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HiDROKSIURE TUREVi SCHIFF BAZI VE BAZI METAL KOMPLEKSLERININ
ANTIOKSIDAN VE ANTITUMOR OZELLIKLERINIiN ARASTIRILMASI

Isil YILDIRIM
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Kimya Anabilim Dal1

2009, Sayfa:34

Bu ¢alisma iki basamaktan olusmaktadir. Tk basamakta [(2-hidroksibenziliden)-3-metiliire] ve
metal komplekslerinin sentezi yapildi. Elde edilen ligand (LH) ve komplekslerin yapilari Elementel
Analiz, Magnetik Siisseptibilite, IR, '"H-NMR, UV-VIS teknikleri ile aydimlatilmstir. Onerilen yapilar
[(2-hidroksibenziliden)-3-metiliire] (LH) ligandinin Co(Il), Mn(II) ve Zn(II) komplekslerinin
oktahedral, Cu(Il) ve Ni(Il) komplekslerinin karediizlem ve tetrahedral yapilarinda oldugu

belirlenmistir.

Daha sonra elde edilen ligand ve komplekslerinin deri alti enjeksiyonu ile ratlarin, lipid
peroksidasyon’un derecesini gosteren serum malondialdehit (MDA) konsantrasyonu ve serum

antioksidan A, E, C, vitaminlerinin diizeyleri izerine etkisi ve in vitro anti timor 6zellikleri arastirildi.

Sonug olarak; dlciilen parametreler ve deney siiresince canli hiicre sayisina bakildiginda ligand
ve komplekslerinin MCF-7 hiicre tipinde etkili bir anti tiimor aktiviteye sahip oldugu goriildii.
Yapilan calismada kontrol grubu ile ligand ve metal kompleksler’inin kiyaslamalarinda MDA,

vitamin A, E, C diizeylerinde istatistiksel farkliliklar gbzlenmedi.

Anahtar Kkelimeler: HPLC, Hidroksiiire, Schiff Bazi, Antioksidan Vitaminler, MDA
antitimor aktivite
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This study has been occurred in two stages. In the first stage, we have synthesized [(2-
hydroksybenzyledene)-3-methylurea] and its metal complexes. The structures of ligand (LH) and its
metal complexes were characterized by using IR, '"H-NMR spectra, elemental analysis, magnetic
susceptibility, UV-Vis. The suggested structures for the LH complexes of Mn(II), Co(Il) and Zn(II)
are octahedral, for the Ni(Il) complex is tetrahedral and for the Cu(Il) complex is square-planar.

Then the ligand and metal complexes on the serum MDA concentration which is an indicator
of lipid peroxidation, serum antioxidant vitamins A, E, C levels in rats which is injected
subcutaneously and in vitro antitumour activity 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.

Key Word: HPLC, Hydroxyurea, Schiff Base, Antioxidant Vitamins, MDA, Antitumuor
activty
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1.GIRIS

Schiff bazlari, aldehit ve keton bilesiklerinin primer aminlerle reaksiyonundan elde edilen
kondenzasyon iiriinleridir. Reaksiyon sonunda olusan C=N ¢ift bagina, azometin bag1 denir.

Schiff bazlar1 ve metal kompleksleri cesitli farmakolojik aktivitelerinden dolay1 kimya,
biyoloji ve farmakoloji bilim dallarinda biiyiik ilgi gormektedir [1]. Schiff bazlarinin ve metal
komplekslerinin antitimor [2], antiviral [3], antimikrobiyal [4], antineoplastik [5], Ozelliklere sahip
oldugu belirtilmektedir. Ayrica, Schiff bazi bilesiklerinin ve Cu(Il) komplekslerinin, lipid
peroksidasyonunu engelleyerek antioksidatif aktivite gosterdigi de bildirilmektedir[6].

Schiff bazi tiirevlerinin DNA ve RNA sentezini inhibe edici etkilerinin oldugu ileri
siiriilmektedir [7]. Bu etki onlarin riboniikleotit rediiktaz (RR) enzimini inhibe etmelerinden
kaynaklanmaktadir [8].

Schiff bazlari’nin bilim c¢evrelerinde gordiigii ilgi ve pratik hayatimiz agisindan 6nemi giinden
giine artmaktadir. Son yillarda sivi kristal teknolojisinde kullanilabilecek pek cok Schiff bazi
bulunmustur [9]. Ozellikle son on yilda N,O, dort disli Schiff bazlar’inin metal selatlarina olan ilgi bu
komplekslerin degisik uygulama alanlarindan dolay1 artmustir [10]. Bunun sebebi Schiff bazi metal
selatlarimin  molekiil yapilaridir. Bundan baska elektron cekici grup iceren ligandlarin metal
kompleksler’inin biyolojik aktivitelerinin fazla oldugu, biitiin bakir kompleksler’inin antibakteriyel
aktivite gosterdigi, Ozellikle hidroksi siibstitiie Schiff bazi ve kompleksler’inin daha fazla aktivite
gosterdigi bulunmustur [11].

Ayrica bazi Schiff bazi kompleksleri degisik uygulama alanlar1 bulmaktadir. Ornegin platin
komplekslerinin antitimor aktivite gostermesi [12], kobalt komplekslerinin oksijen ayrilmasi ve
tasinmasi reaksiyonlari icin, oksijen tasiyict model olarak kullanilmasi [13,14,15], fenollerin [16] ve
olefinlerin [17] oksidasyonu gibi katalitik reaksiyonlarda kullanilmasi, Mn ve Ru komplekslerinin
suyun fotolizini katalizledigi [18], demir komplekslerinin katodik oksijen indirgenmesinde katalizor
olarak kullanmildig1 bilinmektedir [11]. Schiff baz1 kompleksler’inin gecis metal iyonlariyla yaptiklari
komplekslerin bazi endiistriyel ve biyokimyasal olaylarda gostermis olduklari katalitik aktivite de
oldukca ilgi uyandirmustir [19,20]. Ornegin Cu*® ve Gd* komplekslerinin pozitron emisyon
tomografisi ve goriintiilemede kullanildig bilinmektedir [21,22]. Ayrica Schiff bazlar’inin yapilarinda
bulunan gruplardan dolay1 bunlardan elde edilen metal kompleksleri renkli maddeler oldugundan
tekstil boyaciliginda pigment boyar maddesi olarak kullanilmaktadir [23].

Yine bagka bir ¢alismada, bu Schiff bazi tiirevi ile Zn(II) ve Cu(Il) metal kompleksleri ratlara
deri alt1 uygulandiginda, ligandin antioksidan parametreleri etkilemedigi, Cu(II) kompleksinin Cd(II)
kompleksinde oldugu gibi serum vitamin diizeylerini azaltip, MDA diizeyini ve ayrica eritrosit GSH-
Px enzim aktivitesini artirdig1i gosterilmistir. Zn(Il) kompleksinin ise her hangi bir oksidatif stres
olusturmadigi ve serum E vitamini diizeyinde ise bu vitaminin kullanimini 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 adrenal dokularda her hangi bir
hasar olusturmadigi belirlenmigtir [24].

Yapilan bagka bir calismada bu tiir bilesiklerin herhangi bir antiviral aktivite gostermedigi
ancak giiclii bir sitotoksik etkiye sahip olduklar1 gdzlenmistir [25].

Schiff baz1 tiirevleri ve bakir kompleksler’inin spektrofotmetrik davraniglarinin siiperoksit
dismutaz (SOD) ile mukayese yapilan c¢alismada bu bilesiklerin genis spektrumlu biyolojik
aktivitelerinin yani sira SOD benzeri aktivite gosterdikleri belirlenmistir [26].

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 calismalar daha aktif komplekslerin sentezini veya dogal biyokoordinatif bilesiklerin davranigini

anlamaya yardimci olacaktir.

