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OZET

Bu aragtirmada, hidroksitire tiirevi 1,3,4-tiyadiazol bilesiklerinin ve bunlarin metal
komplekslerinin deri altina enjeksiyonu ile ratlarin, lipid peroksidasyonunun derecesini gosteren
serum MDA konsantrasyonu, antioksidan A, E, C vitaminlerinin diizeyleri iizerine olan etkisi ve
antitiimor Ozellikleri arastirildi.

Deney gruplart arasindaki karsilastirllmalarda serum C, A ve E vitaminleri
degismedigi gozlendi. Bununla beraber, tiyadiazol bilesiklerinin ve metal komplekslerinin in vitro

antitimor aktiviteye sahip oldugu belirlendi.

Anahtar Kelimeler: 1,3,4-Tiyadiazol, Biyolojik Aktivite, Hidroksiiire, Antitimor
Aktivite, Antioksidan Vitaminler(A,E,C), MDA
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SUMMARY

AN INVESTIGATION OF ANTiTUMOR AND BiOLOGICAL ACTIiVITIES OF
HYDROXYUREA DERIVATIVE 1,3,4-THIADIAZOLES

In this research, the effect of hydroxyurea derivative 1,3,4-thiadiazoles and its metal
complexes on the MDA concentration which is an andicator of lipid peroxidation, antioxidant
vitamins A, E, C levels in serum of rats which is injected subcutaneously and antitumour activity
in cell culture media were investigated.

In the comparision done among groups, it was observed that serum concentrations of
vitamins C, A and E were statistically changed, but the serum level of MDA wasn’t statistically
changed. In addition to this, cell viability experiments show that thiadiazole components and its

metal complexes have effective in vitro antitumor activity.

Key Words: 1,3,4-Thiadiazole, Biological Activity, Hydroxyurea, Antitumor Activity,
Antioxidants Vitamins (A,E,C), MDA
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1. GIRiS

1.1.Hidroksiiire Tiirevi 1, 3, 4-Tiyadiazol Bilesiklerinin Biyolojik Ozellikleri

Tiyazoller, besli halkada hetero-atom olarak azotla birlikte kiikiirt iceren bilesiklerdir.
Tiyazol halkasi peptid alkaloidler, siklopeptidler gibi dogal {iriinlerin yapisinda bulunmaktadir.
Cesitli farmakolojik aktivitelerinden dolayr kimya, biyoloji ve farmakoloji bilim dallarinda biiyiik
ilgi gormektedir [1]. Tiyazol tiirevi bilesiklerin; antifungal [2], antibakteriyal [3], antimikrobiyal
[4], antitimor [5], antikonvulzant [6] Ozelliklere sahip oldugu belirtilmektedir. Ayrica lipid
peroksidasyonunu [7], protein oksidasyonunu [8] engelleyerek antioksidatif aktivite gosterdigi de
belirtilmektedir. Yine bu tiir bilesiklerin lokal anestezik aktiviteleri [9], kas gevsetici etkileri, sinir
sistemi depresan1 [10,11], sitotoksisite ve in vitro antituberkiiloz aktiviteleri arastirtlmistir [12,13].

Son yillarda 1,3,4-tiyadiazollerin biyolojik aktiviteleri arastirma konusu olmustur [14].
Ozellikle N-substitue 2-amino-1,3,4-tiyadiazol tiirevlerinin antiproliferatif aktivite gosterdigi
arastirllmistir [15]. Tiyadiazol ligandlarinin karbonik anhidraz enzimini (CA, EC 4.2.1.1) inhibe
ettigi in vivo ¢alismalarda gozlenmistir [16]. Benzer sekilde Cu(Il) ve Zn(IT) metal komplekslerinin
antiepileptik etki gosterdigi calismalarda belirtilmistir [17].

Yapilan bir ¢alismada 1,3,4-tiyadiazol tiirevi Co(Il), Ni(II), Cu(Il) metal kompleksleri
sentezlenmistir. Bu metal komplekslerinin Aspergillus ve Candida gibi fungi tiirlerine karsi
antifungal aktiviteleri incelenmistir. Sonugta in vitro calismalar bu kompleks bilesiklerinin
Aspergillus and Candida tiirlerine kars1 fungitoksik etki gosterdigi belirtilmistir [2,18].

Baz tiyadiazol tiirevlerinin (2,2-bis-1,3,4-tiyadiazol) yapilan in vivo olarak BALB/3T3
farelerinde; L.1210 16semi 6C3HED/OG lenfosarkoma, C1498 miyeloid 16semi, Ehrlich karsinoma,
sarkoma 180, B16 melanoma ve X5563 miyeloma gibi l16semi tiirlerine karsi antitimor ve
immiinosupresif aktivite gosterdigi belirlenmistir [5,19].

Baska bir calismada bazi tiyadiazol tiirevi bilesikler ratlara uygulandiginda, lipid
metabolizmasinda peroksizom proliferator aktive edici oldugu belirlenmistir [20]. Ayrica serbest
yag asidi miktarin diistirdiigii [21], karacigerdeki insilin degerini arttirdig1 belirlenmistir [22].

Yakin zamanlarda hazirlanan 2,6-ditersiyer biitil fenol gruplarinin 2-amino ve 2-hidroksi-
1,3,4-tiyadiazol bilesiklerine 5 pozisyonundan bir metilenoksi yada etilenoksi kopriisiiyle bagh
bilesiklerin siklooksigenaz(COX) ve 5-lipooksigenaz(5-LOX) enzimlere karsi secimli inhibitor
ozelligi gosterdigi belirlenmistir. Hem siklooksigenaz hem de lipooksigenaz enzimlerinin
arasidonik asitten l6kotrienlerin, prostoglandienlerin biyosentezindeki ara basamaklar1 katalizleyen
enzimler oldugu gozontine alinirsa 1,3,4-tiyadiazollerin biyokimyasal ©nemi daha rahat

anlasilabilir [23].



Cesitli 5-aril substitue tiyadiazollerin elde edilmesiyle ilgili bir ¢alismada baz1 tiyadiazol
bilesiklerinin, inosin-5-monofosfat dehidrogenaz(IMPD) inhibisyonu ile guanosin trifosfat(GTP)

seviyesini azalttig1 ve bdylece potansiyel bir aktivitenin ortaya ¢iktigi belirtilmektedir [24].



2. GENEL BIiLGIiLER

Oksijen, aerobik yasayan tiim canlilarin temel yasam kaynagi olan ve dogadaki molekiiler
oksijen (O,) olarak bulunan kararsiz bir elementtir. Bu kararsiz konumu enerji diizeylerinde
bulunan elektronlarin yapisi ile iliskilidir. Oksijen molekiiliindeki ayn1 yonde donen iki elektrona
sahip 2p son orbitali 6nemlidir. Bu orbitallerden herhangi birindeki elektron bir orbitali birakip
digerine gectiginde veya farkli orbitallerde farkli yonde dondiigiinde ‘singlet O,” olusur.
Orbitalden birine ters dontislii bir elektron veya ikisine ters doniislii iki elektron daha gelirse
oksijen radikalleri ortaya cikar (Sekil.1) [25,26].

