T.C.
FIRAT UNIiVERSITESI
FEN BiLIMLERI ENSTIiTUSU

TiYADIiAZOL TUREVI BIiLESiKLER VE METAL KOMPLEKSLERININ
ANTIOKSIDAN OZELLIKLERININ iNCELENMESI

Muhammet Fatih TOPCU

Tez Yoneticisi

Do¢. Dr. Mustafa KARATEPE

YUKSEK LiSANS TEZi

KiMYA ANABILIiM DALI

(Bu Yiiksek Lisans Tezi 104T363 nolu TUBITAK projesiyle desteklenmistir)

ELAZIG, 2008



T.C.
FIRAT UNIiVERSITESI
FEN BiLIMLERI ENSTIiTUSU

TiYADIAZOL TUREVI BiLESiKLER VE METAL KOMPLEKSLERINIiN
ANTIOKSIiDAN OZELLIiKLERINiN INCELENMESi

Muhammet Fatih TOPCU

Tez Yoneticisi

Dog. Dr. Mustafa KARATEPE

YUKSEK LISANS TEZi

KIMYA ANABILIM DALI

(Bu Yiiksek Lisans Tezi 104T363 nolu TUBITAK projesiyle desteklenmistir)

ELAZIG, 2008

II



T.C.
FIRAT UNIiVERSITESI
FEN BiLIMLERI ENSTIiTUSU

TiYADIiAZOL TUREVI BIiLESiKLER VE METAL KOMPLEKSLERININ
ANTIOKSIDAN OZELLIKLERININ iNCELENMESI

Muhammet Fatih TOPCU

YUKSEK LISANS TEZi

KIMYA ANABILIM DALI

Bu tez, 07/03/2008 tarihinde asagida belirtilen jiiri tarafindan oybirligi/oycoklugu ile

basarili olarak degerlendirilmistir.

IMZA
Danigman : Dog¢. Dr. Mustafa KARATEPE ...,
Uye : Prof.Dr. Sait CELIK ...
Uye Dog. Dr. Sevda KIRBAG ...
Bu tezin kabulii, Fen Bilimleri Enstitiisiit Yonetim Kurulu’nun ....... A Lo, tarih
VE cieeeeeeneeeeeeeieeeee e sayili karartyla onaylanmastir.

I



TESEKKUR

Bu tez calismasinin planlanmasinda, yiiriitiilmesinde ve calismalarim siiresince
destek ve ilgisini esirgemeyen bilgi, tecrilbbe ve hosgoriilerinden yararlandigim Sayin

Hocam Dog. Dr. Mustafa KARATEPE’ye sonsuz saygi ve siikranlarimi sunarim.

Tez c¢alismas1 siiresince verdikleri desteklerden dolayr Prof.Dr. Mehmet
SEKERCL Dr. Siilleyman SANDAL, Muammer BAHSL Is1l YILDIRIM, Zuhal ERGIN,
Nevin TURAN, A. Evren PARLAK ve Boliim Sefimiz Mehmet ORHAN’a ayr1 ayri

tesekkiir ederim.

Ayrica yaptigim tez ¢aligmalar1 boyunca manevi desteklerini esirgemeyen esim

Seval TOPCU’ya ve oglum Musab Emir’e tesekkiirlerimi sunuyorum.

Muhammet Fatih TOPCU

v



OZET
Yiiksek Lisans Tezi

Tiyadiazol Tiirevi Bilesikler ve Metal Komplekslerinin Antioksidan Ozelliklerinin

incelenmesi

Muhammet Fatih TOPCU

Firat Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dal1

2008, Sayfa: 44

Bu arastirmada, iki farkl tiyadiazol tiirevi iceren Schiff bazi ve bunlarin metal
komplekslerinin deri altina enjeksiyonu ile ratlarin, lipid peroksidasyonunun derecesini
gosteren serum MDA konsantrasyonu, antioksidan A, E, C vitaminlerinin diizeyleri

izerine olan etkisi ve antitiimor 6zellikleri arastirildi.

Deney gruplar1 arasindaki karsilastirilmalarda serum MDA, A, E, C vitamin
diizeylerinin istatistiksel olarak degismedigi gozlendi. Fakat her iki maddenin ve metal

komplekslerinin in vitro antitiimor aktiviteye sahip oldugu belirlendi.

*: Bu calismal04T363 nolu TUBITAK projesiyle desteklenmistir.



ABSTRACT

Master Thesis

AN INVESTIGATION OF ANTIOXIDANT PROPERTIES TIADIAZOLE
DERIVATIVE AND METAL COMPLEXES.

Muhammet Fatih TOPCU

Firat University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry
2008, Page: 44

In this research, the effect of two tiadiazole derivative containing Schiff base 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 MDA, Vitamins A,
E and C concentrations were not statistically changed. But, cell viability experiments

show that all compounds have considerable antitumour activity.

*: This study was supported by numbers 104T363 with TUBITAK Project.
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1. GIRIS
1.1. Tiyadiazol Tiirevi Bilesikler ve Schiff Bazlarinin Biyolojik Ozellikleri

Inorganik ve organometalik bilesiklerin farmakolojik ozellikleri ve etki
mekanizmalariin kimyasal temellerinin incelenmesi, ila¢ arastirmalarinin ilk asamalar1
icin ¢ok onemlidir (1).Tiyadiazol tiirevleri ve Schiff bazlar1 da bu sinif bilesikler olup,
sahip olduklar1 bir ¢ok biyolojik ve farmakolojik aktivitelerinden dolayr genis bir
sekilde arastirilmaktadir.

Tiyadiazol bilesikleri ve metal kompleksleri antikonvulsant (2,3), antiviral (4),
antimikrobiyal (5,6,7), antifungal (8), antitiiberkiilloz (9), antikanser (10) ve
antibakteriyel (11), gibi cesitli farmakolojik aktivitelerinden dolay1 kimya ve biyolojide
biiyiik ilgi gormektedir. Bes iiyeli bir bilesik olan tiyadiazollerde bir kiikiirt ve iki azot
atomu vardir. Wasfy ve dig., biyolojik aktif bilesikler elde etmek amaciyla tiyadiazol
parcas1 iceren piridazinlerin yeni serilerini sentezlemislerdir (12). 1,3,4-tiyadiazol
tirevlerinin —N=C-S- gruplarindan dolay1 biyolojik aktivite icerdigi bilindiginden,
Vashi ve dig., sentezledikleri 2,5-dislibstitiiye-1,3,4- tiyadiazol tiirevlerinin biyolojik
aktivitelerini incelemislerdir (13). Ayrica bu tiir bilesiklerin lokal anestezik aktiviteleri
(14), sakinlestirici etkileri (15), sitotoksisite ve in vitro antituberkiiloz aktiviteleri
arastirtlmistir (16).