Calismanin Amaci

Calismada iki amacimuz vardir. Ik asamada Hidroksiiire tiirevi yeni bir Schiff baz1 bilesigi ve
bunun metal komplekslerini sentezlendi ve karakterize edildi. Tkinci asamada ise bunlarin biyolojik
etkilerini incelendi. Bunun igin, bilesikler ratlara deri alti enjekte edildikten sonra, alinacak kan ve
doku orneklerinde HPLC cihazi ile A, E, C vitaminlerini ve MDA analizleri yapilarak in vivo olarak
antioksidan 6zellikleri Ikinci olarak ta in vitro antitiimér etkileri incelendi.

Bu galisma Firat Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Yonetim Birimi (FUBAP) ‘mn 1700

nolu projesi ile desteklenmistir.



2.GENEL BIiLGIiLER
2.1. Schiff Bazlar

Primer aminlerin aldehit veya ketonlarla kondenzasyon reaksiyonu vermesi sonucu olusan

C=N cift bagi (imin bagi) tanimlanan bilesikler Schiff Bazlar1 olarak adlandirilmaktadir (Sekil 2.1.1).

[l
RNH, 4+ R—C-RiH) === R—N=C

Sekil 2.1.1. Aminlerin karbonil bilesikleriyle verdigi kondenzasyon reaksiyonu

Karbonil bilesigi aldehit ise olusan bag azometin veya adlimin, keton ise olusan baga imin veya

ketimin ad1 verilir [27,28,29]. Reaksiyon olusumu gosterilmistir (Sekil 2.1.2, Sekil2.1.3).

H H
\C—O H,N—2Z
% -+ 2

R R

AN
/C:N —7 + HLO0

azometin

Sekil 2.1.2. Azometin olusumu

AN
C=0 4 HN—Z —= \C:N—Z + H,0
R/ R/

imin
Sekil 2.1.3. Imin olusumu

Bununla birlikte amin veya karbonil bilesiklerin yapilarina ve molar oranlarina bagl olarak
birbirinden farkli yapida ¢esitli Schiff baz1 elde etmek miimkiindiir.

Schiff bazlar1 iizerinde bulunan N, S, O donor vasitasiyla rahatlikla kompleks yapisi
olusturabilmektedir. Sozii edilen donor atomlarin tiirii ve sayisinin yapisi ve gesitliligi iizerine etkisi
biiyiiktiir. Ayrica ligandin reaksiyona girdigi metal tuzu ve metal tuzunun orani gibi etkenler
kompleks’in yapisi iizerine etki edebilmektedir. Biyokimyasal reaksiyonlarin ara basamaklarinda da
metal-ligand kompleksler’inin olustugu da bilinmektedir. Bu yiizden biyokimyasal reaksiyonlarin
aciklanmasin da N,S,0 donor atomlar1 igeren ligandlarin c¢esitli metallerle verdigi kompleksler

secilmekte ve bunlarin koordinasyon geometrileri, metal-donor atom bag uzunluklar1 ve karaliliklari



incelenmektedir. Viicut igerisinde pek cok metal-ligand kompleks’inin varligir bilinmektedir. Bu
komplekslerden biri olan miyoglobin, kandaki oksijen basincinin diistiigi durumlarda depoladigi
oksijeni serbest birakarak gerekli ihtiyaci karsilar. Miyoglobin yapisi incelendiginde merkezdeki
demir atomu etrafina yerlesmis polipeptit zincirinden olustugu goriiliir. Bununla birlikte hemoglobin,
B12 Vitamin (kobalamin) gibi pek ¢cok kompleks icinde hayati oneme sahiptir [30].
2.2. Serbest Radikaller ve Antioksidanlar

Serbest radikaller, hiicre metabolizmasi sirasinda cereyan eden biyokimyasal reaksiyonlari ile
ortaya c¢ikan ciftlesmemis elektrona sahip, reaktif ve kisa omiirli bilesiklerdir. Serbest radikallere,
oksidan molekiiller veya en dogru adlandirma ile "Reaktif Oksijen Partikiilleri" de denilmektedir [31].
2.2.1. Reaktif Oksijen Partikiillerin Olusumu

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

Bir serbest radikalin baslangic iiriinii molekiiler oksijenin indirgenmesiyle olusan siiperoksit
anyon radikalidir. (O,7). Bir serbest radikal, ciftlesmemis elektrona sahip bir atom yada molekiildiir.
Bu iiriin kararsiz bir yapidadir ve ¢evresindeki bir organik ya da inorganik yapiya saldirabilir. Peroksit

anyonu c¢ozeltiden iki proton alarak hidrojen perokside doniisiir.

O, + ¢ 0; H20,

Canli sistemlerde oksijen radikalinin zararl etkilerine dikkat edilmesi ve bu radikallerin
hemen etkilerinin uzaklastirilmas: gerekir. Aksi halde bunlar Fe veya Cu gibi iki degerlikli katyonlar1

katalizleyerek daha etkili olan hidroksil radikalini olusturur [32].

Op + Fe™—= 0, + F&&

2+ - . +3
H2O2+ Fe _ = OH + HO+Fe

HO' radikali, canli sistemlerde cok zararli olabilecek ¢ok gii¢lii bir radikaldir. Bircok hastaliga
sebep verebilecek biyokimyasal degisimleri olusturabilir [33]. Serbest radikaller belli miktarda hiicre
tarafindan hiicre ici redoks ve sinyal farkliliklarin1 géstermek i¢in fizyolojik faydalar i¢in kullanilabilir
[34].

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

0, Vo ‘0,

Singlet oksijen serbest radikal degildir [35]. Ancak biyokimyasal olaylarda 6nemlidir ve doku

hasarina yol agabilir. Bu zararlarin ortadan kalkis1 vitamin A ve diger retinoitler veya B- karoten ve



diger karoteinler gibi antioksidanlarin kimyasali degismeksizin enerji absorbe eden bilesikler olarak
singlet oksijeni biyolojik sistemlere zarar vermeden O,’ye doniismesiyle olur [36].

Bu acgiklamalara gore oksidanlar, tek elektron eksiklikleri nedeniyle baska molekiiller ile
kolayca elektron alisverisi yapabilenler (radikaller) ve elektron eksiklikleri olmadigi halde baska
molekiillerle radikallerden daha zayif bir sekilde bilesenler (non-radiklaller) olmak iizere iki grupta
toplanir [37].

1.Radikaller

—Siiperoksit (O,)

—Hidroksil radikali HO

—Alkoksil radiakali (LO")

—Peroksit radikali (LOO)

2.NonRadikaller

—Hidrojen peroksit (H,O,)

—Lipit hidroperoksitler (LOOH)

—Hipoklorik asit (HOCL)

Oksidanlar, organizmada baglica glukozun oksidasyonu sirasinda olmak iizere tiim anabolik ve

katabolik reaksiyonlar sirasi ve sonrasinda siirekli bir olusum ve “endojen antioksidanlar” ad1 verile
molekiiller tarafindan siirekli etkisizlestirme siireci igndedirler. Saglikli bir organizmada oksidan

diizeyi ve antioksidanlarin bunlar1 dengesizlestirme giicii bir denge (Hemostazis) i¢indedir [38].

Homostazis

Belirli diizeyde Oksidanlar «—— Dogal Antioksidanlar Yeterli

Sekil 2.1.4. Oksidan ve antioksidan denge

Kanser, romatoit artrit, katarak, Parkinson, seker hastaligi ve yaslanma siireci oksidan
molekiillerin etkin oldugu kabul edilen hastaliklar arasinda sayilmaktadir [39].
Oksidan molekiiller, organizmanin yap1 elemanlar1 olan protein, lipit karbohidrar, niikleik asitler

ve yarali enzimleri bozarak zararl etkilere yol acarlar [34].
2.2.2. Lipit Peroksidasyonu ve Malondialdehit (MDA)
Lipit peroksidasyonu membranda bulunan fosfolipit, glikolipid, gliserit ve sterol yapisinda yer alan

doymamus yag asitlerinin, serbest oksijen radikalleri tarafindan peroksitler, alkoller, aldehitler,

hidroksi yag asitleri, etan ve pentan gibi cesitli iiriinlere yikilmasi reaksiyonudur. Serbest radikaller



reaktif yapilar1 nedeniyle, basta lipitler, proteinler ve niikleik asitler olmak iizere yiikseltgenebilen tiim
hiicre elemanlari ile etkilesirler [34].

