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OZET

Biyolojik uygulamalarda demir selasyonu amaciyla kullanilabilir ligandlarn
degerlendirilmesi

Vicutta asirt biriken demiri uzaklastirmak amaciyla Fe(lll) iyonu ile
bilesik olusturabilecek ligantlarin sentezi\komplekslesme derecesini ve insan
plazmasindan demirin uzaklastinlmasinda etkinliginin belirlenmesi tedavi
surecinde Kklinikte kullamlabilme potansiyeli olan uygulamalann ilk basamag
niteligindedir.

Bu ¢alhisma da ilk olarak asetilaseton Uzerinde bulunan iki karbonil bilesigi
arasindaki karbon atomu Uzerindeki aktif hidrojen ile alkil gruplarimin yer
degistirmesi ile farkh uzunluktaki zincir sayisina sahip asetilaseton tirevleri olan
3-metil-2,4-pentandion ve 3-butil-2,4-pentandion basarih bir sekilde sentezlendi ve
ligand olarak kullanmildi. Kloralhidrat, hidroksilamin hidroklorir cikis bilesigi
olarak kullamlarak oksim gurubuna dahil olan anti-monokloroglioksim ve
dimetilglioksim ligandlarn basarih bir sekilde sentezlendi. 8-Hidroksikinolin-5-
sulfonik asit, 4,5-Dihidroksibenzen-1,3-distlfonik asit, Piridin 2,6-Dikarboksilik,
Nitrilotriasetik asit, Sitrik asit, Oksalat, Glisin, Salisilik asit’ te ligand olarak
kullanildu.

Demir ile kompleksleri safsu ve plazmada sentezlendi. Sentezlenen
bilesiklerin yapilart FT-IR, manyetik suseptibilite, elementel analiz analiz ve UV-
Vis gibi spektroskopik metodlar ile aydinlatilmistir. Komplekslesme derecesi ICP-
MS ve UV-Vis yontemleriyle belirlenmistir. Komplekslerin, ligandlarin
elektrokimyasal davramslan Siklik Voltametri ile incelendi. Daha sonra hiicre
kaltird yontemi ile sentezlenen komplekslerin in vitro sitotoksik etkisi
belirlenmistir. MTT testi kullamlarak 12,5, 25, 50, 100 ve 200 pM’hk 5 farkh
derisim arahginda kompleksler HUVEC hicre dizisi Uzerine uygulanarak
sitotoksik etkiye sahip olup olmadigi ve hicre proliferasyonuna etkisi
incelenmistir. Arastirmada kullamlan komplekslerin hemen hemen hepsinde artan
dozlarda yuzde sitotoksisite cevaplarn arasinda negatif bir iliski gézlendi. Ayrica
komplekslerin bircogunun HUVEC Uzerine sitotoksik etkiye sahip olmadig ve
hiicre proliferasyonunu etkilemedigi hatta iyilestirici etkisi oldugunun tespit
edilmesi ilag gelistirme asamasinda deneysel hayvan modeli arastirmasi igin Umit
verici olarak gorulmektedir.

Bu cahsmada kullanilan ligandlarin selasyona etkisinin arastirilmasi in vivo
denemelerin gerceklestirilebilmesinde ilk basamak cahsmasi olmustur. In vitro
yapilan bu ¢ahsmada bulunan sonuglar ileriki donemlerde in vivo ¢alismalar ile de
desteklenirse demir selasyonuna uyumun optimum olacag etkin demir selatorlerin
gelistirilmesini 6ngérmekteyiz.

Anahtar Sozcukler: Demir(l11), selasyon, ligand, hticre kulttru, siklik voltametri.

XXiii



ABSTRACT

Assessment of usable ligand for iron chealating in biological applications.

In order to remove excess iron from the body, the synthesis\complexation
degree of the ligands that can form a compound with the Fe (I11) ion and the
efficiency of iron removal from human plasma is the first line of applications that
have potential for clinical use in the treatment process.

In this study, Initially, 3-methyl-24-pentanedione and 3-butyl-2,4-
pentanedione which are acetylacetone derivatives with different chain lengths were
successfully synthesized by displacement of alkyl groups with active hydrogen on
the carbon atom between the two carbonyl compounds present on acetylacetone.
Chloralhydrate, Hydroxylamine hydrochloride was used as the starting compound
and the anti-monochloroglucoxime and dimethylglyoxime ligands were
successfully synthesized. 8-Hydroxyquinoline-5-sulfonic acid, 4,5-
Dihydroxybenzene-1,3-disulfonic  acid,  Pyridine  2,6-Dicarboxylic  acid,
Nitrilotriacetic acid, Citric acid, Sodium oxalate, Glycine and Salicylic acid were
used as the ligand. Iron complexes were synthesized in pure water and plasma. The
degree of complexation was determined by ICP-MS and UV-Vis methods. The
electrochemical behavior of complexes, ligands was studied by CV. Platinum disk
electrot, platinum counter electrode and Ag-AgCl reference electrode were used in
the studies. Then the in vitro cytotoxic effect of the complexes synthesized by the
cell culture method was determined. MTT assay was used to examine whether the
complexes had cytotoxic effect on HUVEC cell line at 5 different concentration
ranges (12.5, 25, 50, 100 and 200 pM) and their effect on cell proliferation. Almost
all of the complexes used in the study had a negative correlation between the
percent cytotoxicity responses at increasing doses. Furthermore, it has been
determined that many of the complexes do not have cytotoxic effect on HUVEC
and they do not affect cell proliferation or even have therapeutic effect, it appears
to be promising for an experimental animal model study during the drug
development phase.

Investigation of the effect of chelating ligands used in this study has been
the first step in the realization of in vivo assays. We anticipate the development of
effective iron chelators that will be optimal for iron chelation if the results of this
in vitro study are supported by in vivo studies in the future.

Keywords: Iron (I111), chelation, ligand, cell culture, cyclic voltammetry.
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1. GIRIS

Vicutta birgcok yapisal ve islevsel bilesenlerin ayrilmaz bir pargas: olan
metallerin fizyolojik, patolojik ve biyokimyasal sireclerde ki kritik rolleri her zaman
aragtirmacilarin ilgi odagi olmustur. Bu metallerden en 6nemlisi olarak kabul edilen
demir insan organizmast i¢in ¢cok 6nemli tepkimelerde kullanilan (oksijen tasima, enerji
uretimi, elektron transferi, DNA sentezi ve hiicre donglsu asamalarinda, azot
sabitlestirilmesi gibi) bir elementtir. Demirin tim yasam formlar: icin kritik bir 6neme
sahip olmasi onun biyokimyasal tepkimelerde rol alan anahtar enzimlerin aktif
bolgelerinde bir kofaktor olarak hareket etmesi ve oksijene karsi gosterdigi yiksek
ilgiden dolayr girdigi ylkseltgenme indirgenme tepkimelerinden kaynaklanmaktadir
1,2,3,4,5,6,7.

Demir yasamimiz igin vazgecilmez olmasina ragmen hem asir1 derigsimi hem de
reaktif oksijen turleri olusturma yetenegi ve insanda demir atilimi dizenleyici
mekanizmalarinin eksikligi onu son derece zararli hale getirmektedir. Cunkl insan
demir dengesini saglamakta gucluk ¢eken ve demir fazlahigina kolaylikla ulasabilen tek
memeli organizmadir. Ozellikle organlarda birikmesi, viicut icin guvenli olan depo
seviyesini astiginda, potansiyel olarak durumun ciddiyeti maruz kalinan demirin
fazlahgina baglh olup, Ozellikle karaciger, pankreas ve kalp gibi hedef organlarda
slimciil doku hasar: meydana getirmektedir®®*.

Bu 6lumcil hasarin engellenmesinde bugun igin tek tedavi yontemi dokuda
biriken asir1 derisimdeki demire spesifik ligandlarla selasyon yapilarak organizmadan
demirin uzaklastirilmas: esasina dayanan selasyon tedavisidir. Bu tedavinin amaci,
organizmada serbest halde bulunan demirin komplekslesmesini saglayarak demir
birikiminin toksik etkisinin olmadigi guvenli seviyelerde surdirmektir. Bu amaca
ulasincaya kadar asiri demiri detoksifiye ederek organizmayi demir toksisitesine
korumaktir. Demir selasyon tedavisi, son yillarda asir1 demir yiki ile karakterize
olmayan bozukluklarin tedavisinde dahi kullanilmasi s6z konusudur (eriskin solunum
sikintis1 sendromu, miyokardiyal iskemi, kanser ve sitma gibi)****3.

Gunumuzde bu amag icin kullanilan ilag, agizdan alindiginda inaktif olusuyla
blyuk bir dezavantaji olan dogal bir siderofor olan desferrioksamin-B (DFO)’ dir. Ayni

zamanda DFO’ in plazma yari Omrunin kisa olmasi, pahali olmasi ve yiksek



derisimlerde toksik etki gostermesi gibi 6nemli kisitlamalari s6z konusudur. Hem bu
kisitlamalar hemde yetersiz demir selasyonu ile birlikte organ hasarlarin kaginilmaz
olusu ve demir selasyonuna uyumun optimum olacagi etkin demir selatorlerin
gelistirilmesi yonlndeki ilgiyi ve cabayr hep yiksek tutmustur. Bundan dolayr cok
sayida oral aktif selatlayici gruplari ¢alisilmis ve bu demir selatlayicilar hala tatmin
edici duzeylerde degildir. Son zamanlarda bunlar arasinda en dikkate degerinin
piridinon tirevleri oldugu belirlenmistir. Fakat demir dengesini saglamak igin gerekli
dozun oldukca yiksek olusu, ¢esitli yan etkilere neden olmaktadir. Klinik kullanim igin
ideal bir demir selatorler hala aranmaktadir. Bu sebeple, demir selatlanmas: ve daha
etkin demir selatorlerin gelistirilmesi, son yillarda tzerinde yogun olarak calisilan
konulardan biri haline gelmigtir*4!>1617.18,

Vicutta asir1 biriken demiri uzaklastirmak amaciyla Fe(lll) iyonu ile bilesik
olusturabilecek ligantlarin sentezi\komplekslesme derecesini ve insan plazmasindan
demirin uzaklastirilmasinda etkinliginin belirlenmesi tedavi sirecinde klinikte
kullanilabilme potansiyeli olan uygulamalarin ilk basamagi niteligindedir. Bu ¢alisma
da Fe(lll) iyonunu ile selasyon yapilacak demire spesifik ligandlar sentezlenmis ve
demir molekullndn in vitro kosullarda plazma ve safsuda segici birlesme derecesini
farkl yontemlerle belirlenmistir. Ilk olarak asetilaseton lzerinde bulunan iki karbonil
bilesigi arasindaki karbon atomu (zerindeki aktif hidrojen ile alkil gruplarinin yer
degistirmesi ile farkli uzunluktaki zincir sayisina sahip asetilaseton tirevleri olan 3-
metil-2,4-pentandion ve 3-butil-2,4-pentandion sentezlendi ve ligand olarak kullanild:.
Demir fazlahg: olusan durumlarda bu durumu hafifletmek icin bir selatér olarak
kullanilip kullanilmayacagi ve 6zellikle asetilaseton Uzerinden yagda ¢6zinen grubun
(alkil) grubunun hem safsu hemde plazmada selasyona etkisinin nasil olacag literaturde
ilk defa incelenmistir. Alki grubu uzadikca demir ile komplekslesme miktar:
saptanmistir. Ve bu calismada oksim bilesigi olan dimetilglioksim ve kloralhidrat,
hidroksilamin hidroklorlr cikis bilesigi olarak kullanilarak anti-monokloroglioksim
ligandlar1 sentezlendi. Demir(lll) ile komplekslesme kapasitesi incelenerek ilk defa
selatlama amaciyla kullanilabilecegi belirlenmistir. Ayn1 zamanda 8-Hidroksikinolin-5-
sulfonik asit, 4,5-Dihidroksibenzen-1,3-distlfonik asit, Piridin 2,6-Dikarboksilik,
Nitrilotriasetik asit, Sitrik asit, Oksalat, Glisin, Salisilik asit’in bir selatér olarak

kullanilip kullanilmayacagi hakkinda ilk basamak arastirmas: yapilmistir. Batin



ligandlarin demir ile kompleksleri safsu ve plazmada sentezlenmistir. Sentezlenen
bilesiklerin yapilar1 FT-IR, manyetik suseptibilite, elementel analiz analiz ve UV-Vis
gibi spektroskopik metodlar ile aydinlatiimistir. Komplekslesme derecesi hem safsuda
hem plazmada ICP-MS ve UV-Vis gibi farkli yontemlerle belirlenmistir.
Komplekslerin, ligandlarin elektrokimyasal davraniglari Siklik Voltametre (CV) ile
incelendi. Calismalarda platin disk elektrot, platin karsit (counter) elektrot ve Ag-AgCl
referans elektrot kullanilmistir. Daha sonra hicre kiltirli yontemi ile sentezlenen
komplekslerin in vitro sitotoksik etkisi belirlenmistir. Sitotoksisite deneyleri MTT test
yontemi uygulanarak yapilmistir. Calismamizda 6ncelikle mL’de 10* HUVEC hiicresi
olacak sekilde 12 kuyucuklu plakta 7 kuyucuga ekim yapildi. 24 saat sonunda her bir
kompleksi seri dilisyonla sulandirarak 5 farkli derisim elde edildi. Kontrol olarak
DMSO kuyucuga yerlestirildikten sonra hiicre siispansiyonlar: tizerine farkli derigimler
de sentezlenen kompleksler eklendi. 48 saat komplekslerle ile inkilbe edilen hiicrelerde
sitotoksisite oranlar: tespit edildi.

Bu calismada gunimdizde tedavi suresinde tercih edilen az sayidaki liganda
alternatif olabilecek bir potansiyel molekilin yada molekullerin sentezlenmesi ayn
zamanda tip alaninda tedavi amaciyla kullanilan mevcut bilimsel birikim ve tedavi
yontemlerine alternatif olabilecek bir tedavi strecinin gelistirmeye yonelik molekdllerin

tanitilmasi s6z konusu olacag: degerlendirilmistir.



2. GENEL BiLGILER

2.1. Demirin Biyolojik Onemi

Demir; mikrobiyal, kanser ve normal insan hucreleri dahil olmak tizere hemen
hemen bitln organizmalarda bulunan ve yasam icin gerekli olan bir gecis metalidir.
Ayni1 zamanda elektron transferi, oksijen tasinmasi ve aktivasyonu, azot sabitlestirilmesi
ve DNA sentezi gibi ¢ok sayida biyolojik islemlerde 6nemli roller oynamaktadir.
Ozellikle hiicrelerde demirin baskilanmasii hiicre siklusunun G1/S fazinda durmasina
yol agmasi demirin hicre siklusunun surdirtilmesinde, biylimede ve bolinmede
esansiyel metal oldugunu gostermektedir. Bu kadar elzem bir metal olmasina ragmen
fazla bulunmas: halinde de ciddi zararlar verebilmektedir. Bundan dolay:r organizma
demiri karmasik mekanizmalarla diyet yolla saglamakta, toksik olmayan bir sekilde
depolayabilmekte ve gerekli oldugu yerlerde kullanmaktadir®*20#1:2223.

Vicutta demir 2 bolimde dagilim gosterir. Birincisi hemoglobin, miyoglobin,
transferrin ve enzimler dahil olmak (izere ve her biri demir gerektiren bir kofaktor veya
prostetik (iyon ya da hem) gruptan olusan sayisiz bilesiklerin olusturdugu islevsel
bélumken, ikincisi viicudun mineral rezervleri olusturan ferritin ve hemosiderin olusan
bir depo boliumudur (Sekil 1). Normal bir yetiskinde yaklasik olarak 4-5 gr demir vardir
ve 70 kg’lik bireyin vicut demir icerigi yaklasik 50 mg/kg'dir. Kadinlarda 3,5-4 gr,
erkeklerde 4-5 gr demir mevcuttur. Demirin vicuttaki dagilimi incelendiginde, ortalama
olarak Hb’de % 65 (2300 mg), demir depolarinda (ferritin ve hemosiderin ) % 20 (~700
mg), miyoglobin ve enzimlerde % 15 (~500) oranindadir. Transferrin bagli olan demir
ise sadece % 0,1-0,2 civarindadur. 242

Vicut demir igerigini, ¢cok siki bir aralik iginde devam ettiren mekanizmalar
vardir. Bu demir diizeyi asirnn atilimdan c¢ok (vicudun demiri aktif olarak vicuttan
atilmasin1  saglayan fizyolojik bir mekanizma olmamasi) vicuda alinimindaki
kisitlamalar ile siki kontrol ve koruma altindadir. Demirin korunmasini saglayan bu
sistem hem demirin tekrar kullanilabilmesi hem de ginlik hemoglobin sentezi igin
gerekli olan miktar1 (35 mg) saglamaya calisir. Vucuttaki demirin buyik ¢ogunlugu
oksijen baglayan hem molekuliinde yer alir. Miyoglobinin yapisina katilir. Ayrica
pekgok yasamsal ve biyokimyasal 6nemi olan olaylarda (hlcre blyumesi ve cogalmasi

gibi) bircok protein ve enzimlerin yap: ve islevinde goérev almaktadir (Cizelge 1).



Ornegin; DNA sentezinde hiz kisitlayict basamak olan riboniikleotid rediiktazin
katalizledigi tepkimede demir kritik rol oynar. Ayrica bu gecis metali Gzerine yasam
bagimliligi, kritik biyokimyasal yollarda yer alan anahtar enzimlerin aktif olan
bolgelerinde bir kofaktor olarak hareket etmesinden kaynaklanmaktadir (Demir-

protoporfirin (hem) ve demir siilfiir bilesikleri enzim kofaktérii gibi) 2722290,
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Sekil 1. Vuciitta demir dagihmi®




Cizelge 1. Demir iceren bilesik ve enzimler

DEMIR ICEREN ENZIMLER

NAD
dehidrogenaz

Ksantin
oksidaz

Ribonukleotit
rediiktaz

Siiksinat
dehidrogenaz

2.2. Demir Metabolizmasi

Insan organizmasinda demirin metabolizmas: klinik bir 6Gneme sahiptir. Bu kadar
o6nemli olan bir elementin vicuttaki degisimi de ¢cok ekonomik sekilde saglanmakta
olup, demir kayb: mimkin olan en az diizeyde tutulmaktadir. Organizmada demir
dengesinin korunmasi, esas olarak diyetteki demir alim: ve kayiplar arasinda hassas
denge ile diizenlenmektedir. Demir, viicuttan sadece deskuamasyon ve kanama yoluyla
kaybedilir. Idrarda ¢ok az demir bulunur. Deskuamasyonla giinde yaklasik 1 mg demir
kaybi olur. Menustriiel kayip ise 28 mg/siklis kadardir. Boylece, herhangi baska bir
yerde kanama yoksa dogurgan ¢agda erkeklerde 1 mg/giin, kadinlarda 2 mg/gun demir
kayb1 olmaktadir. Bunun disinda organizmada gerekli olan demirin ¢ogu, mevcut
demirin yeniden kullanimiyla saglanmaktadir. Eritrositlerin her gun yaklasik %21’i
makrofajlar tarafindan fagosite edilmekte ve bu yolla yaklasik 25-35 mg demir
makrofajlara ge¢cmektedir. Diyetle alinan demir ile makrofajlardan saglanan demir,
kanda transferrin (Tf) ile tasinarak, blylk oranda kemik iligine ulastiriimaktadir.
Plazma Tf boluminde géreceli olarak az miktarda demir bulunmaktadir; ancak bu demir
stirekli hareket halinde olup, birkag saat icinde yenilenmektedir. Asirt demir karaciger
ve retiklloendotelyal makrofajlarda parankimal hiicreler tarafindan depolanir (Sekil 2).
Demir hemostazisini bozan durumlarda, insanda demir atihimini saglayan fizyolojik
baska mekanizmalar olmamasindan dolayr demir fazlaligina kolaylikla
olusabilmektedir. Asir1 demir yuku gibi demir dengesi bozukluklari, insanlarda en sik

gorilen hastaliklar arasinda yer almaktadir®!:32333435,
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Sekil 2. Demir metabolizmast ve geri doniisiim siireci®

2.3. Demir DOngusl ve Depolanmasi

Demir karacigerde sentezlenen 2 adet demir baglama bolgesi ihtiva eden
(diferrik) glikoprotein yapida olanve dolasimda transferin ile tasinan bir metaldir.
Enterositin bazolateral tarafindan ferroportin ile disar1 verildikten ve ferrik (Fe™) hale
getirtildikten sonra Tf’e yiksek affinite ile baglanan demir (diger molekullerle
tepkimeye girmesini dnleyerek) transferin reseptori yoluyla eritrosit éncillerine ve tim
vucut hicrelerine tasinir. Serbest demir eritrosite gecemez. Hemoglobin (reten
hiicrelerin disindaki demir ferritin olarak depolanir. Transferrin reseptori secici olarak
diferrik transferrine baglanarak olusan Tf-TfR1 kompleksi, membrandan endositoz yolu
ile hucre igine alinir. Tf-TfR1 kompleksindeki demir kompleksten ayrilir. Serbest kalan

+25

Fe*®, ferrirediiktaz Steap3 proteini ile Fe**ye rediikte edilerek endozomdan hiicre
sitoplazmasina gecer. Mekanizmas: tam olarak bilinmemekle birlikte bu htcre ici
serbest demir dayaniksiz demir olarak tarif edilir ve labil demir havuzunda (LIP: Labil
iron pool) birikir. LIP fizyolojik 6nemi sahip hem gibi ya da metabolik enzimler gibi
cesitli proteinlerin yapisina dahil edilebilir ve hiicre tarafindan kullanilmasi icin bir
demir hazir kaynagi olusturur (Sekil 3). Ferritin baglanma sirasinda demirin tekrar Fe*

haline yukseltgenmesi gerceklestirilir. Hem biyosentezi sirasinda demirin porfirin



molekilune katilmasi, ferroselataz enzimi zerinden gerceklestirilirken, diger taraftan
yasam sireleri dolan hemoglobince zengin eritrositler parcalanarak icerisindeki demir
ferritinde depolanarak tekrar ayni isleme katilir. Taginim formu, transferrin, aynm
zamanda demiri gesitli enzimler ve miyoglobin yapiminda kullanilmak tzere karacigere
tasir. Gerektiginde, Fe*? bagirsaklarda mukoz membrandan tekrar emilir ve membran
icerisindeki kullaniimayacak ise ferritin seklinde depo edilir. Ferritin molekillu ¢ok
fazla miktarda demiri sekestre edebilir ve demiri nontoksik olan ferrik-soluble
formunda tutar. Ferritin bir apoprotein alt birimden olusur ve bu alt birimden 24 tanesi
birleserek ferrihidritfosfat [(Fe(O)(OH)8FeOPO3H,) x.H,PO4] seklinde depolanir. Bu
alt birim 4500 demir atomu iceren bir merkezi (kor) cevreler. Demirin bu karisik yapiya
girme ve vicutta kullanilmak tzere ayrilma mekanizmasi hentiz bilinmemektedir, fakat

+2

demirin bu niveden ayrilmasi icin Fe*?’e indirgenmesi ve Fe*? in selat olusturmas:

gerekmektedir. Bu mekanizmanin tersi ile de yine karmasik molekilin igerisine

girer2,4,15, 19'36'37'38'39.

EKSTRASELLULER

BOSLUK HEME Ferritin

Sentes ol T

Metabolizma

Sekil 3. Hiicre ici demir trafigi, depolanmasi ve kullanim:®

Demir tasinma ve depolanma sirasinda hiicrelerde ve viicut sivilarinda daima iki
oksidasyonu durumu olan ferroz (Fe*?) ve ferrik (Fe*™) sekilde bulunur. Demirin bu
benzersiz redoks aktivitesi, bir elektron alicisi ve vericisi olarak hareket etmesini saglar.
Bu durum bir taraftan gerekli ve yararli olurken (oksijenasyon, hidroksilasyon ve
benzeri bircok metabolik olay: katalize etmesi) diger taraftan demir fazlalig: sirasinda

olusan serbest ya da labil (kararsiz) demir, prooksidan olarak serbest oksijen



radikallerinin yapilmasina yol acarak zararli olabilir. Bunlardan en dnemlisi hidroksil
radikali olup en fazla reaktif olan radikaldir; yarilanma siiresi yalnizca 10 sn’ dir.
Hidroksi radikali lipid peroksidasyonu, mutagenez, DNA kiriklari, onkogenlerin
aktivasyonu ve timor siipresor genlerin inhibisyonu gibi zararh etkilere neden olabilir.
Oksidatif stres yaratarak bircok patolojik olayda yer alir (protein degradasyonu,
inflamatuar reaksiyonlar, yaslanma gibi) (Sekil 4). Sonug olarak, serbest demir oksidatif
stresde Ozellikle demir depolarinin fazla yiiklenmesi ya da inflamatuar reaksiyonlar
sirasinda superoksitlerin fazla Uretilmesi gibi durumlarda 6nemli bir rol oynar. Bu
nedenlerden dolayr organizma demiri higbir zaman serbest halde birakmamaya calisir.
Demirin organizmadaki miktart ve dengesi buyik oranda proksimal bagirsaktan

emiliminin ve makrofajlardan saliniminin kontrolii ile saglanmaktadir®®40414243,

Labil
Fe+2
~ havuzu
' f Y
Lipid Protein
peroksidasyonu degredasyon
Onkogenlerin z :
ahﬁvguwnu Oksidatif Stres DNA kinklan
Tumor slpresdr imflamatuar
_ genlerin reakslyonla
Inhibisyonu
Woronal dldm ve
dejenarasyon

Sekil 4. Labil demir havuzu kaynakl: oksidatif stress ve zararlari*

2.4. Demir Fazlahg

Insanda hem demir eksikligi hemde demir fazlalig: énemli klinik patolojilere yol
acabilmektedir. Ozellikle organlarda demir birikmesi viicut icin “giivenli olan depo
seviyesini’’ astiginda, potansiyel olarak durumun ciddiyeti maruz kalinan demirin
fazlahigina bagl olup, 6zellikle karaciger, pankreas ve kalp gibi hedef organlarda doku
hasart meydana getirerek sag kalimi olumsuz etkiler. Ozgiil dokulardaki demir fazlalig



infeksiyon, neoplazi, kardiyomiyopati, artropati ve bircok endokrin ve ndorolojik

bozukluklara yol acar (Sekil 5)t!4445:46:47:48:49.50,5L.

Organ Sonuclar

Hipofiz Hipogonadotropik hipogonadizm
Tiroid Hipotiroidi

Paratiroid Hipoparatiroidizm

Kalp Kardiyomiyopati

Karaciger Siroz, Karsinom

Pankreas Diabet

Deri Pigmentasyon

Gonadlar Hipogonadotropik hipogonadizm
Eklemler Artropati

Sekil 5. Ozgiil dokularda demir birikimi ve iliskili hastaliklar>*

Insanda demir fazlahg: iki farkl: nedenle ortaya cikabilir (Cizelge 2);

1. Primer demir fazlahg:: Kalitsal hemokromatoziste oldugu gibi besinlerden
demir emiliminin artmas: veya gidalarla asir: demir alimi neden olur®>.
2. Sekonder demir fazlahgi: Sirekli kan alimi tedavilerinde oldugu gibi

damardan demir alim: neden olur®>°3,

Gercekte hemokromatozis terimi, butin demir birikim hastaliklarin
kapsamaktadir. Demir birikim hastaliklarininin - bazilarinda hastaligi olusturacak
herhangi ikincil bir bozukluk bulunmamaktadir ve bunlar primer demir fazlalig: olarak
isimlendirilir. Digerleri baska bir hastaliga, ozellikle inefektif eritropoez ile iliskili

hastaliklara bagl: gelisir ki bunlar sekonder demir fazlalig: olarak tanimlanir**>>,
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Cizelge 2. Demir fazlaliginin siniflandiriimas:®

1-Primer demir fazlahg

Tip 1 HFE (6p21) gen mutasyonlari

. Tip 2 Alt tip A: Hemojuvelin gen (1g21) mutasyonu
Kahtsal Hemokromatozis P _p _J_ gen (1a21) Y
Alt tip B: Hepsidin gen (19913) mutasyonu

Tip 3 Transferrin reseptor 2 gen (7g22) mutasyonu

Tip 4 Ferroportin gen (2g32) mutasyonu
Ferritin gen mutasyonu H-ferritin gen mutasyonu

Seruloplazmin gen

mutasyonu

Atransferrinemi Transferrin gen mutasyonu

2-Sekonder demir fazlahg

inefektif eritropoez Myelodisplastik Sendrom, Talasemi, Sideroblast

anemi

Uzun periyodlar boyunca Agizdan veya damar ici enjeksiyon ile demir almak

demir yénetimi

Uzun periyodlar boyunca

transfiizyon

Diyet demir fazlahg:

Karaciger fonksiyon Kronik hepatit, Alkolik karaciger rahatsizhg,
bozuklugu Nonalkolik karaciger yaglanmasi
Digerleri Porfiri (Porphyria)

2.4.1. Primer demir fazlahg
Demir homeostazi sirasinda gorev alan genlerdeki kalhitsal mutasyonlar demir

fazlalig1 ile sonuglanir. Bu durum da intestinal demir emiliminin artmas: ve demir
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metabolizmasinin  bozulmasina neden olur. Yaygin olarak gorilen primer demir
fazlaligi, kalitsal hemokromatozis olarak da adlandirilir*®®"®,

Hemokromatozis 4 tip olarak siniflandirilmistir. En yaygin Tip | veya HFE
hemokromatozistidir. HFE’nin iki ana mutasyonu (C282Y ve H63D) sonucu olusan
hepsidin tretiminin azalmasi bagirsaklardan demir emilimini arttirdig: dustintilmektedir.
Hemokromatozisin diger Uc¢ tipi ¢cok daha nadir gorulmektedir. Tip Il (juvenil
hemokromatozis) hepsidinin hatal: Uretimi nedeniyle daha agir demir fazlalig ile
karakterize edilen bir hastaliktir. iki genetik mutasyon icerir. Tip 2A, hemojuvelin
(HJV) mutasyonunu igeren tipi iken, Tip 2B HAMP gen mutasyonunun gorildigu
hepsidinin agir islev kaybiyla seyreden tipidir. Tip I’ de ise transferin reseptori
kusurluyken (kanda demir alimi yapilamaz), Tip IV’de ferroportin mutasyonundan
kaynaklanan bir kusur s0z konusudur. Tip IV ayrica bagirsaktan kontrolsuz demir
emilimi ile sonuglanan ve hepsidine karsi duyarsiz hale gelmesine neden olabilir. Diger
kalitsal primer demir fazlaligi bozukluklar: son derece nadirdir. Bunlar atransferrinemi
(transferrin demir tasiyici olmamasi) gibi, Ferritin geninde mutasyon ve beyinde demir

birikimi (NBIA) ile sonuclanan nérodejenerasyondur. (Cizelge.2)>*60616263

2.4.2. Sekonder demir fazlahg:

Sekonder demir fazlaligi genellikle vicutta biriken demirin diizenleme sistemi
ile ilgili genlerdeki kalitimsal kusurlarin dogrudan sonucu olmadigi durumu tanimlamak
icin kullanilir. Genellikle demir fazlaligina neden olan baska bir hastalik veya duruma
bagli olarak gelisir. Sekonder demir fazlaligi hepatit C virtsu (HCV) enfeksiyonu,
alkolik karaciger hastaligi ve alkolik olmayan karaciger yaglanmasi gibi kronik
karaciger hastaliklarinda tetiklenen ¢ok basamakli bir siire¢ olabilir. Karacigerin stresle
alakal: bu durumu demir dizenleyici genlerin ekspresyonunu degistirebilir. Ornegin
ROS (retiminin artmas: ile C / EBPa inhibisyonu yoluyla hepsidinin regtlasyonu ve
demir dlzenleyici genlerin ifadesini degistirebilir. Buna ek olarak, hepatositler ve
karaciger stres altinda hasar gorebilir. Bu durum serumdaki hepsidin seviyesinin
azalmasi ve nekrotik hepatositlerden demir salinimina neden olur. Demir homeostazi
hepatositlerde ve sonunda diger dokularda demir birikmesi neden olacak sekilde
bozulur. Ayrica sekonder demir fazlaligina buyik 6lcude transflizyon bagimli kalitsal

veya kazanilmis anemilerde 6rnegin Hemoglobinopatiler, miyelodisplastik sendromlar
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(MDS), miyelofibroz ,aplastik anemi, sideroblastik anemi gibi sik kan transfiuzyonu

yiikiine maruz kalan hastalarda goriilebilmektedir®® 456667,

2.5. Demir Toksisitesi

Demir redoks tepkimelerine katiliminda merkezi bir rol oynayan, énemli bir
gecis metalidir. insan viicudunda redoks olayr sonucu olusan oksidatif hasari, gtivenli
bir sekilde dnlemek igin transferrin ve ferritin gibi (normal sartlarda intravenéz demir
transferrine  baglanarak tasinmakta ve hepatositlerde ferritine bagli olarak
bulunmaktadir) siki korunmus mekanizmalar mevcuttur. Demirin hiicrelere alinmas: ve
depolanmasinin kontrollini saglayan proteinler ve sitolozik demir dlizeyi arasindaki
etkilesimler normal sartlar altinda toksik sitozolik kararsiz demir havuzlarinin
blytmesini onler. Bu koruyucu mekanizma her zaman yeterli olmayabilir (herediter
hemokromatozis sendromlarda oldugu gibi). Asiri demir fazlaligi olan bu gibi
durumlarda transferrinin demir tasima kapasitesi (satiirasyonu) dolar ve plazmada
transferrine bagli olmayan demir olusur®®®7°,

Transferrine bagli olmayan demirin (NTBI) yapis1 ve metabolik aktivitesi hen(iz
tam olarak anlasilamamistir. Serbest demir dayanikli degildir ve organlara niifuz eden,
redoks aktif formudur. Transferine baglanan demir (TBI) toksik degil iken, NTBI
toksiktir ve zararli hidroksi radikallerin dretimine katilir. Dolasimdaki transferrine bagh
demir, reseptorler araciligiyla hicreler tarafindan alinirken, NTBI kontrolsiiz bir sekilde
dokular tarafindan alinir. Bu durum sitoplazmada kararsiz demir havuzlarinin artmasina
neden olur ve bu durum oksiradikallerin olusumunu katalize eder. Lipid
peroksidasyonu, organel hasar ve TGF-B1 dretimine neden ROS dretimine neden olur
Bu durumda hucresel bolimleri hasarlandirarak hiicre nekrozu ve fibrozise neden olur

(Sekil B) TH72T3TATS
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Sekil 6. NTBI hiicre 6liimii ve fibrozisle sonuglanmasi’

2.5.1. Toksisitenin mekanizmasi

Demirin hicrelere alinmasi ve depolanmasinin kontrolini saglayan diizenleyici
proteinler ile sitolozik demir dlzeyi arasindaki etkilesimler normal kosullarda toksik
etkideki kararsiz stoplazma demir havuzlarinin blyumesini Onler. Fazla miktarda
demirin 6zgun doku ve hicrelerde birikimi, serbest demirin artmasini 6nleyen
transferrin ve ferritin gibi bazi proteinlerin kullanilabilirligini engelleyebilir. Bu
durumda, demir dolasimda serbest kalir ya da dokularda birikebilir. Serbest demir
dayanikli degildir. Cok kolaylikla elektron kazanabilen yada kaybedebilen serbest
demirin kararsizligi Fenton ve Haber-Weiss tepkimesinde yer almasinda 6nemli bir
etmendir (Sekil 7)%®7®7"78,

a2

Fe

Sekil 7. Demirin redoks dongiisii™®
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Fe*?nin katalizor olarak rol oynadigi Haber-Weiss tepkimesinde siiperoksit
anyonu (-Oy-) ile H,O, tepkimeye girerek zararli hidroksil (-OH) radikallerini olusturur.
Ayni zamanda demir iyonlari, hidroperoksitlerin zararli hidroksi radikaline donustugu

“Fenton-tipi tepkimeleri” de katalizlemektedir**"18081828384

Haber Weiss tepkimesi
0,.- + H,O, — 0O, + OH- + HO

Fenton tepkimesi
Fe(ll) + O, - Fe?* + O,
Fe* + H,0, — Fe(lll) + OH + HO

Reaktif oksijen turleri arasinda en yiiksek toksisiteye sahip olan hidroksi radikali
poliansatire yag asidi zincirindeki metilen gruplarindan bir hidrojen atomu
uzaklastirarak lipid  peroksidasyonunu baslamaktadir. Serbest radikal, lipid
molekilunden bir hidrojen atomu ¢ikartarak karbon merkezli lipid radikalinin (R")
olusmasina yol agcmaktadir. Lipid radikali kararsiz bir bilesik olup bir dizi molekuler
degisiklige ugrar. Daha sonra lipid radikalinin molekutler oksijen ile tepkimeye girmesi
ile lipid peroksil radikali (ROO") olusmaktadir. Olusan lipid peroksil radikalleri ylksek
tepkime yetenegine sahip olup diger bir doymamis yag asidinden hidrojen atomunu
cekerek yeni lipid radikallerinin olusumunu saglamakta ve kendisi de lipid
hidroperoksidlere (ROOH) donlsmektedir. Lipid hidroperoksitlerin birikmesi membran
yapisini,  islevlerini  ve  zar  bitinlugini  geri  donusumsiz  olarak

bozabilmektedir®®86:87.88.89
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H

Sekil 8. Lipid peroksidasyonunu®

Hidroksil radikali lipid peroksidasyonundan baska mutagenez, DNA kiriklari,
onkogenlerin aktivasyonu ve tumor supresér genlerin inhibisyonuna neden olur. Ayn
zamanda proteinlerin oksidasyonu ve nikleik asit modifikasyonuna neden olarak
ilerleyici parankimal hiicre hasar1 olusmasina yol agmaktadir. Oksidatif stres yaratarak

bircok patolojik olayda yer alir (diyabet, yaslanma gibi)®®20+9293
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Molekiler oksijen Siperoksit anyon Hidrojen peroksit Hidroksil radikali
\E:\} “3 /
S~—— gnlnkanon mamEcane bpid
FilsiicE .
Sarmalkinklan  gglypum zinciri Fﬂ e bt
bﬂzumugu onksiyonel
dedgisiklikler peroksidasyonu

Hucresel yaslanma

Sekil 9. OH" radikalinin zararl: etkileri®

2.6. Selat Yapici Ligandlar ve Selasyon

Bir merkez atomunun, ligand adi verilen degisik sayida atom veya atom
gruplarinca koordine edilmesi ile olusan bilesige koordinasyon bilesigi veya kompleks
ad1 verilir. Koordinasyon bilesiklerinde bir metal iyonu, elektron verici (dondr) grup ile
bag olusturmus durumdadir. Koordinasyon bilesiginin ad: “koordine kovalent bag” dan
gelmektedir. Koordinasyon bilesiklerinde genellikle liganttan metale bir elektron cifti
verilmektedir. Koordine kovalent baglar ile kovalent baglarin 6zellikleri birbirinin
aynidir, sadece olusumlar: farklhidir. Kovalent baglarda, bag: olusturan her bir atom birer
elektron verir, bu iki bag: sadece formal elektron yikleri farklandirabilir. Koordinasyon
bilesikleri ayn1 zamanda bir asit-baz katilma bilesigidir bir ylki varsa kompleks iyon
ismini alir. Metaller, dondr atoma sahip ligandlar ile tepkimesi sonucunda bir veya
birden cok halkali bilesikler meydana getirirler. Bu tepkimeler sonunda olusan
koordinasyon bilesigine “metal selatlar” denir. Ozetle; bir ligandin metal ile selat
olusturabilmesi icin, ilk olarak uygun islevsel gruplara sahip olmas: ve daha sonra bu

islevsel gruplardaki N, O, S ve P gibi atomlarla metal arasinda kapali bir hetero-halka

17



olusturmasi gerekir. Selat deyimi bu bilesigi karsilamaktadir. Selat kelimesi Yunancada
pence anlamina gelen “chele” kelimesinden gelmektedir, bunu yengecin avini
pencelemesine benzetilebilir. Bu durum bir metal iyonunun selat yapici ajan tarafindan

hapsedilmesinin molekiiller islevini anlamamiza yardimci olur (Sekil 10)4%9:97,

Demir

Sekil 10. Demir iyonunun selat yapic ajan (DFO) tarafindan hapsedilmesi®’

Ligandlar her bir molekildeki verici atomlarin sayisina gore yapisal olarak
siniflandirilabilirler. Ligandtaki metal iyonu tutan baglari tanimlamada dislilik terimi
kullanilir. 1ki veya daha fazla verici atom iceren ligandlar iki disli, t¢ disli ve genellikle
de cok disli olarak adlandirirlar (Sekil 11). Koordinasyon bilesiginde yer alan merkezi
Fe** atomu icin en uygun oktahedral olarak tanimlanan alt: disli yapidir. Koordinasyon
bilesiginde yer alan merkezi Fe** atomu icin en uygun oktahedral olarak tanimlanan alti
disli yapidir. Iki atomun bag olusturmak Uzere bir araya geldigi zaman uygun
simetrideki atom orbitallerinin Ust Uste ¢akistigini ve spinleri zit bir ¢ift elektronun bu
yoringeleri doldurarak bir kovalent bag olusturdugunu var sayar. Atom orbitallerinin
karisip kaynasarak yeni melez orbitaller olusturmasina hibritlesme denir. Demir
atomunun koordinasyon sayis1 6 olmasindan dolayr d?p® hibritlesme gésterir. Bu

yiizden oktahedral geometriye sahiptir®®%%,
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Sekil 11. Tek, iki ve cok disli ligandlar kullanilarak metal ligand komplekslerinin olusumu *®

2.6.1. Selasyon Tedavisi

Son yillarda metallerin farkli ligandlarla olusturduklari karisik kompleksler
Uzerine pek cok calisma yapilmistir. Demir selasyon tedavisi, son yillarda asiri demir
yuki ile karakterize olmayan bozukluklarin tedavisinde dahi kullanilmas: bugin igin
s0z konusudur. (eriskin solunum sikintis1 sendromu, miyokardiyal iskemi, kanser ve
sitma). Demir selasyon tedavisinin amaci demir yikini toksik etkisinin olmadig:
guvenli seviyelerde surdirmektir. Ayrica bu amaca ulasincaya kadar asiri demiri

detoksifiye ederek organizmay: demir toksisitesinden korumaktrt210%:102:103.104

l Toksik ‘ .- Toksik olmayan J

e e T

Viicut digina ‘
(Bosaltim) |

Sekil 12. Selasyon tedavisinin prensibi*®
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Ozetle; demir fazlalig: olusmus olgularda;

* Demir toksisitesinden sorumlu tutulan parankimal labil demir havuzu,

* Tf’e bagh olmayan plazma demiri,

* Retikuloendotelial sistemde eritrosit katabolizmasindan salinan demir, demir
selasyonunun baslica hedeflerini olusturur (Sekil 13). Boylece demir toksisitesi ve

demir fazlaligina bagli komplikasyonlar énlenmis olur'®,

N

NTEI

(1)
(2) (4)
ik~ D_,@_.@ ..... | :
U Demir havuzu
Transferrin

bagh demir

Lizozomal
degredasyan

O
O
O
=
=

8 ) @ Serbestradikal Uretimi Demir
| proteinler
Organellere zarar /

Sekil 13. Selatdrlerin hiicresel toksititeyi azaltmasi*®’.

