 1000 uM, 500 uM, 250
UM) TrxR enzimi ile muamelesi sonucu 6lgllen aktiviteleri hem DTNB hem de

NADPH aktivitesi cinsinden Cizelge 4.3.’de goriilmektedir. Ayrica yine TrxR

enziminin % inhibisyon degerleri de ¢izelgede yer almaktadir.
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Cizelge 4.3. L2 varliginda TrxR enzim aktiviteleri ve inhibisyon yiizdeleri

C . DTNB L %
L2 delr\i[s i Aktivitesi NADPITJ /AkLtIVIteSI Inhibisyon
(LM) (IU/mL) (1U/mL) (%)
Kontrol (0) 12.00 0.44 0
5000 6.00 0.22 50.00
2500 6.30 0.23 47.50
1000 6.90 0.25 42.50
500 11.20 0.41 6.67
250 11.40 0.42 5.00

TrxR enziminin DTNB aktiviesi, L2 ligandinin 5000 uM konsantrasyonunda 12,00

IU/mL’den 6,00 TU/mL ye diismiistiir (Cizelge 4.3.). % 50’lik bu inhibisyon degeri

2500 uM konsantrasyonda % 47,5 1000 uM da ise % 42,5 olmustur. Konsantrasyonlar

arasindaki biiyiik farka ragmen % inhibisyon degeri sirasiyla % 2,5 ve % 5 gibi az

farklarla degismistir. 5000 uM’dan 1000 uM’a toplam % 7,5 inhibisyon farki s6z
konusudur. Konsantrasyon 500 uM’ a daha sonra da 250 uM’ a indiginde ise TrxR
inhibisyonu sirastyla % 6,67 ve % 5,00°a diismiistiir. Bu ani inhibisyon yiizdesi diisiisii
sekil 4.7.’den de goriilmektedir. L2 ligand: diisiik konsantrasyonlarda terapatik amaclh

TrxR inhibitorii olarak kullanilamayacak diizeyde bir inhibisyon saglamistir. % 5-7 lik

bu inhibisyon ihmal edilebilir dlzeydir.
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Sekil 4.7. L2 konsantrasyonuna bagli TrxR inhibisyonu

Sekil 4.7.°de L2 konsantrasyonuna bagli TrxR inhibisyon ylizdeleri grafigi

goriilmektedir. Grafik genel olarak degerlendirildiginde dogrusal olmadig:
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goriilmektedir. Ihmal edilen 500 uM ve 250 uM konsantrasyonlar1 ve karsilik gelen
inhibisyon ylizdeleri grafikten ¢ikarildiginda dogrusallik géze carpmaktadir (Sekil
4.8.). Denenen konsantrasyonlardan daha yiiksek konsantrasyonlarda inhibisyon
yiizdeleri dogrusal olarak artis gosterebilirdi. Cizelge 4.3.°de %50 lik TrxR
inhibisyonu elde edilen L2 konsantrasyonun denenen en yiksek konsantrasyon (5000
uM) (IC50) oldugu goriilmektedir. Ancak sapan degerler ¢ikarilarak elde edilen
grafikten IC50 degeri 4662,77 uM olarak hesaplanmistir (Sekil 4.8.).
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Sekil 4.8. Diisiik inhibisyon yilizdelerinin ihmaliyle elde edilen inhibisyon grafigi

4.2.5. M2 kompleksinin TrxR enzim aktivitesine etkisi

L2 ligandinin kompleksi olan M2 kompleksinin de 5000 uM, 2500 uM, 1000 uM, 500
pM, 250 uM konsantrasyonlarinda, TrxR enzimi ile muamelesi sonucu Ol¢iilen
aktiviteleri hem DTNB hem de NADPH aktivitesi cinsinden Cizelge 4.4.°de
gorulmektedir. Ayrica TrxR enziminin % inhibisyon degerleri de c¢izelgede

gorulmektedir.
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Cizelge 4.4. M2 kompleksi varliginda TrxR enzim aktiviteleri ve inhibisyon

yuzdeleri
C . DTNB L %
M(2mde/rmlsll_r)nl Aktivitesi NAD(PITJ /}rB\nIE)IVIteSI Inhibisyon
g (1lu/mL) (%)
Kontrol (0) 12.00 0.44 0
5000 1.50 0.06 87.50
2500 4.60 0.17 61.70
1000 6.60 0.24 45.00
500 7.50 0.28 37.50
250 10.20 0.38 15.00