Hiicreleri saran membranlar hiicre organelleri, genis miktarda poliansature yag ihtiva ederler.
Serbest radikaller hiicre membranindaki bu poliansature yag asitlerine saldirir ve lipit peroksitlerin
tesekkiiliine yol acan lipit radikallerin olusumuna sebep olurlar. Lipit peroksidasyonundaki artig
serbest radikal aktivasyonun indirekt bir igaretidir. Biyolojik membranlarin en 6nemli unsurlar lipit
ve proteinlerdir. Lipit peroksidayonu, lipitler kadar membran proteinlerini de hasara ugratabilir [37].

Cesitli patolojik durumlar arasinda bir¢ok hiicre tipinde O,’ninrediiksiyonundan olusan
tiirlerin oglan dis1 ve siddetli tiretimiyle karakterize oksidadif stresin meydana geldigi giiniimiizde
iyi bilinmektedir. Bu oksidadif stresin genel bir sonucu, hiicre organizasyonun az ya da c¢ok
degradasyonuyla sonuglanan hiicre lipid peroksidasyonudur [34].

Oksijen molekiilleri lipitlere karsi1 yiiksek afiniteye sahipitir. Bu molekiil hemoglobin
ayrildiktan sonra plazmadaki lipiporoteinler ile eritrosit zarindaki lipitlerde ¢6ziinmekte ve daha
sonra dokularda kullanilmaktadir. Bu sirada dokulara da bulunan doymamis yag asitlerindeki cift
baglara oksijen baglanmasi sonucu lipit peroksidasyon kimyasal reksiyonu meydana gelmektedir.
Lipit peroksidayonun zar yapi ve biitiinliigiiniin bozulmasi, olusan serbest radikallerin ¢esitli hiicre
bilesenleri iizerinde zararli etkileri ve son iiriinlerin sitotoksik etkileri gibi farkli yollarla hiicre
hasarina neden olduklar diisiiniilmektedir [40].

Lipit peroksidayonu c¢ok zarali bir zincir reaksiyonudur. Direk olarak membran yapisina ve
indirekt olarak reaktif aldehitler iireterek diger hiicre bilesenlerine zarar verir. Bu bilesikler ya hiicre
diizeyinde metabolize edilirler veya baslangictaki etki alanlarindan difiize olup hiicrenin diger
boliimlerine hasar1 yayarlar. Boylece bir¢ok hastalifa ve doku hasarina sebep olurlar.
Peroksidayonla olusan MDA, membran komponetlerinin ¢apraz baglanma ve polimerazasyonuna
sebep olur. Bu deformasyon, iyon transportu, enzim aktivitesi ve hiicre yiizey bilesenlerinin
agregasyonu gibi intrinsik membran 6zelliklerini degistirir. Bu etkiler, MDA’ nin ni¢in mutajenik,
genotoksik ve karsinogenetik oldugunum agiklar. Lipit peroksidasyonu ile meydana gelen memran
hasar1 geri doniisiimsiizdiir. Hem insandaki hem de dogadaki lipit peroksidayonunu kontrol etmek ve

azaltmak i¢in antioksidanlar kullanilmaktadir [41].

2.2.3. Antioksidan Tanimu ve Cesitleri

Reaktif oksijen tiirlerinin olusum ve bunlarin meydana getirdigi hasar1 6nlemek icin viicutta
bircok savunma mekanizmalar1 gelismistir. Bunlar “Antioksidan Savunma Sistemleri” veya
antioksidanlar olarak bilinirler.

Antioksidanlar, okside olabilir bir substratla mukayese edildiginde, diisiik konsantrasyonlarda

bulunan ve substratin oksidayonunu 6nemli derecede geciktiren yada inhibe eden “ herhangi bir



substrat” olarak tanimlanmaktadir. Endojen (dogal) ve eksojen (ilag) antioksidanlar olmak iizere

baglica 2 ana gruba ayrilirlar. Hiicrelerin hem s1vi hemde membran kisimlarinda bulunabilirler [34, 38]

Tablo2.1. Endojen ve Eksojen Antioksidanlar

A-Endojen (Dogal) Antioksidanlar

L.Enzimler II. Makromolekiiller II1. Mikromolekiiller
-Siiperoksit dismutaz -Seruplazmin -E vitamin ve

anologlar1
-Katalaz -Transferin -C vitamini
-Glutatyon peroksidaz -Ferritin - Tiyol icerenler: GSH
-Glutatyon rediiktaz -Hemoglobin -N-Asetil sistein,

Metiyonin kaptopril
-Hidroperoksidaz Miyoglobin -A vitamin- - karoten
-Sitokrom C oksidaz -Glikoz

-Urik asit

-Ubikinon

-Bilurubin

B-Eksojen Antioksidanlar (ila(;lar)

Gida antioksidanlar:

-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
-Rekombinat h-SOD -Propilgalat

-21- Aminosteroidler, Indopamid

-Sitokinler, Flavonoidler

-Ksantin oksidaz inhibitorleri

-Barbitiiratlar, Trimedizidin

2.2.4. E Vitaminin Antioksidan Etkisi

E vitamin yagda ¢oziinen vitamin oldugu i¢in hem seliiler hem de subselliller membranlarda
ve lipoproteinlerde bulunur. Membranda oksijen radikallerin ana temizleyicisidir. En aktif formu o-
tokoferoldiir. Zincir kiric1 antioksidan olarak fonksiyon goriir. Hidrofobik kismina hidrojenin
kolaylikla verebilen —OH grubu baglidir. Bu yiizden lipit peroksidasyonu sirasinda olusan peroksil ve
alkoksil radikalleri yag asidi yerine a-tokoferole birleserek reaksiyon zinciri kirilmig olur. Ve ¢ok
zayif ve etkisiz bir radikal olan tokoferoksil radikalini olusturur.[34, 42—46].

a-TocOH + LOO — a-TocO + LOOH

Olusan tokoferoksil radikali ikinci bir radikalle reaksiyona girerek radikal olmayan bir {iriin

olan LOO-TocO’yi olusturur.



a-TocO + LOO — LOO- a-TocO

Boylece her tokoferol molekiilii lipit perokidasyon zincir reaksiyonlarimi kirmis olur ve
sonugta zincir reaksiyonu durur. Zincir reaksiyonlarim1 onlemesi ile E vitamini antioksidan etki
gostermis olur [32].

Ayrica E vitamini diger biyolojik molekiillerden daha fazla peroksit radikali ile reaksiyona

girerek lipit peroksidasyonunu onler ve hiicre yapisini koruyarak giiclii bir antioksidan etki gosteri

[34].
2.2.5. A Vitaminin Antioksidan Etkisi

A vitaminleri gorme, iireme bilyiime ve epitel dokunun saglamlilig1 i¢in gerekli olan bir grup
bilesiktir. Diyetteki retinoliin oksidasyonu sonucu olusan retinoik asit retinoidlerin gérme disinda
diger etkilerinin ¢oguna aracilik eder. a-tokoferollerle kar®vladtorvldomonda oldukga zayif bir
antioksidandir[47].

Ayrica Karotenoitler, lipit peroksidayon esnasinda ortaya ¢ikan radikalleri 6nlemede etkilidir
ve aktif oksijen cesitlerini durdurmada etkili olan pigmentler olarak goriiliirler. Karotenoitlerin uzun,
konjuge, cift bagli sistemleri radikal saldirilarina kars1 onlari iistiin hale getirmektedir. B- karotenin
(CAR) peroksil radikali ile direkt olarak reaksiyona girebilecegi ve karbon merkezli radikal
olusturarak rezonans kararli hale gelecegi belirtilmektedir [48].

CAR + LOO — LOO-CAR

Karotenoitler a-tokoferollerde goriildiigii gibi iki peroksil radikali ile reaksiyona girebilir [49].

Ayrica rezonans karaligi ile bir karoten molekiilii, karbon merkezli radikaller olusturarak iki
peroksil radikaline daha etki eder.

