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Sitotoksisite

Bu galismada zn(ll) ve Co(ll) metallerinin 4-florobenzoik asit ve N-donér atom iceren 3-
hidroksipiridin ile iki adet kompleksi sentezlendi. Sentezlenen iki kompleksin yapisi
elementel analiz ve FT-IR spektroskopisi ile karakterize edildi. Yapilari belirlenen bu iki
kompleksin 62,5-500 ppm konsantrasyon araliginda lenfosit hicreleri Gzerindeki
sitotoksik 6zellikleri MTT yontemi kullanilarak belirlenmistir.
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1. GiRi$

Koordinasyon bilesikleri genis uygulama alanlarina sahiptir. Metal organik aglar,
simetri merkezinde bir metal katyon ve metal atomuna baglanan ligand adi verilen anyon veya
molekillerden olusmaktadir (Sertcelik vd, 2020; Huseynova vd, 2020; Huseynova vd, 2019).
Metal organik aglarin olusturmus oldugu metal kompleksleri yapilarinin gesitliligi ile uzun

yillardir farkh multidisipliner calismalarda ilgi konusu olmustur (Ozbek vd, 2019; Sertgelik ve
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ark., 2018a; Yuksek ve ark., 2020). Organik ligandlar bircok biyolojik ve fiziksel aktiviteye
sahiptir (Aktas ve ark., 2017; Bahcgeci ve ark., 2016; Beytur ve ark., 2019; Beytur ve ark., 2021).
Metal kompleksler kendisini olusturan organik molekiillere gére daha yliksek anti-bakteriyel,
anti-fungal, anti-timor, anti-kanser, anti-enflamatuar gibi biyolojik aktivite sergilemektedir
(Sertcelik ve ark., 2018b; Sertcelik ve Durman, 2020; Jaafar ve ark. n.d.; Adly ve ark., 2020;
Hassan ve ark., 2020; Deb ve ark., 2020). Yapilan bu ¢alismalar metal komplekslerinin biyolojik
aktif molekdiller oldugunu goéstermistir. Bunun yaninda son yillarda metal komplekslerinin
sitotoksik ve genotoksik 6zellikleri arastirmalara konu olmustur (Mjos ve Orvig, 2014; Akbaba
ve Ozturk, 2019).

Florobenzoik asit ve tlrevleri ilag sanayisinde 6nemli bir yer tutmaktadir. Karbon-flor
baglari biyoaktivite, lipit ¢ozinlrligl ve oksidatif kararlilig artirmaktadir. Farmasoétikler igin
ara madde olarak kullanilmaktadir (Conte vd, 1998). N-dondr atom bulunduran hidroksipiridin
komplekslerinin antibakteriyel, antiparazit etkilerinin yaninda yumurtalik kanserine karsi
aktivite gosterdigi bilinmektedir (Chowdhury vd, 2005; Garcia Lifiares vd, 2012; Huq vd, 2004,
Hug vd, 2007; Mobinikhaledi vd, 2006). Lenfositler, insan viicuduna giren bakteri, virlis ve
kanserli bir hiicre tipine donliisen mevcut hiicrelere bir tepki ortaya gikarabildikleri igin
bagisikhk  sisteminin  kritik  bilesenleridir.  Periferal kandaki lenfosit hicreleri,
immiinoglobulinler ve ¢ok gesitli baska proteinlerin sentezinde aktif rol oynamalarindan dolayi
in vitro ilag gelistirme galismalarinda yaygin olarak kullanilmaktadir. Ayrica, arastirmacilar ve
klinisyenler lenfositleri imminoloji, bulasici hastalik, hematolojik maligniteler, asi gelistirme,
transplant tedavisi, kisisellestirilmis tip ve toksikolojiile ilgili alanlarda kullanirlar. Genel olarak,
in vitro lenfosit calismalari, hiicre fonksiyonu, biyobelirte¢ tanimlama ve hastalik modelleme
ile ilgili arastirmalara katki sunmaktadir (Smith ve Forbes, 1967; Kammula ve ark., 1999).