Molekiiler oksijen kendi basina serbest bir radikaldir veya daha dogru olarak iki
eslesmemis elektron iceren bir biradikaldir. Oksijenin reaktivitesi ayri orbitallerde bulunan ve
paralel spine sahip olan iki eslesmemis elektronu dolayisiyla sinirlanmaktadir. Bu, atomlari
kisitlamaktadir. Kendisi antiparalel spine sahip iki eslesmemis elektronu ile atomlara okside
olabilmektedir. Oksijen, baslica diger radikallerle reaksiyona girerek bir elektron almaya

egilimlidir. Radikaller genellikle eslesmemis elektronu ifade eden bir nokta ile gosterilirler [27].
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Sekil 1. (a) Oksijen atomunun orbital yapisi, (b) Oksijen molekiiliinden tiireyen oksidan
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2.1. Serbest Radikaller ve Antioksidanlar

2.1.1.Serbest Radikaller

Serbest radikaller; paylasilmamis elektron cifti bulunduran, oksidatif strese neden olan,
kimyasal reaksiyonlara karsi ¢ok duyarli, aktif kimyasal pargalardir. Organizmada oksidanlarla
antioksidanlar arasinda olusan dengesizligin oksidanlardan yana agir basmasiyla lipid, protein,
DNA gibi 6nemli yapi taglarinda hasarlar ve buna bagli hastaliklar olusmaktadir. Bu tanimdan da
anlasilacagi gibi serbest radikaller hiicreyi hasara ugratir, kolaylikla okside olarak hiicrenin yapisini
bozarlar. Orbitallerinde bulundurduklar1 paylasilmamis elektron sayesinde kolaylikla reaksiyon
verebilirler ve bu yiizden de oldukga reaktiftirler. Serbest radikallere, oksidan molekiiller veya en

dogru adlandirma ile "Reaktif Oksijen Partikiilleri" de denilmektedir [28,29].

2.1.2.Reaktif Oksijen Partikiillerinin Olusumu

Reaktif Oksijen Tiirleri, zincir serbest radikal reaksiyonunu baglatarak birgok
biyomolekiille kolayca reaksiyona girebilirler. Bu zincir reaksiyonunu durdurmak igin, yenice
olusmus bir radikal ya diger bir serbest radikal ile eslesmemis elektronlari elimine ederek
reaksiyona girmeli ya da bir serbest radikal siipiiriicii, zincir kirici veya primer antioksidan ile
reaksiyona girmelidir [26,29].

Serbest radikaller baslica ii¢ sekilde olusabilmektedir.

1. Bir molekiilii olusturan kovalent bagin homolitik kopmasi sonucu eslenmis
elektronlardan herbirinin ayr1 par¢ada kalmasi ile meydana gelebilmektedir.

XY —=+X+Y

2. Bir molekiiliin elektron kaybetmesi sonucu olusabilmektedir.

X —+X+e

3. Bir molekiile tek bir elektronun eklenmesi ile elde edilebilmektedir.

X+e — X~

Oksijen radikalleri, eslesmemis tek elektronlar1 nedeniyle ¢ok kararsizdirlar ve hizla
ortamdan kaybolurlar. Ancak ortamdan kaybolmadan 6nce sahip olduklari tek elektronu bir bagka
molekiile vererek (oksidasyon) veya baska bir molekiilden elektron alarak (rediiksiyon) elektronlari
cift olarak bulundurma egiliminde bulunurlar. Bunlarin sonucunda etkiledikleri non radikal
durumdaki yap1 radikal yapiya doniisiir. Bu ozellikleri nedeni ile reaktif oksijen molekiilleri

radikaller ve radikal olmayanlar olarak iki grupta incelenebilir [25].



Oksijenin dis molekiiler yoriingesine bir veya daha fazla ciftlesmemis elektronlarin
eklenmesi yaygin sekilde bulunan bu molekiilii giiclii bir toksine, bir serbest oksijen radikaline

doniistiirtir. Serbest radikallere yaygin birkac ornek olarak merkezinde oksijen bulunan siiperoksit
anyonu (O,"), kiikiirt bulunan tiyil (RS’), karbon bulunan triklorometil (CCL,) ve ciftlesmemis

elektronun her iki atom arasinda delokalize oldugu nitrikoksit (NO) verilebilir [30].

Bir serbest radikalin baslangi¢c iiriini molekiiler oksijenin indirgenmesiyle olusan

siiperoksit anyon radikalidir (':'ET). Hidrokinonlar, flavonlar, tiyoller, katekolaminler,
ferrodoksinler, indirgenmis niikleotidler gibi cok sayida biyolojik molekiil aerobik ortamda
oksitlenirken siiperoksit yapimina neden olurlar. Bir serbest radikal, ¢iftlesmemis elektrona sahip
bir atom veya molekiildiir. Bu iiriin kararsiz bir yapidir ve ¢evresindeki bir organik veya inorganik
yapiya saldirabilir. Oksijenden daha oksitleyici olan siiperoksit bir elektron daha alirsa peroksi
anyonuna indirgenir. Peroksit anyonu c¢ozeltiden iki proton alarak hidrojen perokside doniisiir.
Aerobik canlilarda siiperoksitlerin hidrojen peroksite ¢evrilmesi katalitik aktivitesi ¢cok yiiksek bir
enzim olan siiperoksit dismutaz (SOD) tarafindan katalizlenir. SOD tarafindan katalizlenen bu

tepkime "dismutasyon tepkimesi" olarak adlandirilir [31,32,].

o7 1

+ HO

272

O, +e

Hidrojen peroksit tek basina serbest radikal olmamasina ragmen yiiksek
konsantrasyonlarda toksik olabilir ve daha da dnemlisi hidroksil radikali iiretebilir ki, bu da oksijen
yapisindaki radikallerin en toksik olanidir. Hidrojen peroksidin oksitleyici bir tiir olarak
bilinmesinin nedeni; demir, bakir gibi metal iyonlarinin varliginda hidroksil radikalinin onciili
olarak davranmasidir. Canli sistemlerde oksijen radikalinin zararl etkilerine dikkat edilmesi ve bu
radikallerin olusumu ile hemen etkilerinin uzaklastirilmas: gerekir. Aksi halde bunlar Fe veya Cu
gibi iki degerli katyonlar1 katalizleyerek daha etkili bir serbest radikal olan hidroksil radikalini

olustururlar [33].
':'E + Fe+3 — 0, + Fe+2
H,0,+Fe” ——+ OH" + HO® + Fe

Ferrik demir (Fe+3) once siiperoksit anyonu ile reaksiyona girerek ferroz demire (Fe+2),

ardindan da hidroksi radikali olusturmak i¢in yeniden H,O, ile oksitlenmektedir. Bu iki basamakli

reaksiyon siiperoksit ile olusan Fenton Reaksiyonu olarak bilinir [34].



HO® radikali, canli sistemlere ¢ok zararli olabilecek ¢ok giiclii bir radikaldir. Bircok
hastaliklara sebebiyet verebilecek biyokimyasal degisimleri olusturulabilir. Hidroksil radikali
hiicreler icin tek yikici tiir olmamakla birlikte kimyasal yapisi sayesinde kendisine komsu
molekiilleri kolaylikla okside edebilir. Ayrica aktivitesi de yiiksek oldugundan herhangi bir
molekiille hizla reaksiyon vererek mitokondrial DNA, membran lipidleri ve karbonhidratlara da
zarar verir. Hidroksil radikali ile olusan en iyi tanimlanmis biyolojik hasar, lipid peroksidasyonu
olarak bilinen serbest radikal zincir reaksiyonudur [35].

Oksijenin diger bir metaboliti de singlet oksijendir ('O,). Bu molekiil oksijenin enerji

yakalamasiyla sekillenir.
07 hon 09

Singlet oksijen serbest radikal degildir [25]. Ancak biyokimyasal olaylarda 6nemlidir ve
doku hasarlarina yol agabilir. Bu zararlarinin ortadan kalkigi, vitamin A ve diger retinoitler veya -
karoten ve diger karotenoitler gibi antioksidanlarin kimyasal degismeksizin enerji absorbe eden
bilesikler olarak singlet oksijeni biyolojik sistemlere zarar vermeden O2'ye doniistiirmesiyle olur
[36].

