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OZET

AROMATIK AMIN ILACLARIN REAKTIF METABOLITLERININ
PROTEINLERDE OLUSTURDUGU HASARA KARSI, MENTHA LONGIFOLIA
BITKISININ KORUYUCU ETKISININ ARASTIRILMASI

YUKSEK LISANS TEZI
Veysel GUZEL

DICLE UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU
KIMYA ANABILIM DALI
2014

Aromatik amin igeren ilaglarin insanlarda aril radikallerine doniistiigli, daha sonra bu
radikallerin myeloperoksidaz (MPO)/H,O, metabolizmas1 araciligryla bir protein radikali
olusturdugunu ve bu durumun da yan etki olarak agraniilositosis (notrofil azalmasi) denilen
hastalikla iliskili oldugu bilinmektedir. Antiaritmik hastaliklarin tedavisinde kullanilan
prokainamid, ameliyat sonrasi1 hastalarda ya da kardiyak aritmilerin uzun siireli bakim
tedavilerinde kullanilan bir ilactir. Aromatik amin igeren ilaglarin kullanimi sirasinda
agraniilositosis hastalig1 meydana gelmektedir.

Bu tez caligmasinda, prokainamid ilacimin diazonyum tuzunun meydana getirdigi aril
radikallerinin, Mentha longifolia bitkisinin metanol ekstrakt: ve ugucu yagi ile sondiirme etkisi
arastirildi. Bu amacla karbon merkezli aril radikali olusturup, DNA kesimine neden oldugu
bilinen 4-kloro-2-nitro tetrafloroborat model olarak secildi. Ayrica prokainamid tetrafloroborat
tuzu hazirlandi. 4-kloro-2-nitro tetrafloroborat ve prokainamid tetrafloroborat tuzlarindan olusan
aril radikallerinin, protein ve DNA’da meydana getirdigi hasar1 6nlemeye karst M. longifolia
bitkisinin metanol ekstrakt1 ve ugucu yagimin koruyucu etkisi ¢aligildi.

Serbest-radikal sondiriclUler veya temel antioksidantlar olarak davranan bilesiklerin
baglica gruplarindan biri olarak bitki fenolikleri olduk¢a 6nemli yer tutmaktadir. M. longifolia
bitkisinin metanol ekstrakti ve ugucu yagmin incelenen toplam fenolik ve flavonoid bilesen
miktarmin yliksek oldugu tespit edildi.

Sonug olarak, M. longifolia bitkisinin metanol ekstrakti ve ugucu yagmin, protein ve
DNA'’da oksidatif hasara neden olan karbon merkezli aril radikallerinin etkisini azalttigi
bulundu.

Anahtar Kelimeler: Prokainamid, Diazonyum Tuzu, Mentha longifolia subsp. typhoides var.
typhoides, Oksidatif DNA Hasar1, Protein Oksidasyonu, Agranulositoz, Aril Radikali



ABSTRACT

THE PROTECTIVE EFFECT OF MENTHA LONGIFOLIA AGAINST REACTIVE
METABOLITES THAT DAMAGE PROTEINS DERIVIED FROM AROMATIC
AMINES

MSc. THESIS
Veysel GUZEL

DEPARTMENT OF CHEMISTRY
INSTITUTE OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES
UNIVERSITY OF DICLE

2014

Aromatic amine-containing drugs in humans is converted to aryl radicals, then these
radicals through the metabolism of myeloperoxidase (MPO) / H,O, forms a protein radical.
This condition as a side effect associated with the disease called agranulocytosis (decrease of
neutrophils). Procainamide is a drug used in treatment of antiarrhythmics. This drug is used for
the treatment in patients after surgery or long-term care of cardiac arrhythmias. The use of
aromatic amine-containing drugs by patients cause agranulocytosis disease.

In this thesis, we have investigated the scavenging effect of methanol extract and
essential oils of Mentha longifolia on the diazonium salt of the drug procainamide induced aryl
radicals.

For this purpose, 4-chloro-2-nitro tetrafluoroborate was chosen as a model to produce
carbon centered aryl radical. This radical known to cause DNA strand breaks. Procainamide
tetrafluoroborate salt was also prepared. The protective effect of methanol extract and essential
oil of M. longifolia was evaluated against the damage effect of aryl radical which are generated
from 4-chloro-2-nitro tetrafluoroborate and procainamide tetrafluoroborate on both protein and
DNA.

The plant phenolics are major groups of extremely important free-radical compounds
that act as antioxidants. The total amount of phenolic and flavonoid compounds were found to
be high in the methanol extract and essential oils of M. longifolia.

In conclusion, the results indicate that the potency of the carbon- centered aryl radicals
to cause DNA strand breaks and oxidative protein damage were attenuated by methanol extract
and essential oils of M. longifolia.

Keywords: Procainamide, Mentha longifolia subsp. typhoides var. typhoides, Oxidative DNA
Damage, Protein Oxidation, Agraniilositosis, Aryl Radical
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M. longifolia bitkisinin metanol ekstraktt ve ugucu yagmin gallik
asite esdeger toplam fenolik bilesen miktar1

M. longifolia bitkisinin metanol ekstrakti ve ugucu yaginin
quercetine esdeger toplam flavonoid bilesen miktar1

M. longifolia bitkisinin metanol ekstraktinin, karbon merkezli aril
radikallerinin neden oldugu pBluescript M13+ plazmid DNA
kesimine kars1 koruyucu etkisinin incelenmesi

M. longifolia bitkisinin metanol ekstraktinin, bakir (I) klordr
varliginda pBluescript M13+ plazmid DNA iizerine olan etkisinin
incelenmesi

M. longifolia bitkisinin metanol ekstraktinin 4-kloro-2-nitro
tetrafloroborat varliginda pBluescript M13+ plazmid DNA Uzerine
olan etkisinin incelenmesi

M. longifolia bitkisinin Ugucu Yagimin (UY), karbon merkezli aril
radikallerinin neden oldugu pBluescript M13+ plazmid DNA
kesimine kars1 koruyucu etkisinin incelenmesi

M. longifolia bitkisinin Ucucu Yagmin (UY), bakir (I) klordr
varliginda pBluescript M13+ plazmid DNA iizerine olan etkisinin
incelenmesi

M. longifolia bitkisinin Ugucu Yaginin (UY), 4-kloro-2-nitro
tetrafloroborat varliginda pBluescript M13+ plazmid DNA iizerine
olan etkisinin incelenmesi

pBluescript M13+ plazmid DNA’nm, bakir (I) klortr ve 4-kloro-2-
nitro tetrafloroborat ile etanol ve B-merkapto etanolin etkisinin
incelenmesi

M. longifolia bitkisinin metanol ekstraktinin, karbon merkezli aril
radikallerinin neden oldugu pBluescript M13+ plazmid DNA
kesimine kars1 koruyucu etkisinin incelenmesi

M. longifolia bitkisinin metanol ekstraktmin, prokainamid
tetrafloroborat varliginda pBluescript M13+ plazmid DNA Uzerine
olan etkisinin incelenmesi

M. longifolia bitkisinin Ugucu Yagimin (UY), karbon merkezli aril
radikallerinin pBluescript M13+ plazmid DNA kesimine karsi
koruyucu etkisinin incelenmesi

M. longifolia bitkisinin Ugucu Yagmm (UY), prokainamid
tetrafloroborat varliginda pBluescript M13+ plazmid DNA iizerine
olan etkisinin incelenmesi

pBluescript M13+ plazmid DNA’min, bakir (I) klordr ve
prokainamid tetrafloroborat ile etanol ve PB-merkapto etanolliin
etkisinin incelenmesi
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1. GIRIS
1.1. idiyosinkratik ila¢ Reaksiyonlar

Idiyosinkratik istenmeyen ila¢ reaksiyonlar1 (IiR) insanlarda, ilag gelistirme
caligmalar1 sirasinda asmmmaya maruz kalan klinik olarak anlamli toksisite, genis bir
neden olabilir. Mekanizma ve risk faktorleri ilag ve hastanin her ikisinden de
kaynaklanabilir. Ana ilag veya metabolitlerinden kaynaklanan bilesigin diizenlenmesi
ve/veya immiin aktivasyonu ile ilgili etkiler, organel toksisitesi gibi birden ¢ok katkida
bulunan mekanizmalar igerebilir. Ciddi bir saglik problemi olmakla birlikte ilag
gelistirme c¢alismalar1 igin de biiyiik sorun teskil eder. Elde edilen bulgularm, bu

durumlardan ilaglarin reaktif metabolitlerinin sorumlu oldugunu gostermistir.

[iR terimi her insan igin farkhi anlam ifade eder, ilacin bilinen farmakolojik

toksik profili ile agiklanamayan ve karakteristik 6zellikleri tagimayan reaksiyonlardir.
1.2. ilaclarin Istenmeyen Reaksiyonlar

Diinya Saglik Orgiitii ilaglarin istenmeyen reaksiyonlarini, zararl ve
hastaliklardan korunmak i¢in insanlarda kullanilan normal dozda bile meydana gelen,
teshis, hastaligin tedavisi veya fizyolojik fonksiyonlarm modifikasyonunda, ilaca
verilen cevap olarak tanimlar. Hastalarin %2-6 da meydana gelir (Bates ve ark. 1995,
Classen ve ark. 1997) ve Kuzey Amerika da meydana gelen dlumlerin en dnemli
nedenlerindendir (Lazarou ve ark. 1998). Ilaglarin istenmeyen reaksiyonlar1 nedenlerine

ve siddetlerine gore 6 gruba ayrilabilirler.

Artan farmakolojik etki

Tuhaf etkiler ( idiyosinkratik olarak ifade edilebilir)
Kronik etkiler

Gecikmis etkiler

Tedavi sonu etkileri

mmoOoOw >

Tedavinin basarisizlig1
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[laglarin istenmeyen reaksiyonlar1 arasindan bazilari, maruziyet arttigindan
dolayr (A), ilacin farmakolojik etkisinin artisina neden olur. Bundan dolayi, onlar
tahmin edilebilir ve Onlenebilir. Bazilar1 ise tuhaf etkiler gibi, ilacin bilinen
farmakolojik 6zelliklerinden (B) dolayr tahmin edilemeyebilir. ilaglarm istenmeyen
reaksiyonlariin yaklasik %80 ne A reaksiyonlart neden olurken, kalan %20 de B
reaksiyonlar1 neden olur. Ancak, tahmin edilemeyen mekanizmalar1 nedeniyle, 6nemli
derecede saglik problemi teskil eder (Jick 1984, Patterson 1984).

[iR olarak bilinen B reaksiyonlari, klinik olarak kullamlan doz arahg: iginde,
cogu hastada meydana gelmez (Uetrecht 2007a) ve ilacin bilinen farmakolojisini
icermeyen bu reaksiyonlar, iR olarak bilinir. Herhangi bir organ (zerinde etkili
olabilirler, fakat yaygin olarak karaciger, deri ve kemik iligi lizerinde etkilidirler.
[iR™nin belirtileri, hafif deri dokiintiisii ile daha ciddi olarak hayati tehdit eden durumlar

arasinda degisebilir.

Cogu I[iR'nin mekanizmas: hala bilinmemektedir. Cogunun immiin-aracili
oldugu (Uetrecht 2009) ve bir ilacin reaktif metabolitlerinin, ¢ogu ilag-kaynakli iR de
merkezi rol oynadigi siiphelenilmektedir (Uetrecht 1990, Park ve ark. 1992, Uetrecht
1992). Biyoaktivasyon olarak bilinen, bir ilacin reaktif metabolitleri, ilacin hem faz I
hem de faz II metabolik yollarindan olusabilir. Faz I reaksiyonlari, molektile hidroksil,
karboksil, amino asit veya tiyol gibi polar fonksiyonel gruplar takmak yada var olan bir
fonksiyonel grubu degistirmektir. Dolayisiyla molekiil daha polar hale gelir ve atilim1
kolaylasir. Konjugasyon reaksiyonlar1 olarak bilinen faz II, glukronik asit, silfat, asetat,
amid ve glutatyon katilma driinleri gibi polar iyonize olabilen gruplarin enzimatik
olarak katildig1 bir anlamda sentez reaksiyonlaridir. Bu reaksiyonlar sonucunda olusan
konjugatlar genellikle faz I reaksiyonu sonucu molekiile kazandirilmis fonksiyonel
gruplar Uzerinden yurdr ve sonug olarak suda ¢Oziinen aktive olmus ve toksisitesini

kaybetmis tirlinler olusur.

Reaktif metabolitler, ya yukseltgenme ya da nadiren indirgenme suretiyle
olusurlar. Bunlarin olusumuna genellikle sitokrom P450 enzimleri, flavin
monooksigenazlar (FMOs), monoamin oksidazlar (MAOs) ve heme-igeren
peroksidazlar aracilik eder (6rnegin siklooksigenaz (COX) ve myeloperoksidaz (MPO))
(Tafazoli ve O'Brien 2005). Buna ek olarak biyoaktivasyon konjugatif yollar ile
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olusabilir (6rnegin siilfasyon ve glukuronasyon) (Kalgutkar ve Soglia 2005). Bazi
durumlarda, bir reaktif metabolitin olusumu birden fazla enzimatik ve/veya kimyasal

adimlarda olusacag1 gibi, tek bir enzimatik reaksiyonda biyoaktivasyona neden olabilir.

Biyoaktivasyon sonucu meydana gelen reaktif metabolitler sitotoksisite, hiicresel
oksdatif stres (Tafazoli ve ark. 2005), veya genotoksisitede direkt toksik etkilere neden
olabilirler. DNA’ya kovalent baglandiklart zaman ise mutasyonlara veya
karsinojenisiteye neden olurlar (Fieser 1938, Miller 1947). Ayrica reaktif metabolitler
diger makromolekiillerede kovalent baglanabilir. Ornegin, proteinlere kovalent

baglanarak hiicresel hasara neden olurlar (Ikehata ve ark. 2008).

Ilaglara bagl gelisen toksik olaylar, karaciger hasarmin en sik sebeplerinden biri
olarak tanimlanmaktadir. Bunun nedeni karacigerin birgok ilag veya kimyasal ajanin
metabolizmasi i¢in temel organ olmasidir. Toksik etkinin daha iyi anlasilabilmesi i¢in
kisaca ilaglarm normal metabolizmasina bakmak gerekir. Kullanilan ilaglarin
birgogunun emilimlerinin kolay olmasi i¢in lipofilik yapiya sahip olmalar1 gerekir.
Biyotransformasyon ile hidrofilik 6zellik kazandiktan sonra idrar veya safraile vicuttan
atilabilir hale gelirler (faz I ve faz II reaksiyonlarr). Karaciger, sitokrom P450 olarak
adlandirilan, metabolizmada ana rol oynayan heme gurubuna sahip bir protein enzimi
igerir. Ancak bazi durumlarda, ila¢ veya diger ksenobiyotiklerin biyoaktivasyonu
sonucu reaktif ara {riinler olusur. Cogu reaktif ara iirlinlerin yiliksek reaktivite ve kisa
biyolojik yar1 6mriinden dolayi, karacigerde olusan reaktif metabolitler atilamayabilir ve
diger dokulara ulasarak istenmeyen reaksiyonlara neden olabilirler. Buylizden, karaciger

IiR icin temel hedeftir (Tarazi ve ark. 1993 Zimmerman1993).

900’ den fazla ilag ve toksinlerin karaciger hasarma neden oldugu bilinmektedir.
[laca bagl karaciger hasar1 siddetli ve geri doniisiimsiiz olarak karaciger yetmezligine
neden olabilir. Klinik olarak bu durumun, akut veya kronik olarak iki tip belirtisi vardir.
Akut karaciger hasari, sitotoksik veya kolestatik olarak karsimiza ¢ikabilir. Kronik
karaciger hasari ise, kronik hepatit, yaglanma, fosfolipidozis, graniilomat6z hastaligi,
vaskiiler lezyonlarin ¢esitli formlari, siroz ve cesitli karaciger tiimorleri igerebilir

(Zimmerman 1993).
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[laca bagl karaciger hasari molekiiler mekanizmalarma gore iki katagoriye
ayrilir. Ilacin veya metabolitlerinin dogrudan toksisiteye neden oldugu ve karacigere
kars1 bir ilag tetikleyici immiin cevap olustugundan dolay1 karaciger hasar1 olusur. Bu
olaylara sirasiyla gergek hepatotoksinler ve idiyosinkratik hepatotoksinler denir. Gergek
hepatotoksinlere karbon tetraklorir, asetaminofen, ve alkol ornekleri verilebilinirken,
idiyosinkratik hepatotoksinlere ise halotan, tienelik asit, fenitoin, fenobarbital, ve
troglitazon ornekleri verilebilir (Beaune ve Lecoeur 1997)

[iR’nin etkili oldugu (Svensson 2009), viicudun en biiyiik orgam olan ve
biyotransformasyonda rol alan cesitli enzimlere sahip diger bir organ ise deridir.
Sitokrom P450, flavin monooksijenazlar, glutation-S-transferaz, N-asetiltransferazlar ve
sulfotransferazlarin, sentezlerinin deride oldugu bilinmektedir (Svensson 2009); ancak,
bu enzimlerin ¢ogunun konsantrasyonu karacigerdeki konsantrasyonlarindan daha
diisiiktir. Bu enzimler, ilaglar1 biyoaktivasyonlar1 sonucu reaktif metabolitlerine
dondstiirtirler (Pannatier ve ark. 1978, Mukhtar ve Khan 1989) ve bu metabolitler
proteinlere kovalent baglanarak deri dokintusiine neden olurlar. ilag kaynakli deri
reaksiyonlar1 hastalarm %2-3 de etkilidir (Bigby ve ark. 1986). Ilaglarin istenmeyen
reaksiyonlar1 sonucu olusan deri reaksiyonlarmin ¢ogu siddetli olmamakla birlikte

bazilar1 6limceuldir.

Ilaglarin ¢ogu bir dlgiide istenmeyen deri reaksiyonlarina neden olur, ancak
yaygin olarak kullanilan bazi ilaglarin deri dokiintiisl Uzerine oldukga yiksek etkileri
vardir. Trimetoprim-sulfametoksazol ve diger sulfonamid antibiyotikleri kisa siireli
kullanilan ilaglara, karbamazepin, nevirapine ve fenorbital ise uzun siireli kullanilan

ilaclara 6rnek verilebilir (Roujeau ve ark. 1995).

Siddetli deri reaksiyonlarinin ¢ogu idiyosinkratiktir ve immin-aracili oldugu
diistiniilmektedir. Derideki bazi hiicreler, langerhans hicreleri ve dendritik htcreleri
gibi, reaksiyonun baglamasini saglar ve spesifik T hiicrelerine antijen sunar (Stingl ve
ark. 1981). Bu siddetli deri dokiintiisine CD8+ T hicrelerinin aracilik ettigi
diistiniilmektedir (Blanca 2008). Bu tur hastalarin epidermisinde CD8+ hlcrelerinin
oldugu gozlemlenmistir (Hertl ve Merk 1995).
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[iR’mn diger bir hedefi kan hiicreleri veya kemik iligidir. Insan kani, normal
viicut agirhigmin %7-8ni olusturmaktadir. Kan hiicrelerinin taginmasinda rol alan ve
kan hacminin %55’ ni olusturan plazma igerisinde ii¢ ¢esit kan hiicresi bulunmaktadir.
Bunlar kirmizi kan hiicreleri, beyaz kan hiicreleri veya |0kositler ve trombositler olarak
bilinmektedir.

Kirmizi kan hiicreleri ve eritrositlerin temel fonksiyonu, oksijen ve
karbondioksit tasimaktir. Bunlar kompleks bir madde olan hemoglobini ihtiva eden
hiicrelerdir. Hemoglobin akcigerlerdeki oksijeni, kan dolagimi yoluyla ince kan
damarlarina tagimak {izere baglar ve kan dolasimindan ona ihtiyag duyan hiicrelere
gitmek {lizere serbest birakir. Beyaz kan hicreleri ve I6kositler, viicudun mikroplara ve
zararli etkenlere karsi savunmasinda gorev alirlar. Lokositlerin bir ¢esidi olan
granulosit, kendi icerisinde noétrofil, eozinofil ve bazofil olmak fiizere ii¢ bilesene
sahiptir. Graniilositler graniil icerdikleri i¢in bu ismi almistir. Bu granuller hicre
cesitlerine gbre farkli kimyasallar igerir. Trombositlerin temel fonksiyonu ise kan

pihtilasmasinin olusumunda gorev alir.

Kan hcreleri veya kemik iliginde, siddetli derecede istenmeyen ilag
reaksiyonlar1 meydana gelebilir. Eger kan hiicrelerinin tiimii tilkenmis ise (lokosit,
eritrosit ve trombosit), aplastik anemi olarak bilinen durum ortaya ¢ikar. Buda ¢ok
yiiksek Oliim oranlar1 tagir. Selektif olarak bazi kan hicrelerinin tiUkenmesiyle gesitli
durumlar ortaya ¢ikar. Kirmizi kan hiicrelerinin tikenmesiyle hemolitik anemi, bu
tikenme alyuvar Oncllerini iceriyorsa saf kirmizi hiicre aplazisi olarak adlandirilir.
Trombositlerin azalmasiyla trombositopeni durumu ortaya c¢ikar. Granulositler
tilkendigi zaman, agraniilositoz olusur. Bu hicreler bol miktarda nétrofil olmak tzere
eozinofil ve bazofil igerir. Eger sadece notrofiller tiikenirse, ndtropeni durumu ortaya
cikar. Buda yiiksek 6lim oraniyla iliskilidir. Cilinkii bu tiir hiicresi olmayan bir hasta,
antibiyotikler ile kontrol edilemeyen ¢ok yiksek enfeksiyon riski tasir (Uetrecht 1990).
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1.2.1. Aplastik Anemi

Kemik iliginde bulunan elementlerin tiimii tiikendigi zaman aplastik anemi
durumu ortaya ¢ikar. Aplastik anemi’ den kaynakli 6liim orani, agranilositoz' dan ¢ok
daha yiiksek olmakla birlikte iyilesme siiresi de daha uzundur. Aplastik anemi
durumunda, 6zellikle grantlositler ve trombositler olmak tzere vicuttaki U¢ bilesenden
en az ikisi etkilenir (Rothman ve Amorosi 1979). ilaca bagl aplastik anemi, ilaca bagl
agranlllositoz’ dan daha az yaygin goriiliir. Fakat IIR’in bu iki turiine neden olan ilaglar
arasinda Onemli bir Ortiisme vardir. Bu ilaglarin ¢ogu, enzim myeloperoksidazlari
tarafindan biyoaktive edilir (Uetrecht 1990). Agraniilositoz ¢ogunlukla ilag kaynakli
olusurken, aplastik anemi ise genellikle idyopatiktir. Nedeni tam olarak bilinmesede
viral oldugu diisiiniilmektedir (Young ve Alter 1994). ilag¢ kaynakl1 veya idyopatik olup
olmadig1, immunosipresyon cevap verdigi igin aplastik anemi immiin aracilig1 oldugu
gorilmektedir (Scheinberg ve ark. 2008).

1.2.2. Agranulositoz

[iR’nin en 6nemlilerinden biri agraniilositozdur. Yapisinda bulunan graniiller
tikendigi zaman bu durum ortaya ¢ikar. Noétrofillerin normal sayis1 5000-10,000
hicre/pL dir. Oysaki, agraniilositoz oldugu durumda, bu say1 500 hiicre/ul.’den daha az
olur. Ilag kaynakli agraniilositoz genellikle geri doniisiimliidiir ve ila¢ kullanmay1
biraktiktan yaklagik 1 hafta sonra notrofil sayis1 normale doner veya normalin iizerine
c¢ikar. Bu zaman araliginda agraniilositoz ciddi bir enfeksiyon kasilmasina neden olur ve
baz1 durumlarda ciddi enfeksiyon riskinin artmasi, ndtrofillerin geri kazanilmasini
geciktirir. lag kaynakl agraniilositozun neden oldugu 6liim oran1 yaklasik %10°dur. Bu
oran, semptomlarin erken taninmasi (yaygin olarak bogaz agrisi ve ates) ve sorumlu ilag

kullaniminin kesilmesi ile azaltilabilir.

Aminopirin gibi ilaglarin neden oldugu agranilositoz olan bazi hastalarda,
notrofillere kars1 antikorlar bulunabilir (Moeschlin ve Wagner 1952). Bunun yanisira
propiltiyourasil-kaynakli agraniilositoz olan bazi hastalarda grantlositler, monositler ve
hematopoetik 6nct hiicreleri ile tepkimeye giren antikorlar bulunmustur (Fibbe ve ark.

1986). Bazi hastalarda ise, myeloperoksidaz ve diger antijenlere karsi antindtrofik
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sitoplazmik antikorlar bulundugu ve bu antikorlarin, nétrofil yikiminda 6nemli etkileri

oldugu goriilmiistiir (Akamizu ve ark. 2002).

Mevcut kullanimda olan klozapin, idiyosinkratik agrantlositozun yuksek
insidanst ile iligkilidir. Bu ilag, notrofillerin myeloperoksidaz sistemi tarafindan reaktif
nitrenyum iyon metabolitine okside edilir ve nétrofillere kovalent baglanmasina yol
acar (Gardner ve ark. 1998a). Klozapin kaynakli agraniilositoz olan hastalarda ilk
belirtiler siddetli olmayabilir. ikinci defa bu hastaliga yakalanan hastalarda yaklasik 6
haftalik bir siirecte hastaligin siddeti artar (Safferman ve ark. 1992, Marchesi ve ark.
2005). Bu durumun immiin aracili bir reaksiyon oldugu one siiriillmez (Guest ve ark.
1998).