Yine, bu tiir bilesiklerin siilfonamit tiirevlerinin carpinti giderici etkileri
arastirtlmistir (17).

Schiff bazi tiirevleri (SB) antiviral, antineoplastik, antimalariyal, antifungal ve
antibakteriyal ozelliklerinden dolayr kimya, biyoloji ve farmakolojide biiyiik ilgi
gormektedir (18).

Schiff bazlart ve metal kompleksleri, antitimér (19), antiviral (20),
antimikrobiyal (21), antineoplastik (22), gibi ¢esitli farmakolojik aktivitelerinden dolay1
genis sekilde arastirilmaktadirlar. Ayrica, Schiff bazi bilesiklerinin ve Cu(Il) metal
komplekslerinin, lipid peroksidasyonunu engelleyerek antioksidatif aktivite gosterdigi

de belirtilmektedir (23).



Schiff bazi tiirevlerinin DNA ve RNA sentezini inhibe edici etkilerinin oldugu
ileri siiriilmektedir(24). Bu etki onlarin riboniikleotit rediiktaz (RR) enzimini inhibe

etmelerinden kaynaklanmaktadir (25).

Schiff baz tiirevleri ve bakir komplekslerinin spektrofotometrik davranislarinin
siiperoksit dismutaz (SOD) ile mukayesesi yapilan bir ¢alismada, bu bilesiklerin genis
spektrumlu biyolojik aktivitelerinin yam sira SOD benzeri aktivite gosterdikleri de

vurgulanmaktadir (26).

Yapilan calismalarda, tiyadiazol tiirevleri , Schiff bazi tiirevleri ve bunlarin
cesitli metal kompleksleri sentezlenmis ve karakterize edilmistir (27), fakat tiyadiazol
tiirevlerinin antioksidan, prooksidan ve biyolojik aktiviteleri incelenmemistir. Schiff
baz1 tiirevlerinin antioksidan prooksidan oOzellikleri ile cesitli dokulara olan etkileri
arastirllmis ve ratlarda farkli 6zellikler sergiledigi gosterilmistir (28,29). Yapilan bagka
bir calismada ise bu tiir bilesiklerin antiviral ©6zelligi arastirllmis ve kullanilan
bilesiklerin her hangi bir antiviral aktivite gostermedigi, ancak c¢ok giiclii sitotoksik

etkiye sahip olduklar gézlenmistir (30).

Goriildiigii gibi tiyadiazol bilesiklerinin ve Schiff bazlarinin biyolojik aktiviteleri
in vivo ve in vitro olarak bir ¢ok calismaya konu olmustur. Ligandin yapist ve
konformasyonu ile koordinasyon bilesiklerindeki merkez atomunun redoks
potansiyellerinin bu tiir bilesiklerin biyolojik aktivitelerini etkiledigi belirtilmektedir
(26). Bu gibi ¢aligmalar daha aktif komplekslerin sentezini veya dogal biyokoordinatif

bilesiklerin davranigini anlamaya yardimci olacaktir.



2. GENEL BILGILER

Atomun yapisi, bir ¢cekirdek ve cevresinde bulunan degisik sayida elektronlardan
olusmaktadir. Enerji diizeylerine gore belirli bir diizende yerlesen elektronlar, orbital ad1
verilen yoriingelerde hareket etmektedirler. Her orbitalde yerlesik iki elektron, birbirine
zit yonde kendi ekseni etrafinda donmektedir. Buna uygun olarak her bir orbitale bir
tane ayn1 yonde donen elektron yerlesmekte ve atom numarasina gore sayilari artan ayni

sira ile ters yonde donecek sekilde orbitale yerlesmektedir.

Oksijen atomunun atom numarasi 8, elektron sayisim vermektedir. Oksijen
molekiiliindeki ayn1 yonde donen iki elektrona sahip 2p orbitali onem tagimaktadir. Bu
orbitallerden herhangi birindeki elektron bir orbitalden digerine gectiginde veya farkli
orbitallerde farkli yonde dondiigiinde singlet oksijen olusmaktadir. Orbitallerden birine
veya ikisine ters doniiglii bir veya ters doniislii iki elektron yerlestirilmesi ile radikal
elde edilmektedir. Dogal oksijen molekiiliinde cesitli oksidan molekiilleri meydana

gelmektedir (Sekil.1) (31).
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Sekil 1. (a) Oksijen atomunun orbital yapisi, (b) Oksijen molekiiliinden tiireyen oksidan molekiiller



2.1. Serbest Radikaller ve Antioksidanlar
2.1.1.Serbest Radikaller

Serbest radikaller, hiicre metabolizmas1 sirasinda cereyan eden biyokimyasal
redoks reaksiyonlari ile ortaya ¢ikan , atomik veya molekiiler yapilarinda c¢iftlesmemis
elektrona sahip, reaktif ve kisa Omiirlii kimyasal bilesiklerdir. Serbest radikallere,
oksidan molekiiller veya en dogru adlandirma ile "Reaktif Oksijen Partikiilleri" de

denilmektedir (32).
2.1.2.Reaktif Oksijen Partikiillerinin Olusumu

Biyolojik sistemlerde serbest radikaller en fazla elektron transferi sonucu
meydana gelirler. Serbest radikaller pozitif yiiklii, negatif yiiklii veya elektriksel olarak

notral olabilirler.
Serbest radikaller baglica ii¢ sekilde olugabilmektedir.

1. Bir molekiilii olusturan kovalent bagin homolitik kopmasi sonucu eslenmis

elektronlardan herbirinin ayr parcada kalmasi ile meydana gelebilmektedir.
X Y—=+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~

Negatif yiiklii elektron sayisinin gekirdekteki pozitif yiiklii proton sayisi ile esit
olmadigi molekiiller olduklar i¢in dayanikli olmayan serbest radikaller, elektron
konfigiirasyonlarim1 pozitif yiikle dengelemeleri gerektiginden cok reaktiftirler. Tek
elektronunu bir bagska molekiile verebilen bu radikaller, bir bagka molekiilden elektron
alarak elektron cifti olusturabilmektedirler. Sonugta radikal olmayan bir yapi, radikal

sekline doniisebilmektedir (31).