Demir fazlaligi olusan olgularda NTBI alimi, dagitim yollari ve selasyon
tedavisi i¢in potansiyel hedefler kirmizi renklerle gosterilmistir. Normalde demir hiicre
icerisine transferinle alinirken demir fazlaligi olustugunda voltaja bagimli kalsiyum
kanallar1 (VDCC) ile hiicre igine alinir. NTBI hiicre igine girisi hizla devam etmesi labil
demir havuzunun asir1 genislemesine yol acarak, oksiradikal olusumunu katalize eder.
Parankimal hicrelerde selasyon tedavisi icin etkili mekanizmalar: (1) NTBI alimin:
inhibe ederek; (2) dogrudan labil hiicre ici demirin selatlanmasi (3) bu demirin yeniden
Ferritin sentezine dahil edilmesini onleyerek ve (4) ferritin'in lizozomal yikimindan
tiretilen demirin kesilmesi yoluyla. Kararsiz plazma demirin net etkisi azalir ve bu

nedenle devam eden hiicresel hasar azaltir.
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2.6.2. Demir Baglayici Ligandlarin Yapilan

Ideal bir selator sentezlemek icin molekilinin kimyasal ve biyomedikal

ozellikleri dikkate alinmahdur. (Cizelge 3)1%3%8:1%9,

Cizelge 3. ideal bir selatoriin genel ozellikleri*®®*%°

Ideal bir demir baglayici ligandin 6zellikleri

1

Fe*3'e afinitesi ve Ozgullugu yuksek

Metabolizmasi yavas

Selasyon etkinligi yuksek

Doku ve hiicreye niifuz etmesi iyi

Toksik olmayan

Demirin geri sahnimina izin vermeyen

Negatif demir dengesini saglayan

Yan etkileri kabul edilebilir ve tolerabilitesi iyi

Fazla demiri uzaklastiran, demire bagh enzim

sistemiyle etkilesmeyen
Kullanimi kolay (oral kullanim)

Diistik fiyat

Demir selasyonu icgin kullanilan bashica ligand dogal bir siderofor olan
desferrioxamin B’dir. 1970'li yillarda kullanilmaya baslanmistir. Daha sonra oral yoldan
aktif demir selatorler olan deferipron 1990’11 yillarda, Deferasiroks ise 2000’li yillarda
kullanima girmistir. Bugtin bu ti¢c demir selatorl ruhsatli olarak kullanilmaktadir. Bunun
yani sira diger oral aktif demir selatorler gelistirme asamasinda olup ¢alismalar devam
etmektedir(Sekil 14)'°,
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Sekil 14. Selasyon tedavisinde kullanilan selatorler™

2.6.2.1. Desferoksamin B

Kimyasal yapisi: Desferrioksamin B (Desferal, DFO) , hidroksamat yapisinda
aktinobakter simfindan Streptomyces pilosus adli mikroorganizmadan saflastirilan
trihidroksamik asit tirevidir. C,sH4gNgOg seklinde kapali kimyasal formule ve 560,684
g/mol molekil agirligina sahiptir. Piyasada satilan sekli metansiilfanat ile bilesik formda
olup kimyasal formili; N-[5-[3-[(5-aminopentil) hidroksikarbamol] propionamido]
pentil]-3-[[5 (N hidroksiasetamid) pentil] karbamol] propionohidroksamik asit
monometanostlfonat’tir (Sekil 15). DFO heksadentat (alt: disli) ve Fe®*"’e yiksek
afinitesi olan bir selatordur (Sekil 14). Tek bir DFO molekild, bir demir atomunun 6

koordinasyon alaninin tamamini saglar ve stabil bir demir selatdr kompleksi olusturur
(SEkI' 16)79'112'113'114'115'116'117.

0 O
/H_Nlj /E_NEI
HoN=(HC)5 ACHp)s  (CHas  (CHp)s  (CHa)s  CHy
i | H T
OH O noH O OoH O
]

Sekil 15. Desferroksamin metansiilfanatin kimyasal formiili*®
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Sekil 16. Desferrioksamin agik ve kapali halkal: yapilari**’

Genel Ozellikleri: DFO yarilanma 6mru 8-10 dakika olup, plazma klirensi ¢ok
hizli oldugundan subkutan ya da uzun sureli infizyon yoluyla uygulanabilmektedir.
Hidrofilik ve blyuk molekuler agirlikli bir selatérdir. Bu nedenle oral emilimi yoktur;
uriner ve feges yoluyla atilir. Desferoksamin iki sekilde etkili olur. Birinci yol, plazma
ya da hiicrelerde bulunan serbest demiri baglayarak ferrioksamin 4’e donustirtp demiri
viicuttan atmak; ikinci yol, serbest radikaller (zerinden demirin zararli etkilerini
azaltmaktir. Ferritin ve hemosiderin yapisi icerisinde bulunan +3 degerlikli ferrik
formdaki demire baglanma gosterir ve kararli bir kompleks haline gelir. Bu durum da
demirin Haber-Weiss tepkimesine girmesini engelmektedir. DFO’nun ¢ok ve cesitli
noroprotektif ozellikleri vardir. Bu 0zellik serbest demirin kullanilabilirlik 6zelligini
dustrerek hidroksil radikallerinin Gretimini azaltmakta ve glutatyon ttikenmesi ile
indiklenen apoptozisi onlemektedir. Ancak DFO, transferrin, hemoglobin veya hem
iceren diger maddelerdeki demire tutunma gostermez. Basta karaciger olmak uzere
organ ve doku hasarina yol acan fazla demiri azaltarak hasar onleyici rol oynar. DFO
spesifik hiicre tiplerinde inflamatuvar mediatorlerin salinimini ve ekspreyonlarinin
dizenlenmesini saglayabilir. Hiicre proliferasyon ve apopitoz caligmalarinda siklikla
kullanilan bir molekildir. Ayni zamanda DFO; sitma, romatoit artrit, alzheimer,
talasemi, demir zehirlemesi, tumor, bobrek yetmezligi gibi hastaliklarin tedavisinde
genis kullanima Sahiptirso’m'118'119’120'121'122.

Ancak oral olarak DFO alindiginda etkinliginin dustik olmasi, plazma yarn
omrinin kisa olmasi ve yiiksek derisimlerde toksik etki gostermesi gibi onemli

kisitlamalar s6z konusudur. Ayni zamanda uzun sireli DFO kullaniminda biyime
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geriligi, kemik degisiklikleri ve yuksek frekanslarda sensorindral isitme kaybina neden
18,30,100,123.

olabilmektedir. En 6nemli yan etkisi agraniilositoz ve notropenidir

2.6.2.2. Deferasiroks

Kimyasal yapisi: Deferasiroks (ICL670,DFX), Fe**’e afinitesi yiiksek, oral
yoldan etkili, N-katkili bis-hidroksifenil-triazol yapisinda tridentate (ti¢ disli) bir demir
selatoradir (Sekil 14). Bir demir atomunun 6 koordinasyon alanini baglamak icin 2
deferasiroks molekdlt gerekir. C,1HisN3O4 seklinde kapali kimyasal formile ve
373.362 g/mol molekil agirligina sahiptir. Kimyasal ismi; 4- [bis (2-hidroksifenil)-1H-
1,2,4-triazol-1] benzoik asittir. ICL670’in DFO’e kiyasla lipofilik olmasi ve nispeten
daha kicuk molekiler agirligi olmasi, hucreye niifuz etmesi ve demir mobilizasyonunu
(uzaklastirma) desteklemektedir. ICL670 lineer kinetik sergiler ve oral alimi takiben
plazma derisimu tepe noktasina 1-4 saat arasinda ulasir. Biyoyararliligi %70°dir.
Ortalama plazma yar1 6émrii 8-16 saat olmasi nedeniyle glinde bir kez alima uygundur.
ICL670 demir selatinin metabolizmas: baslica glukronidasyon ile olur. % 99 oraninda

albumine baglanir. Hepatobiliyer yoldan feges ile atihr'""21141%,
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Sekil 17. ICL670’in agik ve kapal: halkal: yapilar:*!’

Genel 0Ozellikleri: ICL670, hepatoseluler labil demir havuzunu ve
sirkulasyondaki demiri (retikiiloendotelyal makrofajlardan salinan demir ve NTBI
mobilize eder. ICL670° in kalp hticreleri ve subseluler bolumlere girebildigi ve kalp
hicrelerinden demiri uzaklastirdigi  gosterilmistir.  ICL670 hayvan modelinde

depolanmis kardiyak demiri c¢ikarmada DFP kadar etkili bulunmustur Preklinik
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calismalarda ICL670’in hucreye girisi ve hicreden demir ¢ikarimi gosterilmistir.
ICL670’ in 1998°den beri Faz | ve Faz Il klinik ¢alismalarda kullanilmakta olup, 2003
yilinda Faz Il ¢alismasi FDA onayi (FDA tarafindan onaylanan ilk oral demir baglayici
ajandir. Mart 2008°de Ulkemizde ruhsatlandiriimigtir. En sik meydana gelen yan etkiler
serum kreatin ve AST, ALT dizeylerinde artis, ishal, bulanti, kusma, bas agrsi,

abdominal agr, ates, oksuriktir. GIS semptomlari ve deri dokuntuler doz ile
i"$ki|idir17’72'103’124'125

2.6.2.3. Deferipron

Kimyasal yapisi: Deferipron (DFP) bidentate (iki disli) bir demir selatéradir
(Sekil 14). Bir demir atomunu baglamak igin 3 DFP molekuli gerekir. C;HgNO,
seklinde kapal kimyasal formule ve 139,152 g/mol molekil agirhigina sahiptir.
Kimyasal ismi (1,2-dimetil-3-hidroksi-4-piridinon)’dir. DFP, kucik ve lipofilik bir
selatordir. Oral alimini takiben barsaklardan emilir. Plazma klirensi 3 dozda
kullaniminda, yeterli plazma derisiminin strdurtlmesini saglayacak kadar uzundur.
Lipofilik olusu dokuya niifuz etmesinin daha iyi olmasint saglamaktadir.

Glukuronidasyonunu izleyerek baslica bobrekler yoluyla atilir'’10%126127-
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Sekil 18. DFP’nin agik ve kapal: halkal: yapilari*'’

Genel Ozellikleri: Etkisi esas olarak plazmadaki transferine bagli olmayan
demirin mobilizasyonu ve atilimi seklindedir. Demir-deferipron selat kompleksinin hig

yuk tagimamasindan dolayr membranlardan kolayca gecerek dokularda potansiyel
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toksik demiri temizlemesi bir avantajdir. DFP, (¢ selator arasinda en disuk molekil
agirhigina sahiptir. Molekul agirhgi disuk ve lipofilik yapida olmasi agizdan
uygulamaya olanak verir. Lipofilik yapida olmas: membranlardan ve kan-beyin engelini
kolayca gecmesini saglamaktadir. 1994°ten beri lisansli demir selatorudur. Tlrkiye’de
2004 yilindan beri ruhsatli demir selatoridur ve 2006 yilinda T.C. Saglik Bakanlig,

demir yiikii olgularinda ilk basamak tedavisi olarak kabul etmigtir 17103109.124.125.128

2.7. Klinikte deneme asamasinda olan yeni demir baglayici ligandlar

Son yillarda, oral yoldan aktif demir selatorler, deferipron ve deferasiroks'a artan
bir ilgi olmasi nedeniyle her ikisi de kapsamli bir sekilde incelenmistir. Bu bilesiklerin
kalpten demiri harekete gecirebilme yetenegi ilk terapotik demir selator desferoksamin
gore bazi avantajlar1 klinisyenlere sunulmustur. Diger oral olarak aktif demir selatérleri

su anda gelistirme asamasindadir'?.

2.7.1. Aroylhidrozonlar

Aroylhidrozonlar sinifinin ilk bulunan bilesigi olan piridoksal izonikotinoil
hidrazon (PIH), glgli demir selat aktivitesi Ponka ve arkadaslari tarafindan 1979
yilinda ortaya cikarldi. PIH *°Fe yiklii retikiilosit hiicrelerinin inkiibasyonu sirasinda
Hem sentez inhibitori olarak kaza sonucu (yanhshikla) kesfedildi. Sekil 19°da
gosterildigi gibi PIH, 2:1 oraninda oktahedral demir kompleksi olusturan ug disli bir
liganttir. PIH dustk molekuler agirlikli olmas: (MA: 287 g/mol), in vivo olarak belirgin
sekilde distk toksisite gostermesi ve nispeten basit ve ucuz bir yolla sentezlenmesi gibi
sahip oldugu dikkate deger ozellikler nedeniyle son derece ilgi uyandirmistir. Ayn
zamanda PIH diger metallere kiyasla Fe** seciciligi yiiksek seviyededir (Mg*? ve Ca**’
a ilgisi cok zayifken, Zn*? nispeten daha zayiftir). DFO ile karsilastirildiginda oral
olarak aktif oldugu ve PIH'un elverisli sekilde lipofilik olusu Ozellikle hicre ici
bolmeleri nifuz etme olasiligini da arttirmaktadir. Diger selatorlerle karsilastirildiginda

hizli membran gecirgenligi ve mikemmel bir antioksidan 6zellik gostermektedir’ "%,
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Sekil 19. PIH kimyasal yapisi ve (i¢ disli (2: 1) demir kompleksi®’

PIH analoglarinin bircogu notr pH’de yiksuz ve bu nedenle hiicre erisimi daha
hizli olmaktadir. Bunlarin en énemlileri salisilaldehit izonikotinoil hidrazon (SIH) ve
naftilaldehid izonikotinoil (NIH)’dir. Cok hizli bir sekilde hiicre igine nifuz
etmektedirler (Sekil 20)*.

Z "N Z "N
H | H |
SR AAER OGRS
0 0
OH OH

Sekil 20. Lipofilik aroylhidrazonlardan demir selator sirasiyla SIH ve NIH"in kimyasal yapisi®’

Son zamanlarda SIH ve NIH’ den daha fazla lipofilik olan ve anti-timor
aktivitesi yuksek olan yeni bir bilesik piridilketon izonikotinoil hidrazon (PKIH)
sentezlenmistir. N, N, O atomlar1 demiri koordine etmek icin kullanilir (Sekil 20).
Transferinin demire baglanmasini 6nleyen ve kismen Fenton tepkimesi yoluyla serbest
radikal olusumuna sebep olmasindan dolay: hiicre biytmesinin gucli inhibitorleridir.
Ornegin PKIH demir komplekslerinin redoks &zelliklerinden etkilenen kanser

hiicrelerine kars: 6nemli anti-proliferatif etkinlige sahiptir®” 30131132133,
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Sekil 21. PKIH kimyasal yapisi ve demir kompleksi®’

2.7.2. Deferitazole

Deferitazole FBS0701 (SSP-004184SS) yeni oral kullanima uygun siderefor
stnifindan desazadesferritiosin Uyesi U¢ disli bir polieter turevi ve klinik olarak
gelistirilme asamasinda olan bir ilagtir. Molekuler agirligi 399.459 g/mol ve formuli
C1gH2sNO;S” dir. Sistematik bir arastirma sonrasinda, gelecek vaat eden biyolojik
oOzelliklere sahip Faz 1 ve 2 klinik galismalarina girmis ve 2015 yilinda Faz 1l ¢alismasi
tamamlanmistir. Bununla birlikte, simdiye kadar, bu selatoriin detayl: fiziko-kimyasal
Ozellikleri rapor edilmemistir. Fe(ll1)- FBS0701 kompleksi fizyolojik kosullar altinda
kararhdir ve redoks dongusu yoktur. Diger oral selatérlere gére guvenlik profili yuksek
bulunmustur. FBS0701 giinlik tez doz uygulanabilmesi nedeniyle diger demir
selatorler; DFO ve DFP ile karsilastirildiginda, farmakokinetik ozellikleri agisindan
daha iyi sonug gostermistir. Eriskin ve pediatrik hastalarda, periferik néropati gibi yan

etkiler acisindan yakin izlem altinda klinik program surduriilmektedirt3*13513¢.
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Sekil 22. Deferitazole kimyasal yapisi™®

2.7.3. Tiyosemikarbazonlar

Selatorler arasinda giclu bir anti-timoér aktivitesiyle karakterize edilen
tiyosemikarbazon antikanser aktivite gostermesi 0zelliginden dolay: tip dinyasindaki
onemi giderek artmaktadir ve kanserle mucadelede reaktif olarak kullanilmasi
arastirnlmaktadir. Biyolojik ve farmakolojik etkilerinden dolay:r kimya ve biyolojide
blyuk ilgi gérmektedir. Ayn1 zamanda antibakteriyel, antiviral, antifungal, antiparazitik,
antitiiberkiiloz gibi cok sayida biyolojik aktiviteye sahiptir®’*3"

Bu selator ailesinin en iyi karakterize eleman:1 3-aminopiridin-2-karboksaldehit
tiyosemikarbazondur (Triapin:3-AP). Bir anti-kanser madde olarak gelistirilmis olup
Faz Il Klinik test asamasindadir. Kanser hiicrelerine karsi sitotoksik aktivitesi hala
arastirma konusudur. Triapin bir stlfir, iki nitrojen atomuyla demiri baglayan ¢ disli
bir liganttir (Sekil 22). En etkili ribontkleotit rediiktaz (RR) inhibitorudir. Klinik olarak
RR inhibitoru olarak kullanilan hidroksilre sadece R, inhibe ederken Triapine hem R,

hemde p53R; engelleyerek DNA tamir ve sentezi 6nlemektedir*.

* Ribonukleotid rediiktaz R; ve R, olarak adlandirilan iki alt birimden olusur ve deoksiriboniikleozid
trifosfatin sentezinde hiz belirleyen basamaginda katalizor olarak rol almaktadir. Son yillarda p53R, diye
yeni bir alt birimi de tammlanmisgtir ve p53-bagimh bir sekilde DNA onarim &nciileri saglanmasinda
onemli bir rol oynar. Ribonikleotid difosfatin rediiktazin inhibe edilmesi molekul i¢inde deoksiribosid
trifosfatin seviyesini disurdugiinden, énemli derecede DNA biyosentezinin bloke edilmesinde etkilidir.

Ribonukleotid difosfat rediktazin inhibe edilmesi kansere kars1 miicadelede oldukca yararlidir.
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Triapin demir ile bir kompleks olusturarak esas olarak antiproliferatif aktivite
sergiler. Gergekten de Triapine Fe*® ile bir kompleks olusturduktan sonra Fe*
indirgenir ve ROS olusturulmasi igin bir katalizor olarak hareket eder. Olusturulan ROS
kokl RR tirosil radikali ve onun inaktivasyonuna yol acar. Triapin demir kompleksi
redoks olarak aktiftir. Daha guincel calismalar Triapin-Fe kompleksinin serbest liganttan
daha fazla sitotoksik oldugunu gosterilmistir. Bu kompleksin redoks dengesine
katildigin1 gostermektedir. Genellikle kabul edilen go6rise gore basit bir demir
tikenmesine bagli olarak sitotoksite redoks-aktif kompleksinden ROS (reterek hiicre ici
makromolekdllere zarar verir. Bu etki bazen “double-punch” (cift yumruk) sitotoksik

etki olarak isimlendirilir (Sekil 23)"137 138139,

NH-

H NH
Syt
- S

Sekil 23. Triapin kimyasal yapis1 ve demir ile kompleksi®’
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Sekil 24. Tiyosemikarbazon "Gift yumruk" sitotoksik etkisi®’

2.7.4. GT56-252

GT56-252 (Deferitrin), desferritiosinden turetilen ¢ disli demir selatorler
stmifindan bir ligandtir. Molekdiler agirligi 253.277 g/mol, formult C;11H131NO4S’ dir.
Deferitrin, kronik asirt demir yikuan(n tedavisi i¢in klinik gelisiminin erken asamasinda
olan, agizdan alinan yeni bir demir selatordir (Sekil 25). Genzyme Corp tarafindan
beta-talasemi major gibi kronik anemi tedavisinde tekrarlanan eritrosit transflizyonu
gerektiren kisilerde asir1 demir yikinun tedavisi igin bir oral ilag olarak
gelistirilmektedir. Ik klinik calismalar da iyi absorbe edildigi ve blyik olclde diski
yoluyla demir atilimint gerceklestirdigi gortlmistur. Beta-talasemi eriskinlerin Faz |
calismasinda, deferitrin doza bagl: bir sekilde, demir salinimini tesvik ettigi hicbir ciddi
Bu

olumlu

yan etki veya 6nemli laboratuvar anormallikleri olmadig1 tespit edilmistir.

Ozelliklerinden dolayr deferitrin  selasyon monoterapisi eger onun

farmakokinetik profili, etkinlik, glivenlik ve tolere olarak yararli olabilecegi sonucuna

varilmistir. Faz 1 ve 11 calismalar: bitmigtirt#+4>46,
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Sekil 25. GT56-252 kimyasal yap1**®

2.7.5. 40SD02

Nisasta konjuge deferoksamin (S-DFO hidroksietil-nisastaya bagli), sik sik
transflizyon gerektiren hastalarda demir dengesini saglamak igin tasarlanmis uzun etkili,
polimerik bir selatérdir. S-DFO kovalent olarak modifiye nisasta polimerine DFO
takilarak retilir (Sekil.26). Fe*® icin DFO'nun afinitesi ve 6zgiinligiinii korumas:
yaninda ve DFO'nun hipotansiyon etkileri gibi akut toksik etki gstermez. ilacin nisasta
omurgas: bollinmeye karsi hassastir ve oncelikle bobrek yoluyla atilir. Beta talasemi
bulunan 16 hastada artan tek dozlu bir ¢alismadan elde edilen sonuglar, S-DFO'nun 7
gunlik demir dengesini elde edebildigini gostermistir. Bu calisma sonunda karaciger
demir iceriginde % 13' luik bir azalma gerceklesirken, S-DFO’ nun kardiyak demir
durumu Gzerinde anlaml bir etkiye sahip olmadig: gorilmustir. S-DFO'nun akut demir
zehirlenmesinin tedavisi igin de uygun olabilecegi goristine varilmistir. Bu sonuglar,
talasemi ve diger asirt demir yuki bozuklugu olan hastalarda S-DFO'nun ¢oklu doz
calismalarina  baslamay:r  desteklemektedir.  Klinik c¢alismalart  hala devam

etmektedirt#"148:149
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Sekil 26. S-DFO kimyasal yap1'*

2.8. Fe**e secici uygun ligandlar

Yiksek sipinli Fe*™ kiiresel simetrik 0.65 A capinda art: Gic degerli katyondur.
Yiksek yuk yogunlugu nedeniyle sert Lewis asidi olarak siniflandirilir ve oksijen gibi
zayif polarize atom iceren ligandlarla en kararli baglari olusturabilir (Katesoller,
Hidroksamatlar, Aminokarboksilatlar, Hidroksikarboksilatlar, Hidroksipiridinonlar ve

Hidroksipironlar gibi)**°*".

2.8.1. Katesoller

Katesoller (1,2-dihidroksibenzen), fonksiyonel grup olarak, mikrobiyal sistemler
icin demir elde eden bir siderofor olan, enterobaktin ihtiva eder. Bu esas olarak gram
negatif bakterilerde Escherichia coli ve Salmonella typhimurium da bulunur. Basit iki
disli katesoller icin 2:1 Fe*® kompleksi fizyolojik pH'de baskindir. Bu tiir komplekslerde
demir tamamen solventten sakinilamaz ve hidrojen peroksit ve oksijenle etkilesime,
dolayisiyla muhtemel hidroksil radikallerin olusumuna acgiktir ve redoks cevirimi
sonucunda olusan demire ulasabilir. Katesol bazli ligandlarin diger bir problemi de
yukseltgenmeye acik olmalaridir. Ayni1 zamanda dogal siderofor molekaliin taklit etmek
amaciyla MECAM [1,3,5-N,N,N-tris (2,3 dihidroksibenzoil) triaminobenzen]
sentezlenmistir (Sekil 27). MECAM gugli bir sekilde demir baglamaktadir. Sadece
katesollun yar1 pargas: goz 6niine alindiginda, her bir oksijen atomunda yuksek elektron
yogunluguna sahiptir. Bununla birlikte, bu yuksek yuk yogunlugu protonlar igin yiiksek

affinite gostermektedir. BOylece, katesol ile katyonlarin baglanmas: pH’ye oldukca
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duyarlidir. Ote yandan, bir ligand, fizyolojik (pH 7,4), tamamen protonlanmis formu ve

bunun sonucu olarak da sifira esit olan bir net yuke sahip olan bir yukli molekilin daha

verimli bir sekilde, hiicre membranlar: igine niifuz edebilmektedir (Sekil 27)*31°2153.15%,
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Sekil 27. Alt: disli Katesoller™*

2.8.2. Hidroksamatlar

Hidroksamatlarin demire affinitesi katesolden daha dustktir. Ancak kompleks
notral tris-kompleks olusturma avantajlari aynidir. Onemli dogal alt: disli ligand DFO
bu gruba dahildir ve U¢ hidroksamat kisim igermektedir (Sekil 28). Sadece bir
hidroksamat ihtiva eden bilesikler iki dislidir ve pH 7,4, yeterli ligand derisimunda 3:1
kompleks olusturabilirler. Ancak, iki disli hidroksamatlarinin Fe*? afinitesi klinik olarak
demiri temizlemek icin yeterli degildir. Bu yuzden sadece dort disli ve alti disli
hidroksamatlar, fizyolojik kosullar altinda etkilidir. Katesoller gibi hidroksamatlarda
dibazik katyonlara gore tribazik katyonlar1 tercih ederler. Bagil olarak dusik
protonlanma sabiti nedeniyle (pKa = 9) glcliu demir-ligand kompleks olusumunu saglar.
Ayn1 zamanda bir¢ok hidroksamatlar metabolik olarak kararsiz olup sadece oral yoldan
emilimleri zayiftir. Bugune kadar bu sorunu ¢6zmek icin ¢ok sayida yeni yaklasimla
deri altt uygulanan DFO’ ya benzer aktiviteye sahip uygun bir hidroksamat tlrevi

arastirilmasina ragmen bulunamamugtr122194155.156
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DFO L- lisinhidroksamik asit

Sekil 28. Alt: disli (DFO) ve iki disli (L-lisinhidroksamik asit) Hidroksamatlar'>*

2.8.3. Aminokarboksilat
Aminokarboksilat ligandlar Etilendiamin tetraasetik asit (EDTA) ve

dietilentriamin penta asetik ait (DTPA) gibi milkkemmel Fe™ selatlayici ajanlardir.

Ancak bu molekiillerin Fe™® secicilikleri oldukca dustktir. Bu yiizden cinko gibi

viicuttan diger yararli metallerin uzaklastirilmasina neden olmaktadirlar. Ozellikle

DTPA ligandim1 kullanan hastalarda ¢inko azalmasi gozlenmistir. Ayrica, demir ile

olusturulan kompleksler redoks tepkimelerini katalize serbest radikalleri Gretir. Nitekim

Fe*)EDTA kompleksinin redoks potansiyeli fizyolojik indirgeyici tarafindan

azalmasini saglar

13,122,154.
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EDTA DPTA

Sekil 29. EDTA ve DPTA kimyasal yap:***

2.8.4. Hidroksipiridinonlar

Hidroksipiridinonlar (HPO) Hidroksamatlar ve katesollerin islevsel gruplarinin

karakteristiklerini birlikte gosteren N-heterosiklik cekirdek selator ailesidir. Hem
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yuksek selasyon kapasiteleri hem demire seciciligi gibi 6zelliklerinden dolay: en ¢ok
calisilan bilesiklerdir. Metalin iki visinal oksijen atomu ile koordine edildigi besli selat
halkas: olustururlar. iki disli ligand olarak hareket eden HPO’lar 1-hidroksipiridin-2-on,
3-hidroksipiridin-2-on ve 3-hidroksipiridin-4-on olmak lzere ¢ sinifa ayrilir. (Sekil
30). Su an kullanimda olan 6nemli bir oral selatér olan 1,2- dimetil-3-hidroksipiridin-4-
on (DFP) bu gruba dahildir. Dibazik katyonlara gore tribazik katyonlara afiniteleri daha
yuksektir. Karbonil fonksiyonel grubunun yiksek pKa degeri, halkadaki azot atomunun
ortaklanmamis elektronlarindan kaynaklanmaktadir. 3-Hidroksipiridin-4-on Fe*® ile
genis bir pH arahginda kararli 3:1 kompleks olusturur. HPO ‘larin ikili ve Ggli
kombinasyonlariyla birgok tlrevi sentezlenmistir. Hidroksipiridinonlardan Tren(3,4-
HP); Fe** e yiiksek affinite gostermektedir. Ne yazik ki cok yilksek molekiiler
agirhgindan dolay: gastrointestinal yol icinde iyi emilmemektedir. Sonug olarak agizdan

tatbik edilemez*>*%4%57,
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Sekil 30. iki disli ve alt: disli HPO™*
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2.8.5. Hidroksikarboksilatlar

Hidroksikarboksilat ligandlar, tim koordinasyon atomlari oksijen oldugu icin
aminokarboksilatlara gére Fe™ icin daha secici ve kuvvetli selatlayici ajanlardir. Bu
kategoriye rizoferrin ve onun preklrsort sitrat dahildir (Sekil 31). Rhizopus
microsporus' dan ilk olarak izole edilen alti disli hidroksikarboksilat ligandi olan
Rizoferrin, DFO’ ya benzer bir sekilde 1:1 kompleks baskin it Fe** kompleks

kimyalarina sahiptirler*3*>*,

COOH O yo CcoOH
H
N~ A _COOH
HOOC N
H
HOOC OH g

Rhizoferrin

Sekil 31. Hidroksikarboksilatlar ***

2.8.6. Hidroksipironlar

HPQO’ lara benzeseler de demi rile kararli bes tyeli halkali yap: olustururlar.
Literatlrde en c¢ok calisilan hidroksipironlardan biri kojik asittir. Oksidasyon ve
indirgeme, alkilasyon, nukleofilik ve elektrofilik substitiisyon tepkimeleri gibi ek
tepkimelerin ortaya c¢ikmasini saglayan alti Gyeli heteroaromatik bir halka icerir.
Gunlmuizde kojik asit daha gucli tdrevlerinin gelistirilmesi icin Umit verici bir

molekiildir. Ttrevlendirme tizerine cok caligilmaktadir®>41%,

PP OH
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- OH GF >
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Sekil 32. Kojik asit ve tiirevleri®™*
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2.9. Fe(l11)’ e secici selatorlerin tasarim ozellikleri

Terap6tik acidan yararl oral aktif demir selatorlerin tasarimi igin gerekli olan
kritik ozellikler, son calismalar 1s1ginda bu baslik altinda toplanmaya calisilmistir. Yeni
ortaya cikacak demir selatorleri klinisyenlere demir selasyon metodolojisini, hastalik
durumlarina uygulamalarin: ve Kisisel selasyon rejimleri tasarlamalarini saglayacaktir.
Bu ylzden oral olarak aktif, toksik olmayan, secici bir demir selatére ait basaril
tasarim, ¢ok aranan bir hedef haline gelmistir. Yeni gelistirilmis demir selatorlerin
tasarimi yapilirken yillar icinde daha iyi tanimlanmis belirli kimyasal 6zellikler su

sekilde dzetlenebilir:

- Selatlayict molekdlin ve komplekslerinin uygun toksisite profili;

- Komplekslerinin kararligs;

- Demire Kkarsi segicilik;

- Komplekslerin uygun redoks potansiyeli;

- Enzim inhibisyonu, kompleks yapisi, lipofilik ve molekiler agirhigr;

- Vicutta aktif olmayan metabolitlere donusturilmemesi;

- Tyi bagirsak absorpsiyonu ve hedef hiicreler de iyi biyoyararlanimi;

- Selatlayici ve endojen ligandlar arasinda demirin hizl kinetik degisimi;
- Olusan komplekslerin atilimin1 kolaylastiran faktorler;

- Viicut sivilart metabolik metal dengesini bozmamalari®*2%%°,

2.9.1. Toksisite

Demir selatorlerinin  yarattigi toksisite demir igeren metalloenzimlerin
inhibisyonu; metal seciciliginin olmamasi nedeniyle fizyolojik olarak ¢ok dnemli Zn*?
gibi metallerin kaybi; demir komplekslerinin Fe*? - Fe* arasinda redoks dongtisii ve
dolayisiyla serbest radikal olusturma olasiliklari, demir kompleksinin Kinetik
hareketliligiyle demirin vicutta yeniden dagilimi gibi ¢ok sayida faktorle ortaya
cikabilir. Fe*®e o6zgll selatorlerinin  Kkarsilagtirmali  toksisitesi  Cizelge 4’de

verilmistirt3!%,
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Cizelge 4. Karsilastiriimah toksisite 6zellikleri®

iki Disli Ug disli Alti disli
Tilim koordinasyon atomlarinin Tiim koordinasyon Tim koordinasyon
“sert” oksijen atomlarinin “sert” oksijen atomlarinin “sert” oksijen
merkezleri olmas: Fe(ll1) merkezleri olmasi zordur. Bu merkezleri olmas: Fe(ll1)
yuksek secicilik saglayabilir. nedenle yuksek secicilik saglayabilir.
metal seciciligi azdir.
Demir ¢ekim giicu derisime Demir ¢ekim giicu derisime | Demir gekim glicli derisime
baghdir. baghdir. baghdir.

Kinetik olarak hareketlidir Kinetik olarak hareketlidir Kinetik olarak hareketsizdir
demirin yeniden dagilimi demirin yeniden dagilimi demirin yeniden dagilim
muhtemeldir muhtemeldir gozlenmez
Kismen koordine olmus 2:1 Kismen koordine olmus 1:1 Tamamen koordine olmus
kompleks olusturur. kompleks olusturur 1:1 kompleks olusturur

Polimerik kompleks Hucrede Polimerik kompleks
olusturmazlar polimerik kompleksler olusturmazlar

olustururlar

2.9.2. Kompleks Kararhg

Belirli bir metal iyonunu ayn: anda baglayabilen koordinat gruplarinin sayisina
bagl olarak, bir selator iki disli, G¢ disli ve alti digli olarak siniflandirilir. Olusan
komplekslerin ve bunlarin stokiyometreleri ligandin dislilik sayis1 ile belirlenir
(Sekil.32). Yani bir metal kompleksinin kararliligina iliskin en 6nemli faktori elde
edilen ligand-metal kompleksinde olusan selat halkalarinin sayisi ve buyikligudir. En
uygun selat halka boyutlari, bes veya alti atomdan olusur. Selat halkalarinin sayisi, tek
bir selatér bagh donér atomlarimin sayisim artirarak —gelistirilebilir.  Ornegin,
koordinasyon sayisi alt1 olan bir metal iyonu, iki digli ligand ile ti¢ halka veya alt1 disli
ligandla bes halka olusturabilir. Dolayisiyla Fe(lll) kompleksinin termodinamik
kararlilhigint en (st dizeye c¢ikarmak tzere tum alti vericiyi tek bir molekilde
bulundurmak, yani alt1 disli ligand olusturmak gereklidir. Demir-ligand komplekslerinin
kararlihg, alti disli>tc disli > iki dislilik sirasini izler. Alt disli selatérler Fe™ icin
idealdir, zira toplam ligand derisimuna ve metal / ligand oranina bagli miktarlarda
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degisken stokiyometri sadece 1: 1 oranminda kompleks olustururlar. Daha disuk
stokiyometrik demir kompleksleri bazen tehlikelidir, 6rnegin Fe*™ in Fe™ye
indirgenmesini 6nlemezler, ciinki Fenton tepkimesi yoluyla ROS dretimi gerceklesir.
Buna karsilik, iki digli ve Ucli disli ligandlar, daha distuk molekiler agirliklarindan
dolay: oral kullanilabildikleri igin, alt1 disli selatorler acisindan tercih edilebilir. Tedavi
maliyetini dusirmesi ve hastalar tarafindan tolere edilebilirligi arttirmas: nedeniyle oral

etkinlik, biri lag icin yiiksek talep edilme 6zelligi saglar'®*%%9.160.161,

Deferasiroks (DF3) Desferrioksamin (DFO) Deferipron (DFP)
Ug Disli Alti Digli iki Digli
o 0 3
O_,—f;FEef_"""'"'G QFeO i OFeﬁo
N > % o= I o S
S é 5

Sekil 33. Selasyon tedavisinde kullanilan selatorler'

2.9.3. Metal seciciligi

Selatlama ajanlar: Fe*? ve Fe*® oksidasyon durumuna gore tasarlanabilir. Yiiksek
spinli Fe*®, 0.65 A vyaricapl: tripozisyonda bir katyonudur ve DFO'da bulunan yiikli
hidroksamat oksijen atomlar: gibi ligandlarla en kararli baglari olusturur. Buna karsin
daha dusiik yik yogunluguna sahip Fe*? katyonu, 2,2-bipiridil ve 1,10 fenantrolin gibi
yumusak azot iceren ligandlar: tercih ederler. Bu ligandlar Cu*? ve Zn*? gibi biyolojik
Oneme sahip ve organizma igin gerekli olan divalent metal iyonlarina kars: da afinite
gosterebilirler. Dolayisiyla Fe*” ye kars: segici nontoksik ligand tasarim: oldukca zor
ve hatta imkansiz olabilir. Aksine Fe*® secici ligandlar, dibazik katyonlara gore tribazik
katyonlara (Tribazik katyonlarin ¢ogu, Al ve Gagibi canli hiicreler icin gerekli
degildirler) daha secicidirler. Fe*® klinik selatér tasarimi icin daha uygun bir hedeftir.
Selatlayici maddelerin metal iyonlar: ile etkilesimi, ila¢ biyoyararlanim: ve muhtemel
yan etkiler icin belirleyici olabilir. Bu nedenle komplekslerin termodinamik

parametrelerinin Cu, Zn, Ca, Mg gibi ana endojen ¢ift degerli metal iyonlariyla titiz bir
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sekilde  belirlenmesi, biyolojik siviyi  temsil eden standart kosullarda

gerceklestirilmelidir'®*?.