Bu aciklamalara gore oksidanlar, tek elektron eksiklikleri nedeniyle baska molekiiller ile
kolayca elektron aligverisi yapabilenler (radikaller) ve elektron eksiklikleri olmadig halde baska
molekiillerle radikallerden daha zayif bir sekilde bilesenler (non-radikaller) olmak iizere 2 grupta
toplanirlar [37].

1. Radikaller

_ Siiperoksit radikali (02

- Hidroksil radikali (HO*®)

- Alkoksil radikali (LO®)

- Peroksit radikali (LOO®)

- Semikinon radikal (HQ®)

- Hemoproteine bagli serbest radikaller
2. Non-Radikaller

- Hidrojenperoksit (H20?)

- Lipid hidroperoksitler (LOOH)

- Hipoklorik asit (HOCI)

- Hipohal6z asid (HOX)

- N-halojenli aminler (R-NH-X)



- Singlet oksijen (O,)
- Ozon (O,)
- Azot dioksit (NO,)

Serbest radikaller, organik ya da anorganik yapili molekiiller olabilir. Stabil olmayip
sisteme yogun bir kararsizlik veren yiikk dengesizliklerini gidermek igin yani elektron
konfigiirasyonlarin1 pozitif yiike dengeleyebilmek icin oldukca aktif bir yap1 6zelligi gosterirler.
Radikallerin aktif olma 6zelligi, baslica difiizyon mesafesi ile iliskilidir. Ancak hidroksi (OH)
radikali son derece yiiksek aktif ozellikte oldugundan meydana geldigi hiicre boliimiinden daha
uzaga difiizyona gerek kalmadan olustugu yerde derhal reaksiyona girer. Buna karsilik siiperoksit
radikali, hidroksi radikalinden daha az reaktif oldugu i¢in agiga ciktigi hiicre boliimiinden daha
uzak noktalara rahatlikla diffiize olabilir. Ancak bu difiizyon hiicre igindeki SOD'n yiiksek
konsantrasyonu ile sinirhidir. Hidrojen peroksit ise mitokondriyal membranlar, peroksizomal
membranlar ve plazma membranindan kolayca diffiize olarak toksik etkisini aciga ¢iktig1 noktadan
daha uzak hiicre boliimlerinde gosterebilir [38].

Cok kisa yasam siireleri olan serbest radikaller, tiim hiicre bilesenleri ile kolayca
etkilesebilme oOzelligine sahiptirler. Serbest radikaller hiicrenin hedef olarak sectigi farkli
bolgelerinde farkli hasarlara neden olurlar. Niikleik asid ve bazlar1 hedef aldiklarinda sonug hiicre
dongiisiinde hasar ve cesitli mutasyonlar olurken, doymamis ve tiol iceren aminoasitler hedef
oldugunda proteinde natiirasyonu, ¢apraz baglarin olusumu, enzim inhibisyonu ve hiicre membran
gecirgenliginde degisiklikler meydana gelir. Eger serbest radikallerin hedefi DNA ise, DNA zincir
kiriklart ve baz degisiklikleri meydana gelebilmektedir [39,40].

Oksidan maddelerin 6nemli bir kismini etkisizlestiren antioksidan savunma sisteminin
isleyisi ile bu oksidan maddelerin olusumlar1 arasinda daima bir denge vardir. Ancak bu dengenin
oksidan baskinin artmasi yoniinde bozulmasi hiicrelerde veya tiim organizmada meydana
gelebilecek bir hasarla sonuglanabilir [41]. Bu hasarin biiyiikliigii de hasarlayict maddenin olusum
hiz1 ile oksidatif hasari Onleyen, sinirlayan yada kismen tamir eden koruyucu mekanizmalar
arasindaki hassas dengeye baghdir. Oksidanlar, organizmada baglica glukozun oksidasyonu
sirasinda olmak iizere tiim anabolik ve katabolik reaksiyonlar sirast ve sonrasinda siirekli bir
olusum ve "endojen antioksidanlar" ad1 verilen molekiiller tarafindan siirekli etkisizlestirilme siireci
icindedirler. Saglikli bir organizmada oksidan diizeyi ve antioksidanlarin bunlar1 etkisizlestirme

giicii bir denge (homeostazis) icindedir [42].

Horeostazis

Belirli Diiizeyde Closidanlar+«——— Dogal Antioksidanlar Yeterli
Sekil 2. Oksidan ve antioksidan denge



Alzheimer, hungtington, parkinson, kanser, romatoit artrit, katarakt, , retrolental fibroplazi,
arterosikleroz, seker hastaligi, iilserativ kolon iltihabi ve yaslanma siireci oksidan molekiillerin
etkin oldugu kabul edilen hastaliklar arasinda sayilmaktadir [43,44].

In vivo olarak bu reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) bazilarimin enerji iiretimi, fagositoz ve
hiicre biiyiimesinin diizenlenmesi ve hiicreler arasi haberlesme veya biyolojik olarak 6nemli
bilesiklerin sentezi gibi rolleri vardir. Ancak, lipidlerin ve DNA’nin oksidasyonunu
indiikleyebildikleri, membran hasarina neden olduklari, membran akigkanligini azalttiklar1 ve DNA
mutasyonu ile kansere yolagtiklar1 icin ROT’lar ¢ok zararli olabilmektedirler. ROT’lar tiim aerobik
organizmalar tarafindan olusturulup pargalanarak ya normal hiicre fonksiyonlari icin gerekli olan
fizyolojik konsantrasyonlar1 olustururlar ya da fazla miktarlarda olusarak "oksidatif stres” adi
verilen bir durum ortaya ¢ikarirlar. Reaktif oksijen tiirleri teriminin ifade ettigi gibi, bu oksijen ara
tiriinlerinin intraselliiler iiretimi proteinler, lipidler ve ayrica ateroskleroziste yer alan lipoproteinler,

DNA gibi bircok biyomolekiilde hiicresel hasar meydana getirir [45].

2.1.3.Reaktif Oksijen Partikiillerinin Kaynaklari:

I - Normal biyolojik islemler
1 - Oksijenli solunum

2 - Katabolik ve anabolik islemler

II - Oksidatif stres yapici durumlar

1 - iskemi - hemoraji - travma - radyoaktivite intoksikasyon
2 - Ksenobiotik maddelerin etkisi

a-) Inhale edilenler

b-) Aliskanlik yapan maddeler

c-) ilaglar

3 - Oksidan enzimler

a-) Ksantin oksidaz

b-) Indolamin dioksigenaz

c-) Triptofan dioksigenaz

d-) Galaktoz oksidaz

e-) Siklooksigenaz

f-) Lipooksigenaz

g-) Monoamino oksidaz

4 - Stres ile artan katekolaminlerin oksidasyonu

5 - Fagositik inflamasyon hiicrelerinden salgilanma



6 - Uzun siireli metabolik hastaliklar

7 - Diger nedenler: Sicak soku, giines 151n1, sigara [42].

2.1.4. Artmus Reaktif Oksijen Partikiillerinin Zararlari:

-Hiicre organelleri ve membrandaki lipid ve protein yapisini bozarlar,

-Hiicre ici yararli enzimleri etkisizlestirirler,

-DNA'y1 tahrip ederler,

-Mitokondrilerdeki aerobik solunumu bozarlar,

-Elastaz, proteaz, fosfolipaz, lipoksigenaz, siklooksigenaz, ksantinoksidaz,
indolamin dioksigenaz, triptofan dioksigenaz, galaktoz oksidaz gibi litik enzimleri aktive ederler,

-Hiicrenin potasyum kaybini arttirirlar,

-Trombosit agregasyonunu arttirirlar,

-Dokulara fagosit toplanmasini kolaylastirirlar,

-Hiicre disindaki kollagen doku komponentlerini, savunma enzimlerini ve transmitterleri

yikarlar [46].
2.2. Lipid Peroksidasyonu ve Malondialdehit (MDA)

Lipid peroksidasyonu membranda bulunan fosfolipid, glikolipid, gliserit ve sterol yapisinda
yer alan doymamis yag asitlerinin, serbest oksijen radikalleri tarafindan peroksitler, alkoller,
aldehitler, hidroksi yag asitleri, etan ve pentan gibi ¢esitli tiriinlere yikilmasi reaksiyonudur. Serbest
radikaller reaktif yapilari nedeniyle; basta lipidler, proteinler ve niikleik asitler olmak iizere
yiikseltgenebilen tiim hiicre elemanlar ile etkilesirler [47].

