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OZET

YENIi BENZOTiYOFEN TUREVLERININ TOPLAM ANTIiOKSIiDAN
KAPASITELERININ TAYINi VE GSTM?2 iZ0OZiMi UZERINE ETKILERI

ERGIN, Derya
Yiiksek Lisans Tezi, Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali
Tez Danigmani: Dr. Ogr. Uyesi Can YILMAZ
Mart 2019,71 sayfa

Benzotiyofenler, son donemde, ila¢ olarak kullanilabilme potansiyellerinin test
edilmesini amaglayan projelerin konusunu olusturmaya baslamistir. Bu ¢alismamizin ilk
asamasinda, Reaxys® ile yapilan aragtirmada daha dnceden ¢alisilmadig: tespit edilmis
iki benzotiyofen tiirevinin antioksidan kapasiteleri ABTS, DPPH ve Galvanoksil olmak
lizere ii¢ farkl1 yontemle tayin edildi. Ikinci asamada ise, bu tiirevlerin GSTM2 izozimi
tizerine muhtemel inhibisyon/aktivasyon etkileri arastirildi.

Benzotiyofen tiirevlerinin ikisi de test edilen mevcut standart antioksidan
maddelere kiyasla ¢ok diisiik kapasite gdstermislerdir. Tiirev-1 i¢in ABTS prosediirii
sonucunda EKsp degeri 42.52 uM olarak hesaplanmistir. Ancak diger iki metotla yapilan
deneylerde EKsy degeri hesaplamamiza yetecek derecede yiiksek % RSA degerleri
izlenmemistir. Tiirev-2 {izerinde yapilan testlerin higbirinde EKsy degerine
ulagilamamustir.

Tiirev-1 i¢in Vyax degerinin azaldigi ancak Kp, degerinin degismedigi tayin
edilmis, SigmaPlot yazilimi tam yarigmasiz inhibisyon modelini 6ngormistiir. Tiirev-2
diisiik konsantrasyonlarda aktivasyon, 5uM madde konsantrasyonundan sonra
inhibisyon etki gostermistir. Yazilim bu etkiyi tam yarigmali ile tam yarigsmasiz

arasinda, muhtemel karisik modele uygun ongdérmiistiir.

Anahtar kelimeler: ABTS, Benzotiyofen, DPPH, Galvinoksil, GSTM2,

Inhibisyon modeli






ABSTRACT

THE DETECTION OF THE TOTAL ANTIOXIDANT CAPACITIES OF NEW
BENZOTHIOPHEN DERIVATIVES AND THEIR EFFECTS ON GSTM2
ISOZYME

ERGIN, Derya
M.Sc. Thesis, Department of Molecular Biology and Genetics
Supervisor: Assist. Prof. Dr. Can YILMAZ
March 2019, Pages 71

Benzothiophenes have begun to form the subject of projects that aim to test their
potential to be used as a drug, recently. In the first part of this study, antioxidant
capacities of two benzothiophene derivatives, whose not being subjected in another
project was detected by Reaxys®, were determined by three different methods: ABTS,
DPPH and Galvanoxil. In the second step, the possible inhibition / activation effects of
these derivatives on GSTM2-2 isozyme were investigated.

Both of the benzothiophene derivatives showed very low antioxidant capacities
compared to the standard antioxidants tested. As a result of the ABTS procedure for
derivative-1, the ECs value was calculated as 42.52 uM. However, in the experiments
performed for the other two methods, the % RSA values were not high enough to
calculate the ECsy. The ECsp value could not be reached in any of the tests on
Derivative-2.

The value of Vma for derivative-1 was reduced but the K value was not
changed. SigmaPlot software predicted the full noncompetitive inhibition model.
Derivative-2 showed activation at low concentrations but inhibition over 5uM final
concentration. The software stated this effect to be either full competitive or full
noncompetitive inhibition; a possible mixed-type model.