2.9.4. Komplekslerin uygun redoks aktivitesi

Bir metal iyonunun toksik etkisi, dokulara ve organlara karsi belirgin
yaralanmalara neden olan reaktif oksijen turlerinin olusumuna baglidir. Organizmada
ROS olusumunu o6nlemek icin serbest demir miktari, demir baglayici proteinler
tarafindan sinirlanir. Bununla birlikte demir, dengesiz kosullarda bu proteinlerden
harekete gecirilebilir ve bu gibi durumlarda redoks tepkimelerine katilir ve ROS (retir.
Bu olaylar antioksidan korumanin Otesine gectiginde, oksidatif hasar olusur. Bu gibi
durumlarda demir redoks potansiyeli, ROS dretimini engelleyen uygun selatorler
kullanilarak kontrol edilebilir. Fe™ igin yiiksek secicilige sahip Siderofor molekdlleri,
demirin biyolojik kosullarda redoks dongusinu Onler. Aksine, azalan redoks
potansiyelleri ile nitelendirilen azot esasl ligandlar kullanildiginda, koordine edilmis
demir daha fazla korunmaz ve enzimatik olarak indirgenebilir. Bu durum demir

yakalamak icin kullanilan molekiiller icin istenmeyen bir 6zelliktir*3181%°,

2.9.5. Enzim Inhibisyonu

Hem-iceren enzimler genellikle demir selatorleri tarafindan dogrudan inhibe
edilmez, ¢lnku porfirin gruplart demir sikica baghdir. Aksine, lipoksigenaz, aromatik
hidroksilaz ve ribonikleotid rediktaz gibi hem olmayan demir iceren enzimler, demir
kenetleme maddeleri tarafindan inhibe edilebilir. Ornegin; Lipoksijenazlar genellikle
hidrofobik selatorler tarafindan engellenmektedir, bu nedenle bir selatére hidrofilik
Ozellikler getirilmesi, bu tlr engelleme potansiyelini en aza indirgeme egilimindedir. Bu
iliski, Hidroksipiridinonlar da piridinon halkasindaki 1-alkil boyutu dogrusal olarak
artiginda  lipoksijenazlar1 inhibe etme egilimindedir Ancak artan 2-substitlient
baydkligl icin daha az belirgindir. Demir selatorlerin fiziko kimyasal 6zelliklerinin
dikkatli modifikasyonu ile, metalloenzimlere daha az etki edecek sekilde tasarlanmalar

mumkindirt3%
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2.9.6. Lipofilik ve molektl agirhk

Demire spesifik selator molekdllerin igin terapdtik etkisini optimize etmek
amaciyla yeterli derisimde hedef bolgelere ulasmasi gerekir. Oral olarak aktif bir demir
selatlayici, gastrointestinal sistemden etkili bir sekilde emilme ve hedef bolgelere
eriserek biyolojik membranlart ¢aprazlama yetenegine sahip olmalidir. Hider’e gore
biyolojik zarlar yoluyla diflizyonu yoneten (¢ ana faktor (gecirgenligi etkileyen faktor)
molekiiler buyuklik, lipofiliklik ve net yiktir (iyonizasyon). Iyi emilim veya niifuza
sahip bir bilesik, 5’ten az hidrojen bag: vericisi, 10’dan az hidrojen bag: alicisi, 500
Da'dan daha disuk bir molekil agirligi olmalidir Bilesigin iyonik durumu membran
gecirgenligini de etkiler, yikli olmayan turler genellikle biyolojik membranlara yikli
olanlardan daha hizli nifuz eder. Bu kosullara uymak icin, demir selatorlerin secimi
sinirhdir ve ¢cogu hekzadentat ligandlari, molekul agirligi 500 Da'dan fazla oldugu igin
bu durumdan haric¢ tutulur. Daha dustik molekil agirliklari nedeniyle iki disli ve tg disli

ligandlar daha yiiksek emilim icin istin adaylardir'®*°*%,

2.9.7. Kompleks yapisi

Serbest radikal Gretimini 6nlemek igin demir oksijen ve hidrojen peroksitten
dogrudan kaginacak sekilde koordine edilmelidir. DFO gibi ¢ogu alti1 disli ligandlar
Kinetik olarak etkisizdir (inerttir) ve demir yuzeyini maskeleyerek hidroksil radikal
uretimini minimuma indirir. Bununla birlikte, tum alt: digli ligandlara bagli demirin
yuzeyini tamamen maskelemek icin yeterli boyuta sahip olmayabilir; bu durumda
olusan kompleks, demirin serbest radikaller Gretme kabiliyetini artirabilir. Bu durum
oOzellikle komplekslesmemis Fe(l11)’tn ¢ozundrliginun ¢ok disuk oldugu notral veya
alkali pH’lerde 6nem kazanir. Bu tir davraniglara ait klasik o6rnek, yedinci bir
koordinasyon alaninin su molekdli tarafindan isgal edildigi EDTA tarafindan
gosterilmektedir. Bu su molekili, kinetik olarak kararsizdir ve biyolojik ortamda
bulunan oksijen, hidrojen peroksit ve diger birgok ligand ile hizla degis tokus yapabilir.
iki disli ve clu ligandlar ise kinetik olarak daha kararsizdir ve Fe(I11) kompleksleri,
dusiik ligand derisimlerinde ayrisma egilimindedir. iki ve (¢ disli ligandlarla demir
komplekslerinin kismen ayrismas: Fe*® katyon vyiizeyini diger ligandlara acik hale

getirir'®,
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2.9.8. Selatlayict ve endojen ligandlar arasinda demirin hizhh kinetik
degisimi

Selator maddelerin davranisi, kompleks olusum termodinamiginin yani sira

kinetik faktorlere de baglidir:

1-

Selatér maddesinin bozulmasi: Bircok selatér madde, viicutta ana molekilin
selatlama  Ozelliklerini  kaybeden tiire donustaralir. Bu  tepkimeler,
hidroksipiridinin glukuronidasyonundan Trien'in asetilasyonuna veya BAL ve
SH igeren ligandlar arasindaki -S-S-baglarinin olusumundan ¢ok farkl: olabilir.
Dogru ila¢ secimi, metabolik dondsimin hizli olmas: durumunda, 6rnegin
deferoksamin'in deri alt1 inflizyon olarak uygulanmasi hayati 6neme sahiptir.
Plazmada serbest metal iyonu ve selatlayici arasindaki kompleks olusumu;
Plazmada dolasimdaki toksik demir iyonlari genelde transferrin olarak blyuk
makro molekillerden sitrat gibi dusik molekal agirlikli ligandlara kadar
degisen farkli endojen molekdllere baglanir.

Endojen molekullere bagl olan metal ile selatdr maddesi arasindaki tepkime
degisim reaksiyonu; Endojen molekillere bagl: ferrik iyon ile selatér maddeler
arasindaki degisim tepkimesinin kinetigi, selatlayict maddelerin yapisi, dislilik

say1s1 ve boyutu gibi cesitli faktorlere baglidir®®.
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3. MATERYAL ve METOD

Bu calisma Cukurova Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri (CUBAP) birimi
tarafindan TDK-2015-3577 numaral proje olarak desteklenmistir.

3.1. Materyal

3.1.1. Kullamlan Kimyasallar
Asetilaseton (CsHgO,)

Metil iyodir (CHsl)

Butil iyodlr (C4Hgl)

Etanol (C,Hs0H)

Hidroksilamin hidroklorir (NH,.HCI),
Kloral hidrat (CCI3CH(OH),),

Benzen

Tetrabltil Amonyum bromur (TBAB)
Hidroklorik asit(HCI),

Sitrik asit (CgHgO7)
4,5-Dihidroksibenzen-1,3-distlfonik asit (C¢HgOsS>)
Glisin (C,HsNOy)
8-Hidroksikuinolin-5-stlfonik asit (CoH7NO4S)
Nitrilotriasetik asit (C¢HgNOg)
Oksalat (Na,C,0,)

Piridin 2,6-Dikarboksilik

Salisilik asit (C7HgO3)
Tetrahidrofuran(THF)

Sodyum hidroksit (NaOH)

Metanol (CH30H)

Demir(l1)klorir (FeCls)

Kloroform (CHCls,

Etanol (C;HsOH)

Dimetil sulfat (DMS)
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Potasyum karbonat (K,CO3)

MTT (3-[4,5-Dimethylthiazole-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide;Thiazolyl

blue)
Fosfat Buffer Saline
Hepes

Dulbecco’s Modification of Eagle's Medium (DMEM)

3.1.2. Kullamlan cihazlar

Elementel Analiz (Thermo Scientific Flash 2000, CHNS elementel analyses)

FT- IR Spektroskopisi (Thermo FT-IR spectrophotometer; Smart ITR diamond
attenuated total reflection (ATR); 4000-400cm™)

UV-gorunir bolge spektrometre; Perkin EImer Lambda 25

Erime Noktas1 Tayin cihazi; Gallenkamp

pH metre; pH 211 Hanna Instruments
Manyetik kanstinicilhisitict; Velp
Etlv; Binder

Elektronik teraziler

Vakum desikatoru

Mekanik karistirici

Manyetik susseptibilite

Siklik voltametri; CHI 660D cihazi
Indiiktif eslesmis plazma (ICP-MS)
Manyetik karstiricili isitic

Erime Noktas1 Tayin cihazi
Elektronik teraziler

CO, inkiibator

Derin Dondurucu (-80 °C)
Santrifij;

Mikroplate Okuyucu
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3.1.3. Fourier Donustumla Infrared Spektroskopisi (FTIR)

Akademik alanda ve endustri laboratuvarlarinda ¢ok genis uygulama alanina
sahip olan Kizilotesi Spektroskopisi bir molekil veya bilesik yapisinda bulunan baglar
hakkinda tanimlayici bilgiler verir. Kizil6tesi (IR) Spektroskopisi temel olarak kizilotesi
15181n incelenen madde tarafindan sogurulmasina dayanir. FTIR, organik veya inorganik
bilesiklerin karakterize edilmesinde kullanilan bir cihazdir. IR spektrumu, maddeyi
olusturan atomlar arasindaki baglarin titresimiyle olusan frekanslarina karsilik gelen
absorpsiyon pikleri ile 6rnegin parmak izini gostermektedir. Her maddenin kendine has
bir spektrumu vardir. Organik madde spektrumlarinin 6zellikle de 2000 cm™ den sonra
gelen kism: daha ayrintihdir. Bu bolgeye parmak izi bolgesi denir ve spektrumu iki kat
genisleterek alinir. BOylece madde hakkinda daha ayrintili bilgi elde edinilmektedir.

Veri, farkl molekiiler baglardan kaynaklanan farkl: titresim frekanslarin: temsil eder™®.

3.2. Metod

Vicutta asir1 biriken demiri uzaklastirmak amaciyla Fe(lll) iyonu ile bilesik
olusturabilecek ligantlarin sentezi\komplekslesme derecesi ve insan plazmasindan
demirin uzaklastirilmasinda etkinliginin belirlenmesi tedavi sirecinde klinikte
kullanilabilme potansiyeli olan uygulamalarin ilk basamag: niteligindedir. Bu ¢alisma
da Fe(lll) iyonunu ile selasyon yapilacak demire 6zgull ligand sentezlenmis ve demir
molekilindn in vitro kosullarda plazma ve saf suda secici birlesebilme derecesini farkl
yontemlerle belirlenmistir. Ilk olarak asetilaseton da bulunan iki karbonil bilesigi
arasinda yer alan karbon atomundaki aktif hidrojenin alkil gruplariyla yer degistirmesi
sonucu farkli uzunluktaki zincir sayisina sahip asetilaseton tirevleri olan 3-metil-2,4-
pentandion ve 3-butil-2,4-pentandion sentezlendi ve ligand olarak kullanildi. Ayrica
oksim grubu olan dimetilglioksim ve kloralhidrat ve hidroksilamin hidroklorir c¢ikis
bilesigi olarak kullanilarak anti-monokloroglioksim ligandi sentezlendi. Bunlara ek
olarak Sitrik asit, 4,5-Dihidroksibenzen-1,3-distlfonik asit, Glisin, 8-Hidroksikinolin-5-
stlfonik asit, Nitrilotriasetik asit, Oksalat, Piridin 2,6-Dikarboksilik ve Salisilik asit "de
ligand olarak kullanilmistir.  Sentezlenen tim bilesiklerin yapilar1 Cizelge 5 de
gosterilen akis semasina gore;  Uv-Visible, FT-IR, elementel analiz, manyetik
stsseptibilite ve diger tekniklerle analiz edildi. Su icerisinde komplekslesme sonucu
kalan demir miktari ICP teknigi ile analiz edildi. Kompleks ve ligandlarin

elektrokimyasal davraniglar: siklik voltametri ile arastirildi. Daha sonra hicre kiltird
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yontemi ile sentezlenen komplekslerin in vitro sitotoksik etkisi belirlenmistir.
Sitotoksisite deneyleri MTT test yontemi uygulanarak yapilmistir. Calismamizda
oncelikle mL’de 10* HUVEC hiicresi olacak sekilde 12 kuyucuklu plakta 7 kuyucuga
ekim yapildi. 24 saat sonunda her bir kompleksi seri diltsyonla sulandirarak 4 farkl
derisim elde edildi. Kontrol olarak DMSO kuyucuga vyerlestirildikten sonra hicre
suspansiyonlar: tzerine farkl: derisimlerde sentezlenen kompleksler eklendi. 48 saat

komplekslerle ile inkiibe edilen hiicrelerde sitotoksisite oranlar: tespit edildi.

Cizelge 5. Akig Semasi

Ligand sentezi ve karakterizasyonu

|

Ligandlarin Fe(lll) komplekslerinin saf suda sentezi

l

Komplekslerin karakterizasyonu

!

Ligandlarin Fe(lll) komplekslerinin plazmada sentezi

W

Farkli metotlarla komplekslesme derecesinin belirlenmesi

l

Ligand ve Komplekslerin elektrokimyasal davranislar: (Siklik voltametri)

l

Hiicre Kiiltliri ve Sitotoksisitenin belirlenmesi (MTT)

3.2.1. Ligand sentezi

3.2.1.1. Asetilaseton ( 2,4-Pentanedione) alkilasyonu

B-diketon bilesikleri “aktif metilen” bilesikleri olarak bilinir. Iki karbonil
grubunun bir karbon atomuyla ayrilmis olmasi nedeniyle ¢ok sayida ilging ve spesifik
Ozelliklere sahiptir. Cunkd iki karbonil atomu arasindaki karbondaki H ¢ok aktiftir ve
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alkillerle rahathkla yer degistirirler'®*. Bu calismada ilk olarak asetilaseton iizerinde
bulunan iki karbonil bilesigi arasindaki karbon atomu lizerindeki aktif hidrojen ile alkil
gruplarinin yer degistirmesi ile farkli uzunluktaki zincir sayisina sahip asetilaseton
tirevleri olan 3-metil-2,4-pentandion ve 3-butil-2,4-pentandion sentezlendi ve ligand

olarak kullanilmistir.

H.C H;C H,C

H,C H,C H,C

Bilesik | Metil Biitil

R CHy; | C4Hy

Sekil 34. Asetilasetonun alkilasyonu

3.2.1.2. Asetilasetonun alkilasyonu ile 3-metil-2,4-pentandion eldesi
Asetilasetonun alkilasyonu ile 3-metil-2,4-pentandion eldesi 3 farkli yontem

denendi.

3.2.1.2.1. Dimetil sulfat ile alkilleme

100 mL THF icerisine 1,0752 g K,CO3 lizerine 5 mL asetilaseton konularak 40
dakika geri sogutucu altinda bir miiddet 1sitildi. Uzerine 5 mL dimetilsiilfat eklendi. Bu
stire zarfinda sar renkli olan ¢ozelti seffaf hale geldi. Ardindan deney durduruldu ve
ince tabaka kromatografisi (TLC)’de yirUtulerek deney takip edildi. Asetilaseton ve
dimetilstlfattan farkli yerlerde spot elde edildi. Ancak kolondan gecirilince saf madde

elde edilemedi (Sekil.35)6>166167.
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0
K,CO;
+ CHsl s
0

Sekil 35. Asetilasetonun metil iyodir (CH;l) varliginda DMS ile metillenmesi

HsC

3.2.1.2.2. Azot atmosferinde alkilleme

0,51 mL asetilaseton, onceden kurutulmus 0,648 g K,COsz;, 20 mL susuz
asetilaseton igerisinde oda sicakhiginda 5 dakika boyunca azot atmosferinde bekletildi.
Ardindan 0,383 mL metil iyodir damla damla eklendi ve karisim 20 saat geri sogutucu
altinda kaynatildi. Bu sure sonunda 50 mL dietil eter eklenip ve elde edilen karisim
stizulerek ¢Ozucl evaporatorde kuruyana kadar isitildi. Deney silika TLC ile kontrol
edildiginde dort farkli spot elde edildi. Kalan ¢ozelti 1/10 etil asetat/hekzan yuriticu

faziyla kolondan gegirildi. Saflastirilamadi "1,

CH,
HaC HaC
o HaC 0 0 0
. K,CO;
CHil —2"i» + HC +
o) HaC 0 0 0
HaC HsC HoC

Sekil 36. Asetilaseton ligandinin metil iyodir (CHsl) varliginda metillenmesi tepkimesi

HiC

HiC

3.2.1.2.3. Tetra-n-butil amonyum bromur katalizérltgtinde alkilleme

0,625 mL asetilaseton 25 mL benzende ¢éziildi. Uzerine 1,3965g susuz K,COs
ve 0,4 mL metil iyodir eklendi. Son olarak 0,4970 g tetra-n-butil amonyum bromur
(TBAB) katalizor olarak eklendi. Bu karisim oda sicakliginda 5 giin karistirildi. Bu siire
sonunda organik kisim siiztlerek ayrildi ve benzen evaporatérde buharlastirildi. Deney
silika TLC ile kontrol edildiginde dort farkli spot elde edildi. Bunlardan ilk gelen
asetilasetonla ayni yerdeki spottur. Kalan ¢dzelti 1/10 etil asetat/hekzan yirdticu faziyla

kolondan gegirildi. Daha sonra saflagtirildi™®®*°"1%,
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CH,
HaC HsC H,C
O 0 (o] o}
K5CO
+ CH';I 2 2 —> H3C + H3C +
: TBAB, benzen
O 0 (o] o}
1C H,C

HaC HaC H

Br

TBAB: tetra-n-butil
amonyum bromur:

NN

Sekil 37. Asetilasetonun TBAB katalizorltigiunde metil iyodir (CH3l) varhiginda metillenmesi

3.2.1.3. Asetilasetonun alkilasyonu ile 3-butil-2,4-pentandion eldesi

3.2.1.3.1. N-butil iyodur alkilleme

Tetra-n-bitil amonyum bromdar katalizorltginde; 0,625 mL asetilaseton 25 mL
benzende ¢ozildii: Uzerine 1,3965g susuz K,CO3 ve 0,7 mL bitil iyodir eklendi. Son
olarak 0,4962 g tetra-n-bitil amonyum bromir (TBAB) katalizor olarak eklendi. Bu
karisim oda sicakliginda 5 gin karistirildi. Bu siire sonunda organik kisim suzulerek
ayrildi ve benzen evaporatorde buharlastirildi. Deney silika TLC ile kontrol edildiginde
iki farkl: spot elde edildi. Bunlardan ilk gelen asetilasetonla ayni yerdeki spottur. Kalan

cozelti 1/10 etil asetat/hekzan yiriitiicii faziyla saflastirildi™®>067,
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N K,COs;
C,Hgl —————— C4Hq

TBAB, benzen
HC HsC

Br

TBAB: tetra-n-butil
amonyum bromur:

/\/\N+/\/\

Sekil 38. Asetilaseton ligandimin bitillenmesi tepkimesi

3.2.1.4. Oksimler

Koordinasyon kimyasinda ligand olarak kullanilan ve C=N-OH grubu tasiyan
maddelere Mayer tarafindan oksi-imin kelimelerinin kisaltilmasiyla olusan ‘oksim’ adi
verilmistir. Zayif bazik karakterdeki azot atomu ve asidik karakterdeki hidroksil
gruplarindan olustugundan oksimler, amfoterik maddelerdir. Oksim bilesikleri selat
olusturma, biyolojik olarak parcalanabilme, oksijen tutma &zelliklerinin yanisira
biyolojik ve fotokimyasal reaksiyonlardaki farkli etkinlikleriyle taninmaktadir. Oksim
bilesikleri ve bu bilesiklerin metal komplekslerinin tip alaninda ve biyoorganik
sistemlerde, katalizlerde, farmakolojide, biyoorganik sistemlerde katalitik kimya vb.
gibi alanlarda buyik ilgi gormektedir. Bu c¢alismada oksim bilesigi olan
Antimonokloroglioksim  ve  Dimetilglioksim  sentezlenerek  ligand  olarak

kU I Ianll mlstlrlGS,169,170,171,172

3.2.1.4.1. Anti-monokloroglioksim sentezi (AMCG)

0.3 mol Kloral hidrat, 0.5 mol sodyum karbonat ve 0.9 mol hidroksil
aminhidroklorur iceren bir ¢ozeltiye katilarak bir gece kendi halinde birakildi. Derisik
cozeltide tabakalar halinde kristaller olustu. Buz-tuz karisimiyla sogutulan ¢ozeltiye 54
g NaOH’ in 100 mL sudaki ¢ozeltisi damla damla ¢ozelti sicakhg -5 °C’1 asmayacak

sekilde ilave edildi. Bu ilave sonucunda sarimsi: renk gozlendi. Daha sonra ¢ozeltiye 32
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mL, % 98’lik H,SO, ilave edildi ve stzilip kurutulduktan sonra eterle klor amfi-
glioksim alinip, eter fazi1 uguruldu ve her iki madde birlestirilerek sudan kristallendirildi.
Kristaller vakumda H,SO, lizerinden kurutuldu. islem sonucunda amfi-kloroglioksim
elde edildi. Kurutulup toz hale getirilen amfi-kloroglioksim az miktarda (maksimum 10
mL) derisik hidroklorik asitle ¢amur haline getirilip ezilerek anti izomere

gevr.iIdil72,l73,l74

2 NH20HHC| + N82CO3 —_—» 2 NHon + 2NaCl + Hzo + C02

OH
Sekil 39. Amfi-kloro glioksim eldesi tepkimesi

% verim: % 38

Renk: Beyaz kristal

DSC’de erime noktasi: 162 °C

Kapali formil: C;H3;CIN,O,

MA: 122,51g mol*

Elementel analiz (bulunan ): C, 19.01; H, 2.37; N, 22.17
Elementel analiz (hesaplanan): C, 19.61; H, 2.47; N, 22.87

IR (mmax/cm™): 3317 (O-H), 1590 (C=N), 950 (N-O), 705 (C-Cl)

C|)H
cl cl
N _—=N
= SOoH  HCI
—_—
N TN
SOH
OH

Sekil 40. Anti-kloro glioksim eldesi tepkimesi
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% verim: %99,9

Renk: Sar

DSC’de erime noktasi: 151,99°C

Kapali formil: C,H3;CIN,O,

MA: 122,51g mol*

Elementel analiz (bulunan ): C, 19.75; H, 2.88; N, 21.05

Elementel analiz (hesaplanan): C, 19.61; H, 2.47; N, 22.87

IR (mmax/cm™): 3500-3200 (O-H), 1590 (C=N), 950 (N-O), 746 (C-Cl )

3.2.1.4.2. Dimetilglioksim sentezi (DMG)

25 ml su icerisinde 1,74 gr (25 mmol) NH,OHHCI ve 2,05 gr (25 mmol)
sodyum asetat c¢ozilerek tzerine 0,86 gr (10 mmol) 2,3-butanedione ilave edilir. Bu
karisim mikrodalga cihaz: ile 5 dk. 400W mikrodalga giicunde reflux edildi. Olusan

beyaz ¢okelekler siiziilerek su ile yikanir ve vakumda kurutulur'™.

% verim: %89,9

Renk: Beyaz

DSC’de erime noktasi: 244°C

Kapali formil: C4HgN20,

MA: 116,12 g mol™

Elementel analiz (bulunan ): C, 27.46; H, 4.88; N, 25.13

Elementel analiz (hesaplanan): C, 28,12; H, 4.47; N, 26.52

IR (mmax/cm™): 3000-3300 (O-H), 2930 (C-H), 980 (N-O), 1438 (C=N

3.2.2. Ligandlarin Fe(l11) ile komplekslerin sentezi

3.2.2.1. 3-metil-2,4-pentandion-Fe(l11) Kompleksi Sentezi

3-metil-2,4-pentandion (0,75 mL) ligandi 20 mL asetonitril ¢6zuldi. COzicl
yar1 yariya isitildi. Uzerine 10 mL asetonitril ¢cozinmis FeCls.6H,O (0,4826gr, 1,8
mmol) eklendi. Manyetik karistiricili 1sitict ile geri sogutucu altinda 90 °C de
karigtirarak 1sitildi. Oda sicakligina kadar sogutulup pH kontrol edildi. 0,1M NaOH ile

pH 7 ya ayarlandi. Bu siire sonunda bordo renkli bir ¢cokelek olustu. Olusan ¢okelek
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MN 640 (siyah bant, 1-2 um) Whatman stizge¢ kagid: ile siiziildi. Daha sonra vakum
desikatoriinde kurutularak renkli bir kiremit kirmizisi ¢okelek elde edildi. Elde edilen
kompleks FT-IR, UV, manyetik slsseptibilite, erime noktas: ve elementel analiz

cihazlar: ile karakterize edildi.

H3C
FeCl3.6H,0
3 HyC ————> HcC CHa
90°C
o
H3C CH3

Sekil 41. 3-metil-2,4-pentandion ligandinin Fe (111) ile kompleksi sentezi

EN=190°C

Renk: kahverengi kirmizimsi

% verim: %90

Kapali formil: CigH,7 Fe Og

MA: 395,25 g mol ™

Mers (Manyetik moment): 5,80 BM

Elementel analiz (bulunan): C, 62,30; H, 9,60;
Elementel analiz (hesaplanan): C, 62,23; H, 9.52;
IR(mmax/cm™): 2922 (C-H), 1709 (C=0), 1620 (C=C)
UV-Vis(nm): 228, 243, 268, 298, 324, 495, 565 nm

Sekil 42. 3-metil-2,4-pentandion ligandinin Fe (111) kompleksi elde edilisi

54



3.2.3.2. 3-biitil-2,4-pentandion-Fe(l111) Kompleksi Sentezi

3-bitil-2,4-pentandion (0,75 mL) ligand1 20 mL asetonitril ¢ozuldu. Coziicl yar
yariya 1sitildi. Uzerine 10 mL asetonitril ¢oziinmis FeCls.6H,O (0,4826, 1,8 mmol)
eklendi. Manyetik karistiricili 1sitict ile geri sogutucu altinda 90 °C de karistirarak
isitildi. Oda sicakhigina kadar sogutulup pH kontrol edildi.0,1M NaOH ile pH 7 ya
ayarlandi. Bu sire sonunda bordo renkli bir ¢okelek olustu. Olusan ¢okelek MN 640
(siyah bant, 1-2 pm) Whatman suzge¢ k&gidi ile sizildi. Daha sonra vakum
desikatoriinde kurutularak renkli bir acik kahverengi cokelek elde edildi. Elde edilen
kompleks FT-IR, UV, manyetik sisseptibilite, erime noktas: ve elementel analiz
cihazlar ile karakterize edildi.

C,H,

HsC
FeCl3.6H,0
3 CuH, e ——>
90 °C
o)
HyC

Sekil 43. 3-butil-2,4-pentandion ligandinin Fe (I11) ile kompleksi sentezi

EN=200°C

Renk: acik kahverengi

% verim: %82

Kapali formil: C,7Hys Fe Og

MA: 521,49 g mol™

Hers (Manyetik moment): 5,84 BM

Elementel analiz (bulunan): C, 62,02; H, 8.51;

Elementel analiz (hesaplanan): C, 62,78; H, 9,10;

IR(mmax/cm™): 2965 (C-H(al)), 1597 (C=N), 1707 (C=0), 1610 (C=C),
UV-Vis(nm): 228, 242, 255, 282, 336, 580 nm
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Sekil 44. 3-butil-2,4-pentandion ligandinin Fe(111) kompleksi elde edilisi

3.2.3.3. Antimonokloroglioksim-Fe(111) Kompleksi Sentezi

Antimonoklorglioksim (1,024 g, 7,49 mmol) ligand1 25 mL etanol ¢6zuldi.
Uzerine, FeCls.6H,O (0,6760 g, 2,50 mmol) eklendi. FeCls.6H,O agik sarimsi
renkteydi. AMKG ligandi eklenince renk koyulasti. Cozelti 30 dakika karistirildi.

Manyetik karistiricili 1sitici ile geri sogutucu altinda 90 °C de karistirarak 1sitildi. Oda

sicakhigina kadar sogutulup pH kontrol edildi. 0,1M NaOH ile pH 7 ya ayarlandi. Bu

stire sonunda koyu kahve renkli bir cokelek olustu. Olusan ¢okelek MN 640 (siyah bant,

1-2 pum) Whatman slizge¢ kagidi ile suzildi. Daha sonra vakum desikatoriinde
kurutularak kahve renkli bir ¢okelek elde edildi. Elde edilen kompleks FT-IR, UV,

manyetik susseptibilite, erime noktas: ve elementel analiz cihazlar ile karakterize

edildi.
o
o __n
3
~
HsC T
OH

Sekil 45. Antimonokloroglioksim ligandinin Fe (I111) kompleksi sentezi

FeCl.6H,0
—_—>

90°C
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EN=258°C

Renk: kahverengi

% verim: %84

Kapali formil: CgH12CI3Ng Fe Og

MA: 462,43 g mol™

Herr (Manyetik moment): 2,25 BM

Elementel analiz (bulunan): C, 23.12; H, 2.51; N,18.02

Elementel analiz (hesaplanan): C, 23.78; H, 2.62; N,18.17
IR(mmax/cm™): 1655-1612(C=N),1384-970 (N-O), 729 (C-Cl), 457(Fe-N)
UV-Vis(nm): 230, 238, 246, 271,290, 482, 652 nm.

Sekil 46. Anti-monokloroglioksim ligandinin Fe (111) kompleksinin elde edilisi

3.2.3.4. Dimetilglioksim-Fe(111) Kompleksi Sentezi

Dimetilglioksim (0,8712 g, 7,50 mmol) ligand1 25 mL metanol ¢oziildi. Uzerine
FeCl3.6H,O (0,6760 g, 2,50 mmol) eklendi. FeCls;.6H,O agik sarimsi renkteydi.
Dimetilglioksim eklenince renk koyulasti. Manyetik karistiricili isitict ile geri sogutucu
altinda 90 °C de kanstirarak 1sitildi. Oda sicakligina kadar sogutulup pH kontrol edildi.
0,1M NaOH ile pH 7 ya ayarlandi. Bu siire sonunda koyu bordo renkli bir ¢okelek
olustu. Olusan cokelek MN 640 (siyah bant, 1-2 pm) Whatman slzge¢ kagid: ile
stzildi. Daha sonra vakum desikatorinde kurutularak siyah renkli bir ¢okelek elde
edildi. Elde edilen kompleks FT-IR, UV, manyetik sisseptibilite, erime noktas: ve

elementel analiz cihazlar: ile karakterize edildi.
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Sekil 47. Dimetilglioksim ligandinin Fe(111) kompleksi sentezi

EN>240°C

Renk: siyah

% verim: %80

Kapali formil: C1,H2:Ng OgFe

MA: 401.18 g mol™

Herr (Manyetik moment): 2,20 BM

Elementel analiz (bulunan): C, 35.75; H, 4.91; N,20.52

Elementel analiz (hesaplanan): C, 34.93; H, 5.28; N,21.05
IR(mmax/cm™): 2926 (C-H), 1437 (C=N), 905-980-1143 (N-O), 462(Fe-N)
UV-Vis(nm): 228, 246, 271, 283, 420, 590 nm

Sekil 48. Dimetilglioksim ligandinin Fe(111) kompleksi elde edilisi
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3.2.3.5. Asetilaseton — Fe(l11) Kompleksi Sentezi

Asetilaseton (0,75 mL) ligand: 50 mL asetonitril ¢ozildi. Cozlcl yar: yariya
1sit1ldi. Uzerine FeCls.6H,0 (0,4505 g, 1,66 mmol) eklendi. Manyetik Karistiricili 1sitict
ile geri sogutucu altinda 90 °C de karstirarak 1sitildi. Oda sicakligina kadar sogutulup
pH kontrol edildi.0,1M NaOH ile pH 7 ya ayarlandi. Bu sire sonunda bordo renkli bir
cokelek olustu. Olusan ¢okelek MN 640 (siyah bant, 1-2 um) Whatman stizge¢ kagidi
ile suzdildi. Daha sonra vakum desikatoriinde kurutularak renkli bir Kkiremit
kirmizisigOkelek elde edildi. Elde edilen kompleks FT-IR, UV, manyetik sisseptibilite,

erime noktasi ve elementel analiz cihazlari ile karakterize edildi.

H3C AN CH3
N

v i

o) FeCly.6H,0

—_— =
3 90 °C

o)

HsC

Sekil 49. Asetilaseton ligandinin Fe (111) kompleksi sentezi

EN=180°C

Renk: kahverengi

% verim: % 88,72

Kapali formil: C15H,;1FeOg

MA: 353.17 g mol ™

Herr (Manyetik moment): 5,90 BM

Elementel analiz (bulunan): C, 50.95; H, 5.51;

Elementel analiz (hesaplanan): C, 51.01; H, 5.99;

IR(mmax/cm™): 3000-3700 (O-H), 2921 (C-H(al)), 1567 (C=0), 1549-1525 (C=C),
UV-Vis(hm): 212, 270, 352, 461, 616 nm
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Sekil 50. Asetilaseton ligandinin Fe (111) kompleksi elde edilisi

3.2.3.6. 4,5-Dihidroksibenzen-1,3-distlfonik asit-Fe(l111) Kompleksi Sentezi

4,5-Dihidroksibenzen-1,3-disulfonik asit (0,9775 g, 2,99 mmol) ligand: 30 mL
etanol ¢ozildii. Uzerine FeCls.6H,0 (0,2700 g, 0,35 mmol) eklendi. FeClz.6H,0 agik
sarimsi renkteydi. Ligand eklenince renk koyulasti. Manyetik karistiricili isitici ile geri
sogutucu altinda 90 °C de karstirarak 1sitildi. Oda sicakligina kadar sogutulup pH
kontrol edildi. 0,1M NaOH ile pH 7 ya ayarlandi. Bu siire sonunda koyu renkli bir
cokelek olustu. Olusan ¢okelek MN 640 (siyah bant, 1-2 um) Whatman stizge¢ kagidi
ile stiziildu. Daha sonra vakum desikatoriinde kurutularak koyu agik kahve renkli bir
cokelek elde edildi. Elde edilen kompleks FT-IR, UV, manyetik siisseptibilite, erime

noktasi ve elementel analiz cihazlar: ile karakterize edildi.

HO 3
OH
O
O
A\ /
o/ 3 SN
HO \S/ O \ / \O
\OH R ©
FeCl3.6H,0 (ﬁ \\
3 HO — > 0=—=5—0--""" Fe--------- o—S——0
oH 90 °C
v /
© S/ \S
=0 o~ N
HO' // \\O OH

Sekil 51. 4,5-Dihidroksibenzen-1,3-distlfonik asit ligandinin Fe(l11) kompleksi sentezi

EN>220°C
Renk: kahverengi
% verim : % 92
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Kapal: formil: CigH1, Fe 024Se

MA: 860.51 g mol™

Mers (Manyetik moment): 2,25 BM

Elementel analiz (bulunan): C, 25.05; H, 1.12; N,22.02

Elementel analiz (hesaplanan): C, 25.43; H, 1.41; S,22.32

IR(mmax/cm™) :3000-3400 (O-H), 3081 (C-H(ar)), 1636 (C=C), 1334 (S=0), 501(Fe-
0)

UV-Vis(nm): 230, 259, 269, 296, 396, 440, 462 nm

Sekil 52. 4,5-Dihidroksibenzen-1,3-distilfonik asit ligandinin Fe (111) kompleksi elde edilisi

3.2.3.7. Oksalat- Fe(111) Kompleksi Sentezi

Oksalat (0,3886g, 3,500 mmol) ligandi 35 mL aseton ¢oziildi. Uzerine
FeCl3.6H,O (0,3154 g 1,166 mmol) eklendi. FeCl3.6H,O acik sarimsi renkteydi.
Oksalat eklenince renk acik sariydi. Manyetik karistiricili isitic ile geri sogutucu altinda
90 °C de karigtirarak isitildi. Oda sicakligina kadar sogutulup pH kontrol edildi.0,1M
NaOH ile pH 7 ya ayarlandi. Bu silire sonunda koyu renkli bir ¢okelek olustu. Olusan
cokelek MN 640 (siyah bant, 1-2 um) Whatman suizge¢ k&gidi ile stiziildi. Daha sonra
vakum desikatérinde kurutularak turuncu-kirmizisi renginde bir ¢okelek elde edildi.
Elde edilen kompleks FT-IR, UV, manyetik susseptibilite, erime noktas: ve elementel

analiz cihazlar ile karakterize edildi.
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Sekil 53. Oksalat ligandinin Fe(I11) kompleksi sentezi

EN=100°C

Renk: Turuncu-sarimtrak

% verim : %76

Kapali formil: Cs Fe Oy,

MA: 319.90 g mol™

Merr (Manyetik moment): 2,12 BM

Elementel analiz (bulunan): C, 22.75

Elementel analiz (hesaplanan): C, 22.53
IR(mmax/cm™): 3438 (O-H), 1672 (C=0), 519 (Fe-O)
UV-Vis(nm): 229, 238, 259, 264,483, 580 nm

Sekil 54. Oksalat ligandinin Fe(l11) kompleksi elde edilisi

3.2.3.8. Piridin-2,6-dikarboksilikasit — Fe(l11) Kompleksi Sentezi
Piridin-2,6-dikarboksilikasit (0,8365 g, 5,005 mmol) ligandi 50 mL aseton
coziildi. Uzerine FeCls.6H,0 (0,6765, 2,502 mmol) eklendi. Manyetik Karistiricih
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isitict ile geri sogutucu altinda 90 °C de kanstirarak isitildi. Oda sicakhigina kadar
sogutulup pH kontrol edildi.0,1M NaOH ile pH 7 ya ayarlandi. Bu slre sonunda koyu
renkli bir cokelek olustu. Olusan c¢okelek MN 640 (siyah bant, 1-2 pum) Whatman
stizge¢ kagidi ile suzlldi. Daha sonra vakum desikatorunde kurutularak acik yesil
renginde bir c¢okelek elde edildi. Elde edilen kompleks FT-IR, UV, manyetik

stisseptibilite, erime noktas: ve elementel analiz cihazlari ile karakterize edildi.

HO
0
FeCl;.6H,0
2 N —_—
\ / 90 °C
o)
HO

Sekil 55. Piridin-2,6-dikarboksilikasit ligandinin Fe(111) kompleksi sentezi

EN=225

Renk: acik yesil

% verim: % 66

Kapali formil: C14HgN, Fe Og

MA: 386.05 g mol™

Hers (Manyetik moment): 2,22 BM

Elementel analiz (bulunan): C, 43.12; H, 1.21; N, 7.02

Elementel analiz (hesaplanan): C, 43.56; H, 1.57; N,7.26

IR(mmax/cm™):3000-3400 (O-H), 3050-3100 (C-H), 1702 (C=0), 1574 (C-N), 526 (Fe-
0), 439 (Fe-N)

UV-Vis(nm): 228, 242, 272, 323 nm
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Sekil 56. Piridin-2,6-dikarboksilikasit ligandinin Fe (111) kompleksi elde edilisi

3.2.3.9. 8-Hidroksikinolin-5-sulfonik asit — Fe(111) Kompleksi Sentezi

8-Hidroksikinolin-5-silfonik asit (1,1270 g, 5,003 mmol) ligand: 50 mL aseton
coziildi. Uzerine FeCls.6H,O (0,4509 g, 1,666 mmol) eklendi. Manyetik karistiricili
isitict ile geri sogutucu altinda 90 °C de karistirarak isitildi. Oda sicakhigina kadar
sogutulup pH kontrol edildi.0,1M NaOH ile pH 7 ya ayarlandi. Bu siire sonunda koyu
renkli bir cokelek olustu. Olusan c¢okelek MN 640 (siyah bant, 1-2 pum) Whatman
stizgec kagidi ile suzildi. Daha sonra vakum desikatoriinde kurutularak koyu yesil
renginde bir c¢okelek elde edildi. Elde edilen kompleks FT-IR, UV, manyetik

susseptibilite, erime noktas: ve elementel analiz cihazlar: ile karakterize edildi.

o\\ _OH

S
o~

OH
N
N FeCls.6H,0
3 0
= 90°C
HO—S=0

\S
O// \O

Sekil 57. 8-Hidroksikinolin-5-siilfonik asit ligandinin Fe (111) kompleksi sentezi
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EN=318°C

Renk: koyu yesil

% verim: % 91,3

Kapali formil: C;H1gN3012S3Fe

MA: 728,48 g mol ™

Herr (Manyetik moment): 2,40 BM

Elementel analiz (bulunan): C, 44.24; H, 2.63; N,11.84

Elementel analiz (hesaplanan): C, 44.22; H, 2.59; N,11.98

IR(mmax/cm™): 3091 (O-H), 3442(C-H), 1605 (C=N), 1305 (S=0), 968 (N-O), 567
(Fe-O)

UV-Vis(nm): 232,259, 292, 342, 386, 438, 560 nm

Sekil 58. 8-Hidroksikinolin-5-siilfonik asit ligandinin Fe (111) kompleksi elde edilisi

3.2.3.10. Salisilik Asit — Fe(111) Kompleksi Sentezi

Salisilik Asit (0,6907 g, 5,007 mmol) ligand: 50 mL aseton ¢oziildi. Uzerine
FeCl3.6H,O (0,4505 g, 1,66 mmol) eklendi. Manyetik karistiricili 1sitici ile geri
sogutucu altinda 90 °C de kanstirarak 1sitildi. Oda sicakhgina kadar sogutulup pH
kontrol edildi.0,1M NaOH ile pH 7 ya ayarlandi. Bu siire sonunda koyu renkli bir
cokelek olustu. Olusan ¢okelek MN 640 (siyah bant, 1-2 um) Whatman stizge¢ kagidi
ile suzildi. Daha sonra vakum desikatérinde kurutularak koyu kahverenginde bir
cokelek elde edildi. Elde edilen kompleks FT-IR, UV, manyetik siisseptibilite, erime
noktasi ve elementel analiz cihazlar ile karakterize edildi.
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Sekil 59. Salisilik Asit ligandinin Fe(l11) kompleksi sentezi
EN: 190°C
Renk: kahverengi
% verim: % 91,26
Kapali formil: CgH12CI3NgOgFe
MA: 464,16 g mol™
Mers (Manyetik moment): 2,36 BM
Elementel analiz (bulunan): C, 53,98; H, 2.51
Elementel analiz (hesaplanan): C, 54.34; H, 2.61
IR(mmax/cm™): 3384 (O-H), 3110(C-H (ar)), 1604 (C=0), 586 (Fe-O)
UV-Vis(nm): 227, 258, 270, 362, 510, 620 nm

Sekil 60. Salisilik Asit ligandinin Fe(111) kompleksi elde edilisi

3.2.3.11. Nitrilotriasetikasit - Fe(111) Kompleksi Sentezi
Nitrilotriasetik asit (0,6725 g, 3,5 mmol) ligand1 35 mL etanol ¢oziildii. Uzerine
FeCl3.6H,0 (0,4731 g 2,5 mmol) eklendi. Manyetik karistiricili 1sitict ile geri sogutucu
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altinda 90 °C de karistirarak isitildi. Oda sicakhgina kadar sogutulup pH kontrol
edildi.0,1M NaOH ile pH 7 ya ayarlandi. Bu sure sonunda koyu renkli bir ¢okelek
olustu. Olusan ¢okelek MN 640 (siyah bant, 1-2 um) Whatman stizge¢ kagidi ile
stizuldu. Daha sonra vakum desikatdriinde kurutularak acgik kahve sarisi bir cokelek elde
edildi. Elde edilen kompleks FT-IR, UV, manyetik sisseptibilite, erime noktas: ve

elementel analiz cihazlan ile karakterize edildi.
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Sekil 61. Nitrilotriasetik asit ligandinin Fe (111) kompleksi sentezi

EN: 220°C

Renk: acik kahve

% verim: % 82

Kapal: formil: C1,H12N, Fe Oy

MA: 432,07 g mol ™

Mers (Manyetik moment): 2,18 BM

Elementel analiz (bulunan): C, 41,12; H, 2.73; N,11,74
Elementel analiz (hesaplanan): C, 41,21; H, 2.69; N,11,82
IR(mmax/cm™): 3426 (O-H), 3040(C-H), 1730 (C=0), 484 (Fe-O)
UV-Vis(nm): 244, 250, 271, 320 nm

Sekil 62. Nitrilotriasetik asit ligandinin Fe (I11) kompleksi elde edilisi
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3.2.3.12. Sitrik asit - Fe(111) Kompleksi Sentezi

Sitrik asit (0,6861 g, 3,57 mmol) ligand1 30 mL etanol ¢oziildi. Uzerine
FeCl3.6H,0 (0,4826 g, 1,8 mmol) eklendi. Manyetik karistiricili 1sitict ile geri sogutucu
altinda 90 °C de karistirarak 1sitildi. Oda sicakhigina kadar sogutulup pH kontrol
edildi.0,1M NaOH ile pH 7 ya ayarlandi. Bu sure sonunda koyu renkli bir ¢cokelek
olustu. Olusan c¢okelek MN 640 (siyah bant, 1-2 pm) Whatman slizge¢ kagid: ile
stiztld. Daha sonra vakum desikatoriinde kurutularak koyu sarimtrak bir ¢okelek elde
edildi. Elde edilen kompleks FT-IR, UV, manyetik susseptibilite, erime noktas: ve

elementel analiz cihazlar: ile karakterize edildi.