Hiicre membranlarinda lipid peroksidasyonuna ugrayan baslica yag asitleri, poliansatiire
yag asitleridir. Lipid peroksidasyonu genellikle yag asitlerindeki konjuge c¢ift baglardan bir elektron

iceren hidrojen atomlarinin ¢ikarilmasi ve bunun sonucunda yag asidi zincirinin bir lipid radikali
niteligi kazanmasiyla baslar. Lipid radikali (L) dayaniksiz bir bilesiktir ve bir dizi degisiklige
ugrar. Lipid radikallerinin (L) molekiiler oksijenle (O,)) etkilesmesi sonucu lipid peroksit

radikalleri (LOO) olusur. Lipid peroksit radikalleri (LOO), membran yapisindaki diger
poliansatiire yag asitlerini etkileyerek yeni lipid radikallerinin olusumuna yol acarken, kendileri de
aciga cikan hidrojen atomlarim alarak lipid peroksitlerine (LOOH) doniisiirler ve boylece olay

kendi kendini katalizleyerek devam eder [41].



Lipid peroksidasyonu kendi kendini devam ettiren zincir reaksiyonu seklinde ilerler ve
olduk¢a zararlidir. Hiicre membranlarinda lipid serbest radikalleri (L) ve lipid peroksit

radikallerinin (LOO.) olugmasi, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) neden oldugu hiicre hasarinin
onemli bir Ozelligi olarak kabul edilir. Oksijen molekiilii hemoglobinden ayrildiktan sonra
plazmadaki lipoproteinler ile eritrosit zarindaki lipidlerde ¢oziinmekte ve daha sonra dokularda
kullanilmaktadir. Bu sirada dokularda bulunan doymamis yag asitlerindeki cift baglara oksijen
baglanmasi sonucu lipid peroksidasyonu kimyasal reaksiyonu meydana gelmektedir. Lipid
peroksidasyonunun zar yapi ve biitiinliigiiniin bozulmasi, olusan serbest radikallerin cesitli hiicre
bilesenleri iizerine zararli etkileri ve son iiriinlerin sitotoksik etkileri gibi farkli yollarla hiicre
hasarina neden olduklari diisiiniilmektedir [29,36].

Lipid peroksidasyonu c¢ok zararli bir zincir reaksiyonudur. Direkt olarak membran
yapisina ve indirekt olarak reaktif aldehitler iireterek diger hiicre bilesenlerine zarar verir.
Bu bilesikler ya hiicre diizeyinde metabolize edilirler veya baglangigtaki etki alanlarindan
diffiize olup hiicrenin diger boliimlerine hasar1 yayarlar. Boylece, bir¢cok hastaliga ve doku
hasarina sebep olurlar [38]. Malondialdehit (MDA), biyolojik sistemde lipitlerin
oksidasyonu sonucunda olugsmaktadir. Radikaller hiicre membranina zarar vererek
oksidatif stres olustururlar. Radikallerin hiicrede olusturdugu lipit oksidasyonu sonucunda
da hiicrede MDA olusmaktadir [47]. Peroksidasyonla olusan MDA, membran
komponentlerinin ¢apraz baglanma ve polimerizasyonuna sebep olur. Bu da deformasyon,
iyon transportu, enzim aktivitesi ve hiicre yiizey bilesenlerinin agregasyonu gibi intrinsik
membran Ozelliklerini degistirir. Bu etkiler, MDA'nin nicin mutajenik, genotoksik ve
karsinojenik oldugunu agiklar. Lipid peroksidasyonu ile meydana gelen membran hasari
geri doniisiimsiizdiir. Hem insanlardaki ve hem de dogadaki lipid peroksidasyonunu

kontrol etmek ve azaltmak icin antioksidanlar kullanilmaktadir [48].

2.3. Antioksidan Tamm ve Cesitleri

Reaktif oksijen tiirlerinin olusumu ve bunlarin meydana getirdigi hasar1 onlemek igin
viicutta bir¢ok savunma mekanizmalar1 gelismistir. Bunlar "antioksidan savunma sistemleri" veya
kisaca "antioksidanlar" olarak bilinirler.

Antioksidanlar; serbest radikallerin olusumunu yok eden ya da azaltan ve zararl etkilerini
yok etmeye calisarak olusabilecek biyolojik hasarlari 6nlemeye calisan bilesiklerdir. Bu bilesikler;
oksidanlarin biyolojik hedeflerle reaksiyona girmesini, radikal zincir reaksiyonlar1 olusturmalarini

ya da oksijenin oldukca reaktif iiriinlere doniigmesini onleyerek serbest radikallerin verecegi hasari
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en aza indirmeye calisirlar. Endojen (dogal) ve eksojen (ilaglar) antioksidanlar olmak iizere baslica

2 ana gruba ayrilirlar. Hiicrelerin hem s1vi hem de membran kisimlarinda bulunabilirler [42,49].

Tablo 1. Endojen ve Eksojen Antioksidanlar

A- Endojen (Dogal) Antioksidanlar

I. Enzimler I1. Makromolekiiller II1. Mikromolekiiller
- Siiperoksid dismutaz - Seruloplazmin - E vitamini ve analoglari
- Katalaz - Transferrin - C vitamini
-Glutatyon peroksidaz - Ferritin - Tiyol igerenler: GSH
- Glutatyon rediikaz - Hemoglobin -N-asetil sistein,Metiyonin kaptopril
- Hidroperoksidaz - Miyoglobin - A vitamini- B -karoten
- Sitokrom -C oksidaz - Glikoz
- Urik asit
- Ubikinon
- Bilirubin
B - Eksojen Antioksidanlar (ilaclar) Gida Antioksidanlar:

- NADPH oksidaz inhibitorleri - Biitil Hidroksitoluen (BHT)

-Endojen antioksidan aktiviteyi artiran maddeler - Biitil Hidroksianisol (BHA)

- Non-enzimatik serbest radikal toplayicilari - Sodyum benzoat

- Demir redoks dongiisii inhibitorleri - Etoksikuin

- Notrofil adezyon inhibitorleri - Propilgalat

- Rekombinant h-SOD

- 21 - Aminosteroidler, Indopamid

- Sitokinler, Flavonoidler

- Ksantin oksidaz inhibitorleri

- Barbitiiratlar, Trimetazidin

2.3.1. Serbest Radikallerle Antioksidan iliskisi

Son yillarda antioksidanlarin bir¢ok hastaliga karsi onemi son derece artmistir. Serbest
radikallerin kesfiyle kanser, diabet, kalp hastaliklari, otoimmiin hastaliklari, norodejeneratif
hastaliklar v.b. bir¢cok hastalik iliskisi belirtilmistir. Tibbi bitkilerde antioksidan 6zellikli
maddelerin kesfiyle saglik alaninda kullanimi artmistir ve bir¢ok hastaligin tedavisinde kullanimi

belirtilmistir.
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Serbest radikaller son derece reaktif molekiiller olup oksidatif strese sebep veren
maddelerdir. Oksidatif stres hiicrede lipitlere, proteinlere, enzimlere, karbonhidratlara ve DNA’ya
zarar verir. DNA molekiillerine, enzimlere ve proteinlere baglanarak proteinlerin par¢alanmasi
sonucunda hiicre biiyiik zarar goriir. Bunun sonucunda da hastaliklar ortaya ¢ikar [45].