B- karoten ile peroksil radikalinin reaksiyonundan olusan iiriinlerin bazis1 son zamanlarda

ESR ile tarif edilmistir. Uriinler bazi epoksitler ile B- karotenin karbonil tiirevleridir [48,50].

LOO-CAR-OLL + LOO__, (LOO),-CAR-OLL _+LOO" _ (LOO),-CAR-(OOL),

2.2.6. C Vitaminin Antioksidan Etkisi

Askorbik asid; molekiiler oksijen, nitrat sitokrom a ve c¢ gibi bilesiklerin indirgenmesine neden
olan ve sulu ortamda serbest radikallerle reaksiyona girebilme kabiliyetinde olan suda eriyen bir
vitamindir. Plazmada oksidanajanlara karsi ilk antioksidan sefansi olusturur. LDL kolestoliiniin
oksidasyonunu Onleyerek aterosleroza karsi korumada yardimci olur. Kolljen sentezinde, tirozin
yikiminda, epinefrin sentezinde, safra olusumunda ve pek cok hidroksilasyon reaksiyonuda indirgeyici

ajan olarak rol alir. Siiperoksit ve hidroksil radikalleriyle reaksiyona girip onlari temizleyen bir



antioksidan olmasinin yani sira tokoferoksil radikalinin tekrar tokoferole doniismesini saglar. Bu
esnada kendisi dehidroaskorbata okside olur. C vitamini yetersizligi durumlarnda olugan tokoferoksi
radikalleri tokoferole doniismek i¢in GSH ile reaksiyona girerek hiicredeki GSH miktarinm azaltir.
Yine plazma C vitamin diisiik (0.2 mmol/L’den diisiik) oldugu zaman oksidan etki gosterebilir. Ayrica
plazma diizeyi diisiik oldugu zaman Fe fenton reaksiyonuna uygun hale getirir ve siiperoksit
olusumuna katkida bulunur [45,40-44].

C vitamini kollojenin prolin ve lizin birimlerinin hidroksilayon reaksiyonlarinda koenzim
olarak gorev alir. Suda ¢oziinebilen vitaminlerden olan askorbik asit bagirsaklarda kolayca emilir ve
kana karisir [51-52].

C vitaminin etkili bir singlet oksijen oldugu da belirtilmektedir [35]. Ayrica C vitamini

askorbat radikali olusturarak, radikalik tokoferolerin yenilenmesini saglar [33].

Asc + TccO —AsC ™ + TocOH



3. METARYAL- METOT

3.1. Kullanilan Kimyasallar
Hidroksitire, Salisil aldehit, Metil alkol, CuCl,.2H,0, CoCl,.6H,0, NiCl,.6H,0O, ZnCl,,
MnCl,.2H,0 tuzlari.

3.2. Schiff Baz1 Ligandinin Sentezi

0.1 mol hidroksitirel0 ml metil alkolde c¢oziindiiriilerek reaksiyona birakildi. 0.1 mol
salisilaldehit 10 ml metil alkolde coziilerek reaksiyon ortamina ilave edildi ve reaksiyon bir siire
devam ettikten sonra 5 damla asetik asit ilave edilerek pH ayarlamas1 yapildi. Reaksiyon, 5 saat geri
sogutucu altinda reflaks edildi. Buharlagtirma islemi yapilarak ¢6ziicii uzaklastirildi ve polimer yapida

kirmizi renkli ¢cokelek olusumu gézlendi.

3.3. Cu(IT) kompleksinin sentezi

2 ml salisilaldehit 10 ml metil alkolde ¢oziilerek reaksiyon ortamina birakildi. 1 gram
hidroksiiire sicak metanolde ¢oziilerek reaksiyon ortamina eklendi. Reaksiyon bir siire devam ettikten
sonra 5 damla asetik asit ilave edilerek pH ayarlamasi yapildi. 1 gram bakir kloriir tuzu sicak
metanolde coziilerek reaksiyon geri sogutucu altinda reflaks edildi. 3-4 saat sonra yesil renkli ¢okelek

olusumu gozlendi. Siiziilerek ¢cokelen kisim alind1 ve etiivde kurutuldu.

3.3. Ni(IT) kompleksinin sentezi

2 ml salisilaldehit 10 ml metil alkolde ¢oziilerek reaksiyon ortamina birakildi. 1 gram nikel
kloriir tuzu sicak metanolde coziilerek reaksiyon ortamina eklendi. Reaksiyon bir siire devam ettikten
sonra 1 gram hidroksiiire sicak metanolde ¢oziilerek reaksiyon ortamina eklendi. Bir siire reaksiyon
deva ettikten sonra 5 damla asetik asit ilave edilerek pH ayarlamasi yapildi. Reaksiyon geri sogutucu
altinda reflaks edildi 3-4 saat sonra kahverengi renkli ¢okelek olusumu gozlendi Siiziilerek cokelen
kisim alind1 ve etiivde kurutuldu.

3.4. Co(II) kompleks’inin sentezi

2 ml salisilaldehit 10 ml metil alkolde coziilerek reaksiyon ortamina birakildi. 1 gram
hidroksiiire sicak metanolde ¢oziilerek reaksiyon ortamina eklendi. Reaksiyon bir siire devam ettikten
sonra 5 damla asetik asit ilave edilerek pH ayarlamasi yapildi. 1 gram kobalt kloriir tuzu sicak
metanolde coziilerek reaksiyon 6 saat geri sogutucu altinda reflaks edildi. Buharlastirma islemi

yapilarak c¢oziicii uzaklastirildi ve siyah renkli ¢okelek olusumu gozlendi.
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3.5. Min(II) kompleks’inin sentezi

2 ml salisilaldehit 10 ml metil alkolde ¢oziilerek reaksiyon ortamina birakildi. 1 gram
hidroksiiire sicak metanolde ¢oziilerek reaksiyon ortamina eklendi. Reaksiyon bir siire devam ettikten
sonra 5 damla asetik asit ilave edilerek pH ayarlamasi yapildi. 1 gram mangan kloriir tuzu sicak
metanolde coziilerek reaksiyon geri sogutucu altinda 6 saat reflaks edildi. Buharlastirma islemi
yapilarak ¢oziicii uzaklastirildi. Elde edilen iiriin dietileter ile ¢oktiiriildii ve yesil renkli ¢okelek

olusumu gozlendi.

3.6. Zn(II) kompleks’inin sentezi

2 ml salisilaldehit 10 ml metil alkolde ¢oziilerek reaksiyon ortamina birakildi. 1 gram
hidroksiiire sicak metanolde ¢oziilerek reaksiyon ortamina eklendi. Reaksiyon bir siire devam ettikten
sonra 5 damla asetik asit ilave edilerek pH ayarlamasi yapildi. 1 gram ¢inko kloriir tuzu sicak
metanolde coziilerek reaksiyon geri sogutucu altinda 6 saat reflaks edildi. Buharlagtirma islemi
yapilarak ¢oziicii uzaklastirildi. Elde edilen iiriin dietileter ile ¢oktiiriildii ve koyu sar1 renkli ¢okelek

olusumu go6zlendi.
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3.7. Ligand ve komplekslerin IR spekturumlari

Sekil 3.7.1. Ligandin IR spekturumu
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Sekil 3.7.3. Mangan kompleksinin infrared spekturumu
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Sekil 3.7.4. Cinko kompleksinin infrared spekturumu
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Sekil3.7.5. Kobalt kompleksinin IR spekturumu
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Sekil 3.7.6. Nikel kompleksinin infrared spekturumu

14



Sekil 3.7.7. Nikel kopleksinin UV spekturumu
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Sekil 3.7.8. Kobalt kompleksinin UV spekturumu
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Sekil 3.7.9. Bakir kompleksinin UV spekturumu
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Sekil 3.7.10. [(2-hidroksibenziliden)-3-metiliire] (LH) ligandinin ve komplekslerin yapisi
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3.2. Uygulamada Kullanmilan Hiicreler

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

3.3. MCF-7 L1210 Hiicrelerinin Cozdiiriilmesi, Flasklara Ekimi, Beslenmesi ve Boliinmesi

Hiicre kiiltiir bankasinda (ATCC, ABD) aldigimiz donmus haldeki MCF-7 insan gogiis kanseri
hiicreleri oda sicakliginda ¢ozdiiriilerek 75 ml flask igerisine aktarildi. Flaskin icerisine daha 6nceden
hazirlanmis olan DCs (25ml) 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 invert mikroskop kullanilarak kontrol edildi ve iiglincii giiniin sonunda flasklarda bulunan DCjs
cekilerek tazesiyle degistirildi. Bu islem ii¢ giin aralikli siirekli tekrar edildi.