1.2.3. Trombositopeni

Trombositlerin tiikenmesi sonucu ortaya c¢ikar. Heparin ve kinin gibi ilaglar
trombositopeniye neden olan ilaglara 6rnek verilebilir. Warkentin ve ark (2003)
tarafindan yapilan ¢aliymada heparin den dolayr olusan trombositopeni durumunda,
heparin-trombosit kompleksine kars1 antikorlar gozlemlendigi ve bu durumun da agikga
immun aracili bir reaksiyon oldugu gdsterilmistir. Heparin kaynakli trombositopeninin
gecmigine bakildiginda, bir hastanin bu ilact yeniden kullanmasiyla genellikle
trombositopeni olusturmaz. Bu da immiin hafizanin yoklugunu ifade eder (Warkentin ve
Kelton 2001). Kinin den dolay1 olusan trombositopeni durumunda ise, ilagtan ziyade
trombosit membran glikoproteinler {iizerindeki spesifik epitoplara karsi antikorlar
uretilir. Bunun nedeni ise ilacin baglanmasiyla glikoproteinin konformasyon yapisinda

bir degisiklige neden oldugundan dolay1 olabilir (Aster 1999).
1.3. Deri Veremi

Sistematik lupus eritematoz, (SLE- derinin kizarmast), veya basit lupus, birgok
farkli endojen antijenlere antikor iiretebilen bir otoimmiin hastaliktir (6rnegin, hastalarin
kendi dokularina kars1 antikor tiretmesi gibi). Antikorlar niikleer antijenlere baglanarak
lupusu teshis etmek icin yaygin olarak kullanilirlar. Buyiizden antiniikleer antikorlar
olarak hilinirler. Lupusun yaygm belirtileri ates, kansizlik, eklem agrilari, ve
karakteristik deri dokuntusidur. B-lenfositlerinin poliklonal aktivasyonu veya T-
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lenfositlerinin  bozulmus fonksiyonunun lupus olusumuna neden oldugu ileri
siiriilmiistiir (Uetrecht 1988). Ila¢ kaynakli lupus ve idyopatik lupus olmak Uizere iki tiir

etmen lupus olusumunu tetikleyebilir.

Lupus'un olusum nedeni bilinmedigi zaman idyopatik lupus, ilaglar tarafindan
benzer otoimmiin sendromuna neden oluyorsa, ilag kaynakli lupus olarak bilinir. Lupus
olusumunun yaklasik %10'u ilag kaynaklidir. Prokainamid ve hidralazin gibi ilaglar,
ilag kaynakli lupusun yiiksek insidansi ile iligkili ilaglar arasindadir (Uetrecht ve
Woosley 1981). Fakat bu ilaglarin kullanimi azalmistir. Su anda, birgok ilag, minosiklin,
izoniazid ve karbamazepin gibi, ila¢ kaynakli lupus olusumuna neden olmaktadir
(Woodley ve ark. 1978). Immiin cevaplar1 degistirebilen lupus-benzeri sendroma neden
olan biyolojik ajanlar bulunmustur. Her ne kadar antintikleer antikorlar cok daha erken
saptanabilsede, bu sendrom klinik olarak belirgin hale gelmeden 6nce sorumlu ilag ile
tedavisi 1 yildan fazla siirer (Woosley ve ark. 1978). Antiniikleer antikorlarm varligi
teshis i¢cin ¢ok dnemlidir. Daha yakin zamanlarda, ilag kaynakli lupus olan hastalarin,
myeloperoksidaz icin spesifik olan antindtrofilik sitoplazmik antikorlara sahip oldugu
kesfedilmistir (Choi ve ark. 1998, Merkel 1998). Ila¢ kaynakli lupus ile iliskili olan
ilaglarm ¢ogu, aymi zamanda myeloperoksidaz tarafindan reaktif metabolitlerine
oksitlenir (Uetrecht 2005). Buyiizden, ilag kaynakli lupus i¢in olasi mekanizmalardan
bir tanesi, makrofajlar tarafindan veya myeloperoksidaza baglanan bir reaktif
metabolitin olusumuna yol acan diger antijen saglayan hiicreler tarafindan ve
makrofajlar1 aktive eden bir ilacin oksidasyonudur (Uetrecht 1990). Penisilamin,
otoimmiin sendromlara yol acarak makrofajlara baglanan ve onlar1 aktive eden onemli
bir ilactir. Ilag kaynakli lupus igin &nerilen diger bir mekanizma ise, DNA

metilasyonunun inhibisyonudur (Richardson 2003).
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Asagidaki tabloda, hepatotoksisitenin nispeten yiiksek insidansi ile iligkili olan

ve reaktif metabolitlerin olusup olusmadigi bilinen ilaclarin listesi verilmistir (Tablo

1.1).

Tablo 1.1. Reaktif metabolitleri olustugu bilinen bazi ilaglar igin hematolojik toksisitenin insidansi

la¢

Amodiaguine

Clozapine

Hydralazine

Remoxipride

Captopril

Procainamide

Ticlopidine

Vesnarinone

Tokssite

Agrantilositoz

Agrantilositoz

Sistemik lupus
eritematoz

Aplastik anemi

Notropeni

Sistemik lupus
eritematoz
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1. GIRIS

1.4. idiyosinkratik ila¢ Reaksiyonlarimin Olas1 Mekanizmalan
1.4.1. immiin-Aracih Idiyosinkratik ila¢ Reaksiyonu

Immiin-aracili idiyosinkratik ila¢ reaksiyonlarinin mekanizmalarm agiklamak

icin mevcut olan {i¢ ana hipotez vardir (Uetrecht 2007a).

1. Hapten hipotezi
2. Danger hipotezi
3. Farmakolojik etkilesim hipotezi

1.4.1.1. Hapten Hipotez

Landsteiner 1935'de, diisiik molekiiler kiitleye sahip organik molekiiller ile
yapmis oldugu bir dizi deneyde, proteine baglanmayan ve kimyasal olarak reaktif
olmayan kucuk molekdllerin immitin cevap olusturmadigini rapor etmistir. Bu durum,
kiigiik molekiillerin (<1000 dalton) kendilerinin immiinojenik olmadigini belirten
hapten hipotezi Onerisine yol agmistir. Bu molekiiller proteinlere geri doniigiimsiiz
olarak baglanirlarsa yapisi degismis protein bir immiin yanita neden olabilir (Sekil 1.1.).

Proteine baglanarak immiin yanit olusturan kii¢iik molekiiller, hapten olarak adlandirilir.

Genel olarak, bir immiin yanit olusturmak icin, reaktif ilag veya reaktif
metaboliti tarafindan olusturulan yapist degistirilmis protein, antijen sunan hiicreler
tarafindan alinir ve yardimci T hiicreleri tarafindan taninmasi icin MHC molekiiliine
verilir. Bu durumda sinyal 1 olusur. Sinyal 1, T hiicresi araciligiyla immiin yanit

olusumunu tetiklemek i¢in gereklidir.
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Antijen Sunucu
Hucreler

Reaktif ilag + Protein

Veya

aa v

ilag —»  Reaktif metabolit + Protein

_—

T Hicre

Modifiye protein Reseptor i

B Hiicresi

mmiin Cevap

Sekil 1.1. Hapten hipotezi (Uetrecht 2007a)
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Penisilin kaynakli anaflaksi, hapten hipotezine uyan ve immiin yanit olusturan
iyi bir ornektir (Parker ve ark. 1962). Reaktif metabolit olusturarak hapten olarak
hareket eden, halotan kaynakli hepatotoksisite (Vergani ve ark. 1980), Aminopirin
kaynakli agraniilositoz (Moeschlin ve Wagner 1952) ve tienilik asit kaynakli
hepatotoksisite (Lecoeur ve ark. 1996) 6rnekleri gogaltilabilir.

1.4.1.2. Danger Hipotezi

Danger hipotezinin oncllerinden olan Polly Matzinger, organizma tehlike veya
stresin bazi tiirlerine bagl olmadik¢a, organizmanin immiin sistemi kendinden olmayan
proteinlere yanit vermeyecegini One slirmiistiir (Matzinger 1994). Antijen sunan
hiicreler Uzerindeki B7'ler gibi, uyarici molekiiller tarafindan diizenlenebilen stresli
hiicrelerde, danger sinyali olusur ve uyarilmig T hiicreleri ile etkilesime girer. (CD28 ile
B7 etkilesimleri). Bu etkilesim sinyal 2 olarak adlandirilir. Sinyal 2, immiin cevaba yol
acar, T hiicrelerinin aktive edilmesinde kritik rol oynar ve sinyal 2’ nin yoklugunda,
varsayilan yanit immiin toleranstir. Immiin tolerans, genellikle danger sinyali olmayan,

hiicreler apoptoza ugradiklari zaman gozlemlenmektedir (Sekil 1.2.).

Hucre stresinin kaynagi, cerrahi ve enfeksiyon gibi bir cok etkeni icerebilir.
Ayrica, reaktif metaboliti proteine kovalent baglanarak, ila¢ kaynakli da olabilir (Seguin
ve Uetrecht 2003). Bazen dogustan gelen immiin sisteme ait hiicreler, makrofajlar, NK
hiicreleri ve T hiicreleri danger sinyalini tetikleyen sitokinleri serbest birakabilir

(Uetrecht 1999).

Danger sinyallerinin Seong ve Matzinger tarafindan, hipo olarak bilinen
hidrofobik biyolojik molekiillerin de dahil oldugu bir dizi molekiilden meydana geldigi
onerilmistir (Seong ve Matzinger 2004). Bunlara stres proteinleri olarak bilinen 1s1 sok
proteinleri ve HMGB1 6rnek verilebilir (Harris ve Raucci 2006).
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[ 0 [
Is1 Sok Proteinleri .
. . . . . Danger Sinyali yok

o 'y ‘A .

Tolerans

Sekil 1.2. Danger hipotezi (Uetrecht, 2007a)
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1.4.1.3. Farmakolojik Etkilesim Hipotezi

Farmakolojik etkilesim hipotezi olarak adlandirilan bu kavram Werner Pichler
tarafindan  Onerilmistir (Pichler 2002). Pichler, metabolizmanin yoklugunda,
silfametoksazol cevap olarak, siilfametoksazol proliferatif ile tedavi edildiginde,
idiyosinkratik ilag reaksiyonuna sahip oldugu bilinen hastada T-htcreleri kolonileri
oldugunu saptamistir. Bu gozleme dayanarak, ana ilag dogrudan antijen olarak hareket
edebilir ve gai d Giiisimli olarak MHC ile d ha sonra T-hicresinin aktivasyonuna
neden olan T-hlcre reseptdr kompleksine baglanabilir ve immiin cevap olusumunu
tetikler. flag ve immiin hiicre arasindaki etkilesim, bir reseptor ile ilacin farmakolojik
etkilesiminin kovalent olmayan analogudur. Pichler bu durumu farmakolojik etkilesim
hipotezi olarak adlandirmistir. Bu hipotez ayrica, reaktif metabolitlerin, immiin cevabin

olusmasi igin gerekli olmadigini ifade ediyor (Sekil 1.3.).
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Antijen Sunucu
Hucreler

T Hucre

Reseptoru

Sekil 1.3. Farmakolgjik etkilesim hipotezi (Uetrecht, 2007a)
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1.4.2. immiin-Aracth Olmayan Idiyosinkratik fla¢c Reaksiyonu veya
Metabolit Idyosenkrazi

[iR ¢ogu Immiin aracili olsa da, immiin aracili olmayan IIR’da arastirmalar
sonucu gozlemlenmistir. Eger IIR immiin aracili degil ve karacigeri igeriyorsa,
metabolik idyosenkrazi olarak adlandirilir. Ates veya dokiintiiniin olmamasi ve ilacin
verilmesinden hemen sonra bu belirtilerin baglamamasi metabolik idyosenkrazisi
ozellikleri arasindadir. Bu duruma, troglitazon kaynakli karaciger yetmezligi (Smith
2003) ve mitokondriyal disfonksiyon ile iligkili olan valproat bagl hepatotoksisite
(Bryant ve Dreifuss 1996, Tang ve Abbott 1996) ornek verilebilir.

1.5. Reaktif M etabolitlerin Roll

Ilag metabolizmasmin temel ilkesi, lipofilik ilag veya ksenobiyotikleri, daha
kolay bir sekilde viicuttan atilabilen hidrofilik metabolitlere doniistiirmektir. Bazen
biyotransformasyon sirasinda ilag yada ksenobiyotiklerin bazilari, reaktif metabolit
olarak bhilinen kimyasal reaktif turleri aktive edebilir. Reaktif metabolitler genellikle
elektronca fakir molekiillerdir ve elektrofil olarak adlandirilirlar. Eger bunlar uygun bir
sekilde zehirsizlestirilmezse, bu elektrofiller kovalent bag olusumu {izerinden niikleofil
olarak bhilinen elektronca zengin turler ile reaksiyona girer. Nukleofiller genellikle
elektrofiller ile yeni bir bag olusturabilen, yalniz bir elektron ¢iftine sahip S, N veya O
gibi atomlar1 igerir. Bu tur nokleofiller, proteinler ve niklelk asitler gibi
makromolekiillerde mevcuttur. Reaktif metabolitlerin  1iRs ile iliskili oldugu
bilinmektedir. Kimyasal reaktif metabolitler dogrudan proteinler ile reaksiyona girerek,
protein yapisinda veya katlanmasinda degisikliklere neden olur (Uetrecht 2007b). Bu
yapist degigmis protein, antijen saglayan hiicreler tarafindan isleme tabi tutulur ve
immin sistem tarafindan yabanci olarak gorilUp, bir immin cevaba yol agar. Kimyasal
reaktif elektrofiller DNA {izerindeki niikleik asitler ile kovalent baglanarak, DNA yapisi
veya gen dizisinde degisiklige neden olur. DNA’da ki bu degisiklikler kanserojeniteye
veyateratojeniteye yol acabilir (Nelson 1982, Pirmohamed ve ark. 1994).
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1.6. Reaktif M etabolit Turleri

Yukarida belirtildigi gibi, reaktif metabolitler genellikle elektrofiller veya
serbest radikallerdir. Elektrofiller, yumusak veya sert elektrofil olarak ayrilabilirler.
Yumusak elektrofiller genellikle yiiksiiz olup daha az elektrofiliktir. Bunlara, Michael
akseptort ornek verilebilir. Sert elektrofiller genellikle kiglk ve yukltdurler. Bunlara
ise alkil ya da karbonil karbokatyonlar 6rnek verilebilir (Clayden, 2001). Yumusak
elektrofiller yumusak niikleofiller ile orbital etkilesim yoluyla tepkimeye girerken, sert
elektrofiller de sert niikleofiller ile elektrostatik etkilesim yoluyla biiyik Olglide
tepkimeye girerler. Glutatyon yumusak niikleofiller icin iyi bir drnektir. Cunkul
niikleofilik kismui siilfiir atomudur. Nispeten biiyilkk ve elektron bulutlar1 daha
polarizedir. Aminler ve diger azot i¢eren niikleofiller ise sert nikleofillerdir. Ctnki azot

kucuk ve stlfire gore daha az polarizedir.

Reaktif metabolitlerin olusumunda ve reaktivitesinde, iyi ayrilan grup, halka
gerginligi, bir karbonil grubu tarafindan ¢ift bagin polarizasyonu ( Michael akseptorii)
ve elektron ¢eken gruplarin varlig gibi faktorler dnemli rol oynar (Uetrecht, 2007Db).

Iyi Ayrilan Gruplar genellikle negatif yikler ile gevrilidir. Bu negatif yiikler,
yiikiin dagilimiyla kararl kilmir. Iyi ayrilan gruplara 6rnekler arasinda, siilfat, siilfonat,

klorur ve asetat verilebilir (Sekil 1.4.).

0]
| - T _ _
o— ﬁ—o R—ﬁ—o cl CH;COO
0]
Sllfat Siilfonat Klorir Asetat

Sekil 1.4. Iyi ayrilan gruplara 6rnekler
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Antikanser ajan1 buslilfan, glutatyon veya DNA ile reaksiyona giren iyi bir
ayrilan gruba (metilsiilfonat) sahiptir (Sekil 1.5.).

Busiifan  H,N-DNA

Sekil 1.5. Metilsiilfonat iyi bir ayrilan gruptur

Halka Gerginligi bilesigin reaktivitesini artirir. Sp* hibritlesmesine sahip olup
normal bag agis1 109° dir. Ug iiyeli halka olmas1 durumunda, bag acis1 60° olmaktadir.
Bu durum 6nemli derecede halka gerginligine neden olur ve bu sebeple halka agilmasi
meydana gelir. Alkilleyici anti-kanser ajani olan mekloretamin, molekiil i¢i reaksiyon
ile halka gerginligine neden olan bir pozitif yiike sahip aziridinium iyonunun olusumuna

yol acar. Boylece nukleofillere karsi ¢ok reaktif olur (Sekil 1.6.).

(el — NH-DNA
)
@Q .o
H,N-DNA
—N: A —— 3 —\
cl cl

Cl

Sekil 1.6. Mekloretamin, yeniden dizenlenmeye maruz kalarak gergin aziridinium iyonunun
olusumuna yol agar ve bu da niikleofil ile reaksiyona girer

Michael Akseptori bir alkenin c¢ift bagmma komsu karbonil grubu ile
konjugasyon yolu ile alkenin ¢ift bagi polarize oldugunda elektrofilik olur ve tiyol
nukleofili ile reaksiyona girer. Michael akseptoriiniin en basit 6rnegi olarak karsinojen
olan akrolein verilebilir (Sekil 1.7.). Aynt nedenle, amino kinonlar, kinon metidler ve

kinonlar gibi yapilarda reaktiftir.

H ZC)?—/(O) e — A\#S) G-s/\)L H

/R
GS
GS

Sekil 1.7. Akrolein ile glutatyonun Michael sreaksiyonu
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Elektron Ceken Gruplar varliginda, elektrofil ¢ok reaktif olabilir. Eger reaktif
metabolit olusumu sirasinda pozitif bir yiik olusuyor ise, bu reaktif metabolit olusumu
gok zor olabilir. Ornek olarak N-asetil sulfametoksazol, para-siilfonamid gruplarin
kuvvetli elektron gekici 6zelliklerinden dolayr nitrenyum iyonu olusumu sirasinda asetat

grubunu kaybetmezler (Sekil 1.8.).

|
(7 Ly
e} o
N-asetil sulfametoksazol Nitrenyum iyonu

Sekil 1.8. N-asetil sulfametoksazoliin silfoamid grubunun elektron gekme etkisi ile nitrenyum
iyonu olusumunun engellenmesi

Serbest Radikaller ilaglar tarafindan olusabilen reakrif ara triinlerin diger bir
cesitidir (Kubow ve Wells 1989). Serbest radikaller eslesmemis elektrona sahip, kisa
omiirlii, kararsiz, ve ¢ok etkin molekiiller olarak tanimlanir. Kovalent bag olusturmak
iizere diger bir serbest radikal ile reaksiyona girebilir, yeni bir radikal olusturmak i¢in
notr molekilden hidrojen atomu koparabilir veya anyon ve radikal katyonu olusturmak
icin elektron koparabilirler. Serbest radikal mekanizmasina 6rnek olarak, ii¢linciil bir
amin olan siklopropil halkasinin halka agilmasi verilebilir (Sun ve ark. 2008) (Sekil
1.9).

HoN e . - - —] H,O .
2 Hzﬂ\_/i HZN — 2 . NH; + O=

siklopropil amin iminyum iyonu karbon merkezli
serbest radikal

Sekil 1.9. Siklopropil amin halka agilmasmin serbet radikal olusum mekanizmasi
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Metabolizma reaksiyonlar1 ilaglarin enzimatik olarak ugradigi kimyasal
degigmelerin tiirline gore iki gruba ayrilir. Bunlardan ilki, oksidatif, reduktif ve
hidrolitik reaksiyonlar1 kapsayan faz |, ikincisi ise enzimatik sentezle ilaglara polar

yapilarin baglanmasmi kapsayan faz II (konjugasyon) reaksiyonlaridir.

Faz I reaksiyonlariyla yaptya —OH, -NH3, -COOH, -SH gibi polar fonksiyonel
gruplar sokulur, bodylece farmakolojik aktivitede azalma (deaktivasyon), artma
(aktivasyon), degisme ve toksisitede artma (intoksikasyon) meydana gelebilir. Faz 1l
reaksiyonlar1 ise, ya yapisinda karboksil, alkol, fenol, amin, amid, iiretan ve aktif
hidrojen iceren gruplar, ya da faz I reaksiyonlar1 ile olusan fonksiyonel gruplar
iizerinden yliriir ve ilaclar aktif olmayan polar metabolitlere doniislir. Ancak c¢ok
hidrofilik molekiillerin biiyiik bir kism1 enzimatik biyotransformasyona ugramaz, bu

nedenle az miktarda metabolit olusur ve ilacin cogu degismeden atilir.

Faz I reaksiyonlarin1 katalize eden enzimler mikrozomal ve nonmikrozomal
enzimler olmak {izere iki ¢esittir. Bunlardan mikrozomal enzimler karaciger parankima
hiicrelerinin endoplazmik retikulumunda bulunurlar. Bu enzimleri karacigerden izole
etmek mimkiindir. Bu nedenle gerekli ko-faktérleri (NADPY, Mg?*, nikotinamid, O5)
ilave etmek suretiyle in  vitro metabolizma c¢alismalar1  yapilabilmektedir.
Nonmikrozomal enzimler de karaciger ve vuciittaki diger organlarin hiicrelerinde

mevcuttur.
1.7. Faz II Reaksiyonlar:

Ksenobiyotikler organizmada enzimatik bir sentez reaksiyonu ile iyonize
olabilen glukuronik asid, siilfat, amino asit gibi yapilarla kovalent bag olusturarak
birlesmek suretiyle polar 6zellik kazandirip vucuttan atiliminit kolaylastirir. Nadir
durumlarda bu konjugatlar toksisiteye yol acan kimyasal olarak reaktif olabilir. Yaygin

Faz 11 metabolik yollara glukuronidasyon ve siilfatasyon 6rnek verilebilir.
1.7.1. Glukuronik Asitle Konjugasyon (Glukuronidasyon)

Biyolojik sistemlerde glukuronik asit D-glukozdan kolayca saglanabildigi igin,
glukuronidasyon en  Onemli  biyotransformasyon reaksiyonlarindan  biridir.

Glukuronidasyon isleminde genellikle hidroksil gruplari i¢eren, fenol, karboksilik asit
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ve akol gibi ilag veya baska bir substrat, temizlenir ve detoksifiye edilir. Diklofenak
orneginde, karboksilik asit bir glukuronid haline donistiiriiliir. Bu glukuronid reaktiftir
ve kovalent baglanmaya yol agan protein amino gruplari ile yavasca reaksiyona girer
(Hargus ve ark. 1994, Ware ve ark. 1998). Bazi durumlarda, agil glukuronid halka
acilmasma maruz kalarak, geri doniistimsiiz protein baglayici olusumuna yol agabilen
amadori iirtiniini olusturur (Sekil 1.10.). Karboksilik asitler, reaktif ve iyi ayrilan grup
olan Co-A esterler olusturabilirler. Bu esterler ayrica, karboksilik asitler ile kovalent
baglanmada 6nemli 6l¢iide katkida bulunabilir (Li ve ark. 2002).

O

coon COOH
(o) R OJ_ OH
R-COOH ) OH 0, Acil yer degigtirme R)LO 0.
R-COOH=Diklofenak
OH OH
OH
Adil glukuronit
I dekaa@ilmas‘
Glukuronllth NH,-Protein
OCOOH
N A
j (0]
NH-Protein OH
Protein Grunu OH
jNHz-Protein
OCOOH
O
MN—HOH n
OH
OH

Amadori
yeniden dizenlenmesi

COOH
o H

g
R)ko OH
on 2 “NH-Protein

OH

COOH
o

J_ H
R)ko OH
OH N-Protein

0]
Geri donlsimsiiz protein Urdni

Sekil 1.10. Reaktif bir acil glukuronid olan diklofenak'm biyoaktivasyonu
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1.7.2. Sulfat K onjugasyonu ( Stilfatasyon)

Siilfatasyon, diger bir faz Il metabolik yoludur. SO* fonksiyonel grubu,
sllfotransferaz enzimi yoluyla substrata transfer edilir. Bu tur reaksiyonlar icin her
zaman substrat hidroksil veya fenolik gruplardir. Azot iceren substratlar bu
transformasyona ugrayabilir. Genellikle bu siilfat konjugatlar1 toksik degildir ve
viicuttan atilabilir. Fakat bazi durumlarda, konjugattaki siilfat grubu reaktif olabilir ve
ayrilan grup gibi davranan bir katyon olusturabilir veya niikleofil ile yer degistirebilir
(Glatt ve ark. 2000). Bu da proteine kovalent baglanarak toksisiteye yol acabilir. Ornek
olarak nefrotoksisiteye neden oldugu bilinen N-(3,5-diklorofenil) stksinimid (NDPS),
antifungal bir bilesiginin biyoaktivasyonu verilebilir. Bu molekultn hidroksil metaboliti
N-(3,5-diklorofenil)-2-hidroksisiksinimid (NDHS) toksisiteye neden olan aktive
edilmis O-siilfat i¢in biyoaktivedir (Cui ve ark. 2005) (Sekil 1.11.).

(0]
Oo— g o
A /A/i ° %l é\/i
@) LCYP4SO
2 Sulfotransferaz 7_»
NDPS-O-Silfat NDPS Reaktif araiirin ~~ NDPS-GSH Konjugatl

Sekil 1.11. Reaktif O-siilfat i¢in antifungal bilesik NDPS'nin biyoaktivasyonu

1.8. Karbon M erkezli Radikaller

Enediyen antitimdr antibiyotikleri kesfedilmeden 6nce, DNA kesimine aracilik
eden ¢ok az karbon merkezli radikal 6rnegi oldugu bilinmekteydi. En basitinden, hem
enzimatik hem de kimyasal kosullar altinda, metil radikalinin DNA kesim etkisi
gosterdigi  kanitlanmistir (Augusto ve ark. 1990). Metil hidrazinin, horseradish
peroksidaz ve ferrisiyanat ile oksidasyonu sonucu, piirin halkasini alkilleyerek DNA

kesimi gosteren metil radikali yiiksek verimle olusur (Sekil 1. 12.).

Oksi-hemoglobin araciligi ile, fenelzin (2-feniletilhidrazin) oksidasyonu sonucu,
direk DNA zincir kesimi gergeklesmesinden daha ¢ok, alkali-kararli bolge olusumunu
destekleyen 2-feniletil radikali olustugu sdylenmektedir (Sekil 1.13.) (Leite ve ark.
1989).
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Trimetilenmetan diradikalleri, DNA kesimi Uzerine etki gostermez. Bu grubun
DNA’ya baglanabilen bir molekiile takilmasi  diradikallerin  yarigmali
dimerizasyonundan daha etkili intramolekiiler hidrojen atomu koparilmasina sebep olur

(Bregant ve ark. 1994). (Sekil 1. 14.).