Insan antioksidan savunma sisteminde enzimatik savunma sistemleri dedigimiz siiperoksit
dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve glutatyon peroksidaz enzimleri vardir. Bunlarin yaninda
hidrofilik savunuculardan askorbat, iirat, glutatyon ve flavonoitler vardir. Lipofilik radikal
savunucularindan ise tokoferoller, karotenoidler ve ubikinon vardir. Metabolizma sistemi icin
sentezlenen maddelerin yaninda disaridan diyetle alinan Onemli antioksidan tiirevli maddeler
vardir. Bunlar icerisinde en Onemli olanlar1 askorbik asit, lipoik asit, polifenollar ve
karetenoitlerdir. [5S0]. Hastaliklarin olusumunda ROS kars1 savunma zayif olursa oksidatif hasarin
artistyla hiicrede tahribatlar meydana gelir. Bu durumda disaridan alinan bu antioksidanlar oksidatif
stresin olusturdugu hasarlar1 azaltmakta kullanilmaktadir. Epigallokatechin-3-o-gallate (EGCG),
likopen, quersetin, genistein, ellagik asit, ubikinon ve indole-3-karbinol, askorbik asit, vitamin E
onemli antioksidanlar olarak bilinir. Bu maddeler hastaliklarin engellenmesi icin de

kullanilmaktadir [51].

2.3.2. E Vitamininin Antioksidan Etkisi

Vitamin E c¢ok giiclii bir antioksidandir, hiicre membran fosfolipidlerinde bulunan
poliansatiire yag asitlerini serbest radikal etkisinden koruyan ilk savunma hattin1 olusturur. Vitamin
E; siiperoksit ve hidroksil radikallerini, singlet oksijeni, lipid peroksit radikallerini ve diger
radikalleri indirger. Serbest radikallerin kanserin baslamasinda rol aldigi ve vitamin E ile diger
antioksidanlarin antikanserojen etki gostererek kanserin yayilmasini ve tiimoriin biiyiimesini
onledigi kaydedilmistir. E vitamini diger biyolojik molekiillerden daha fazla peroksit radikalleriyle
reaksiyona girerek lipid peroksidasyonunu 6nler ve hiicre yapisini koruyarak giiclii bir antioksidan
etki gosterir [47]. Lipid peroksidasyonunda olusan peroksit radikalleriyle reaksiyona girerek ¢ok

fazla zayif ve etkisiz bir radikal olan tokoferoksil radikalini olusturur.

a - TocOH + LOO®* —— a - TocO* + LOOH
Daha sonra tekrar ikinci bir radikalle reaksiyona girerek radikal olmayan bir iiriin olan

LOO - TocO'yi olusturur.

a - TocO®* + LOO®* —— LOO - a - TocO
Boylece her tokoferol molekiilli, lipid peroksidasyon zincir reaksiyonlarini

onleyerek antioksidan etkisini gosterir [52].
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2.3.3. A Vitamininin Antioksidan Etkisi

Vitamin A'nin 6n maddesi olan B - karotenin singlet oksijeni bastirabildigi, siiperoksit
radikalini temizledigi ve peroksit radikalleriyle direkt olarak etkileserek antioksidan gorev gordiigii
saptanmistir. Karotenoitler, lipit peroksidasyonu esnasinda ortaya c¢ikan radikalleri onlemede
etkilidir ve aktif oksijen cesitlerini durdurmada etkili olan pigmentler olarak goriiliirler.
Karotenoitlerin uzun, konjuge, ¢ift bagh sistemleri radikal saldirilarina karsi onlar iistiin hale
getirmektedir. B - karotenin (CAR) peroksil radikali ile direkt olarak reaksiyona girebilecegi ve

karbon merkezli radikal olusturarak rezonans kararli hale gelecegi belirtilmektedir [53].

CAR +LOO* _—__,LOO-CAR*

Karotenoitler a - tokoferollerde goriildiigii gibi iki peroksil radikali ile reaksiyona girebilir .

LOO - CAR®* + LOO®* ——LOO - CAR - LOO

Bununla birlikte bu antioksidan etki burada bitmez. Asagida gosterildigi gibi ¢oklu
rezonans kararliligi ile bir karoten molekiilii, karbon merkezli radikaller olusturarak iki peroksil
radikaline daha etki eder. [48].

LOO- CAR - OOL+ LOO® — (LOO)-CAR - OOL* —*L2“", (1 00), - CAR -
(OOL)7

P - karoten ile peroksil radikalinin reaksiyonundan olusan iiriinlerin bazist son zamanlarda

ESR ile tarif edilmistir. Uriinler baz1 epoksitler ile p - karotenin karbonil tiirevleridir [51,52].
2.3.4. C Vitamininin Antioksidan Etkisi

C vitamini (askorbik asit) bir ketolaktondur. Kollajenin prolin ve lizin birimlerinin
hidroksilasyon reaksiyonlarinda koenzim olarak goérev alir. Suda ¢oziinebilen vitaminlerden olan
askorbik asit bagirsaklarda kolayca emilir ve kana karigir [46,49].

Vitamini giiclii indirgeyici aktiviteye sahip oldugundan giiclii bir antioksidandir. Stiperoksit

radikali (02. ) ve hidroksil radikali (OH) ile reaksiyona girerek onlar1 ortamdan temizler. C

vitamininin etkili bir singlet oksijen temizleyicisi oldugu da belirtilmektedir. [54]. Askorbik asit
antioksidan etkisinin yaninda oksidan etki de gosterir. Askorbik asit proteine bagli ferri demiri

uzaklastirarak ya da dogrudan ferri demiri indirgeyerek Fenton reaksiyonunda hidrojen peroksit ile
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etkilesmeye ve sonunda hidroksil radikali (OH.) olusturmaya uygun ferro demire doniistiiriir. Bu
ozelliginden dolayr vitamin C, serbest radikal reaksiyonlarmin Onemli bir katalisti veya bir
prooksidan olarak degerlendirilir [55].

Ayrica C vitamini askorbat radikali olusturarak, radikalik tokoferollerin yenilenmesini

saglar [50].

Asc™ + TocO®* —+ AsC®- + TocOH
2.4. Calismanin Amaci

Calismada 1,3,4-Tiyadiazol ve bunun metal komplekslerinin biyolojik etkilerini
incelemektir. Bunun igin, bilesikler ratlara deri alti enjekte edildikten sonra, alinan kan ve doku

orneklerinde HPLC cihaz1 ile A, E, C vitaminlerini ve MDA analizleri yapilarak antioksidan

prooksidan 6zellikleri ve in vitro antitimor etkilerini incelendi.
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3. MATERYAL ve METOD
3.1. Materyal
3.1.1. Hayvan Materyali

Arastirmada 12-14 haftalik ortalama 250 g agirhiginda eriskin Wistar cinsi erkek
ratlar kullanildi. Deneysel calismada kullanilan eriskin Wistar cinsi erkek ratlar, Firat
Universitesi Deneysel Arastirma Merkezi (FUDAM)’nden temin edildi ve aym yerde
deneysel uygulama gerceklestirildi. Ratlar havalandirma sistemi bulunan bir ortamda 6zel
olarak hazirlanmis ve her giin altlar1 temizlenen kafeslerde beslendi. Yemler, 6zel celik
kaplarda ve su ise paslanmaz celik bilyeli biberonlarda normal ¢cesme suyu olarak verildi.
Deney hayvanlan Elazig Yem Fabrikasinda 6zel olarak hazirlanan pelletler halindeki rat
yemleriyle beslendi. Ratlarin deneysel uygulama yapilacak safhaya kadar bakimlarina bu
sekilde devam edildi.