Oksijenin dig molekiiler yoriingesine bir veya daha fazla c¢iftlesmemis
elektronlarin eklenmesi yaygin sekilde bulunan bu molekiilii giiclii bir toksine, bir
serbest oksijen radikaline doniistiiriir. Serbest radikallere yaygin birka¢ 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. (33)

Bir serbest radikalin bagslangi¢c iriinii molekiiler oksijenin indirgenmesiyle

olusan siiperoksit anyon radikalidir (':'ET). Bir serbest radikal, ciftlesmemis elektrona
sahip bir atom veya molekiildiir. Bu iirlin kararsiz bir yapidir ve cevresindeki bir
organik veya inorganik yapiya saldirabilir. Peroksit anyonu ¢ozeltiden iki proton alarak

hidrojen perokside doniisiir.

Oy +e , ':'ET z H+= H,0O,

Canli sistemlerde oksijen radikalinin zararh etkilerine dikkat edilmesi ve bu
radikallerin olusumu ile hemen etkilerinin uzaklastirilmasi gerekir. Aksi halde bunlar Fe
veya Cu gibi iki degerli katyonlar1 katalizleyerek daha etkili bir serbest radikal olan
hidroksil radikalini olustururlar (34).

03 4+ Fet3 — 4 Oy + Fet?
Hy0, + Fet2 — 4 OH™ + HO® + Fet3

Ferrik demir (Fe*+3) 6nce siiperoksit anyonu ile reaksiyona girerek ferroz demire
(Fe*2), ardindan da hidroksi radikali olusturmak icin yeniden H,O, ile

oksitlenmektedir. Bu iki basamakli reaksiyon siiperoksit ile olugan Fenton Reaksiyonu

olarak bilinir (35)

HO?® radikali, canli sistemlere cok zararli olabilecek ¢ok giiglii bir radikaldir.
Bir¢ok hastaliklara sebebiyet verebilecek biyokimyasal degisimleri olusturulabilir (36).
Serbest radikaller belli miktarlarda hiicreler tarafindan bazi hiicre ici redoks ve sinyal

farkliliklarin1 gdstermek gibi fizyolojik faydalar i¢in kullanilabilir (37).



Oksijenin diger bir metaboliti de singlet oksijendir ('O2). Bu molekiil oksijenin

enerji yakalamasiyla sekillenir.
02 h.v ' 02

Singlet oksijen serbest radikal degildir (38). Ancak biyokimyasal olaylarda
onemlidir ve doku hasarlarina yol agabilir. Bu zararlarinin ortadan kalkis1 vitamin A ve
diger retinoitler veya B-karoten ve diger karotenoitler gibi antioksidanlarin kimyasal
degismeksizin enerji absorbe eden bilesikler olarak singlet oksijeni biyolojik sistemlere

zarar vermeden O»'ye doniistiirmesiyle olur (39).

Bu aciklamalara gore oksidanlar, tek elektron eksiklikleri nedeniyle baska
molekiiller ile kolayca elektron aligverisi yapabilenler (radikaller) ve elektron
eksiklikleri olmadigi halde baska molekiillerle radikallerden daha zayif bir sekilde

bilesenler (non-radikaller) olmak iizere 2 grupta toplanirlar (40).

1. Radikaller

- Siiperoksit radikali (':'E)

- Hidroksil radikali (HO®)

- Alkoksil radikali (LO®)

- Peroksit radikali (LOO?®)

- Semikinon radikal (HQ®)

- Hemoproteine bagl serbest radikaller
2. Non-Radikaller

- Hidrojenperoksit (H2O7)

- Lipid hidroperoksitler (LOOH)

- Hipoklorik asit (HOCI)

- Hipohal6z asid (HOX)

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

- Singlet oksijen (O,)

- Ozon (Oy)

- Azot dioksit (NO,)



Serbest radikaller organik ya da anorganik yapili molekiiller olabilir. Stabil
olmayip sisteme yogun bir kararsizlik veren yiik dengesizliklerini gidermek i¢in yani
elektron konfigiirasyonlarin1 pozitif yiike dengeleyebilmek i¢in oldukga aktif bir yap1
ozelligi gosterirler. Radikallerin aktif olma o6zelligi baslica diflizyon mesafesi ile
iligkilidir. Ancak hidroksi (OH) radikali son derece yiiksek aktif 6zellikte 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 icin agiga ciktii hiicre bolimiinden daha uzak noktalara
rahatlikla diffiize olabilir. Ancak bu difiizyon hiicre igindeki SOD'm yiiksek
konsantrasyonu ile simirlidir. Hidrojen peroksit ise mitokondriyal membranlar,
peroksizomal membranlar ve plazma membranindan kolayca difiize olarak toksik

etkisini aciga ¢iktig1 noktadan daha uzak hiicre boliimlerinde gosterebilir (41).

Cok kisa yasam siireleri olan serbest radikaller tiim hiicre bilegenleri ile kolayca

etkilesebilme 6zelligine sahiptirler.

Serbest radikaller hiicrenin tiim fonksiyonlarinda olusabilme ozelligindedir.
Radikal olusumu hiicre tiplerine gore degisiklik gdstermesine ragmen tiim aerobik

hiicrelerde belirli diizeylerde radikal olusturmaktadir (42).

Oksidanlar, organizmada baglica glukozun oksidasyonu sirasinda olmak {izere
tim anabolik ve katabolik reaksiyonlar siras1 ve sonrasinda siirekli bir olusum ve
"endojen antioksidanlar" adi verilen molekiiller tarafindan siirekli etkisizlestirilme
siireci icindedirler. Saglikli bir organizmada oksidan diizeyi ve antioksidanlarin bunlari

etkisizlestirme giicii bir denge (homeostazis) icindedir (43).

Hoteostazis

SN

Belirli Diizeyde Olsidanlar+——— Dogal Antinksidandar Veterli

Sekil 2. Oksidan ve antioksidan denge



Kanser, romatoit artrit, katarakt, parkinson, seker hastalig1 {ilserativ kolon
iltihab1 ve yaslanma siireci oksidan molekiillerin etkin oldugu kabul edilen hastaliklar

arasinda sayilmaktadir (44).

Oksidan molekiiller, organizmanin yap1 elemanlar1 olan protein, lipid,
karbonhidrat, niikleik asitler ve yararli enzimleri bozarak zararli etkilere yol acgarlar

(37).
2.1.3Reaktif Oksijen Partikiillerinin Kaynaklari:

I - Normal biyolojik islemler

1 - Oksijenli solunum

2 - Katabolik ve anabolik iglemler
II - Oksidatif stres yapici durumlar

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

a-) Inhale edilenler

b-) Aligkanlik 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 1s1n1, sigara (45).