Bu calismada, Zn(ll) ve Co(ll) 4-florobenzoatin 3-hidroksipiridinli kompleksleri
sentezlenmistir. Sentezlenen komplekslerin muhtemel yapilari elemental analiz ve Infrared
spektroskopisi (FT-IR) kullanilarak belirlenmistir. Sentezlenen komplekslerin sitotoksik

ozellikleri lenfosit hiicreleri (izerinde MTT test yontemi ile belirlenmistir.

2. MATERYAL VE METOT
2.1. Kullanilan Kimyasallar ve Cihazlar
Komplekslerin sentezinde, cinko(ll) silfat (ZnS04.7H,0), kobalt(ll) stlfat CoS04.7H,0

(Merck), sodyum bikarbonat, 4-florobenzoik asit (Fluka) ve 3-hidroksipiridin (Merck)
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kullanilmistir. MTT testi icin, fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi, antibiyotik antimikotik ¢ozelti, L-
glutamin, histopaque-1077 ve dimetilsilfoksit (Sigma-Aldrich), BIOAMF-1 medyum ve
BIOAMF-1 suplement (Biological Industries) ve MTT Hiicre Proliferasyon Test Kiti (Cayman
Chemical) ticari olarak satin alindi.

Bruker Alpha-P FT-IR spektrometresiyle komplekslerin Infrared spektrumlari 400-4000
cm™ araliginda kaydedildi. LECO CHNS 932 Elementel Analiz cihazi ile C, H ve N elementlerinin
miktarlari belirlendi. MTT testi icin, NUve Steamart OT 40L otoklav, Niive BM 101 Su banyosu,
ISOLAB vorteks karistirici, HETTICH EBA 200 santrifiij cihazi, Panasonic MCO-170AICUVH-PE
CO; inkiibatdr ve BioTek Epoch UV-Vis Spektrofotometre cihazi kullanilmistir.

2.2. Komplekslerin Sentezi

Sodyum 4-florobenzoat eldesi icin 100 mL saf su icerisine 10 mmol 4-florobenzoik asit
(1,40 g) ve 10 mmol sodyum bikarbonat (0,84 g) eklendi. 60 2C sicaklikta karistirilarak tepkime
esnasinda olusan karbondioksit ortamdan tamamen uzaklastirildi.

Daha sonra ayri bir beherlerde 30 mL saf suda 5 mmol metal(ll) silfat (ZnS04.7H,0:
1,43 g ve CoS04.7H,0: 1,40 g) cozeltisi hazirlandi ve bir baska beherde de 30 mL saf suda 10
mmol 3-hidroksipiridin (0,95 g) tamamen ¢dziinmesi saglandi. ilk olarak metal siilfat ¢dzeltisi
Uzerine 3-hidroksipiridin ¢ozeltisi ilave edildi. Olusan karisimin lizerine daha o©nceden
hazirlanan sodyum 4-florobenzoat ¢ozeltisi ilave edildi. Cozelti oda sicakliginda kristallenene
kadar bekletildi. Bir hafta sonunda renksiz ¢inko kompleksi ve pembe renkli kobalt kompleksi
tek kristal olarak elde edildi. Olusan kristaller siizlilerek saf suyla yikandi ve oda sicakliginda
kurutuldu.

2.3. MTT Testi

Komplekslerin ve baslangic ligandlarinin  62,5; 125; 250 ve 500 ppm
konsantrasyonlardaki ¢ozeltileri DMSO icinde hazirlandi. Lenfosit hticreleri insan tam kan
orneginden izole edildi ve Thoma lami kullanilarak hicre sayimi yapildi (Feldman ve
Mogelesky, 1987). Kiltir medyumu, 75 mL amniyon hicre kaltiri medyumu, 15 mL
suplement, 1,5 mL penisilin + streptomisin + amfoterisin B (Antibiyotik Antimikotik ¢ozelti) ve
2 mL L-glutamin kullanilarak hazirlandi. 96 kuyucuklu mikroplakalara sirasiyla 100 pL Kaltar
ortami ve 100 plL hiicre sitspansiyonu (50000 hticre / kuyucuk) eklendi. Hicrelerin
proliferasyon ve adezyonu igin 37 °C'de % 5 CO; inklibatérde 24 saat boyunca inklbe
edildikten sonra, kuyucuklara bilesiklerin hazirlanan her bir ¢dzeltisinden 100 L kisimlar ilave