Enediyen dogal irilinlerin etkili DNA kesim ajanlar1 olmasi, sentetik
endiyenlerin mekanistik detaylarinin c¢aligilmas1 ve daha etkili kesim aktivitesi elde
etmek i¢in kullanilmaktadirlar. DNA’ya baglanma iinitesi olmayan basit enediyenler
(Sekil 1.15.), yuksek konsantrasyonlarda DNA kesim etkisi gosterirler. Siklodekaendien
diolleri basit enedienlere bir oOrnektir (Sekil 1.15, 1.) (Nicolaou ve ark. 1992).
Digerlerinin yami sira, propargilik siilfonlarm (Nicolaou ve ark. 1989), enediyen
bilesiklerinden farkli bir mekanizma ile DNA kesimine aracilik ettigi gosterilmistir
(Sekil 1.15. ave b yollar1). Maxam-Gilbert kimyasina benzeyen, DNA’ nin niikleofilik
azotlart ile kumule ara friinlerinin etkilesimine benzer bir mekanizma oldugu
anlagilmaktadir. Allenilfosfin oksit de (Nicolaou ve ark. 1990) (Sekil 1.15, 3.) DNA
kesim aktivitesi gostermektedir. Bu kesim muhtemelen DNA kesimi ile uyumlu, ilimh
sicakliklarda siklizasyon bir yap1 olustuktan sonra bir diradikal ara {irliniiniin olusumu

ile gergeklesmektedir (Jones ve fouad 2002).

4-alkinil-3-metoksi-4-hidroksisiklo  butenonlarda (Sullivan ve ark. 1994)
siipercoiled DNA kesimine neden oldugu bilinmektedir. DNA hasarinm, 49 °C'de
siklobutenonlarin termal bozunmasmdan dogan diradikaller (Sekil 1.16.) ile meydana

geldigi diistiniilmektedir.

1e
2 *CH; + N,
n
/N\ Ve ~
H3C NH, HiC™ SNH
N+
- N
2 HiC™ SN

Sekil 1.12. Metilhidrazinin oksidasyonu iizerinden metil radikali olusumu
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NHNH, N
©/\/ *NH
_

j Oksi-hemoglobin

Sekil 1.13. Fenelzinin oksidasyonu ile karbon merkezli 2-feniletil radikali olusumu

N5 g O
CHj

hv
. H . +
N\ AN / N\ N—/NH(CH),
o | N
I}l o} CHy ©
CHj3

Sekil 1.14. Bir diazene iiriiniinden olusan distamisin-bagli trimetilenmetanin foto-olugumu
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= CH,
O=P—(Ph), o=P—(Ph)
| | 2
(Ph)2

(Ph),

Sekil 1.15. Sentetik enediyenlerin yapilari ve 6nerilen mekanizmalart: 1 siklodekanenediyne
diol, 2 propagirik silfon, 3 allenfosfoprin oksit

R O R
=0
- D —
———CH,CgHg ——— — ———CH,CgH5
MeO 0 MeO
OH 49°C OH

Ol
R CH,CgHs
H3CO )
OH

Sekil 1.16. 4-alkinil-3-metoksi-4-hidroksisiklobutanondan olusan diradikallerin DNA-kesiminin
olusumu
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1.9. Diazonyum Tuzlarinin Olusumu ve Bozulmasi

Arildiazonyum tuzlari, alkildiazonyum irilinlerinden daha kararhdirlar. Bu
nedenle farkli olarak izole edilebilirler. Arildiazonyum tetrafloroborat tuzlari, kloriir
veya bromiir tuzlarindan daha kararlidirlar. Bu nedenle kristal formda diazonyum tuzu
elde etmek i¢in yayginca kullanilirlar. Her ne kadar sodyum nitrit diazolama i¢in ¢ok sik
kullanilsa da, organik nitritler (6rnegin izoamil nitrit) diazolama esnasinda ugucu
alkollere doniistiigii igin tercih edilirler (Sekil 1.17.) (Pine 1987). Arildiazonyum
iyonlarmin kararliligi, diazonyum grubuna orto ve para pozisyonunda aril Uzerindeki
elektron ¢ekici gruplar ile artirilir (Ceken ve Kizil 2007; Colas ve Goeldner 1999).

o H

H
| _ !
R—NH; + R—O—N=0 ——» R—N5N + R—0 ————> R—N=N
~ -— AN - +
HO OH
.
-H
.
+H
. . H,O0 ~ 2 H
R—N=N" + R—N=N <~———— R—N:I\f—‘o\+ TZ——> R—N=N—-OH
H

Sekil 1.17. Diazolamamekanizmasi

Diazonyum tuzlar1 (Arya 2006), triazinler ve alkandiazoatesler gibi bazi reaktif
aratiriinler ile hidroliz edilebilirler (Sekil 1.18.).

H H
Ne N H N \Kl' i
SN R R \\N/ R R/N\\\N + H,NR
N N/O + HN e /|\T=|§1/O — RN, t TOH
R R’ 2

Sekil 1.18. Triazenler ve alkanediazoatelerin asit katalizli ayrigmalari

Diazonyum tuzlarmmimn bozulmasi sirasinda molekiiler azot ve reaktif tiirler olusur
(Zollinger 1994). Dediazolama heterolitik bir katyon formu ve homolitik bir radikal

formu olusturmak tizere iki mekanizma iizerinden meydana gelir. Her iki siirecte ayni
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anda meydana gelir. Heterolitik katyon formu (a), termal veya fotokimyasal yol ile
aktive olabilirken homolitik radikal formu (b) ise Cu” iyonlar: gibi giiclii indirgeyici
ajanlar varliginda gergeklesir (Quintero ve miranda 2000) (Sekil 1.19.).

R + Nz

R+ N
a) Heterolitik kesim
b) Homoalitik kesim

Sekil 1.19. Diazonyum tuzlarinin heterolitik ve homolitik formlarinin olusumu

Diazonyum tuzlar1 DNA ile reaksiyona girebilir. Bu reaksiyonlar aril radikalleri

veya aril katyonlar1 ara iirlinleri yoluyla gerceklesir, piirin {irlinleri veya zincir kesimine

yol acabilir.

Is1 ve 151k ile sulu ortamda benzendiazomyum tuzlarindan, aril katyonlar1 olugur.
Bunlar su ile hemen reaksiyon verirken ayni zamanda niikleik asitin fosfodiester
omurgasinda esterlesebilir (Behr 1989). Stock ve arkadaslar1 (Stock ve hung 1982),
guclu elektron ¢ekici siibstiientlere sahip benzendiazonyum iyonlarmin (-Br, -SO3zH),

plirin bazlarma kovalent baglanma yetenegine sahip oldugunu gostermislerdir (Sekil
1.20.).

AN NH,

NN N)jN\

l)Nj:N> tN/ N>_Ar
H H

Adenin Grdnleri

0
0 H\N)t,\,
N Il D>—x
Ar HN)ji» HZN)\\N H>_

N=N—HN N
X=-N=N-Ar, Ar

Guanin drinleri

Sekil 1.20. DNA baz trunl eri
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DNA ile diazonyum tuzlar1 reaksiyonunun diger bir tipi ise, diazonyum
tuzlarinin homolitik ayrigmasiyla olusan aril radikalleri reaksiyonudur. Bu radikaller
seker-fosfat omurgasindan hidrojen kopararak seker radikalleri olusturma yetenegine
sahiptirler. Buda yeniden diizenleme ile niikleik asit iplik¢iginin kesimine yol agabilir.
Cift zincirli DNA iplik¢igindeki fosfodiester omurgasinin 4' ve 5' pozisyonundaki
hidrojenlere ¢ok kolay erigebilirler (Sekil 1.21.) (Tullius ve pogolzelski 1998).

NH, o}
N, N
NT HN
R Baz \ \
A
NN HNT N7 N
Adenin Guanin
Plrinler
NH f
i Me NH
) PN
/g N O
H (0] H
Timin
Sitozin
Pirimidinler

Sekil 1.21. DNA parc¢asindaki seker ve baz kisimlari {izerinde hidrojen isaretleme

1.10. Ugucu Yaglar

Ugucu yaglar eski caglardan giiniimiize kadar bazi hastaliklarin tedavisinde
kullanilan ilaclar arasinda yer almaktadirlar (Celik ve Celik 2007). Halk arasinda
kullanilan bu ilaglar daha sonra bilim adamlar1 tarafindan yapilan arastirmalar
sonucunda, yiizyilimizda ¢éziimlenemeyen bir¢ok hastaligin tedavisi i¢in umut oldugu
ve lretilen sentetik birgok maddenin yerine gegebilen potansiyel bir kaynak oldugu
aciklanmugtir. Ornegin, kekik ve lavanta yaglarinin yara ve yaniklara uygulandiginda iz

birakmakmadan iyilestirdigi bilinmektedir (Sarer 1991 ve Kivang 1986).

Ugucu yaglar, bitkilerden ya da bitkisel droglardan, su veya su buhari
destilasyonu ile elde edilen, normal kosullarda sivi, bazen donabilen ugucu, kuvvetli
kokulu ve yagimsi karisimlardir (Tanker ve Tanker 1990). Genellikle sivi olan bu
karmagik karigimlar kokulu kimyasal bilesiklerden olusurlar. Ugucu yaglar ya bitkinin
belirli organlarinda 6rnegin tac¢ yaprak, yaprak, meyve, kabuk, meyve sap1 gibi ya da

bitkinin tiim organlarinda ayrica bazen bir organin belirli dokularmnda da bulunabilirler.
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Bu yaglar bitkilerin bagli bulundugu familyalara gore salg: tiiyiinde, salgi ceplerinde,
salg1 kanallarinda veya salgi hiicrelerinde bulunmaktadir (Sekil 1.22.) (Ceylan, 1987).

Sekil 1.22. Bir kekik tiirtinde elektron mikroskobunda goériilen ve salgi tiiylerinin ucunda
bulunan ugucu yag keseleri (salg1 cepleri)

Ugucu yaglarda yaklasik 2000’e yakin kimyasal bilesen mevcuttur. Bunlarin en
onemlileri terpenler ve fenil propanlardir. Ayrica ¢ok sayida su buharinda ugucu olan

azot ve kiikiirt iceren bilesiklerin varlig1 da goriilmistiir (Ceylan 1987).
1.10.1. Ugucu Yaglar Biyolojik Etkileri

Tiirkiye bitki tiirli ile diinyanin en zengin florasma sahip iilkelerden biri olmanin
yant swra koklii bir kiiltiire de sahiptir. Bu durum, bitkisel ilaglarin daha etkili, daha
toksik ve daha pahali olan sentetik ilaclar ile bir arada kullanimlarinda tamamlayici rol
oynamalarina olanak saglamakta, tek baslarina ise alternatif terapi araci olarak deri ve
mukoza lezyonlar1 ile diger sistemlerin enfeksiyonlarinda iyilestirici ve antiseptik
amacl olarak kullanimlarin1 giindeme getirmektedir (Verastegui 1996). Bu nedenle
ilaglara alternatif olarak tibbi bitkilerin kullanilmas1 dnerilmektedir (Abaskal ve Y arnell
2002).

Dogada yetisen 300’¢ yakin bitki familyasinin yaklasik 1/3’0i ugucu yag
icermektedir. En fazla ugucu yag iceren familyalar ise Pinaceae, Laureceae, Myrtaceae,
Rutaceae, Lamiaceae (Labiatae), Apiaceae (Umbelliferae), Zingiberaceae, Asteraceae
(Compositae), Piperaceae, Iridaceae, Chenopodiaceae, Verbenaceae, Brussicaceae ve
Ranunculacea€e dir. Bu familyalardan bazilar1 ayr1 bir dneme sahiptir. Ornegin Labiatae

familyasinda bulunan, bircok Akdeniz ve Avrupa Ulkeleri’nde iiretimi yapilan Thymus,
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Lavandula, Melissa, Mentha tiirleri ve diger bazi bitkiler degerli ugucu yag
kaynaklaridir (Ceylan 1996). Ucucu yaglar, farkl bilesenleri iceren kompleks karigimlar
olduklarindan biyolojik etkileri yoniinden de farklilik gdstermektedir. Ugucu yaglarin
etki dereceleri igerdikleri etken maddenin 6zelligine bagli olarak degisiklik gosterir
(Bagc1 ve Digrak 1997).

Sekonder metabolitler ¢ogunlukla antifungal (mantarlara karsi), antibakteriyal
(bakterilere kars1), antiviriitik (antiviral), antimikrobiyal (mikroplara karsi) ve
antioksidan (oksitlenmeye karsi) etkilidirler. Ornegin; nane ugucu yaginmn antibakteriyal
etkisi, okaliptus ve ogulotu ugucu yaglarinin antiviral etkisi, biberiye ve adagay1 ugucu

yaglarinm antioksidan etkisi ¢ok giicliidiir (Ogur 1994).

Kekigin (Origanum sp.) kurutulmus yaprak, cigek ve tomurcuklarmnin su
buhariyla damitilmasi sonucu %2 ile %8 oraninda elde edilen ugucu yag (esans),
kekigin kendine 6zgii kokusunu tasir. Karvakrol ve timol gibi monoterpenik fenollerce
zengin olan bu yag, cok gii¢li mikrop oldiiriicii (antimikrobiyal) etkilere sahip
oldugundan bakteri (antibakteriyal) ve mantar (antifungal) enfeksiyonlarinda etkilidir

(Baser 2001).

Yapilan bir caliymada Tirkiye’de yayilis yapan ve halk arasmda ayvadana,
ayvadani ve mayasilotu gibi adlarla bilinen Achillea setacea Waldst. & Kitt'in ugucu
yag bilesenleri ve antimikrobiyal etkileri incelenmistir. Bu bitkinin kurutulmus ¢icekli
kisimlarindan elde edilen ugucu yagin GC/MS ortaminda bilesenlerine bakilmis ve

bilesenlerinden 1,8- cineole' nin antimikrobiyal etki gosterdigi tespit edilmistir.

Diger bir ¢alismada Achillea millefolium L., Achillea crithmifolia Waldst. & Kitt.
ve Achillea kotschyi Boiss. subsp. kotschyi’in ugucu yag bilesenleri ve antimikrobiyal
etkileri incelenmistir. Bu bitkilerin ugucu yagmdaki ana bilesenlerinden olan
cisascaridol ve 1,8-cineole' nin antimikrobiyal etkiye sahip oldugu belirlenmistir
(Karamenderes ark. 2003). Ayrica sarimsak, tar¢in, kori, hardal, feslegen, zencefil ve
diger baz1 bitkiler antimikrobiyal 6zellikler gdsterdikleri belirtilmektedir (Marino ve
ark. 1999).
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Yine yapilan bir ¢alismada Coridothymus capitatus, Origanum onites, Saturea
cuneifolia, Sderitis sipylea tiirlerinden elde edilen ugucu yaglarin antioksidan etki
gosterdikleri tespit edilmistir (Oztiirk ve Konyalioglu 2002).

Aromatik amin iceren ilaglarin metabolizmalar1 sonucu olusan reaktif
metabolitlerinin, basta proteinler olmak {izere hiicrenin diger biyolojik
makromolekiilleri lizerinde hasar olusturdugu rapor edilmistir. Bu durumda yan etki
olarak agranulositosize (notrofil azalmasi) neden oldugunu bilinmektedir. Olusan bu
hastalik neticesinde, bagisiklik sistemi zayiflamakta ve en kiiciik bir hastalik etmeninde
bile insan enfeksiyon kapabilmektedir. Bu durum cogu hasta icin hayati risk
tagimaktadir. Bu caligmada, bu tiir ilaglarin meydana getirmis oldugu hasari, M.
longifolia bitkisinin metanol ekstrakti ve ugucu yagmin koruyucu etkisinin arastirtlmasi
hedeflenmistir. Bunun i¢in 6ncelikle model calisma olarak aromatik halkaya sahip amin
gurubu iceren 4-kloro-2-nitro anilin molekiilii secilmistir. Bu amagla, molekiiliin
oncelikle diazonyum tuzu sentezlenip bir elektron dondr varliginda, aril radikali
olusturup protein ve DNA iizerinde hasar olusturulup, M. longifolia bitkisinin metanol
ekstraktinin ve ugucu yagmin bu hasar1 koruyucu etkisi arastirilmistir. 4-kloro-2-nitro
tetrafloroborat molekultniin ayrica karbon merkezli radikal sondiirme etkisi oldugu

bilinen etanol ve B—merkapto etanol varliginda, protein ve DNA iizerine olan etkisine
bakildi.

Daha sonra antiaritmik hastaliklarin tedavisinde kullanilan prokainamid ilacinin
diazonyum tuzu sentezlendi. Sentezlenen prokainamidin tetrafloroborat tuzundan, bir
elektron dontr varliginda aril radikali olusturup, bu radikalin protein ve DNA iizerinde
olusturdugu hasar incelendi. M. longifolia bitkisinin metanol ekstraktinin ve ugucu

yaginin protein ve DNA iizerinde olusan hasar1 6nleme etkisi ¢aligiimistr.
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2. KAYNAK OZETLERIi

Hiramoto ve arkadaglar1 tarafindan, yliksek mutajenik etkiye sahip oldugu
bilinen Salmonella typhimurium bakterisinden izole edilen 2-aminofluorenin, fluoren-2-
diazonyum (FD) tuzuna doniistiirip DNA kesim aktivitesini arastirmiglardir. EPR
spektroskopisi ile 5,5-dimetil-1-prolin-N-oksit (DMPO) ve N-tert-bitilfenilnitron
(PBN) kullanilarak karbon merkezli radikal olan fluoren gibi radikaller tespit edilmistir.
Ayrica FD’nin agaroz jel elektroforezi ile DNA kesimi {lizerinde etkili oldugu
goriilmiistiir. Radikal sondiiriicii etkileri oldugu bilinen etanol, 2-markaptoetanol ve
sistein ile muamele edildiginde olusan iiriinlere bakilarak bu mekanizmanin aril radikali

metabolizmasi iizerinden yiiriidiigii goriilmiistiir (Hiramoto 1994).

N2

+ / DNA-tek zincir kesimi
R_N2 R» _— =

bas modifikasyonu
Karbon merkezli radikal

CH3CH,0OH
etanol
DMPO PBN
CH3;CHOH
%
HsC N H R-H
| R CHjy
o | |
(eyeen
DMPO-iiriin H O CHj
PBN-{rin

Hiramoto ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bagka bir calismada, Agaricus
bisporus mantarinda  bulunan  Agaritinin  metaboliti  olan  4-(hidroksimetil)
benzendiazonyum (Sekil 2.1.) tuzunun DNA kesim etkisini incelemistir. Daha sonra
sistein, etanol ve B-merkapto etanol gibi bazi radikal sonddricller varliginda DNA
kesim etkisini onleme aktivitesine bakilmistir. Bu maddelerin, DNA kesimi iizerinde
etkili olan karbon merkezli radikalleri sondiirdiigii goriilmiistiir (Sekil 2.2.). Etanol ve B-
merkapto etanol varliginda diazonyum tuzunun DNA kesim etkisinin %18 oraninda,
sistein varhiginda ise bu degerin %26 oraninda azaldigi belirlenmistir. Bu sonuclar
kesimin karbon merkezli radikal {izerinden gergeklestigi diisiincesini dogrulamistir

(Hiramoto 1995).
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O
)J\/\(COOH .
HN—N HN—NH, N=N

NH;
y-glutamil transpeptidaz(GGT) Sitokrom P450(P450)

OH OH OH

Agaritin 4-(hidroksimetil)fenilhidrazin 4-(hidroksimetil)benzendiazonyum
iyonu
Sekil 2.1. Agaritinin biyoaktivasyon yolu
CH,0H CH,0H

4- (h|dr0k5|metll)fenll radikali

NH,
CH5CH,OH
Sistein N7 N\
2-markaptoetanol k\ | CHo0H
. N N
CH4CHOH |
CH,OH CH,OH
Benzil alkol

o/\/

Sekil 2.2. Karbon merkezli radikallerin sondiriilmesi

Dev P. Arya ve arkadaslari tarafindan, farkli iki aril halkasinda diazonyum grubu
iceren 1,4-bisdiazonyum bilesiklerinin, bakir klorliir varhiginda 1,4-diradikalleri

olusturarak enediyen antibiyotikleri gibi DNA’y1 kestigini gostermislerdir (Dev P. Arya
1995) (Sekil 2.3.)

N>
H
H N H
= (6] /
N 0 ° N o \ N*
H \

Sekil 2.3. 1,4-Diradikalleri olusumu
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Jebaratnam ve arkadaslar1 tarafindan, Adenin ve Timin baz ciftlerine spesifik
olarak baglanabilen aril diamin (1) bilesigini sentezleyip bu bilesigi dncii kabul ederek
DNA kesimini gergeklestiren bis-diazonyum (2) ve bis-azoester (3) bilesiklerini ve
DNA’ya ¢apraz baglanabilen bis-azid (4) bilesigini sentezleyip, DNA jel elektroforezi
deneyi ve UV-visible absorbans degerlerine bakarak (4) bilesiginin diger bilesiklere
oranla daha fazla DNA ¢ift sarmalini kestigini tespit etmisler (Jebaratman 1995).

(0] (0]
H,N ) NH,

o} 0
EtO,CN=N ©) N=NCO,Et

N N
@2 (2) @2 N3 (4) N3

Reszka ve arkadaglari tarafindan, diazonyum tuzlari (5a-d)’yi kullanarak,
diazonyum bilesiklerinin elektron dondr varliginda aril radikaline doniistiigiini EPR
(spin yakalama) spektrumlarini inceleyerek bulmuslardir. Bu ¢alisma sulu ¢ozeltide aril
radikali elde etmek i¢in arendiazonyum iyonlarin indirgenmesinin uygun metod
oldugunu géstermistir. Sonugta, bu arastirma biyolojik indirgeyici maddelerin ArN," nu
parcalayarak aril radikaline doniistiirme yetenegine sahip oldugunu dogrular (Reszka
1995).

+ —
N,BF,

5 a) X=MeO
b) X=ClI
c) X=Br
d) X=NO,
e) X=N(Et),
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Yine Dev P. Arya ve arkadaslar1 tarafindan, 9-Diazofluoren (6) ve p-naftal fenil
diazometan (7) bilesiklerinin bakir asetat varliginda, oksijenli ortamda pBR322 plazmid
DNA’y1 kestigini gdstermiglerdir. Reaksiyonlar1 karanlikta yaptiklar1 icin kesim
mekanizmasinin ya karbon merkezli radikalin DNA deoksiriboz sekerinden hidrojen
atomu koparmasiyla, ya d abakir asetatm DNA kesim etkisi olan Cu [)-Oksijen
kompleksi veya hidroksil radikali gibi aktif oksijen tiirleri olusturarak gerceklestigini
rapor etmiglerdir ( Dev P.Arya 1995).

sa¥s

N2 NZ

(6 )

Warner ve arkadaslar1 (2002), siibstitiie triarilamidler (8a-c) sentezleyerek
bunlarin DNA kesim etkisini incelemisler. Kesim etkisinin a > ¢ > b oldugu

gozlemlenmistir (Warner 2002) (Sekil 2.3.).

CO,Et NH,

8 a)Y=H
b)Y=NO
c) Y=OMe

Sekil 2.4. Sentezlenen siibstitie triarilamidler

Kizil ve arkadaslar1 (2003), aromatik halka Gzerindeki ti¢ farkli stibstuentin (9a-
C) benzendiazonyum tetrafloroborat tuzlarini sentezleyip DNA kesim Uzerindeki etkisini
incelemis olup yapilan deneyler sonucunda, siibstiientlerin radikal olusumunda ve DNA

kesimi tlizerinde ciddi bir farklilik olmadigini tespit etmislerdir (Kizil ve ark. 2003).

N3BF, N;BF, N;BF,

(@) (b) ©
C)
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Siraki ve arkadaslar1 tarafindan, Aminoglutethimid (AG)’nin, myeloperoksidaz
(MPO) ve H;0, varliginda metabolizmasi sonucu, N-merkezli radikal (10) ve aril
radikali (11) olusturdugunu, bu radikallerin MPO {izerinde bir MP@rotein radikali
(12) meydana getirdigi gosterilmistir. Yapilan in vitro ¢alismalarda DMPO (5,5-dimetil-
1-pirolin N-oksit) antikoru kullanilarak, bunun MPOprotein radikali ile DMPO -MPO
formu olusturdugu goriilmiistiir (13). Elektron spin rezonans yontemi kullanilarak bu
olusum tespit edilmistir. Aminoglutethimidin biyoaktivasyonu sonucu olusan serbest
radikal metabolitleri, MPO protein serbest radikali olusumuna aracilik ettigi ve bununda
agraniilositoz olusumunda Onemli rol oynadigi tespit edilmistir (Sekil 2.4.). (Siraki
2007)

H,N
O N O
AG Avril radikal
(11)
MPO MPO anti-DMPO
>O\ _MPO- (12) >O<H __antiserum _  immunokimyasal
’Tj tayin
,O e}
DMPO DMPO -protein 0
serbest radikal DMPO -azot
(13) yeni antijen

Sekil 2.5. Aminoglutethimid’in biyoaktivasyonu sonucu olusan metabolitlerinin inhibisyonu

Bir bagka calismada Siraki ve arkadaslari tarafindan, Prokainamid (PA),
myeloperoksidaz (MPO) ve H,0; varliginda metabolizmasi sonucu, aril radikali
olusturdugunu (14), bu radikalin MPO (zerinde bir MP@rotein radikali meydana
getirdigi iddia edilmistir (15) ve yapmis olduklar1 in vitro ¢calismalarda DMPO antikoru
kullanilarak, bunun MPOprotein radikali ile DMPO-MPO formu (16) olusturdugu
goriilmiistiir. Elektron spin rezonans yontemi kullanilarak bu radikal olusumu tespit
edilmistir. Prokainamidin biyoaktivasyonu sonucu olusan Serbest radikal metabolitleri,
MPO protein serbest radikali olusumuna neden oldugu ve bununda agranilositoz

olusumunda 6nemli rol oynadigi rapor edilmistir (Sekil 2.5.). (Siraki 2008)
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HoN HaN ,
H\/\ e H_202> H\/\ PN + H\/\ o
l\t CH3 “mPO N” “CHj Nk CH,
0 0 0
CH, \_/( CHs CHs
PA
(@

4)

anti_—DMPO
><_/>\ MPO* (15) >O<MPO — >O/MPO _antiseum - immunokimyasal
N H N H N/ tayin
|

0 0 |
DMPO DMPO -protein 0

serbest radikal DMPO -azot

(16) yeni antijen

Sekil 2.6. Prokainamid’in biyoaktivasyonu sonucu olusan metabolitlerinin inhibisyonu

Narwaley ve arkadaglari tarafindan, aromatik amin ilaglar1 insanlarda
myeloperoksidaz (MPO) ve H,0; varliginda metabolizmasi sonucu aril radikallerine
dontismektedir. Bu radikaller (MPO)/H;O, metabolizmasi araciligiyla bir protein
radikali olusturmaktadir. Bu durum ilaca bagh agranulositoz olusumunda 6nemli rol
oynamaktadir. Bu ¢aligmada at peroksidaz enzimi kullanilarak, anilin-bazl bilesiklerden
olusan aril radikallerin, dokosahekzaenoik asit (DHA), linoleik asit (LA) ve GSH
(glutatyon) tarafindan soOndiiriilme aktiviteleri, EPR  spin-yakalama yontemi
kullanilarak, MNP (2-metil-2-nitrosopropan) ile test edilmistir. Olusan bu radikallerin
linoleik asit ve dokosahekzaenoik asit varliginda 6nemli derecede sondiiriildiigli, GSH
da ise bu séndlrme aktivitesinin daha zayif oldugu gozlemlenmistir. Dolayisiyla ¢oklu
doymamis yag asitleri (PUFAs), aromatik amin ilaglarinin metabolizmas: sonucu
meydana gelen aril radikallerini sondiirdiigii ve protein radikal olusumunu 6nledigi ileri
stiriilmistiir (Sekil 2.6.) (Narwaley 2011).
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Sekil 2.7. Viicutta olusan fenil radikallerin, GSH ve ¢oklu doymamis yag asitleri tarafinda
sondiirme reaksiyonu

Alexandra ve arkadaslar1 tarafindan, myeloperoksidaz enzimi (MPO) ve
NADPH oksidazin, amodiaquine (AQ) ve clozapine (CLZ) ilaglarinin biyoaktivasyonu
sonucu olusan reaktif metabolitleri notrofillere kovalent baglanarak olusan
idiyosinkratik agraniilositoz tizerindeki roliinii arastrmislar. Yapilan nakavt (belirli bir
geni laboratuvarda bozulmus fare) fareler Uzerindeki deneyler sonucunda, MPO veya
NADPH oksidazmin onemli roller oynadigi, ancak baska enzimlerinde bu oksitleme
iizerindeki 6neminin belirgin 6l¢iide oldugunu 6n gérmiislerdir (Alexandra 2014).