2.1.4. Artmus Reaktif Oksijen Partikiillerinin Zararlar::
-Hiicre organelleri ve membrandaki lipid ve protein yapisini bozarlar,
-Hiicre i¢i yararh 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 (45).
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 iirlinlere
yikilmasi reaksiyonudur. Serbest radikaller reaktif yapilari nedeniyle, basta lipidler,
proteinler ve niikleik asitler olmak iizere yiikseltgenebilen tiim hiicre elemanlar ile

etkilesirler (37).

Hiicreleri saran membranlar ve hiicre organelleri, genis miktarlarda poliansature
yag asiti ihtiva ederler. Serbest radikaller hiicre membranindaki bu poliansature yag
asitlerine saldirir ve lipid peroksitlerin tesekkiiliine yol acan lipid radikallerinin
olusumuna sebep olurlar. Lipid peroksidasyonundaki artis serbest radikal

aktivasyonunun indirekt bir isaretidir. Biyolojik membranlarin en 6nemli unsurlar lipid



ve proteinlerdir. Lipid peroksidasyonu, lipidler kadar mebran proteinlerini de hasara
ugratabilir. Hayvan hiicre membranlarinda dominant lipidler, gliserol igeren
fosfolipidlerdir, ancak baz1 membranlar 6zellikle plazma membranlar1 6nemli oranlarda

sfingolipidleri ve hidrofobik molekiil olan kolesterolii de icerirler(40)

Cesitli patolojik durumlar sirasinda bir¢ok hiicre tipinde O;'nin rediiksiyonundan
olusan tiirlerin olagan dis1 ve siddetli iiretimiyle karakterize oksidatif stresin meydana
geldigi giiniimiizde iyi bilinmektedir. Bu oksidatif stresin genel bir sonucu, hiicre
organizasyonunun az Yyada cok degradasyonuyla sonuglanan hiicre lipidlerinin

peroksidasyonudur (37).

Oksijen molekiilii lipidlere kars1 yiliksek afiniteye sahiptir. Bu molekiil
hemoglobinden ayrildiktan sonra plazmadaki lipoproteinler ile eritrosit zarindaki
lipidlerde c¢oziinmekte ve daha sonra dokularda kullanilmaktadir. Bu sirada dokularda
bulunan doymamis yag asitlerindeki ¢ift baglara oksijen baglanmasi sonucu lipid
peroksidasyonu kimyasal reaksiyonu meydana gelmektedir. Lipid peroksidasyonunun
zar yapi ve biitiinliigiiniin bozulmasi, olusan serbest radikallerin ¢esitli hiicre bilesenleri
izerine zararli etkileri ve son iiriinlerin sitotoksik etkileri gibi farkli yollarla hiicre

hasarina neden olduklari diisiiniilmektedir (46).

Lipid peroksidasyonu c¢ok zararli bir zincir reaksiyonudur. Direkt olarak
membran yapisina ve indirekt olarak reaktif aldehitler tireterek diger hiicre bilesenlerine
zarar verir. Bu bilesikler ya hiicre diizeyinde metabolize edilirler veya baglangictaki etki
alanlarindan diffiize olup hiicrenin diger boliimlerine hasar1 yayarlar. Boylece, bircok
hastalifa ve doku hasarina sebep olurlar (47). MDA (malondialdehit), biyolojik
sistemde lipitlerin oksidasyonu sonucunda olusmaktadir. Radikaller hiicre membranina
zarar vererek oksidatif stres olustururlar. Radikallerin hiicrede olusturdugu lipit
oksidasyonu sonucunda da hiicrede MDA olugmaktadir (48). Peroksidasyonla olusan
MDA, membran komponentlerinin ¢capraz baglanma ve polimerizasyonuna sebep olur.
Bu da deformasyon, iyon transportu, enzim aktivitesi ve hiicre yiizey bilesenlerinin
agregasyonu gibi intrinsik membran 6zelliklerini degistirir. Bu etkiler, MDA'min ni¢in
mutajenik, genotoksik ve karsinojenik oldugunu agiklar. Lipid peroksidasyonu ile

meydana gelen membran hasar1 geri doniisiimsiizdiir. Hem insanlardaki ve hem de
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dogadaki lipid peroksidasyonunu kontrol etmek ve azaltmak icgin antioksidanlar
kullanilmaktadir (47).

2.3. Antioksidan Tamim ve Cesitleri

Reaktif oksijen tiirlerinin olusumu ve bunlarin meydana getirdigi hasar1 6nlemek
icin viicutta bir¢ok savunma mekanizmalar1 geligmistir. Bunlar "antioksidan savunma

sistemleri” veya kisaca "antioksidanlar" olarak bilinirler.

Antioksidanlar, okside olabilir bir substratla mukayese edildiginde, diisiik
konsantrasyonlarda bulunan ve substratin oksidasyonunu énemli derecede geciktiren ya
da inhibe eden "herhangi bir substrat" olarak tanimlanmaktadirlar. Endojen (dogal) ve
eksojen (ilaglar) antioksidanlar olmak iizere baslica 2 ana gruba ayrilirlar. Hiicrelerin

hem s1vi hem de membran kisimlarinda bulunabilirler (37 ,43).

Tablo 1. Endojen ve Eksojen Antioksidanlar

A- Endojen (Dogal) Antioksidanlar
I. Enzimler I1. Makromolekiiller | III. Mikromolekiiller
- Siiperoksid dismutaz | - Seruloplazmin - E vitamini ve analoglar1
- Katalaz - Transferrin - C vitamini
-Glutatyon peroksidaz | - Ferritin - Tiyol icerenler: 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 (ilaglar) Gida Antioksidanlari
- NADPH oksidaz inhibitorleri - Biitil Hidroksitoluen (BHT)
-Endojen antioksidan aktiviteyi artiran maddeler | - Biitil Hidroksianisol (BHA)
- Non-enzimatik serbest radikal toplayicilar - Sodyum benzoat
- Demir redoks dongiisii inhibitorleri - Etoksikuin
- Notrofil adezyon inhibitorleri - Propilgalat
- Rekombinant h-SOD
- 21 - Aminosteroidler, Indopamid
- Sitokinler, Flavonoidler
- Ksantin oksidaz inhibitérleri
- Barbitiiratlar, Trimetazidin
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2.3.1. Serbest Radikallerle Antioksidan iliskisi

Son yillarda antioksidanlarin bir¢ok hastaliga kars1 6nemi son derece artmustir.
Serbest radikallerin kesfiyle kanser, diabet, kalp hastaliklari, otoimmiin hastaliklari,
norodejeneratif hastaliklar v.b. bircok hastalik iliskisi belirtilmistir. Tibbi bitkilerde
antioksidan 6zellikli maddelerin kesfiyle saglik alaninda kullanimi artmistir ve bircok

hastaligin tedavisinde kullanimi belirtilmistir.