Sayilar1 artmaya devam eden hiicreler flaskin tabanini1 tamamen kaplayarak iist {iste tabaklar
olusturmaya bagsladilar.15. giintin sonunda flasklardaki medyum ¢ekildi ve yerine 3 ml
Tripsin ilave edilerek inkubatore yerlestirildi.2-3 dakikada bir flasklar hafif¢e sallanarak hiicrelerin
yapistiklar yilizeyden ayrilmalart saglandi. Tiim hiicreler flaskin yiizeyinden ayrildiktan sonra flaskin
icerisine 12 ml DC;s ilave edildi ve dikkatli bir sekilde triturasyon (siispansiyonun pipet icerisine
cekilip bosaltilarak ayristirma 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 25ml olacak sekilde) ve tiim flasklar
inkiibatore yerlestirildi. Hiicrelerin ekimleri beslenmeleri ve deneyler steril bir Class I Laminar Flow

(Biolaf, Ankara) icerisinde gerceklestirildi. [53,54].

3.4. Kullanilacak hiicre sayisi ve madde dozlarinmin belirlenmesi

MCEF-7 gogiis kanseri hiicreleri, flasklara tripsin ilave edilerek yerlerinden sokiildii ve hiicre
stispansiyonu 2000 rpm devirde 5 dakika santrifiij edildi. Tiiplerdeki tripsin medyum karisimi alinarak
yerine DCs ilave edildi. ve triturasyon ile hiicrelerin single cell suspension haline gelmeleri saglandi.
Hemositometre kullanilarak hiicreler sayild: ve hiicre sayis1 MCE-7 hiicre deneyleri icin 1x10°/ ml,
hiicreye ayarlandi. Dozlarin belirlenmesinde 6n denemeler yapildi ve asagi yukari yontemi kullanildi
[54].

Hiicre siispansiyonundan birer ml deney tiiplerine aktarildi ve tizerine test edilecek ajanlar 7,5
15 pM, 30, 60 uM, konsantrasyonlarda ilave edildi. Negatif konrol tiiplerine ayni miktarda serum
fizyolojik, Vehicle tiiplerinde ayn1 miktarda DMSO ilave edildi ve tiipler inkiibatore yerlestirildi.
.Hiicre siispansiyonlarindaki DMSO miktar1 %1 den fazla degildi. 24 saat sonra tiipler inkiibatérden
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cikarilarak triturasyon yapildi ve hiicre siispansiyonu % 0.4 tryphan blue ilel:1 (v/v) oraninda rasgele
secilen 100 adet hiicre hemositometrede sayildi. Hiicre canlilig: yiizde olarak ifade edildi. Aym islem

48 saat sonra tekrar edildi ve deney sonlandirildi [55].

3.5. Orneklerin Analizleri

3.5.1. 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 karigim vortekslendikten sonra iizerine 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) ‘e gore HPLC’ de analiz edildi [56]. C vitamini i¢in geri kazanim %95, MDA igin geri
kazanim%98,8 olarak bulundu.

3.5.2. A ve E Vitaminlerinin Analizi

Derin dondurucudan alinan serum ornekleri ¢éziinme islemi yapildiktan sonra 0,3.ml serum
ornegi iizerine %1 ‘lik H,SO, ihtiva eden etil alkolden 0,3 ml ilave edilerek proteinler ¢oktiiriildii.
Karigim vortekslendikten sonra 2500 devirde 5 dakika santrifiijlendi. Sonra 6rnekler {izerine 250 pul n-
hegzan ilave edildi. Hegzan ilavesiyle ortamdaki yagda ¢oziinen vitaminler hekzan fazina ekstakte
edildi. Hegzan ilave edildikten sonra tekrar vortekste karistirildi ve tiipler santrifiijlendi Santrifiij
sonunda hegzan fazi1 dikkatli bir sekilde ayrilarak cam tiipe alindi. Ornek iizerine 250 pl n hegzan ilave
edilerek karistirilip santrifiijlendi ve n-hegzan fazi cam tiipteki hegzan faz ile birlestirildi. Ekstrakte
edilen hegzan, kuru azot altinda dikkatlice uzaklastirildi. Kalinti 100 pl metanolde ¢oziildi [57].
HPLC ‘analiz edildi. Ornekteki E vitamini 296 nm ve A vitamini 326nm dalga boyunda Inertsil 5y C-
18 (15x4.6 mm) kolonu ve Asetonitril metanol: diklormetan: kloroform: hegzan (60:10:15:10:5)
hareketli fazinda akis hiz1 1 ml/dak olacak sekilde analizlendi [58]. A vitamini i¢in geri kazanim %92,

E vitamini i¢in ise %96 olarak bulundu [58].

3.6. istatistiksel Degerlendirme

Bu calismadaki biitiin istatistiksel analizler; SPSS istatistik programi 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
kiyaslarinm1 gosterecek tablolar halinde verildi. Maddelerle muamele edilmis MCF-7 hiicrelesine ait
canli hiicre sonuclart Tablo4.1 de Tablo 4.2 de, yine maddelerle muamele edilmis ratlarin serum
MDA, antioksidan vitaminler C, A, E diizeylerine ait sonuclar Tablo 4.3 Tablo 4.4 de maddelerle
muamele edilmis ratlarin doku MDA, antioksidan vitaminler C, A, E diizeylerine ait sonuclar da

verilmistir.

Tablo 4.1.1. Maddelerle muamele edilmis MCF-7 hiicrelerinin siireye ve doza gore canlilik durumlari.

a)24 Saat

Grup 24 saat 24 saat 24 saat 24 saat
n=6 7.5 UM 15 uM 30uM 60uM
K 77,33+1,45 77,33+1,45 77,33+1,45 77,33+1,45
I-Lig 66,75+1,31° 66,66+0,08" 65,33+1,45" 50,33+2,90"
I-Cu 56,50+2,39" 35,66+7,26° 57,00+2,30 18,33+4,40
I-Co 66,00+2,47" 51,66+7,26" 64,00+3,05 21,503,50
I-Ni 63,00+1,47" 42,50+5,50° 50,25+4,58° 20,66+6,88"
I-Zn 60,00+2,84° 46,50%6,13" 52,20+1,59" 18,00+1,52°
I-Mn 64,28+1,21° 51,33+4,63" 51,33+2,96" 16,66+0,88"
a:P<0.05 b:P<0,01 ¢:P<0.001
b)48 Saat
Grup n=6 48saat 48saat 48saat 48saat

7.5 uM 15 uM 30 uM 60 uM
K 67,00+5,19 67,00£5,19 67,00£5,19 67,00£5,19
I-L 57,00+5,85 42,00+6,65" 53,75+2,83" 20,00+1,0°
I-Cu 47,25+4.,98 25,0043,05° 27,003,10° 3,33+1,66°
I-Co 66,66+0,88 25,66+5,60° 24,66+0,66" 7,0042,00°
I-Ni 52,0036,65 34,25+2,01° 33,75+1,75 9,00+3,78
I-Zn 45,00£12,00 26,66+5,23° 29,5042,10° 6,33+1,85°
I-Mn 67,5+1,5 57,75+1,53" 34,002,58" 9,66+2,02°
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Tablo 4.2. Maddelerle muamele edilmis ratlarin serum MDA, antioksidan vitaminler A, E,C diizeyleri