edildi. Hiicre kiltiirleri 37 °C'de 24 saat inkiibe edildi. inkiibasyondan sonra her kuyucuga 10
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uL MTT reaktifi eklendi ve mikroplakalar, calkalayici ile yavasga karistirildi. 3 saat
inklibasyondan sonra kuyucuklarin alt kisminda formazan kristallerinin olustugu goralda.
Kuyucuklardan kiltiir medyumu uzaklastirildi ve her bir kuyucuga 200 uL DMSO ilave edildi.
37 ° C'de 24 saat inkiibasyondan sonra absorbans degerleri UV-Vis spektrofotometre ile 570
nm dalga boyunda kaydedildi.

2.4. istatistiki analiz

Testlerden elde edilen verilerin istatistiki analizi IBM SPSS istatistik paket programi
(v.18.0, IBM Corp., Armonk, New York, ABD) ile yapildi. Her bir bilesigin lenfosit hiicre
canlihgi/hicre 6lumi Gzerine etkisinin, kontrolden ve birbirinden istatistiki olarak farkli olup
olmadigini degerlendirmek icin iki yonlii ANOVA (Tukey) analizi kullanildi. istatistiksel
anlamhhk duzeyi % 95 olarak kabul edildi (p <0.05).

3. BULGULAR
3.1. Elementel Analiz
Tablo 1'de sentezlenen komplekslerin elemental analiz sonuclan verilmistir. Elde

edilen sonuclar teorik ve deneysel verilerin uyumlu oldugunu géstermektedir.

Tablo 1. Komplekslerin elementel analiz verileri

Kompleks Renk Deneysel-Teorik (%)

C H N
[Zn(C7H4F02)2(CsHsNO),(H20),] Renksiz 50.28-50.59 3.67-3.89  4.45-4.92
[Co(C7H4F0,)2(CsHsNO)2(H20):] Pembe 50.98-51.17 3.75-3.94 4.78-4.97

3.2. Infrared Spektrumu

Sentezlenen komplekslerinin FT-IR spektrumlari Sekil 1-2’de verilmistir. Koordine su
molekillerinin ve 3-hidroksipiridinin O-H gerilme titresimleri 3500-3300 cm™ araliginda
gézlemlendi. Benzen ve piridin aromatik halkalarinin C-H gerilme titresimleri 3100-2900 cm™!
araliginda gorilmektedir. Karboksilik asitlerin C=0 titresimleri yaklasik olarak 1760 cm™'de
gorilmektedir (Silverstein ve ark., 2015; Pavia ve ark., 2001). Ancak bu c¢alisma kapsamin
sentezlenen iki komplekste bu pik gorilmemektedir. [Co(C7H4FO3)2(CsHsNO)2(H20);2] ve
[Zn(C7H4F03)2(CsHsNO)2(H20),] kompleksleri icin karboksilat grubu COO™ asimetrik ve simetrik

titresimleri sirasiyla 1581-1379 cm™ ve 1582-1392 cm™¥de gdzlemlenmektedir. Karboksilat
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gruplari monodentat, bidentat-selat, bidentat kopri gibi farkli koordinasyon o6zellikleri
sergilemektedir.