0 3-
HO
HO FeCl;.6H,0
HO e
2 90 °C
(o]
HO
(0]
Sekil 63. Sitrik asit ligandimin Fe (111) kompleksi sentezi
EN: 220°C

% verim: % 75,52

Renk: sarimtrak

Kapali formil: C12Hio Fe O14

MA: 434,04 g mol™

Hers (Manyetik moment): 2,28 BM

Elementel analiz (bulunan): C, 33.06; H, 2.19;
Elementel analiz (hesaplanan): C, 34.11; H, 2.32;

IR (mmax/cm™): 3397 (O-H), 1727 (C=0), 505 (Fe-O)
UV-Vis(nm): 220, 232, 260, 271, 362, 572 nm
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Sekil 64. Sitrik asit ligandinin Fe (111) kompleksi elde edilisi

3.2.3.13. Glisin — Fe(l11) Kompleksi Sentezi

Glisin (0,2253 g, 3 mmol) ligand1 30 mL etanol ¢ozildi. Uzerine FeCls.6H,0
(0,2705 g, 1 mmol) eklendi. Manyetik karistiricili 1sitic ile geri sogutucu altinda 90 °C
de karigtirarak isitildi. Oda sicakhigina kadar sogutulup pH kontrol edildi.0,1M NaOH
ile pH 7 ye ayarlandi. Bu sure sonunda koyu renkli bir ¢okelek olustu. Olusan ¢okelek
MN 640 (siyah bant, 1-2 um) Whatman siizge¢ kagid: ile stiziildii. Daha sonra vakum
desikatoriinde kurutularak tugla kirmizisi bir ¢okelek elde edildi. Elde edilen kompleks
FT-IR, UV, manyetik slsseptibilite, erime noktasi ve elementel analiz cihazlar ile

karakterize edildi

F—<O
0
FeCl4.6H,0 H,N )
OH 3 2 2 s\\ // H2
g HaN 90 °C 0-----Fe---""N
O O ,', \\
</NH2 O

Sekil 65. Glisin ligandinin Fe(111) kompleksi sentezi

EN>220°C

Renk: turuncu

% verim: % 68

Kapal: formil: C¢H12N3 Fe Og

MA: 278,02 g mol ™

Mers (Manyetik moment): 2,24 BM

Elementel analiz (bulunan): C, 25.57; H, 4.62; N,14.32
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Elementel analiz (hesaplanan): C, 25.86; H, 4.35; N,15.11
IR(mmax/cm™): 3406 (O-H), 2894 (C-H), 1609 (C=0), 584(Fe-O)
UV-Vis(nm): 229, 248, 271, 302, 480 nm

Sekil 66. Glisin ligandinin Fe (111) kompleksi elde edilisi

3.2.4. Uv-Vis taramalar ve Fe (111)’ Gn tayini i¢in standart hazirlanmasi

Ilk olarak ligandlar ile Fe (III) komplekslestirilerek  UV-vis
spektrofotometresinde tarama yapilarak kompleksin, ligand ve demir cozeltisinden
farkli olan pikleri tespit edildi. Daha sonra kompleslesme derecesi 2 sekilde belirlendi
Ilki UV de standart cozeltilerle belirlenme yontemi. Bu yontemde elde edilen
kompleksten derisimi 5x10 ve 5x10™ mol/L arasinda olan 5 standart ¢ozelti hazirland:
bulunan farkl: absorbanslarda bu standart ¢ozeltiler okutuldu ve kalibrasyon grafigi elde
edildi. Kompleksten belirli zaman araliklarinda 6rnek alinarak zamana bagh
komplekslesme grafiginden komplekslesme miktar: bulundu. ikincii olarak ekstraksiyon
yapilarak ICP (Inductively coupled plasma: indiiktif eslesmis plazma) élglim yontemi

ile komplekslesme miktar1 bulundu.

3.2.5. Siklik voltometre

Komplekslerin, ligandlarin elektrokimyasal davranislar: siklik voltametri (CV)
ile incelendi. Calismalarda platin disk electrot, platin karsit (counter) elektrot ve Ag-
AgCI referans elektrot kullanilmistir. Calisma sirasinda sicaklik oda sicakligidi.
Cahsma Elektrodu: Karbon pasta ve modifiye karbon pasta elektrotlar.
Referans Elektrot: Glmus-gumus klorur elektrot (Ag/ AgCl, 3 M KCI).

Kars1 Elektrot: 2cm? yiizey alanina sahip platin levha.
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3.2.6. Hiicre Kultura ile sitotoksik etkinin MTT ile belirlenmesi

Hicre kilturd yontemi ile sentezlenen komplekslerin in vitro sitotoksik etki
belirlenmesi ¢alismalari icin HUVEC (Human Umbilical Vein Endothelial Cells = insan
gObek bagindan elde edilen endotel hucreleri) hticre hatti kullanildi. Sitotoksisite
deneyleri MTT test yontemi uygulanarak yapilmistir. HUVEC hicreleri uygun
besiyerinde ve 25 cm’lik flasklarda yetistirilmis ve % 95 hava ve % 5 CO,’li gaz

ortaminda ve 37°C’deki CO; inkiibatoriinde kiltiire edilmislerdir.

3.2.6.1. Hucre Dizileri ve Cogaltilmasi

Calismamizda hicre medyumu olarak glutaminli Dulbecco’s Modification of
Eagle's Medium (DMEM) kullanildi. Medyuma ek olarak HEPES, FBS ve PSA
eklendi. Final hacimde hicre medyumu % 10 FBS (v/v), % 1 PSA ve 25 mM HEPES
icermektedir. HEPES o6ncelikle bir miktar DMEM ile ¢oziliup daha sonra 0,20 pm’lik
steril filtreden gecirilerek steril hale getirilmistir. 48-72 saat CO, inkibatoriinde
bekletilen flask icindeki HUVEC hicrelerinin yogunluguna 1s1k mikroskobunda bakild:

ve yogun gorunen flasklardan hiicreler pasajlanarak ¢ogaltildi.

3.2.6.2. Hucre Canlihg

HUVEC hucreleri igin hucre sayimi yapildi ve trypan blue atilim testi ile
hlcrelerin canliligina bakildi. Lam (zerine 10puL. Hicre +10uL. trypan blue koyularak
151k mikroskobunda boya almayan hicreler sayilarak canlilik belirlendi. Alanda 100

hicre sayilarak boya almayan hiicrelerin % orani hesaplandi.

3.2.6.3. Hucre Kulturu

Daha sonra hiicre serisinde mL’de 10* hiicre olacak sekilde medium ile birlikte
hicreler hazirlandi. Her bir kompleks igin ayri bir 12 kuyucuklu kiltir plagina 6
kuyucuga 3’er mL. hiicre stspansiyonu koyuldu. Tum plaklar CO; inkiibatoriinde 37
°C’de %5 CO2 iceren ortamda 24 saatlik inkibasyona birakildi. inklbasyon sonrasi
HUVEC hicre serilerinden olusan 12 kuyucuklu plaklara ekledigimiz hicre
derisimlerinin (zerine 1 kuyucuga hiicre ve medium, 2. kuyucuga DMSO igeren
¢ozictnun kontrol olarak belirlenmesi ile her bir kuyucuga 5 farkl derisimde (200
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uM,100 puM, 50 uM, 25 uM, 12,5 uM) olacak sekilde kompleksler ilave edildi. Tekrar
plaklar CO, inkiibatoriinde 48 saat inkibe edildi.

3.2.6.4. MTT

Endotel hiicre proliferasyonu ve sitotoksisite tayini Metiltiazol difenil
tetrazolyum (MTT) metodu ile yapildi. MTT, bir ilacin veya ajanin hiicre Uzerindeki
sitotoksik etkisini renk degisikligine bagli yorumlamaya yarayan bir yontemdir. MTT
metodu Tetrazolyum bromid tuzuna dayanan kolorimertrik bir metoddur. Tetrazolyum
bromid normalde sari renktedir ve metabolik olarak aktif, cekirdekli hcre
mitokondrilerinde dehidrojenaz enzim aktivitesi sonucu mor renkte olan formazana
donusmektedir. Gorulen renk degisimi 570 nm. absorbansta spektrofotometre yardimi
ile Olgllerek htcre proliferasyon ve canlihigi analiz edilmektedir. Canliligin ve
proliferasyonun c¢ok oldugu hiicre koyu mor boyanirken, sitotoksik etki olusmus
canliligin azalmis veya kaybolmus hiicreler agik mor veya pembe renkte boyanr.

3.2.6.5. Sitotoksite

48 saat sonunda HUVEC hucreleri 96 kuyucuklu plaklara her kuyucuga 100 pL.
hicre sispansiyonu olacak sekilde aktarild: ve her bir kuyucuga 10uL. MTT solisyonu
eklendi ve 4 saat sire ile inklbe edildi. MTT sollisyonu 5 mg/mL olacak sekilde PBS
icinde c¢ozultp steril filtrasyon ile bir siseye transfer edilerek hazirlandi. Daha sonra
kuyuculara 100’er uL. DMSO eklenerek MTT ile olusan formazon kristallerini ¢ozmek
icin 10 dakika 37°C’de CO; inkubatoriinde bekletilip mikroplate okuyucu (Biotek Eon)
ile her bir kuyucuk 570 nm dalga boyunda okutuldu ve okunan absorbans degerine gore
sitotoksite duzeyi belirlendi. Sitotoksite duzeyleri asagidaki formil ile hesaplandi.
Sitotoksite duzeyleri asagidaki formul ile hesaplandi.

1-(test kuyucugunun absorbansi- kontrol kuyucugunun absorbansi/ test
kuyucugunun absorbansi) x 100

Kontrole gore %50 oraninda sitotoksik etki gosteren derisim sitotoksik doz
olarak kabul edildi.

Calismamizda oncelikle mL’de 10* HUVEC hiicresi olacak sekilde 12
kuyucuklu plakta 7 kuyucuga ekim yapildi. 24 saat sonunda her bir kompleksi seri
dilisyonla sulandirarak 5 farkl: derisim elde edildi. Kontrol olarak DMSO kuyucuga
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yerlestirildikten sonra hiicre suspansiyonlar: Uzerine Daha 6nce seri diliisyon yoluyla
ayarlanan derisimlerde kompleksler eklendi. 48 saat kompleksler ile inkiibe edilen

hlcrelerde sitotoksite oranlar: tespit edildi. Hiicre proliferasyonu oranindaki degisimler
Anova testiyle SPSS 15.0 istatistik programi kullanilarak degerlendirildi.
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4. BULGULAR

4.1. Safsu ve Plazmada Komplekslestirme Cahsmalar

4.1.1. 3-metil-2,4-pentandion, Fe(l11) ve Kompleksin Dalga boyu taramasi

(Saf-su)

Fe(lll) ile 3-metil-2,4-pentandion ligandi komplekslestirilerek, ligandin,

Fe(I11)’0n ve kompleksin ayr1 ayr1 Uv-vis spektrofotometresinde 200-800 nm arasinda
dalga boyu taramasi yapilmastir. Fe(l11) igin (A;): 228,242,268,271,310,582 nm; 3-biitil-
2,4-pentandion ligand: igin (A,): 228,242,272,280 nm iken kompleks icin (A3):

228,243,268,298,324,465,565 nm’ de pikler vermistir.

Spektrumlar Sekil.67’de

gosterilmistir. Kompleksin ligand ve Fe(l11)” den farkli dalga boyunda pikler vermesi ve

kompleks renginin  tepkimeye girenlerden farkli olmasi tepkimenin

komplekslesmenin gergeklestigini gostermektedir (Sekil.68).

& Ar-FeClabiz 0

209 Ha Agn 0 (=01 ] B0
Dalgs beyu [mm]

Sekil 67. 3-metil-2,4-pentandion, Fe(l11) ve kompleksin safsuda dalga boyu tarama grafigi

Sekil 68. 3-metil-2,4-pentandion, Fe(l11), Kompleks ve Kompleks 2. saatteki fiziksel gorintimu
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4.1.2. Standart ve Zamana bagh komplekslesme grafikleri (Safsu)

Standart ¢ozeltiden hazirlanan farkli derisimlere karsi kompleksin liganttan
farklh olarak verdigi 298, 324, 465, 565 nm dalga boylarinda elde edilen absorbansa
gore derisime kars: absorbans grafigi elde edildi (Sekil 69). Olciimde olusacak hatalar,
her derisimde 3 kez 6lglimun ortalamas: alinarak engellenmeye calisilmistir. Belirlenen
zamanlarda (15, 30, 45, 60, 75, 90, 105, 120, 135, 150, dk) kompleksin absorbans
degerlerindeki degisimler incelenerek zamana karst komplekslesme miktar: belirlendi
(Sekil 70). Deneysel o6lcimler sonucunda Fe(lll)’nin  3-metil-2,4-pentandion ile
komplekslesme siiresi 135 dk strdigi ve zamana bagli komplekslesme miktarinin bu
stire sonunda 89,42 ppm oldugu saptandi. Bu metod ile elde edilen komplekslesme

miktar: ICP analizi ile dogrulanip ve uyumlu oldugu gozlendi.

41 Std Grafik y = 2225 6x + 1,1561
35 & Re=09985
w 31 e m Y = 1972,3x+0,9154
-(.252'5 i et R2 =0,9987
5 2 Tt 2 y = 1145,2x + 0,7237
D5 | & et R? =0,9889
g [l .‘...' .............
(I L O L L L °
R p— e 0483
0.5 1 &o: R2=0,9991
0 T T T T T 1
0 0,0002 0,0004 0,0006 0,0008 0,001 0,0012
Derigim (mol L)
@ A\(298nm) mA(324nm) A A(495nm) @ A(565nm)

Sekil 69. [BMACAC-Fe**] kompleksinin standart grafigi
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Zamana bagl komplekslesen Fe(lll)
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Sekil 70. [BMACAC-Fe**] kompleksinin zamana baglh komplekslesme miktar:

4.1.3. 3-metil-2,4-pentandion, Fe(lll) ve Kompleks Dalga boyu taramasi

(Plazma)

Fe(lll) ile 3-metil-2,4-pentandion ligandi plazmada komplekslestirilerek,
ligandin, Fe(l11)’n ve kompleksin ayri ayr1 Uv-Vis spektrofotometresinde 200-800 nm
arahiginda dalga boyu taramas: yapilmistir. Fe(ll1) icin (Aj): 236, 260, 278, 292, 327,
347, 595 nm; 3-metil-2,4-pentandion ligand: icin (A2): 240, 260, 345, 390, 470 nm iken
kompleks icin (A3z): 242, 258, 330, 370, 482, 582 nm’de pikler vermistir. Spektrumlar
Sekil 71’ de gosterilmistir.

Qb

o o g 50 B m L]

Sekil 71. 3-metil-2,4-pentandion, Fe(l11) ve kompleksin plazmada dalga boyu tarama grafigi

Sekil 72. 3-metil-2,4-pentandion, Fe(l11) Kompleks ve Kompleks 2. saatteki fiziksel gériinim
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4.1.4. Standart ve Zamana bagh komplekslesme grafikleri (Plazma)

Standart ¢Ozeltiden hazirlanan farkli derisimlere karsi kompleksin liganttan
farkli olarak verdigi 330, 370, 482, 582 nm dalga boylarinda elde edilen absorbansa
gore derisime Kars1 absorbans grafigi elde edildi (Sekil 73). Olciimde olusacak hatalar,
her derisimde 3 kez Ol¢climin ortalamasi alinarak engellenmeye calisiimistir. Belirlenen
zamanlarda (15, 30, 45, 60, 75, 90, 105, 120, 135, 150, 210 dk) kompleksin absorbans
degerlerindeki degisimler incelenerek zamana kars1 komplekslesme miktar: belirlendi
(Sekil 74). Deneysel olgiimler sonucunda Fe(lll)’nin 3-metil-2,4-pentandion ile
komplekslesme siresi 140 dk slrdugt ve zamana bagli komplekslesme miktarinin bu
stre sonunda 92,66 ppm oldugu saptandi. Bu metod ile elde edilen komplekslesme

miktar1 ICP analizi ile dogrulanip uyumlu oldugu gozlendi.

45 1 Std Grafik y = 2508,4x + 1,5075
44 > R2=0,9979
0 /4 e | y=2011x+1,1971
I R R? =0,9984
‘3 254 e a 209 0,878
.............. y=1 ,1x+0,8784
D 2 e T e R2=0,9979
Q15 - :l AT ®
< 1 - ......... P A y = 864,24x + 0,5397
05 | @@ R2=0,9989
0 T T T T T 1
0 0,0002 0,0004 0,0006 0,0008 0,000 0,0012
Derigim (mol L)
@ A\(330nm) W A(370nm) A(482nm) e ifsz2nm)

Sekil 73. [BMACAC-Fe**] kompleksinin standart grafigi
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Zamana bagh komplekslesen Fe(lll)
S
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Sekil 74. [BMACAC-Fe**] kompleksinin zamana bagh komplekslesme miktar

4.1.5. FT-IR verileri ve Kompleksin optimize edilmis 3 boyutlu yapisi

Asetilasetonun FT-IR spektrumlari; 3000-3700 cm-1’de O-H titresim piki, 2926
cm™*de alifatik C-H titresim piki, 1567 cm-1’de C=0 titresim piki, 1549-1525 cm-1’de
C=C titresim piki gozlenmistir (Sekil 75). 3-metil-2,4-pentandionun FT-IR spektrumu
incelendiginde 3200-3700 cm™de O-H titresim piki, 2922 cm™’de alifatik C-H titresim
piki, 1709 cm™’de C=O titresim piki, 1620 cm™de C=C piki gozlenmistir.
Alkillenmenin gostergesi olarak 3-metil-2,4-pentandionda elde edilen piklerin

asetilasetondan farkl: yerde oldugu gozlendi (Sekil 75).

Lo = e e & i 2 - [L=2 T =% o 1m e Lo

Sekil 75. Asetilaseton ligandimn FT-IR Spektrumu
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Sekil 76. 3-metil-2,4-pentandion ligandinin FT-IR Spektrumu

Kompleksin FT-IR spektrumu incelendiginde 2922 cm™ (C-H), 1709 cm™
(C=0), 1620 cm™ (C=C) gerilimlerine ait pikler goriilmektedir. Komplekste, liganddan
farkli olarak piklerin kaydig: ve liganda ait O-H pikinin komplekste gézlenmedigi
goralmustir (Sekil.77). O-H piki, asetilasetonun keto-enol tautomerlesmesi sonucu
olusan enol formundan kaynaklanmaktaydi. Ancak kompleks olusumu keto-enol
tautomerinin bozulmasina ve sadece keto formda olmasina neden olmaktadir. Bu

nedenle O-H piki komplekste kaybolmaktadir. Bu da kompleksin varligina isarettir.

| 1 ¢ | ..
n \ | | | =us W ke
w | i wn o
B i:.: 2 | / \ f
u o P .
C=C |

Sekil 77. [BMACAC-Fe*"] kompleksinin FT-IR Spektrumu
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Sekil 78. [BMACAC-Fe*] kompleksin optimize edilmis 3 boyutlu yapis:

4.1.6. Donusumlu Voltomogram (Siklik voltametre)

Kompleksinin  elektrokimyasal ~6lcimi 100 mV/sn tarama hizinda
gerceklestirilmistir. Kompleksin CV’ si reversible (donusumli) olarak saptanmisdi.
Elde edilen egrilerden de gorildigu gibi ylkseltgenme ve indirgenme pikleri elde
edilmistir. Kompleksin ligand ve Fe(lll)’ den farkli olarak 0,56 V ve -0,28 V’ ta
oksidasyon pik potansiyelleri gortalmustir. Ayni sekilde kompleksin ligand ve Fe(lll)
’den farkl: olarak 0,24 V ve 0,48V civarinda rediksiyon pikler gozlendi. Bu piklerin
kompleksin farkli ylkseltgenme basamaklarina indirgenip ylkseltgenmesinden
kaynaklandig:  dustintlmektedir. Voltomogramda kompleks icin farkli pik
potansiyellerinin gozlenmesi diger analizlerle uyumlu olarak kompleks varligin
desteklemektedir. Ayni1 zamanda hem ligant hem de metal kompleksin negatif ve pozitif
potansiyellerde elektrokimyasal aktivite gostermesi elektro-aktif 6zellige sahip
olduklarinin yani elektrokimyasal calismalarda kullanilabilecegini gostermektedir.
Ayrica yiikseltgenme piklerine karsilik indirgenme pikleri mevcut oldugundan bu olay

dondsumli bir olaydir.
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Sekil 79. Fe(111)’0n déndstimli voltomogram sonucu
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Sekil 80. SMACAC ligandinin dénusiimli voltomogram sonucu
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Sekil 81. BMACAC ligands, Fe (111), [BMACAC-Fe**] kompleksinin doniisiimlii voltomogram sonucu

4.1.7. Hucre kultlra ve Sitotoksisite
[BMACAC-Fe*1 kompleksinin uygulandigit HUVEC hucreleriyle yapilan MTT

testi ile sitotoksisite caligmasinda tim derisimde kontrole gére zamana bagli olarak
anlaml farkliliklar gozlendi. Kontrole gore sitotoksik etkisi en yiksek olan en bulyuk
derisime sahip (200uM) kompleksin oldugu ortaya cikti. (Cizelge.6). Ayn1 zamanda doz
miktart azaldikga sitotoksitenin paralel bir oranda azaldig: tespit edildi. DMSO ile
kompleksin 12,5 uM lhik derisim araliginda HUVEC uzerine sitotoksik etkiye sahip

olmadigi ve hiicre proliferasyonunu etkilemedigi tespit edilmistir. (p>0.05).

Cizelge 6. Kompleksin farkli derisimlerde HUVEC hcreleri Gzerine sitotoksik etkisi

Kontrol Hicre 1.Doz 2.Doz 3.Doz 4.Doz 5.Doz
(DMSO) | Mediumu | (200 pM) | (100 pM) | (50puM) (25 pM) | (12.5 pM)
Elisa
Sonuglan 1,120 1,042 0,510 0,524 0,545 0,559 0,576
%
Sitotoksite 6,96 54,56 53,21 51,33 50,08 48,57
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Sekil 82. 12’lik plaga metal kompleks Sekil 83. 12’lik plaga metal kompleks
eklenmeden inkiibasyon 6ncesi mikroskobik €klenmeden inkubasyon oncesi mikroskobik

gorintisii (hiicreler tutunmadan 6nce) X10 goruntusu (htcreler tutunmadan 6nce) X20

Sekil.82°de de 12’lik plaga her kuyucuga 10* hiicre olacak sekilde HUVEC
hlcre serilerinden olusan hiicre stspansiyonunun goriintlisi mevcuttur. Bu asamadan
sonra kontrol olarak DMSO ve 5 farkli dozda kompleks eklenerek caligmaya devam

edilmistir.

Sekil 84. 1.Derisim (200 pM) sonrast
mikroskobik goriintii 40X

Sekil 85. 5. Derisim (12,5 pM) sonrast
mikrosobik goriintii 40X

200 uM kompleks eklendikten 48 saat sonraki hiicre proliferasyonunun
(Sekil.84) 12,5 uM kompleks eklenen gruba (Sekil.85) gore daha az oldugu ve diger
uygulanan derisimlerde 48 saat sonunda hiicre yogunlugu agisindan cok buyik fark
yoktur. En fazla hicre proliferasyonu en diistik dozda tespit edilmistir.
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Sekil 86. [BMACAC-Fe*']’tin HUVEC hiicreleri iizerine sitotoksik etkisinin grafik ile gosterimi

Sekil.84’te kompleksin HUVEC hcreleri (izerine doza bagimli sitotoksik etkisi
gortlmektedir. 1. 2. 3. ve 4. dozda sitotoksik etki %50’ nin tzerinde iken diger son 5.
dozda biraz daha dislk deger gorilmektedir. Sitotoksisite degisen derisimlerde paralel

bir etki gostermektedir.

4.2. 3-bitil-2,4-pentandion, Fe(lll) ve Kompleksin Dalga boyu taramasi

(Safsu)

Fe(lll) ile 3-bitil-2,4-pentandion ligandi  komplekslestirilerek, ligandin,
Fe(ll1l)’in ve kompleksin ayri ayri Uv-Vis spektrofotometresinde 200-800 nm
araliginda dalga boyu taramasi yapilmistir. Fe(l11) icin (A;): 228,242,270, 282,312,582
nm; 3-bitil-2,4-pentandion ligand igin (Ay): 228,240,270,290,312 nm iken kompleks
icin (As): 228,242,255,282,336,580 nm’ de pikler vermistir. Spektrumlar Sekil.87°de
gosterilmistir. Kompleksin ligand ve Fe(l11)” den farkl: dalga boyunda pikler vermesi ve
kompleks renginin  tepkimeye girenlerden farkli olmasi tepkimenin ve

komplekslesmenin gerceklestigini gostermektedir (Sekil.88).

.00 4
o 0 ] ] L] ] Lo
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Sekil 87. 3-biitil-2,4-pentandion, Fe(l11) ve kompleksin dalga boyu tarama grafigi
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Sekil 88. 3-bditil -2,4-pentandion, Fe(lll) Kompleks ve Kompleksin 2. saatteki fiziksel gorinim

4.2.1. Standart ve Zamana bagh komplekslesme grafikleri (Safsu)

Standart cozeltiden hazirlanan farkli derisimlere karsi kompleksin liganttan
farkl: olarak verdigi 255, 336 nm dalga boylarinda elde edilen absorbansa gore derisime
kars1 absorbans grafigi elde edildi (Sekil 89). Ol¢iimde olusacak hatalar, her derisimde 3
kez ol¢imin ortalamas: alinarak engellenmeye calisilmistir. Belirlenen zamanlarda
kompleksin absorbans degerlerindeki  degisimler incelenerek zamana Kkarsi
komplekslesme miktar: belirlendi (Sekil 90). Deneysel dl¢iimler sonucunda Fe(l11)’nin
3-bitil-2,4-pentandion ile komplekslesme siresi 150 dk surdigi ve zamana bagh
komplekslesme miktarinin bu siire sonunda 91,24 ppm oldugu saptandi. Bu metod ile

elde edilen komplekslesme miktari ICP analizi ile dogrulanip uyumlu oldugu gozlendi.

- - =1480,9x + 0,8363
2,5 Std Graﬂk .’y Rz:o?(gggg
w 21 T
e -
_‘é‘ 154 e AL ¥/~ 087,33x + 0,6885
....... R R2=0,9992
S 1] e
o) :..--‘.
< o5 -
0 T T T T T 1
0 00002 0,0004 00006 00008 0,001 0,0012
Derigim (mol L?)
@ A\(255nm) mA(336nm)

Sekil 89. [3BACAC-Fe**] kompleksinin standart grafigi
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Zamana bagh komplekslegen Fe(l11)
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Sekil 90. [3BBACAC-Fe**] kompleksinin zamana bagl komplekslesme miktar:

4.2.2. 3-bitil-2,4-pentandion, Fe(l11) ve Kompleksin Dalga boyu taramasi

(Plazma)

Fe(lll) ile 3-bdtil-2,4-pentandion ligand: plazmada komplekslestirilerek,
ligandin, Fe(l11)’tn ve kompleksin ayr1 ayr1 Uv-Vis spektrofotometresinde 200-800 nm
araliginda dalga boyu taramasi yapilmstir. Fe(lll) icin (A1): 236, 260, 278, 292, 327,
347, 582 nm; 3-btil-2,4-pentandion ligand: igin (Ay): 240, 270, 345, 390, 470 nm iken
kompleks icin (As): 242, 258, 294, 342, 372, 482 nm’de pikler vermistir. Spektrumlar
Sekil 91” degosterilmistir.
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Sekil 90. 3-biitil-2,4-pentandion, Fe(l11) ve kompleksin dalga boyu tarama grafigi

Sekil 91. 3-bdtil -2,4-pentandion, Fe(l11). Kompleks ve Kompleks 2. saatteki fiziksel gorinim
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4.2.3. Standart ve Zamana bagh komplekslesme grafikleri (Plazma)

Standart ¢ozeltiden hazirlanan farkli derisimlere karsi kompleksin liganttan
farkl olarak verdigi 372, 482 nm dalga boylarinda elde edilen absorbansa gore derisime
kars1 absorbans grafigi elde edildi (Sekil 93). Olgiimde olusacak hatalar, her derisimde 3
kez Olcimiin ortalamas: alinarak engellenmeye calisiimistir. Belirlenen zamanlarda
kompleksin absorbans degerlerindeki degisimler incelenerek zamana Kkarsi
komplekslesme miktar1 belirlendi (Sekil 94). Deneysel Ol¢timler sonucunda Fe(l11)’nin
3-butil-2,4-pentandion ile komplekslesme siresi 160 dk surdigi ve zamana baglh
komplekslesme miktarinin bu siire sonunda 93,42 ppm oldugu saptandi. Bu metod ile
elde edilen komplekslesme miktar1 ICP analizi ile dogrulanip uyumlu oldugu gozlendi.
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Sekil 92. [3BBACAC-Fe*"] kompleksinin standart grafigi

Zamana bagh komplekslesen Fe(l11)
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Sekil 93. [3BBACAC-Fe*"] kompleksinin zamana bagli komplekslesme miktar:
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4.2.4. FT-IR verileri ve Kompleksin optimize edilmis 3 boyutlu yapisi
Asetilasetonun FT-IR spektrumlari; 3000-3700 cm-1’de O-H titresim piki, 2926
cm-1’de alifatik C-H titresim piki, 1567 cm-1’de C=0 titresim piki, 1549-1525 cm-1’de
C=C titresim piki gozlenmistir (Sekil.92). 3-biitil-2,4-pentandionun FT-IR spektrumu
incelendiginde 3200-3700 cm-1’de O-H titresim piki, 2960 cm-1’de alifatik C-H
titresim piki, 1707 cm-1’de C=0 titresim piki, 1610 cm-1’de C=C piki gozlenmistir.
Alkillenmenin gostergesi olarak 3-bitil-2,4-pentandionda elde edilen piklerin

asetilasetondan farkl: yerde oldugu go6zlendi (Sekil 95).
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Sekil 95. 3-biitil-2,4-pentandion ligandinin FT-IR Spektrumu

Kompleksin FT-IR spektrumu incelendiginde 2965 cm™ (C-H(al)), 1597 cm™
(C=N), 1707 cm™ (C=0), 1610 cm™ (C=C), gerilimlerine ait pikler goriilmektedir.
Komplekste, liganddan farkli olarak piklerin kaydigi ve liganda ait O-H pikinin
komplekste gdzlenmedigi gortulmustur (Sekil.97). O-H piki, asetilasetonun keto-enol
tautomerlesmesi sonucu olusan enol formundan kaynaklanmaktaydi. Ancak kompleks
olusumu keto-enol tautomerinin bozulmasina ve sadece keto formda olmasina neden
olmaktadir. Bu nedenle O-H piki komplekste kaybolmaktadir. Bu da kompleksin

varligina isarettir.

Sekil 96. [3BBACAC-Fe**] kompleksinin FT-IR Spektrumu

Sekil 97. [3BBACAC-Fe*"] kompleksinin optimize edilmis 3 boyutlu yapis
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4.2.5. Donustimli Voltomogram (Siklik voltametre)

Kompleksinin  elektrokimyasal Olcimi 100 mV/sn tarama hizinda
gerceklestirilmistir. Kompleksin CV’ si reversible (donisumlu) olarak saptanmisdi.
Elde edilen egrilerden de goruldugu gibi yikseltgenme ve indirgenme pikleri elde
edilmistir. Kompleksin ligand ve Fe(lll)’ den farkl: olarak 0,56 V ve -0,28 V’ ta
oksidasyon pik potansiyelleri gorilmustur. Ayni sekilde kompleksin ligand ve Fe(lll)
"den farkli olarak 0,47 V civarinda reduksiyon piki gozlendi. Bu piklerin kompleksin
farkl: ylkseltgenme basamaklarina indirgenip yiikseltgenmesinden kaynaklandigi
dustunulmektedir. Voltomogramda kompleks icin farkli pik potansiyellerinin gdzlenmesi
diger analizlerle uyumlu olarak kompleks varligini desteklemektedir. Ayn1 zamanda
hem ligant hem de metal kompleksin negatif ve pozitif potansiyellerde elektrokimyasal
aktivite gostermesi elektro-aktif ©zellige sahip olduklarinin yani elektrokimyasal
calismalarda kullanilabilecegini gostermektedir. Ayrica ylkseltgenme piklerine karsilik

indirgenme pikleri mevcut oldugundan bu olay donustimli bir olaydir.

17107

40 3 —Ligand |3BACAC)
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Sekil 98. SMACAC ligandin dénusimli voltamogrami
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Sekil 99. 3BBACAC ligands, Fe (111), [BMACAC-Fe*"] kompleksinin doniisiimlii voltomogram sonucu

4.2.6. Hucre kiltlrd ve Sitotoksisite

[3BBACAC-Fe®*] kompleksi icin yapilan sitotoksisite calismasinda 1. ve 2.

derisimde kontrole gore anlamli farkliliklar gézlendi. Kontrole gore sitotoksik etkisi en

yuksek olan en buyik derisimli (200uM) kompleksin oldugu ortaya ¢ikti. (Cizelge.6).
En etkili 3. sitotoksik kompleksinin [SBACAC-Fe®'] oldugu tespit edildi. Ayn1 zamanda

doz miktar: azaldikca sitotoksitenin azaldig: tespit edildi. DMSO ile kompleksin 12,5,

25 ve 50 puM lik derisim araliginda HUVEC Uzerine sitotoksik etkiye sahip olmadig: ve

hicre proliferasyonunu etkilemedigi tespit edilmistir. (p>0.05).

Cizelge 7. Kompleksin farkli derisimlerde HUVEC hiicreleri Uzerine sitotoksik etkisi

Kontrol Hucre 1.Doz 2.Doz 3.Doz 4.Doz 5.Doz
(DMSO) | Mediumu (200 pM) (100 pM) (50pM) (25 uM) | (12.5 pM)
Elisa
Sonuglan 1,112 1,036 0,528 0,542 0,816 0,703 0,687
%
Sitotoksite 6,83 52,51 51,25 26,61 36,78 38,21
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Sekil  100. 12’lik plaga metal kompleks Sekil 101. 12’lik plaga metal kompleks
eklenmeden inkiibasyon 6ncesi  mikroskobik  eklenmeden inkiibasyon 6ncesi mikroskobik

goruntusu (hicreler tutunmadan dnce) X10 goriintiisii (hiicreler tutunmadan dnce) X20

Sekil 100°de 12’lik plaga her kuyucuga 10* hiicre olacak sekilde HUVEC hiicre
serilerinden olusan hicre stispansiyonunun goruntiisi mevcuttur. Bu asamadan sonra
kontrol olarak DMSO ve 5 farkli dozda kompleks eklenerek calismaya devam
edilmistir.

Sekil 102. 1.Derisim (200 uM) sonrasi Sekil 103. 5. Derisim (50 pM)  sonrasi
mikroskobik goruintli 40X mikrosobik goruntii 40X

200 uM kompleks eklendikten 48 saat sonraki hiicre proliferasyonunun (Sekil
102) 50 uM kompleks eklenen gruba (Sekil 103) gore daha az oldugu ve diger
uygulanan derisimlerde 48 saat sonunda hiicre yogunlugu agisindan cok buyik fark
yoktur. En fazla hicre proliferasyonu 3. dozda (50 pM) tespit edilmistir.
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Sekil 104. [3BBACAC-Fe*"1’iin HUVEC hiicreleri {izerine sitotoksik etkisinin grafik ile gosterimi

Sekil 104’de kompleksin HUVEC hiicreleri Uzerine doza bagimli sitotoksik
etkisi gortlmektedir. 1. ve 2. dozda sitotoksik etki %50’ nin izerinde iken diger son 3. 4
ve 5. dozda daha disuk deger gorilmektedir. Sitotoksisite degisen derisimlerde paralel

bir etki gostermemektedir.

4.3. Antimonokloroglioksim, Fe(lll), Kompleksin Dalga boyu taramasi

(Safsu)

Fe(ll) ile antimonokloroglioksim ligandi komplekslestirilerek, ligandin,
Fe(l11)’tn ve kompleksin ayr1 ayr1 Uv-Vis spektrofotometresinde 200-800 nm arasinda
dalga boyu taramasi yapilmustir. Fe(lll) icin (Aq): 228, 242, 270, 290, 312, 582 nm;
antimonokloroglioksim ligand: icin (Ay): 229, 237, 246, 259, 272 nm iken kompleks
icin (A3): 230, 238, 246, 271, 290, 482, 652 nm’ de pikler vermistir. Spektrumlar Sekil
105’de gosterilmistir. Kompleksin ligand ve Fe(lll)’ den farkli dalga boyunda pikler
vermesi ve kompleks renginin tepkimeye girenlerden farkli olmasi tepkimenin ve

komplekslesmenin gerceklestigini gostermektedir (Sekil 106).

LY

& Al- FedinaH?20
® A2 Astimonokionogloksin
# AL Komplela

Dalgn basa [nam)

Sekil 105. Antimonokloroglioksim, Fe(l11) ve kompleksin dalga boyu tarama grafigi
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Sekil 106. Antimonokloroglioksim, Fe(l11) Kompleks ve Kompleks 2. saatteki fiziksel gorinim

4.3.1. Standart ve Zamana bagh komplekslesme grafikleri (Safsu)

Standart cozeltiden hazirlanan farkli derisimlere karsi kompleksin liganttan
farkli olarak verdigi 290, 482, 652 nm dalga boylarinda elde edilen absorbansa goére
derisime kars1 absorbans grafigi elde edildi (Sekil 107). Olgiimde olusacak hatalar, her
derisimde 3 kez Olcimin ortalamas: alinarak engellenmeye calisilmistir. Belirlenen
zamanlarda kompleksin absorbans degerlerindeki degisimler incelenerek zamana karsi
komplekslesme miktar: belirlendi (Sekil 108). Deneysel dl¢imler sonucunda Fe(l11)’nin
antimonokloroglioksim ile komplekslesme siresi 180 dk strdigl ve zamana bagh
komplekslesme miktarinin bu siire sonunda 84,44 ppm oldugu saptandi. Bu metod ile

elde edilen komplekslesme miktar: ICP analizi ile dogrulanip uyumlu oldugu gézlendi.

35 Std grafik y = 2560,8¢ + 0,4721
3 - _..-® R2=0,9988
R
©C e y = 1808,4x +0,2187
Q2 2 o e W Re-09901
QLo e T
-2 1- B S P
¥ w e y = 534,66x + 0,171
05 1 gl e R? = 0,9994
o v T T T T T 1
0 0,0002 0,0004 0,0006 0,0008 0,001 0,0012
Derigim (mol L)
@ A\(290nm) mA(462nm) A A(652nm)

Sekil 107. [AMCG-Fe**] kompleksinin standart grafigi
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Sekil 108. [AMCG-Fe®*'] kompleksinin zamana bagli komplekslesme miktar:

4.3.2. Antimonokloroglioksim, Fe(l1l), Kompleksin Dalga boyu taramasi

(Plazma)

Fe(lll) ile antimonokloroglioksim ligand: plazmada komplekslestirilerek,
ligandin, Fe(l11)’tn ve kompleksin ayri ayr1 Uv-Vis spektrofotometresinde 200-800 nm
araliginda dalga boyu taramasi yapilmstir. Fe(l11) icin (Ap): 230, 260, 272, 452, 483
nm; Antimonoklorglioksim ligandi igin (A): 240, 292, 350, 370, 452 nm iken kompleks
icin (Ag): 242, 258, 294, 330, 372, 498, 696 nm’de pikler vermistir. Spektrumlar Sekil
109’ da gosterilmistir.