Maddeler Vitamin E Vitamin A Vitamin C MDA

n=5 (mg/L) (mg/mL) (mg/mL) (mg/L)

K 1,39+0,08 0,0620,10 E* 30,14+0,58 0,730,08
I-lig 1,7740,11 0,10+0,025 E* 29,45+0,33 0,72+0,08 E*
I-Cu 1,27+0,05 0,54+0,09 E* 28,40+0,29 0,69+0,06 E~
I-Co 1,39+0,08 0,560,05 E* 29,1240,53 0,68+0,08 E~
I-Ni 1,5240,21 0,84+0,09 E* 29,08+0,62 0,70+0,03 E*
I-Mn 1,50+0,35 0,74+0,07 E* 30,50+0,20 0,69+0,03 E~
I-Zn 1,82+0,48 0,70+0,07 E* 29,38+0,65 0,73+0,34

Not: Bu tablodaki ortalamazstandart sapma degerleri E” ile ¢arpilnus sekilde sunulmaktadur.
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5. TARTISMA

Sentez ve yap tayini

Bu calismada; hidroksiiire ile salisilaldehit reaksiyona sokularak [(2-hidroksibenziliden)-3-
metiliire] (LH) ligandi sentezlendi. Sentezlenen bu ligandin Co(II), Ni(I), Cu(Il), Mn(Il) ve Zn(II)
metallerinin klor tuzlariyla kompleksleri hazirlandi. Hazirlanan bilesiklerin yapilar1 Elementel Analiz,

Magnetik Siisseptibilite, IR, '"H-NMR, UV-VIS teknikleri ile aydinlatilmistir.

[(2-hidroksibenziliden)-3-metiliire] (LH) ligandinin IR  Spektrumu incelendiginde
1636 cm’de gozlenen keskin bandin azometin (CH=N) grubuna ait gerilme titresimini ve
1371 cm™"”de gozlenen absorbsiyon bandi ise fenolik O-H egilme titresimini gostermektedir [59]. Bu

bandlarin varlig1 Schiff bazinin sentezinin gerceklestigini gostermektedir.

[(2-hidroksibenziliden)-3-metiliire] (LH) ligandinin 'H-NMR spektrumunda 9.80 ppm’de
aromatik O-H protonlari, 8.10 ppm’de azometin (CH=N) grubu protonlari, 6.98-7.39 ppm’de aromatik
protonlar ve 2.74’da —CHj; grubuna ait protonlar gozlenmistir. Ligandin Elementel Analiz sonuglar1 da

yukaridaki diistinceyi desteklemektedir [60].

Bu komplekslerin IR spektrumlari incelendiginde [(2-hidroksibenziliden)-3-metiliire] (LH)
ligandinin IR spektrumunda 1636 cm’de gézlenen azometin (CH=N) grubuna ait titresim bandi
komplekslerde kayma gostermis ve Cu(Il) kompleksinde 1647 cm™*de, Ni(IT) komleksinde 1621 cm®
“de, Cu(Il) kompleksinde 1649 cm™’de, Zn(II) kompleksinde 1654 cm ™’ de, Mn(I) kompleksinde
1654 cm’de gozlenmistir. Bu kayma azometin (CH=N) grubundaki azot atomunun M-N bagmin
olusumunda yer aldigini gostermektedir [61]. Yani azot atomu sahip oldugu ortaklanmamis
elektronlar1 metal iyonuna vererek metal ile koordine kovalent bag yapmustir. Schiff bazi ligandinin IR
spektrumu incelendiginde 3379 cm'’de fenolik OH gerilme tiresimi kompleks bilesiklerde
gozlenmemektedir [62]. Yine fenolik C-O gerilme titresimlerinin kompleks molekiillerde (1297-1253
cm™) daha diisiik enerjili bolgeye kaymalart kompleks olusurken metal atomunun oksijen atomu

yoluyla koordinasyona girdigini gostermektedir

Komplekslerin IR spektrumlarinda metal-oksijen (M-O) baglarina ait bandlar da gézlenmistir.
Bu bandlar Co(Il) kompleksinde 474 cmde, Ni(II) kompleksinde 467 cm”de, Cu(Il) kompleksinde
466 cm™"de, Zn(I) kompleksinde 463 cm™”de, Mn(II) kompleksinde 472 cmde gozlenmistir[63].

Komplekslerin IR spektrumlarinda metal-azot (M-N) baglarina ait titresim bandlar1 da
gozlenmistir. Bu bandlar Co(II) kompleksinde 581 cm ™’ de, Ni(II) kompleksinde 520 cm™*de, Cu(Il)
kompleksinde 570 cm"de, Zn(Il) kompleksinde 533 cm’de, Mn(I) kompleksinde 530 cm’de
gozlenmistir[64].

[(2-hidroksibenziliden)-3-metiliire] (LH) ligandinin Co(II), Ni(Il), Cu(Il), Mn(Il) ve Zn(II)

komplekslerinin Magnetik Siisseptibilite dlctimleri sonucuna gore Co(II) kompleksinin paramagnetik

oldugu ve magnetik momentinin 3.30 B.M. oldugu saptanmistir [65]. Cu(Il) kompleksinin yine
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paramagnetik oldugu ve magnetik momentinin 1.53 B.M. oldugu bulunmustur [66]. Ni(II) ve Mn(II)
komplekslerinin paramagnetik oldugu ve magnetik momentlerinin 2.35 ve 5.80 B.M oldugu

saptanmustir [67,68]. Zn(IT) kompeksinin de diamagnetik oldugu tespit edilmistir.

Elementel Analiz ve Magnetik Siisseptibilite degerleri goz Oniine alinarak [(2-
hidroksibenziliden)-3-metiliire] (LH) ligandinin Cu(II) ve Ni(II) komplekslerinin karediizlem ve
tetrahedral [69], Co(II), Mn(II) ve Zn(II) komplekslerinin oktahedral yapilarinda oldugu belirlenmistir.

[(2-hidroksibenziliden)-3-metiliire] ligandinin Co(II), Ni(Il), Cu(Il), Mn(I) ve Zn(II)
komplekslerin UV-VIS spektrumlari sonuglarina goére; [Co(LH),.2H,0].H,O kompleksinde elektronik
absorpsiyon bandi 260-710 nm aralifinda gozlenmistir. Co(II) kompleksinde 301-436 nm bolgesinde
gozlenen absorpsiyon bandlari yiik aktarim gegislerini ve 1 — 1 gegislerini gostermektedir. 479-500
nm’de ‘T (F) — *T 4(P) ve 703-710 nm’de *T,,(F) —"*A,,(F) gegisi diisiik orbital katkil1 yiiksek spin
oktahedral geometriyi desteklemektedir [70].

[Ni(LH)CIL.2H,0].2H,0O kompleksinde 328-354 nm dolayinda gézlenen absorpsiyon bandi
m — m, n — 7m gecislerini, 433-477 nm’deki absorpsiyon band: ise yiik aktarim gecislerini
gostermektedir. 600 nm dolayinda *T;(F) — T (P) gecisi tetrahedral geometriyi desteklemektedir
[71].

[Cu(LH)CI.H,0].4H,0 kompleksinin elektronik absorpsiyon spektrumunda 641 nm ve 450

nm’deki absorpsiyon bandlar1 °B, — A, ve B, — “E gecislerini gostermektedir [72].

[Co(LH),.2H,0].3H,0 ve [Mn(LH),.2H,0] komplekslerinde UV spektrumunda 280 nm’de
T — 7 gecisi, 377-460 nm dolayindaki absorpsiyon bandlar1 ise L — M yiik aktarim gegisleri olup
oktahedral yapiya sahip komplekslerde goriilmektedir.

Biyolojik ozellikler

Serbest radikaller son yillarda iizerinde en ¢ok durulan ve arastirilmalarin yogunlastigi 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 bir ¢cok hastalikla iliskisi aydinlatilmaya ¢alisilmistir [39].