Karboksilat grubuna ait asimetrik ve simetrik titresim frekanslarinin farkindan
hesaplanan Av(COOQ") degeri kullaniimaktadir. Karboksilat koordinasyon tirin( belirlemek igin
AVimonodentat>>AViyonik> AVispri>> AUselat Siralamasi kullanilmaktadir. Ayrica, Av(COO") degeri 200
cmden buylkse monodentat koordinasyon oldugu rapor edilmistir (Nakamoto 2006).
Komplekslerde icin Av(COO’) degeri sirasiyla 202 ve 190 cm™? olarak hesaplanmistir.
Karboksilat gruplarinin metal atomuna monodentat olarak koordinasyona girdigi
dusunulmektedir. Piridin halkasi C-N gerilme titresimleri 1650-1400 cm™ araliginda
gozlenmektedir (Krishnakumar ve ark. 2006). 3-hidroksipiridin ligandinin piridin halkasi C-N
gruplan icin gerilme bantlari [Co(C7H4FO3)2(CsHsNO)2(H20)2] kompleksi icin 1546 cm™ ve
Zn(C7H4F03)2(CsHsNO)2(H20)2] kompleksi icin 1550 cm™’de gériilmektedir. Bu bantlardaki
kimyasal kaymanin nedeni piridin halkasinin azot atomunun metal atomuna koordine
olmasidir. Florobenzenlerin C-F titresimlerinin 1226 cm™de goéruldugu bildirilmistir
(Kreienborg ve Merten, 2013) C-F gerilme titresimleri [Co(C7H4FO3)2(CsHsNO)2(H20);]
kompleksinin  FT-IR  spektrumunda C-F gerilme titresimleri 1217 cm¥de ve
[Zn(C7H4F03)2(CsHsNO)2(H20)2]  kompleksinin FT-IR spektrumunda C-F gerilme titresimleri
1200 cm™de gézlenmistir. Bu metal atomuna flor atomu Gzerinden herhangi bir koordinasyon
olmadiginin kanitidir.  [Co(C7H4FO3)2(CsHsNO)2(H20)2] ve [Zn(C7H4FO32)2(CsHsNO)2(H20)2]
kompleksleri icin Me-O gerilme titresimleri sirasiyla 650 cm™ ve 643 cm? olarak

gozlemlenmektedir (Necefoglu vd, 2011).

%M\’\
3476.07cm.

%T

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 600

Name Description
Administrator 181 Sample 181 By Administrator Date Wednesday, March 13 2019

Sekil 1. CoFBA3HPY kompleksinin FT-IR spektrumu
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Sekil 2. ZnFBA3HPY kompleksinin FT-IR spektrumu

3.3. Yapilarin Degerlendirilmesi

Her iki komplekste metal atomu cevresinde iki 4-florobenzoat anyonunun karboksilat
grubunun monodentat koordine iki oksijen atomu, iki koordine su molekiiliinden gelen iki
oksijen atomu ve iki 3-hidroksipiridin molekiliinden gelen iki azot atomu ile oktahedral

koordinasyon koordinasyonunu tamamlandigi disinilmektedir (Sekil 2).

\ OH
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Sekil 3. Komplekslerin muhtemel yapisi
3.4. MTT Test Sonuglari

Hicre canhiligini tespit etmek amaciyla deneyler (i¢c paralel olarak yuritaimistar.

Lenfosit hiicre canliigi/6limiine iliskin grafikler Sekil 4-6’da verilmistir. Hicre canhhg (%)=
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[Optik Yogunluk(Numune)/Optik Yogunluk(Kontrol)]x100 formli kullanilarak hesaplanmistir.
Komplekslerin ve baslangi¢ ligandlarinin 62,5; 125; 250 ve 500 ppm’de lenfosit hiicreleri
Uzerine etkileri hiicre kontrol grubu verileri ile mukayese edilmistir. Cozlicl olarak kullanilan
DMSOQO’nun lenfosit hiicreleri izerinde herhangi bir sitotoksik etkisi olmadigi belirlenmistir.
CoFBA3HPY kompleksinin baslangic liganlari olan FBA ve 3HPY'e gore bitin
konsantrasyonlarda daha sitotoksik oldugu belirlenmistir. Kompleksin sitotoksisitesi artan
konsantrasyonla birlikte artmaktadir. Ancak 62,5-500 ppm konsantrasyon aralig§inda hiicre
canlihgint % 50’nin altina diustirmemistir. FBA, 62,5-500 ppm araliginda ortalama % 21,60
lenfosit hiicre ollimine neden olmustur. Ko-ligand olan 3HPY ile kiyaslandiginda ana ligand

olan FBA daha toksiktir (Sekil 4).