Sekil 110. Antimonokloroglioksim, Fe(I11) Kompleks ve Kompleks 3. saat fiziksel gorinim
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4.3.3. Standart ve Zamana bagh komplekslesme grafikleri (Plazma)

Standart ¢ozeltiden hazirlanan farkli derisimlere karsi kompleksin liganttan
farkl olarak verdigi 330, 498, 696 nm dalga boylarinda elde edilen absorbansa gore
derisime kars1 absorbans grafigi elde edildi (Sekil 111). Ol¢iimde olusacak hatalar, her
derisimde 3 kez Olgumin ortalamas: alinarak engellenmeye calisilmistir. Belirlenen
zamanlarda kompleksin absorbans degerlerindeki degisimler incelenerek zamana karsi
komplekslesme miktar1 belirlendi (Sekil 112). Deneysel 6lgimler sonucunda Fe(l111)’nin
antimonokloroglioksim ile komplekslesme siresi 185 dk surdigl ve zamana baglh
komplekslesme miktarinin bu stire sonunda 86,3 ppm oldugu saptandi. Bu metod ile
elde edilen komplekslesme miktar1 ICP analizi ile dogrulanip uyumlu oldugu gozlendi.

y =2423,4x + 1,3663

N
)

35 . Std Grafik .- & R2-09983
- L e y=1577,9x + 1,084
S 25 - T H R2-0,9975
Z254 e
o 2 | ettt e
o .......
)
o
<

y =979,5x + 0,8658
R2=0,9989

o = N g
ocuUlk, 1IN U W
| |
[
[ ]

0 0,0002 0,0004 0,0006 0,0008 0,001 0,0012

Derigim (mol L)
& A\(230nm) mA(498nm) A A(696nm)

Sekil 111. [AMCG-Fe*"] kompleksinin standart grafigi

Zamana bagh komplekslesen Fe(lIl)
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Sekil 112. [AMCG -Fe*'] kompleksinin zamana bagh komplekslesme miktar:

4.3.4. FT-IR verileri ve Kompleksin optimize edilmis 3 boyutlu yapisi

Antimonokloroglioksim bilesiginin FT-IR spektrumu incelendiginde; 3500-3200
cm™ de O-H, 1590 cm™ de C=N, 950 cm™ de N-O, 746 cm™’ de C-Cl gerilme
titresimlerine ait piklerin gorilmesi bu bilesigin  basariyla sentezlendigini
gOstermektedir. Bu degerler literatlrlerle uyum igerisindedir (Sekil 113). Kompleksin
IR spektrumu incelendiginde 1655-1612 cm™ (C=N),1384-970 cm™ (N-0), 729 cm™
(C-Cl), 457 cm™ (Fe-N) gerilimlerine ait pikler goriilmektedir. Komplekslesme
sirasinda iki oksim ligandi hidrojen képriisii olusturarak birer tane H* iyonu verirler.
FT-IR spektrumu incelendiginde kompleksin OH gerilme piki kaybolmustur.

Kompleksteki piklerin kaymis olmasi komplekslesmenin oldugunu géstermektedir.
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Sekil 113. Antimonokloroglioksim ligandinin FT-IR Spektrumu
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Fe-0

Sekil 115. [AMCG-Fe**] kompleksinin optimize edilmis 3 boyutlu yapist

4.3.5. DOnisumlu Voltomogram (Siklik voltametre)

Kompleksinin  elektrokimyasal Olcimi 100 mV/sn tarama hizinda
gerceklestirilmistir. Kompleksin CV’ si reversible (donustmli) olarak saptanmisdi.
Elde edilen egrilerden de goruldugi gibi yikseltgenme ve indirgenme pikleri elde
edilmistir. Kompleksin ligand ve Fe(lll)’ den farklh olarak 0,55 V oksidasyon pik
potansiyeli gorulmdstir. Ayni sekilde kompleksin ligand ve Fe(lll) *den farkl: olarak
0,32 V civarinda rediksiyon piki gozlendi. Bu piklerin kompleksin farkl ylikseltgenme
basamaklarina indirgenip yukseltgenmesinden kaynaklandigr  dustnilmektedir.
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Voltomogramda kompleks igin farkli pik potansiyellerinin gozlenmesi diger analizlerle
uyumlu olarak kompleks varligini desteklemektedir. Ayni1 zamanda hem ligant hem de
metal kompleksin negatif ve pozitif potansiyellerde elektrokimyasal aktivite gostermesi
elektro-aktif ~ ozellige sahip olduklarinin  yani elektrokimyasal ¢alismalarda
kullanilabilecegini gostermektedir. Ayrica yukseltgenme piklerine karsilik indirgenme

pikleri mevcut oldugundan bu olay dontstimli bir olaydir.
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Sekil 116. Antimonokloroglioksim ligandinin déniisiimlu voltomogram sonucu
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Sekil 117. Antimonokloroglioksim ligandi, Fe (II1), [3MACAC-Fe**] kompleksinin déniistimlii

voltomogram sonucu

4.3.6. Hucre Kultara ve Sitotoksisite

[AMCG-Fe**] kompleksi icin yapilan sitotoksisite calismasinda 1. 2. ve 3.
derisimde kontrole gore anlamli farkliliklar gézlendi. Kontrole gore sitotoksik etkisi en
yuksek olan en buyik derisimli (200uM) kompleksin oldugu ortaya cikti. (Cizelge.6).
Ayn1 zamanda doz miktar1 azaldikca sitotoksitenin azaldig: tespit edildi. DMSO ile
kompleksin 12,5 ve 25 uM lik derisim araliginda HUVEC (zerine sitotoksik etkiye

sahip olmadig: ve hiicre proliferasyonunu etkilemedigi tespit edilmistir (p>0.05).

Cizelge 8. Kompleksin farkli derisimlerde HUVEC hicreleri Gizerine sitotoksik etkisi

Kontrol Hicre 1.Doz 2.Doz 3.Doz 4.Doz 5.Doz
(DMSO) Mediumu (200 pM) (100 pM) (50uM) (25 uM) | (12.5 uM)

Elisa
Sonuglart | 1194 | 1,097 0,572 0,586 0,590 0,782 0,843
%
Sitotoksite 8,12 52,09 50,92 50,46 34,50 29,39

Sekil 118. 12’lik plaga metal kompleks Sekil 119. 12’lik plaga metal kompleks

eklenmeden inkibasyon o©ncesi mikroskobik eklenmeden inkibasyon &ncesi mikroskobik

gorintisi (hicreler tutunmadan 6nce) X10 gorintisi (hicreler tutunmadan 6nce) X20

Sekil 118°de 12’lik plaga her kuyucuga 10* hiicre olacak sekilde HUVEC hiicre

serilerinden olusan hicre stispansiyonunun goruntiisi mevcuttur. Bu asamadan sonra
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kontrol olarak DMSO ve 5 farkli dozda kompleks eklenerek calismaya devam

edilmistir.

Sekil 120. 1.Derisim (200 uM) sonrasi Sekil 121. 5. Derisim (12,5 pM) sonrasi
mikroskobik gortintti 40X mikrosobik goriinti 40X

200 uM kompleks eklendikten 48 saat sonraki hiicre proliferasyonunun (Sekil
120) 12,5 uM kompleks eklenen gruba (Sekil 121) gbre daha az oldugu ve diger
uygulanan derisimlerde 48 saat sonunda hicre yogunlugu agisindan istatiksel olarak ¢ok
blylk fark yoktur (p>0.05). En fazla hicre proliferasyonu 1. dozda (12,5 uM) tespit

Lo
S
S
L 10
> o . . . .

Medium 1.doz 2.doz 3.doz 4.doz 5.doz
(200uM) (100uM) (50uM) (25uM) (12,5uM)

Derigim

edilmistir.

Sekil 122. [AMCG -Fe*'7’iin HUVEC hiicreleri {izerine sitotoksik etkisinin grafik ile gosterimi

Sekil 122°de kompleksin HUVEC hicreleri izerine doza bagiml sitotoksik
etkisi gorilmektedir. 1. 2. ve 3. dozda sitotoksik etki % 50 nin lzerinde iken 4. ve 5.
dozda daha duslk degerler gorulmektedir. Sitotoksisite degisen derisimlerde paralel bir

etki gostermektedir.
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4.4. Dimetilglioksim, Fe(l111), Kompleksin Dalga boyu taramasi (Saf-su)

Fe(l11) ile dimetilglioksim ligand1 komplekslestirilerek, ligandin, Fe(Il1)’Un ve
kompleksin ayri ayri Uv-Vis spektrofotometresinde 200-800 nm arasinda dalga boyu
taramasi yapilmistir. Fe(l11) igin (Az): 228, 245, 259, 270, 362, 580 nm; dimetilglioksim
ligand: icin (Ay): 228, 252, 271, 290, 370 nm iken kompleks icin (As): 228, 246, 271,
283, 420, 590 nm’de pikler vermistir. Spektrumlar Sekil 123’de gosterilmistir.
Kompleksin ligand ve Fe(lll)’ den farkli dalga boyunda pikler vermesi ve kompleks
renginin tepkimeye girenlerden farkli olmasi tepkimenin ve komplekslesmenin

gerceklestigini gostermektedir (Sekil 124).

» Ai- FeCILEGNE0
# A3- Dimetilgliakedm
# 3. Kemaplele

ET m dm £ Elr ™ a

Sekil 124. Dimetilglioksim, Fe(111), Kompleks ve Kompleks 2. saatteki fiziksel gorinum

4.4.1. Standart ve Zamana bagh komplekslesme grafikleri (Safsu)

Standart ¢Ozeltiden hazirlanan farkli derisimlere karsi kompleksin liganttan
farkli olarak verdigi 283, 420, 590 nm dalga boylarinda elde edilen absorbansa goére
derisime kars1 absorbans grafigi elde edildi (Sekil 125). Olgiimde olusacak hatalar, her
derisimde 3 kez Olcimin ortalamas: alinarak engellenmeye calisiimistir. Belirlenen
zamanlarda kompleksin absorbans degerlerindeki degisimler incelenerek zamana karsi
komplekslesme miktar: belirlendi (Sekil 126). Deneysel 6lgimler sonucunda Fe(111)’nin
dimetilglioksim ile komplekslesme siiresi 160 dk sirdigi ve zamana bagh
komplekslesme miktarinin bu siire sonunda 80,42 ppm oldugu saptandi. Bu metod ile

elde edilen komplekslesme miktar: ICP analizi ile dogrulanip uyumlu oldugu gozlendi.
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Sekil 125. [DMG-Fe**] kompleksinin standart grafigi

Zamana bagh komplekslesen Fe(ll1)
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Sekil 126. [DMG-Fe**] kompleksinin zamana bagh komplekslesme miktari

4.4.2. Dimetilglioksim, Fe(l11), Kompleksin Dalga boyu taramasi ( Plazma)

Fe(lll) ile dimetilglioksim ligand: plazmada komplekslestirilerek, ligandin,
Fe(l11)’tn ve kompleksin ayr1 ayri Uv-Vis spektrofotometresinde 200-800 nm arasinda
dalga boyu taramasi yapilmistir. Fe(l11) icin (A1): 230, 260, 270, 282, 337, 483, 585 nm;
dimetilglioksim ligand: icin (A2): 230, 272, 292, 335, 347, 353, 394, 470 nm iken
kompleks icin (A3): 232, 258, 297, 320, 460, 612 nm’de pikler vermistir. Spektrumlar
Sekil 127°de gosterilmistir.
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Sekil 127. Dimetilglioksim, Fe(l11) ve kompleksin dalga boyu tarama grafigi

Sekil 128. Dimetilglioksim, Fe(l11), Kompleks ve Kompleks 2. saatteki fiziksel gérinim

4.4.3. Standart ve Zamana bagh komplekslesme grafikleri (Plazma)

Standart cozeltiden hazirlanan farkli derisimlere karsi kompleksin liganttan
farkli olarak verdigi 320, 260, 612 nm dalga boylarinda elde edilen absorbansa goére
derisime kars1 absorbans grafigi elde edildi (Sekil 129). Olgiimde olusacak hatalar, her
derisimde 3 kez Olcimin ortalamas: alinarak engellenmeye calisilmistir. Belirlenen
zamanlarda kompleksin absorbans degerlerindeki degisimler incelenerek zamana karsi
komplekslesme miktar: belirlendi (Sekil 130). Deneysel dl¢tiimler sonucunda Fe(l11)’nin
dimetilglioksim ile komplekslesme siresi 170 dk strdigli ve zamana bagh
komplekslesme miktarinin bu stre sonunda 84,5 ppm oldugu saptandi. Bu metod ile

elde edilen komplekslesme miktar1 ICP analizi ile dogrulanip uyumlu oldugu gozlendi.
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Sekil 129. [DMG-Fe*"] kompleksinin standart grafigi

Zamana bagh komplekslesen Fe(lIl)
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Sekil 130. [DMG-Fe**] kompleksinin zamana bagl komplekslesme miktari

4.4.4. FT-IR verileri ve Kompleksin optimize edilmis 3 boyutlu yapisi

Dimetilglioksim bilesiginin FT-IR spektrumu incelendiginde; 3000-3300 cm™’
de O-H, 1438 cm™ de C=N, 980 cm™ de N-O, 2930 cm™ de C-H gerilme
titresimlerine ait piklerin gorulmesi bu bilesigin basariyla sentezlendigini
gostermektedir. Bu degerler literatlrlerle uyum igerisindedir. Kompleksin IR spektrumu
incelendiginde 3209 cm™ (O-H), 2926 cm™ (C-H), 1437 cm™ (C=N), 905-980-1143
cm™® (N-O), 462 cm™ (Fe-N) gerilimlerine ait pikler goriilmektedir. Komplekslesme
sirasinda iki oksim ligand: hidrojen kopriisii olusturarak birer tane H* iyonu verirler.
FT-IR spektrumu incelendiginde kompleksin OH gerilme piki kaybolmustur.
Kompleksteki piklerin kaymis olmas: komplekslesmenin oldugunu gostermektedir.
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Sekil 133. [DMG-Fe**] kompleksinin optimize edilmis 3 boyutlu yapis:

4.4.5. Donusumlt Voltomogram (Siklik voltametre)

Kompleksinin  elektrokimyasal Olcimi 100 mV/sn tarama hizinda
gerceklestirilmistir. Kompleksin CV’ si reversible (donusimli) olarak saptanmisdi.
Elde edilen egrilerden de goruldugi gibi yikseltgenme ve indirgenme pikleri elde
edilmistir. Kompleksin ligand ve Fe(l11)” den farkli 0,6 V ve -0,28 V’ ta oksidasyon pik
potansiyelleri gérilmustir. Ayni sekilde kompleksin ligand ve Fe(l11) *den farkl: olarak
0,46 V civarinda rediksiyon piki gozlendi. Bu piklerin kompleksin farkl ylikseltgenme
basamaklarina indirgenip yukseltgenmesinden kaynaklandigi  dustnilmektedir.
Voltomogramda kompleks icin farkli pik potansiyellerinin gozlenmesi diger analizlerle
uyumlu olarak kompleks varligini desteklemektedir. Ayn1 zamanda hem ligant hem de
metal kompleksin negatif ve pozitif potansiyellerde elektrokimyasal aktivite gostermesi
elektro-aktif ~ 6zellige sahip olduklarinin  yani elektrokimyasal ¢alismalarda
kullanilabilecegini gostermektedir. Ayrica yiikseltgenme piklerine karsilik indirgenme
pikleri mevcut oldugundan bu olay dontisiml bir olaydir.

1_2‘j.............I....I.............I....I....
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E/V
Sekil 134. Dimetilglioksim ligandinin aonusimlii voltomogram sonucu
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Sekil 135. Dimetilglioksim ligands, Fe (111), [DMG-Fe**] kompleksinin déniisiimlii voltomogram sonucu

4.4.6. Hucre Kultira ve Sitotoksisite

[DMG-Fe**] kompleksi icin yapilan sitotoksisite cahsmasinda 1. ve 2.

derisimlerde kontrole gore anlamli fark goruldu. Fakat doz dustrildiglinde etkilenen

hlicre oraninin yani sitotoksitenin azaldigi ama yinede buyuk degerli oldugu gozlendi.

Kontrole gore sitotoksik etkisi en yiiksek olan en biytk derisimli (200uM) kompleksin
oldugu ortaya ¢ikt1 (Cizelge.9). DMSO ile kompleksin 12,5, 25 ve 50 uM lik derisim

araliginda HUVEC Uzerine sitotoksik etkiye sahip olmadig: ve hiicre proliferasyonunu
etkilemedigi tespit edilmistir. (p>0.05).

Cizelge 9. Kompleksin farkli derisimlerde HUVEC hiicreleri Uzerine sitotoksik etkisi

Kontrol

Hucre 1.Doz 2.Doz 3.Doz 4.Doz 5.Doz
(DMSO) | Mediumu | (200 pM) | (100 pM) | (50pM) | (25pM) | (12.5 pM)
Elisa
Sonuglan 1,196 1,105 0,590 0,597 0,638 0,759 0,787
%
Sitotoksite 7,60 50,66 50,08 46,65 36,53 34,19
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Sekil 136. 12’lik plaga metal kompleks Sekil 137. 12’lik plaga metal kompleks
eklenmeden inkiibasyon &ncesi mikroskobik eklenmeden inkibasyon oéncesi mikroskobik

gorintisi (hicreler tutunmadan 6nce) X10 gorintisi (hicreler tutunmadan 6nce) X20

Sekil 136°da 12’lik plaga her kuyucuga 10* hiicre olacak sekilde HUVEC hiicre
serilerinden olusan hiicre slispansiyonunun gorintusi mevcuttur. Bu asamadan sonra
kontrol olarak DMSO ve 5 farkli dozda kompleks eklenerek calismaya devam

edilmistir.

Sekil 138. 1.Derisim (200 uM) sonrast Sekil 139. 5. Derisim (12,5 uM) sonrasi
mikroskobik goriintii 40X mikrosobik gorintl 40X

200 uM kompleks eklendikten 48 saat sonraki hiicre proliferasyonunun (Sekil
137) 12,5 uM kompleks eklenen gruba (Sekil 138) gore daha az oldugu ve diger
uygulanan derisimlerde 48 saat sonunda hiicre yogunlugu agisindan cok buyik fark
yoktur. En fazla hiicre proliferasyonu 5. dozda (12,5 uM) tespit edilmistir.
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Sekil 140. [DMG-Fe**]’iin HUVEC hiicreleri (izerine sitotoksik etkisinin grafik ile gosterimi

Sekil 134’te kompleksin HUVEC hiicreleri Uzerine doza bagimli sitotoksik etkisi
gorilmektedir. 1. ve 2. dozda sitotoksik etki % 50’ nin Uzerinde iken 3. 4. ve 5. dozda
daha distk degerler gorilmektedir. Sitotoksisite degisen derisimlerde paralel bir etki

goOstermektedir.

4.5.7. Asetilaseton, Fe(l11)ve Kompleksin Dalga boyu taramasi (Saf-su)

Fe(lll) ile asetilaseton ligand1 komplekslestirilerek, ligandin, Fe(lll)’Gn ve
kompleksin ayri ayri Uv-Vis spektrofotometresinde 200-800 nm arasinda dalga boyu
araliginda taramasi yapilmistir. Fe(lll) igin (Ap): 229, 252, 268, 271, 279, 572 nm;
asetilaseton ligandi icin (Ay): 227, 252, 271, 282, 350 nm iken kompleks i¢in (As3): 214,
270, 352, 461, 616 nm’ de pikler vermistir. Spektrumlar Sekil 141 gosterilmistir.
Kompleksin ligand ve Fe(lll)’ den farkli dalga boyunda pikler vermesi ve kompleks
renginin tepkimeye girenlerden farkli olmasi tepkimenin ve komplekslesmenin

gerceklestigini gostermektedir (Sekil 142).
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Sekil 141. ACAC, Fe(lll) ve kompleksin dalga boyu tarama grafigi
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Sekil 142. ACAC, Fe(lll), Kompleks ve Kompleks 2. saatteki fiziksel gériinim

4.5.8. Standart ve Zamana bagh komplekslesme grafikleri (Safsu)

Standart cozeltiden hazirlanan farkli derisimlere karsi kompleksin liganttan
farkl: olarak verdigi 214, 461, 616 nm dalga boylarinda elde edilen absorbansa gore
derisime kars1 absorbans grafigi elde edildi (Sekil 143). Olgiimde olusacak hatalar, her
derisimde 3 kez ol¢imin ortalamas: alinarak engellenmeye calisiimistir. Belirlenen
zamanlarda kompleksin absorbans degerlerindeki degisimler incelenerek zamana karsi
komplekslesme miktar1 belirlendi (Sekil 144). Deneysel 6lcumler sonucunda Fe(l11)’nin
ACAC ile komplekslesme siiresi 125 dk surdigi ve zamana baglhh komplekslesme
miktarinin bu sire sonunda 88,12 ppm oldugu saptandi. Bu metod ile elde edilen
komplekslesme miktari ICP analizi ile dogrulanip uyumlu oldugu gozlendi.

3,5 1 i =
, y =2357,3x + 0,741
. Std Grafik @ Rez0008s
w254 e
c | e = 1284,2x + 0,495
S o y 2x+0,
o A4 ...m Re=0,0989
O 151 et e
Qo1 et
o) ] RO -’
< ! "’...l ...................... A
05 - t:_,_‘ ............. Ao y = 561,83 + 0,2865
0 A R2=0,9991

0 0,0002 0,0004 0,0006 0,0008 0,001 0,0012

Derigim (mol L)
®A(214nm) mA(461nm) A A(616nm)

Sekil 143. [ACAC-Fe*'] kompleksinin standart grafigi
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Zamana bagh komplekslegen Fe(l11)
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Sekil 144, [ACAC-Fe*'] kompleksinin zamana bagh komplekslesme miktar:

4.5.9. Asetilaseton, Fe(l11) ve Kompleksin Dalga boyu taramasi (Plazma)

Fe(lll) ile asetilaseton ligand:

Fe(I11)’0n ve kompleksin ayr1 ayri Uv-Vis spektrofotometresinde 200-800 nm arasinda
dalga boyu taramasi yapilmastir. Fe(ll1) igin (Az): 230, 260, 270, 282, 327, 483, 585 nm;
ligand icin (Ay): 232, 258, 290, 318, 495 nm iken kompleks icin (Asz): 230, 256, 294,
320, 330, 384, 470, 652 nm’ de pikler vermistir. Spektrumlar Sekil.145’de

gosterilmistir.

plazmada komplekslestirilerek,

Sekil 145. ACAC, Fe(lll) ve kompleksin dalga boyu tarama grafigi

Sekil 146. ACAC, Fe(ll1), Kompleks ve Kompleks 2. saatteki fiziksel goriniim
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4.5.10. Standart ve Zamana bagh komplekslesme grafikleri (Plazma)

Standart ¢ozeltiden hazirlanan farkli derisimlere karsi kompleksin liganttan
farkl olarak verdigi 384, 470, 652 nm dalga boylarinda elde edilen absorbansa gore
derisime kars1 absorbans grafigi elde edildi (Sekil 147). Olgiimde olusacak hatalar, her
derisimde 3 kez Olgumin ortalamas: alinarak engellenmeye calisilmistir. Belirlenen
zamanlarda kompleksin absorbans degerlerindeki degisimler incelenerek zamana karsi
komplekslesme miktar1 belirlendi (Sekil 148). Deneysel 6lgimler sonucunda Fe(l111)’nin
ACAC ile komplekslesme suresi 135 dk slrdugt ve zamana bagli komplekslesme
miktarinin bu siire sonunda 89.06 ppm oldugu saptandi. Bu metod ile elde edilen
komplekslesme miktar: ICP analizi ile dogrulanip uyumlu oldugu gozlendi.
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Sekil 147. [ACAC-Fe*"] kompleksinin standart grafigi
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Zamana bagh komplekslesen Fe(lll)
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Sekil 148. [ACAC-Fe*'] kompleksinin zamana bagl komplekslesme miktari

45.11. FT-IR verileri ve Kompleksin optimize edilmis 3 boyutlu yapisi

Asetilasetonun FT-IR spektrumlar: incelendiginde; 3000-3700 cm™de O-H
titresim piki, 2926 cm™’de alifatik C-H titresim piki, 1567 cm™’de C=0 titresim piki,
1549-1525 cm™de C=C titresim piki gozlenmistir. Kompleksin FT-IR spektrumu
incelendiginde 3000-3700 cm™ (O-H), 2921 cm™ (C-H(al)), 1567 cm™ (C=0), 1549-
1525 cm™  (C=C), gerilimlerine ait pikler gorilmektedir ve ligandin spektrumunda
dalga sayilarinda pikler bulunmamaktadir. Komplekslesme sirasinda OH gerilme piki
kigilmastir. Aynt zamanda kompleksteki piklerin kaymis olmas: komplekslesmenin

oldugunu gostermektedir.
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Sekil 149. Asetilaseton ligandinin FT-IR Spektrumu
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Sekil 151. [ACAC-Fe**] kompleksinin optimize edilmis 3 boyutlu yapis

4.5.12. DOnustimlu Voltomogram (Siklik voltametre)

Kompleksinin  elektrokimyasal  Olcimi 100 mV/sn tarama hizinda
gerceklestirilmistir. Kompleksin CV’ si reversible (donisumlu) olarak saptanmisdi.
Elde edilen egrilerden de goruldugu gibi yikseltgenme ve indirgenme pikleri elde
edilmistir. Kompleksin ligand ve Fe(lll)’ den farkli 0,56 V ve -0,34 V’ ta oksidasyon
pik potansiyelleri gortalmusttr. Ayni sekilde kompleksin ligand ve Fe(l1l) *den farkl:

olarak 0,18 V civarinda rediksiyon piki gozlendi. Bu piklerin kompleksin farkli
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yukseltgenme  basamaklarina  indirgenip  yukseltgenmesinden  kaynaklandigi
dustunulmektedir. Voltomogramda kompleks igin farkli pik potansiyellerinin gdzlenmesi
diger analizlerle uyumlu olarak kompleks varligint desteklemektedir. Ayni zamanda
hem ligant hem de metal kompleksin negatif ve pozitif potansiyellerde elektrokimyasal
aktivite gostermesi elektro-aktif ©zellige sahip olduklarinin yani elektrokimyasal
calismalarda kullanilabilecegini gostermektedir. Ayrica ylkseltgenme piklerine karsilik

indirgenme pikleri mevcut oldugundan bu olay dénustimli bir olaydir.
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Sekil 152. ACAC ligandin déntsumli voltomagram sonucu
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Sekil 153. ACAC ligands, Fe (I11), [ACAC-Fe**] kompleksinin doniisiimlii voltomogram sonucu
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4.5.13. Hiucre Kulturi ve Sitotoksisite

48 saat sonunda [ACAC-Fe**] kompleksi icin yapilan sitotoksisite calismasinda
1. derisimde kontrole gore anlaml: fark goriildi. Fakat doz disdraldiginde etkilenen
hlicre oraninin yani sitotoksitenin azaldig1 gozlendi. Kontrole gore sitotoksik etkisi en
yuksek olan en biyuk derisimli (200uM) kompleksin oldugu tespit edildi. (Cizelge 10).
Ayni zamanda doz miktar1 azaldikca sitotoksite paralel bir sekilde azalmaktadir. DMSO
ile kompleksin 12,5, 25, 50 ve 100 uM lik derisim araliginda HUVEC Uzerine sitotoksik

etkiye sahip olmadigi ve hiicre proliferasyonunu etkilemedigi tespit edilmistir. (p>0.05).

Cizelge 10. Kompleksin farkli derisimlerde HUVEC hucreleri tizerine sitotoksik etkisi

Kontrol Hucre 1.Doz 2.Doz 3.Doz 4.Doz 5.Doz
(DMSO) | Mediumu | (200 pM) | (100pM) | (50pM) | (25pM) | (125 uM)
Elisa
Sonuglan 1,122 | 1,047 0,557 0,576 0,682 0,797 0,801
%
Sitotoksite 6,68 50,35 48,66 39,21 28,96 28,60

Sekil

154.
eklenmeden

12’lik plaga metal

inkiibasyon 6ncesi

kompleks

gorintisi (hicreler tutunmadan 6nce) X10

Sekil 155. 12’lik plaga metal kompleks
mikroskobik eklenmeden inkiibasyon 6ncesi mikroskobik

goruntasu (hicreler tutunmadan 6nce) X20

Sekil 149°da de 12’lik plaga her kuyucuga 10* hiicre olacak sekilde HUVEC

hiicre serilerinden olusan hiicre suspansiyonunun goruntisii mevcuttur. Bu asamadan

sonra kontrol olarak DMSO ve 5 farkli dozda kompleks eklenerek ¢alismaya devam

edilmistir.
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Sekil 156. 1.Derigim (200 pM) sonrast Sekil 157. 5. Derisim (12,5 pM) sonrasi
mikroskobik gorintl 40X mikrosobik goriinti 40X

200 uM kompleks eklendikten 48 saat sonraki hiicre proliferasyonunun (Sekil
151) 12,5 uM kompleks eklenen gruba (Sekil 152) goére daha az oldugu ve diger
uygulanan derisimlerde 48 saat sonunda hiicre yogunlugu agisindan cok bayik fark
yoktur. En fazla hicre proliferasyonu 5. dozda (12,5 pM) tespit edilmistir.
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Sekil 158. [ACAC-Fe*']’iin HUVEC hiicreleri iizerine sitotoksik etkisinin grafik ile gosterimi

Sekil 154°te kompleksin HUVEC hiicreleri Gizerine doza bagimli sitotoksik etkisi
gortlmektedir. 1. dozda sitotoksik etki % 50’ nin Uzerinde iken 2. 3. 4. ve 5. dozda daha
disuk degerler gorulmektedir. Sitotoksisite degisen derisimlerde paralel bir etki

gostermektedir.
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4.6. 4,5-Dihidroksibenzen-1,3-distlfonik asit, Fe(lll1), Kompleksin Dalga

boyu taramasi (Safsu)

Fe(Il) ile 4,5-Dihidroksibenzen-1,3-distlfonik asit ligandi komplekslestirilerek,
ligandin, Fe(l11)’n ve kompleksin ayri ayr1 Uv-Vis spektrofotometresinde 200-800 nm
araliginda dalga boyu taramas: yapilmistir. Fe(ll1) icin (Aq): 228, 245, 259, 264, 362
nm; 4,5-Dihidroksibenzen-1,3-distlfonik asit ligandi icin (Ay): 228, 242, 259, 266, 298,
320 nm iken kompleks icgin (Asz): 230, 259, 269, 296, 396, 440, 462 nm’de pikler
vermistir. Spektrumlar Sekil 159°da gosterilmistir. Kompleksin ligand ve Fe(lll)” den
farkl: dalga boyunda pikler vermesi ve kompleks renginin tepkimeye girenlerden farkl

olmasi tepkimenin ve komplekslesmenin gerceklestigini gostermektedir (Sekil 160).

" ™) B ™ Ll
Daligs hstyia [ )

Sekil 159. 4,5Db-1,3-distlfonik asit, Fe(l1l) ve kompleksin dalga boyu tarama grafigi

Sekil 160. 4,5Db-1,3-disllfonik asit, Fe(l1l), Kompleks ve Kompleks 2. saatteki fiziksel gérinim

4.6.1. Standart ve Zamana bagh komplekslesme grafikleri (Safsu)

Standart cozeltiden hazirlanan farkli derisimlere karsi kompleksin liganttan
farkli olarak verdigi 396, 440, 462 nm dalga boylarinda elde edilen absorbansa goére
derisime kars1 absorbans grafigi elde edildi (Sekil 161). Olgiimde olusacak hatalar, her
derisimde 3 kez Olcimin ortalamas: alinarak engellenmeye calisiimistir. Belirlenen
zamanlarda kompleksin absorbans degerlerindeki degisimler incelenerek zamana karsi
komplekslesme miktar: belirlendi (Sekil 162). Deneysel 6lgumler sonucunda Fe(111)’nin

4,5Db-1,3-disulfonik asit ile komplekslesme suresi 105 dk surdigiu ve zamana baglh
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komplekslesme miktarinin bu siire sonunda 94,21 ppm oldugu saptandi. Bu metod ile
elde edilen komplekslesme miktar1 ICP analizi ile dogrulanip uyumlu oldugu gozlendi.

4 i y = 2817,2x + 0,8154
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8 25 - o e ®  R2-0,9986
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Derigim (mol L)
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Sekil 161. [4,5Db-1,3-disiilfonik-Fe*"] kompleksinin standart grafigi

Zamana bagh komplekslesen Fe(lll)
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Sekil 162. [4,5Db-1,3-disiilfonik-Fe**] kompleksinin standart grafigi

4.6.2. 4,5-Dihidroksibenzen-1,3-distlfonik asit, Fe(l11), Kompleksin Dalga

boyu taramasi (Plazma)

Fe(lll) ile 4,5-Dihidroksibenzen-1,3-distlfonik  asit ligand1 plazmada
komplekslestirilerek, ligandin, Fe(lll)’n ve kompleksin ayri ayrni Uv-Vis
spektrofotometresinde 200-800 nm araliginda dalga boyu taramasi yapilmistir. Fe(lll)
icin (Aq): 236, 260, 270, 343, 452, 462 nm; ligand icin (A2): 234, 255, 270, 302, 435 nm
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iken kompleks icin (As3): 218, 312, 372, 414, 480 nm’ de pikler vermistir. Spektrumlar
Sekil 163’ de gosterilmistir.
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Sekil 163. 4,5Db-1,3-distlfonik, Fe(l11) ve kompleksin dalga boyu tarama grafigi

Sekil 164. 4,5Db-1,3-disllfonik, Fe(11l). Kompleks ve Kompleks 2. saatteki fiziksel gériniim

4.6.3. Standart ve Zamana bagh komplekslesme grafikleri (Plazma)

Standart cozeltiden hazirlanan farkli derisimlere karsi kompleksin liganttan
farkl olarak verdigi 372, 414, 480 nm dalga boylarinda elde edilen absorbansa gore
derisime kars1 absorbans grafigi elde edildi (Sekil 165). Olgiimde olusacak hatalar, her
derisimde 3 kez Ol¢cimiin ortalamasi alinarak engellenmeye calisilmistir. Belirlenen
zamanlarda kompleksin absorbans degerlerindeki degisimler incelenerek zamana karsi
komplekslesme miktar1 belirlendi (Sekil 166). Deneysel dlgciimler sonucunda Fe(l11)’nin
4,5Db-1,3-disulfonik asit ile komplekslesme suresi 110 dk surdigiu ve zamana bagh
komplekslesme miktarinin bu stire sonunda 97,44 ppm oldugu saptandi. Bu metod ile
elde edilen komplekslesme miktar1 ICP analizi ile dogrulanip uyumlu oldugu gozlendi.

121



45 - . _
, y = 3054,6x + 0,9708
. Std Grafik PR s
351 e
wn 34 e @ Y =2356,6x +0,5685
T 25 - o LT R2=0,9986
L e
o 27 . R
wn 15 | .‘ .......................
= R N e y = 1393,4x +0,2815
11¢ .. L R2=0,9989
m® e
05 { ,.ad
O T T T T T 1
0 0,0002 0,0004 0,0006  0,0008 0,001 0,0012
Derigim (mol L)
& A\372nm) mA(414nm) A A(480nm)

Sekil 165. [4,5Db-1,3-disiilfonik asit -Fe**] kompleksinin standart grafigi

Zamana bagh komplekslesen Fe(l11)
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Sekil 166. [4,5Db-1,3-disiilfonik asit -Fe*"] kompleksinin zamana bagli komplekslesme miktar:

4.6.4. FT-IR verileri ve Kompleksin optimize edilmis 3 boyutlu yapisi
Kompleksin FT-IR spektrumu incelendiginde 3000-3400 cm™ (O-H), 3081 cm™
(C-H(ar)), 1636 cm™ (C=C), 1334 cm™ (S=0), 501 cm™ (Fe-O) gerilimlerine ait pikler

gorulmektedir. Ligandin spektrumunda 501 cm™
bulunmamaktadir.

gostermektedir.
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Kompleks pikinde kaymalar da komplekslesmenin oldugunu
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Sekil 167. 4,5-Dihidroksibenzen-1,3-disulfonik asit ligandinin FT-IR Spektrumu

C=C . |, Fe-O

Sekil 169. [4,5Db-1,3-disilfonik asit -Fe*"] kompleksin optimize edilmis 3 boyutlu yapis
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4.6.5. Donustimli Voltomogram (Siklik voltametre)

Kompleksinin  elektrokimyasal ~Olcimi 100 mV/sn tarama hizinda
gerceklestirilmistir. Kompleksin CV’ si reversible (donisumlu) olarak saptanmisdi.
Elde edilen egrilerden de goruldugu gibi yikseltgenme ve indirgenme pikleri elde
edilmistir. Kompleksin ligand ve Fe(lll)’ den farkli 0,54 V ve -0,29 V’ ta oksidasyon
pik potansiyelleri gortalmusttr. Ayni sekilde kompleksin ligand ve Fe(l1l) *den farkl
olarak 0,50 V civarinda rediksiyon piki gozlendi. Bu piklerin kompleksin farkl
yukseltgenme  basamaklarina  indirgenip  yikseltgenmesinden  kaynaklandigi
disunulmektedir. Voltomogramda kompleks igin farkli pik potansiyellerinin gozlenmesi
diger analizlerle uyumlu olarak kompleks varligini desteklemektedir. Ayn1 zamanda
hem ligant hem de metal kompleksin negatif ve pozitif potansiyellerde elektrokimyasal
aktivite gostermesi elektro-aktif ozellige sahip olduklarinin yani elektrokimyasal
calismalarda kullanilabilecegini gostermektedir. Ayrica yikseltgenme piklerine karsilik

indirgenme pikleri mevcut oldugundan bu olay donustimli bir olaydir.
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Sekil 170. 4,5Db-1,3-disulfonik asit ligandin déniistimll voltomogram sonucu
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Sekil 171. 4,5Db-1,3-disiilfonik asit ligandi, Fe (l11), [4,5Db-1,3-disiilfonik asit-Fe**] kompleksinin

-0 8 sk w .
— 4508 1.3 sifonk asi-Fa (1) [

doniisumlil voltomogram sonucu

4.6.6. Hucre Kultura ve Sitotoksisite

0.1 ne

1.3

E/V

04

05

0.4

ar

0.3

[4,5Db-1,3-disiilfonik—Fe**] kompleksi icin yapilan sitotoksisite calismasinda 1.

derisimde (200 uM) kontrole gére anlamli fark gortldi. Fakat doz dustrildiginde
etkilenen hicre oraninin yani sitotoksitenin azaldigi gozlendi. Diger derisimlerde
sitotoksite orani dislk olarak saptand: (Cizelge.11). DMSO ile kompleksin 12,5, 25, 50
ve 100 uM lik derisim araliginda HUVEC Uzerine sitotoksik etkiye sahip olmadig: ve

hicre proliferasyonunu etkilemedigi tespit edilmistir. (p>0.05).

Cizelge 11. Kompleksinin farkli derisimlerde HUVEC hiicreleri izerine sitotoksik etkisi

Kontrol Hucre 1.Doz 2.Doz 3.Doz 4.Doz 5.Doz
(DMSO) | Mediumu | (200 pM) | (100 pM) | (50uM) (25 pM) | (12.5 pM)
Elisa
Sonuglar 1,202 | 1,036 0,564 0,886 0,891 0,918 0,920
%
Sitotoksite 13,81 53,07 26,28 25,87 23,62 23,46
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Sekil 172. 12’lik plaga metal kompleks Sekil 173. 12’lik plaga metal kompleks
eklenmeden inkiibasyon @ncesi mikroskobik —eklenmeden inkibasyon 6éncesi mikroskobik

goruntusu (hicreler tutunmadan 6nce) X10 goruntasu (hicreler tutunmadan 6nce) X20

Sekil 168°de de 12’lik plaga her kuyucuga 10* hiicre olacak sekilde HUVEC
hiicre serilerinden olusan hiicre suspansiyonunun goruntusii mevcuttur. Bu asamadan
sonra kontrol olarak DMSO ve 5 farkli dozda kompleks eklenerek caligmaya devam
edilmistir.

Sekil 174. 1.Derisim (200 uM) sonrasi Sekil 175. 5. Derisim (12,5 uM)  sonrasi
mikroskobik gériintii 40X mikrosobik gorintt 40X

200 uM kompleks eklendikten 48 saat sonraki hucre proliferasyonunun (Sekil
170) 12,5 uM kompleks eklenen gruba (Sekil 170) goére daha az oldugu ve diger
uygulanan derisimlerde 48 saat sonunda hiicre yogunlugu acisindan ¢ok buyuk fark

yoktur. En fazla hicre proliferasyonu 5. dozda (12,5 pM) tespit edilmistir.
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Sekil 176. [4,5db-1,3-disiilfonik-Fe*"]’iin HUVEC hiicreleri iizerine sitotoksik etkisinin grafik ile

gosterimi

Sekil 171’te kompleksin HUVEC hiicreleri Uzerine doza bagimli sitotoksik etkisi
gorilmektedir. 1. dozda sitotoksik etki % 50’ nin tzerinde iken 2. 3. 4. ve 5. dozda daha
distk degerler gorilmektedir. Sitotoksisite degisen derisimlerde paralel bir etki
gostermektedir.