Amodiaquine Clozapine

OH /CH3
N/\ N

()

NH N—
Cl
X
N
7 H
Cl N

CHy
N7\ N

AQ-Notrofil -———

N — > CLZ-Nétrofil
N N—
_ N
Cl N H

Quinone imine Nitrenium ion

39



2. KAYNAK OZETLERI

Hiramoto ve arkadaglar1 tarafindan, okside olmamis linoleik asit (LA) ve diisiik
yogunluklu lipoproteinlerin (LDL), serbest radikaller sonucu olusan DNA kesimini
onledigini rapor etmislerdir. H,O,/Fe?* iyonu, 2'-azobis(2-aminidopropan)hidrokloriir
(AAPH) ve 4-hidroksimetil benzen diazonyum tuzu tarafindan olusan serbest
radikallerin neden oldugu DNA kesimi, okside olmamis linoleik asit varliginda
azaldigini tespit etmisler. Elektron spin rezonans (ESR)’daki radikallerin spin
yogunlugu, LA varliginda azaldigin1 goézlemlemisler. Oksitlenmemis LDL’ninde,
askorbik asit/Cu(ll) iyonu, askorbik asit/Fe(ll) iyonu, peroksinitrit ve AAPH- kaynakli
DNA kesimini Onledigini yapmis olduklar1 c¢aligmalarda tespit etmislerdir. Sonug
olarak, DNA kesimine neden olan serbest radikallerin potensi, yag asiti ve lipoproteinler

ile azaltildigini 6ne siirmiisler (Hiramono 2003).

Wojtunik ve arkadaslar1 tarafindan, monoterpenlerin yapisal elemanlarmnin
antioksidant aktiviteden sorumlu oldugunu iddia etmisler. DPPH- metodunu kullanarak
spektrofotometrik olarak aktivitesi belirlemigler. Monoterpenlerin zincir kirici
antioksidant aktivitesinden pi baglarinin sorumlu oldugu, konjiige ¢ift baglarin bloke
edilmesi ile monoterpenlerin antioksidant aktivitesinde azalmaya yol agtigi rapor
edilmistir. Yapmis olduklar1 arastirmalar sonucunda, , monoterpenlerin gucli
antioksidant aktivitesi, deneylerde kullanilan ¢oziiciiniin polaritesine bagli oldugunu

ileri siirmiisler (Wojtunik 2014).

‘ [ H,Cc=CH-CR |
O,N |
T O,N N
N—N- NO, + H,C=CH-C-R ——> H
| N—N NO, *
o,N H
O,N

H
Hzc'-CH:<
R

Antioksidant radikal

Sekil 2.8. DPPH- ve monoterpenler arasindaki olasi reaksiyon mekanizmasi
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Bourwieg ve arkadaslar1 tarafindan, M. longifolia'dan luteolin 7-glukozit,
luteolin 7-rutinozit, luteolin 7-glukuronit, apigenin 7-glukuronit, akasetin 7-rutinozit,
diosmetin 7-rutinozit, hesperetin 7-rutinozit, eriyodiktiyol 7-rutinozit, akasetin ve

eriyodiktiyol izole etmislerdir (Bourwieg 1973).

Bourwieg ve arkadaslar1 tarafindan, M. longifolia'dan 7-5-(6-O-ramnopiranozil-

D-glucopiranoziloksi)-5-hidroksikro- mon elde etmislerdir (Bourwieg 1974).

Khan ve arkadaglar1 tarafindan, M. arvensisten sitosterol-3-D-glukozit, I-mentil-
S-D-glukozit, [-mentil-6'-O-asetil-4-D-glukozit, lambda-mentil-3-D-glukozit, 3-O-p-
sitosteril-glukopiranozil-(1a—2)-fruktofuranozit ve sukroz izole etmislerdir (Khan
1997).

Monte ve arkadaslar1 tarafindan, Brezilya'da yetisen M. villosa' dan HPLC ile
oniki adet triterpen izole etmislerdir (Monte 1997).

Al-Hazimi ve arkadaslar1 tarafindan, M. longifolia'dan B-sitosterol, ursolik asit,
luteolin, hesperetin 7-rutinozit ve 3'-hidroksi-4',5,6,7-tetrametoksiflavon izole edildi.
Hesperetin 7-rutinozit asetat bilesigi ilk defa bu ¢aligmada elde etmislerdir (Al-Hazimi
1988).

Monte ve arkadaslar1 tarafindan, M. villosa' dan yeni bir triterpenoit (metil
2,33,24-tri-O-asetilolean-12 a-kloro-28,134-olit) izole etmislerdir (Monte 1998).
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Zaidi ve arkadaglar1 tarafindan, Menhta tiirlerinden izole -ettikleri flavon

aglikonlar1 Tablo 2.1°deki gibidir (Zaidi 1998).

Tablo 2.1.. Menhta Tirlerinden izole Edilen Flavon Aglikonlar

Bilegikler M. piperita M. citrata M. longifolia M. spicata M.aquatica M. suaveolens M. pulegium
Thymonin + - + + + + +
Thymusin + - - - - + +

5,6-Dihidroksi-7,8,3’.4’-

tetrametoksiflavon ) ) ) ) . * -
Pebrellin + - - - - - -
Jaceosidin - - - - - + +
Hispidulin - - - - - + _
Peetolinarigenin - - - - - - +
Ladanein + - - - - + _
Sorbifolin + - - - - + +
Pedalitin - - - - - - +
5,6,4’-Trihidroksi-7,8-

dimetoksiflavon ) ) ) * * - +
5,6-Dihidroksi-7,3".4’- . ) i i i i i
trimetoksiflavon

5-hidroksi-6,7,3".4’- ) ) ) i i i .
tetrametoksiflavon

Salvigenin + + - - - - -
Nodifloretin - - - - - + -
Xanthomierol + - - - - - -
Gardenin B + + - - - - -
Sideritoflavone + - - - - - -
Gardenin D + - - - - - -
5-O-Desmethylnobiletin + - - - - - -
Apigenin + - - + - + +
Acacetin + - + + - - R
Luteolin + - - + - + +
Diosmetin - - - + - - -
Chrysoeriol - - - - - - +
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Voirin ve arkadaslar1 tarafindan, yaptiklar1 ¢alismada M. aquatica, M. citrata,

M. spicata ve M. x piperita'dan yirmi flavon elde etmislerdir (Voirin 1999).

Sharaf ve arkadaglari tarafindan, Suudi Arabistan'da yetisen M. longifolia'nin
toprak istii kisimlarindan 3 yeni flavonoit (trisetin 7-O-metileter 3'-O-glukozit 5'-O-
ramnozit, trisetin 3'-O-glukozit 5'-O-ramnozit, trisetin 3'-O-ramnozil-(1—4)-ramnozit)
ile 6 bilinen flavon glikozit (lucenin-1, luteolin 7-O-glukozit ve 7-O-neohesperidozit,
isoorientin, vicenin-2) elde etmislerdir (Sharaf 1999).

Jahan ve arkadaglar1 tarafindan, M. longifolia'dan 5,8,4'-trihidroksi-6,7,3'-
trimetoksiflavon isimli yeni bir flavonoit ve bilinen t¢ flavon mirisetin 4'-metil eter-3-
O-ramnozit, 5-hidroksi-6,7,3',4'-tetrametoksiflavon ve 5-hidroksi-7,8,2',3'-
tetrametoksiflavon elde etmislerdir (Jahan 2001).

Ghoulami ve arkadaglar1 tarafindan, Fas'ta yetisen M. longifolia'dan hazirlanan
etil asetat ekstresinin potansiyel anti-HIV etkiye sahip oldugunu belirlemislerdir. (Saaid
ve ark. 2003). Yine Fas'ta yetisen M. longifoliadan besi bilinen biri yeni (5,7,4'-
trihidroksi-6,2',3'-trimetoksiflavon) olmak iizere alt1 flavonoit elde etmislerdir

(Ghoulami 2001).

Ali ve arkadaglar1 tarafindan, M. longifolia'dan yeni bir madde olan longifon
(mentonun klorlu turevi), iki yeni S-sitosterol glikozit tirevi olan longiside-A ve -B, ve
yeni bir flavanon glikozit (longitin) elde etmislerdir (Ali 2002).

Al-Mutabagani ve arkadaslar1 tarafindan, M. longifolianin toprak istii
kisimlarindan  hazirlanan etanol ekstresinden naringin  (5,7,4'-trihidroksi  7-O-
neohesperidozit) ve apigenin 7-O-glukozit ile birlikte ¢ok sayida metoksi grubu tasiyan
iki flavon izole edildi. Ayrica oleanolik asit ve fitalik asitin dioktil esterini elde

etmislerdir (Al-Mutabagani 2004).

Khattak ve arkadaglari tarafindan, M. longifolianin yaprak ve govdesinden
hazirlanan etanol ekstrelerinin yiiksek fitotoksik aktiviteye, gdvdesinden hazirlanan
ekstrenin Trichophyton longifusus ve Microsporum canise karsi sirasiyla %75 ve %65
antifungal etki gosterdigi belirlenmistir (Khattak 2004).
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Ali ve arkadaslar tarafindan, M. longifolia'nin metanol ekstresinden longifoamit
A {6'-tetrakosenamit, (6'Z)-N-[2,3-dihidroksi-1-(hidroksimetil) oktadesil]} ve B {6-
tetrakosenamit, (6'Z)-N-[2,3,4-trihidroksi-1-(hidroksimetil) oktadesil]} adli iki yeni
bilesik elde etmislerdir (Ali 2006).

Oinonen ve arkadaslar1 tarafindan, M. arvensisin  ciceklerinden
asetilkolinesteraz inhibitori olarak etki gdsteren linarin (akasetin-7-O-p-D-rutinozit)

bilesigi elde etmislerdir (Oinonen 2006).

Jian ve arkadaglar1 tarafindan, Cin'de yetisen M. spicata'nin toprak {istii

kisimlarindan iki yeni lignan (spikatolignan A ve B) elde etmislerdir (Jian 2007).

Olsen ve arkadaslar1 tarafindan, M. aquatica'nin etanol ekstresinden monoamin

oksidaz inhibit6rl olarak etki goésteren naringenin elde etmislerdir (Olsen 2008).

Al-Bayati ve arkadaslar1 tarafindan, M. longifolia'nin ugucu yagindan elde edilen
(-)-mentolin  antimikrobiyal aktivitesi patojenik ve patojenik olmayan 7
mikroorganizmaya (Staphylococcus aureus, Sreptococcus mutans, Streptococcus
faecalis, Sreptococcus pyogenis, Lactobacillus acidophilus, Pseudomonas aeruginosa
ve Candida albicans) karsi test edildi. Disk difiizyon yonteminde, P. aeruginosa haric
test edilen biitiin bakterilere karsi aktivite gdsteren mentol, en yiiksek aktiviteyi S
mutansa karsi gosterdi. C. albicansa karsi da iyi antifungal etkiye sahip oldugu
belirlenmistir (Al-Bayati 2009).

Tokhsyrova ve arkadaglar1 tarafindan, M. longifolianin HPLC ile analizi
sonucunda gallik asit, tanen, kafeik asit, ferulik asit, rutin, hesperidin, kumarin, luteolin,

kersetin, kamferol ve apigenin icerdigi tespit edilmistir (Tokhsyrova 2009).

Akroum ve arkadaslar1 tarafindan, M. longifolia'nin etanol ekstresinin metanol
ekstresine gore antimikrobiyal aktivitesinin daha ylksek oldugu belirlenmistir. Etanol
ekstresinden elde edilen flavonoitler: luteolin 7-O-glikozit, luteolin 7,3-O-diglikozit,
apigenin, kersetin 3-O-glikozit ve kamferol 3-O-glikozit (Akroum 2009).
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Materyal

Bu calismanin materyalini olusturan bitki drnegi Dicle Universitesi, Eczacilik
Fakiiltesinden Yrd. Dog. Dr. Abdulselam ERTAS tarafindan Mardin, Kiziltepe, Dikmen
beldesi deresi dogu bolgesinden toplanip Dr. Yeter YESIL (1.U. Ecz. Fak. Farmasétik
Botanik ABD) tarafindan teshis edildi. HARLEY ISTE NO: 101084

3.1.1. Kullanilan Bitki Tiirii, Yayihsi ve Kullanim Alanlan

Nemli yerlerde yetisen ¢ok yillik nadiren tek yillik bitkilerdir. Siiriinticti
rizomlara sahiptirler. Yapraklar basittir ve karakteristik guzel kokulu epidermal salgi
tilyleri tagirlar. Cigekler hermafrodit veya disi organ ayni veya ayri bitki lizerindedir.
Kaliks aktinomorf veya sub-bilabiat, tubular veya kampanulat, 10-13 damarl, 5
subekual veya ekual olmayan dislidir. Koralla zayifca iki dudakli, subekual loblu, tisteki
lob daha genistir, genellikle emarginattir ve tiib kaliksten daha kisadir. Stamenler 4
tanedir, disa dogru ist dudaklarm altindan yiikselir. Meyveler kiigiik ve piiriizsiiz,

cukurcuklu, agims1 veya az piiriizliidiir.
Ulkemizde yetisen Mentha (nane) tiirleri sunlardir:

Mentha aquatica L., Mentha arvensis L., Mentha longifolia (L.) Hudson, M.
longifolia L. Hudson subsp. Longifolia, M. longifolia L. Hudson subsp. typhoides
(Brig.) Harley, M. longifolia L. Hudson subsp. typhoides. Typhoides, M. longifolia L.
Hudson subsp. typhoides. calliantha (Stapf) Brig., M. longifolia L. Hudson subsp.
noeana (Boiss. Ex Briq.) Brig., Mentha pulegium L., Mentha spicata L., M. spicata L.
subsp. spicata L., M. spicata L. subsp. tomentosa (Brig.) Harley, Mentha suaveolens
Ehrh., Mentha x piperita L.

Mentha tirleri (nane), itilkemizde ve diinyada hem tibbi amagla hem de baharat
olarak yaygm bir sekilde kullanilmaktadir. Ulkemizde Mentha piperita L.'nin
yapraklarindan hazirlanan infiizyon bulanti kesici, gaz soktiiriicii ve koku verici olarak,
M. piperita’ nin ¢icekli ve yaprakli dallarindan elde edilen ugucu yag koku verici,

ferahlatici, antiseptik ve bulanti kesici olarak kullanilir.
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Cin'de M. haplocalyx Briq.'in toprak iistii kisimlari sindirim, solunum ve sinir
sistemi hastaliklarinin tedavisinde halk arasinda yaygin olarak kullanilmalarmin yani
sira gida olarak da tiiketilmektedir. Sudan ve Suudi Arabistan'da ticari olarak yetistirilen
M. spicata L. ve M. longifolia (L.) Huds. ssp. schimperi Brig. antispazmodik,

karminatif, midevi ve baharat olarak kullanilmaktadir.
3.1.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Prokainamid (Sigma aldrich), 4-kloro-2-nitro anilin (Fluka), Aseton (Sigma
aldrich), Etanol (Sigma aldrich), Dietil eter (Sigma aldrich), Floro borik asit (Fluka),
Isopentil nitrit (Fluka), Agaroz (Sigma), Etilendiamin tetraasetik asit (EDTA) (Sigma),
Bakir (1) kloriir (Sigma aldrich), Petrol eteri (Riedel-de Haen), Metanol (Sigma aldrich),
Gallik asit (Sigma aldrich), Quercetin (Fluka), Bovine serum albumin (BSA) (Sigma
aldrich), Sodyum dodesil silfat SDS (Sigma aldrich), 2-merkapto etanol (Fluka),
Bromofenol blue (Sigma aldrich), Glisin (Sigma aldrich), Biitillenmis hidroksi toluen
BHT (Sigma aldrich), Etidyum bromir (Amresco), sodyumdodesilsulfat-poliakrilamid
jel (SDS-PAGE) (Sigma aldrich), Hidrojen peroksit (Sigma aldrich), Askorbik asit
(Sigma aldrich), Sodyum karbonat (Sigma aldrich), folin&ciocalteu’s fenol reaktifi
(Merk), Potasyum karbonat (Merk), Aleminyum nitrat (Aldrich), Akrilamid/Bis-
akrilamid (Sigma), Sodyum hidroksit (Sigma aldrich), Potasyum fosfatbazik (Fluka),
Potasyum fosfatmonobazik (Fluka), Amonyum persilfat (Sigma), N,N,N',N'-
tetrametiletil enediamin (Sigma), Aseton-D6 (Merck), Dimetilstlfoksit-D6 (Merck)

kimyasallar1 kullanilmistr.
3.1.3. Kullanilan Aletler

Jel goruntileme sistemi (Bio-Rad, Quantity One programi, 4.5.2 versiyonu),
Yatay DNA elektroforez (Biorad), Dikey SDS-PAGE elektroforez (Biorad) gii¢ kaynagi
(Biorad-power PAC 3000), *H NMR (Bruker 400 MHz), *C NMR (Bruker 100 MHz),
FT-IR (Mattson 1000 FTIR UNICAM Spectrometer), UV-visible, Cary 100
spekrometre (Varian), santriflij (Universal 320R Hettich), santriftj (mini spin plus-
eppendorf), vorteks (Heidolph), sterilizator (Heraeus), otoklav (Hirayama-HV-502),
calkalayict (Memmert), terazi, pH metre (Mettler Toledo), c¢eker ocak, vakumlu

evaporatdr (RE 100B, Bibby Strilin Ltd.), membran filtresi (Schleicher&Schuell),
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blender, -20 derin dondurucu (Sanyo), mikrodalga firin ve buzdolab1 (Argelik) cihazlari

kullanilmigtir.
3.2. Metot

3.2.1. Toplam Fenolik Bilesen Miktar Tayini

M. longifolia bitkisinin metanol ekstraktinin ve ugucu yagmin toplam fenolik
bilesen miktar1 Folin-Ciocalteus yontemine gore belirlendi (Singleton ve ark. 1999).
Standart olarak gallik asit kullanild1 (Sekil 3.1). Gallik asitin 1 mg/mL’lik stok c¢ozeltisi
metanol i¢inde hazirlandi. Bu stok ¢ozeltiden 25, 50, 100, 150, 200, 250, 350 ve 500
pg/mL’lik konsantrasyonlarda seyreltik ¢ozeltiler hazirlandi. M. longifolia bitkisinin
metanol ekstaktinin 1 mg/mL’lik ¢Ozeltisi metanolda, ugucu yagmnin ise 1 mg/mL’lik
cOzeltisi petrol eterinde hazirlandi. Daha sonra konsantrasyonlarma gore gallik asitin
ekstrakt ¢ozeltisine ve ugucu yagina ayri ayri 40 pL eklenip, tzerlerine 1160 pL saf su
ve 200 pL 2N folin reaktifinden ilave edilip iyice karigtirildi. Karisim oda sicakliginda 5
dakika bekletildikten sonra tzerine 600 puL %?20’lik Na,CO3 ¢Ozeltisi ilave edilip iyice
karistirildi. Olusan karisim 2 saat boyunca oda sicakliginda galkalandi. Bu surenin
sonunda UV’de 765 nm’de absorbans olculd.

Galik asidin artan konsantrasyonlarina karsi absorbans degerleri grafige gecirildi

ve asagidaki esitlik elde edildi.

Absorbans (A) = 0.0024 x gallik asit (ug) (R*=0.9967) (1)

Esitlik (1) kullanilarak M. longifolia bitkisinin metanol ekstraktinin ve ugucu
yaginimn igerdigi toplam fenolik bilesen miktar1 gallik aside esdeger (GAE) olarak
hesaplandi.

HO OH
OH

Sekil 3.1. Gallik asit
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3.2.2. Toplam Flavonoid Bilesen Miktar Tayini

M. longifolia bitkisinin metanol ekstraktinin ve ugucu yaginin toplam flavonoid
bilesen tayini Zhishen ve ark. (1999) tarafindan tanimlanan yontem ile tayin edildi.
Standart olarak quercetin kullanild1 (Sekil 3.2). Bu yontemin dayandigi temel prensip
quercetin i¢indeki flavonoid bilesen miktarini quercetinin artan konsantrasyonlarina
kars1 grafige gecirip, bitki ekstrakti ve ucucu yaginin i¢indeki toplam flavonoid bilesen

miktarin1 quercetine esdeger olarak hesaplamaktir.

Quercetinin metanol i¢indeki 100 pg/mL’lik stok ¢dzeltisinden 1, 5, 10, 15, 20
ve 25 pg/mL’lik konsantrasyonlarda seyreltik ¢ozeltiler hazirlandi. M. longifolia
bitkisinin metanol ekstraktmm 1 mg/mL’lik ¢dzeltisi etanolde, ugucu yagmmn 1
mg/mL’lik ¢ozeltisi ise petrol eterinde hazirlandi. Daha sonra deney ortamina 0.1 ml %
10’luk  A1(NO3)s, 0.1 mL 1M CH3COOK ve 3.8 mL metanol birakildi. Bu karisim
tizerine konsantrasyonlarina gére 1 mL quercetine karsi 1 mL ekstrakt ve 1 mL ugucu
yag ayr1 ayr1 kendi deney tiiplerine eklenip karigim iyice karistirildi. Sonra elde edilen
son karisim 25 °C’deki su banyosunda 40 dakika inkiibasyona birakildi. Bu siirenin
sonunda UV’de 415 nm’de absorbans 6l¢ildu.

Quercetinin artan konsantrasyonlarina karsi absorbans degerleri grafige gecirildi

ve asagidaki esitlik elde edildi.
Absorbans (A) = 0.028 x quercetin (ug) (R>=0.9999) (2)

Esitlik (2) kullanilarak M. longifolia bitkisinin metanol ekstraktmnin ve ugucu
yaginim igerdigi toplam flavonoid bilesen miktar1 quercetine esdeger (QUE) olarak
hesaplandi.

Sekil 3.2. Quercetin
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3.2.3. Diazonyum Tuzlarinin Hazirlanmasi

Antiaritmik hastaliklarin tedavisinde kullanilan prokainamid ilact yapisinda
aromatik halkaya bagli amin grubu bulundurmaktadir. Bu ilacm MPO/H;0;
metabolizmasi varliginda, biyoaktivasyonu sonucu olusan reaktif metabolitlerinin bagta
proteinler olmak iizere hiicrenin diger biyolojik makromolekiiller {izerinde hasara neden
olmasi, bizi bir model olarak aromatik halkaya bagli amin grubuna sahip 4-kloro-2-nitro
anilin molekdlinin diazonyum tuzunu sentezleyip, bunun protein oksidasyonu ve DNA
tizerinde meydana getirdigi hasarlar1 incelemeye yoneltti. Daha sonra bu model 6rnek

alinarak, prokainamid ilacininda diazonyum tuzu sentezlendi.

Genelde diazonyum tuzlar1 klor tuzlar1 olarak hazirlanirlar, fakat tetrafloroborat
tuzlari, klor tuzlarma oranla daha kararli oldugu i¢in bu c¢alismada diazonyum tuzlar1

tetrafloroborat tuzu olarak sentezlendi (Sekil 3.3).

4-kloro-2-nitro  tetrafloroborat ve prokainamid tetrafloroborat  bilinen

yontemlerle sentezlendi.

NH, N,'BF,
| X
_—
A //
R

Kullamlan kimyasallar ve kosullar
Isoamil nitrit, HBF, (ag.), EtOH, 0 °C, 30 dakika

Sekil 3.3. Diazonyum tuzlarmin sentezi
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3.2.4. 4-Klor 0-2-nitro benzendiazonyum tetraflor oborat

N, BF,
NO,

Cl

4-kloro-2-nitroanilin (0.25 g, 1.44 mmol, 1.0 eq) etanol (1 mL) i¢inde ¢ozulda.
Uzerine sulu floro borik asit (%48’lik ¢6zelti; 0.27 mL, 0.37g, 4.32 mmol, 3.0 eq) ilave
edildi ve karisim -5 °C’ye sogutuldu. Karisgima isoamil nitrit (0.22 mL, 0.20 g, 1.72
mmol, 1.2 eq) damla damla ilave edildi ve 30 dakika karistirildi. Dietil eter (30 mL)
ilavesiyle 4-kloro-2-nitro tetrafloroborat beyaz kati olarak ¢oktiiriildii. Coktiiriilen kati
stiziilerek az miktarda soguk asetonda (~1 mL) ¢6zulip, soguk eter (30 mL) ilave edilip
yeniden kristallendirilerek beyaz kristaller halinde saflastirildi. *H NMR (400 MHz,
CD30D): é (ppm)= 9.32 (d, J= 8.8 Hz, 1H C3), 9.05 (d, J= 2.0 Hz, 1H Cs), 8.65 (dd, J=
4.0Hz, 1H Cs), *C NMR (CD3;0D): & (ppm)= 149.47 (CNO,), 138.03 (CCI), 137.76
(CN2*BF4), 136.78 (Cs), 128.98 (Cs), 128.80 (C3), IR (KBr)/cm™ 3444, 3107, 2717,
1557, 1347, 1159, 1083, 1051, 890, 848, 786.