125

o100

=

= 50

c 75

< ® 40

- E

[ = 30

= 50 2

12 # A_—

3 M 20

I S —

25 210 — —
0 p_—g _—
o Hicre OMSO CofBA FBA 3HPY
Kontrol 3HPY
Hiicre Kontrol DMSO CoFBA 3HPY FBA 3HPY
4500 ppm w250 ppm W 125ppm W62,5 ppm m500ppm w250 ppm = 125ppm m62,5 ppm
a b

Sekil 4. CoFBA3HPY kompleksinin lenfosit hiicrelerine etkisinin baslangic maddeleri ile

kiyaslanmasi (a) Hiicre Canliligi ve b) Hiicre Oliimii)

3HPY duslik konsantrasyonlarda (62,5 ve 125 ppm) %4,8 oraninda hiicre olimine
neden olmaktadir. Literatiire gbre % 10 ve altinda olan hiicre 6limu ihmal edilebilir toksisite
olarak degerlendirilmektedir(Bhattacharyya ve ark. 2019; Nashre-ul-Islam ve ark. 2019). Ancak
artan konsantrasyonla birlikte bilesik hiicre canliligini azaltmaktadir. 250 ppm’de %14,57 ve

500 ppm’de %25,38 oraninda hiicre 6limi meydana gelmektedir.

ZnFBA3HPY kompleksi 500, 125 ve 62,5 ppm konsantrasyonlarda sitotoksik degildir.
500 ppm konsantrasyonda hiicre proliferasyonu (¢cogalmasi) meydana gelmistir. 250 ppm
konsantrasyonda ise kompleks %14,02 oraninda hiicre 6limine neden olmustur. Baslangi¢
bilesenleri olan FBA ve 3HPY komplekse kiyasla daha sitotoksiktir (Sekil 5). Cinko, biyolojik

sistemlerde iz element olarak bulunan ve 6nemli rol oynayan bir gecis metalidir. Ayrica
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literatlirde gecis metal komplekslerinin bircogunun bilesiminde bulunan

daha

ligandlarla

kiyaslandiginda onlardan

biyolojik aktif molekiller siklikla

edilmektedir(Arora ve ark. 2020; Liguori ve ark. 2010; Pucci ve ark. 2013). ZnFBA3HPY

oldugu rapor

bilesiginin de 500, 125 ve 62,5 ppm konsantrasyonlarda sitotoksisiteye neden olmamasindan
dolayi ileri arastirmalarda kullanimini 6nermekteyiz. 250 ppm konsantrasyonda sentezlenen
iki

kompleksin sitotoksisitesi kiyaslandiginda, CoFBA3HPY’nin daha sitotoksik oldugu

belirlenmistir (Sekil 6).

125

b

b
aaaa g
~ 100 |2322 e ‘,’ : i
) C N g9g 4 30
r— [T L
s 5| ! &b = ° 25
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=2
o 50 . © 15 — -
2 5 10 — —
E 25 ; 5 r _—
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0 Hilere DMSO  ZnfBA FBA 3HPY
Hiicre Kontrol DMSO  ZnFBA3HPY FBA 3HPY Kontrol 3HPY
niorem M20m MASpom WAL pew wS00ppm w250ppm = 125ppm  m62.5 ppm

Sekil 5. ZnFBA3HPY kompleksinin lenfosit hiicrelerine etkisinin baslangic maddeleri ile

kiyaslanmasi (a) Hiicre Canliligi ve b) Hiicre Oliimii)