Serbest radikaller son derece reaktif molekiiller olup oksidatif strese sebep veren
maddelerdir (49). Oksidatif stres hiicrede lipitlere, proteinlere, enzimlere,
karbonhidratlara ve DNA’ya zarar verir. DNA molekiillerine, enzimlere ve proteinlere
baglanarak proteinlerin parcalanmasi sonucunda hiicre biiyiik zarar goriir (50). Bunun

sonucunda da hastaliklar ortaya cikar.

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 i¢in sentezlenen maddelerin yaninda disaridan diyetle
alinan 6nemli antioksidan tiirevli maddeler vardir. Bunlar igerisinde en onemli olanlar1
askorbik asit, lipoik asit, polifenollar ve karetenoitlerdir. Hastaliklarin olusumunda ROS
kars1 savunma zayif olursa oksidatif hasarin artisiyla hiicrede tahribatlar meydana gelir.
Bu durumda disaridan alinan bu antioksidanlar oksidatif stresin olusturdugu hasarlar
azaltmakta kullanilmaktadir. Epigallokatechin-3-o-gallate (EGCG), likopen, quersetin,
genistein, ellagik asit, ubikinon ve indole-3-karbinol, askorbik asit, vitamin E 6nemli
antioksidanlar olarak bilinir. Bu maddeler hastaliklarin engellenmesi igin de

kullanilmaktadir (51).
2.3.2. E Vitamininin Antioksidan Etkisi

E vitamininin normal fizyolojik siireclerde ve farkli hastalik durumlarindaki rolii
siirekli olarak aragtinlmistir. E vitamini diger biyolojik molekiillerden daha fazla
peroksit radikalleriyle reaksiyona girerek lipid peroksidasyonunu nler ve hiicre yapisini

koruyarak giiclii bir antioksidan etki gosterir (37). Lipid peroksidasyonunda olusan

12



peroksit radikalleriyle reaksiyona girerek cok fazla zayif ve etkisiz bir radikal olan

tokoferoksil radikalini olusturur.

o - TocOH + LOO®* —— o - TocO®* + LOOH

Daha sonra tekrar ikinci bir radikalle reaksiyona girerek radikal olmayan bir

tiriin olan LOO - TocO'yi olusturur.

o - TocO®* + LOO®* —— LOO - o - TocO

Boylece her tokoferol molekiilii, lipid peroksidasyon zincir reaksiyonlarini onleyerek

antioksidan etkisini gosterir (34).
2.3.3. A Vitamininin Antioksidan Etkisi

Konjuge polienlerin biiylik kismi benzer biyolojik aktiviteye sahiptir.
Karotenoitler, lipit peroksidasyonu esnasinda ortaya ¢ikan radikalleri énlemede etkilidir
ve aktif oksijen cesitlerini durdurmada etkili olan pigmentler olarak goriiliirler.
Karotenoitlerin uzun, konjuge, ¢ift bagl sistemleri radikal saldirilarma karsi onlari
tistin hale getirmektedir. - karotenin (CAR) peroksil radikali ile direkt olarak
reaksiyona girebilecegi ve karbon merkezli radikal olusturarak rezonans kararli hale

gelecegi belirtilmektedir (52).

CAR +LO0O* ___,LOO-CAR*

Karotenoitler o - tokoferollerde goriildiigii gibi iki peroksil radikali ile

reaksiyona girebilir (53).

LOO - CAR® + LOO®* ———LOO - CAR - LOO

Bununla birlikte bu antioksidan etki burada bitmez. Asagida gosterildigi gibi
coklu rezonans kararliligi ile bir karoten molekiilii, karbon merkezli radikaller

olusturarak iki peroksil radikaline daha etki eder.
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LOO- CAR- OOL+ LOO® —+ (LOOY)-CAR - 00L* —=", (1 00), - CAR - (00L),

B - karoten ile peroksil radikalinin reaksiyonundan olusan iiriinlerin bazisi son

zamanlarda ESR ile tarif edilmistir. Uriinler baz1 epoksitler ile B - karotenin karbonil

tiirevleridir (52, 54).
2.3.4. C Vitamininin Antioksidan EtKisi

C vitamini bir ketolaktondur. Kollajenin prolin ve lizin birimlerinin
hidroksilasyon reaksiyonlarinda koenzim olarak gorev alir. Suda ¢o6ziinebilen

vitaminlerden olan askorbik asit bagirsaklarda kolayca emilir ve kana karisir (55, 56).

C vitamini giigli indirgeyici aktiviteye sahip oldugundan giiclii bir
antioksidandir. Siiperoksit ve hidroksil radikali ile kolayca reaksiyona girerek onlarin
temizlenmesinde rol oynar (57,58). C vitamininin etkili bir singlet oksijen temizleyicisi

oldugu da belirtilmektedir (38).

Ayrica C vitamini askorbat radikali olusturarak, radikalik tokoferollerin

yenilenmesini saglar (34).
Asc™ + TocO®* —+ AsC*- + TocOH

2.4. Calismanin Amaci

Tiyadiazol tiirevi bilesikleri ve Schiff bazlarinin cesitli tiirevleri; ve bunlarin
metal kompleksleri antineoplastik, antiviral, antimikrobiyal, antimalarial gibi biyolojik
fonksiyonlarimdan dolayr kimya, biyoloji ve farmakoloji bilim dallarinda biiytik ilgi
gormektedir. Bu bilesiklerin sahip olduklar1 biyolojik etkilerin degisimi sentezlenen
bilesigin yapisina, farkli siibstitiientlerin konumuna ve komplekslerinde kullanilan

metal atomunun 6zelligine gore farklilasmaktadir.

Yapilan literatiir taramalarinda bu bilesiklerin in vivo antioksidan 6zellikleriyle
ilgili cok fazla arastirmaya rastlanilmamistir. Bu calismada iki farkli Tiyadiazol tiirevi
iceren Schiff bazi ve bu bilesiklerin Co(II), Mn(Il) ve Ni(Il) komplekslerinin in vivo
antioksidan prooksidan oOzellikleri ve in vitro antitimor aktivitelerinin arastirilmasi

amaclanmustir.
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3. MATERYAL ve METOD
3.1. Materyal
3.1.1. Hayvan Materyali

Arastirmada 12-14 haftalik ortalama 250 g agirliginda eriskin Wistar cinsi erkek
ratlar kullanildi. Deneysel ¢alismada kullanilan erigkin Wistar cinsi erkek ratlar, Firat
Universitesi Tip Fakiiltesi Deneysel Arastirma Merkezi (FUTDAM)’nden temin edildi
ve ayni yerde deneysel uygulama gerceklestirildi. Ratlar havalandirma sistemi bulunan
bir ortamda 6zel olarak hazirlanmis ve her giin altlar1 temizlenen kafeslerde beslendi.
Yemler, 0zel gelik kaplarda ve su ise paslanmaz celik bilyeli biberonlarda normal ¢esme
suyu olarak verildi. Deney hayvanlar 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 hi¢bir nedenle

denek Oliimil yasanmadi.
3.1.2. Gruplarin Olusturulmasi ve Uygulamalar

Arastirmada kullanilacak ratlar 1. kontrol (enjeksiyon yapilmayan), 2. kontrol
(yalmizca DMSO+yag) ve 8 uygulama grubundan olusturuldu ve her grupta 5’er denek

olmak tizere toplam 50 rat yer ald.