Keywords: ABTS, Benzothiophen, DPPH, Galvinoxyl, GSTM2, Inhibition
model
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1. GIRIS

Heterosiklik  bilesikler —gostermis oldugu biyolojik ve farmakolojik
Ozelliklerinden dolay1 biyokimya alaninda, ilag¢ diinyasinda onemli bir yere sahiptir
(Turgut ve ark., 2009). Yapilan c¢alismalarda heterosiklik bilesiklerin mikrobiyolojik
etki gosterdikleri saptanmigtir (Daidone ve ark., 1990).
Heterosiklik bilesikler genellikle farmakolojik 6zellikte olan bilesiklerin yapisinda (Yao
ve ark., 2017) ve ¢esitli ilaglarin etken maddelerinde bulunurlar (Lipshutz, 1986).
Heterosiklik  bilesiklerin  tiirevleri kanser tedavisinde tiimdrlerin ¢ogalmasini
engellemede, gesitli kimyasal tarim ilaglarinin etkisini azaltmada, endiistriyel alanlarda

kullanilmaktadir (Cobanoglu, 2005).

1.1.Tiyofen

Heterosiklik bilesikler farmakolojik 6zelliklerinden dolayr son donemlerde ilag
molekiillerinin tasarlanmasinda kullanilirlar. Farmakolojik ve terapotik 6zellik gdsteren
heterosiklik bilesiklerden biride tiyofen molekiiliidiir (Mishra ve ark., 2012).

Tiyofen bes liyeli heterohalkali, neme ve oksijene karsi hassas bir heterosiklik
bilesiktir (Mishra ve ark., 2012). Tiyofen, suda ¢dziinemeyen, renksiz, kaynama noktasi
84 °C ve erime noktast -38 °C olan bir sividir. 1882'de Alman kimyac1 Victor Meyer
tarafindan kesfedilmistir. Ham petrolde ve tas komiirii katraninda bulunur (Ikizler,
1984). Tiyofen, halkali yapida olup halkayr olusturan atomlar diizlemsel yapidadir.
Tiyofenin aromatik 6zelligi diger heterosiklik bilesiklerden olan benzenden az furandan
daha fazladir. Tiyofen elektron verme egiliminde olan asitlere kars1 az aktivite gosteren,
bazlara kars1 ise hi¢ aktivitesi olmayan bilesiktir (Uslu, 2012).

Tiyofen sahip oldugu kimyasal kararliligindan dolay1 kimyacilar tarafindan diger
heterosiklik bilesiklerden daha fazla calisilmistir (Schomaker ve Pauling, 1939).
Tiyofen halkasinda kiikiirt atomu bulunur. Kiikiirt atomu halka igerinde bulunup, sp2
hibritlesmesi yaparak ortaklanmamis elektronlar igerir (Longuet-Higgins, 1949).
Tiyofen tibb1 kimyada, kimyasal endiistride biyolojik aktivitesi yiiksek olan bilesiklerin
¢ekirdegini olusturur (Mishra, 2011). Son yillarda yapilan calismalarda tiyofenin

anajezik olarak tedavi edici etkisi bulunmustur (Mishra, 2011).
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Sekil 1.1. Tiyofenin kimyasal yapisi.
1.2. Benzotiyofen

Son yillarda dikkat c¢ekmeye baglayan bir diger organik molekiil ise
benzotiyofendir. Literatiirde az ¢alisma olmasina ragmen bilim adamlarinin dikkatlerini
¢ekmektedir.

Benzotiyofenler erime noktast 32°C, kaynama noktast 221°C olan renksiz
bilesiklerdir. Benzotiyofen, indoliin kiikiirtlii karsitidir; sentezi ve reaksiyonlari
indoliinkiyle benzerlik gdsterir. Benzotiyofen ve benzotiyofen tiirevleri farmasétik ve
zirai ila¢ endiistrilerinde genis uygulama yelpazesine sahip olan 6nemli heterosiklik
bilesiklerin 6nemli grubunu olusturur (Li ve ark., 2010).