2
2
5
=
=
=

250 ppm 125 ppm
Konsantrasyon

¥ Hiicre Kontrol CoFBA 3HPY m ZnFBA 3HPY

Sekil 6. COFBA3HPY ve ZnFBA3HPY komplekslerinin sitotoksik etkilerinin kiyaslanmasi
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Literatlrde, kobalt ve ginko arilkarboksilatlarin piridin turevli komplekslerinin normal
lenfosit hicreleri lzerindeki sitotoksisitesinin belirlenmesine iliskin sinirli sayida ¢alisma
bulunmaktadir. Cinko 2-florobenzoik asit nikotinamid kompleksinin 1,17-18,67 mM
konsantrasyon araliginda artan konsantrasyon ile birlikte hicre canliigini azalttigi yani
sitotoksisiteye sebep oldugu rapor edilmistir (Akbaba ve Ozturk 2019). Abdolmaleki ve
arkadaslari kobalt(ll) piridin-2,6-dikarboksilik asit kompleksinin 100 uM konsantrasyonda %
47,06 oraninda HL60 (insan promyelositik [6semi hiicreleri) hiicreleri izerinde sitotoksisiteye
neden oldugunu rapor etmislerdir (Abdolmaleki ve ark. 2018). Kumar ve arkadaslari (2012)
tarafindan yapilan bir diger ¢calismada ise, kobalt(ll) N,N-bis(3,5-dimetilpirazol-1-ilmetil)}(2-
aminometil)piridin kompleksinin 100 uM konsantrasyonda % 50 ve 200 uM konsantrasyonda
% 40 hicre olimine neden oldugu belirlenmistir(Kumar ve ark. 2012). Bu iki kompleksin
antikanserojen ajan olarak kullanimi tavsiye edilmis ancak herhangi bir saglikh hiicre hatt
uzerinde etkilerine iliskin bir veri bulunmamaktadir. Bu ¢galismada, CoFBA3HPY ve ZnFBA3HPY
komplekslerinin insan kan lenfositleri Gzerindeki sitotoksik etkileri MTT test yontemi ile
incelenmis ve elde edilen sonugclar degerlendirilmistir. COFBA3HPY kompleksi 62,5-500 ppm
konsantrasyon araliginda, artan konsantrasyona bagl olarak hicre olimini artirdig
belirlenmistir. ZnFBA3HPY kompleksi 500, 125 ve 62,5 ppm konsantrasyonlarda hicre

olimune neden olmazken 250 ppm’de %14,02 oraninda hiicre 6limiine neden olmustur.

4. SONUC

Bu calismada kobalt (1) ve ¢inko 4-florobenzoatin 3-hidroksipiridin ile karisik ligandli
kompleksleri sentezlenmistir. 4-florobenzoat ve 3-hidroksipiridin metal tomlarina
monodentat koordine olmustur. Metal atomu cevresinde iki 4-florobenzoat anyonundan
gelen iki oksijen atomu, iki 3-hidroksibenzoat ligandindan gelen iki azot atomu ve iki su
molekiliinden gelen iki oksijen atomu ile oktahedral geometri meydana gelmistir. Metal:4-
florobenzoat:3-hidroksipiridin  oranlarinin  1:2:2  oldugu belirlenmistir. Sentezlenen
komplekslerin MTT testi ile normal lenfosit hiicreleri lizerine sitotoksik etkileri incelendi.
Sonug olarak, MTT testi ile normal lenfosit hiicreleri Gzerine sitotoksik etkileri incelenen
CoFBA3HPY kompleksinin bu hiicreler lzerinde 62,5-500 ppm konsantrasyon araliginda
sitotoksisiteye neden oldugu icin, tedavi amach ila¢ olarak kullanilmasi dnerilmemektedir.

Ancak ZnFBA3HPY kompleksi 500, 125 ve 62,5 ppm konsantrasyonlarda saglikl lenfosit
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hiicreleri lizerinde sitotoksisiteye neden olmamasi sebebiyle kanser hiicre hatlari lizerine

etkilerinin incelenecegi farkli galigmalar yapilabilir.
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