Biyolojik sistemlerde hem normal metabolizmanin yan iiriinii olarak hem de yabanci
maddelerin etkisiyle meydana gelen serbest radikaller hiicre membranlarina zarar verirler ve degisik
hastaliklarda etkilerini gosterirler. Organizmadaki bu bilesiklerin zararl etkilerine karsi kiiciik molekiil
agirhikli radikal tutucular1 ve enzimlerden olusan savunma sistemleri bulunmaktadir.Serbest
radikallerin reaktif yapilar1 ve ¢ok kisa omiirlii olmalar1 dogrudan tayinlerini giiclestirmektedir. Bu
nedenle serbest radikal reaksiyonlarinin iriinleri ve savunma sistemlerinin incelenmesi pek cok
arastirmaci tarafindan tercih edilmektedir [73].

Bu arastirmada, in vitro olarak MCF-7 hiicresine uygulamasi yapilan Hidroksiiire tiirevi Schiff

baz1 ve metal kompleksler’inin siire ve doza bagimli antitiimér aktivitesi ile ratlarin bazi serum
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antoksidan ve lipid peroksidasyon diizeyleri {iizerinde olan etkilerinin kontrol grubu ile
karsilastirilmalarinda farkli etkilere sahip oldugu goriilmiistiir.

Tablo 4.1°e bakildiginda Ligand ve metal komplekslerinin antitiimor aktiviteye sahip oldugu
goriilmektedir.

Bu calismada olgiilen parametreler ve deney siiresince canli hiicre sayisina bakildiginda
ozelikle Cu, Zn ve Ni kompleksleri daha ¢ok antitiimor aktivite gostermistir.

Cu(Il), farkli organlarin fonksiyonlart ve normal gelisim igin esansiyeldir.
Hipokupremiya(diisiik bakir miktar1), erken doganlarda diisiik dogum agirligina sebep olmaktadir.
Ayrica bakir lizil oksidaz, sitokrom oksidaz iirikaz, askorbat oksidaz, trizonaz ve Zn Cu siiperoksit
dismutaz gibi bir¢ok enzimin fonksiyonu icin gereklidir [74].

Bakir, potansiyel bir hepatoksin olarak bilinmektedir. Karaciger hasar1 olusturmasi ve
membran yag asitlerinin dahil edilebilecegi lipit peroksidayon gostergesi olabilir. Cu(ll) diger
mekanizmalar ile birlikte hemoglobin(Hb) ile etkilesim ve Haber Weiss reaksiyonunda ferik demirin
siibstitiisyonu ile lipit peroksidasyonu baslatmaya sebep olan reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu
katalizleyebilir [75].

Cu(Il), karacigerde sentezlenen ve Ozel bir metaloprotein olan seroplazmin yapisinda
bulunmaktadir. Seruplazmin konsantrasyon’unun Ol¢iilmesi klinikte Wilson hastaliginin tanisinda
kullanilmaktadir. Wilson hastaligi bakirin proteinine baglanmasini saglayan enzimin veya tasiyici
proteinin eksikligine bagh oldugu diisiiniilmektedir. Wilson hastaliginda plazmanin albumine bagh
bakir konsantrasyonu artmakta, seruplazmin diizeyi ise belirgin olarak azalmaktadir [76]

Zn(Il), viicuttaki farkli organlarin fonksiyonlart ve diizenli gelisim i¢in gerekli olan bir eser
elementtir. Cinko eksikligi negatif azot dengesi, psikiyatrik semptomlar, organizmanin savunma
sisteminde zayiflama, yara iyilesmesinde gecikme ve gelisim bozuklugu ile goriilebilir. Deney
hayvanlarinda, ¢inko eksikliginin lenf dokusunda 6nemli etkilere sahip oldugu belirtilmistir. Yapilan
arastirmalar, ¢inkonun lenfosit hiicrelerinin ¢ogalmasinda ve hiicre {iriinlerinin diizenlenmesinde
onemli rol oynadigin1 gostermistir [76].

Zn, insiilin hormonunun depolamasi, salgilanmasi ve aktivitesinde biiyiilk 6nem tasgimaktadir.
Ayrica asit / baz dengesinde ¢ok biiyiik dnem tasiyan karbonikalkali dehidrogenaz basta olmak tizere
karboksipeptidaz, dehidropeptidaz, iirikaz gibi enzimlerin yapisinda bulunmaktadir. Agir metallerin
detoksifikasyonlarinda, yangi olaylarinin gelismesinde ve metallotioneinlerin yapisinda c¢inko
bulunmaktadir [75]

Yapilan bir c¢aligmada Salisilaldehit tiirevi Schiff bazimin iki farkli tiirevi ve metal
kompleksleri kullanimi, bu bilesiklerde 6zellkle Cu komplekslerinin MCF-7 hiicrelerine kars1 diisiik
dozlarda (7,5mM) bile antitimor aktivite gosterdikleri belirlenmistir. Ayrica bu maddelerle muamele
edilmis hiicre lizatlarinda MDA, vitamin A,E, C diizeyleri ol¢iilmiis ve genel olarak bu maddelerin

hiicrelerde oksidadif hasar olusturdugu tespit edilmistir [77].
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Yapilan bagka bir calismada Schiff bazi ve onun Cu(Il), Zn(II), Cd(Il) komplekslerinin
antimikrobiyal sitotoksik ve antioksidan etkileri arastirilmistir. Sonucta ligand ve komplekslerin
hicbiri patolojik mikroorganizmaya kars1 hicbir sekilde etkili olmamistir. Cu(Il) ve Cd(I)
kompleksleri T-lymphoslastic 16semi hiicresine karsi (CDsy 2.20 ve 2.30 pg/mldegeri ile giiclii
sitotoksik etki yaparken Schiff bazi (CDsy 5,90ugml™) degeri ile sitotoksik etki yapmistir. Ayni
zamanda (Cu(Il) ve Cd(IT) kompleksleri kolon kanserine karsida etkili olmustur. S- benziltiokarbazat
a-tocoferol (vitamin E) ile karsilastirildiginda da giiclii bir antioksidan olmustur [78].

Jeon ve digerleri (2002) antioksidan 6zellik gosteren maddeleri (naringin ve probukol) diyet
ile tavsanlara verdiklerinde bu maddelerin plazma MDA ve A vitamini diizeyinin etkilemedigini, E
vitamini diizeyini ise kullanimin1 azaltarak yiikselttigini gozlemiglerdir [79]

Brand ve digerleri(1997) siirekli stres altindaki ratlarin plazma vitamin A diizeyini 6l¢miigler
ve on giinliik siire¢ igerisinde vitamin A diizeylerinin p<0,001diizeyinde azaldigin1 gozlemislerdir [80]

Vitamin PP bilesigine bagh tetradente alifatik Schiff Bazi ve Co(Ill) kompleksleri
sentezlenmis ve in vivoda antitimor etkisi incelenmistir. Bu amagla ROS olusumu olan hayvanlarin
organizma igindeki degisiklikleri hiicresel ve molekiiler diizeyde incelenmistir. Sonugta ROS tiimor
hiicrelerinin (6zellikle lipit proteini ve DNA gibi biyomolekiillerine saldirdig1 ve diger dokulara zarar
verdigini Co(II) kompleks’inin ise normal doku ve organlar1 dikkate alarak secici timor hiicresinin
oldugu alanda hasar1 Onlemek icin azaldig belirlenmistir. Kompleksin secgici etkisinin tiimor
hiicrelerinin mikroenvirment spesifik 6zelliginden kaynaklandig: belirtilmistir [81].

Hidroksiaminoguanidin ile salisilaldhitten Schiff bazi tiiretilmistir. Ve bu yeni bilesigin fare
hepatit virusu olan Coronaviriis (MHV) enfeksiyon’nuna karsi test edilmis, antioksidan ve antitimor
etkileri incelenmistir. Cok aktif bir bilesik olan bu yeni maddenin MHV kars1 hidroksiguanidinden 376
kez aktif oldugu ve TCIDs, degeri ile karsilastirildiginda ise 564 kez daha cok aktif oldugu
belirlenmistir [82].