3.2.5. Prokainamid tetrafloroborat

HsC
3 w 0
H3C\/N\/\N
H
+
N,BF,

Procainamide hydrochloride (0.5 g, 1.83 mmol, 1.0 eq) etanol (1 mL) icinde
¢ozhldi. Uzerine sulu floro borik asit (%48’lik ¢ozelti; 0.35 mL, 0.48 g, 5.49 mmol, 3
eq) ilave edildi ve karisim -5 °C’ye sogutuldu. Karisima isoamil nitrit (0.29 mL, 0,25 g,
2.19 mmol, 1.2 eq) damla damla ilave edildi ve 30 dakika karistirildi. Dietil eter (30
mL) ilavesiyle procainamide tetrafloroborat beyaz kati olarak ¢oktiiriildii. Coktiiriilen
kat1 siiziilerek az miktarda soguk asetonda (~1 mL) ¢oziiliip, soguk eter (30 mL) ilave
edilip yeniden kristallendirilerek beyaz kristaller halinde saflastirildi. *H NMR (400
MHz, CD30D): & (ppm)= 8.93 (d, J= 8.88 Hz, 2H C,, Cs), 8.52 (d, J= 8.88 Hz, 2H Cs,
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Cs), 3.94 (t, J= 5.76 Hz, 2H NHCHCHy), 3.60 (t, J= 5.6 Hz, 2H NHCH,CHN), 3.44
(9, J= 7.0 Hz, 4H NCH2CH3), 1.21 (t, J= 7.2 Hz, 6H NCH,CH3), **C NMR (CDCls): &
(ppm)= 212.12 (C=0), 169.36 (Cs), 149.03 (C3), 138.09 (Ce), 134.97 (C>), 123.39
(C4) 54.64 (NHCH,CHy>), 51.74 (NHCH,CHy>), 39.74 (CN,'BFy), 35.85 (CH,CH3),
13.45 (CHs), IR (KBr)/cm™ 3600, 3399, 3318, 3042, 2984, 2944, 2914, 2666, 1668,
1542, 1301, 1066, 859, 759.

3.3.1. Agaroz Jel Elektroforezi

Jel elektroforezi, DNA ve RNA gibi biyolojik makromolekulleri biyukluk,
elektrik yiikii ve diger fiziksel 6zellikler temelinde aywrmak i¢in kullanilan en yaygin
yontemdir. Bu nedenle c¢esitli amaglar icin izole edilen DNA ve RNA’larin
tanimlanabilmesi, hangi formda oldugunun belirlenebilmesi, biiyiikliigiiniin
saptanabilmesi ve Ozellikle DNA yapisinda olusturulan degisikliklerden sonra elde
edilen yeni formlarin incelenmesi yoniinden agaroz jel elektroforezi teknigi, dnemli bir
deneysel sistem olusturmaktadir. Elektroforez terimi yiiklii partikiillerin elektrik akimi
etkisi altinda hareketini agiklamaktadir. Elektroforez i¢in gerekli giic, jelin iki ucunda
bulunan elektrotlara uygulanan voltajdir. Bir elektrik alaninin bir molekiilii hangi hizla

jel ortaminda hareket ettirdigi, molekiiliin 6zelliklerine baghdir.

Birgcok o6nemli biyolojik makromolekil (amino asitler, peptitler, proteinler,
niikleotidler ve niikleik asitler) iyonlasabilen gruplara sahiptir ve pH’ya bagl olarak
cozeltide katyon (+) ya da anyon (-) bigiminde, elektrik yiikii tasiyan tirler olarak
bulunurlar. Net yiikiin 6zelligine bagl olarak yiiklii partikiiller katoda veya anoda dogru
hareket ederler. Elektrik alaninin uygulandigi jel notral pH’da ise DNA’nin negatif
yiiklii fosfat gruplar1 anottan katoda dogru hareket eder.

3.3.1.1. Agaroz Jel’in Hazirlanmasi

Agaroz (1 g) 100 mL Tris asetat tamponuna (40 mM tris asetat, 1ImM EDTA,
pH 8.2) ilave edildi ve mikrodalga firmda kaynatildi. 60 °C’ye sogutuldu. 1.5 pL
etidyum bromiir (10 mg/mL) ilave edildi ve karistirildi. Cozelti kenarlar1 otoklav band1

ile sarilmis ve tarak yerlestirilmis cam tabakaya dokiildii. Jel donmasi icin oda

sicakliginda 40-45 dakika bekletildi.
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3.3.1.2. Agaroz Jel Elektroforezi Yapilmasi

Jel kullanima hazir hale geldikten sonra otoklav bandi acildi ve tarak ¢ikarildi.
Hazirlanan DNA karigimlar1 uygun bir pipet ile kuyucuklara aktarildi. Jel 200 mL Tris
asetat tomponu (40 mM tris asetat, ImM EDTA, pH 8.2) igeren elektroforez tankina
yerlestirildi. Tankin kapagi kapatild1 ve elektrik baglantilart yapildi. Elektroforez 120
V’ta 500 mA akim uygulanarak 80 dakika siireyle yiiriitiildii. Elektrik akimi kesildi, tel
baglantilar1 ve kapak ¢ikarildi. Daha sonra jelin fotografi ¢ekildi.

3.3.1.3. Plazmid Saflastirma

DNA kesiminin incelemenin bir yolu supercoiled DNA’nin (siiper kivrimli
cembersel DNA; kirik yok, Form I);. open circular (tek zincir kirig1 igeren ¢embersel
DNA; DNA zincirlerinden birinde kirik var, Form II) veya linear (dogrusal DNA, iki
zincirde de bir veya birden fazla kirik, Form III) forma ddniisiimiinii incelemektir.
Agaroz Jel Elektroforezinde bu formlar farkli hizlarla hareket ederler. Form I, yiik
yogunlugu fazla hacmi de diisiik oldugu icin jelde en hizli hareket eder. Form II’nin
yogunlugu daha az oldugu icin daha yavas hareket eder. Form III ise Form I ve Form

II’nin arasinda bir hiza sahiptir. (Sekil 3.4)

Calismada kullanilan pBluescript M13+ plazmid DNA’st (3.2 kb) TENS

yontemi ve Qiagene plazmid kiti kullanilarak saflastirildi.

Form | Form Il Form 111

Form Il

Form Il

Form |

Sekil 3.4. Plazmid DNA’nin formlari
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3.3.1.4. TENS Y Ontemi

37 °C’de Ampisilinli Louria Bertani (2.5g Tripton,1.25 g yeast extract, 2.5 g
sodyum kloriir, 0.025 g ampisilin, 250 mL saf su) siv1 besiyerinde iiretilen bakteri
kiiltiirtinden 20 tane Eppendorf tiipe 1’er mL alindi. 12500 rpm’de 3 dakika
santrifiijlendi, tist sivilar uzaklastirildi. Her bir tiipe 300 L TENS ¢0zeltisi (100 mL’de:
10 mL 0.1 M TrisCIl pH 7.5; 0.5 M 200 puL EDTA pH 8.0; 0.4 g NaCl; 1,5 g NaOH)
eklendi ve ters duz edildi. 150U sodyum asetatgOzeltisi (3 M pH 5.2) eklendi ve
karistirildi. Oda sicakliginda 5 dakika inkiibasyona birakildi. 2 dakika 12500 rpm’de
santrifiij yapildi. Stipernatant temiz bir tiipe aktarildi, lizerine 1 mL soguk mutlak etil
alkol ilave edildi. -20 °C’de 20 dakika inkiibasyona birakildi. Daha sonra 12500 rpm’de
5 dakika santrifiij yapildi. Etil alkol uzaklastirildi, pellet % 70’lik etil alkol ile yikandi.
12500 rpm’de 10 dakika santrifiij yapildiktan sonra alkol uzaklastirildi. Etiivde 37 °C’de
alkolun kalan kismi uzaklastirildi ve @ TE tamp anu ilave edildi. Her bipet
konsantrasyon 20 pug/mL olacak sekilde riboniikleaz ¢ozeltisi ilave edildi.

3.3.1.5. Mini Prep

pBluescript M13+ plazmid DNA’st Qiagene plazmid kiti kullanilarak
saflagtirildi. 96 pBluescript M13+ plazmid DNA’ nin safligina, hem elektroforez hem
de UV spektroskopisinde 260/280 nm absorbanslarinin orani 6lgiilerek bakildi. DNA
konsantrasyonu 260 nm absorbans 6lgiimii ile hesaplandi (50 pg/mL i¢cin A260=1.0).

3.4. SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)

Fenil radikalinin meydana getirdigi protein oksidasyonu iizerine M. longifolia
bitkisinin metanol ekstraktmm ve ugucu yagmin koruyucu etkisi elektroforetik olarak
SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi incelendi. Bu metotta protein olarak bovine serum
albumin (BSA) kullanildi. Bitki ekstraktinin ve ugucu yagmin 7.5 mg/mL’lik
konsantrasyonda stok ¢ozeltiler hazirlandi. Bu stok cozeltilerden 100, 500, 1000 ve
1500 pg/mL’lik konsantrasyonlarda seyreltik c¢ozeltiler hazirlandi. BSA 20 mM
potasyum fosfat tamponu (pH=7.4) icinde ¢0ziildii. Deney tiipiine sirasiyla potasyum
fosfat tamponu (pH=7.4), ekstrakt/ucucu yag konsantrasyona bagli seyreltik ¢Ozeltileri,
200pL BSA, 200 pL 1.5 mM CuCls,, 200 pL, 3.1 mM PhN," ilave edildi. Toplam hacmi
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1 mL olan karigim oda sicakliginda 2 saat inkiibasyona birakildi Inkiibe edilmis
reaksiyon karigimi  Laemli’s (1970) metodu kullanilarak %210’luk  sodyum
dodesilsulfat-poliakrilamid jel (SDS-PAGE) icinde elektroforezle analiz edildi.
Ornekler tamponla (Tris HCI pH=6.8, %2 SDS, %5 2-merkapto etanol, %10 siikroz ve
%0.002 bromofenol blue) esit hacimde karistirildi. Daha sonra bu karigim 5 dakika 100
°C’de 1sitildi. Bu stire sonunda her bir ornekten 5 pL elektroforez kuyucuklarma
yiiklendi. Jel BioRad 1.000/500 gii¢ kaynag: kullanilarak minijel i¢in 25 mAmp sabit
bir deger ve maximum voltajda yiirtitiici tamponla (Tris HCI pH=6.8, %2 SDS, %5 2-
merkapto etanol, %10 stkroz ve %0.002 bromofenol blue) BioRad tankinda yiiriitiildii.
Bu islemin sona ermesiyle jeller %15’lik Coomassie parlak mavi R-250 boyasi ile 1
saat slreyle renklendirildikten sonra boya ¢ikarma soliisyonu (su:metanol:glasiyel
asetik asit: 6:3:21 v:viv) ile jellerden boya ¢ikarildi Daha sonra bu jeller jel

goriintiileme sistemiyle dijital olarak fotograflandirildi.
3.4.1. Band Yogunlugunun Olgiilmesi ve Grafikle Sunulmasi

Protein hasarmm miktarin1 ve band yogunlugunu belirleme jel goriintiileme
sistemi kullamilarak yapildi (Gel-Doc-XR; BioRad, Hercules, CA, USA). Jeller
Uzerindeki bantlar Quantity One Programme sistemiyle belirlendi (version 4.5.2,
BioRad). Boylece her bir bandin yogunlugu hesaplandi ve kontrol grubla standardize

edildi. Sonuglar 3 farkli 6lgiimiin ortalamasi olarak gosterildi.
3.5. Bitki Ekstraktlarinin Hazirlanmasi

Calismada kullanilan M. longifolia bitkisinin tiim kisimlar1 blender araciligiyla
toz haline getirilip 16 g tartildi. Soxhlet diizenegi kuruldu. 500 ml metanol ile 6 saat
soxhlet edildi. 6 saat sonunda metanol evaporator ile ucuruldu. 4.32 g koyu yesil

metanol ekstrakti elde edildi.
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3.5.1. Ugucu Yag Eldesi

M. longifolia bitkisinin tiim kisimlar1 blender araciligiyla toz haline getirilip 50 g
tartildi. Clavenger diizenegi kuruldu. Yaklagik 3 saat sonra olusan ugucu yaglar, pipet

yardimiyla alind1. 0.259 g acik sar1 ugucu yag elde edildi.
3.5.2. Stok Diazonyum Tuzu COzeltisinin Hazirlanmasi

4-kloro-2-nitro tetrafloroborat ve prokainamid tetrafloroborat tuzunun cozeltisi
su igerisinde 1.5 mM olacak sekilde 50 mL hazirlandi.

3.5.3. Stok Elektron Donor Cozeltisinin Hazirlanmasi
Bakir (1) kloriir ¢ozeltisi su icerisinde 3.1 mM olacak sekilde 50 mL hazirland1.
3.5.4. Stok Ucucu Yag Cozeltisinin Hazirlanmasi

M. longifolia bitkisinin ugucu yagimin stok ¢dzeltisi petrol eteri icinde 25 mg/mL
olacak sekilde 1 mL hazirland:.

3.5.5. Stok Bitki Ekstrakti Cozeltisnin Hazirlanmasi

M. longifolia bitkisinin metanol ekstraktmm stok g¢ozeltisi %70’lik metanol
icinde 5 mg/mL olacak sekilde 1 mL hazirland:.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4. 1. Toplam Fenolik Bilesen Miktar Tayini

M. longifolia bitkisinin metanol ekstrakti ve ucgucu yagnin icerdigi toplam
fenolik bilesen miktar1 gallik aside esdeger olarak hesaplandi. Gallik asidin 1.0 mg/mL’
lik stok coOzeltisinden 25-500 pg/mL konsantrasyon araliginda seyreltik g¢ozeltiler
hazirland1 ve bu konsantrasyon araligma karsilik gelen absorbans degerleri 765 nm
dalga boyunda 6lgiildii. Olgiilen bu abasorbans degerleri grafige gecirildi ve asagidaki
esitlik elde edildi.

Absorbans (A) = 0.0012 x gallik asit (ug)

Bu esitlik kullanilarak bitki ekstraktinin ve ugucu yagmin 1 mg’larmin igerdigi

toplam fenolik bilesen miktarlar1 gallik asite esdeger olarak hesaplandi.

M. longifolia’nin metanol ekstraktinin 1 mg’nin igerdigi toplam fenolik bilesen
miktart 147.59 + 1.15 pg gallik asite, ugucu yaginin 1 mg’nin igerdigi toplam fenolik
bilesen miktari ise 4.98 = 0.52 pg gallik aside esdeger oldugu bulundu (Tablo 4.1.).

Tablo 4.1. M. longifolia bitkisinin metanol ekstrakti ve ugucu yaginm gallik asite esdeger
toplam fenolik bilesen miktari

Toplam Fenolik Bilesen
Gallik asit esdegeri
Ekstrakt/Ugucu Yag
(1g GAE/mg ekstrakt)
M. longifolia - Metanol 14759 +1.15
M. longifalia - Ugucu Yag 4.98 £0.52
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4.2. Toplam Flavonoid Bilesen Miktar Tayini

M. longifolia bitkisinin metanol ekstrakti ve ucgucu yagnin icerdigi toplam
flavonoid bilesen miktar1 quercetine esdeger olarak hesaplandi. Quercetin’in
Img/mL’lik stok ¢Ozeltisinden 1-25 pg/mL konsantrasyon araliginda seyreltik ¢ozeltiler
hazirlandi ve bu konsantrasyon araligma karsilik gelen absorbans degerleri 415 nm
dalga boyunda 6lgiildii. Olgiilen bu absorbans degerleri grafige gecirildi ve asagidaki
esitlik elde edild.i.

Absorbans (A) = 0.028 x quercetin (ug)

Bu esitlik kullanilarak bitki ekstraktinin ve ugucu yagmin 1 mg’larmin igerdigi

toplam flavonoid bilesen miktarlar1 quercetine esdeger olarak hesaplandi.

M. longifolia’nin metanol ekstraktimin 1 mg’nin igerdigi toplam flavonoid
bilesen miktar1 16.12 + 0.38 pg quercetine, ugucu yagmin 1 mg’mn igerdigi toplam
flavonoid bilesen miktari ise 1.84 + 0.032 pg quercetine esdeger oldugu bulundu (Tablo
4.2)).

Tablo 4.2. M. longifolia bitkisinin metanol ekstrakti ve ugucu yaginin quercetine esdeger
toplam flavonoid bilesen miktar1

Toplam Flavonoid Bilesen
Quercetin Esdegeri
Ekstrakt/Ugucu Yag
(1g QUE/mg ekstrakt)
M. longifolia - Metanol 16.12 +0.38
M. longifalia - Ugucu Yag 1.84 +0.032
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4.3. 4-Klor o-2-nitro Benzendiazonyum Tetrafloroborat Sentezi

4-kloro-2-nitro tetrafloroborat bilinen yontemlerle sentezlendi (Ceken ve Kizil
2007).

NH, N,"BF,
cl cl

Kullamlan kimyasallar ve kosullar

Isoamil nitrit, HBF4 (ag.), EtOH, 0 °C, 30 dakika

4.4. Prokainamid Tetrafloroborat Sentezi

Prokainamid tetrafloroborat bilinen yontemlerle sentezlendi (Ceken ve Kizil
2007).

HaC
M i b i
HC N . HE Ny
H H
-+ —
NH, N,BF,

Kullamlan kimyasallar ve kosullar

Isoamil nitrit, HBF4 (ag.), EtOH, 0 °C, 30 dakika
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Bu ¢aligmada aromatik amin bazli ilaglarin insanlarda myeloperoksidaz (MPO)
ve H;0; varhiginda biyoaktivasyonlar1 sonucu olusan reaktif metabolitlerinin (aril
radikali) basta proteinler olmak iizere, diger biyolojik makromolekiiller tizerinde hasar
olusturdugu rapor edilmistir. Yapilan model c¢alismada, 4-kloro-2-nitro anilinin
sentezlenen diazonyum tuzunun elektron don0r varliginda olusturdugu aril
radikallerinin, DNA ve protein {izerine olan hasar1 ve M. longifolia bitkisinin metanol

ekstrakti ve ugucu yaginin bu hasar1 6nleme etkisi calisild.

Asagidaki reaksiyonlar 0.5 mL Eppondorf tiip icerisinde karanlikta
gerceklestirildi. Tiim tiipler aliminyum folyo ile sarild1 ve reaksiyon oda sicakliginda
iki saatte gerceklestirildi. Biitiin tiiplere 200 ng pBluescript M13+ plazmid DNA (3.2
kb) konuldu. Bakir (I) kloriir 1 uL (1.03 mM), diazonyum tuzu 2 pL (3.1 mM), B-
merkapto etanol 1pL (10 mg/mL), etanol 1pL (10 mg/mL) kullanildi.
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Fotograf 4.1. M. longifolia bitkisinin metanol ekstraktimin, karbon merkezli aril
radikallerinin neden oldugu pBluescript M13+ plazmid DNA kesimine karsi koruyucu
etkisinin Agaroz Jel Elektroforezi ile incelenmesi. Reaksiyonlar bakir (I) Klorlr ile
diazonyum tuzu (1) varliginda, karanlkta ve oda sicakliginda iki saatte gergeklestirildi.
1. kuyucuk, DNA; 2. kuyucuk, DNA + bakir (I) kloriir; 3. kuyucuk, DNA + PhN,"
(1); 4. kuyucuk, DNA + bakir (I) kloriir + PhN," (1); 5. kuyucuk, DNA + M. longifolia
(1000 pg/mL); 6. kuyucuk, DNA + M. longifolia (1000 pg/mL) + bakir (I) klortir; 7.
kuyucuk, DNA + M. longifolia (50 pg/mL) + bakir (I) kloriir + PhN," (1); 8. kuyucuk,
DNA + M. longifolia (100 pg/mL) + bakir (I) kloriir + PhN," (1); 9. kuyucuk, DNA +
M. longifolia (250 pg/mL) + bakir (I) kloriir + PhN," (1); 10. kuyucuk, DNA + M.
longifolia (500 pg/mL) + bakir (I) kloriir + PhN," (1); 11. kuyucuk, DNA + M.
longifolia (750 pg/mL) + bakir (I) kloriir + PhN," (1); 12. kuyucuk, DNA + M.
longifolia (1000 pg/mL) + bakir (I) kloriir + PhN," (1); 13. kuyucuk, DNA + M.
longifolia (1500 pg/mL) + bakir (I) kloriir + PhN," (1); 14. kuyucuk, DNA + M.
longifolia (2000 pg/mL) + bakir (I) kloriir + PhN," (1); 15. kuyucuk, DNA + M.
longifolia (2500 pg/mL) + bakir (I) kloriir + PhN, ™ (2).
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N, 'BFy
NO,
cl
1)
Form (%)
Kuyucuk Reaksiyon Kosullari SC OoC LC

1 DNA 92,39 7,61
2 DNA+CuCl 75,41 27,59
3 DNA+PhN," 26,00 73,55 0,46
4 DNA+CuCI+PhN," 51,25 48,75
5 DNA+M. longifolia (1000 pg/mL) 91,05 8,95
6 DNA+M. longifolia (1000 pg/mL)+CuCl 5,59 91,98 2,44
7 DNA+M. longifolia (50 pg/mL)+CuCl+PhN," 99,58 0,42
8 DNA+M. longifolia (100 pug/mL)+CuCl+PhN," 92,66 7,34
9 DNA+M. longifolia (250 pug/mL)+CuCl+PhN," 76,13 23,87
10 DNA+M. longifolia (500 pug/mL)+CuCIl+PhN," 59,13 40,87
11 DNA+M. longifolia (750 pug/mL)+CuCl+PhN," 75,60 24,40
12 DNA+M. longifolia (1000 pg/mL)+CuCl+PhN," 79,56 20,44
13 DNA+M. longifolia (1500 pg/mL)+CuCl+PhN," 80,53 19,47
14 DNA+M. longifolia (2000 pg/mL)+CuCl+PhN," 9,99 84,67 5,34
15 DNA+M. longifolia (2500 pg/mL)+CuCl+PhN," 0,19 99,81

Tablo 4.3. M. longifolia bitkisinin metanol ekstraktinin, karbon merkezli aril
radikallerinin neden oldugu pBluescript M13+ plazmid DNA kesimine karsi koruyucu

etkisinin incelenmesi.
*SC: Supercoiled, OC: Open circular, LC: Linear
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Fotograf 4.2. M. longifolia bitkisinin metanol ekstraktinin bakir (I) kloriir varliginda
pBluescript M13+ plazmid DNA (zerine olan etkisinin Agaroz Jel Elektroforezi ile
incelenmesi. Reaksiyonlar karanlikta ve oda sicakliginda iki saatte gergeklestirildi. 1.
kuyucuk, DNA; 2. kuyucuk, DNA + bakir (I) kloriir; 3. kuyucuk, DNA + M.
longifolia (1000 pg/mL); 4. kuyucuk, DNA + M. longifolia (50 pg/mL) + bakir (I)
kloriir; 5. kuyucuk, DNA + M. longifolia (100 pg/mL) + bakir (I) kloriir; 6. kuyucuk,
DNA + M. longifolia (250 pg/mL) + bakir (I) kloriir; 7. kuyucuk, DNA + M. longifolia
(500 pg/mL) + bakir (I) kloriir; 8. kuyucuk, DNA + M. longifolia (750 pg/mL) + bakir
() Klordr; 9. kuyucuk, DNA + M. longifolia (1000 pg/mL) + bakir (I) kloriir; 10.
kuyucuk, DNA + M. longifolia (1500 pg/mL) + bakir (I) kloriir 11. kuyucuk, DNA +
M. longifolia (2000 pg/mL) + bakir (I) kloriir; 12. kuyucuk, DNA + M. longifolia
(2500 pg/mL) + bakir (I) klordr.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Form (%)
Kuyucuk Reaksiyon Kosullar SC OoC LC
1 DNA 100
2 DNA+CuCl 100
3 DNA+M. longifolia (1000 pg/mL) 100
4 DNA+M. longifolia (50 pg/mL)+CuCl 64,45 35,55
5 DNA+M. longifolia (100 pg/mL)+CuCl 100
6 DNA+M. longifolia (250 pg/mL)+CuCl 84,73 15,27
7 DNA+M. longifolia (500 pg/mL)+CucCl 85,14 14,44
8 DNA+M. longifolia (750 pg/mL)+CuCl 90,82 9,18
9 DNA+M. longifolia (1000 pg/mL)+CuCl 4,31 95,69
10 DNA+M. longifolia (1500 pg/mL)+CuCl 100
11 DNA+M. longifolia (2000 pg/mL)+CuCl 68,05 31,95
12 DNA+M. longifolia (2500 pg/mL)+CuCl 65,77 34,23