4.7. Oksalat, Fe(111) ve Kompleksin Dalga boyu taramasi (Safsu)

Fe(lll) ile oksalat ligandi komplekslestirilerek, ligandin, Fe(lll)’in ve
kompleksin ayri ayri Uv-Vis spektrofotometresinde 200-800 nm arasinda dalga boyu
taramasi yapilmistir. Fe(ll1) igin (A1): 228, 243, 259, 268 nm; oksalat ligand: icin (Ay):
228, 242, 259, 267, 298, 570 nm iken kompleks icin (As): 229, 238, 259, 264,483, 580
nm’ de pikler vermistir. Spektrumlar Sekil.177°de gosterilmistir. Kompleksin ligand ve
Fe(lll)’ den farklh dalga boyunda pikler vermesi ve kompleks renginin tepkimeye
girenlerden farkli olmasi tepkimenin ve komplekslesmenin gerceklestigini
gostermektedir (Sekil 178).
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Sekil 177. Oksalat, Fe(111) ve kompleksin dalga boyu tarama grafigi

Sekil 178. Oksalat, Fe(I11). Kompleks ve Kompleks 2. saatteki fiziksel gorintim

4.7.1. Standart ve Zamana bagh komplekslesme grafikleri (Safsu)

Standart cozeltiden hazirlanan farkli derisimlere karsi kompleksin liganttan
farkl: olarak verdigi 483, 580 nm dalga boylarinda elde edilen absorbansa gore derisime
kars1 absorbans grafigi elde edildi (Sekil 179). Olgiimde olusacak hatalar, her derisimde
3 kez o6lgimin ortalamas: alinarak engellenmeye calisilmistir. Belirlenen zamanlarda
kompleksin absorbans degerlerindeki  degisimler incelenerek zamana karsi
komplekslesme miktar1 belirlendi (Sekil 180). Deneysel dlcumler sonucunda Fe(111)’nin
Oksalat ile komplekslesme suresi 60 dk sirdigl ve zamana bagli komplekslesme
miktarinin bu siire sonunda 76,36 ppm oldugu saptandi. Bu metod ile elde edilen
komplekslesme miktari ICP analizi ile dogrulanip uyumlu oldugu gozlendi.
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Sekil 179. [Oksalat -Fe**] kompleksinin standart grafigi
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Sekil 180. [Oksalat -Fe**] kompleksinin zamana bagl komplekslesme miktari

4.7.2. Oksalat, Fe(l11), Kompleksin Dalga boyu taramasi (Plazma)

Fe(Il) ile oksalat ligand1 plazmada komplekslestirilerek, ligandin, Fe(l11)’in ve
kompleksin ayr1 ayri Uv-Vis spektrofotometresinde 200-800 nm arasinda dalga boyu
taramas: yapilmigtir. Fe(lll) icin (Ap): 230, 260, 270, 343, 452, 483 nm; ligand igin
(A2): 256, 268, 272, 340, 450, 590 nm iken kompleks icin (As): 254, 272, 298, 384, 590
nm’ de pikler vermistir. Spektrumlar Sekil.181’de gosterilmistir.
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Sekil 181. Oksalat, Fe(l11) ve kompleksin dalga boyu tarama grafigi

Sekil 182. Oksalat, Fe(I11). Kompleks ve Kompleks 2. saatteki fiziksel gorind
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4.7.3. Standart ve Zamana bagh komplekslesme grafikleri (Plazma)

Standart ¢ozeltiden hazirlanan farkli derisimlere karsi kompleksin liganttan
farkl olarak verdigi 384, 590 nm dalga boylarinda elde edilen absorbansa gore derisime
kars1 absorbans grafigi elde edildi (Sekil 183). Olciimde olusacak hatalar, her derisimde
3 kez oOlgimin ortalamas: alinarak engellenmeye c¢alisiimigtir. Belirlenen zamanlarda
kompleksin absorbans degerlerindeki degisimler incelenerek zamana Kkarsi
komplekslesme miktar1 belirlendi (Sekil 184). Deneysel él¢imler sonucunda Fe(l11)’nin
Oksalat ile komplekslesme suresi 65 dk surdigl ve zamana bagli komplekslesme
miktarinin bu siire sonunda 76,64 ppm oldugu saptandi. Bu metod ile elde edilen
komplekslesme miktar1 ICP analizi ile dogrulanip uyumlu oldugu gozlendi.
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Sekil 183. [Oksalat -Fe**] kompleksinin standart grafigi

Zamana bagh komplekslesen Fe(l11)
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Sekil 184. [Oksalat -Fe**] kompleksinin zamana bagl komplekslesme miktari

4.7.4. FT-IR verileri ve Kompleksin optimize edilmis 3 boyutlu yapisi

Kompleksin IR spektrumu incelendiginde 3438 (O-H), 1672 (C=0), 519 (Fe-O)
gerilimlerine ait pikler gorulmektedir. Ligandin spektrumunda 519 (Fe-O) dalga
sayilarinda pikler bulunmamaktadir. Komplekslesme sirasinda iki oksim ligandi
hidrojen kopriisii olusturarak birer tane H* iyonu verirler. FT-IR spektrumunda bu O-H
baginin kuctlmesi ve kompleksteki piklerin kaymis olmasi komplekslesmenin oldugunu

gostermektedir.
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Sekil 186. [Oksalat -Fe**] kompleksinin FT-IR Spektrumu

Sekil 187. [Oksalat -Fe**] kompleksinin optimize edilmis 3 boyutlu yapis:

4.7.5. DOnusumlu Voltomogram (Siklik voltametre)

Kompleksinin  elektrokimyasal oOlcimi 100 mV/sn tarama hizinda
gerceklestirilmistir. Kompleksin CV’ si reversible (donusumli) olarak saptanmisdi.
Elde edilen egrilerden de goruldugu gibi yikseltgenme ve indirgenme pikleri elde
edilmistir. Kompleksin ligand ve Fe(Ill)” den farkli 0,49 V’ ta oksidasyon pik
potansiyeli gortlmustur. Ayni sekilde kompleksin ligand ve Fe(l11) *den farkl: olarak -
0,29 V V civarninda rediksiyon piki gozlendi. Bu piklerin kompleksin farkl
yukseltgenme  basamaklarina  indirgenip  yukseltgenmesinden  kaynaklandigi
distinulmektedir. Voltomogramda kompleks igin farkl pik potansiyellerinin gozlenmesi
diger analizlerle uyumlu olarak kompleks varligini desteklemektedir. Ayn1 zamanda
hem ligant hem de metal kompleksin negatif ve pozitif potansiyellerde elektrokimyasal
aktivite gostermesi elektro-aktif ©zellige sahip olduklarinin yani elektrokimyasal
calismalarda kullanilabilecegini gostermektedir. Ayrica yikseltgenme piklerine karsilik

indirgenme pikleri mevcut oldugundan bu olay dénustimli bir olaydr.
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Sekil 189. Oksalat ligandi, Fe (Ill), [4,5Db-1,3-disiilfonik asit-Fe**] kompleksinin donisimlii
voltomogram sonucu

4.7.6. Hucre kaltard ve Sitotoksisite

[Oksalat-Fe**] kompleksi icin yapilan sitotoksisite calismasinda 48 saat sonunda
farkli derisimlerde kontrole goére anlaml:i farkliliklar gézlenmedi. Kontrole gore
sitotoksik etkisi en yiksek olan derisim en disuk derisimli (50uM) metal kompleksi
oldugu ortaya cikti. (Cizelge.12). Aym zamanda doz miktar1 azaldikga sitotoksite
artmaktadir. DMSO ile kompleksin 12,5, 25, 50, 100 ve 200 uM ik derisim araliginda
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HUVEC zerine sitotoksik etkiye sahip olmadigi ve hicre proliferasyonunu
etkilemedigi hatta iyilestirici etkisi oldugu kontrolle aralarindaki farkin istatistiksel

olarak énemli olmadig: tespit edilmistir (p<0.05).

Cizelge 12. Kompleksin farkli derisimlerde HUVEC hucreleri tizerine sitotoksik etkisi
Kontrol Hiicre 1.Doz 2.Doz 3.Doz 4.Doz 5.Doz
(DMSO) | Mediumu | (200 pM) | (100 pM) | (50pM) (25 uM) | (12.5 pM)

Elisa
Sonuglart | 1108 | 1,032 0,896 0,867 0,848 0,842 0,784
%
Sitotoksite 6,85 19,13 21,75 23,46 24 24,29

Sekil 190. 12’lik plaga metal kompleks Sekil 191. 12’lik plaga metal kompleks
eklenmeden inkiibasyon o6ncesi mikroskobik eklenmeden inkibasyon dncesi mikroskobik

gorintisi (hicreler tutunmadan dnce) X10 goruntasu (hicreler tutunmadan 6nce) X20

Sekil 185°de de 12’lik plaga her kuyucuga 10* hiicre olacak sekilde HUVEC
hiicre serilerinden olusan hiicre suspansiyonunun goruntisi mevcuttur. Bu asamadan
sonra kontrol olarak DMSO ve 5 farkli dozda kompleks eklenerek ¢alismaya devam
edilmistir.
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sonrasi

Sekil 192. 1.Derisim (200 uM) sonrasi1 mikroskobik ~Sekil 193. 5. Derisim (12,5 pM)

gorinti 40X mikrosobik gorintti 40X

200 uM kompleks eklendikten 48 saat sonraki hiicre proliferasyonunun (Sekil
186) 12,5 uM kompleks eklenen gruba (Sekil 187) gore daha fazla oldugu ve diger
uygulanan derisimlerde 48 saat sonunda hiicre yogunlugu acgisindan ¢ok buyuk fark
yoktur. En fazla hiicre proliferasyonu 1. dozda (200 uM) tespit edilmistir.

RN

o)

£ 20 [
e 10

e, W

Medium 1.doz 2.doz 3.doz 4.doz 5.doz
(200uM) (100uM) (50uM) (25uM) (12,5uM)

Derisim

Sekil 194. [Oksalat-Fe**]’tin HUVEC hiicreleri (izerine sitotoksik etkisinin grafik ile gosterimi

Sekil 188’de kompleksin HUVEC hiicreleri Uzerine doza bagimli sitotoksik
etkisi gorulmektedir. Tum uygulanan dozlarda sitotoksik etki % 50’ nin altindadir.

Sitotoksisite degisen derisimlerde paralel bir etki gostermemektedir
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4.8. Piridin-2,6-dikarboksilik asit, Fe(lll) ve Kompleksin Dalga boyu

taramasi (Safsu)

Fe(Ill) ile Piridin-2,6-dikarboksilik ligand1 komplekslestirilerek, ligandin,
Fe(ll1l)’in ve kompleksin ayri ayri Uv-Vis spektrofotometresinde 200-800 nm
araliginda dalga boyu taramasi yapilmistir. Fe(lll) igin (A;): 228, 245,259,270,362 nm;
Piridin-2,6-dikarboksilik asit ligand: igin (Ay): 226, 243, 270,348 nm iken kompleks
icin (Asz): 228, 242, 272, 323 nm’ de pikler vermistir. Spektrumlar Sekil 195°de
gosterilmistir. Kompleksin ligand ve Fe(l11)” den farkli dalga boyunda pikler vermesi ve
kompleks renginin  tepkimeye girenlerden farkli olmasi tepkimenin ve

komplekslesmenin gerceklestigini gostermektedir (Sekil 196).

@ Aa-FaClisH:0
® Az Ligand
W A Kool

m L] ra0 (]

Dralps by {nm)]

Sekil 195. 2,6piridindikarboksilikasit, Fe(111) ve kompleksin dalga boyu tarama grafigi

Sekil 196. 2,6piridindikarboksilikasit, Fe(l11) Kompleks ve Kompleks 2. saatteki fiziksel gorinim

4.8.1. Standart ve Zamana bagh komplekslesme grafikleri (Safsu)

Standart cozeltiden hazirlanan farkli derisimlere karsi kompleksin liganttan
farkli olarak verdigi 323 nm dalga boylarinda elde edilen absorbansa gore derisime
kars1 absorbans grafigi elde edildi (Sekil 197). Olgiimde olusacak hatalar, her derisimde
3 kez Olciimiln ortalamas: alinarak engellenmeye calisiimistir. Belirlenen zamanlarda
kompleksin absorbans degerlerindeki  degisimler incelenerek zamana karsi
komplekslesme miktar: belirlendi (Sekil 197). Deneysel 6lgimler sonucunda Fe(111)’nin

Piridin-2,6-dikarboksilik ile komplekslesme stresi 120 dk surdigl ve zamana baglh
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komplekslesme miktarinin bu siire sonunda 76,64 ppm oldugu saptandi. Bu metod ile

elde edilen komplekslesme miktar1 ICP analizi ile dogrulanip uyumlu oldugu gozlendi.
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Sekil 197. [2,6piridindikarboksilikasit-Fe**] kompleksinin standart grafigi

Zamana bagh komplekslesen Fe(lIl)

Komplekslesme (ppm)

0 15 30 45 60 75 90 105 120 135 150 165 180 195

Zaman (dk)

e \(323nm)

Sekil 198. [2,6piridindikarboksilikasit-Fe*] kompleksinin zamana bagli komplekslesme miktar:

4.8.2. Piridin-2,6-dikarboksilik asit, Fe(lll) ve Kompleksin Dalga boyu

taramasi (Plazma)

Fe(lll) ile Piridin-2,6-dikarboksilikasit ligand: plazmada komplekslestirilerek,
ligandin, Fe(lll)’lin ve kompleksin Uv-Vis spektrofotometresinde 200-800 nm
araliginda dalga boyu taramasi yapilmistir. Fe(ll1) icin, (A1): 230, 260, 272, 452, 483
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nm; Ligand icin (Ay): 244, 265, 274, 292, 445 nm; Kompleks i¢in (A3): 225, 240, 272,
290, 365, 446 nm’ de pikler vermistir.

FEEFEEEES

i

Sekil 199. 2,6piridindikarboksilikasit, Fe(111) ve kompleksin dalga boyu tarama grafigi

Sekil 200. 2,6piridindikarboksilikasit, Fe(l11) Kompleks ve Kompleks 2. saatteki fiziksel gorinim

4.8.3. Standart ve Zamana bagh komplekslesme grafikleri (Plazma)

Standart cozeltiden hazirlanan farkli derisimlere karsi kompleksin liganttan
farkl: olarak verdigi 365 nm dalga boylarinda elde edilen absorbansa gore derisime
kars1 absorbans grafigi elde edildi (Sekil 201). Olgiimde olusacak hatalar, her derisimde
3 kez o6lgimin ortalamas: alinarak engellenmeye calisilmistir. Belirlenen zamanlarda
kompleksin  absorbans degerlerindeki  degisimler incelenerek zamana Kkarsi
komplekslesme miktar1 belirlendi (Sekil 202). Deneysel 6lcumler sonucunda Fe(l11)’nin
Piridin-2,6-dikarboksilik ile komplekslesme siresi 125 dk surdigl ve zamana baglh
komplekslesme miktarinin bu stire sonunda 80,96 ppm oldugu saptandi. Bu metod ile

elde edilen komplekslesme miktar1 ICP analizi ile dogrulanip uyumlu oldugu gozlendi.
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Sekil 201. [2,6piridindikarboksilikasit-Fe**] kompleksinin standart grafigi

Zamana bagh komplekslesen Fe(l11)

Komplekslesme (ppm)
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Sekil 202. [2,6piridindikarboksilikasit-Fe**] kompleksinin standart grafigi

4.8.4. FT-IR verileri ve Kompleksin optimize edilmis 3 boyutlu yapisi

Kompleksin IR spektrumu incelendiginde 3000-3400 cm™ (O-H), 3050-3100
cm? (C-H), 1702 cm™ (C=0), 1574 cm™ (C-N), 526 cm™ (Fe-0), 439 cm™ (Fe-N)
gerilimlerine ait pikler gériilmektedir. Ligandin spektrumunda 526 cm™ (Fe-O), 439
cm™? (Fe-N) dalga sayilarinda pikler bulunmamaktadir. Komplekslesme sirasinda OH
gerilme piki kaybolmustur. Ayni zamanda kompleksteki piklerin kaymis olmasi

komplekslesmenin oldugunu gostermektedir.
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Sekil 204. [2,6piridindikarboksilikasit-Fe**] kompleksinin standart grafigi

4.8.5. Donusumlt Voltomogram (Siklik voltametre)

Kompleksinin  elektrokimyasal 6lgumi 100 mV/sn tarama

gerceklestirilmistir. Kompleksin CV’ si reversible (donustmli) olarak saptanmisdi.
Elde edilen egrilerden de goruldugu gibi yukseltgenme ve indirgenme pikleri elde
edilmistir. Kompleksin ligand ve Fe(lll)’ den farklh 0,26 V, 0,53 V ve -0,27 V’ ta
oksidasyon pik potansiyelleri gorilmustir. Ayni sekilde kompleksin ligand ve Fe(lll)
’den farkl: olarak 0,15 V civarinda reduksiyon piki gozlendi. Bu piklerin kompleksin
farkli yukseltgenme basamaklarina indirgenip yukseltgenmesinden kaynaklandig:

disunulmektedir. Voltomogramda kompleks icin farkli pik potansiyellerinin gozlenmesi
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diger analizlerle uyumlu olarak kompleks varligini desteklemektedir. Ayn1 zamanda
hem ligant hem de metal kompleksin negatif ve pozitif potansiyellerde elektrokimyasal
aktivite gostermesi elektro-aktif 6zellige sahip olduklarinin yani elektrokimyasal
calismalarda kullanilabilecegini gostermektedir. Ayrica yikseltgenme piklerine karsilik

indirgenme pikleri mevcut oldugundan bu olay donustimli bir olaydir.
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Sekil 205 2,6piridindikarboksilikasit ligandinin donlsiimli voltomogram sonucu
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Sekil 206. 2 6piridindikarboksilikasit ligandi, Fe (I11), [2,6piridindikarboksilikasit-Fe**] kompleksinin

doénisuimli voltomogram sonucu
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Sekil 207. [2,6piridindikarboksilikasit-Fe**] kompleksinin optimize edilmis 3 boyutlu yapis

4.8.6. Hucre kulturd ve Sitotoksisite

[2,6piridindikarboksilikasit-Fe**] kompleksinde hiicre proliferasyonuna da
anlaml: farklar gozlenmedi. En yogun derisimde sitotoksite %12,26 olarak hesaplandi
(Cizelge.13).
[2,6piridindikarboksilikasit-Fe**]’tin HUVEC hiicre dizisine bu metal bilesiginin bittn
derisimlerde herhangi bir sitotoksik etki goOstermedigi tespit edildi. DMSO ile
kompleksin 12,5, 25, 50, 100 ve 200 puM lik derisim araliginda HUVEC Uzerine

Doz  dislrildikce bu  oran  azaldi.  Sonu¢ itibarnyla

sitotoksik etkiye sahip olmadigi ve hiicre proliferasyonunu etkilemedigi hatta iyilestirici
etkisi oldugu kontrolle aralarindaki farkin istatistiksel olarak 6nemli olmadig: tespit

edilmistir. (p<0.05).

Cizelge 13. Kompleksin farkl derisimlerde HUVEC hucreleri Gzerine sitotoksik etkisi

Kontrol Hucre 1.Doz 2.Doz 3.Doz 4.Doz 5.Doz
(DMSO) | Mediumu | (200 pM) | (100 pM) | (50uM) | (25 puM) | (12.5 pM)
Elisa
Sonuglan 1,862 0,843 0,768 0,781 0,834 0,860 0,882
%
Sitotoksite 2,20 10,90 9,36 3,24 8,26 0
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Sekil 208. 12’lik plaga metal kompleks Sekil 209. 12’lik plaga metal kompleks
eklenmeden inkilbasyon oncesi mikroskobik ~€klenmeden inkibasyon éncesi mikroskobik

gorintisti (hiicreler tutunmadan 6nce) X10 gérintlst (hicreler tutunmadan nce) X20

Sekil 208°de de 12’lik plaga her kuyucuga 10* hiicre olacak sekilde HUVEC
hiicre serilerinden olusan hiicre suspansiyonunun géruntisi mevcuttur. Bu asamadan
sonra kontrol olarak DMSO ve 5 farkli dozda kompleks eklenerek ¢alismaya devam

edilmistir.

Sekil 210. 1.Derisim (200 uM) sonras: Sekil 211. 5. Derisim (12,5 pM) sonrasi
mikroskobik goriintii 40X mikrosobik gorinti 40X

48 saat sonunda 200 uM [26piridindikarboksilikasit-Fe**] kompleksi ile
muamele edilen HUVEC hicrelerinde farklilik gézlenmemistir.

4.9. 8-Hidroksikinolin-5-sulfonik asit, Fe(ll11) ve Kompleksin Dalga boyu

taramasi (Safsu)

Fe(Il) ile 8-Hidroksikinolin-5-stlfonik asit ligandi komplekslestirilerek,
ligandin, Fe(lll)’in ve kompleksin Uv-Vis spektrofotometresinde 200-800 nm
araliginda dalga boyu taramasi yapilmistir. Fe(lll) igin (Ap): 228, 246, 259, 272, 362
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nm; 8-Hidroksikinolin-5-sulfonik asit, ligand1 igin (Ay): 251, 253, 272, 300, 387, 576
nm iken kompleks icin (As): 232, 259, 292, 342, 386, 438, 560 nm’ de pikler vermistir.
Spektrumlar Sekil 212°de gosterilmistir. Kompleksin ligand ve Fe(l11)’ den farkli dalga
boyunda pikler vermesi ve kompleks renginin tepkimeye girenlerden farkli olmasi

tepkimenin ve komplekslesmenin gergeklestigini gostermektedir (Sekil 213).

& Au-FeClLaBam
® Az-Ligand
® K- Kaspleke

X0

Sekil 213. 8-HQ-5-SA, Fe(l11), Kompleks ve Kompleks 2. saatteki fiziksel gorinim

4.9.1. Standart ve Zamana bagh komplekslesme grafikleri (Safsu)

Standart cozeltiden hazirlanan farkli derisimlere karsi kompleksin liganttan
farkli olarak verdigi 292, 342, 438, 560 nm dalga boylarinda elde edilen absorbansa
gore derisime kars: absorbans grafigi elde edildi (Sekil 214). Olglimde olusacak hatalar,
her derisimde 3 kez 6l¢limin ortalamasi alinarak engellenmeye calisiimistir. Belirlenen
zamanlarda kompleksin absorbans degerlerindeki degisimler incelenerek zamana karsi
komplekslesme miktar1 belirlendi (Sekil 215). Deneysel dl¢tiimler sonucunda Fe(l11) nin
8-HQ-5-SA ile komplekslesme siiresi 120 dk stirdigil ve zamana bagli komplekslesme
miktarinin bu slre sonunda 90,38 ppm oldugu saptandi. Bu metod ile elde edilen

komplekslesme miktari ICP analizi ile dogrulanip uyumlu oldugu gozlendi.
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Sekil 214. 8-HQ-5-SA, Fe(lll) ve kompleksin dalga boyu tarama grafigi

Zamana bagh komplekslesen Fe(lIl)
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Sekil 215. 8-HQ-5-SA, Fe(l11), Kompleks ve Kompleks 2. saatteki fiziksel gorinim

4.9.2. 8-Hidroksikinolin-5-stlfonik asit, Fe(l11) ve Kompleksin Dalga boyu

taramasi (Plazma)

Fe(lll) ile 8-Hidroksikinolin-5-stlfonik asi ligand: plazmada
komplekslestirilerek, ligandin, Fe(l11)’Un ve kompleksin Uv-Vis spektrofotometresinde
200-800 nm araliginda dalga boyu taramasi yapilmastir. Fe(l11) icin, (Az): 230, 260, 270,
343, 452, 483 nm; ligand icin, (Ay): 222, 255, 259, 293, 457, 586 nm; kompleks icin,
(A3): 233, 258, 316, 343, 397, 443, 574 nm’ de pikler vermistir.
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Sekil 216. 8-HQ-5-SA, Fe(lll) ve kompleksin dalga boyu tarama grafigi

Sekil 217. 8-HQ-5-SA, Fe(l11), Kompleks ve Kompleks 2. saatteki fiziksel gorinim

4.9.3. Standart ve Zamana bagh komplekslesme grafikleri (Plazma)

Standart cozeltiden hazirlanan farkli derisimlere karsi kompleksin liganttan
farkl olarak verdigi 316, 97, 443, 574 nm dalga boylarinda elde edilen absorbansa goére
derisime kars1 absorbans grafigi elde edildi (Sekil 218). Olgiimde olusacak hatalar, her
derisimde 3 kez Olcimin ortalamas: alinarak engellenmeye calisilmistir. Belirlenen
zamanlarda kompleksin absorbans degerlerindeki degisimler incelenerek zamana karsi
komplekslesme miktar: belirlendi (Sekil 219). Deneysel dl¢iimler sonucunda Fe(l11)’nin
8-HQ-5-SA ile komplekslesme siiresi 125 dk strdiigli ve zamana bagli komplekslesme
miktarinin bu stire sonunda 92,6 ppm oldugu saptandi. Bu metod ile elde edilen
komplekslesme miktari ICP analizi ile dogrulanip uyumlu oldugu gozlendi.
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Sekil 218. [8-HQ-5-SA-Fe*"] kompleksinin standart grafigi

Kompleslesme (ppm)

Zamana bagh komplekslegen Fe(l11)
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Sekil 219. [8-HQ-5-SA-Fe**] kompleksinin zamana bagli komplekslesme miktar:

4.9.4. FT-IR verileri ve Kompleksin optimize edilmis 3 boyutlu yapisi

Kompleksin IR spektrumu incelendiginde 3099 cm™ (O-H), 3442 cm™ (C-H),
1605 cm™ (C=N), 1305 cm™ (S=0), 968 cm™ (N-0), 567 cm™ (Fe-O) gerilimlerine
ait pikler goriilmektedir. Ligandin spektrumunda, 567 cm™ (Fe-O) dalga sayilarinda

pik bulunmamaktadir.

Kompleksteki piklerin kaymis olmasi komplekslesmenin

oldugunu gostermektedir.
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Sekil 220. 8-Hidroksikinolin-5-stlfonik asit ligandinin FT-IR Spektrumu
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Sekil 222. [8-HQ-5-SA-Fe*"] kompleksinin optimize edilmis 3 boyutlu yapis

4.9.5. Donusumli Voltomogram (Siklik voltametre: CV)

Kompleksinin  elektrokimyasal ~ 6lcimid 100 mV/sn tarama hizinda
gerceklestirilmistir. Kompleksin CV’ si reversible (donisumlu) olarak saptanmisdi.
Elde edilen egrilerden de goruldugu gibi yukseltgenme ve indirgenme pikleri elde
edilmistir. Kompleksin ligand ve Fe(l11)’ den farkli 0,56 V ve -0,27°ta oksidasyon pik
potansiyelleri gorilmastir. Ayni sekilde kompleksin ligand ve Fe(ll1) *den farkl: olarak
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00,30 V ve 0,48 V civarinda reduksiyon pikleri gozlendi. Bu piklerin kompleksin farkh
yukseltgenme  basamaklarina  indirgenip  yukseltgenmesinden  kaynaklandigi
disunulmektedir. Voltomogramda kompleks icin farkli pik potansiyellerinin gozlenmesi
diger analizlerle uyumlu olarak kompleks varligint desteklemektedir. Ayni zamanda
hem ligant hem de metal kompleksin negatif ve pozitif potansiyellerde elektrokimyasal
aktivite gostermesi elektro-aktif ©zellige sahip olduklarinin yani elektrokimyasal
calismalarda kullanilabilecegini gostermektedir. Ayrica yikseltgenme piklerine karsilik

indirgenme pikleri mevcut oldugundan bu olay dénustimli bir olaydir.
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5.0 = Ligand [8-H-5A] '
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Sekil 223. 8-HQ-5-SA ligandin dénlsumli voltomogram sonucu
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Sekil 224. 8-HQ-5-SA, Fe (I11), [8-HQ-5-SA -Fe”"] kompleksinin donistimli voltomogram sonucu

4.9.6. Hucre Kalturu ve Sitotoksisite

[8-HQ-5-SA-Fe**] kompleksi icin yapilan sitotoksisite calismasinda 1. ve 2.
derisimlerde kontrole gore anlaml fark goruldu. Fakat doz dustrildiglinde etkilenen
hicre oraninin yani sitotoksitenin azaldigi ama degerlerin biyik oldugu gozlendi.
Kontrole gore sitotoksik etkisi en yiksek olan 2. blyuk derigimli (100uM) kompleksin
oldugu ortaya ¢ikt1 (Cizelge 14). DMSO ile kompleksin 12,5, 25 ve 50 uM lik derisim
araliginda HUVEC zerine sitotoksik etkiye sahip olmadig: ve hiicre proliferasyonunu
etkilemedigi tespit edilmistir (p>0.05).

Cizelge 14. Kompleksin farkl: derisimlerde HUVEC hiicreleri tzerine sitotoksik etkisi

Kontrol Hucre 1.Doz 2.Doz 3.Doz 4.Doz 5.Doz
(DMSO) | Mediumu | (200 pM) | (100 pM) | (50puM) (25 pM) | (12.5 pM)
Elisa
Sonuglan 1,202 | 1,097 0,591 0,584 0,687 0,904 0,882
%
Sitotoksite 8,173 50,92 51,41 42,84 24,79 26,62
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Sekil 225. 12’lik plaga metal kompleks Sekil 226. 12’lik plaga metal kompleks
eklenmeden inkiibasyon &ncesi mikroskobik eklenmeden inkibasyon &ncesi mikroskobik

goruntisd (hicreler tutunmadan 6nce) X10 gorintisi (hicreler tutunmadan 6nce) X20

Sekil 225°de de 12’lik plaga her kuyucuga 10* hiicre olacak sekilde HUVEC
hiicre serilerinden olusan hiicre suspansiyonunun goruntusii mevcuttur. Bu asamadan
sonra kontrol olarak DMSO ve 5 farkli dozda kompleks eklenerek caligmaya devam
edilmistir.

Sekil 227. 1.Derisim (200 uM) sonrast Sekil 228. 5. Derisim (12,5 puM) sonrast
mikroskobik goriintl 40X mikrosobik grtintii 40X

100 uM kompleks eklendikten 48 saat sonraki hiicre proliferasyonunun (Sekil
226) 25 uM kompleks eklenen gruba (Sekil 227) gére daha az oldugu ve diger
uygulanan derisimlerde 48 saat sonunda hiicre yogunlugu acgisindan ¢ok buyuk fark

yoktur. En fazla hicre proliferasyonu 4. dozda (25 pM) tespit edilmistir.
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Sekil 229. [8-HQ-5-SA-Fe**]’iin HUVEC hiicreleri iizerine sitotoksik etkisinin grafik ile gosterimi

Sekil 228’de kompleksin HUVEC hiicreleri Uzerine doza bagimli sitotoksik
etkisi gorulmektedir. 1. ve 2. dozda sitotoksik etki % 50’ nin Gzerinde iken 3. 4. ve 5.
dozda daha duslk degerler gorulmektedir. Sitotoksisite degisen derisimlerde paralel bir

etki gostermektedir.

4.10. Salisilik Asit, Fe(l11) ve Kompleksin Dalga boyu taramasi (Saf-su)

Fe(lll) ile salisilik asit ligand1 komplekslestirilerek, ligandin, Fe(Ill)’Un ve
kompleksin Uv-Vis spektrofotometresinde 200-800 nm araliginda dalga boyu taramasi
yapilmustir. Fe(111) icin (A1): 220, 256, 268, 272, 362 nm; salisilik asit ligandi igin (A):
227, 246, 259, 269, 340 nm iken kompleks icgin (A3z): 227, 258, 270, 362, 510, 620 nm’
de pikler vermistir. Spektrumlar Sekil 230°da gosterilmistir. Kompleksin ligand ve
Fe(lll)” den farklh dalga boyunda pikler vermesi ve kompleks renginin tepkimeye
girenlerden farkli olmas: tepkimenin ve komplekslesmenin gerceklestigini
goOstermektedir (Sekil 231).
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Sekil 230. Salisilik asit, Fe(l11) ve kompleksin dalga boyu tarama grafigi
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Sekil 231. Salisilik asit, Fe(l1), Kompleks ve Kompleks 2. saatteki fiziksel gorinim

4.10.1. Standart ve Zamana bagh komplekslesme grafikleri (Safsu)

Standart cozeltiden hazirlanan farkli derisimlere karsi kompleksin liganttan
farkli olarak verdigi 362, 510, 620 nm dalga boylarinda elde edilen absorbansa goére
derisime kars1 absorbans grafigi elde edildi (Sekil 232). Olgiimde olusacak hatalar, her
derisimde 3 kez Olcimin ortalamas: alinarak engellenmeye calisilmistir. Belirlenen
zamanlarda kompleksin absorbans degerlerindeki degisimler incelenerek zamana karsi
komplekslesme miktar: belirlendi (Sekil 233). Deneysel dl¢tiimler sonucunda Fe(l11)’nin
salisilik asit ile komplekslesme siiresi 150 dk strdiigl ve zamana bagh komplekslesme
miktarinin bu stre sonunda 93,2 ppm oldugu saptandi. Bu metod ile elde edilen

komplekslesme miktari ICP analizi ile dogrulanip uyumlu oldugu gozlendi.
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Sekil 232. [Salisilikasit-Fe**] kompleksinin standart grafigi
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Sekil 233. [Salisilikasit-Fe**] kompleksinin zamana bagl: komplekslesme miktar:

4.10.2. Salisilik Asit, Fe(l11) ve Kompleksin Dalga boyu taramasi (Plazma)
Fe(lll) ile salisilik asit ligandi plazmada komplekslestirilerek, ligandin,
Fe(l11)’Gn ve kompleksin Uv-Vis spektrofotometresinde 200-800 nm aralhiginda dalga
boyu taramas: yapilmistir. Fe(lll) igin, (A): 230, 258, 270, 282, 327, 480 nm; ligand
icin (Ay): 228, 241, 258, 270, 443 nm; Kompleks icin (As): 257, 272, 323, 394, 444,
542, 654 nm’de pikler vermistir.
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Sekil 234. Salisilik asit, Fe(l11) ve kompleksin dalga boyu tarama grafigi

Sekil 235. Salisilik asit, Fe(l11) ve kompleksin dalga boyu tarama grafigi
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4.10.3. Standart ve Zamana bagh komplekslesme grafikleri (Plazma)

Standart ¢ozeltiden hazirlanan farkli derisimlere karsi kompleksin liganttan
farkl olarak verdigi 394, 542, 654 nm dalga boylarinda elde edilen absorbansa gore
derisime kars1 absorbans grafigi elde edildi (Sekil 236). Olgiimde olusacak hatalar, her
derisimde 3 kez Olgumin ortalamas: alinarak engellenmeye calisilmistir. Belirlenen
zamanlarda kompleksin absorbans degerlerindeki degisimler incelenerek zamana karsi
komplekslesme miktar1 belirlendi (Sekil 237). Deneysel élgimler sonucunda Fe(l111)’nin
salisilik asit ile komplekslesme suresi 155 dk surdiigli ve zamana bagli komplekslesme
miktarinin bu siire sonunda 95,2 ppm oldugu saptandi. Bu metod ile elde edilen

komplekslesme miktar1 ICP analizi ile dogrulanip uyumlu oldugu gozlendi.
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Sekil 236. [Salisilikasit-Fe**] kompleksinin standart grafigi
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Sekil 237. [Salisilikasit-Fe**] kompleksinin zamana baglh komplekslesme miktar:

4.10.4. FT-IR verileri ve Kompleksin optimize edilmis 3 boyutlu yapisi

Kompleksin IR spektrumu incelendiginde 3384 cm™ (O-H), 3110 cm™ (C-H
(ar)), 1604 cm™ (C=0), 586 cm™ (Fe-O) gerilimlerine ait pikler goriilmektedir.
Ligandin spektrumunda 586 cm™ (Fe-O) dalga sayilarinda pikler bulunmamaktadir.
Komplekslesme sirasinda OH gerilme piki kigilmustur. Aym zamanda kompleksteki

piklerin kaymis olmasi komplekslesmenin oldugunu gostermektedir.

-----

Sekil 238. Salisilik asit ligandinin FT-IR Spektrumu
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Sekil 239. [Salisilikasit-Fe**] kompleksin FT-IR Spektrumu

Sekil 240. [Salisilikasit-Fe**] kompleksin optimize edilmis 3 boyutlu yapis

4.10.5. Dénusumli Voltomogram (Siklik voltametre: CV )

Kompleksinin  elektrokimyasal 6lgumi 100 mV/sn tarama

gerceklestirilmistir. Kompleksin CV’ si reversible (donustmli) olarak saptanmisdi.
Elde edilen egrilerden de goruldugu gibi yukseltgenme ve indirgenme pikleri elde
edilmistir. Kompleksin ligand ve Fe(lll)” den farkli 0,54 V ve -0,26 V ’ta oksidasyon
pik potansiyelleri gorilmistir. Aymt sekilde kompleksin ligand ve Fe(lll) *den farkl:
olarak 0,14 V civarinda reduksiyon piki gozlendi. Bu piklerin kompleksin farkh

yukseltgenme  basamaklarina  indirgenip  yukseltgenmesinden  kaynaklandigi
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dustunulmektedir. Voltomogramda kompleks icin farkli pik potansiyellerinin gdzlenmesi
diger analizlerle uyumlu olarak kompleks varligini desteklemektedir. Ayn1 zamanda
hem ligant hem de metal kompleksin negatif ve pozitif potansiyellerde elektrokimyasal
aktivite gostermesi elektro-aktif ozellige sahip olduklarinin yani elektrokimyasal
calismalarda kullanilabilecegini gostermektedir. Ayrica ylkseltgenme piklerine karsilik

indirgenme pikleri mevcut oldugundan bu olay donustimli bir olaydir.
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Sekil 242. Salisilik asit, Fe (111, [Salisilikasit-Fe**] kompleksinin déniisiimlii voltomogram sonucu

4.10.6. Hicre Kultura ve Sitotoksisite

[Salisilikasit-Fe**] kompleksi icin yapilan sitotoksisite calismasinda 48 saat
sonunda farkl derisimlerde kontrole gore anlaml: farkliliklar gézlenmedi. Kontrole gore
sitotoksik etkisi en ylksek olan en yiksek derisimli (200uM) metal kompleksi oldugu
ortaya ¢ikti. (Cizelge 15). Ayni zamanda doz miktar1 azaldikca sitotoksite paralel bir
sekilde azalmaktadir. DMSO ile kompleksin 12,5, 25, 50, 100 ve 200 uM lik derisim
araliginda HUVEC (zerine sitotoksik etkiye sahip olmadig: ve hiicre proliferasyonunu

etkilemedigi tespit edilmistir (p>0.05).

Cizelge 15. Kompleksin farkl: derisimlerde HUVEC hicreleri tizerine sitotoksik etkisi

Kontrol Hucre 1.Doz 2.Doz 3.Doz 4.Doz 5.Doz
(DMSO) | Mediumu | (200 pM) | (100pM) | (50pM) | (25pM) | (125 uM)
Elisa
Sonuglan 1,201 | 1,102 0,742 0,942 0,985 0,997 1,004
%
Sitotoksite 8,24 38,21 21,56 17,98 16,98 16,40

Sekil 243. 12’lik plaga metal kompleks

Sekil 243, metal

eklenmeden

12’lik  plaga

inklibasyon

kompleks

oncesi  mikroskobik €klenmeden inkibasyon dncesi mikroskobik

goruntiisii (hiicreler tutunmadan dnce) X10 gérintlst (hicreler tutunmadan nce) X20

Sekil 243°de de 12’lik plaga her kuyucuga 10* hiicre olacak sekilde HUVEC

hicre serilerinden olusan hicre stspansiyonunun goriintiisi mevcuttur. Bu asamadan
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sonra kontrol olarak DMSO ve 5 farkli dozda kompleks eklenerek caligmaya devam

edilmistir.

Sekil 244. 1.Derisim (200 pM) sonrasi Sekil 245. 5. Derisim (125 pM)  sonrasi
mikroskobik gorintl 40X mikrosobik goriintdi 40X

200 uM kompleks eklendikten 48 saat sonraki htcre proliferasyonunun (Sekil
245) 12,5 uM kompleks eklenen gruba (Sekil 246) gore daha az oldugu ve diger
uygulanan derisimlerde 48 saat sonunda hiicre yogunlugu acgisindan ¢ok buyuk fark
yoktur. En fazla hiicre proliferasyonu 5. dozda (12,5 uM) tespit edilmistir.

o
w
o\o O 'J T T T T T

Medium 1.doz 2.doz 3.doz 4.doz 5.doz
(200uM) (100puM) (50puM) (25uM) (12,5uM)

Derigim

Sekil 246. [Salisilikasit-Fe**]’tin HUVEC hiicreleri iizerine sitotoksik etkisinin grafik ile gosterimi

Sekil 246°da kompleksin HUVEC hicreleri zerine doza bagiml sitotoksik
etkisi gorulmektedir. Tum uygulanan dozlarda sitotoksik etki % 50’ nin altindadir.