Mgili literatiir taramasidan sonra (59;60) ligand ve komplekslerinin molekiil
yapilan (biiyiikliik) g6z Oniine alinarak uygulamalarin kontrol ve denek gruplari icin 0.
giin, 3. giin, 6. giin, 9. giin olacak sekilde 3 giin ara ile yapilmasina karar verildi ve 15

giin uyguland.

Uygulama maddelerinin dozlan literatiirden faydalanilarak kararlagtirildi ve
sartlara uygun olarak 25 mg/kg viicut agirligi (61) olacak sekilde 6nce DMSO (Dimetil
siilfoksit)'da ¢oziildii ve DMSO miktar1 % 10'un altinda olacak sekilde misir 6zii yagi

ile seyreltildikten sonra hayvanlara deri altindan uygulandi.
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Kontrol gruplarina, DMSO miktar1 % 10'un altinda olacak sekilde yag
hazirlanarak 0.5 ml ¢6zelti deri altina enjekte edildi. Uygulama gruplarina ise 0.5 ml
cozelti igerisindeki ligand ve metal kompleksleri derisimi 25 mg/kg viicut agirlig

dozunu ihtiva edecek sekilde hazirlanan ¢ozeltiler deri altina enjekte edildi (60).
3.1.3. Kan orneklerinin Alinmasi

Uygulama siirelerinin sonunda hayvanlar eter ile anesteziye alinarak gogiis
kafesleri acildi ve kalplerinden yeterli miktarda (4-8 ml) kan alindi. Alinan kan
ornekleri saftrifiijlenerek serumlart ayrildi. Ayrilan serumlar en geg ii¢ giin icerisinde

analizlendi. Analiz anina kadar serum Ornekleri -20°C'de bekletildi.
3.2. Uygulamalarda Kullamlan Bilesikler

Uygulamalarda, tiyadiazol iceren Schiff bazlarinin iki farkli tiirevi ve metal

kompleksleri kullanilmistir.

Bu ligandlarin ve Co, Mn, ve Ni metal kompleksleri sentezlenmis ve

karakterize edilmistir (62). Ligandlarin ve komplekslerinin yapis1 asagidadir.
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b)

Sekil 3. Uygulamada kullanilan bilesikler a) N,N’-bis[5-(4-nitrofenil)-1,3,4-
tiyadiazol-2-il]tereftalaldehitdiimin (Y) ve metal kompleksleri. b) N-(5-etil-1,3,4-

tiyadiazol-2-il)salisilaldehit imin (O) ve metal kompleksleri.
3.3. Uygulamalarda Kullamlan Hiicreler

Bu calismada MCF-7 (insan gogiis kanseri ) ve L1210 (miirin I6semi ) hiicreleri

kullanildi.
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3.4. MCF-7 ve L1210 Hiicrelerinin Cozdiiriilmesi, Flasklara Ekimi, Beslenmesi ve

Boliinmesi

Hiicre kiiltiir bankasindan (ATCC, ABD) aldigimiz donmus haldeki MCF-7
(insan gogiis kanseri hiicreleri) ve L.1210 hiicreleri oda sicakliginda ¢ozdiiriilerek 75 ml
flask icerisine aktarildi. Flask’in icerisine daha dnceden hazirlanmig olan DCs (25 ml)
ilave edildi ve flasklar, Nuaire marka bir %5 CO, - %95 O, inkiibattriine (Playmouth,
MN, ABD) yerlestirildi. Giinliik olarak hiicrelerin durumu Soif marka (Soif Optical
Inc., Cin) bir inverted mikroskop kullanilarak kontrol edildi ve ii¢iincii giiniin sonunda
flasklarda bulunan DCs cekilerek tazesiyle degistirildi. Bu islem ii¢ giin araliklarla
stirekli tekrar edildi.

Sayilar1 artmaya devam eden hiicreler flaskin tabanini tamamen kaplayarak iist
liste tabakalar olusturmaya bagladilar. 15. giiniin sonunda flasklardaki medyum cekildi
ve yerine 3 ml tripsin ilave edilerek inkiibatore yerlestirildi. 2-3 dakikada bir flasklar
hafifce sallanarak hiicrelerin yapistiklar1 yiizeyden ayrilmalar1 saglandi. Tiim hiicreler
flaskin ylizeyinden ayrildiktan sonra flasklarin igerisine 12 ml DCs ilave edildi ve
dikkatli sekilde triturasyon (siispansiyonun pipet icerisine cekilip bosaltilarak yapilan

ayrigtirma islemi) yapilarak hiicrelerin homojen olarak soliisyona dagilmasi saglandi.

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 II Laminair Flow (Biolaf, Ankara) igerisinde

gerceklestirildi (63,64 ).
3.5. Kullanilacak hiicre sayisi ve madde dozlarmin belirlenmesi

MCF-7 gogiis kanseri hiicreleri ve L1210 hiicreleri , flasklara tripsin ilave
edilerek yerlerinden sokiildii ve hiicre siispansiyonu 2000 rpm devirde 5 dk. santrifiij
edildi. Tiiplerdeki tripsin-medyum karisimi 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 i¢in

1x10° / ml, L1210 hiicre deneyleri i¢in 1x10° / ml hiicreye ayarlandi. Dozlarin
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belirlenmesinde 6n denemeler yapildi ve asagi yukari yontemi kullanildi (65). Bu

sekilde dozlarm 7,5 ,15 ve 30 uM olmasina karar verildi.