Salisilaldehit ve B-alanin tiirevi Schiff bazi ve onun Cu(ll) ve Zn(II) kompleksleri
sentezlenmis ve antioksidan ve antidiabetik etkileri incelenmistir. Sonucta Cu (II) kompleks’inin
antioksidan ve antidiabetik aktiviteye yarar sagladigi Zn (II) kompleksinin ise in vitro da trozin
nitrasyonuna karsi onemsiz derecede koruyucu etki gosterdigi belirtilmistir [83].

Hidroksi iire ayni zamanda hidroksikarbamit olarak adlandirilir ve ayni zamanda losemi
tirlerine karsi kemoterapi olarak orak hiicre anemisi igin ise yatistirici ilag olarak kullanilir Doza
bagimli olarak kullaniminda trombosit sayimi ve beyaz kan hiicrelerine katilma ile birlikte kemik
iliginin sindirimi, kemiklerde ac1 ve yaygin olarak da kansizlik gibi yan etkilerinin oldugu, niikleosit
anologlar1 gibi benzer antiviral ilaglarla kullanildigi zaman 6nemli Slgiide toksisite birikimini artirdigi,
ayrica yine doza bagimli olarak mide bulantisi kusma deride islik olusumu gibi yan etkilerinin oldugu,
bazi hastalarda ise bobrek fonksiyonlarinda gegici azalma ve karaciger enzimlerinde yiikselme gibi

zararl etkilerinin oldugu belirtilmistir [84].
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Hidroksi karbamit olarak bilinen hidroksi iirenin sedef hastaliginin tedavisinde yarar sagladigi
kronik kan kanseri, servikal kanser ve diger malignite ve miyeloproliferativ hastaliklarin
iyilestirmesinde cok etkili oldugu, orak hiicre anemisi ve HIV enfeksiyonuna kars1 yararl oldugu,
buna karsin serbest radikal nitrokside doniiserek epidermis bazal hiicreler i¢inde DNA replikasyonunu
azalttig1 ve ayn1 zamanda sitotoksik bir ajan oldugu belirtilmistir [85].

Epitel hiicrelerin hem S fazinda hemde mitozda oldugunu anlamak i¢in fare tiimorlerinde
hidroksi iirenin senkronizasyonuna karsi etkisi arastirilmistir. Bunun icin 6zellikle dogal sartlar altinda
cok sayida hiicrenin giinliik azalip ¢ogalmasina izin verilmistir. /n vivo da senkronizasyon sonucu ¢ok
sayida hiicrenin degisiklige ugradig: ve ratlarda senkronizasyonu degistirdigi belirlenmistir [86].

Kan nakli olmayan RBC membraninda oksidadif stresi anlamak icin diisiik dozda hidroksi tire
terapisi uygulanmigtir. Ardisik 90 giinliik uygulama da giinlik doz miktar1 30 ppm olarak
uygulanmigtir. Spektrin ve MDA diizeyi, fatal hemoglobin (Hbf) ve hemoglobin(Hb) diizeyleri
Olciilmiistiir. 90 giinlik hidroksiiire terapisinden sonra Hbf diizeyinde onemli artis oldugu RBC
membranin da MDA diizeyinin azaldig1 Hb ve spektrin diizeyinin ise degismedigi belirlenmistir [87].

Hidroksiiire; hiicre i¢i deoksiriboniikleotitlerin miktarinin azalmasi sonucu c¢evredeki kan
lenfositlerini DNA sentezinde aktive ettigi i¢in ve insan bagisiklik yetersizligi sonucu olusan virus
tipl (HIV—1)’i inhibe edici etkisinden dolay1 antiviral ilag olarak dnerilmistir [88].

Hidroksitire DNA sentezinde riboniikleotit rediiktazin c¢ok etkili bir inhibitorii oldugu icin
onemli bir anti kanser ve antiviral ajan oldugu Snerilmistir [89].

Yapilan bir calismada hidroksiiire intraperitonal olarak ratlara enjekte edilmis beyin ve
beyinciklerinde enzim aktiviteleri incelenmistir. Sonucta hidroksitirenin timidin kinaz aktivitesini
inhibe ettigini ancak aym sartlar alinda DNA metabolizmasi ile ilgili (DNA polimeraz ve asit ve
alkali DNAaz) diger enzim aktivitelerini inhibe etmedigi belirlenmistir [90].

Orak anemisi olan hastalarda deri ve tirnak mukozalarinda hidroksitirenin yan etki gelistirip
gelistirmedigi belirlemek amaciyla yapilan ¢aligmada hidroksi iireye bagl olarak gelisen yan etkilerin
siddetli olmadig1 belirtilmistir [91].

Yapilan bir arastirmada hidroksiiire’nin insan servikal karsinoma hiicre dizisi {izerindeki
sitotoksik, antiproliferatif, apoptiz indiikleyici etkileri arastirilmistir. Sonugta hidroksitirenin doza
bagiml olarak sitotoksik ve antiproliferatif etki gosterdigi saptanmistir. Ayrica konsantrasyon’a bagh
olarak hidroksiiire’nin hiicre i¢i p53 ve p21 seviyelerini artirdigi ve DNA fragmentasyonunu
indiikledigi saptanmistir [92]

Yapilan calismada kontrol grubu ile ligand ve metal kompleksler’inin kiyaslamalarinda MDA,
vitamin A, E, C diizeylerinde istatistiksel fark g6zlenmedi.

Tablo 4.1 ‘e bakildiginda ligand ve komplekslerinin MCF-7 hiicre tipinde etkili bir antitimor
aktiviteye sahip oldugu goriilmektedir.

Yapilan calismanin 24 saat’in 7,5 uM’lik degerlerine bakildiginda kontrol grubu ve diger

gruplar arasinda 6nemli Olciide istatistiksel fark gozlenmedi.
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24 saat’in 15 uM’lik degerlerine bakildiginda ligand ile kontrol grubu ve metal
kompleksler’inin kiyaslanmasinda Onemli istatistiksel farkliliklar gozlendi. Metal komplekslseri
arasinda istatitistiksel fark gozlenmedi.

24 saat’in 30 pM degerlerine bakildiginda; Ni grubu ile diger gruplarin ve kontroliin
kiyaslanmasinda onemli Olgiide istatistiksel fark gozlendi. Diger gruplarin birbir ve kontrol ile
kiyaslanmasinda ise istatistiksel fark gozlenmedi.

Yapilan ¢alismanin 24 saatlik 60 uM degerlerine bakildiginda gruplar arasinda 6nemli 6l¢iide
istatistiksel fark gozlendi. gozlendi Metal gruplarin birbiri ile kiyaslanmasinda istatistiksel fark
gozlenmezken kontrol grubu ile kiyaslsanmalarinda istatistiksel fark gozlendi.

Yine tablo 4.1.‘e bakildiginda 48 saatin 7,5 uM’lik degerlerine bakildiginda gruplar arasinda
fark gozlenmedi.

Ayrica 48 saat’in 15 uM ik degerlerine bakildiginda istatistik fark gozlendi.Cu, Co, Zn
gruplarimin diger gruplarla arsinda 6nemli Olciide istatistiksel fark goriildii.

Yine Tablo 4.1 ‘nin 48 saatin 30uM’lik degerlerine bakildiginda gruplar arasinda onemli
Olciide istatistiksel fark gozlendi.

Ayrica 48 saat’in 60 uM lik degerlerine bakildiginda; Ligandin ve kontrol grubu ve diger
gruplar ile arasinda anlaml istatistik fark gozlendi. Metal gruplar1 arasindaki kiyaslamada herhangi bir
istatistiksel fark gozlenmezken kontrol grubu ve ligand ile kiyaslandiklarinda onemli farkliliklar
goriildii.

Schiff bazi ve metal komplekslerininserum antioksidan vitamin ve MDA diizeylerinde
herhangi bir istatistiksel fark gézlenmemesi uygulanan dozda oksidadif hasar olusturmadigi anlamina

gelebilir. in vitro caligmalarda ise bilesiklerin hepsinin belirli bir aktiviteye sahip oldugu soylenebilir.
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