Sitotoksisite degisen derisimlerde paralel bir etki gostermemektedir.
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4.11. Nitrilotriasetikasit, Fe(I11) ve Kompleksin Dalga boyu taramas: (Saf-

su)

Fe(I) ile nitrilotriasetikasit ligandi komplekslestirilerek, ligandin, Fe(l11)’in ve
kompleksin Uv-Vis spektrofotometresinde 200-800 nm araliginda dalga boyu taramasi
yapilmastir. Fe(111) icin (Ap): 228, 245, 259, 270, 362 nm; nitrilotriasetikasit ligandi icin
(A2): 220, 235, 244, 252, 356 nm iken kompleks icin (As): 244, 250, 271, 320 nm’de
pikler vermistir. Spektrumlar Sekil 247°de gosterilmistir. Kompleksin ligand ve Fe(I11)’
den farkli dalga boyunda pikler vermesi ve kompleks renginin tepkimeye girenlerden
farkli olmasi tepkimenin ve komplekslesmenin gerceklestigini gostermektedir (Sekil
248).
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Sekil 247. NTA, Fe(l11) ve kompleksin dalga boyu tarama grafigi

Sekil 248. NTA, Fe(lll). Kompleks ve Kompleks 2. saatteki fiziksel goriniim

4.11.1. Standart ve Zamana bagh komplekslesme grafikleri (Safsu)

Standart ¢Ozeltiden hazirlanan farkli derisimlere karsi kompleksin liganttan
farkli olarak verdigi 320 nm dalga boylarinda elde edilen absorbansa goére derisime
kars1 absorbans grafigi elde edildi (Sekil 249). Olgiimde olusacak hatalar, her derisimde
3 kez ol¢limin ortalamas: alinarak engellenmeye calisiimistir. Belirlenen zamanlarda
kompleksin  absorbans degerlerindeki  degisimler incelenerek zamana Kkarsi
komplekslesme miktar1 belirlendi (Sekil 250). Deneysel dl¢tiimler sonucunda Fe(l11)’nin
NTA ile komplekslesme siresi 105 dk slrdugi ve zamana baglhi komplekslesme
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miktarinin bu siire sonunda 87,7 ppm oldugu saptandi. Bu metod ile elde edilen
komplekslesme miktar1 ICP analizi ile dogrulanip uyumlu oldugu gozlendi.
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Sekil 250. [NTA-Fe**] kompleksinin zamana baglh komplekslesme miktar:

4.11.2. Nitrilotriasetikasit, Fe(Ill) ve Kompleksin Dalga boyu taramasi

(Plazma)

Fe(lll) ile nitrilotriasetikasit ligand: plazmada komplekslestirilerek, ligandin,
Fe(I11)’0n ve kompleksin Uv-Vis spektrofotometresinde 200-800 nm araliginda dalga
boyu taramas: yapilmistir. Fe(lll) icin (A;): 230, 260, 270, 280, 483, 585 nm;
nitrilotriasetikasit ligandi icin (Ay): 228, 235, 259, 268, 324,480 nm; kompleks icin
(Az): 227, 258, 362, 484 nm’de pikler vermistir.
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Sekil 251. NTA, Fe(l11) ve kompleksin dalga boyu tarama grafigi

Sekil 252. NTA, Fe(lll). Kompleks ve Kompleks 2. saatteki fiziksel goriniim

4.11.3. Standart ve Zamana bagh komplekslesme grafikleri (Plazma)

Standart cozeltiden hazirlanan farkli derisimlere karsi kompleksin liganttan
farkli olarak verdigi 362 nm dalga boylarinda elde edilen absorbansa goére derisime
kars1 absorbans grafigi elde edildi (Sekil 253). Olgiimde olusacak hatalar, her derisimde
3 kez ol¢limin ortalamas: alinarak engellenmeye calisiimistir. Belirlenen zamanlarda
kompleksin absorbans degerlerindeki  degisimler incelenerek zamana karsi
komplekslesme miktar: belirlendi (Sekil 254). Deneysel dl¢tiimler sonucunda Fe(l11)’nin
NTA ile komplekslesme siresi 110 dk surdigi ve zamana bagli komplekslesme
miktarinin bu stre sonunda 89,9 ppm oldugu saptandi. Bu metod ile elde edilen

komplekslesme miktar1 ICP analizi ile dogrulanip uyumlu oldugu gozlendi.
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Sekil 254. NTA-Fe**] kompleksinin zamana bagli komplekslesme miktar:

4.11.4. FT-IR verileri ve Kompleksin optimize edilmis 3 boyutlu yapisi

Kompleksin IR spektrumu incelendiginde 3426 cm™ (O-H), 3040 cm™ (C-H),
1730 cm™ (C=0), 564 cm™ (Fe-O) gerilimlerine ait pikler gorilmektedir. Ligandin
spektrumunda 564 cm™ (Fe-O) dalga sayilarinda pikler bulunmamaktadir.
Komplekslesme sirasinda OH gerilme piki kictlmustir. Ayn1 zamanda kompleksteki

piklerin kaymis olmasi komplekslesmenin oldugunu gostermektedir.
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Sekil 257. NTA-Fe**] kompleksinin optimize edilmis 3 boyutlu yapis
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4.11.5. D6nusumli Voltomogram (Siklik voltametre: CV)

Kompleksinin  elektrokimyasal ~Olcimi 100 mV/sn tarama hizinda
gerceklestirilmistir. Kompleksin CV’ si reversible (donisumlu) olarak saptanmisdi.
Elde edilen egrilerden de goruldugu gibi yikseltgenme ve indirgenme pikleri elde
edilmistir. Kompleksin ligand ve Fe(lll)’ den farkli 0,25 V, 0,51 V ve -0,28 V’ta
oksidasyon pik potansiyelleri gorilmustur. Ayni sekilde kompleksin ligand ve Fe(lll)
"den farkli olarak 0,11 V civarinda reduksiyon piki gozlendi. Bu piklerin kompleksin
farkl: ylkseltgenme basamaklarina indirgenip yiikseltgenmesinden kaynaklandigi
disunulmektedir. Voltomogramda kompleks igin farkli pik potansiyellerinin gozlenmesi
diger analizlerle uyumlu olarak kompleks varligini desteklemektedir. Ayn1 zamanda
hem ligant hem de metal kompleksin negatif ve pozitif potansiyellerde elektrokimyasal
aktivite gostermesi elektro-aktif ozellige sahip olduklarinin yani elektrokimyasal
calismalarda kullanilabilecegini gostermektedir. Ayrica yikseltgenme piklerine karsilik

indirgenme pikleri mevcut oldugundan bu olay dénustimli bir olaydir.
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Sekil 258. NTA ligandinin dénistimli voltomogram sonucu
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Sekil 259. NTA, Fe (111), [NTA-Fe**] kompleksinin déniisiimlii voltomogram sonucu

4.11.6. Hucre kalttrt ve sitotoksisite

[NTA-Fe**] kompleksi icin yapilan sitotoksisite calismasinda 48 saat sonunda
farkl: derisimlerde kontrole gore anlamli farkliliklar gézlenmemekle birlikte 1. Dozda
yuksek bir sitotoksik etki gorilmektedir. Kontrole gore sitotoksik etkisi en ylksek olan
en yuksek derisimli (200uM) metal kompleksi oldugu ortaya cikti. (Cizelge.6). Ayni
zamanda doz miktar1 azaldikca sitotoksite paralel bir sekilde azalmaktadir. DMSO ile
kompleksin 12,5, 25, 50, 100 ve 200 puM lik derisim araliginda HUVEC uzerine
sitotoksik etkiye sahip olmadigi ve hicre proliferasyonunu etkilemedigi tespit
edilmistir. (p>0.05).

Cizelge 16. Kompleksin farkli derisimlerde HUVEC hiicreleri Uzerine sitotoksik etkisi

Kontrol Hicre 1.Doz 2.Doz 3.Doz 4.Doz 5.Doz
(DMSO) | Mediumu | (200 pM) | (100 pM) | (50uM) (25 pM) | (12.5 pM)
Elisa
Sonuglan 1,224 | 1,113 0,703 0,981 0,849 0,962 0,974
%
Sitotoksite 8,24 42,56 19,85 30,63 21,40 20,42
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Sekil 260. 12’lik plaga metal kompleks Sekil 261. 12’lik plaga metal kompleks
eklenmeden inkiibasyon o©ncesi mikroskobik eklenmeden inkiibasyon 6ncesi mikroskobik

gorintisi (hicreler tutunmadan 6nce) X10 goriintiist (hicreler tutunmadan 6nce) X20

Sekil 262°de de 12’lik plaga her kuyucuga 10* hiicre olacak sekilde HUVEC
hlcre serilerinden olusan hicre stspansiyonunun goriintlisi mevcuttur. Bu asamadan
sonra kontrol olarak DMSO ve 5 farkli dozda kompleks eklenerek caligmaya devam

edilmistir.

Sekil 262. 1.Derisim (200 uM) sonrasi Sekil 263. 2. Derisim (100 pM)  sonrast
mikroskobik gériintii 40X mikrosobik goriinti 40X

200 uM kompleks eklendikten 48 saat sonraki hucre proliferasyonunun (Sekil
262) 12,5 uM kompleks eklenen gruba (Sekil 263) gore daha az oldugu ve diger
uygulanan derisimlerde 48 saat sonunda hicre yogunlugu acgisindan ¢ok buyuk fark

yoktur. En fazla hiicre proliferasyonu 2. dozda (100 uM) tespit edilmistir.
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Sekil 264. [NTA-Fe*]’iin HUVEC hiicreleri iizerine sitotoksik etkisinin grafik ile gdsterimi

Sekil 264’de kompleksin HUVEC hiicreleri Uzerine doza bagimli sitotoksik
etkisi gortlmektedir. Tum uygulanan dozlarda sitotoksik etki % 50’ nin altindadir.

Sitotoksisite degisen derisimlerde paralel bir etki géstermemektedir.

4.12. Sitrik asit Fe(l11)ve Kompleksin Dalga boyu taramasi (Saf-su)

Fe(lll) ile sitrik asit ligandi komplekslestirilerek, ligandin, Fe(lll)’Gn ve
kompleksin Uv-Vis spektrofotometresinde 200-800 nm araliginda dalga boyu taramasi
yapilmustir. Fe(l1) igin (Az): 220, 252, 268, 271, 362 nm; sitrik asit ligand1 igin (A):
222, 251, 270, 280, 364 nm iken kompleks icin (A3): 220, 232, 260, 271, 362, 572 nm’
de pikler vermistir. Spektrumlar Sekil 265’de gosterilmistir. Kompleksin ligand ve
Fe(lll)’ den farklh dalga boyunda pikler vermesi ve kompleks renginin tepkimeye
girenlerden farkli olmas: tepkimenin ve komplekslesmenin gerceklestigini

gostermektedir (Sekil 266).

" 00 o ) S ™ B
alga boys fnm)

Sekil 265. Sitrik asit, Fe(l11) ve kompleksin dalga boyu tarama grafigi
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Sekil 266. Sitrik asit, Fe(l11), Kompleks ve Kompleks 2. saatteki fiziksel gorinim

4.12.1. Standart ve Zamana bagh komplekslesme grafikleri (Safsu)

Standart cozeltiden hazirlanan farkli derisimlere karsi kompleksin liganttan
farkli olarak verdigi 232, 260, 572 nm dalga boylarinda elde edilen absorbansa goére
derisime kars1 absorbans grafigi elde edildi (Sekil 267). Olgiimde olusacak hatalar, her
derisimde 3 kez Olcimin ortalamas: alinarak engellenmeye calisilmistir. Belirlenen
zamanlarda kompleksin absorbans degerlerindeki degisimler incelenerek zamana karsi
komplekslesme miktar: belirlendi (Sekil 268). Deneysel dl¢tiimler sonucunda Fe(l11) nin
sitrik asit ile komplekslesme stresi 135 dk surdiigi ve zamana bagli komplekslesme
miktarinin bu stre sonunda 86,5 ppm oldugu saptandi. Bu metod ile elde edilen

komplekslesme miktari ICP analizi ile dogrulanip uyumlu oldugu gézlendi.
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Sekil 267. . [Sitrikasit -Fe**] kompleksinin standart grafigi
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Sekil 268. . [Sitrikasit -Fe**] kompleksinin standart grafigi

4.12.2. Sitrik asit, Fe(111) ve Kompleksin Dalga boyu taramasi ( Plazma)

Fe(I) ile sitrik asit ligand1 plazmada komplekslestirilerek, ligandin, Fe(I11)’Un
ve kompleksin Uv-Vis spektrofotometresinde 200-800 nm arasinda dalga boyu taramasi
yapilmstir. Fe(ll1) icin (A;): 230, 258, 270, 282, 325, 452, 483 nm; ligand icin (A,):
226, 234, 259, 293, 402, 457 nm; Kompleks icin (A3): 226, 268, 290, 310, 456 nm’ de
pikler vermistir.
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Sekil 269. Sitrik asit, Fe(l11) ve kompleksin dalga boyu tarama grafigi
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Sekil 270. Sitrik asit, Fe(l11), Kompleks ve Kompleks 2. saatteki fiziksel gorinim
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4.13.3. Standart ve Zamana bagh komplekslesme grafikleri (Plazma)

Standart ¢ozeltiden hazirlanan farkli derisimlere karsi kompleksin liganttan
farkl olarak verdigi 268, 290, 310 nm dalga boylarinda elde edilen absorbansa gore
derisime kars1 absorbans grafigi elde edildi (Sekil 271). Ol¢iimde olusacak hatalar, her
derisimde 3 kez Olgumin ortalamas: alinarak engellenmeye calisilmistir. Belirlenen
zamanlarda kompleksin absorbans degerlerindeki degisimler incelenerek zamana karsi
komplekslesme miktar1 belirlendi (Sekil 272). Deneysel élgimler sonucunda Fe(l111)’nin
sitrik asit ile komplekslesme suresi 140 dk surdigl ve zamana bagli komplekslesme
miktarinin bu stire sonunda 87,36 ppm oldugu saptandi. Bu metod ile elde edilen
komplekslesme miktar1 ICP analizi ile dogrulanip uyumlu oldugu gozlendi.
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Sekil 271. [Sitrikasit-Fe**] kompleksinin standart grafigi

Zamana bagh komplekslesen Fe(l11)
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Sekil 272. [Sitrikasit -Fe**] kompleksinin zamana bagl komplekslesme miktar

4.12.4. FT-IR verileri ve Kompleksin optimize edilmis 3 boyutlu yapisi
Kompleksin IR spektrumu incelendiginde 3397 cm™ (O-H), 1727 cm™ (C=0),
505 cm™  (Fe-O) gerilimlerine ait pikler goriilmektedir. Ligandin spektrumunda 505
cm™ (Fe-O) dalga sayilarinda pikler bulunmamaktadir. Komplekslesme sirasinda OH
gerilme piki kiculmustir. Aym zamanda kompleksteki piklerin kaymis olmasi

komplekslesmenin oldugunu gdstermektedir.
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Sekil 274. [Sitrikasit-Fe**] kompleksin FT-IR Spektrumu
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Sekil 275. [Sitrikasit -Fe**] kompleksin optimize edilmis 3 boyutlu yapis

4.12.5. Dontsumlt Voltomogram (Siklik voltametre)

Kompleksinin  elektrokimyasal 6lcimi 100 mV/sn tarama hizinda
gerceklestirilmistir. Kompleksin CV’ si reversible (dontsumli) olarak saptanmisdi.
Elde edilen egrilerden de gorildigu gibi ylkseltgenme ve indirgenme pikleri elde
edilmistir. Kompleksin ligand ve Fe(lll)’ den farkl: 0,25 V 0,55 V ve -0,27 V’ta
oksidasyon pik potansiyelleri goralmustir. Ayni sekilde kompleksin ligand ve Fe(lll)
"den farkli olarak 0,21 V civarinda reduksiyon piki gozlendi. Bu piklerin kompleksin
farkli ylkseltgenme basamaklarina indirgenip yiikseltgenmesinden kaynaklandigi
dusunulmektedir. Voltomogramda kompleks icin farkli pik potansiyellerinin gdzlenmesi
diger analizlerle uyumlu olarak kompleks varligin1 desteklemektedir. Ayn1 zamanda
hem ligant hem de metal kompleksin negatif ve pozitif potansiyellerde elektrokimyasal
aktivite gostermesi elektro-aktif ozellige sahip olduklarinin yani elektrokimyasal
calismalarda kullanilabilecegini gostermektedir. Ayrica ylkseltgenme piklerine karsilik

indirgenme pikleri mevcut oldugundan bu olay donustmli bir olaydir.
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Sekil 277. Sitrik asit, Fe (1), [Sitrikasit-Fe- | kompleksinin donustimli voltomogram sonucu

4.12.6. Hucre kaltarua ve Sitotoksisite

[Sitrik asit-Fe**] kompleksi icin yapilan sitotoksisite calismasinda 1. derisimde
kontrole gére anlamli fark goraldi. (Cizelge.17). Kontrole gore sitotoksik etkisi en
yuksek olan en yiiksek derisimli (200uM) metal kompleksi oldugu ortaya ¢ikti. (Cizelge
17). Aym1 zamanda doz miktar1 azaldik¢a sitotoksite paralel bir sekilde azalmaktadir.
DMSO ile kompleksin 12,5, 25, 50 ve 100 uM lik derisim araliginda HUVEC Uzerine
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sitotoksik etkiye sahip olmadigi ve hicre proliferasyonunu etkilemedigi tespit
edilmistir. (p>0.05).

Cizelge 17. Kompleksin farkl derisimlerde HUVEC hiicreleri tizerine sitotoksik etkisi

Kontrol Hicre 1.Doz 2.Doz 3.Doz 4.Doz 5.Doz
(DMSO) Mediumu (200 pM) (100 pM) (50pM) (25 uM) | (12.5 pM)

Elisa
Sonuglar 1,183 | 1,075 0,588 0,971 0,994 1,002 1,045
%
Sitotoksite 9,12 50,29 17,92 15,97 15,30 11,66

Sekil 278. 12’lik plaga metal kompleks Sekil 279. 12’lik plaga metal kompleks
eklenmeden inkilbasyon 6ncesi mikroskobik eklenmeden inkiibasyon &ncesi mikroskobik

goriintiist (hicreler tutunmadan 6nce) X10 gorintasu (hicreler tutunmadan 6nce) X20

Sekil 228’de de 12’lik plaga her kuyucuga 10* hiicre olacak sekilde HUVEC
hlcre serilerinden olusan hicre stspansiyonunun goriintlisi mevcuttur. Bu asamadan
sonra kontrol olarak DMSO ve 5 farkli dozda kompleks eklenerek ¢alismaya devam
edilmistir.
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Sekil 280. 1.Derisim (200 uM) sonrasi Sekil 281. 5. Derisim (12,5 uM)  sonras:
mikroskobik goriintt 40X mikrosobik gorintl 40X

100 uM kompleks eklendikten 48 saat sonraki hiicre proliferasyonunun (Sekil
230) 25 puM kompleks eklenen gruba (Sekil 231) gbre daha az oldugu ve diger
uygulanan derisimlerde 48 saat sonunda hiicre yogunlugu agisindan cok buyik fark

yoktur. En fazla hiicre proliferasyonu 5. dozda (12,5 uM) tespit edilmistir.
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Sekil 282. [Sitrik asit-Fe**] *tin HUVEC hiicreleri tizerine sitotoksik etkisinin grafik ile gdsterimi

Sekil 232’de kompleksin HUVEC hicreleri zerine doza bagiml sitotoksik
etkisi gorilmektedir. 1. dozda sitotoksik etki % 50’ nin Uzerinde iken 2. 3. 4. ve 5.
dozda daha duslk degerler gorulmektedir. Sitotoksisite degisen derisimlerde paralel bir

etki gostermektedir.
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4.13. Glisin, Fe(l11) ve Kompleksin Dalga boyu taramasi (Saf-su)

Fe(l1) ile glisin ligand1 komplekslestirilerek, ligandin, Fe(l11)’in ve kompleksin
Uv-Vis spektrofotometresinde 200-800 nm araliginda dalga boyu taramas: yapilmistir.
Fe(Il) icin (Ap): 220, 252, 268, 271, 362 nm; glisin ligandi icin (Ay): 222, 244, 255,
269, 272, 360 nm iken kompleks icin (As): 235, 255, 270, 360, 590 nm’ de pikler
vermistir. Spektrumlar Sekil 283’de gosterilmistir. Kompleksin ligand ve Fe(ll1)’ den
farkl: dalga boyunda pikler vermesi ve kompleks renginin tepkimeye girenlerden farkl
olmasi tepkimenin ve komplekslesmenin gergeklestigini gostermektedir (Sekil 284).

-] i = (0] [ 4]
Dulgs ey § s

Sekil 283. Glisin, Fe(lll) ve kompleksin dalga boyu tarama grafigi

Sekil 284. Glisin, Fe(111) ve kompleksin dalga boyu tarama grafigi

4.13.1. Standart ve Zamana bagh komplekslesme grafikleri (Safsu)

Standart ¢ozeltiden hazirlanan farkli derisimlere karsi kompleksin liganttan
farkli olarak verdigi 235, 590 nm dalga boylarinda elde edilen absorbansa gore derisime
kars1 absorbans grafigi elde edildi (Sekil 285). Olgiimde olusacak hatalar, her derisimde
3 kez Olciimiln ortalamas: alinarak engellenmeye calisilmistir. Belirlenen zamanlarda
kompleksin absorbans degerlerindeki degisimler incelenerek zamana karsi
komplekslesme miktar: belirlendi (Sekil 286). Deneysel 6lgumler sonucunda Fe(111)’nin
glisin ile komplekslesme suresi 45 dk strdugl ve zamana baglhi komplekslesme
miktarinin bu stire sonunda 68,2 ppm oldugu saptandi. Bu metod ile elde edilen

komplekslesme miktar1 ICP analizi ile dogrulanip uyumlu oldugu gézlendi.
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Sekil 285. [Glisin-Fe**] kompleksinin standart grafigi
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Sekil 286. [Glisin-Fe**] kompleksinin zamana bagh komplekslesme miktar:

4.13.2. Glisin, Fe(l11) ve Kompleksin Dalga boyu taramasi ( Plazma)

Fe(111) ile glisin ligand1 plazmada komplekslestirilerek, ligandin, Fe(lll)’un ve
kompleksin Uv-Vis spektrofotometresinde 200-800 nm araliginda dalga boyu taramasi
yapilmistir. Fe(l1) icin (A1): 230, 260, 270, 282, 327, 483, 585 nm; ligand icin (Ay):
232, 260, 278, 292, 380, 482 nm; kompleks icin, (As): 229, 248, 271, 302, 480 nm’ de

pikler vermistir.
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Sekil 287. Glisin, Fe(l11) ve kompleksin dalga boyu tarama grafigi

Sekil 288. Glisin, Fe(lll). Kompleks ve Kompleks 2. saatteki fiziksel gérinim

4.13.3. Standart ve Zamana bagh komplekslesme grafikleri (Plazma)

Standart cozeltiden hazirlanan farkli derisimlere karsi kompleksin liganttan
farkl: olarak verdigi 248, 302 nm dalga boylarinda elde edilen absorbansa gore derisime
kars1 absorbans grafigi elde edildi (Sekil 289). Olciimde olusacak hatalar, her derisimde
3 kez o6lgimin ortalamas: alinarak engellenmeye calisilmistir. Belirlenen zamanlarda
kompleksin  absorbans degerlerindeki  degisimler incelenerek zamana Kkarsi
komplekslesme miktar1 belirlendi (Sekil 290). Deneysel 6lcumler sonucunda Fe(111)’nin
glisin ile komplekslesme suresi 50 dk strdugl ve zamana baglhi komplekslesme
miktarinin bu sire sonunda 69,66 ppm oldugu saptandi. Bu metod ile elde edilen

komplekslesme miktar1 ICP analizi ile dogrulanip uyumlu oldugu gozlendi.
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Sekil 289. [Glisin-Fe**] kompleksinin standart grafigi

Zamana bagh komplekslesen Fe(lIl)
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Sekil 290. [Glisin-Fe**] kompleksinin standart grafigi

4.13.4. FT-IR verileri ve Kompleksin optimize edilmis 3 boyutlu yapisi
Kompleksin IR spektrumu incelendiginde 3406 cm™ (O-H), 2894 cm™ (C-H),
1609 cm™ (C=0), 584 cm™ (Fe-O) gerilimlerine ait pikler goriilmektedir. Ligandin
spektrumunda 505 cm™ (Fe-O) dalga sayilarinda pikler bulunmamaktadir.
Komplekslesme sirasinda OH gerilme piki kigilmastir. Ayn1 zamanda kompleksteki

piklerin kaymis olmasi komplekslesmenin oldugunu gostermektedir.
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Sekil 292. [Glisin-Fe**] kompleksin FT-IR Spektrumu
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Sekil 293. [Glisin-Fe**] kompleksin optimize edilmis 3 boyutlu yapisi

4.13.5. Dénusumla Voltomogram (Siklik voltametre: CV)

Kompleksinin  elektrokimyasal ~ 6lcimi 100 mV/sn tarama hizinda
gerceklestirilmistir. Kompleksin CV’ si reversible (donusumli) olarak saptanmisdi.
Elde edilen egrilerden de goruldugu gibi yikseltgenme ve indirgenme pikleri elde
edilmistir. Kompleksin ligand ve Fe(lll)’ den farkli 0,55 V ve -0,29 V’ta oksidasyon pik
potansiyelleri gortlmustur. Ayn sekilde kompleksin ligand ve Fe(ll) *den farkli olarak
0,47 V civarinda reduksiyon piki gézlendi. Bu piklerin kompleksin farkli ytikseltgenme
basamaklarina indirgenip yikseltgenmesinden kaynaklandigi  disunulmektedir.
Voltomogramda kompleks igin farkli pik potansiyellerinin gézlenmesi diger analizlerle
uyumlu olarak kompleks varligin1 desteklemektedir. Ayni zamanda hem ligant hem de
metal kompleksin negatif ve pozitif potansiyellerde elektrokimyasal aktivite gdstermesi
elektro-aktif  6zellige sahip olduklarinin  yani elektrokimyasal c¢alismalarda
kullanilabilecegini gostermektedir. Ayrica yiikseltgenme piklerine karsilik indirgenme

pikleri mevcut oldugundan bu olay dénustimli bir olaydir.
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Sekil 295. Glisin, Fe (111), [Glisin-Fe**] kompleksinin déniisiimlii voltomogram sonucu

4.13.6. Hicre Kulturi ve Sitotoksisite

[Glisin-Fe**] kompleksi icin yapilan sitotoksisite calismasinda 1. derisimde
kontrole gore anlamli fark goruldi. Doz dustrildigiinde etkilenen hiicre oraninin yani

sitotoksitenin azaldig: fakat degerlerin yiiksek oldugu gozlendi. (Cizelge.18). DMSO ile

184



kompleksin 12,5, 25, 50 ve 100 uM lik derisim araliginda HUVEC (zerine sitotoksik
etkiye sahip olmadig: ve hiicre proliferasyonunu etkilemedigi tespit edilmistir (p>0.05).

Cizelge 18. Kompleksin farkl derisimlerde HUVEC hiicreleri tizerine sitotoksik etkisi

Kontrol Hicre 1.Doz 2.Doz 3.Doz 4.Doz 5.Doz
(DMSO) Mediumu (200 pM) (100 pM) (50uM) (25 uM) | (12.5 pM)

Elisa
Sonuglar 1,172 | 1,063 0,585 0,643 0,753 0,802 0,876
%
Sitotoksite 9,30 50,08 45,13 35,75 31,56 25,25

Sekil 296. 12’lik plaga metal kompleks Sekil 296. 12’lik plaga metal kompleks

eklenmeden inkiibasyon o©ncesi mikroskobik eklenmeden inkiibasyon 6ncesi mikroskobik

goruntisu (hicreler tutunmadan 6nce) X10 goriintdsu (hicreler tutunmadan 6nce) X20

Sekil 296°da de 12’lik plaga her kuyucuga 10* hiicre olacak sekilde HUVEC
hiicre serilerinden olusan hiicre suspansiyonunun goruntisii mevcuttur. Bu asamadan
sonra kontrol olarak DMSO ve 5 farkli dozda kompleks eklenerek caligmaya devam

edilmistir.
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Sekil 297. 1.Derisim (200 uM) sonrast Sekil 298. 2. Derisim (12,5 puM) sonrasi
mikrosobik goriintii 40X

mikroskobik gorintl 40X

200 uM kompleks eklendikten 48 saat sonraki hucre proliferasyonunun (Sekil
298) 12,5 uM kompleks eklenen gruba (Sekil 289) gére daha az oldugu ve diger
uygulanan derisimlerde 48 saat sonunda hiicre yogunlugu acisindan ¢ok buyuk fark
yoktur. En fazla hicre proliferasyonu 5. dozda (12,5 pM) tespit edilmistir.

50
N
E
S 30
]
O 20
o
s N B
O =1 T T T T T
Medium 1l.doz 2.doz 3.doz 4.doz 5.doz
(200pM) (100pM) (50pM) (25uM ) (12,5uM)
Derigim

Sekil 299. [Glisin-Fe**]’tin HUVEC hiicreleri iizerine sitotoksik etkisinin grafik ile gosterimi

Sekil 300’de kompleksin HUVEC hicreleri zerine doza bagimli sitotoksik
etkisi gorilmektedir. 1. dozda sitotoksik etki % 50’ nin Gzerinde iken 2. 3. 4. ve 5.
dozda daha duslk degerler gorulmektedir. Sitotoksisite degisen derisimlerde paralel bir

etki gostermektedir.

5.14. Erime Noktasi, Renk, Verim Bulgularinin Degerlendirilmesi
Sentezlenen antimonokloroglioksim ligandi ve komplekslerinin erime noktalar:

DSC analizleri sonucunda belirlenmistir. Elde edilen maddelerin renkleri, erime
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sicakliklari ve % verimleri gizelge 19°de verilmistir. Komplekslerin erime sicakliklari

ligandlarin erime sicakligindan daha yiksek cikmistir. Komplekslerin renkleri
ligandlardan farklidur.

Komplekslerin ¢ozunlrligl 6nemli bir konu olup karakterizasyonunda organik
cozlculerde ¢ozinmesi gerekmektedir. Clnki bu maddelerin UV-goriinir bolge gibi
cihazlarda analiz edilebilmesi igin ¢ozinmesi gerekmektedir. Elde edilen komplekslere

¢ozinarlik testleri uygulandiginda etanol, metanol, aseton iyi ¢ozunduigi gozlenmistir.

Cizelge 19. Ligand ve komplekslerinin fiziksel 6zellikleri

Kompleks Renk % Verim | Erime noktalar
(°C)
Anti-MCG Sar 99 151.99
[AMCG - Fe*'] Acik kahverengi 84.0 258
DMG Beyaz 98 240-241
[DMG- Fe*' Siyah 80 >300
[4,5Db-1,3-disulfonik— Fe*"! Kahverengi 92 >220
[Oksalat-Fe™* ] Turuncu 74 100
[2,6piridindikarboksilikasit- Acik yesil 66 225
Fe*]
[8-HQ-5-SA- Fe3+] Koyu yesil 91,3 318
[Salisilik asit- Fe** ] Koyu kahverengi 91,26 190
[NTA-Fe*! Acik kahverengi 82 230
[Sitrikasit-Fe*] Koyu sari - 70.0 220
kahverengi
[Glisin-Fe3+] Turuncu 68 258
[ACAC- Fe3+] Kirmizimsi 88,72 180
[BMACAC- Fe3+] kirmizi-kahverengi 90 190
[3BACAC- Fe*'] Kahverengi 82 200

4.15. Elementel Analiz Bulgularimin Degerlendirilmesi
Elementel analiz bir maddenin yapist hakkinda cok onemli bilgiler sunar.
Sentezlenen

ligand ve metal komplekslerinin elementel analizleri yapilmis ve
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hesaplanan C,H,N miktarlarinin cihazin 6lctigt degerlerle uyum icerisinde oldugu

belirlenmistir. Buna go6re ligand ve metal kompleksleri hedeflenen sekilde
sentezlenmistir.

Komplekslerinin elementel analiz sonuclari, metallerin koordinasyon sayisi dolayisiyla
geometrisi hakkinda bilgi verir. Elementel analiz, FT-IR, manyetik stisseptibilite, UV-
gorundr bolge verilerinden yola c¢ikarak tez kapsamindaki demir komplekslerinin
oktahedral dizlem geometriye sahip oldugu belirlenmistir. Cizelge.20’ de Elementel

Analiz sonuclar: verilmistir.

Cizelge 20. Elementel Analiz Sonuglari

Bilesimi (bulunan/hesaplanan), %
Bilesik Molekul formuli M.A., g/mol

C N H
[AMCG] [C,H3CIN,O,] 122,51 19.75/19.61 | 21.05/22.87 | 2.88/2.47
[AMCG - Fe*'] [CoH1,C13sNgOgFe] 462,43 23.78/23.12 | 18.02/18.17 | 2.51/2.62

DMG [C4HO,N,] 116.12 41.37 24.12 6.94
[DMG- Fe*'] [C12H,1NOgFe] 401.18 35.75/34.93 | 20.52/21.05 | 4.91/5.12
[4,5Db-1,3-gi]s[]|fonik— [C1gH12024SeFe] 860.51 25,05/25.43 | 22.02/22.54 | 1.12/1.41
Fe
[OKSALAT-Fe** ] [CeO1Fe] 319.90 22.53/22.75 - -
[2,6piridindikarboksilik

asit-Fe*'] [C14HgN,OgFe] 386.05 43.12/44.10 5.52/6.69 1.39/1.12
[8-HQ-5-SA- Fe*'] [C27H18N301,S3Fe] 728,48 28.46/29.59 6.17/6.47 2.13/2.49
[Salisilik asit- Fe** ] [CoH1,C13NOgFe] 464,16 53,98/54.34 - 2.51/2.61
[NTA-Fe*'] [C1o,H1oNLO4,Fe] 432,07 41,12/41,22 | 11,74/11,82 | 2.73/2.69
[Sitrikasit-Fe®'] [C1H10014F€] 434,04 33.06/34.11 - 2.19/2.32
[Glisin-Fe*'] [CeH1.N3O6Fe] 278,02 25.57/25,86 | 14.32/15.11 | 4.62/4.35
[ACAC- Fe*'] [C1sH,106F€] 353.17 50.95/51.01 - 5.51/5.99
[BMACAC- Fe*'] [C1gH2706F€] 395.25 54.65/55.24 - 6.51/6.99
[3BACAC- Fe*'] [Co7Has06F€] 521.49 62.02/62.78 - 8.51/9.10
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4.16. FT-IR Spektrum Bulgularinin Degerlendirilmesi

Sentezlenen ligandlar ve metal komplekslerin IR spektrumu degerlendirilmesi,
sonucunda gozlenen pikler onerilen yapilart dogrular niteliktedir ve IR spektrumu
degerlendirilerek toplu halde Cizelge 21’de verilmistir.

1- [AMCG-Fe*], 2- [DMG-Fe®*] 3- [4,5Db-1,3-disiilfonik— Fe**] 4-[Oksalat-
Fe** ] 5- [2,6piridindikarboksilikasit-Fe*] 6- [8-HQ-5-SA- Fe*] 7- [Salisilik asit- Fe** ]
8- [NTA-Fe*], 9- [Sitrikasit-Fe**], 10-[Glisin-Fe**]' 11-[ACAC- Fe*'], 12- [BMACAC-
Fe®'], 13- [3BACAC- Fe*'].

Cizelge 21. Sentezlenen bilesiklerin FT-IR spektrum verileri

Fonksiyonel Gruplar (cm_l)
v(O-H) | v(S=0) | v(C-N) | v(C-H) | V(N-O) V(C= |(C=0) | V(C=N) | v(Fe-N) V(Fe-
(93] 0)

3136 - - - 1384- - - 1655- 457 -

1 970 1612
- - 1437 2926 950- - - - 462

2 980-

3000- 1334 - 3081 - 1636 - - 501
3 3400

3438 - - - - - 1672 - - 519
4

3000- - 1574 3050- - - 1702 - 439 526
5 3400 3100

3099 1305 3442 968 1605 951 535
6

3384 - - 3110 - - 1604 - - 586
7

3426 - - 3040 - - 1730 - - 484
8

3397 1727 505
9

3406 - - 2894 - - 1609 - - 584
10

3000- - - 2921 - 1549- 1567
11 3700 1525

3200- - - 2922 - 1620 1709
12 3700

3200- - - 2965 - 1610 1707 1597
13 3700

4.17. UV-vis Spektrum ve Manyetik Sisseptibilite Bulgularinin

Degerlendirilmesi

Molekdllerin bag elektronlarinin gegisini tayin etmek icin kullanilan UV-
gorundr bolge spektrofotometresinde 6lgtimler 200-800 nm araliginda yapilmistir.

komplekslerinin elektronik spektrumu ve spektral degerler (Cizelge 22)’de verilmistir.
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Yuksek
kaynaklanmaktadir.

dalga boyunda gb6zlenen bandlar metallerin d-d gecislerinden
Kompleksler igin pikler ligandlara goére daha blyuk dalga
boylarinda pikler gozlenmistir. Absorpsiyon piklerinin daha buyuk dalga boylarina
kayma sebebi demirin baglanmasidir. Komplekslere ait olan 273-332 ve 346-356 nm
araliklarindaki bandlar sirayla p-p* ve n-p* gecislerini géstermektedir. Buna ek olarak,
yeni bandlar olusmustur. Olusan bandlar metalden liganda veya liganddan metale yuk
transfer gecislerinin oldugunu gostermektedir.

Manyetik momet 6lglimleri yapidaki eslesmemis elektron sayisini belirlemek
icin kullanilmis olup komplekslerin geometrisini tespit etmek icin 6nemli ipuclar: verir.
Demir kompleksleri i¢in yapilan oOlcimlerde manyetik momentlerin 2.24-2,40 BM
araliginda degistigi tespit edilmistir. UV-gorinir bolge ve manyetik moment verileri

kullanilarak geometrinin oktahedral oldugu tespit edilmistir. Cizelge.22’ de Uv-Vis

sonuclar: verilmistir.

Cizelge 22. Komplekslerin absorpsiyon dalga boylar:

Kompleks A(nm) Gegisler Renk
[AMCG-Fe3+] 230,238,246,271,290,482,652 n-p* p-p* d-d kahverengi
[DMG- Fe*'] 228, 246,271,283,420,590 n-p* p-p* d-d Siyah
[4,5Db-1,3-distilfonik— Fe*] 230, 259,269,296,396,440,462 n-p* p-p* d-d Kahverengi
[Oksalat-Fe** ] 229, 238, 259, 264,483, 580 n-p* p-p* d-d Turuncu
[2,6piridindikarboksilikasit- 228,242,272,323 n-p* p-p* Acik yesil
Fe3+]
[8-HQ-5-SA- Fe®'] 232,259, 292,342,386,438,560 n-p* p-p* d-d Koyu yesil
[Salisilik asit- Fe** 227,258,270,362,510,620 n-p* p-p*d-d | Koyu kahverengi
[NTA-Fe*] 244,250,271, 320 n-p* p-p* Acik kahverengi
[Sitrikasit-Fe™'] 220, 232,260,271,362, 572 n-p* p-p* d-d Koyu sari -
kahverengi
[Glisin-Fe®"] 229,248,271,302,480 n-p* p-p* d-d Turuncu
[ACAC- Fe¥ 212,270,352,461,616 n-p* p-p* d-d Kirmizims:
[BMACAC- Fe* 228,243,268,298,324,495,565 n-p* p-p* d-d Kirmizi-
kahverengi
[3BACAC- Fe*'] 228,242,255,282,336,580 n-p* p-p* d-d Kahverengi
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4.18. Elektrokimyasal Bulgularin Degerlendirilmesi

Kompleksinin  elektrokimyasal ~ 6lcimi 100 mV/sn tarama hizinda
gerceklestirilmistir. Kompleksin CV’ si reversible olarak saptanmistir. Voltametri ile
elektrokimyasi calisilan komplekslerin tamaminda yikseltgenme ve indirgenme pikleri
gozlenmistir. Egriler geri donustmltdur.

Elde edilen sonuclara gore ylkseltgenme ve indirgenme pikleri elde edilmistir.
Kompleksin Fe*** den farkl: olarak yiikseltgenme pik potansiyelleri saptanmistir. Ayn
sekilde indirgenme yoniinde liganddan ve Fe** ’den farkli olarak kompleksler icin
indirgenme pikleri gozlenmistir. Bu piklerin  kompleksin farkli yukseltgenme
basamaklarina indirgenip yikseltgenmesinden kaynaklandigi  disunulmektedir.
Voltomogramda kompleksler igin farkli pik potansiyellerinin gozlenmesi diger
analizlerle uyumlu olarak kompleks varligini desteklemektedir. Ayni zamanda hem
ligant hem de metal komplekslerinin negatif ve pozitif potansiyellerde elektrokimyasal
aktivite goOstermesi elektro aktif ozellige sahip olduklarinin yani elektrokimyasal
calismalarda kullanilabilecegini gostermektedir. Ayrica yikseltgenme piklerine karsilik

indirgenme pikleri mevcut oldugundan bu olay donustimli (reversible) bir olaydir.

4.19. ICP Sonuglar

Komplekslerin ligandlardan farkli olarak verdigi dalga boyunda farkl
derisimlerde hazirlanan standart c¢oOzeltiler vasitasiyla derisime karsi absorbans
grafiklerinden zamana karsi bulunan komplekslesme miktarlari ICP analizi ile
karsilastinlmistir.  Iki  yontemle bulunan sonuglarin  birbiriyle uyumlu oldugu

gozlenmistir. ICP sonuglar gizelge 23’ de verilmistir.
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Cizelge 23. ICP sonuglar

Kompleks Fe (Derisim ppm)
[AMCG - Fe*'] 15,502
[DMG- Fe*'] 19,020
[4,5Db-1,3-distilfonik— Fe*'] 5,295
[Oksalat-Fe** ] 23,592
[2,6piridindikarboksilikasit-Fe*'] 15,249
[8-HQ-5-SA- Fe*'] 9,602
[Salisilik asit- Fe®'] 6,692
[NTA-Fe*] 12,250
[Sitrikasit-Fe'] 13,223
[Glisin-Fe*] 31,680
[ACAC- Fe*'] 11,532
[BMACAC- Fe*'] 10,976
[3BBACAC- Fe*'] 9,867

4.20. Hiucre Kaltard sonuglar

Gunumuzde o6zellikle toksisite arastirmalart olmak Uzere deneylerde hayvanlarin
kullanimi 6nemli oranda kisitlanmistir. Son yillarda ilag gelistirilmesinde ve toksisite
arastirmalarinda in vivo testlerden énce deney hayvani sayisin1 6nemli oranda azaltan, hizl,
organ-dokuya 6zel, ekonomik, guvenilir hicre kaltard gibi in vitro testlerin yapilmasi
gittikce yayginlasmustur. Ilag gelistirme calismalarimin preklinik asamasinda ve toksikolojik
arastirmalarda hiicre kiltart yontemi ile sitotoksisite calismalari hem hayvan deneylerinin
azaltilmasini; hem de sistemlere yonelik 0zel etkilerin anlasiimasini sagladigindan
glnimizde zorunlu hale getirilmistir. Calismamizda MTT testi kullanilarak, HUVEC
hicre dizisinde komplekslerin sitotoksisite ve hicre proliferasyon etkinliginin
arastirilmas: amaclanmastir.