Hiicre siispansiyonundan birer ml deney tiiplerine aktarildi ve {izerine test
edilecek ajanlar (O , Y ve metal kompleksleri) 7,5 puM, 15 uM, 30 uM
konsantrasyonlarda ilave edildi. Negatif kontrol tiiplerine aymi miktarda serum
fizyolojik, vehicle tiiplerine de ayn1 miktarda DMSO ilave edildi ve tiipler inkiibatore
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 karistirilarak rasgele secilen 100 adet hiicre
hemositometrede sayildi. Hiicre canlilig1 oran1 yiizde olarak ifade edildi. Aym 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 alimip iizerine 0.2 ml 0.5 M HCIlO4 ilave edilerek

proteinler ¢oktiiriildii. Daha sonra bu karisim vortekslendikten sonra iizerine saf su ilave
edilerek toplam hacim 1 ml'ye tamamlandi. Karisim 5 dakika santrifiijlendikten (4500
devir/dak) sonra Orneklerin iizerindeki berrak kisimdan dikkatlice 20ul alinarak
HPLC'de analiz edildi. Askorbik asit ve MDA Karatepe(2004)‘e gore HPLC ’de analiz
edildi (66).

Analizler hareketli faz olarak 30 mM KH2PO4 - metanol (% 82,5 — 17,5; pH :

4) karisiminda 250 nm'de Inertsil 5u C-18 (15 cm x 4.6 mm) kolonu kullanilarak akis
hizi 1 ml/dk yapildi. C vitamini i¢in geri kazanim % 95, MDA i¢in geri kazamim %
98.8 olarak bulundu.

3.6.2. A ve E Vitamini Analizi

Derin dondurucudan alian serum Ornekleri ¢oziinme islemi yapildiktan sonra

0.5 ml serum Ornegi tizerine % 1'lik H2SO4 ihtiva eden etil alkolden 2 ml ilave edilerek

proteinler ¢oktiiriildii. Karisim vorteks ile iyice karistirildiktan sonra 4500 devirde 5

dakika santrifiijlendi, sonra ornekler iizerine 0.3 ml n-hekzan ilave edildi. Hekzan
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ilavesiyle ortamdaki yagda ¢oziinen vitaminler hekzan fazina ekstrakte edildi. Hekzan
ilave edildikten sonra tekrar vorteksde karistirildi ve tiipler santrifiijlendi. Santrifiij
sonunda hekzan faz1 dikkatli bir sekilde ayrilarak cam tiipe alind1. Ornek iizerine tekrar
0.3 ml n-hekzan ilave edilerek karistirilip santrifiijlendi ve n-hekzan faz1 cam tiipteki
hekzan fazi ile birlestirildi. Ekstrakte edilen hekzan, kuru azot altinda dikkatlice
uzaklagtirildi. Kalinti 100 pl metanolde ¢oziildii (67). HPLC'de analiz edildi.
Orneklerdeki E vitamini 296 nm ve A vitamini 326 nm dalga boyunda Inertsil 5u 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 (68). A

vitamini i¢in geri kazanim % 92, E vitamini icin ise % 96 olarak bulundu. (68).
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 kiyaslarin1 gosterecek tablolar halinde verildi. Maddelerle muamele
edilmis MCF-7 hiicreleri ve L.1210 hiicrelerine ait canli hiicre sayimi sonuglar1 Tablo 1
ve 2’de, yine maddelerle muamele edilmis ratlarin serum MDA, antioksidan vitaminler

C, A, E diizeylerine ait sonuclar Tablo 3'de verilmistir.

Tablo 2. Maddelerle muamele edilmis MCF-7 hiicrelerin siireye ve doza goére canlilik durumlari

Gruplar 24saat 24 saat 48 saat 48 saat 24saat

n=6 7.5uM 15uM 7.5uM 15uM 30uM

K 3,83 +0.87 3,83 +0,87 2,33+0,42 2,33+0,42 3,83+0,87

Y 24.,17+2,45% | 45,83 +2,78° 78,83 +3,97¢ * 55,66 +3,70°
Y-Ni 22,33+1,64* | 36,66 +2,60° 67,16 +2.30° # 49,83 £1,01°
Y-Co 29,33+0,33" | 32,83 +2,78" 52,66 +4,15¢ # 46,33 +2,77°
Y-Mn 22,00£1,50° | 45,00 +3,74¢ 64,16 +2,19 * 47,00 +3,45°
0 39,83+3,94° | 59.33 £9,96° 63,66 +3,60° * *

O-Ni 39,50+4,37¢ | 24,66 2,70° 78,66 +2,23¢ * *

0-Co 50,16+11,81° | 41,33 +#8,91° 64,83 3,69 * *

O-Mn 32,3342,40° | 36,66 +2,55° 81,50 +5,97° * *

a: P<0.05; b: P< 0.01; c: P< 0.001; *: Sayilacak hiicreye rastlanmadi

Tablo 3. Maddelerle muamele edilmis L1210 hiicrelerin siireye ve doza gore canlilik durumlari

Gruplar 24saat 24 saat 48 saat 48 saat 24saat

n=6 7,5uM 15uM 7,5uM 15uM 30uM

K 22,83+1,32 22,83%1,32 26,00+4,89 26,00+4,89 24,66+4,67
Y 29,00+4,24 57,75+11,78°¢ 62,50+7,77¢ 68,50+3,53" 27,25+4,85
Y-Ni 43,0045,29 51,25+5,90°¢ 65,00+4,24¢ 67,50£19,09° | 33,00+1.41
Y-Co 44,25+8,42¢ 59,5044,93¢ 74,50+3,53¢ 66,25+13,54° | 36,00+5,59a
Y-Mn 41,25+2,36" 37,7549,53% 52,50+4,94¢ 72,50+0,70¢ 37,00+4,97b
0 48,50+13,47¢ | 68,25+5,73¢ 59,00+2,82¢ 66,00+4,24" 38,00+4,24a
O-Ni 52,00+3.74¢ 48,25+9,70¢ 63,00+4,24¢ 73,00+2,82¢ 34,50+4,94
0-Co 24,50£6,36 60,75+7,27¢ 69,50+6,36° 76,00+1,41¢ 32,50+0,70
O-Mn 53,25+5,12¢ 55,50+2,51°¢ 70,50+0,70¢ 81,00+7,07¢ 33.00+1,41

a: P<0.05; b: P<0.01; c: P<0.001;
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Tablo 4. Maddelerle muamele edilmis ratlarin serum MDA, antioksidan vitaminler A, E, C diizeyleri

Maddeler | vitamin E | vitamin A (mg/lt) | vitamin C | MDA (mg/lt)
(n=5) (mg/1t) (mg/1t)