Deney siiresince herhangi bir agirlik degisimi gézlenmemis olup hicbir nedenle denek

Oliimii yasanmadi.
3.1.2. Gruplarin Olusturulmasi ve Uygulamalar

Aragtirmada kullanilacak ratlar 1 kontrol, 4 uygulama grubundan olusturuldu ve her grupta
7’ser denek olmak iizere toplam 35 rat yer aldi.

Ilgili literatiir taramasidan sonra ligand ve komplekslerinin molekiil yapilar1 (biiyiikliik)
g0z Oniine alinarak uygulamalarin kontrol ve denek gruplar icin 0. giin, 3. giin, 6. giin, 9. giin
olacak sekilde 3 giin ara ile yapilmasina karar verildi ve 15 giin uygulandi [56].

Uygulama maddelerinin dozlar literatiirden faydalanilarak kararlastirildi ve sartlara uygun
olarak 25 mg/kg viicut agirligi olacak sekilde 5nce DMSO’te ¢o6ziildii ve DMSO miktar1 % 10'un
altinda olacak sekilde misir 6zii yagi ile seyreltildikten sonra hayvanlara deri altindan uygulandi.

Kontrol gruplarina, DMSO miktar1 % 10'un altinda olacak sekilde yag hazirlanarak 0,5 ml
cozelti deri altina enjekte edildi. Uygulama gruplarina ise 0,5 ml ¢ozelti icerisindeki ligand ve
metal kompleksleri derisimi 25 mg/kg viicut agirligi dozunu ihtiva edecek sekilde hazirlanan

cozeltiler deri altina enjekte edildi [57,58].
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3.1.3. Kan orneklerinin Alinmasi

Uygulama siirelerinin sonunda hayvanlar eter ile anesteziye alinarak gogiis kafesleri agildi
ve kalplerinden yeterli miktarda (4-8 ml) kan alindi. Alinan kan 6rnekleri saftrifiijlenerek serumlar

ayrildi. Ayrilan serumlar en geg ii¢ giin icerisinde analizlendi. Analiz anina kadar serum ornekleri -

20°C'de bekletildi.
3.2. Uygulamalarda Kullanilan Bilesikler
Uygulamalarda, hidroksitire tiirevi 1,3,4-tiyadiazol bilesikleri ve bunlarin metal

kompleksleri kullanildi. Bu ligandlarin ve Mn, Cd ve Cr metal kompleksleri sentezlenmis ve

karakterize edilmistir [59]. Ligandlarin ve komplekslerinin yapist asagidadir.

HO

N—N \
{ NH
S N= \
NH,
[ 1-hidroksi-2-(5-(trifluorometil)-1,3,4-tiyadiazol-2-il)guanidin] Ligandin Sekli

HO

P e
F3CJ\S )\N:C/

Mn)NH
o’ \CI

3H,0

a) Mn(Il) kompleksinin sekli
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Sekil 3. Ligandin ve Komplekslerinin Sekli

3.3. Uygulamalarda Kullanilan Hiicreler

Bu calismada MCF-7 (insan gogiis kanseri ) hiicreleri kullanildi.

3.4. MCF-7 Cozdiiriilmesi, Flasklara Ekimi, Beslenmesi ve Boliinmesi

Hiicre kiiltiir bankasindan (ATCC, ABD) aldigimiz donmus haldeki MCF-7 (insan gogiis
kanseri hiicreleri) oda sicakliginda ¢ozdiiriilerek 75 ml flask icerisine aktarildi. Flask’in icerisine
daha 6nceden hazirlanmis olan DCs (25 ml) ilave edildi ve flasklar, Nuaire marka bir %5 CO, -
%95 O, inkiibatoriine (Playmouth, MN, ABD) yerlestirildi. Giinliik olarak hiicrelerin durumu Soif
marka (Soif Optical Inc., Cin) bir inverted mikroskop kullanilarak kontrol edildi ve iigiincii giiniin
sonunda flasklarda bulunan DCs cekilerek tazesiyle degistirildi. Bu islem ti¢ giin araliklarla siirekli
tekrar edildi.

Sayilar1 artmaya devam eden hiicreler flaskin tabanini tamamen kaplayarak {ist iiste
tabakalar olugturmaya bagladilar. 15. giiniin sonunda flasklardaki medyum ¢ekildi ve yerine 3 ml
tripsin ilave edilerek inkiibatore yerlestirildi. 2-3 dakikada bir flasklar hafifce sallanarak hiicrelerin
yapistiklar1 ylizeyden ayrilmalar1 saglandi. Tiim hiicreler flaskin yiizeyinden ayrildiktan sonra
flasklarin icerisine 12 ml DC;s ilave edildi ve dikkatli sekilde triturasyon (siispansiyonun pipet
icerisine cekilip bosaltilarak yapilan ayristirma iglemi) yapilarak hiicrelerin homojen olarak

soliisyona dagilmasi saglandi.
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Hiicreler bir hemositometre kullanilarak sayildi. Her flaska 5x10° hiicre olacak sekilde
hiicre siispansiyonu konulup iizerlerine DCs ilave edildi (toplam hacim 25 ml olacak sekilde) ve
tiim flasklar inkiibatore yerlestirildi. Hiicrelerin ekimleri, beslenmeleri ve deneyler steril bir Class

I Laminair Flow (Biolaf, Ankara) icerisinde gerceklestirildi [60].

3.5. Kullanilacak hiicre sayisi ve madde dozlarinin belirlenmesi

MCEF-7 gogiis kanseri hiicreleri, flasklara tripsin ilave edilerek yerlerinden sokiildii ve
hiicre siispansiyonu 2000 rpm devirde 5 dk. santrifiij edildi. Ttplerdeki tripsin-medyum karigimi
alinarak yerine DCs ilave edildi ve triturasyon ile hiicrelerin single cell suspension haline gelmeleri
saglandi. Hemositometre kullanilarak hiicreler sayildi ve hiicre sayis1t MCF-7 hiicre deneyleri icin
1x10° / ml hiicreye ayarlandi. Dozlarin belirlenmesinde 6n denemeler yapildi ve asagi yukart
yontemi kullanildi. Bu sekilde dozlarin 7,5 puM, 15 uM ve 30 uM olmasina karar verildi [61].

Hiicre siispansiyonundan birer ml deney tiiplerine aktarildi ve iizerine test edilecek ajanlar
7,5 uM, 15 pM ve 30 pM konsantrasyonlarda ilave edildi. Negatif kontrol tiiplerine ayn1 miktarda
serum fizyolojik, vehicle tiiplerine de ayn1 miktarda DMSO ilave edildi ve tiipler inkiibatdre
yerlestirildi. Hiicre siispansiyonlarindaki DMSO miktar1 %1°den fazla degildi. 24 saat sonra tiipler
inkiibatorden ¢ikarilarak triturasyon yapildi ve hiicre siispansiyonu % 0,4 tryphan blue ile 1:1 (v/v)
oraninda karigtirilarak rasgele segilen 100 adet hiicre hemositometrede sayildi. Hiicre canliligi oram

yiizde olarak ifade edildi. Ayni1 islem 48 saat sonra da tekrar edildi ve deney sonlandirildi.

3.6. Orneklerin Analizleri

3.6.1. C Vitamini ve MDA Analizi

Serum orneginden 0,3 ml alinip iizerine 0,3 ml 0,5 M HCIO, ilave edilerek proteinler
coktiiriildii. Daha sonra bu karisim vortekslendikten sonra {izerine saf su ilave edilerek toplam
hacim 1 ml tamamlandi. Karisim 15 dakika santrifiijlendikten (2500 devir /dak ) sonra 6rneklerin
tizerindeki berrak kisimdan dikkatlice 20ul alinarak HPLC’de analiz edildi. Askorbik asit ve MDA
Karatepe(2004)‘ye gore HPLC ’de analiz edildi [62].