Tablo 4.4. M. longifolia bitkisinin metanol ekstraktinin, bakir (I) kloriir varliginda

pBluescript M13+ plazmid DNA (izerine olan etkisinin incelenmesi.
*SC: Supercoiled, OC: Open circular, LC: Linear
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Fotograf 4.3. M. longifolia bitkisinin metanol ekstraktinin, diazonyum tuzu (1)
varliginda pBluescript M13+ plazmid DNA (zerine olan etkisinin Agaroz Jel
Elektroforezi ile incelenmesi. Reaksiyonlar karanlikta ve oda sicakliginda iki saatte
gerceklestirildi. 1. kuyucuk, DNA; 2. kuyucuk, DNA + PhN," (1); 3. kuyucuk, DNA
+ M. longifolia (1000 pg/mL); 4. kuyucuk, DNA + M. longifolia (50 pg/mL) + PhN,*
(1); 5. kuyucuk, DNA + M. longifolia (100 pg/mL) + PhN," (1); 6. kuyucuk, DNA +
M. longifolia (250 pg/mL) + PhN," (1); 7. kuyucuk, DNA + M. longifolia (500 pg/mL)
+ PhN," (1); 8. kuyucuk, DNA + M. longifolia (750 pug/mL) + PhN," (1); 9. kuyucuk,
DNA + M. longifolia (1000 pg/mL) + PhN," (1); 10. kuyucuk, DNA + M. longifolia
(1500 pg/mL) + PhN," (1); 11. kuyucuk, DNA + M. longifolia (2000 pg/mL) + PhN,"
(1); 12. kuyucuk, DNA + M. longifolia (2500 pg/mL) + PhN," (1); 13. kuyucuk, DNA
+ metanol + PhN," (1).
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Form (%)
Kuyucuk Reaksiyon Kosullar SC OoC LC
1 DNA 100
2 DNA+PhN,* 43,99 56,01
3 DNA+M. longifolia (1000 pg/mL) 100
4 DNA+M. longifolia (50 pg/mL)+PhN," 100
5 DNA+M. longifolia (100 ug/mL)+PhN," 100
6 DNA+M. longifolia (250 pg/mL)+PhN," 100
7 DNA+M. longifolia (500 pug/mL)+PhN," 100
8 DNA+M. longifolia (750 pg/mL)+PhN," 100
9 DNA+M. longifolia (1000 pg/mL)+PhN,* 100
10 DNA+M. longifolia (1500 pg/mL)+PhN,* 100
11 DNA+M. longifolia (2000 pg/mL)+PhN,* 100
12 DNA+M. longifolia (2500 pg/mL)+PhN,* 100
13 DNA+Metanol+ PhN,* 100

Tablo 4.5. M. longifolia bitkisinin metanol ekstraktinin diazonyum tuzu (1) varliginda

pBluescript M13+ plazmid DNA (izerine olan etkisinin incelenmesi.
*SC: Supercoiled, OC: Open circular, LC: Linear
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Fotograf 4.4. M. longifolia bitkisinin Ugucu Yagmin (UY), karbon merkezli aril
radikallerinin neden oldugu pBluescript M13+ plazmid DNA kesimine kars1 koruyucu
etkisinin incelenmesi. Reaksiyonlar bakir (I) kloriir ile diazonyum tuzu (1) varliginda
karanlikta ve oda sicakliginda iki saatte gergeklestirildi. 1. kuyucuk, DNA; 2.
kuyucuk, DNA + bakir (I) kloriir; 3. kuyucuk, DNA + PhN," (1); 4. kuyucuk, DNA +
bakir (I) kloriir + PhN," (1); 5. kuyucuk, DNA + UY (3000 pg/mL); 6. kuyucuk, DNA
+ UY (3000 pg/mL) + bakir (I) kloriir; 7. kuyucuk, DNA + UY (1000 pg/mL) + bakir
() kloriir + PhN," (1); 8. kuyucuk, DNA + UY (1500 pg/mL) + bakir (I) kloriir +
PhN," (2); 9. kuyucuk, DNA + UY (2000 pg/mL) + bakir (I) kloriir + PhN," (1); 10.
kuyucuk, DNA + UY (2500 pg/mL) + bakir (I) kloriir + PhN," (1); 11. kuyucuk, DNA
+ UY (3000 pg/mL) + bakir (I) kloriir + PhN," (1); 12. kuyucuk, DNA + UY (3500
pg/mL) + bakir (1) kloriir + PhN," (1); 13. kuyucuk, DNA + UY (4000 pg/mL) + bakir
(1) klortr + PhN," (1); 14. kuyucuk, DNA + UY (4500 ug/mL) + bakir (I) kloriir +
PhN," (1); 15. kuyucuk, DNA + UY (5000 pg/mL) + bakir (I) kloriir + PhN,* (1); 16.
kuyucuk, DNA + petrol eteri + bakir (I) kloriir + PhN," (1).
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Form (%)

Kuyucuk Reaksiyon Kosullar SC OoC LC
1 DNA 54,31 45,20 0,50
2 DNA+CuCl 53,90 46,01
3 DNA+PhN,* 26,11 73,89
4 DNA+CUCI+PhN," 5,85 94,15
5 DNA+UY (3000 pg/mL) 61,86 37,65 0,49
6 DNA+UY (3000 pg/mL)+Cucl 76,35 21,98 1,67
7 DNA+UY (1000 pg/mL)+CuCl+PhN,* 59,88 40,12
8 DNA+UY (1500 pg/mL)+CuCl+PhN,* 53,92 46,08
9 DNA+UY (2000 pg/mL)+CuCl+PhN,* 75,00 25,00
10 DNA+UY (2500 pg/mL)+CuCl+PhN,* 90,20 9,80
11 DNA+UY (3000 pg/mL)+CuCl+PhN,* 82,13 17,87
12 DNA+UY (3500 pg/mL)+CuCl+PhN,* 81,63 18,37
13 DNA+UY (4000 pg/mL)+CuCl+PhN,* 89,48 10,52
14 DNA+UY (4500 pg/mL)+CuCl+PhN,* 97,23 0,27
15 DNA+UY (5000 pg/mL)+CuCl+PhN,* 96,55 3,45
16 DNA+Petrol eteri+CuCl+PhN,* 100

Tablo 4.6. M. longifolia bitkisinin Ugucu Yagmm (UY), karbon merkezli aril

radikallerinin neden oldugu pBluescript M13+ plazmid DNA kesimine kars1 koruyucu

etkisinin incelenmesi.

*SC: Supercoiled, OC: Open circular, LC: Linear
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Fotograf 4.5. M. longifolia bitkisinin Ugucu yagmin (UY), bakir (I) kloriir varliginda
pBluescript M13+ plazmid DNA (zerine olan etkisinin Agaroz Jel Elektroforezi ile
incelenmesi. Reaksiyonlar karanlikta ve oda sicakliginda iki saatte gergeklestirildi. 1.
kuyucuk, DNA; 2. kuyucuk, DNA + bakir (I) kloriir; 3. kuyucuk, DNA + UY (1000
pg/mL); 4. kuyucuk, DNA + UY (50 pg/mL) + bakir (I) kloriir; 5. kuyucuk, DNA +
UY (100 pg/mL) + bakir (I) kloriir; 6. kuyucuk, DNA + UY (250 pg/mL) + bakir (I)
klortr; 7. kuyucuk, DNA + UY (500 pg/mL) + bakir (I) kloriir; 8. kuyucuk, DNA +
UY (750 pg/mL) + bakir (1) kloriir; 9. kuyucuk, DNA + UY (1000 pg/mL) + bakir (I)
klorir; 10. kuyucuk, DNA + UY (1500 pg/mL) + bakir (I) kloriir; 11. kuyucuk, DNA
+ UY (2000 pg/mL) + bakir (I) kloriir; 12. kuyucuk, DNA + UY (2500 pg/mL) + bakir
() Klordr.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Form (%)

Kuyucuk Reaksiyon Kosullari SC OoC LC

1 DNA 96,96 3,04

2 DNA+CuCl 98,95 1,05

3 DNA+UY (1000 pg/mL) 90,86 9,14

4 DNA+UY (50 pg/mL)+CuCl 94,99 5,01

5 DNA+UY (100 pg/mL)+CuCl 96,01 3,99

6 DNA+UY (250 pg/mL)+CuCl 91,31 7,46 1,23

7 DNA+UY (500 pg/mL)+CuCl 96,00 4,00

8 DNA+UY (750 pg/mL)+CuCl 95,00 5,00

9 DNA+UY (1000 pg/mL)+CuCl 95,43 4,57

10 DNA+UY (1500 pg/mL)+CuCl 95,91 4,09

11 DNA+UY (2000 pg/mL)+CuCl 96,81 3,19

12 DNA+UY (2500 pg/mL)+CuCl 94,05 4,95

Tablo 4.7. M. longifolia bitkisinin Ugucu Yaginin (UY), bakir (I) kloriir varliginda

pBluescript M13+ plazmid DNA (izerine olan etkisinin incelenmesi.
*SC: Supercoiled, OC: Open circular, LC: Linear
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Fotograf 4.6. M. longifolia bitkisinin Ugucu Yagmm (UY), diazonyum tuzu (1)
varliginda pBluescript M13+ plazmid DNA (zerine olan etkisinin Agaroz Jel
Elektroforezi ile incelenmesi. Reaksiyonlar karanlikta ve oda sicakliginda iki saatte
gerceklestirildi. 1. kuyucuk, DNA; 2. kuyucuk, DNA + PhN," (1); 3. kuyucuk, DNA
+ UY (1000 pg/mL); 4. kuyucuk, DNA + UY (50 pg/mL) + PhN," (1); 5. kuyucuk,
DNA + UY (100 pg/mL) + PhN;" (1); 6. kuyucuk, DNA + UY (250 pg/mL) + PhN,"
(1); 7. kuyucuk, DNA + UY (500 pg/mL) + PhN," (1); 8. kuyucuk, DNA + UY (750
pg/mL) + PhN,™ (1); 9. kuyucuk, DNA + UY (1000 pg/mL) + PhN," (1); 10. kuyucuk,
DNA + UY (1500 pg/mL) + PhN," (1); 11. kuyucuk, DNA + UY (2000 pg/mL) +
PhN;" (1); 12. kuyucuk, DNA + UY (2500 pg/mL) + PhN," (1); 13. kuyucuk, DNA +
petrol eteri + PhN," (1).
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Form (%)
Kuyucuk Reaksiyon Kosullari SC OoC LC

1 DNA 100

2 DNA+PhN,* 84,67 15,33
3 DNA+UY (1000 pg/mL) 100

4 DNA+UY (50 pg/mL)+PhN," 85,60 14,04
5 DNA+UY (100 pg/mL)+PhN," 54,61 45,39
6 DNA+UY (250 pg/mL)+PhN," 76,38 23,62
7 DNA+UY (500 pg/mL)+PhN," 66,16 33,84
8 DNA+UY (750 pg/mL)+PhN," 80,37 19,63
9 DNA+UY (1000 ug/mL)+PhN," 79,12 20,88
10 DNA+UY (1500 pg/mL)+PhN," 87,92 12,08
11 DNA+UY (2000 ug/mL)+PhN," 95,50 4,50
12 DNA+UY (2500 ug/mL)+PhN," 91,85 8,15
13 DNA+Petrol eteri+PhN," 62,90 62,90

Tablo 4.8. M. longifolia bitkisinin Ugucu Yagmin (UY), diazonyum tuzu (1) varliginda

pBluescript M13+ plazmid DNA (izerine olan etkisinin incelenmesi.
*SC: Supercoiled, OC: Open circular, LC: Linear
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Fotograf 4.7. M.

radikallerinin neden oldugu oksidatif Bovine serum albumin (BSA) hasarma karsi

koruyucu etkisinin SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi ile incelenmesi. Reaksiyonlar

bakir (I) Klorir ile diazonyum tuzu (1) varhginda karanlikta ve oda sicakliginda iki

BSA + bakir (I) kloriir; 3.
BSA + bakir (I) kloriir + PhN," (1); 5.

kuyucuk, BSA + M. longifolia (100 pg/mL) + bakir (I) kloriir + PhN;" (1); 6. kuyucuk,

2. kuyucuk,

BSA;

1. kuyucuk

kuyucuk, BSA + PhN," (1)

saatte gerceklestirildi.

; 4. kuyucuk,

BSA + M. longifolia (500 pg/mL) + bakir (I) kloriir + PhN," (1); 7. kuyucuk, BSA +

M. longifolia (1000 pg/mL) + bakir (I) kloriir + PhN," (1); 8. kuyucuk, BSA + M.

longifolia (1500 pg/mL) + bakir (I) kloriir + PhN,"

bakir (I) kloriir + PhN," (1).

(1); 9. kuyucuk, BSA + metanol +
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Fotograf 4.8. M. longifolia bitkisinin metanol ekstraktinin, bakir (1) kloriir varliginda

BSA izerine olan etkisinin SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi ile incelenmesi.

Reaksiyonlar karanlikta ve oda sicakliginda iki saatte gergeklestirildi. 1. kuyucuk,

BSA; 2. kuyucuk, BSA + bakir (I) kloriir; 3. kuyucuk, BSA + M. longifolia (250

pg/mL); 4. kuyucuk, BSA + M. longifolia (100 pg/mL) + bakir (I) kloriir;

, BSA + M. longifolia

7. kuyucuk, BSA + M. longifolia (1000 pg/mL) + bakir

5. kuyucuk
(1) Klortir; 8. kuyucuk, BSA + M. longifolia (1500 pg/mL) + bakir (1) kloriir.

BSA + M. longifolia (250 pg/mL) + bakir (I) kloriir; 6. kuyucuk

(500 pg/mL) + bakir (I) kloriir;
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Fotograf 4.9. M.

varliginda BSA (zerine olan etkisinin SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi ile

incelenmesi. Reaksiyonlar karanlikta ve oda sicakliginda iki saatte gergeklestirildi. 1.

BSA + M. longifolia (500

(1); 3. kuyucuk

, BSA + PhN,"
; 4. kuyucuk, BSA + M. longifolia (100 pg/mL) + PhN," (1) ; 5. kuyucuk, BSA

, BSA; 2. kuyucuk

kuyucuk

Hg/mL)

, BSA + M. longifolia (1000

+ M. longifolia (500 pg/mL) + PhN," (1); 6. kuyucuk

pg/mL) + PhN2" (1); 7. kuyucuk, BSA + M. longifolia (1500 pg/mL) + PhN," (1); 8.

BSA + metanol + PhN," (2).

kuyucuk,

75



=R M. longifolia-U.Y

4. ARASTIRMA BULGULARI

] | ] ] ]
@) o @) o o
m_ oo 6 4 2

(joxyuoyj /) ngnungoA jueg

o

P.E

BSA 100 500 1000 1500

BSA

Kontrol BsA

PhN,"

CucCl
Konsantr asyon (png/mL)

PhN,"

CucCl

Fotograf 4.10. M. longifolia bitkisinin Ugucu Yagmnin (UY), karbon merkezli aril

radikallerinin neden oldugu BSA hasarina kars1 koruyucu etkisinin SDS-Poliakrilamid

Jel Elektroforezi ile incelenmesi. Reaksiyonlar bakir (I) Klorlr ile diazonyum tuzu (1)

varliginda karanlikta ve oda sicakliginda iki saatte gerceklestirildi. 1. kuyucuk, BSA; 2.

kuyucuk, BSA + bakir (I) kloriir; 3. kuyucuk, BSA + PhN," (1);

BSA +

(1); 5. kuyucuk, BSA + UY (100 pg/mL) + bakir (1) klorur +

4. kuyucuk,

bakir (I) kloriir + PhN,*

D; 7.

BSA + UY (500 pg/mL) + bakir (I) kloriir + PhN,*

PhN," (1); 6. kuyucuk,

8. kuyucuk, BSA +
BSA + petrol eteri +

kuyucuk, BSA + UY (1000 pg/mL) + bakir (I) kloriir + PhN," (1);

UY (1500 pg/mL) + bakir (I) kloriir + PhN," (1)

bakir (I) kloriir + PhN," (1).

; 9. kuyucuk,

76



Veysel GUZEL

E=N M. longifolia-U.Y

500

100

Konsantr asyon (ng/mL)

BSA
CuCl

Kontrol

] ] ]
O
O 8 6
1_

(joxyuoyf ¢,) ngnungoA jueg

1 1 1
Q o} o o o
< N

Fotograf 4.11. M. longifolia bitkisinin Ugucu Yagmin (UY), bakir (I) kloriir varliginda

incelenmesi.

BSA izerine olan etkisinin SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi ile

Reaksiyonlar karanlikta ve oda sicakliginda iki saatte gergeklestirildi. 1. kuyucuk,

BSA; 2. kuyucuk, BSA + bakir (I) kloriir; 3. kuyucuk, BSA + UY (100 pg/mL) +

BSA + UY (500 pg/mL) + bakir (1) klorir; 5. kuyucuk,

BSA + UY (1000 pg/mL) + bakir (I) klorur; 6. kuyucuk, BSA + UY (1500 pg/mL) +

; 4. kuyucuk,

bakir (I) kloriir

BSA + petrol eteri + bakir (I) klortir.

bakir (I) kloriir; 7. kuyucuk,
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Fotograf 4.12. M. longifolia bitkisinin Ugucu Yagmin (UY), diazonyum tuzu (1)

varliginda BSA Uzerine olan etkisinin SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi ile

incelenmesi. Reaksiyonlar karanlikta ve oda sicakliginda iki saatte gergeklestirildi. 1.

" (1); 3. kuyucuk, BSA + UY (500 pg/mL);

kuyucuk, BSA; 2. kuyucuk, BSA + PhN;

BSA + UY (500

5. kuyucuk,
pg/mL) + PhN,™ (1); 6. kuyucuk, BSA + UY (1000 pg/mL) + PhN," (1); 7. kuyucuk,

(1);

+

4. kuyucuk, BSA + UY (100 pg/mL) + PhN;

BSA + petrol eteri + PhN," (2).

BSA + UY (1500 pg/mL) + PhN," (1); 8. kuyucuk
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4-kloro-2-nitro tetrafloroborat molekiiliiniin bakir (I) kloriir varliginda, aril
radikali olusturdugu, bu radikallerin DNA ve protein iizerinde hasara neden oldugu
goriildii. Bu hasarin aril radikali tarafindan olup olmadiginin anlasilabilmesi igin
mekanistik agidan aril radikali sondiirticii etkisi oldugu bilinen etanol ve B-merkapto
etanol varliginda DNA ve protein {lizerine olan etkisi incelendi.
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Fotograf 4.13. pBluescript M13+ plazmid DNA’nin, bakir (I) kloriir ve diazonyum tuzu
(2) ile kesim reaksiyonunun etanol ve B-merkapto etanol varliginda koruyucu etkisinin
Agaroz Jel Elektroforezi ile incelenmesi. Reaksiyonlar karanlikta, oda sicakliginda iki
saatte gergeklestirildi. 1. kuyucuk, DNA,; 2. kuyucuk, DNA + bakir (I) kloriir; 3.
kuyucuk, DNA + PhN;" (1); 4. kuyucuk, DNA + bakir (I) kloriir + PhN," (1); 5.
kuyucuk, DNA + B-merkapto etanol; 6. kuyucuk, DNA + B-merkapto etanol + PhN,"
(1); 7. kuyucuk, DNA + B-merkapto etanol + bakir (I) kloriir + PhN," (1); 8. kuyucuk,
DNA + etanol; 9. kuyucuk, DNA + etanol + PhN," (1); 10. kuyucuk, DNA + etanol +
bakir (I) kloriir + PhN," (1).
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Form (%)
Kuyucuk Reaksiyon Kosullar SC OoC LC
1 DNA 98,45 1,55
2 DNA+CuCl 94,43 5,57
3 DNA+PhN,* 69,35 30,65
4 DNA+CuCI+PhN," 29,73 70,27
5 DNA+B-merkapto etanol 88,35 11,65
6 DNA+B-merkapto etanol+PhN," 83,22 16,78
7 DNA+B-merkapto etanol+PhN,*+CuCl 87,30 12,70
8 DNA-+Etanol 94,98 5,02
9 DNA+Etanol+PhN," 60,79 39,21
10 DNA+Etanol+PhN,"+CuCl 96,87 3,13

Tablo 4.9. pBluescript M13+ plazmid DNA’nin, bakir (I) kloriir ve diazonyum tuzu (1)

ile etanol ve 3-merkapto etanoliin etkisinin incelenmesi

*SC: Supercoiled, OC: Open circular, LC: Linear

Fotograf 4.13 ve tablo 4.9’dan da anlasildig1 gibi karbon merkezli radikalleri

sondiirme kapasitesi oldugu bilinen etanol ve B-merkapto etanol varliginda 4-kloro-2-

nitro tetrafloroborat’m DNA kesimi B-merkapto etanol varliginda ~%48 ve bunlara ek

olarak bakir (I) kloriiriin varliginda DNA kesimi ~%73 oraninda azalmistir. Etanol’de

ise bir Onlemenin olmadig1 gdézlemlendi. Bu sonugtan dolayr daha sonra yapilacak

deneylerde karbon merkezli radikalleri sondiirmek amag: ile

kullanilmasina karar verildi.
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Fotograf 4.14. Bovine serum albumin (BSA)’ nin, bakir (I) kloriir ve diazonyum tuzu

(1) kaynakli BSA oksidasyonunun, etanol ve R-merkapto etanol varliginda SDS-

Reaksiyonlar karanlikta, oda

incelenmesi.
sicakliginda iki saatte gergeklestirildi. 1. kuyucuk, BSA; 2. kuyucuk, BSA + bakir (I)

ile

Elektroforezi

Poliakrilamid Jel

BSA + bakir (I) kloriir + PhN," (1);

5. kuyucuk, BSA + B-merkapto etanol + bakir (I) kloriir + PhN,* (1); 6. kuyucuk, BSA

+ etanol + bakir (I) kloriir + PhN,"

4. kuyucuk,

BSA + PhN," (L);

3. kuyucuk,

klorir;

(1).
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Fotograf 4.15. Bovine serum albumin (BSA)’nin, diazonyum tuzu (1) kaynakli BSA

oksidasyonunun, etanol ve [-merkapto etanol varliginda SDS-Poliakrilamid Jel

Reaksiyonlar karanlikta, oda sicakliginda iki saatte

incelenmesi.

Elektroforezi ile

BSA + PhN," (1); 3. kuyucuk, BSA +

4. kuyucuk, BSA + etanol + PhN," (1).

gerceklestirildi. 1. kuyucuk, BSA; 2. kuyucuk,

D;

B-merkapto etanol + PhN,"
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Antiaritmik  hastaliklarin  tedavisinde kullanilan  prokainamid ilacindan
sentezlenen prokainamid tetrafloroborat tuzunun (2) bakir (I) kloriir varliginda olusan
aril radikallerinin, protein ve DNA’da meydana getirdigi hasar1 onlemeye karst M.

longifolia bitkisinin metanol ekstrakti ve ugucu yaginm koruyucu etkisi ¢alisildi.
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Fotograf 4.16. M. longifolia bitkisinin metanol ekstraktinin, karbon merkezli aril
radikallerinin neden oldugu pBluescript M13+ plazmid DNA kesimine kars1 koruyucu
etkisinin Agaroz Jel Elektroforezi ile incelenmesi. Reaksiyonlar bakir (I) klordr ile
diazonyum tuzu (2) varliginda karanlikta ve oda sicakliginda iki saatte gergeklestirildi.
1. kuyucuk, DNA; 2. kuyucuk, DNA + bakir (I) kloriir; 3. kuyucuk, DNA + PhN,"
(2); 4. kuyucuk, DNA + bakir (I) kloriir + PhN," (2); 5. kuyucuk, DNA + M. longifolia
(1000 pg/mL); 6. kuyucuk, DNA + M. longifolia (50 pg/mL) + bakir (I) klorlr +
PhN;" (2); 7. kuyucuk, DNA + M. longifolia (100 pg/mL) + bakir (I) kloriir + PhN,*
(2); 8. kuyucuk, DNA + M. longifolia (250 pg/mL) + bakir (I) kloriir + PhN," (2); 9.
kuyucuk, DNA + M. longifolia (500 pg/mL) + bakir (I) kloriir + PhN," (2); 10.
kuyucuk, DNA + M. longifolia (750 pg/mL) + bakir (I) kloriir + PhN," (2); 11.
kuyucuk, DNA + M. longifolia (1000 pg/mL) + bakir (I) kloriir + PhN," (2); 12.
kuyucuk, DNA + M. longifolia (1500 pg/mL) + bakir (I) kloriir + PhN," (2); 13.
kuyucuk, DNA + M. longifolia (2000 pg/mL) + bakir (I) kloriir + PhN," (2); 14.
kuyucuk, DNA + M. longifolia (2500 pg/mL) + bakir (I) kloriir + PhN," (2); 15.
kuyucuk, DNA + metanol + bakir (I) kloriir + PhN," (1).
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Form (%)
Kuyucuk Reaksiyon Kosullari SC OoC LC
1 DNA 100
2 DNA+CuCl 94,43 2,29 3,27
3 DNA+PhN,* 39,22 60,78
4 DNA+CUCI+PhN," 25,97 74,03
5 DNA+M. longifolia (1000 pg/mL) 100
6 DNA+M. longifolia (50 pg/mL)+CuCl+PhN," 44,87 55,13
7 DNA+M. longifolia (100 pg/mL)+CuCl+PhN,* 15,17 84,83
8 DNA+M. longifolia (250 pg/mL)+CuCl+PhN," 100
9 DNA+M. longifolia (500 pg/mL)+CuCl+PhN," 100
10 DNA+M. longifolia (750 pg/mL)+CuCl+PhN," 100
11 DNA+M. longifolia (1000 pg/mL)+CuCl+PhN," 100
12 DNA+M. longifolia (1500 pg/mL)+CuCl+PhN,* 61,70 38,30
13 DNA+M. longifolia (2000 pg/mL)+CuCl+PhN,* 35,64 64,36
14 DNA+M. longifolia (2500 pg/mL)+CuCl+PhN,* 23,01 76,99
15 DNA+Metanol+CuCl+PhN," 24,78 75,22