K1 1,686+0,364 0,163+1,95E-2 26,54+1,119 0,863+0,203
K2 1,864+0,253 0,138+3,52E-2 26,48+0,851 0,884+0,175

Y 1,814+0,193 0,12445,11E-2 26,25+0,953 0,862+6,907E-2
Y-Co 1,890+0,242 0,133 £2,14E-2 26,95+1,371 0,812+8,643E-2
Y-Ni 1,840+0,275 0,11249,47E-2 27,09+1,101 0,832+5,762E-2
Y-Mn 1,826+0,221 0,165+1,43E-2 26,651,675 0,830+8,276E-2
(0] 1,856+0,134 0,148+1,34E-2 26,77+1,040 0,954+0,136
0-Co 1,810+0,216 0,157+1,10E-2 27,24+1,532 0,942+0,104
O-Ni 1,734+0,119 0,144+2 59E-2 26,69+1,532 0,980+0,128
O-Mn 1,774+0,137 0,159+1,20E-2 26,731,277 0,860+6,403E-2
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5. TARTISMA

Serbest radikaller son yillarda iizerinde en ¢ok durulan ve arastirmalarin
yogunlagtifi bir konudur. Serbest radikallerin hiicresel kaynaklari, rol oynadiklari
reaksiyonlar ve serbest radikallere kars1 hiicresel savunma mekanizmalarinin agikliga
kavusmasi ile bu molekiillerin kanser, seker, kalp hastaliklar1 gibi bircok hastalikla

iliskisi aydinlatilmaya calisilmistir (44).

Biyolojik sistemlerde hem normal metabolizmanin yan {iriinii olarak hem de
yabanct maddelerin etkisiyle meydana gelen serbest radikaller hiicre membranlarina
zarar verirler ve degisik hastaliklarla etkilerini gosterirler. Organizmada bu bilesiklerin
zararh etkilerine kars1 kiigiik molekiil agirlikli radikal tutuculan ve enzimlerden olusan
savunma sistemleri bulunmaktadir. Serbest radikallerin reaktif yapilann ve ¢ok kisa
Omiirli. olmalar1 dogrudan tayinlerini gii¢lestirmektedir. Bu nedenle serbest radikal
reaksiyonlarinin driinleri ve savunma sistemlerinin incelenmesi pek cok arastirmaci

tarafindan tercih edilmektedir (69).

Bu arastirmada, MCF-7 ve L1210 hiicrelerine uygulamasi yapilan tiyadiazol
tiirevi iceren Schiff bazi bilesikleri ve metal komplekslerinin siire ve doza bagiml
antitimor aktivitesinin ve ratlarin serum antioksidan ve oksidan parametrelerin
diizeyleri iizerinde olan etkilerinin kontrol grubu ile karsilastirilmalarinda farkl etkilere

sahip olduklart goriilmiigtiir.

Tablo 1 ve 2' ye bakildiginda, Y ve O maddelerinin ve metal komplekslerinin

her iki hiicre tipinde de etkili bir antilimér aktiviteye sahip oldugu goriilmektedir.

Yapilan c¢alismada kontrol grubu ile ligandlar ve metal komplekslerinin
kiyaslamalarinda MDA, antioksidan vitaminler C, E, A diizeylerinde istatistiksel

farkliliklar gozlenmedi (Tablo 4).

Olgiilen biyokimyasal degerlere bakildiginda deneylerde kullanilan tiyadiazol
tiirevi iceren Schiff bazlarinin ve metal komplekslerinin verilen dozlarda (25 mg/kg) her

hangi bir etki gostermedigi goriilmektedir.

24



Serbest radikal olusumundaki artis MDA diizeyi ve GSH-Px enzim aktivitesinde

artmaya, E vitamini diizeyinde ise azalmaya neden olur ( 39,70,71).

Jeon ve dig. (2002) antioksidan oOzellik gosteren maddeleri (naringin ve
probukol) diyet ile tavsanlara verdiklerinde bu maddelerin plazma MDA ve A vitamini
diizeyini etkilemedigini, E vitamini diizeyini ise, kullanimin1 azaltarak yiikselttigini

gozlemiglerdir (72 ).

Brandt ve dig. (1997) siirekli stres altindaki ratlarin plazma vitamin A
diizeylerini dl¢miisler ve on giinliik siire¢ icerisinde vitamin A diizeylerinin p<0.001

diizeyinde azaldiginm gézlemislerdir (73).

Yapilan bir calismada tiyosemikarbazon tiirevi ihtiva eden Schiff bazi tiirevi ve
Cd(II) metal kompleksi ratlara yliksek 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 ylikselme meydana getirdigi,
testis dokusunda ise hasar olusturdugu goriilmiistiir (28). Yine bagka bir calismada, bu
Schiff bazi tiirevi ile Zn(Il) 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(Il) kompleksinin ise her
hangi bir oksidatif stres olusturmadig1 ve serum E vitamini diizeyinde ise bu vitaminin
kullanimimi azaltarak artisa neden olup bir antioksidan gibi davrandigi, fakat tiim
bilesiklerin serumda metiyonin ve izolosin gibi bazi esansiyel amino asitlerin
diizeylerini artirdig1 ve karaciger, bobrek ve adren dokularinda her hangi bir hasar

olusturmadigi belirlenmistir (29).

Yine baska bir calismada salisilaldehitden tiirevlendirilmis Schiff bazinin iki
farkli tiirevi ve metal kompleksleri kullanilmig, bu bilesiklerinde o6zellikle Cu
komplekslerinin MCF-7 hiicrelerine kars1 diisiik dozlarda bile (7,5-15 uM) antitiimér
aktivite gosterdikleri belirlenmistir. Ayrica bu maddelerle muamele edilmis hiicre
lizatlarinda MDA, vitamin A, E, C diizeyleri Ol¢iilmiis ve genel olarak bu maddelerin

hiicrelerde oksidatif hasar olusturdugu tesbit edilmistir (74).
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Bu calismada, olgiilen parametreler ve deney siiresince hiicrelerin canlilik
durumlarina bakildiginda, 6zellikle Y ve O bilesiklerinin ve metal komplekslerinin 15
uM, 48 saatlik siirede ve 30 uM konsantrasyonun 24. saatinde MCEF-7 hiicrelerine kars1
yiiksek aktivite sergiledigi goriilmektedir. Hatta bu siire ve konsantrasyonlarda ortamda
hicbir hiicre yapisina rastlanmamistir. Ayni1 dozlarda ve siirelerde L1210 hiicrelerine

kars1 bu denli gii¢lii bir aktivite sergilememislerdir.

Tiyadiazol tiirevi iceren Schiff bazi bilesiklerinin arastirilan bir¢ok farmakolojik
ozelliklerine ilave olarak arastirdifimiz bu parametrelerinde literatiir bilgisine katkida

bulunacagi kanisindayiz.
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