Analizler hareketli faz olarak 30 mM KHPO4 - metanol (% 82,5 — 17,5; pH:4)

karisiminda 250 nm'de Inertsil Sy C-18 (15 cm x 4.6 mm) kolonu kullanilarak akis hizi 1 ml/dk
yapildi.
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3.6.2. A ve E Vitamini Analizi

Derin dondurucudan alinan serum ornekleri ¢ziinme islemi yapildiktan sonra 0,3 ml serum
ornegi lizerine %1 ‘lik H,SO, ihtiva eden etil alkolden 0,3 ml ilave edilerek proteinler ¢oktiiriildii.
Karisim vortekslendikten sonra 2500 devirde 5 dakika santrifiijlendi. Sonra drnekler iizerine 250 ul
n-hegzan ilave edildi. Hegzan ilavesiyle ortamdaki yagda c¢oziinen vitaminler hekzan fazina
ekstakte edildi. Hegzan ilave edildikten sonra tekrar vortekste karistirildi ve tiipler santrifiijlendi
Santrifiij sonunda hegzan faz1 dikkatli bir sekilde ayrilarak cam tiipe alind1. Ornek iizerine 250 ul
n- hegzan ilave edilerek karistirilip santrifiijlendi ve n-hegzan fazi cam tiipteki hegzan fazi ile
birlestirildi. Ekstrakte edilen hegzan, kuru azot altinda dikkatlice uzaklastirildi. Kalintt 100 pl
metanolde ¢oziildii [63]. HPLC'de analiz edildi. Orneklerdeki E vitamini 296 nm ve A vitamini 326
nm dalga boyunda Inertsil 5Sp C-18 (15 cm x 4.6 mm) kolonu ve asetonitril : metanol : diklormetan:
kloroform: hegzan (60 : 10 : 15: 10: 5) hareketli fazinda akis hiz1 1 mL/dak. olacak sekilde

analizlendi. A vitamini i¢in geri kazanim % 92, E vitamini icin ise % 96 olarak bulundu [64,65].
3.7. istatistiksel Degerlendirme
Bu calismadaki biitiin istatiksel analizler, SPSS istatistik program ile yapildi. Deneysel

calismalar sonunda elde edilen veriler One-way Anova analizi Tukey testi yapilarak

degerlendirildi.
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4. BULGULAR

Elde edilen bulgular parametrelerin her birinde uygulama boyunca gruplarin kontrol grubu
ile kiyaslarimi gosterecek tablolar halinde verildi. Maddelerle muamele edilmis MCF-7 hiicreleri ait
canli hiicre sayimi sonuglar1 Tablo 2’de, yine maddelerle muamele edilmis ratlarin serum MDA,

antioksidan vitaminler C, A, E diizeylerine ait sonuglar Tablo 3'de verilmistir.

Tablo 2. Maddelerle muamele edilmis MCF-7 hiicrelerinin siireye ve doza gore %'de olarak

canlilik durumlari.

a) 24 Saat
Gruplar 24saat 24 saat 24saat
n=6 7,5uM 15uM 30uM
K 81,83+1,833 81,83+1,833 81,83+1,833
Ligand 60,33+1,606" 35,00+£2,516" 31,50+3,013"
Mn(L)2 57,67£2,011° 49,00+1,471° 27,75+3,682"
Cd(L)2 58,67+2,044" 46,00+ 4,708" 26,75+3,092°
Cr(L)2 57,67+£2,201° 37,75+1,796" 33,25+2,136"

L:Ligand, P< 0.05 gore anlamli fark vardir; a: Kontrol grubuna goére anlamli c¢ikan farkliliklart

belirtmektedir.

90-
80
70-
60 OK
50- BLigand
40 CIMn(L)2
30- Ccd(L)2
201 HCr(L)2
10

0-

7,5 15 30
Sekil 4. (1).Giin I¢in MCF-7 Hiicrelerinin Siireye ve Doza Bagli Canlilik Durumlari
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b) 48 Saat

Gruplar 48 saat 48 saat 48 saat

n=6 7,5uM 15uM 30uM
K 76,83+2,120 76,83+2,120 76,83+2,120
Ligand 29,33+2,565" 21,25+7,192° 17,50+3,068"
Mn(L)2 30,83+1,352° 23,00+1,957° 14,25+0,816"
Cd(L)2 25,83+1,222° 16,75+4,767" 8,75+3,567*
Cr(L)2 28,33+4,752° 19,25+2,250° 13,00+0,577*

L: Ligand, P< 0.05 gore anlaml fark vardir; a: Kontrol grubuna gore anlamli ¢ikan farkliliklar

belirtmektedir.
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Sekil 5. (2).Giin i¢in MCF-7 Hiicrelerinin Siireye ve Doza Bagli Canlilik
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Tablo 3. Maddelerle muamele edilmis ratlarin serum MDA, antioksidan vitaminler A,

E, C diizeyleri.

Maddeler (n=7) | Vitamin E (mg/It) Vitamin A (mg/It) Vitamin C (mg/1t) MDA (mg/1t)
K 2,808+0,139 0,231£0,018 21,977+1,891 0,481+0,0106
Ligand 2,277+0,138* 0,134+0,003" 18,922+0,347* 0,510+0,0117
Mn(L)2 2,267+0,126" 0,135+0,008" 17,471+0,275* 0,500+0,0127
Cd(L)2 1,472+0,140" 0,055+0,004" 17,161+0,227" 0,546+0,0264
Cr(L)2 1,631+0,107* 0,122+0,004* 17,308+0,237" 0,549+0,0249

L: Ligand, P< 0.05 gore anlamh fark vardir; a: Kontrol grubuna gore

belirtmektedir.

25+

201

154

10+
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Sekil 6. Serum MDA ve antioksidan vitaminler A, E, C diizeyleri.
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5. SONUCLAR ve TARTISMA

Serbest radikaller son yillarda iizerinde en ¢ok durulan ve arastirmalarin yogunlastigi bir
konudur. Serbest radikallerin hiicresel kaynaklari, rol oynadiklar1 reaksiyonlar ve serbest
radikallere karsi hiicresel savunma mekanizmalarinin agikliga kavusmasi ile bu molekiillerin
kanser, seker, kalp hastaliklar1 gibi bir¢ok hastalikla iliskisi aydinlatilmaya ¢alisilmistir [43].

Biyolojik sistemlerde hem normal metabolizmanin yan {iriinii olarak hem de yabanci
maddelerin etkisiyle meydana gelen serbest radikaller hiicre membranlarina zarar verirler ve
degisik hastaliklarla etkilerini gosterirler. Organizmada bu bilesiklerin zararl etkilerine karsi kiiciik
molekiil agirlikli radikal tutuculari ve enzimlerden olusan savunma sistemleri bulunmaktadir.
Serbest radikallerin reaktif yapilar1 ve c¢ok kisa Omiirlii olmalar1 dogrudan tayinlerini
giiclestirmektedir. Bu nedenle serbest radikal reaksiyonlarinin iiriinleri ve savunma sistemlerinin
incelenmesi pek ¢ok arastirmaci tarafindan tercih edilmektedir [66].

Bu arastirmada, MCF-7 uygulamasi yapilan hidroksiiire tiirevi 1,3,4-tiyadiazol
bilesiklerinin ve bunlarin metal komplekslerinin siire ve doza bagimli antitiimor aktivitesinin ve
ratlarin serum antioksidan ve oksidan parametrelerin diizeyleri iizerinde olan etkilerinin kontrol
grubu ile karsilastirilmalarinda farkli etkilere sahip olduklari goriildii.