Arastirmada kullanilan komplekslerin hemen hemen hepsinde artan doz ile
yuzde sitotoksisite cevaplari arasinda pozitif bir iliski go6zlendi. Calismamizda
kullanilan komplekslerden bir kisminin HUVEC hicreleri Uzerinde doza ve zamana
bagl olarak sitotoksik etki gosterdigi ve bu etkiyi de yliksek dozlarda ortaya ¢ikardig:
bazilarininda herhangi bir sitotoksik etkiye sahip olmadig: tespit edilmistir. Sonuclar
Cizelge 24 verilmistir. Yapilan bu degerlendirmeler dogrultusunda in vitro olarak
komplekslerin hemen hemen hepsinde yuksek diizeyde sitotoksiste goriilmesi viicutta
biriken demiri uzaklastirmak amaciyla kullanilabilmesi 6ngérmemize neden olmaktadir.
Sitotoksik etkinin derisime paralel bir artis gostermesi ilagc gelistirme asamasinda

deneysel hayvan modeli arastirmas i¢in Umit verici olarak gérulmektedir.
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Cizelge 24. Karsilagtirmali sonuglar

SITOROKSISITE KOMPLEKSLESME
1.Doz 2. Doz 3.Doz 4.Doz 5.Doz MIKTARI SAFSU PLAZMA
% 89,42 -
[3BMACAC- %54,56 | %53,21 | 951,33 | 950,08 | % 48,57 ICP-MS
Fe*] UV (Std. Grafik) % 92,66
% 89,972
[AMCG-Fe*] | %52.09 | %50.92 | 9%50.46 | %34.50 | %29,39 ICP-MS % 83,99 -
UV (Std. Grafik) % 86.3
% 84,44
[3BACAC-Fe**] | %5251 | %51.25 | %26.61 | %36.78 | %38.21 ICP-MS % 91,24 -
UV (Std. Grafik) 693,42
% 91,754
[DMG- Fe*] | %50.66 | %50.08 | %46.65 | %636.53 | %34,54 ICP-MS % 79,97 -
UV (Std. Grafik) 9%84,5
%80,42
% 88,032 -
[ACAC- Fe*'] | %50.35 | %48.66 | %39.21 | %28.96 | %28.60 ICP-MS
UV (Std. Grafik) 9689.46
%88.12
[4,5Db-1,3- %53.07 | %26.28 | %25.28 | %23.62 | %23.46 ICP-MS % 94,21 -
distlfonik— UV (Std. Grafik) % 97,44
Fe™] % 94,64
% 90,396 -
[8-HQ-5-SA- | 9650.92 | %51.41 | %42.84 | %24.79 | %26.62 ICP-MS
Fe*] UV (Std. Grafik ) % 90,38 % 92,6
% 87,788 -
[NTA-Fe*] %4256 | %19.85 | %30.63 | %621.40 | %20.42 ICP-MS
UV (Std. Grafik) % 87,7 % 89,9
% 68,204 -
[Glisin-Fe** %50.08 | %45.13 | %35.75 | %3156 | %25.25 ICP-MS
UV (Std. Grafik) % 68,2 % 69,66
% 76,172 -
[Oksalat-Fe**] | 9619.13 | %21.75 | %23.46 | %24 | %24.29 ICP-MS
UV (Std. Grafik) % 76,36 %76,64
[Salisilik asit- | 9638.21 | %21.56 | %17.98 | %16.98 | %16.40 ICP-MS % 93,85 -
Fe* UV (Std. Grafik) % 93,2 % 95,2
% 86,92 -
[Sitrikasit-Fe*'] | 9650.29 | %14.92 | %1597 | %15.30 | %11.66 ICP-MS
UV (Std. Grafik) % 86,5 % 87,36
% 83,95 -
[26 P.D.K.A.- | %1090 | %9.36 | %3.24 | %8.26 0 ICP-MS
Fe* UV (Std. Grafik) % 84,74 % 87,96
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5. TARTISMA

Vicutta birgcok yapisal ve islevsel bilesenlerin ayrilmaz bir pargas: olan
metallerin fizyolojik, patolojik ve biyokimyasal sireclerde ki kritik rolleri her zaman
aragtirmacilarin ilgi odag:r olmustur. Bu metallerden en 6nemlisi olan Demir hemen
hemen tlm organizmalar icin hayatsal 6neme sahip bir elementtir. Demir yasamimiz
icin vazgecilmez olmasina ragmen, hem asir1 derisimi hem de reaktif oksijen turleri
olusturma yetenekleri ve insanlarda demir atilimini dlzenleyici mekanizmalarinin
bozuklugu onu son derece zararh hale getirmektedir. Ozellikle organlarda birikmesi,
vicut icin glvenli olan depo seviyesini astiginda, potansiyel olarak durumun ciddiyeti,
maruz kalinan demirin fazlaligina bagl: olup, 6zellikle karaciger, pankreas ve kalp gibi
hedef organlarda 6limcil doku hasari meydana getirmektedir. Bu o6lumcil hasarin
engellenmesinde bugn icin tek tedavi yontemi, dokuda biriken asir1 derisimdeki demire
0zgu ligandlarla selasyon yapilarak, organizmadan demirin uzaklastirilmasidir. Bu
tedavinin amaci, organizmada serbest halde bulunan demirin komplekslesmesini
saglayarak, demir birikiminin toksik etkisinin olmadig1 glivenli seviyelerde strdurmek
ve bu amaca ulasincaya kadar asirt demiri detoksifiye ederek, organizmayi demir
toksisitesine karsi1 korumaktir.

Gunimuzde bu amag icin kullanilan ilag, agizdan alindiginda inaktif olusuyla
biylk bir dezavantaji olan, dogal bir siderofor olan desferrioksamin-B’ dir. Ayni
zamanda DFOQO’ in plazma yar1 6mrinun kisa olmasi, uzun sire inflzyon gerektirmesi,
pahali olmasi ve yiksek derisimlerde toksik etki gostermesi gibi énemli kisitlamalar:
s0z konusudur. Hem bu kisitlamalar hem de yetersiz demir selasyonu ile birlikte organ
hasarlarin kaginilmaz olusu ve demir selasyonuna uyumun optimum olacag: etkin demir
selatorlerin gelistirilmesi yonundeki ilgiyi ve cabayr hep yiksek tutmustur. Cok sayida
oral aktif selatlayici gruplar: ¢alisiimis olmasina ragmen selatlayicilar, hala tatmin edici
duzeylerde degildir. Bu sebeple demir selatlanmas: ve daha etkin demir selatorlerin
gelistirilmesi, son yillarda Uzerinde yogun olarak calisilan konulardan biri haline
gelmistir.

Vicutta asir1 biriken demiri uzaklastirmak amaciyla Fe(lll) iyonu ile bilesik
olusturabilecek ligantlarin sentezi\komplekslesme derecesini ve insan plazmasindan

demirin uzaklastirilmasinda etkinliginin belirlenmesi tedavi sirecinde klinikte
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kullanilabilme potansiyeli olan uygulamalarin ilk basamag: niteligindedir. Bu galisma
da ilk olarak asetilasetonun iki karbonil bilesigi arasinda bulunan karbon atomu
Uzerindeki aktif hidrojen ile alkil gruplarinin yer degistirmesi sonucu farkli uzunluktaki
zincir sayisina sahip asetilaseton tarevleri olan 3-metil-2,4-pentandion ve 3-butil-2,4-
pentandion sentezlendi ve ligand olarak kullanildi. Ayrica bu calismada oksim bilesigi
olan dimetilglioksim ve kloralhidrat, hidroksilamin hidrokloriir ¢ikis bilesigi olarak
kullanilarak anti-monokloroglioksim ligandlar1 sentezlendi. Aymi zamanda 8-
Hidroksikinolin-5-sulfonik asit, 4,5-Dihidroksibenzen-1,3-disilfonik asit, Piridin 2,6-
Dikarboksilik, Nitrilotriasetik asit, Sitrik asit, Oksalat, Glisin, Salisilik asit’in bir selator
olarak kullanilip kullanilmayacag: hakkinda ilk basamak arastirmasi yapildi. Bitiin
kompleksler hem safsu hemde plazmada incelendi. Komplekslerin yapilari, FT-IR,
manyetik susseptibilite, elementel analiz ve UV-Vis gibi spektroskopik metodlar ile
aydinlatildi. Komplekslesme derecesi hem saf suda hem plazmada ICP-MS ve UV-Vis
gibi farkli yontemlerle belirlendi. Komplekslerin ve ligandlarin elektrokimyasal
davraniglart Siklik Voltametre ile incelendi. Calismalarda platin disk elektrot, platin
karsit (counter) elektrot ve Ag-AgCl referans elektrot kullanildi. Daha sonra hiicre
kaltird yontemi ile sentezlenen komplekslerin in vitro sitotoksik etkisi belirlenmeye
cahisildh. Ozellikle ilag gelistirme calismalarinin preklinik asamasinda ve toksikolojik
arastirmalarda hacre kdlturi  yontemi ile sitotoksisite calismalari, hem hayvan
deneylerinin azaltilmasini hem de sistemlere yonelik 6zel etkilerin anlasiimasin
sagladigindan, glnimdizde zorunlu hale geldigini distinmekteyiz. Biz ¢alismamizda
sitotoksisite deneylerini MTT test yontemi ile degerlendirdik. Calismamizda 6ncelikle
mL’de 10* HUVEC hiicresi olacak sekilde, 12 kuyucuklu plakta 7 kuyucuga ekim
yapildi. Yirmi dort saat sonunda her bir kompleksi seri diltisyonla sulandirarak 4 farkl
derisim elde edildi. Kontrol olarak DMSO kuyucuga yerlestirildikten sonra, kirk sekiz
saat sonra komplekslerle ile inkibe edilen hicrelerde sitotoksisite oranlar: tespit edildi.
Calismamizda B-diketonlar sinifina ait olan ACAC, 3SMACAC, 3BACAC ligand
olarak kullanildi. B-diketonlar, ilging kimyasal ve fiziksel 6zellikleri ile nli keto-enol
tautomerizmi olan Usttin optik, elektriksel ve manyetik 6zelliklere sahip yiksek islevli
bilesiklerin bir sinifidir. Bu sinifin Uyeleri, ¢oklu metal katyonlar: (alkali ve gegis
metalleri) ile glcli baglanmis kompleksler olusturmaktadir. pB-diketon ligandlarinin

farkli elementlerle olan komplekslerinin uzun dayanma omru oldugundan dolay: da
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oldukca ilgi cekmektedir. Bu calisma da ilk olarak asetilaseton Uzerinde bulunan iki
karbonil bilesigi arasindaki karbon atomu tizerindeki aktif hidrojen ile alkil gruplarinin
yer degistirmesi ile farkli uzunluktaki zincir sayisina sahip asetilaseton turevleri olan 3-
metil-2,4-pentandion ve 3-butil-2,4-pentandion basarili bir sekilde sentezlendi ve ligand
olarak kullanildi. Demir fazlahig:i olusan durumlarda bu durumu hafifletmek igin bu
ligandlarin bir selatér olarak kullanihip kullanilmayacagi ve 0Ozellikle asetilaseton
Uzerinden yagda c¢Ozunen grubun (alkil) grubunun hem saf su hemde plazmada
selasyona etkisinin nasil olacag: literatiirde ilk defa incelendi. Alkil grubu uzadikca
demir ile komplekslesme miktarinin arttigi tespit edildi. Demir ile dayanikl, renkli
olarak elde edilebilen notral (yuksiiz) kompleksler meydana getirdi. Yukli olmayan
kompleksler, genellikle biyolojik membranlara yikli olanlardan daha hizli nifuz eder.
Bu durumda diger kullanilan selatorlere gore biyuk bir avantajdir. Bu ¢alisma igin
sectigimiz B-diketonlar simifina ait ¢ ligandin gunimizde kullanilmakta olan
Deferipron, Deferasiroks, Desferoksamine gore nispeten molekuler agirliklarinin kigik
olmasi nedeniyle gastrointestinal yol icinde daha iyi emilecegi ongorulmektedir. Bu
durum hicreye nifuz etmesini ve demir mobilizasyonunu da desteklemektedir. Ayn
zamanda, buyik molekiler agirlikli selatorler, tibbi personel mudahalesi gerektiren
parental uygulama yontemi ile uygulandiklart icin tercih edilmeme dezavantajina
sahiptir. Bu nedenle kiicuk molekiler agirliga sahip olmak, terapétik acidan daha
uygundur. Bir demir atomunun 6 koordinasyon alanini baglamak icin 2 tane ACAC,
3MACAC, 3BACAC molekulu gerektirir. Bu yuzden ligandlarimiz 2 disli demir
selatorleridir. Yapilan komplekslestirme calismalarinda Fe**’e afinitesi yiksek oldugu
Ozellikle saf suya oranla plazmada daha fazla komplekslesme etkisi gosterdigi tespit
edildi. Plazmada daha fazla komplekslesme de bir avantajdir. Ayrica sectigimiz
ligandlar (izerinde bulunan iki oksijen atomu ile bag olusturarak, selator grup icerisinde
Desferrioksamine’ne gore etkinligi fazla olmaktadir. Diger taraftanda kucuk molekdil
agirligindan dolay: da hucre zarinin igerisine kolaylikla girebilecegi dngorilmektedir.
Aynm zamanda kullandigimiz demir baglayici ligandlarin fazla pahali olmamas: da
avantaj teskil etmektedirt’103:127176177.178.179.18018L182 * Avricq HUVEC hiicre dizisinde
[ACAC-Fe*'], [BMACAC-Fe*"], [BBACAC-Fe**] komplekslerinin sitotoksisitesini ilk
kez teyit ederek, bu etkiyi de ylksek dozlarda ortaya cikardiklari ve daha dusik

dozlarda sitotoksik etki gostermedikleri hatta hiicre proliferasyonunu etkilemedigi tespit
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edilmistir belirledik. Bu yizden hayvan modeli arastirmas: igin mit verici olarak
gortlmektedir. Ayrica, ligandlarimizin B-diketon sinifina dahil olmasindan dolay:
antioksidan etkiye sahip olabilecegi, bu etkinin sonucu olarak, lipid peroksidasyonunu
ve oksidatif DNA hasarint inhibe edecegi, lipoksijenaz ve siklooksijenaz inhibisyonu
sonucunda aragidonik asit salinimi azaltacagi diusunulmektedir. Bu yonden de piyasada
kullanilan diger selatérlere gore avantaja sahip olacagi 6ngorilmektedir. Ayni1 zamanda
in vivo deney izlenimleri yapilarak, guinimdizde kullanimda olan selatérlerle kiyaslanip
dokulardaki demir tzerine etkisi 6rnegin kalp, karaciger gibi organlarda nasil sonuglar
verdigi karsilastirilmalidir. Ayrica Fe** ile yapilan komplekslestirme calismalarinda tic

+35

ligandimizinda Fe e afinitesi yuksek oldugu 06zellikle saf suya oranla plazmada daha
fazla komplekslesme etkisi gosterdigi tespit edildi. Plazma ile yapilan deneylerde
farklihgin olmas: ¢ozinmius c¢ok sayida organik ve inorganik maddelerden
kaynaklandig: o6ngorulmektedir. Bir selator igin ligandimizin demir iyonuna ilgisi
beklenen diizeyde olmasi umut vericidir.

Oksimler ve metal kompleksleri, tip alaninda ve biyoorganik sistemlerde,
katalizlerde, genis fizikokimyasal, reaktivite Ozellikleri agisindan biytk ilgi goren
yapilardir. Yapilarinda karbon-azot cifte bagi tasirlar, bunun yaninda antioksidan ve
radikal stpuarict olarak davranan oksimler, 0Ozellikle ilag sanayinin temel
bilesiklerindendir. Oksimlerden elde edilen kompleksler ilging yapilari ve sahip
olduklar: 6zellikler nedeniyle buyuk 6nem tasimaktadirlar. Bu Ozelliklerinin yaninda
oldukca toksik organofosfor bilesiklerine maruz kalmis dokularin tedavisinde
oksimlerin bilinen en iyi reaktiflerden oldugu rapor edilmesi bu ¢alismada ligand olarak
secmemize neden oldu. Bu c¢alismada dimetilglioksim ve kloralhidrat, hidroksilamin
hidroklorir  cikis  bilesigi  olarak  kullanilarak  anti-monokloroglioksim  ve
dimetilglioksim ligandlar: sentezlendi. Fe** ile komplekslesme kapasitesi incelenerek
ilk defa selatlama amaciyla kullanilip kullanilmayacagini belirlemek amaciyla
arastinildi.  Uzerinde azot karbon cift baglarina sahip olmasindan dolay: Deferipron,
Deferasiroks, Desferoksamin ile karsilastirildiginda, daha kararli ve hidrolize karsi daha
direnclidirler. Ayn1 zamanda elde edilen komplekslerin ilging bir 6zelligi de alti azot
atomu ile demir arasinda bag olusurken, molekiller arasinda hidrojen koprdleri
olusmaktadir. Bu kompleksin daha kararli olmasini ve suda ¢6ztinmeyi engelleyen bir

durumdur. Bu yilzden gunimuizde kullanilan selatérlere gbre daha verimli ve su
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hapsetme yetenegi olan ligandlardir. Bir demir atomunun 6 koordinasyon alanini
baglamak icin 3 tane AMCG, DMG molekdlii gerekir. Bu yuzden ligandlarimiz 2 disli
demir selatorleridir. Molekil agirliklarinin kiigtik olmasi nedeniyle agizdan alinmasinin
daha kolay olmasi 6ngoriilmektedir!3+157181182183.184.185186,187.188 Ly y\/EC hiicre
dizisinde [AMCG-Fe®*"], [DMG-Fe®*"] komplekslerinin sitotoksisitesini ilk kez teyit
edildi. Komplekslerin 12,5 ve 25 uM lik derisim araliginda HUVEC Uzerine sitotoksik
etkiye sahip olmadig: ve hiicre proliferasyonunu etkilemedigi tespit edilmistir. Yapilan

3+

komplekslestirme calismalarinda iki ligandimizinda Fe®’e afinitesi ylksek oldugu
Ozellikle saf suya oranla plazmada daha fazla komplekslesme etkisi gosterdigi tespit
edildi. Bir selator igin ligandimizin demir iyonuna ilgisi beklenen diizeydedir.
8-Hidroksikinolinler (8HQ) lipofilik etkili ve son derece kararli kompleksler
olusturabilen ve organik c¢oOziculer icerisinde kolaylikla ¢o6ziinebilen iyi bilinen
selatlama ajanlaridir. 8HQ ve tilrevleri antinérodejeneratif, antioksidan, antimikrobiyal,
anti-inflamatuar ve antidiyabetik aktiviteler gibi tibbi 6zelliklere sahiptir. Bunun
yanisira ayn: zamanda 8HQ ve 5-suilfonik asit tirevinin kanserojen olmadigi bulundu ve
genetik toksisite kadar in vitro deneylerde de kullanilmaktadir. Bu ¢alismada bitiin bu
Ozellikleri g6z o©nunde bulundurarak ideal bir demir selatori olabilecegini
distindtgumiz, bir hidroksikinolin ttrevi olan 8-Hidroksikinolin-5-slfonik asiti ligand
olarak kullanip insan plazmasindan demir metalinin giderilmesinde etkinliginin
belirlenmesi amaciyla ilk defa arastirildi. Liganddaki halka azotu ile hidroksil grubunu
yeri arasindaki Ozel iligski nedeniyle ayricaliklar gosterir. Bu baginti nedeniyle 8-
Hidroksikinolin demir(lll) ile ¢6ziinmez olan selat bilesigini olusturur. Bir demir
atomunun 6 koordinasyon alanini baglamak icin 3 tane 8-HQ-5-SA molekilu gerekir.
Bu yuzden ligandimiz 2 disli demir selatorudir. Demir ile nétral (yuksiz) kompleks
meydana getirmektedir. Hicreye nifuz etmesi ve demir mobilizasyonunu
(uzaklastirma) desteklemektedirt’103179182.189,190,191,192193,194 “ya1an komplekslestirme

3+,

calismalarinda Fe®"’e afinitesinin ¢ok yliksek oldugu 6zellikle saf suya oranla plazmada
daha fazla komplekslesme etkisi gosterdigi tespit edildi. [8-HQ-5-SA-Fe**] kompleksi
icin yapilan sitotoksisite ¢alismasinda 1. ve 2. derisimlerde kontrole gore anlaml: fark
goraldu (sirasiyla % 50,92, % 51,41). Fakat doz dusurtldigunde etkilenen hiicre
oraninin yani sitotoksitenin azaldigi ama degerlerin buyik oldugu gozlendi.

Kompleksin 12,5, 25 ve 50 uM lik derigsim araliginda HUVEC uzerine sitotoksik etkiye
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sahip olmadig1 ve hiicre proliferasyonunu etkilemedigi tespit edilmesi hayvan modeli
arastirmast igin imit verici olarak gorilmektedir.

4,5-Dihidroksibenzen-1,3-disllfonik asit, reaktif oksijen tirleri (ROS) ile
uyarilmis hiicre oOliminden hicreyi kurtarmak icin yaygin olarak kullanilan bir
antioksidan olmasindan dolay:1 demir fazlaligi olusan durumlarda bu durumu
hafifletmek icin bir selator olarak kullanihip kullanilmayacag: hakkinda ilk basamak
aragtirmasi yapilmistir. Bir demir atomunun 6 koordinasyon alanini baglamak igin 3
tane 4,5db-1,3-distilfonik molekulii gerekir. 2 disli demir selatérleridir'®%. Yapilan

komplekslestirme calismalarinda Fe**’

e afinitesi en yiksek oldugu o6zellikle saf suya
oranla plazmada daha fazla en etkili komplekslesme etki gosteren kompleks oldugu
tespit edildi. Ayrica plazmada daha fazla komplekslesme goOstermesi avantajdir. Bir
selator icin ligandimizin demir iyonuna ilgisi beklenen duzeydedir. [4,5Db-1,3-
disiilfonik-Fe**] kompleksi icin yapilan sitotoksisite calismasinda kompleksin 12,5, 25,
50 ve 100 uM hk derisim araliginda HUVEC uzerine sitotoksik etkiye sahip olmadigi
ve hicre proliferasyonunu etkilememesinden dolay: hayvan modeli arastirmas: icin tmit
verici olarak gorulmektedir.

Piridin 2,6-Dikarboksilik asit genel olarak proton transfer sistemlerinde asit
olarak kullanilmaktadir. Piridin dikarboksilik asitler, yapisinda bulundurdugu iki
karboksilik asit grubundaki dort oksijen ve piridin halkasinda bulunan elektron verici
azot atomu bulunduran organik asitlerdir. Piridin’in yapis1 benzen molekdliine benzer.
Yalnizca benzendeki bir =CH- grubu =N- grubu ile yer degistirmistir. Pirimidin
tirevleri gibi piridin tlrevleri de biyolojik ve farmasétik éneme sahip bilesiklerin
yapilarinda bulunmaktadirlar.  Piridin dikarboksilik asitler insan organizmas: igin
yararlt bilesiklerdir ve vicutta gerekli olan bazi biyokimyasal olusumlarda rol alirlar.
Ornegin 3-piridinekarboksilik asit ligand: organizmada nikotinamid adenin diniikleotide
donuserek iki-elektron transferine yardim eder. Piridin 2,6-Dikarboksilik asitin metal
kompleksleri biyolojik olarak ilging 6zelliklere sahiptirler. Metal komplekslerine olan
ilgi cesitli koordinasyon modlar: ile farkli yapisal Ozelliklere sahip olmalarindan,
orijinal yukseltgenme basamaklarinin kararliligindan ve instlin mimetik etkilerinden
kaynaklanmaktadir. Bu c¢alismada demir(I11) ile komplekslesme kapasitesi incelenerek
selatlama amaciyla kullanilip kullanilmayacag: arastirildi. Bir demir atomunun 6

koordinasyon alanin1 baglamak igin 2 tane piridin-2,6-dikarboksilik asit molekili
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gerekir. 3 disli demir selatorleridir. iki tane piridin-2,6-dikarboksilik asit ligand: bir azot
ve iki oksijen atomu tzerinden merkez demir atomuna baglanarak anyonik bir kompleks
meydana getirir. Fe>* metal iyonu ekvatoral diizlemde iki tane piridin-2,6-dikarboksilik
asit ligandinin oksijen atomlar1 ve eksen boyunda da azot atomlar: Uzerinden koordine
olmugtur!03179.182.196.197.198.199200 Ly y\/EC hiicre dizisinde [2,6piridindikarboksilikasit-
Fe**] sitotoksite calismalarinda kompleksin hicbir dozda sitotoksik etki gostermedigini
ve hatta hicre proliferasyonunu iyilestirdigini belirledik. hayvan modeli arastirmasi igin
(imit verici olarak gorilmektedir. Yapilan komplekslestirme cahismalarinda Fe*>’e
afinitesi en yiksek oldugu 6zellikle saf suya oranla plazmada daha fazla en etkili
komplekslesme etki gésteren kompleks oldugu tespit edildi.

Nitrilotriasetik asit (NTA) bir veya daha fazla azot atomuna bagh birkag
karboksilat grubu iceren amino polikarboksilik asitler ad: verilen genis aileye aittir. Bu
amino polikarboksilik birgok metal ile ¢ok kararli suda ¢Ozunir kompleksler
olusturabilme 6zelligine sahip olmasindan dolay: secilmistir. Bir demir atomunun 6
koordinasyon alanini baglamak icin 2 tane NTA molekulu gerekir. 3 disli demir
selatorleridir. NTA demir ile kompleks olustururken karboksil oksijeniyle fazladan bag
olusturur. Bu metal-selat kompleksinin daha glcli olmasint saglarken protein
alikonulmasini zayiflatir. Nispeten molekiler agirliklarinin kigik olmas: nedeniyle
gastrointestinal yol icinde daha iyi emilecegi 6ngorilmektedir. Bu durum hiicreye nifuz
etmesi ve demir mobilizasyonunu durumunu da desteklemektedirt’®182201:202203
Yapilan komplekslestirme calismalarinda Fe**’e afinitesi yiiksek oldugu 6zellikle saf
suya oranla plazmada daha fazla komplekslesme etkisi gosterdigi tespit edildi.
Plazmada daha fazla komplekslesme gostermesi avantajdir. Komplekslerin invivo deney
izlenimleri yapilarak ginidmizde kullanimda olan selatorlerle karsilastiriimalidir.
[NTA-Fe**] kompleksi icin yapilan sitotoksisite calismasinda kompleksin 12,5, 25, 50
ve 100 uM lik derisim araliginda HUVEC (Uzerine sitotoksik etkiye sahip olmadigi ve
hicre proliferasyonunu etkilemedigi tespit edilmistir. Hayvan modeli arastirmas: igin

umit verici olarak gorilmektedir

Sitrik asit dogada her yerde bulunan ve Onemli biyolojik islevlere sahip bir
bilesiktir. In vitro diisiik molekil agirlikli ligandlarla demirin baskin komplekslerinin
arastirilmasi, bu eser elementin metabolizmasinin giincel anlayisini gelistirmek igin

onemlidir. Bu ylzden sitrik asitin demir ile komplekslesme derecesi incelenmistir. Bu
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calisma igin segtigimiz sitrik asit ligand: giinimuzde kullanilmakta olan Deferipron,
Deferasiroks, Desferoksamine gore nispeten molekiler agirliklarinin kigik olmasi
nedeniyle gastrointestinal yol icinde daha iyi emilecegi ongorilmektedir. Bu durum
hiicreye nifuz etmesi ve demir mobilizasyonunu durumunu da desteklemektedir. Bir
demir atomunun 6 koordinasyon alanini baglamak icin 2 tane sitrik asit molekul
gerekir. 3 digsli selatordir. Ayrica gunimizde kullanilan diger selatérlere gore ticari
olarak ucuzdur®®"179:184204.205 "Ly y\/EC hiicre dizisinde [Sitrik asit-Fe**] sitotoksisitesini
ilk kez teyit ederek sitotoksik etki gosterdigi saptandi. Bu ylizden demir fazlalig: olusan
durumlarda bu durumu hafifletmek icin bir selatér kullanilmak igine invivo
calismalarda  degerlendirilmesini  6ngdrmekteyiz.  Yapilan  komplekslestirme
calismalarinda Fe®"e afinitesi en yiiksek oldugu Ozellikle saf suya oranla plazmada
daha fazla en etkili komplekslesme etki gosteren kompleks oldugu tespit edildi. Bir
selator icin ligandimizin demir iyonuna ilgisi beklenen dizeydedir. [Sitrik asit-Fe*']
kompleksi icin yapilan sitotoksisite ¢calismasinda 1. derisimde kontrole gére anlaml
fark goralda (% 50,29). Kompleksin 12,5, 25, 50 ve 100 uM lik derigim araliginda
HUVEC Uzerine sitotoksik etkiye sahip olmadigi ve hiicre proliferasyonunu
etkilemedigi tespit edilmistir. Sitotoksik etki gostermesinden dolay: hayvan modeli
arastirmast igin imit verici olarak gorilmektedir.

Glisinde bu c¢alismada ligand olarak kullanilmigtir. Clnkid amino asitler
tamamen toksik olmayan bir organik bilesik sinifi olustururlar. Amino asitler gibi
kompleks olusturan maddeler icin demir (I1) gibi agir metallerin giderilmesinde
kullanilmasi arastirilmalidir. Cunki glisinin diger yiksek molekdllii selatlara gore daha
distik molekdl kitlesi olmasi belki de onun daha iyi asimile olmas: ve vicuttaki
metabolik sureclerin diizgun bir sekilde calismasini saglayacaktir. Bu gorevi, en basit
alfa-amino asit olan glisin ile baslattik. Glisin iki kutuplu gruba, yani bir amino grubu
ve bir karboksil grubuna sahiptir. Karboksil grubunun azot atomu ve oksijen atomu
vasitasiyla metallerle koordine edebilir. Bir demir atomunun 6 koordinasyon alanini
baglamak icin 3 tane glisin molekull gerekir. 2 disli demir selatorleridir. Demir-glisin
kompleksinin kimyasal/ fiziksel 6zellikleri, 6rnegin disuk molekuler agirlik ve elektrik
yukiintn olmamasinin, bagirsak villusundan emilim icin pozitif bir element olusturdugu
ongordlebilir. Bu duruma gore kompleks agizdan uygulanabilir. Diger taraftanda kuguk

molekidl  agirhgindan  dolayr da  hucre  zarnnmin  igerisine  Kkolaylikla
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179.182,206:207,208209  yanlan komplekslestirme calismalarinda Fe®**’e afinitesi

girebilir
yuksek oldugu ozellikle saf suya oranla plazmada daha fazla komplekslesme etkisi
gosterdigi tespit edildi. Bir selator icin ligandimizin demir iyonuna ilgisi beklenen
diizeydedir. ilk kez HUVEC hiicre dizisinde saptanmaya calisilan [Glisin-Fe®]
kompleksinin sitotoksik etkiyi yiksek dozlarda ortaya ¢ikardigini gosterdik. Bu ylzden
hayvan modeli aragtirmasi igin umit verici olarak gortlmektedir. Komplekslerin invivo
deney izlenimleri yapilarak giinimuzde kullanimda olan selatorlerle karsilastiriimalidir.
[Glisin-Fe**] kompleksi icin yapilan sitotoksisite calismasinda 1. derisimde kontrole
gore anlamli fark gorildi (% 50,08). Doz dusurulduginde etkilenen hiicre oraninin yani
sitotoksitenin azaldig: fakat degerlerin yiksek oldugu g6zlendi. Kompleksin 12,5, 25, 50
ve 100 uM lhik derisim arahginda HUVEC (zerine sitotoksik etkiye sahip olmadig: ve hiicre
proliferasyonunu etkilemedigi tespit edilmistir. Bu ylizden hayvan modeli arastirmasi icin
umit verici olarak gortlmektedir.

Oksalat’ da bu calismada ligand olarak kullanilmistir. Oksalat metalik iyonlarla
selatlayict bir ligandtir. Aym zamanda oksalat, koordinasyon kimyasinda analitik,
katalitik ve biyomedikal uygulamalarindan dolay: uzun yillar buyuk ilgi gérmastir. Bu
calismada demir(lll) ile komplekslesme kapasitesi incelenerek selatlama amaciyla
kullanihip kullanilmayacag: arastirildi. Bir demir atomunun 6 koordinasyon alanini
baglamak icin 3 tane glisin molekull gerekir. 2 disli demir selatorleridir. Ayrica kiglk
molekiil agirhigindan dolayr da hiicre zarinin icerisine kolaylikla girebilir®82210,
[Oksalat-Fe**] kompleksi icin yapilan sitotoksisite calismasinda 48 saat sonunda farkl:
derisimlerde kontrole gore anlamli farkliliklar gézlenmedi. Kontrole gore sitotoksik
etkisi en yiksek olan en distk derisimli (50uM) metal kompleksi oldugu ortaya gikti.

Ayn1 zamanda doz miktar1 azaldikca sitotoksite artmaktadir.

Salisilik asit ve turevleri hidroksil, stiperoksit ve hidrojen peroksit radikalleri ile
hizla tepkimeye girerek radikal stpirtct olarak gorev yapan molekuldir. Salisilik asit
klasik bir nonsteroid anti-inflamatuar ilagtir. Demir fazlaligi olusan durumlarda bu
durumu hafifletmek igin bir selator olarak kullanilip kullanilmayacagini degerlendirmek
amaciyla calismaya dahil edildi. Demir ile noétral (ylksiz) kompleksler meydana
getirdi. YUkl olmayan kompleksler genellikle biyolojik membranlara yiikli olanlardan
daha hizli nufuz eder. Bu durumda diger kullanilan selatorlere gore biyik bir

avantajdir. Bir demir atomunun 6 koordinasyon alanini baglamak igin 3 tane salisilik
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asit molekult gerekir. Guniimizde kullanilan diger selatorlere gore ticari olarak
ucuzdurt’®8221212 \HUVEC hiicre dizisinde [salisilik asit-Fe®*] sitotoksisitesini ilk kez
teyit ederek sitotoksik etki gosterdigini saptadik. Bu yuzden demir fazlaligi olusan
durumlarda bu durumu hafifletmek i¢in bir selator kullanilmak igine invivo
calismalarda degerlendirilmesini 6ngérmekteyiz. [Salisilikasit-Fe**] kompleksi icin
yapilan sitotoksisite calismasinda kirk sekiz saat sonunda farkl: derisimlerde kontrole
gore anlamh farkliliklar gozlenmedi. Kontrole gore sitotoksik etkisi en yiksek olan en
yuksek derisimli (200uM) metal kompleksi oldugu ortaya ¢ikti. Ayni1 zamanda doz
miktar1 azaldikca sitotoksite paralel bir sekilde azalmaktadir. Bu yiizden hayvan modeli

arastirmast igin imit verici olarak goriilmektedir.
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6. SONUCLAR ve ONERILER

Son yillarda tipta demir selatorlerinin énemi artmistir. Bunun nedeni, demirin
fazlaligina kars1 insan hucrelerini korumak igin etkili araglarin bulunmamasi ve serbest
radikal olusumunda demirin roline bagli olmasidir. Diger bir neden ise demir selasyon
tedavisi, son yillarda asir1 demir yUkd ile karakterize olmayan bozukluklarin tedavisinde
dahi kullanim1 s6z konusu olmasidir (eriskin solunum sikintist sendromu, miyokardiyal
iskemi, kanser ve sitma gibi). Bu yilzden toksik olmayan oral demir selatorlerin
gelistirilmesi Gzerinde durulan bir calisma alani1 olmustur. Ne yazik ki, insanlardaki asir
demir yuklenmeyi tedavi etmek icin her acidan ideal selatlayici heniz
tanimlanmamastir.

Vicutta asiri biriken demiri uzaklastirmak amaciyla Fe® iyonu ile bilesik
olusturabilecek ligantlarin sentezi\komplekslesme derecesini ve insan plazmasindan
demirin uzaklastirilmasinda etkinliginin belirlenmesi tedavi sirecinde klinikte
kullanilabilme potansiyeli olan uygulamalarin ilk basamag: niteligindedir. Bu galisma
da ilk olarak asetilaseton tizerinde bulunan iki karbonil bilesigi arasindaki karbon atomu
Uzerindeki aktif hidrojen ile alkil gruplarinin yer degistirmesi ile farkli uzunluktaki
zincir sayisina sahip asetilaseton tdrevleri olan 3-metil-2,4-pentandion ve 3-butil-2,4-
pentandion basarili bir sekilde sentezlendi ve ligand olarak kullanildi. Kloralhidrat,
hidroksilamin hidrokloriir ¢ikis bilesigi olarak kullanilarak oksim gurubuna dahil olan
anti-monokloroglioksim ve dimetilglioksim ligandlar: basarili bir sekilde sentezlendi. 8-
Hidroksikinolin-5-stlfonik asit, 4,5-Dihidroksibenzen-1,3-disilfonik asit, Piridin 2,6-
Dikarboksilik, Nitrilotriasetik asit, Sitrik asit, Oksalat, Glisin, Salisilik asit’ te ligand
olarak kullanildi. Daha sonra demir ile kompleksleri safsu ve plazmada sentezlendi.
Sentezlenen bilesiklerin yapilart FT-IR, manyetik suseptibilite, elementel analiz analiz
ve UV-Vis gibi spektroskopik metodlar ile aydinlatilmistir. Komplekslesme derecesi
ICP-MS ve UV-Vis yontemleriyle belirlendi. Yapilan bu degerlendirmeler dogrultusunda
in vitro olarak komplekslerin hemen hemen hepsinde yiksek dizeyde komplekslesme
gorilmesi vicutta biriken demiri uzaklastirmak amaciyla kullanilabilmesi éngérmemize
neden olmaktadir. Bununla birlikte in vivo etkisinin gosterilebilmesiyle ¢alismamizin

daha anlaml1 bir asamaya gelebilecegini diisinmekteyiz.
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Komplekslerin, ligandlarin elektrokimyasal davraniglart CV ile incelendi.
Calismalarda platin disk elektrot, platin karsit (counter) elektrot ve Ag-AgCl referans
elektrot kullanilmistir. Voltametri ile elektrokimyas: ¢alisilan komplekslerin tamaminda
yukseltgenme ve indirgenme pikleri gozlendi. Egriler geri dontstimlidur.
Voltomogramda kompleksler icin farkli pik potansiyellerinin gozlenmesi diger
analizlerle uyumlu olarak kompleks varligin1 desteklemektedir. Ayn1 zamanda hem
ligant hem de metal komplekslerinin negatif ve pozitif potansiyellerde elektrokimyasal
aktivite gostermesi elektro-aktif ©zellige sahip olduklarinin yani elektrokimyasal
calismalarda kullanilabilecegini gostermektedir.

Daha sonra hiicre kiltiri yontemi ile sentezlenen komplekslerin in vitro
sitotoksik etkisi belirlendi. MTT testi kullanilarak 12,5, 25, 50, 100 ve 200 uM’lik 5
farkl derigim araliginda kompleksler HUVEC hicre dizisi Uzerine uygulanarak
sitotoksik etkiye sahip olup olmadigi ve hiicre proliferasyonuna etkisi incelenmistir.
Arastirmada kullanilan komplekslerin hemen hemen hepsinde artan doz ile yizde
sitotoksisite  cevaplarn  arasinda  pozitif ~ bir  iliski  g6zlendi.  Sadece
[2,6piridindikarboksilikasit-Fe**] kompleksinde herhangi bir sitotoksik etki gézlenmedi.
Sitotoksik etkinin derisime paralel bir artis gostermesi ila¢c gelistirme asamasinda
deneysel hayvan modeli arastirmas i¢in Umit verici olarak gérulmektedir.

Bu calismada kullanilan ligandlarin selasyona etkisinin arastirilmas: in vivo
denemelerin gergeklestirilebilmesinde ilk basamak calismast olmustur. In vitro yapilan
bu calismada bulunan sonuclar ileriki donemlerde in vivo ¢calismalar ile de desteklenirse
demir selasyonuna uyumun optimum olacag: etkin demir selatérlerin gelistirilmesini
ongormekteyiz. Gunimuzde tedavi stresinde tercih edilen az sayidaki liganda alternatif
olabilecek bir potansiyel molekilin ya da molekillerin sentezlenmesi ayn1 zamanda tip
alaninda tedavi amaciyla kullanilan mevcut bilimsel birikim ve tedavi yontemlerine
alternatif olabilecek bir tedavi surecinin gelistirmeye yonelik molekdllerin tanitilmas: ve
varolan bazi molekdllerin bu amag¢ dogrultusunda da kullanilabileceginin s6z konusu

olacagi 6ngoruldu.
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6.1. Oneriler

Asetilasetonun cesitli alkil halojentrlerle alkillenmesi ile olusan 3-metil-2,4-
pentandion ve 3-butil-2,4-pentandion’ un ligand olarak kullanilmas: ve 6zellikle
asetilaseton tzerinden yagda ¢ozlnen grubun (alkil) grubunun selasyona etkisi,
aynt  zamanda  oksim  grubu ligandlar ~ olan  dimetilglioksim,
antimonokloroglioksimin ve diger ligandlarin da selasyona etkisinin arastirilmasi
in vivo denemelerin gercgeklestirilebilmesinde ilk basamak ¢alismasi olmustur.

In vivo calismalara baglamadan once, hiicre kiltiirii metodlarr komplekslerin
sitotoksisitesi belirlenmisitir. Ayn1 zamanda in vitro ¢alismalarda proliferasyon
veya diger etkinlik degerlendirmelerde test cesitlerinin artirilmas: alinan
sonuclarin ve buna bagh yapilan yorumlarin dogrulugunu da artiracaktir. Elde
edilen sonuglar hayvanlarda invivo etkilerinin gosterilebilmesiyle anlamli bir
asamaya gelebilecegini dustiinmekteyiz.

Hucre kulttri denemelerinden sonra mutlaka hayvan deneyleri yapilmalidir. Bu
maddelerin in vivo denemelerde nasil sonuglar verecegi, komplekslerin ve
ligandlarin etki mekanizmalarina yonelik farkli deney protokollerinin
hazirlanmas: ve arastirmalarin yapilmasina ihtiya¢c duyulmaktadir. In vitro
yapilan bu calismada bulunan sonuglar, in vivo calismalar ile de desteklenirse
demir selasyonuna uyumun optimum olacagi etkin demir selatorlerin
gelistirilmesini saglayabilir.

Ayn1 zamanda farkli agir metaller Uzerine denemeler yapilarak agir metal
baglayici ligandlar olarak kullanilip, insan plazmasindan yada atik sulardan da
bu metallerin giderilmesinde kullanilabilecegi 6ngorulmektedir.

Ayrica calismada sentezlenen ve kullanilan ligandlarin Fe(lll) tayini igin
kullanilabilecegi distnulmektedir. Bunun igin daha detayli ve bazi parametreler
acisindan optimize edilen deney sartlari hazirlanarak belki de bu ligandlarin
bazilarimin  spektrofotometrik olarak demir tayininde kullanilabilecegi
ongorilmektedir. Fe(lll) ve diger agir metallerin tayini icin AAS ve ICP-MS
gibi gelismis yontem olmasina karsin, spektrofotometri; dusik maliyetli ve
sonuca hizli erisilir olmas: nedeniyle avantajli bir yontemdir. Diger tayin

yontemlerinde ¢ogunda ekstraksiyon islemi yapilmaktadir. Bu durum maliyeti
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yukselmesine ve fazla zaman almaktadir. Limitli bir btgeyle yapilan analizler
icin popiler bir yontem olabilir.
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