Tablo 4.10. M. longifolia bitkisinin metanol ekstraktinin, karbon merkezli aril
radikallerinin neden oldugu pBluescript M13+ plazmid DNA kesimine kars1 koruyucu

etkisinin incelenmesi.
*SC: Supercoiled, OC: Open circular, LC: Linear
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Fotograf 4.17. M. longifolia bitkisinin metanol ekstraktinin, diazonyum tuzu (2)
varliginda pBluescript M13+ plazmid DNA (zerine olan etkisinin Agaroz Jel
Elektroforezi ile incelenmesi. Reaksiyonlar karanlikta ve oda sicakliginda iki saatte
gerceklestirildi. 1. kuyucuk, DNA; 2. kuyucuk, DNA + PhN," (2); 3. kuyucuk, DNA
+ M. longifolia (1000 pg/mL); 4. kuyucuk, DNA + M. longifolia (50 pg/mL) + PhN,"
(2); 5. kuyucuk, DNA + M. longifolia (100 pg/mL) + PhN," (2); 6. kuyucuk, DNA +
M. longifolia (250 pg/mL) + PhN," (2); 7. kuyucuk, DNA + M. longifolia (500 pg/mL)
+ PhN>" (2); 8. kuyucuk, DNA + M. longifolia (750 pug/mL) + PhN," (2); 9. kuyucuk,
DNA + M. longifolia (1000 pg/mL) + PhN," (2); 10. kuyucuk, DNA + M. longifolia
(1500 pg/mL) + PhN," (2); 11. kuyucuk, DNA + M. longifolia (2000 pg/mL) + PhN,"
(2); 12. kuyucuk, DNA + M. longifolia (2500 pg/mL) + PhN," (2); 13. kuyucuk, DNA
+ metanol + PhN," (2).
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Form (%)
Kuyucuk Reaksiyon Kosullari SC OoC LC
1 DNA 100
2 DNA+ PhN,* 38,40 61,60
3 DNA+ M. longifalia (1000 pg/mL) 100
4 DNA+ M. longifolia (50 pg/mL)+ PhN," 76,40 23,60
5 DNA+ M. longifolia (100 pg/mL)+ PhN,* 77,07 22,93
6 DNA+ M. longifolia (250 pg/mL)+ PhN,* 84,24 15,76
7 DNA+ M. longifolia (500 pg/mL)+ PhN,* 100
8 DNA+ M. longifolia (750 pg/mL)+ PhN," 100
9 DNA+ M. longifolia (1000 pg/mL)+ PhN," 100
10 DNA+ M. longifolia (1500 pug/mL)+ PhN," 100
11 DNA+M. longifolia (2000 pg/mL)+ PhN," 100
12 DNA+M. longifolia (2500 pg/mL)+ PhN," 100
13 DNA+Metanol+ PhN," 64,49 35,51

Tablo 4.11. M. longifolia bitkisinin metanol ekstraktinin, diazonyum tuzu (2) varliginda

pBluescript M13+ plazmid DNA (izerine olan etkisinin incelenmesi.
*SC: Supercoiled, OC: Open circular, LC: Linear
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Fotograf 4.18. M. longifolia bitkisinin Ugucu Yagmnin (UY), karbon merkezli aril
radikallerinin neden oldugu pBluescript M13+ plazmid DNA kesimine kars1 koruyucu
etkisinin Agaroz Jel Elektroforezi ile incelenmesi. Reaksiyonlar bakir (I) kloriir ile
diazonyum tuzu (2) varliginda karanlikta ve oda sicakliginda iki saatte gergeklestirildi.
1. kuyucuk, DNA; 2. kuyucuk, DNA + bakir (I) kloriir; 3. kuyucuk, DNA + PhN,"
(2); 4. kuyucuk, DNA + bakir (I) kloriir + PhN," (2); 5. kuyucuk, DNA + UY (1000
ug/mL); 6. kuyucuk, DNA + UY (50 pgmL) + bakir (I) klorir + PhN," (2); 7.
kuyucuk, DNA + UY (100 pg/mL) + bakir (I) kloriir + PhN," (2); 8. kuyucuk, DNA +
UY (250 pg/mL) + bakir (I) kloriir + PhN," (2); 9. kuyucuk, DNA + UY (500 pg/mL)
+ bakir (I) kloriir + PhN," (2); 10. kuyucuk, DNA + UY (750 pg/mL) + bakir (1) kloriir
+ PhN2" (2); 11. kuyucuk, DNA + UY (1000 pg/mL) + bakir (I) kloriir + PhN," (2); 12.
kuyucuk, DNA + UY (1500 pg/mL) + bakir (I) kloriir + PhN," (2); 13. kuyucuk, DNA
+ UY (2000 pg/mL) + bakir (I) kloriir + PhN," (2); 14. kuyucuk, DNA + UY (2500
pg/mL) + bakir (I) kloriir + PhN,™ (2); 15. kuyucuk, DNA + petrol eteri + bakir (I)
kloriir + PhN,™ (2).
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Form (%)
Kuyucuk Reaksiyon Kosullari SC OoC LC

1 DNA 100

2 DNA+CuCl 100

3 DNA+PhN,* 20,57 79,43

4 DNA+CuCI+PhN," 100

5 DNA+UY (1000 pg/mL) 100

6 DNA+UY (50 pg/mL)+CuCl 25,54 74,46

7 DNA+UY (100 pg/mL)+CuCI+PhN," 35,54 64,46

8 DNA+UY (250 pg/mL)+CuCI+PhN," 37,42 62,58

9 DNA+UY (500 pg/mL)+CuCI+PhN," 47,61 52,39
10 DNA+UY (750 pg/mL)+CuCI+PhN," 57,91 42,09
11 DNA+UY (1000 pg/mL)+CuCI+PhN," 100

12 DNA+UY (1500 pg/mL)+CuCI+PhN," 100

13 DNA+UY (2000 pg/mL)+CuCI+PhN," 100
14 DNA+UY (2500 pg/mL)+CuCI+PhN," 100
15 DNA+Petrol eteri+CuCl+PhN," 76,90 23,10

Tablo 4.12. M. longifolia bitkisinin Ugucu Yagmm (UY), karbon merkezli aril
radikallerinin pBluescript M13+ plazmid DNA kesimine karsi koruyucu etkisinin

incelenmesi.
*SC: Supercoiled, OC: Open circular, LC: Linear

88



Veysel GUZEL

100 \
P : E=3Form |
[y
—_ v :: - Ed Form 11
S ™0 \ i il I i
z \ \ i i i i Form Il
2 N ‘I B ;
,tc?o 501 [ :: |E ii |E ]
o [ ) i i i ]
:‘ : \ IE Ei IE n
= ) I n u
£ 25_ a b IE ii IE n
:: ') |= :: |= n
\ N N H H A ﬁ i
0 [ ) n n n
I I T T T
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 13
Form Il
From Ill
From |

Fotograf 4.19. M. longifolia bitkisinin Ugucu Yagmin (UY), diazonyum tuzu (2)
varliginda pBluescript M13+ plazmid DNA (zerine olan etkisinin Agaroz Jel
Elektroforezi ile incelenmesi. Reaksiyonlar karanlikta ve oda sicakliginda iki saatte
gerceklestirildi. 1. kuyucuk, DNA; 2. kuyucuk, DNA + PhN," (2); 3. kuyucuk, DNA
+ UY (1000 pg/mL); 4. kuyucuk, DNA + UY (50 pg/mL) + PhN," (2); 5. kuyucuk,
DNA + UY (100 pg/mL) + PhN;" (2); 6. kuyucuk, DNA + UY (250 pg/mL) + PhN,"
(2); 7. kuyucuk, DNA + UY (500 pg/mL) + PhN," (2); 8. kuyucuk, DNA + UY (750
pg/mL) + PhN3™ (2); 9. kuyucuk, DNA + UY (1000 pg/mL) + PhN" (2); 10. kuyucuk,
DNA + UY (1500 pg/mL) + PhN," (2); 11. kuyucuk, DNA + UY (2000 pg/mL) +
PhN;" (2); 12. kuyucuk, DNA + UY (2500 pg/mL) + PhN," (2); 13. kuyucuk, DNA +
petrol eteri + PhN," (2).
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Form (%)
Kuyucuk Reaksiyon Kosullari SC OoC LC

1 DNA 100

2 DNA+PhN,* 100

3 DNA+UY (1000 pg/mL) 100

4 DNA+UY (50 pg/mL)+PhN," 21,88 78,12

5 DNA+UY (100 pg/mL)+PhN," 23,90 76,10

6 DNA+UY (250 pg/mL)+PhN," 22,66 77,34

7 DNA+UY (500 pg/mL)+PhN," 24,63 75,37

8 DNA+UY (750 pg/mL)+PhN," 23,74 76,26

9 DNA+UY (1000 pg/mL)+PhN," 22,43 77,57
10 DNA+UY (1500 pg/mL)+PhN," 21 79

11 DNA+UY (2000 pg/mL)+PhN," 23,68 76,32
12 DNA+UY (2500 pg/mL)+PhN," 24,59 75,41
13 DNA+Petrol eteri+ PhN," 34,86 64,14

Tablo 4.13. M. longifolia bitkisinin Ugucu Yagmm (UY), diazonyum tuzu (2)
varliginda pBluescript M13+ plazmid DNA Uzerine olan etkisinin incelenmesi.

*SC: Supercoiled, OC: Open circular, LC: Linear
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Fotograf 4.20. M. longifolia bitkisinin metanol ekstraktinin, karbon merkezli aril
radikallerinin neden oldugu oksidatif BSA hasarmma karsi1 koruyucu etkisinin SDS-
Poliakrilamid Jel Elektroforezi ile incelenmesi. Reaksiyonlar bakir (I) kloriir ile
diazonyum tuzu (2) varliginda karanlikta ve oda sicakliginda iki saatte gergeklestirildi.
1. kuyucuk, BSA; 2. kuyucuk, BSA + bakir (I) kloriir; 3. kuyucuk, BSA + PhN," (2);
4. kuyucuk, BSA + bakir (I) kloriir + PhN," (2); 5. kuyucuk, BSA + M. longifolia (100
tg/mL) + bakir (1) kloriir + PhN," (2); 6. kuyucuk, BSA + M. longifolia (500 pg/mL) +
bakar (I) kloriir + PhN," (2); 7. kuyucuk, BSA + M. longifolia (1000 pg/mL) + bakir (I)
kloriir + PhN," (2); 8. kuyucuk, BSA + M. longifolia (1500 pg/mL) + bakir (I) kloriir +
PhN2" (2); 9. kuyucuk, BSA + metanol + bakir (I) kloriir + PhN," (2).
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Fotograf 4.21. M.

varliginda BSA (zerine olan etkisinin SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi ile

incelenmesi. Reaksiyonlar karanlikta ve oda sicakliginda iki saatte gergeklestirildi. 1.

kuyucuk, BSA; 2. kuyucuk, BSA + PhN," (2); 3. kuyucuk, BSA + M. longifolia (500

ug/mL); 4. kuyucuk, BSA + M. longifolia (100 pg/mL) + PhN," (2); 5. kuyucuk, BSA

, BSA + M. longifolia (1000

ug/mL) + PhN," (2); 7. kuyucuk, BSA + M. longifolia (1500 pg/mL) + PhN," (2); 8.

kuyucuk, BSA + metanol + PhN," (2).

6. kuyucuk

(2);

+

+ M. longifolia (500 pg/mL) + PhN;
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Fotograf 4.22. M. longifolia bitkisinin Ugucu Yagmnin (UY), karbon merkezli aril

radikallerinin neden oldugu BSA oksidatif hasarina karsi koruyucu etkisinin SDS-

Reaksiyonlar bakir (I) Klorlr ile

incelenmesi.

Poliakrilamid Jel Elektroforezi ile

diazonyum tuzu (2) varliginda karanlikta ve oda sicakliginda iki saatte gergeklestirildi.

3. kuyucuk, BSA + PhN;" (2);
5. kuyucuk, BSA + UY (100 pg/mL)

6. kuyucuk, BSA + UY (500 pg/mL) + bakir (1) klortir +

BSA + bakir (I) klortir;

2. kuyucuk

BSA;
4. kuyucuk, BSA + bakir (I) kloriir + PhN," (2);

+ bakar (I) kloriir + PhN," (2);

1. kuyucuk

PhN2" (2); 7. kuyucuk, BSA + UY (1000 pg/mL) + bakir (I) kloriir + PhN," (2); 8.

kuyucuk, BSA + UY (1500 pg/mL) + bakir (I) kloriir + PhN," (2); 9. kuyucuk, BSA +

eteri + bakir (I) kloriir + PhN," (2).

petrol
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Fotograf 4.23. M. longifolia bitkisinin Ugucu Yagmimn (UY),

varliginda BSA (zerine olan etkisinin SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi ile

incelenmesi. Reaksiyonlar karanlikta ve oda sicakliginda iki saatte gergeklestirildi. 1.

kuyucuk, BSA; 2. kuyucuk, BSA + PhN," (2); 3. kuyucuk, BSA + UY (100 pg/mL) +
PhN." (2); 4. kuyucuk, BSA + UY (500 pug/mL) + PhN," (2); 5. kuyucuk, BSA + UY

2, 7.

+

6. kuyucuk, BSA + UY (1500 pg/mL) + PhN;

eteri + PhN," (2).

);

(1000 pg/mL) + PhN,*

kuyucuk, BSA + petrol
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Fotograf 4.24. pBluescript M13+ plazmid DNAnin, bakir (I) kloriir ve diazonyum tuzu
(2) ile kesim reaksiyonunun etanol ve B-merkapto etanol varhiginda Agaroz Jel
Elektroforezi ile incelenmesi. Reaksiyonlar karanlikta, oda sicakliginda iki saatte
gergeklestirildi. 1. kuyucuk, DNA; 2. kuyucuk, DNA + bakir (I) kloriir; 3. kuyucuk,
DNA + PhN;" (2); 4. kuyucuk, DNA + bakir (I) kloriir + PhN," (2); 5. kuyucuk, DNA
+ B-merkapto etanol; 6. kuyucuk, DNA + B-merkapto etanol + PhN," (2); 7. kuyucuk,
DNA + B-merkapto etanol + bakir (I) kloriir + PhN," (2); 8. kuyucuk, DNA + etanol; 9.
kuyucuk, DNA + etanol + PhN;" (2); 10. kuyucuk, DNA+ etanol + bakir (I) kloriir +
PhN," (2).
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Form (%)
Kuyucuk Reaksiyon Kosullari SC OoC LC
1 DNA 99,78 0,22
2 DNA+CuCl 98,92 1,08
3 DNA+PhN,* 66,18 33,82
4 DNA+CuCI+PhN," 33,93 66,07
5 DNA+B-merkapto etanol 97,72 2,28
6 DNA+B-merkapto etanol+PhN," 95,34 4,66
7 DNA+B-merkapto etanol+PhN,*+CuCl 90,17 9,83
8 DNA-+Etanol 96,37 3,63
9 DNA+Etanol+PhN," 58,31 41,69
10 DNA+Etanol+PhN,"+CuCl 30,93 69,07

Tablo 4.14. pBluescript M13+ plazmid DNA’nin, bakir (I) kloriir ve diazonyum tuzu

(2) ile etanol ve R-merkapto etanoliin etkisinin incelenmesi.
*SC: Supercoiled, OC: Open circular, LC: Linear
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Fotograf 4.25. Bovine serum albumin (BSA)’ nin, bakir (I) kloriir ve diazonyum tuzu

(2) kaynakli BSA oksidasyonunun, etanol ve R-merkapto etanol varliginda SDS-

ile incelenmesi. Reaksiyonlar karanlikta, oda

Elektroforezi

Poliakrilamid Jel

sicakliginda iki saatte gergeklestirildi. 1. kuyucuk, BSA; 2. kuyucuk, BSA + bakir (I)

BSA + bakir (I) kloriir + PhN 2 (2);

4. kuyucuk,

();

BSA + PhN,"
BSA + B-merkapto etanol + bakir (I) kloriir + PhN," (2); 6. kuyucuk, BSA

+ etanol + bakir (1) kloriir + PhN,*

3. kuyucuk,

klorir;

5. kuyucuk,

).
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Fotograf 4.26. Bovine serum albumin (BSA)’nin, diazonyum tuzu (2) kaynakli BSA

oksidasyonunun, etanol ve [-merkapto etanol varliginda SDS-Poliakrilamid Jel

Reaksiyonlar karanlikta, oda sicakliginda iki saatte

incelenmesi.

Elektroforezi ile

gerceklestirildi. 1. kuyucuk, BSA; 2. kuyucuk, BSA + PhN," (2); 3. kuyucuk, BSA +

4. kuyucuk, BSA + etanol + PhN," (2).

2);

B-merkapto etanol + PhN,"
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5. TARTISMA VE SONUC

Idiyosinkratik ila¢ reaksiyonlar1 (IiR), ilacin bilinen farmakolojik toksik profili
ile agiklanamayan ve karakteristik ozellikleri tasimayan reaksiyonlardir. IIR’nin en
onemlilerinden biri agrantlositozdur. Notrofillerin  yapisinda bulunan graniiller
tikendigi zaman bu durum ortaya ¢ikar. Notrofillerin normal sayis1 5000-10,000
hlcre/pL’dir. Oysaki, agraniilositoz oldugu durumda, bu say1 500 hiicre/ul.’den daha az
olur. ilag kaynakli agraniilositoz genellikle geri déniisiimliidiir ve ilag kullanmay1
biraktiktan yaklagik 1 hafta sonra nétrofil sayis1 normale doner veya normalin iizerine
¢ikar. Bu zaman araliginda agraniilositoz ciddi bir enfeksiyon kasilmasina neden olur ve
bazi durumlarda enfeksiyon riskinin artmasi, notrofillerin geri kazanilmasini geciktirir.

[lag kaynakli agraniilositozun neden oldugu 6liim orani yaklasik %10’dur.

Her ilacin bir konsantrasyon araligi vardir. Bu aralik en diisiik ve en yiiksek
dozda viicuda zarar vermeden olast minimum yan etkilerle seyreden bir tedaviyi ifade
eder. Oysa bu konsantrasyon araliginin altinda veya iistiinde ilaglar kullanilirsa, bu
ilaglarmn yan etkileri ortaya ¢ikar. Bazi antitiroid, antibiyotik, antidepresan, antikanser
ve psikiyatrik hastaliklarin tedavisinde kullanmilan, aromatik amin iceren ilaglarin
insanlarda aril radikallerine doniistiigli, daha sonra bu radikallerin myeloperoksidaz
(MPQO)/H20, metabolizmasi1 araciligiyla bir protein radikali olusturdugunu ve bu
durumda yan etki olarak agraniilositosis (ndtrofil azalmasi) hastaligina neden oldugu
onceki galigmalarda rapor edilmistir. Meydana gelen bu hastalik sonucunda vicudun
bagisiklik sistemi zayiflamakta ve en kiigiik bir hastalik etmeninde bile canli enfeksiyon
kapabilmektedir, bu durum ¢ogu hasta igin hayati 6nem tagimaktadir. Serbest radikaller
tarafindan meydana gelen protein oksidasyonu, hticre igerisindeki oksidatif sureclerde
onemli rol oynar. Bu durumunda, insanlarda bir ¢ok hastalik ve yaslanmada rol aldig:
bilinmektedir (Clare ve ark. 2001). Proteinler serbest radikallere karsi ¢oklu doymamis
yag asitlerinden daha az hassastir, ancak proteinin aminoasit icerigine gore radikalik
hasardan etkilenme derecesi degisir. Triptofan, tirozin, fenilalanin, histidin gibi
doymamig bag igeren ve metiyonin, Sistein gibi kikurt bulunduran aminoasitlere sahip
proteinler serbest radikallerden kolaylikla etkilenir. Bunun sonucunda karbon merkezli
organik radikaller ve siilfiir radikalleri olusur. Radikaller ve oksidantlar, amino asitler,

peptitler ve proteinler ile gesitli reaksiyonlar verebilir. Bunlarin arasinda hidrojen
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koparma (radikal tarafindan hidrojen koparma), elektron transferi (substratin
indirgenme veya yikseltgenmesi), parcalanma ve yeniden dizenlenme bulunur

(Michael 2006). Bu reaksiyonlar sonucunda protein hidrolizlenir.

Bu c¢alismada, antiaritmik hastaliklarin tedavisinde kullanilan prokainamid
ilacinin diazonyum tuzunun meydana getirdigi aril radikallerinin, M. longifolia
bitkisinin metanol ekstrakti ve ugucu yagi ile sondiirme etkisi arastirildi. Bu amagcla
karbon merkezli aril radikali olusturup, DNA kesimine neden oldugu bilinen 4-kloro-2-
nitro tetrafloroborat model olarak segildi. 4-kloro-2-nitro tetrafloroborat ve prokainamid
tetrafloroborat tuzlarindan olusan aril radikallerinin, protein ve DNA’da meydana
getirdigi hasar1 onlemeye karsi M. longifolia bitkisinin metanol ekstrakti ve ugucu

yaginin koruyucu etkisi ¢aligildi.

Son zamanlarda bitkilerde bulunan polifenoller/flavonoidler dogal antioksidant
olarak arastirmacilar arasinda ¢ok ilgi gormiistiir. Serbest-radikal sondlriculer veya
temel antioksidantlar olarak davranan bilesiklerin baslica gruplarindan biri olarak bitki
fenolikleri olduk¢a Onemli yer tutmaktadir. Ayni genel yapiyr paylasan fenolikler
aromatik halkaya bagli hidroksil gruplarindan olusurlar ve icerdikleri bu hidroksil
gruplarindan dolayr radikal sondiiriicii 6zelligi olan ¢ok Onemli bitki bilesenleridir
(Karaman ve ark. 2009, Oztirk ve ark. 2011). Folin-Ciocalteu indirgeme kapasite
analizi (FCR) bitkilerdeki toplam fenolik bilesikleri belirlemek i¢in siklikla kullanilir
(Giilgin ve ark. 2003a, Oktay ve ark. 2003). Gidalardaki toplam fenolik bilesenler
alkalin ortamindaki fenolik bilesenlerden elektronlarn transferiyle Folin-Ciocelteu
reaktifinin indirgenmesine gore degerlendirilir ve metot kolaylikla ve yaygin bir sekilde

kullanilir (Singleton ve Rossi 1965, Cai ve ark. 2004; Song ve ark. 2010).

M. longifolia bitkisinin metanol ekstrakti ve ugucu yaginm 1 mg/mL’lik
¢ozeltisinin igerdigi toplam fenolik bilesen miktar1 Folin-Ciocalteus yontemine gore
ekstrakt 147,59 + 1,15 pg, ucucu yag ise 4,98 £ 0,52 pg gallik aside esdeger olarak
bulundu (Tablo 4.1). Miliauskas ve ark. (2004), Salvia sclarea bitkisi ile yaptiklar
antioksidant aktivite ¢alismasinda bu bitkinin (1 mg/mL) metanol ekstraktinin toplam
fenolik bilesen miktarinin 24.0+1.1 pg gallik aside esdeger oldugunu tespit etmislerdir.
Konsantrasyon ve elde edilen deger dikkate alindiginda M. longifolia bitkisinin metanol

ekstraktinin fenolik bilesen miktarinin S. sclarea bitkisinin metanol ekstraktindan daha
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yiksek oldugu ve antioksidant aktiviteye sahip oldugunu gosterir. M. longifolia
bitkisinin ugucu yagmin sekil 5.1’deki bilesenleri dikkate alindiginda igerdigi cineole,
menthone, p-cymen-8-ol, a-terpineol gibi bilesenlerin yapisindaki kiigiik alkolik

fonksiyonel gruplarindan dolayi radikal sddiiriicii 6zellige sahiptir.

% &

Cineole Menthone
o o
p-cymen-8-ol o-terpineol

Sekil 5.1. M. longifolia bitkisinin ugucu yag bilesenleri

Horvathova ve ark. 2014, yapmis olduklar1 bir ¢alismada Rosmarinus bitkisinin
ucucu yag bilesenlerinin (eugenol, carvacrol, thymol, borneol, eucalyptol) antioksidatif,
selatlama ve DNA koruyucu etkilerini ¢aligmiglar (Sekil 5.2). Yapilan caligmalar
sonucunda, eugenol, carvacrol ve thymol bilesenlerinin gii¢lii antioksidant etki
gosterirken, borneol ve eucalyptol ise DNA koruyucu etki gosterdigi tespit edilmistir.
Borneol kiicuk alkolik fonksiyonel gruplar ve aromatik halkaya sahip hidroksil gruplari
bulundurdugundan dolay1 Fe’" iyonlariyla selatlama etkisi yaparak DNA hasarma kars1
gucli bir koruyucu etki ortaya koydugunu rapor edilmistir.

/Ojij/\/ OH
HO

Eugenol
Carvacrol
CHj3
@\OH A#H
HeC” “CHy OH
Thymol Borneol

Sekil 5.2. Rosmarinus bitkisinin ugucu yag bilesenleri
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M. longifolia bitkisinin metanol ekstrakti ve ugucu yagmm 1 mg/mL’lik
¢ozeltisinin icerdigi toplam flavonoid bilesen miktar1 metanol ekstrakt: igin 16,12 +
0,38 pg, ugucu yag i¢in ise 1,84 + 0,032 pg quercetine esdeger olarak bulundu (Tablo
4.2). Miliauskas ve ark. (2004) tarafindan yapilan ¢caligmada, Matricaria recutita bitkisi
ile yaptiklar1 antioksidant aktivite c¢alismasinda bu bitkinin (I mg/mL) metanol
ekstraktinin toplam flavonoid bilesen miktariin 7.1+0.4 pg quercetine esdeger
oldugunu tespit etmislerdir. M. longifolia bitkisinin metanol ekstraktimin flavonoid
bilesen miktarinin M. recutita bitkisinin metanol ekstraktindan daha yiiksek oldugu ve

antioksidant aktiviteye sahip oldugunu gdosterir.

4-kloro-2-nitro tetrafloroborat tuzundan olusan aril radikallerinin, protein ve
DNA’da meydana getirdigi hasar1 onlemeye karsi M. longifolia bitkisinin metanol

ekstrakt1 ve ugucu yaginm koruyucu etkisi incelendi.

M. longifolia bitkisinin metanol ekstraktinin, 4-kloro-2-nitro tetrafloroboratin
bakir (I) klorur varhiginda olusturdugu karbon merkezli aril radikallerinin neden oldugu
DNA kesimine karsi koruyucu etkisi incelendiginde, konsantrasyona bagli olmadan

koruma etkisi gézlemlendi (Fotograf 4.1., kuyucuk 5-15).

M. longifolia bitkisinin metanol ekstraktinin bakir (I) kloriir varhiginda DNA
Uzerine olan etkisini incelemek igin kontrol deneyi yapildi. M. longifolia bitkisinin
metanol ekstraktinin tek bagina DNA’nin yapisinda herhangi bir etkisinin olmadigi
goriildii. Bakir (I) kloriiriinde tek basma DNA’nin yapisinda herhangi bir etkisinin
olmadig1 fakat diisiik konsantrasyonlarda M. longifolia bitkisinin metanol ekstraktinin
varliginda, konsantrasyon arttik¢a supercoiled formun azaldig1 (Fotograf 4.2., kuyucuk
4-10), son iki konsantrasyonda ise (2000, 2500 pg/mL) konsantrasyona bagli olarak
supercoiled formun korundugu gozlemlendi. Hadi ve arkadaslari, Cu?* iyonlar:
varliginda bitki ekstraktlar1 tarafindan DNA kesim mekanizmasinda aromatik
cekirdeklerin oksijenlenmesinin rol aldigini rapor etmisler. Bunun sonucunda katekol
olustugunu ve bu olusan katekol Cu?* ile koordinasyon yaptigmi yaptiklar1 ¢alismalarda
gozlemlemisler. Olusan bu koordinasyon bilesigi dioksijeni daha reaktif tiirlere
indirgedikten sonra katekoliin Cu®* iyonu ile koordinasyonu sonucu oksidasyona

ugradigmi tespit etmislerdir. Onceki calismalarda antioksidant ve antimikrobiyal
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aktiviteleri oldugu belirlenen bazi bitki ekstraklarin icerisinde bulunan flavonoidlerin

Cu? ile kompleks olusturarak DNAy1 kestigini belirtmisler (Shoa ve ark. 2010).