Tablo 2' ye bakildiginda, maddelerin ve metal komplekslerinin hiicrelerin canlilik
durumlarinda istatistiksel olarak farkliliklar olusturdugu gozlendi. Maddelerin etkili bir antiimor
aktiviteye sahip oldugu goriilmektedir.

Tablo 3'e bakildiginda yapilan c¢alismada kontrol grubu ile ligandlar ve metal
komplekslerinin kiyaslamalarinda serum MDA diizeyinde istatistiksel bir fark goriilmedi. Fakat
antioksidan vitaminler A, E ve C diizeylerinde anlaml1 istatistiksel farkliliklar gozlendi.

Olgiilen biyokimyasal degerlere bakildiginda, deneylerde kullanilan hidroksiiire
tiirevi 1,3,4-tiyadiazol bilesiklerinin ve metal komplekslerinin verilen dozlarda (25 mg/kg)
Olciilen antioksidan vitamin diizeyleri iizerinde etkili olmustur. Bu etkilerini serum vitamin
diizeylerini azaltarak gostermislerdir. Serbest radikal olusumundaki artis MDA diizeyi ve
GSH-Px enzim aktivitesinde artmaya, E vitamini diizeyinde ise azalmaya neden olur [39,
67, 68].

Jeon ve dig. (2002) antioksidan 6zellik gosteren maddeleri (naringin ve probukol) diyet ile
tavsanlara verdiklerinde bu maddelerin plazma MDA ve A vitamini diizeyini etkilemedigini, E

vitamini diizeyini ise, kullanimini azaltarak yiikselttigini gozlemislerdir [69].
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Brandt ve dig. (1997) siirekli stres altindaki ratlarin plazma vitamin A diizeylerini
Olcmiisler ve on giinliik siire¢ igerisinde vitamin A diizeylerinin p<0.001 diizeyinde azaldigim
gozlemislerdir [70].

Yapilan bir caligmada tiyosemikarbazon tiirevi ihtiva eden Schiff bazi tiirevi ve Cd(Il)
metal kompleksi ratlara yiiksek dozlarda deri altina enjekte edildiginde, Cd(II) metal kompleksinin
oksidatif stres olusturarak, serumda antioksidan vitaminlerden A ve E’nin diizeylerinde azalma,
serum MDA diizeyinde ise yiikselme meydana getirdigi, testis dokusunda ise hasar olusturdugu
goriilmiistiir [71].

Baska bir ¢alismadaysa, bu Schiff baz tiirevi ile Zn(II) ve Cu(Il) metal kompleksleri deri
alt1 uygulandiginda, ligandin antioksidan parametreleri etkilemedigi, Cu(Il) kompleksinin Cd(II)
kompleksinde oldugu gibi serum vitamin diizeylerini azaltip, MDA diizeyini ve ayrica eritrosit
GSH-Px enzim aktivitesini artirdig1 gosterilmistir. Zn(II) kompleksinin ise herhangi bir oksidatif
stres olusturmadigi ve serum E vitamini diizeyinde ise bu vitaminin kullanimini azaltarak artiga
neden olup bir antioksidan gibi davrandigi, fakat tiim bilesiklerin serumda metiyonin ve izolGsin
gibi bazi esansiyel amino asitlerin diizeylerini artirdig1 ve karaciger, bobrek ve adren dokularinda
her hangi bir hasar olusturmadig: belirlenmistir [72].

Salisilaldehitden tiirevlendirilmis Schiff bazinin iki farkl tiirevi ve metal kompleksleri
kullanilan baska bir calismadaysa, bu bilesiklerinde 6zellikle Cu komplekslerinin MCF-7
hiicrelerine karsi diisiikk dozlarda bile antitiimor aktivite gosterdikleri belirlenmistir. Ayrica bu
maddelerle muamele edilmis hiicre lizatlarinda MDA, vitamin A, E, C diizeyleri 6l¢iilmiis ve genel
olarak bu maddelerin hiicrelerde oksidatif hasar olusturdugu tesbit edilmistir Ozellikle Cu
komplekslerinin ortamda oksidatif stres olusturarak serbest radikal olusumunu artirdigi
goriilmiistiir. Cu-komplekslerinde Cu(Il)'nin indirgenme-yiikseltgenme potansiyelinin kompleksin
indirgenme-yiikseltgenme potansiyelini etkileyerek serbest radikal iiretimini tetikledigi daha
muhtemel goriilmektedir. Burada kullanilan iki tip Cu kompleksinde, birinci tipte, kompleksin
yapisina iki molekiil ligand girmekte, ikinci tipte ise ligand ve Cu birebir etkileserek kompleksi
olusturmustur. Buda ayn1 konsantrasyonda ikinci tip kompleksde daha az bakir olacagi anlamina
gelmektedir. Buradan ligandin yapisinin en az bakir toksisitesi kadar etkili olabilecegi sonucuna
varilmastir [73].

Tarafter ve ark, Schiff bazi ve onun Cu(Il), Zn(II), komplekslerinin antimikrobiyal
sitotoksik etkileri arastirilmistir. Cu(Il) ve kompleksleri T-lymphoslastic 16semi hiicresine karsi
(CDs, 2.20 ve 2.30 pug/mldegeri ile giiclii sitotoksik etki yaparken Schiff bazi (CDs, 5,90 ugml™)
degeri ile sitotoksik etki yapmistir. Ayn1 zamanda Cu(II) kompleksi kolon kanserine karsida etkili
olmustur. S- benziltiokarbazat a-tocoferol (vitamin E) ile karsilastirildiginda da giicli bir

antioksidan olmustur [74].
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Calismamizda, olgiilen parametreler ve deney siiresince hiicrelerin canlilik durumlarina
bakildiginda; 24. saat’in 7,5 uM’lik degerlerinde kontrol grubu ve diger gruplar arasinda 6nemli
Olciide istatistiksel fark gozlendi. 24. saat’in 15 uM’lik degerlerinin ligand ile kontrol grubu ve
metal komplekslerinin kiyaslanmasinda, 24. saat’in 30 pM’lik degerlerinin kontrol grubu ve diger
gruplar arasinda Onemli Olgiide istatistiksel fark gozlendi.48 saat’in 7,5 uM’lik degerlerine
bakildiginda kontrol grubu ve diger gruplar arasinda onemli Ol¢iide istatistiksel fark gozlendi. 48.
saat’in 15 uM’lik degerlerinin ligand ile kontrol grubu ve metal kompleksler’inin kiyaslanmasinda,
48. saat’in 30 pM’lik degerlerinin ligand ile kontrol grubu ve metal komplekslerinin
kiyaslanmasinda 6nemli istatistiksel farkliliklar gézlendi.

Sonu¢ olarak, serum MDA ve antioksidan vitamin diizeylerinde, Cd kompleksinin
uygulandig1 grupta antioksidan vitamin A ve E diizeylerinin oldukca diisiik ¢iktig1 goriildii. Ayrica
Cd kompleksinin MCF-7 gogiis kanseri hiicrelerine kars1 en yiiksek antitiimor aktivite sergiledigi
goriilmektedir. Bu sonuglar, bilesiklerin ratlardaki antioksidan parametrelerin serum diizeylerini
azaltmasina paralel olarak, antitimor aktivitesini sergilemelerinde, oksidatif hasar olusturan bir
mekanizma ile sitotoksik etki gosterdikleri diisiincesine gotiirebilir.

Hidroksitire tiirevi 1,3,4-tiyadiazol bilesiklerinin arastirilan bircok farmakolojik
ozelliklerine ilave olarak arastirdigimiz bu parametrelerinde literatiir bilgisine katkida bulunacag:

kanisindayiz.
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