En yliksek M2 konsantrasyonunda (5000 uM) %87,50 TrxR inhibisyonu gézlenmistir.
En diisiik konsantrasyondaki (250 uM) inhibisyon yilizdesi ise %15 olarak
hesaplanmistir (Cizelge 4.4). M2’nin azalan konsantrasyonlarina bagli TrxR
inhibisyon yiizdeleri dogrusal bir azalma gostermistir. L2 ligandina altin baglanmasi
ile doza bagimli 1yi bir inhibisyon grafigi elde edilmistir (Sekil 4.9.). Altiin yapiya
girmesiyle gozlenen bu inhibisyon artis1, altinin yiiksek elektrofilik 6zelligi nedeniyle
TrxR enziminin aktif bolgesindeki selenosistein artiklarini tercih etmesinden

kaynaklanabilir.
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Sekil 4.9. M2 kompleksi konsantrasyonuna bagli TrxR inhibisyonu

Sekil 4.9.°deki grafigin denkleminden hesaplanan IC50 degeri 1519,91 uM olarak
hesaplanmistir. Altin kompleksleri ile yapilan bir ¢alismada [L(AuCl)2] ve [L2Au]X

37



tiirii komplekslerin in vivo TrxR inhibisyonu incelenmis ve 0,12 uM ile 1,22 uM
arasinda IC50 degerleri kaydedilmistir (Wetzel, 2011). Altin kompleksleri ile yapilan
bir diger ¢alismada ise denenen komplekslerin TrxR inhibisyonunda IC50 degerleri
0,28 uM ile 1.42 uM olarak degismistir (Rigobello ve ark, 1998, Gromer ve ark.,
2004). Sican Karacigerinde TrxR enziminin iki farkli altin kompleksiyle inhibe
edildigi bir calismada IC50 degerleri 0,14 ve 0,27uM olarak hesaplanmistir. Bu
calismada 0,18 U TrxR enzimi ile ¢calisilmistir. (Ott ve ark., 2009). Bu ¢alismada ise
yaklasik 1-3 U TrxR enzimi ile ¢alisilmistir. Literatlirdeki ¢alismalara gore yiliksek
IC50 degerleri elde dilmistir. Sonug olarak, M2 kompleksi in vitro ve hiicre dis1 olarak
sican karacigeri TrxR enzimini doza bagimli olarak inhibe ettigi acgiktir. Ayni
kompleks hiicre kiiltiirii ¢galigmalarinda daha diisilk konsantrasyonlarda inhibisyon
saglayabilir yani M2 kompleksinin ileri antikanser ¢alismalar1 i¢in degerlendirilebilir
bir kompleks oldugu sdylenebilir. Schiff bazlarinin metal kompleksleri ile yapilan bir
sitotoksisite calismasinda Schift bazlarinin Cu, Zn, Co, Mn komplekslerinin antitiimér
ozellik gosterdigi kanitlanmistir. Fakat bu ¢alisma antitiimor etkinligi TrxR
inhibisyonu agisindan ele almamis, komplekslerin farkli hiicre hatlarinda
sitotoksisitelerini incelemistir (Zhong, 2006). Literatiirde metalin baglanmis oldugu
yapilarin liganda gore daha iyi TrxR inhibitorii oldugu kanitlanmistir (Santini, 2011).
Bu, durum metallerin TrxR aktif bdlgesindeki selenosisteinler arasindaki disiilfiir (S-
S) bagm segerek baglanmasi ile agiklanabilir. Bu c¢alisma da bu kaniy1
dogrulamaktadir. Bulgulara gore M2 kompleksi de L2 ligandina gore daha iyi TrxR

inhibisyonu saglamistir.
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5. SONUC VE ONERILER

Calismada sentezlenen L2 ligand1 ve M2 metal kompleksi sican karacigerinden izole
edilmis olup ticari olarak satin alinan TrxR enzimini sirasiyla 4662,77 uM ve 1519,91
uM IC50 degerlerinde inhibe etmistir. Ozellikle M2 kompleksinin bu etkin
konsantrasyondaki TrxR inhibitor 6zelligi, kanserli hiicrelerde aktivitesi artan TrxR
enzimlerini inhibe edecek olmas1 anlamina gelmektedir. Boylece hem L2 ligand1 hem
de M2 kompleksi kanserle savasta rol oynamasi bakimimdan ileri diizey antikanser

calismalari i¢in 6nerilebilir.

Bu calismanin devami olarak TrxR inhibitorii 6zelligi gésteren bu iki bilesigin cesitli
kanser hiicre hatlarinda denenmesi gerekmektedir. Daha gercege yakin sonuglar
almabilirligi agisindan bu ¢ok dnemlidir. Bu calisma kanserde kemoterapik ajanlara
direng gelisimine kars1 TrxR enzimi inhibisyonu yoluyla adeta kansere savas agmak
adina bir 6n calisma niteligindedir. Sentezlenen bu bilesiklerin etkinliginin hiicre
kiiltiirii ¢aligmalariyla kanitlanmasi durumunda hayvan deneyleriyle gelistirilmesi de

bilim ve insanlik adina faydali olacaktir.
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