M. longifolia bitkisinin metanol ekstraktmin, 4-kloro-2-nitro tetrafloroborat
varliginda DNA {iizerine olan etkisi incelendiginde, 4-kloro-2-nitro tetrafloroborat ile
DNA tek bagina ~%56 supercoiled formdan open circular forma doniisiimiin oldugu ve
ortama M. longifolia bitkisinin metanol ekstrakt1 eklendigi zaman, diazonyum tuzundan
kaynaklt DNA kesimini tamamen Onledigi gézlemlendi (Fotograf 4.3., tablo 4.5).

M. longifolia bitkisinin ugucu yagmin, 4-kloro-2-nitro tetrafloroboratin bakir (I)
varliginda olusturdugu karbon merkezli aril radikallerinin neden oldugu DNA kesimine
kars1 koruyucu etkisi incelendiginde, DNA 4-kloro-2-nitro tetrafloroborat ile tek bagina
~%73 supercoiled formdan open circular forma doniisimii gozlemlendi. M. longifolia
bitkisinin ugucu yagmnin kesimi 6nledigi fakat supercoiled formunun tamamimin open
circular ve lineer forma doniisimiinii 6nleyemedigi tespit edildi (Fotograf 4.4., tablo
4.6). M. longifolia bitkisinin ugucu yaginin, bakir (I) kloriir varliginda DNA {izerine
olan etkisi incelendiginde, herhangi bir etkinin olmadigi goriildi (Fotograf 4.5). M.
longifolia bitkisinin ugucu yaginin, 4-kloro-2-nitro tetrafloroborat varhigimmda DNA
lizerine olan etkisi incelendiginde, artan konsantrasyonuna bagli olarak DNA kesim

etkisinin azaldig1 gézlemlendi (Fotograf 4.6).

M. longifolia bitkisinin metanol ekstraktinin, 4-kloro-2-nitro tetrafloroboratin
bakir (I) varhiginda olusturdugu karbon merkezli aril radikallerinin (Fotograf 4.7.,
kuyucuk 4) neden oldugu oksidatif Bovine serum albumin (BSA) hasarma karsi
koruyucu etkisi incelendiginde, artan konsantrasyona bagl olarak %25-46 oksidasyonu
inhibe ettigi gozlemlendi (Fotograf 4.7., kuyucuk 6-9).

M. longifolia bitkisinin metanol ekstraktmin, bakir (I) kloriir varhginda BSA
tizerine olan etkisi incelendiginde, M. longifolia bitkisinin metanol ekstrakti tek basina
%12,46 BSA oksidasyonuna neden oldugu (Fotograf 4.8., kuyucuk 3) ve M. longifolia
bitkisinin metanol ekstraktinin oksidasyon etkisinin artan konsantrasyona bagli olarak
azaldigr goriildi (Fotograf 4.8., kuyucuk 4-7). M. longifolia bitkisinin metanol
ekstraktinin, 4-kloro-2-nitro tetrafloroborat varliginda BSA iizerine olan etkisi

incelendiginde, 4-kloro-2-nitro tetrafloroboratin tek basina BSA oksidasyonuna neden
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oldugu (Fotograf 4.9., kuyucuk 2), M. longifolia bitkisinin metanol ekstraktinin artan

konsantrasyonlarina bagl olarak oksidasyonun azaldigi gozlemlendi (Fotograf 4.9.,

kuyucuk 4-7).

M. longifolia bitkisinin ugucu yagmin, 4-kloro-2-nitro tetrafloroboratin bakir (I)
klorlr varliginda olusturdugu karbon merkezli aril radikallerinin neden oldugu oksidatif
Bovine serum albumin (BSA) hasarma karsi koruyucu etkisi incelendiginde, bakir (I)
kloriiriin tek basma BSA iizerine bir etkisi olmadigi (Fotograf 4.10., kuyucuk 2), 4-
kloro-2-nitro tetrafloroborat BSA’y1 oksidatif hasara ugrattigi (Fotograf 4.10., kuyucuk
3) ve her ikisinin beraber oldugu kuyucukta ise BSA oksidatif hasarinin arttigi tespit
edildi (Fotograf 4.10., kuyucuk 4). Ortama farkli konsantrasyonlarda M. longifolia
bitkisinin ugucu yaginin eklenmesiyle, konsantrasyona bagli olarak BSA’y1 aril
radikallerinin neden oldugu oksidatif hasara kars1t ~%61-95 koruyucu etki gosterdigi
gozlemlendi (Fotograf 4.10., kuyucuk 6-9).

M. longifolia bitkisinin ucucu yaginimn, bakir (I) kloriir varliginda BSA iizerine
olan etkisi incelendiginde, M. longifolia bitkisinin ugucu yaginin bakir (I) klortr
varliginda BSA’y1 oksidatif hasara ugrattigi ve oksidatif hasarin konsantrasyona bagli
olarak azaldigi gdzlemlendi. Diisiikk konsantrasyonlarda (100, 500 pg/mL) oksidatif
hasar daha fazla iken, yiksek konsantrasyonlarda (1000, 1500 pg/mL) oksidatif hasarin
azaldig1 goriildii (Fotograf 4.11., kuyucuk 4-7). M. longifolia bitkisinin ugucu yagimin,
4-kloro-2-nitro tetrafloroborat varliginda BSA iizerine olan etkisi incelendiginde, artan
konsantrasyonlarina bagl olarak oksidatif hasarin azaldig1 gézlemlendi (Fotograf 4.12.,

kuyucuk 4-7).
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Literatiirde diazonyum tuzlarmin bir elektron verici varliginda DNA’y1 kestigini
belirten bir ¢ok ¢alisma vardir (Barig 2004, Kizil 2003). Diazonyum tuzlarinin DNA’y1
kesim mekanizmasi, deoksiriboz sekerden hidrojen atomu koparilmasiyla gerceklesir
(Sekil 5.4.). Aril radikalleri icin DNA deoksiriboz sekerinin 5', 4' ve 1' Hidrojen

atomunu (Sekil 5.3.) koparmak diger hidrojen atomlarma oranla daha kolaydir (Behr

1989).
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Sekil 5.3. Deoksiriboz sekerinden 1', 4' ve 5' hidrojen atomlar:
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Sekil 5.4. 4' Hidrojen atomu koparilmast
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Diazonyum tuzlarmin aril radikali olusturarak DNA’y1 kestigi bilinmektedir
(Sekil 5.4.). Karbon merkezli aril radikallerin DNA kesiminde etkili olup olmadigini
anlamak icin, Onceki ¢aligmalarda karbon merkezli radikalleri sondiirme etkisi oldugu
bilinen etanol ve B-merkapto etanol denendi (Hiramoto 1995). DNA kesimi incelenen 4-
kloro-2-nitro tetrafloroborat tuzunun bakir (I) kloriir varhiginda karbon merkezli
radikalleri olusturarak DNA kesimine sebep oluyorsa etanol vB -merkapto etanol gibi
karbon merkezli radikalleri sondiirdiigii bilinen maddelerle beraber kullanildigi zaman

DNA kesiminin dnlenmesi gerekmektedir.

Bu amacgla DNA kesiminin, 4-kloro-2-nitro tetrafloroboratin bakir (I) kloriir
varliginda olusan karbon merkezli radikalleri tarafindan gerceklesip gergeklesmedigini
anlamak icin etanol ve -merkapto etanol ile kontrol deneyi yapild1. Ilk olarak 4-kloro-
2-nitro tetrafloroboratin DNA kesim etkisif -merkapto etanol varhiginda ~%48 inhibe
edilirken, 4-kloro-2-nitro tetrafloroboratin bakir (I) kloriir varhiginda olusan karbon
merkezli radikallerinin DNA kesimi B-merkapto etanol varliginda ~%73 oraninda
inhibe edildigi gozlemlendi. Etanol’de ise herhangi bir inhibisyonun olmadig: goriildi.
Elde edilen bu sonucun, DNA’da meydana gelen kesimin karbon merkezli radikaller
tarafindan gerceklestigini desteklemektedir (Fotograf4.13., Tablo 4.9).

BSA’nin, bakrr (I) klorur varliginda ve yoklugunda 4-kloro-2-nitro
tetrafloroborat ile aril radikal kaynakli oldugu diistinillen BSA oksidatif hasarmnin,
karbon merkezli radikalleri sondirme kapasitesi oldugu bilinen etanol ve f-merkapto
etanol ile test edildiginde (Hiramoto 1995), 4-kloro-2-nitro tetrafloroboratin bakir (I)
klorlir varhiginda olusan karbon merkezli radikallerin BSA’da oksidatif hasara neden
oldugu (Fotograf 4.14., kuyucuk 3), B-merkapto etanol ilave edildiginde BSA
oksidasyonunun ~%60 inhibe edildigi (Fotograf 4.14., kuyucuk 5), etanol varliginda ise
~%46 inhibe edildigi gozlemlendi (Fotograf 4.14., kuyucuk 6). Bakir (I) klorir
yoklugunda yapilan deneyde, B-merkapto etanol’un, 4-kloro-2-nitro tetrafloroborat
tuzundan kaynakli BSA oksidatif hasarinin ~%14 (Fotograf 4.15., kuyucuk 3), etanoliin
ise ~%22 inhibe edildigi tespit edildi (Fotograf 4.15., kuyucuk 4).

Yapilan model ¢aligmadan sonra, antiaritmik hastaliklarin tedavisinde kullanilan
prokainamid ilacindan sentezlenen prokainamid tetrafloroborat tuzunun bakir (I) kloriir

varliginda olusan aril radikallerinin, protein ve DNA’da meydana getirdigi hasar1
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onlemeye karsi M. longifolia bitkisinin metanol ekstrakti ve ugucu yaginin koruyucu

etkisi incelendi.

M. longifolia bitkisinin metanol ekstraktnin, prokainamid tetrafloroboratin bakir
(D) kloriir varliginda olusturdugu karbon merkezli aril radikallerinin neden oldugu DNA
kesimine karg1 koruyucu etkisi incelendiginde, kontrol olarak kullanilan bakir (I)
klortrin DNA kesimi uzerine gok fazla bir etkisinin olmadig1 (Fotograf 4.16., kuyucuk
2), prokainamid tetrafloroboratin DNA kesimini artirdigi (Fotograf 4.16., kuyucuk 3),
bakir (I) klorur ve prokainamid tetrafloroborat birlikte kullanildigi zaman supercoiled
formun ~%74’nin lineer forma donistiigii tespit edildi (Fotograf 4.16., kuyucuk 4).
250, 500, 750, 1000 pg/mL konsantrasyonlarda supercoiled formun tamaminin lineer
forma doniistiigii (Fotograf 4.16., kuyucuk 8-11), 2000, 2500 pg/mL’da ise DNA kesimi
uzerine bir etkisinin olmadig1 gozlemlendi (Fotograf 4.16., kuyucuk 13-14).
Prokainamid tetrafloroborat tek basina iken meydana getirdigi kesimi M. longifolia
bitkisinin metanol ekstrakti tarafindan koruma etkisi yiiksek iken, prokainamid
tetrafloroborat ve bakir (I) kloriir varliginda meydana gelen kesimin ¢ok fazla
onlenmedigi tespit edildi. M. longifolia bitkisinin metanol ekstraktinin prokainamid
tetrafloroborat varliginda meydana gelen DNA kesim etkisi incelendiginde ise, diigiik
konsantrasyonlarda konsantrasyona bagli olarak DNA kesiminin azaldig1 supercoiled
formun geri kazanildigi (Fotograf 4.17., kuyucuk 4-6), konsantrasyon arttik¢a

supercoiled formun tamamen korundugu gézlemlendi (Fotograf4.17., kuyucuk 7-12).

M. longifolia bitkisinin ugucu yaginin, prokainamid tetrafloroboratin bakir (I)
kloriir varliginda olusturdugu karbon merkezli aril radikallerinin neden oldugu DNA
kesimine karsi koruyucu etkisi incelendiginde, konsantrasyona bagli olarak,
prokainamid tetrafloroborat ve bakir (I) kloriiriin neden oldugu DNA kesiminin azaldig:
ve supercoiled formun korundugu tespit edildi (Fotograf 4.18., kuyucuk 6-10). Yuksek
konsantrasyonlarm DNA kesimi lzerine etkisinin olmadigi goriildii (Fotograf 4.18.,
kuyucuk 11-14). M. longifolia bitkisinin ugucu yaginin, prokainamid tetrafloroborat
varliginda DNA {izerine olan etkisi incelendiginde ise konsantrasyona bagli olmadan

DNA kesimini kismen 6nledigi goriildi (Fotograf 4.19).

Proteinler, hiicre ve dokunun 6nemli elemanlaridir. Reaktif oksijen tiirleri ve

reaktif azot tiirlerine karst savunmasizdirlar. Bu tiir radikaller protein oksidasyonuna
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neden olur. Prokainamid tetrafloroborat veya 4-kloro-2-nitro tetrafloroborat, bakir (I)
klorir varhiginda olusturdugu karbon merkezli aril radikalleri, fosfat tamponu
icerisindeki BSA proteini ile inkiibe edildiginde, BSA’da oksidatif hasar meydana
getirir. M. longifolia bitkisinin metanol ekstrakti ve ugucu yagmnin aril radikalleri

sonucu olusan BSA oksidatif hasarinin 6nleyici etkisi ¢alisild.

M. longifolia bitkisinin metanol ekstraktnin, prokainamid tetrafloroboratin bakir
(D) kloriir varhiginda olusturdugu karbon merkezli aril radikallerinin neden oldugu
Bovine serum albumin (BSA) oksidatif hasarina kars1 koruyucu etkisi incelendiginde,
kontrol olarak kullanilan bakir (I) kloriir (Fotograf 4. 20., kuyucuk 2) ve prokainamid
tetrafloroborat (Fotograf 4.20., kuyucuk 3) her ikisininde ayr1 ayr1 BSA oksidatif
hasarma neden oldugu, ikisinin birlikte kullanildiginda ise BSA oksidatif hasarmnin
arttigr gozlemlendi (Fotograf 4.20., kuyucuk 4). M. longifolia bitkisinin metanol
ekstraktinin artan konsantrasyonuna bagli olarak (100, 500, 1000, 1500pg/mL) BSA
oksidatif hasarmi ~%24-26 onledigi tespit edildi (Fotograf 4.20., kuyucuk 6-9). M.
longifolia bitkisinin metanol ekstraktinin, prokainamid tetrafloroborat varliginda BSA
tizerine olan etkisi incelendiginde, M. longifolia bitkisinin metanol ekstraktinin artan
konsantrasyonlarda BSA oksidatif hasar1 ~%12-49 onledigi goriildii (Fotograf 4.21.,
kuyucuk 4-7). M. longifolia bitkisinin ugucu yaginin, prokainamid tetrafloroboratin
bakir (I) kloriir varliginda olusturdugu karbon merkezli aril radikallerinin neden oldugu
BSA oksidatif hasarmma karsi koruyucu etkisi incelendiginde, olusan BSA oksidatif
hasari, M. longifolia bitkisinin ugucu yagmin artan konsantrasyonuna bagli olarak
~%84-97 onledigi gozlemlendi (Fotograf 4.22., kuyucuk 6-9). M. longifolia bitkisinin
ucucu yagmin, prokainamidin tetrafloroborat varliginda BSA {izerine olan etkisi
incelendiginde, artan konsantrasyonlarda, konsantrasyona bagli olarak BSA oksidatif

hasarinin 6nlendigi goriildi (Fotograf 4.23., kuyucuk 4-7).

Prokainamid tetrafloroboratin, karbon merkezli radikalleri séndirme etkisi
oldugu bilinen etanol ve B-merkapto etanol ile bakir (I) kloriir varliginda ve yoklugunda
DNA Kkesimi incelendi. Etanol ve p-merkapto etanol varliginda prokainamid
tetrafloroboratin DNA kesim etkisinin, bakir (I) klorir olmadan B-merkapto etanol
varliginda ~%86 iken bakir (1) kloriiriin varhigmda da DNA kesiminin ~%86 oraninda

inhibe edildigi goriildii. Etanol’de ise yine bir dnlemenin olmadig1 gozlemlendi. Elde
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edilen bu sonucun, DNA’da meydana gelen kesimin karbon merkezli radikal izerinden
gerceklestigini destekler niteliktedir (Fotograf 4.24., Tablo 4.14).

Prokainamid tetrafloroboratin bakir (I) Kloriir varliginda olusturdugu karbon
merkezli aril radikallerinin BSA’da oksidatif hasar meydana getirdigi diisiiniilmektedir.
Karbon merkezli radikalleri sondiirme kapasitesi oldugu bilinen etanol ve B-merkapto
etanol ile test edildiginde, prokainamid tetrafloroborat, bakir (I) kloriir ve BSA’nin
bulundugu kuyucukta oksidatif hasarin oldugu (Fotograf 4.25., kuyucuk 4), bunlara ek
olarak B-merkapto etanol ilave edildiginde BSA oksidatif hasarin ~%46 inhibe edildigi
(Fotograf 4.25., kuyucuk 5), etanol eklendiginde ise ~%25 inhibe edildigi gozlemlendi
(Fotograf 4.25., kuyucuk 6). Bakir (I) kloriir yoklugunda yapilan deneyde, B-merkapto
etanol’un, prokainamid tetrafloroborat tuzundan kaynakli BSA oksidatif hasarin ~%55
(Fotograf 4.26., kuyucuk 3), etanoliin ise ~%3 inhibe ettigi tespit edildi (Fotograf 4.26.,
kuyucuk 4).
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Antioksidantlar, radikallerle reaksiyona girebilen veya radikallerin neden oldugu
oksidatif stresin etkisini azaltan molekiiller olarak tamimlanirlar. Dogal tirlinlerin veya
izole edilen fotokimyasallarin antioksidant aktivite deneyleri i¢in kimyasal birkac test

gelistirilmistir (DPPH, ABTS ve FRAB gibi).

Antioksidantlar oksitleme kapasitesini yavaglatabilen veya geciktiren bilesiklere
sahiptir. Biyolojik sistemde ve besin biliminde, korunmasi gereken materyaller ¢ok
yaygin olarak hayvan ve bitki dokularinda bulunan lipidler, proteinler, karbonhidratlar
ve kiiciik miktarlardaki diger organik bilesiklerdir. Onlarin oksidasyonu, peroksi
radikalleri araciligiyla bir radikal zincir reaksiyonuyla olusur. Bu silire¢ semadaki

gibidir (Sekil 5.5).

Uzama
Baglama A . Sonlanma
— 0, p AL N
>\ K
ROO" radikal olmayan
BaSIatlcl """ K===> R* ROO* \ JR A~ irinler

onleyici
antioksidantlar  ROOH <RV ROOH + A-

Zincir-kirict
antioksidantlar

Sekil 5.5. Hidrokarbon otooksidasyonunun ve antioksidant korumanin mekanizmasi

Bu siire¢ bazi radikal tiirleriyle baglar ve substratin (lipid, protein gibi) herhangi
bir bolgesinden rastgele hidrojen atomu kopararak bir alkil/aril radikali olustururlar ve
oksijenle hizl1 bir sekilde reaksiyona girerek peroksi radikali olustururlar. Klasik olarak
peroksi radikali diger makro-molekillere veya diger radikallere saldirarak hidroperoksit
olustururlar. Bu basamaga sonlanma evresi denir. Baglama ve sonlanma arasinda birden
cok basamak meydana gelir ve zincir uzama evresi olarak adlandirilir. Bu radikal zincir
reaksiyonuna zarar veren bilesiklere dogrudan antioksidantlar denir ve radikallere

miidahale mekanizmas1 bakimindan ikiye ayrilirlar.
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(@) Onleyici antioksidant baslama siirecine miidahale eder, yani, radikal baslama
stirecini geciktirir. Bunlara 6rnek olarak katalaz enzimi, metal selatorler gibi maddeler

verilebilir.

(b) Zincir kiricr antioksidantlar ise zincir uzama reaksiyonu ile yarigarak
otooksidasyonu yavaslatir veya bloke eder, yani peroksi radikali ile hizli bir sekilde
reaksiyona girerek zincir uzama reaksiyonunu engeller. Onleyici antioksidantlar etkisiz
oldugu durumlarda zincir kirict antioksidantlar harekete gecerek aktivite gosterirler.
Onlarin etkinlikleri peroksi radikalinin reaksiyon kinetigi ile baglantilidir ve zincir

uzama reaksiyonun hiziyla kiyaslanir.

() radikal tdrleri oksidatif zincir tasiyict (peroksi radikali) icermediginde; (ii)
doymamus lipidler gibi materyali koruma reaksiyon hiz1 radikallerin reaksiyon hizindan
cok daha fazla olmadiginda; (iii) reaksiyon iirlinleri zincir uzama reaksiyonunu veren
tiirler olmadigr durumunda o bilesigin bazi radikal tiirleriyle reaksiyon vermesi

antioksidant oldugu anlamina gelmez.

Bazi bilesikler dogrudan antioksidant 6zellik gdstermezler 6rnegin, lipidlerin
korunmasinda model sistemlerde veya besin trtinlerinde antioksidant savunmayi arttirir.
Ornegin antioksidant enzimlerin aktivitesi veya ekspresyonunun artmasma neden

olurlar. Boyle bilesikler indirek antioksidant olarak adlandirilirlar.
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Antioksidant  aktivite =~ mekanizmasini  anlamak  i¢in = molekiillerin
kompozisyonunu bilmek gerekir. Genis kimyasal gesitligine karsi yaygin esansiyel
yaglarin ana bilesenleri hidrokarbon ve terpen iskeletleridir. Terpenoidler; 2
(monoterpen), 3 (sesquiterpen) veya 4 (diterpen) izopren ve fenilproponaid unitelerinin
kombinasyonundan olusurlar. Hem terpenoidler hem de fenilproponaidler fenolik

bilesikler icerirler ve bazi yaygin yapilar asagidaki gibidir.

.
HO.
Terpenoidler < HO
-

Karvarol Timol

Fenilpropanoidler

AN

r o~ ~ A
HO\@\/\ HO\©\/\/
N = OH

Eugenol Konferil
OH
OH
o O SN
) L
~ HO O OH
]
Gayakol Siringaldehit Ombeliferon

Genel olarak fenolik bilesikler ya dogal (tokoferol) yada sentetik biitillenmis
hidroksianisol (BHA) olabilirler, peroksi radikali ile ylksek reaktivitelerinden dolay1

antioksidant olarak davranarak peroksi radikalini imha ederler (Esitlik 1.).

Kinh
PhOH + ROO* —> PhO* + ROOH 1)
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Olusan fenoksi radikalinin kararliligimmdan dolay1 zincir uzama reaksiyonu
gerceklesmez ama ikinci bir reaksiyon gerceklesir; olusan fenoksi ile peroksi radiklali

cok hizli bir sekil reaksiyona girerek radikallerin sonmesine neden olurlar (Esitlik 2.)

PhO* + ROO* —— Radikal olamayan drtinler )]

Peroksi radikallerinin (oksidatif zincirlerin) n tanesi, stoikiometrik faktor olarak
adlandirilan bir antioksidant molekiilii tarafindan sondiiriiliir (n=2 gayakol ve tokoferol

gibi fenoller)

Esansiyel yaglarin diger bilesenleri terpenoidler peroksi radikali ile reaksiyon
verebilir. Bununla birlikte reaksiyon reaktif alkil radikali verebilir (terpenin hidrokarbon
iskeletinde), oksijen varliginda uzama reaksiyonu yapabilecek bir peroksi radikalini
olustururlar. Ote yandan fenolik olmayan terpenoidler aslinda doymamustirlar ve
doymamis lipidler gibi otookside olabilirler. Bu sire¢ a-pinen molekilinin olasi

reaksiyon semasinda asagidaki sekilde gosterildigi gibidir.

00" OOH

0, RH

+ ROOH —> — + R
myrtenyl
hydroperoxide (3%)

H-atom koparma 0, RH
+ ROOP—™ + ROOH —> —_— + R"
00" OOH

) verbeny
a-pinene \ hydroperoxide (25%)
ekleme X
—_—
OH 4 Rs
a-pinene H
oxide (34%) V
verbenol (18%)
o-
H %‘

+ HOO*

verbenone (9%)
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Terpenoidler, y-terpinen molekiillerinde oldugu gibi siklohekzadien bir yapiya

sahipler .y-terpinen esansiyel yaginin antioksidant aktivitesi esitlik 6’da belirtilmistir.

2 Q5

y-Terpinen  o-Terpinen o-Felandren Zingberen

H H
ROO" + H H —  » ROOH + O H @)
H H
00"
O Hio — no— + HOO*  (4)
Y H

p-Simen

HOO* + HOO* — » H,0, + O, (5)

HOO* + ROO* —— ROOH +0, (6)

M. longifolia bitkisinin metanol ekstraktimin fenolik bilesenleri genellikle
Hidrojen Atom Transferi (HAT) yaparak, serbest radikalleri etkisiz hale getirdigini
diistinmekteyiz. ArOH antioksidanti, R serbest radikali ile reaksiyona girerek, O -H

baginin homolitik kirilmasi yoluyla bir hidrojen atomu transfer eder.

0] 0"

Olusan reaksiyon {riinleri, zararsiz RH tiirleri ve okside -olmus ArO
radikalleridir. Bu reaksiyon sonucu baska bir radikal olusumuna neden olsa bile, olusan
bu radikal R grubuna nazaran daha az reaktiftir. Cilinkii baz1 faktorler t arafindan

stabilize edilmistir.
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Sonug olarak, M. longifolia bitkisinin metanol ekstrakti ve ugucu yaginin,
protein ve DNA’da oksidatif hasara neden olan karbon merkezli aril radikallerinin
etkisini azalttig1 bulundu. Bu baglamda, M. longifolia bitkisinin, aromatik amin igeren
ilaglart kullanan hastalarda meydana gelen agraniilositoz hastaliginin siddetinde

azalmaya neden olabilecegi diisliniilmektedir.
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