Benzotiyofen tiirevlerinin ila¢ olabilme potansiyellerini belirlemek igin ¢esitli
biyolojik ve farmakolojik testler yapilir. Biyolojik ve farmakolojik testler yapmak i¢in
veri tabanlarindan yararlanilir. Testler ve arastirma yapilirken Lipinski kurallar1 géz
ontinde bulundurulmalidir.

Lipinski'nin 5 Kurali (Lipinski's Rule of Five) kimyasal bilesiklerin ilag
benzerligini veya belirli farmakolojik ve biyolojik aktiflige sahip bilesiklerin ilag¢ olarak
kullanilabilirligini degerlendirir. 1997'de Christopher A. Lipinski tarafindan, nispeten
kiiciik ve lipofilik ilaglar {izerine yaptig1 gozlemler sonucunda formiile edilmistir.
Insanlarda ilag farmakokinetigi EDMA (Emilim, Dagilim, Metabolizma, Atilim) ad:
verilen 4 agsamada gergeklesir. Lipinski kurallart molekiillerin farmakokinetigi hakkinda
ongoriide bulunur; bilesigin farmakolojik aktifligi hakkinda bir tahminde bulunmaz.
Lipinski kural ila¢ tasariminda dnder bilesiklerin optimize edilmesinde ¢ok kullanilir.
Lipinski'nin tanimladig1r kurallara uygun olarak Onder bilesigin molekiil yapisinda
modifikasyonlar yapilarak (molekil agirligini, halka veya donen bag sayisini arttirma,
lipofilikligi artirma gibi) molekiillerin aktifligi, seciciligi ve ilag-benzer ozellikleri

arttirilir (Lipinski, 2004).



Lipinski'ye gore oral ilaglarda genellikle bulunan 6zellikler sunlar olmalidir;

1. Hidrojen bagi dondr sayisi 5’den fazla olmamali (OH ve NH gruplar)

2. Hidrojen bag1 akseptor sayis1 10°dan fazla olmamali (N ve O atomlar)

3. Molekiil agirligi 500 g/mol'den kiigiik olmali

4. Log P degeri 5’den kii¢iik olmal1

5. Donebilen bag sayis1 5’den kiiciik olmali

Bu c¢alismamizda yeni sentezlenen benzotiyofen tlirevleri yukarida bahsedilen
Lipinski kurallarina uygundur.

Ozellikle ¢agimizin en sik rastlanan hastalig1 olan kanser giderek artis gostererek
birgok kiginin oliimiine neden olmaktadir (Giiran, 2015; Baykara, 2016). Bu tiir
hastaliklarin ~ yayilmasinm1  engellemek ve tedavi siirecini hizlandirmak igin
antioksidanlar kullanilmaktadir (Ari, 2017). Yapilan arastirmalarda benzotiyofen
tirevleri antioksidan ozellik sergileyerek, hiperlipidemi, meme ve rahim kanseri

tedavisinde etkinlik gostermektedir (Charles ve ark; 1984).

Sekil 1.2. Benzotiyofenin kimyasal yapisi.

Benzotiofenler, anti-enflamatuar, (Rajender ve ark., 2004) anti-viral (Rashad ve
ark., 2010), anti-mikrobiyal (Bondock ve ark., 2010; Isloor ve ark; 2010), anti-kanser
(Algasoumi ve ark; 2009; Romagnoli ve ark; 2011) gibi biyolojik aktivitelere sahip olup
heterosiklik bilesiklerdir.

Heterosiklikler genellikle dogal {irlinlerde ve farmakolojik olarak aktif
bilesiklerde bulunurlar, bu nedenle heterosikleri elde etmek icin ekonomik ve verimli
yontemler her zaman ¢ok tercih edilir (Yao ve ark., 2017). Benzotiofenlerin malzeme
bilimi hususunda genis uygulamalar1 vardir. Alkin substratlarin  geg¢is metaliyle
katalizlenen siklizasyonunun geleneksel yontemlerinden farkli olarak benzotiofenlerin
metal igcermeyen kosullar aracilifiyla sentezi son zamanlarda ¢ok dikkat ¢ekmektedir

(Yao ve ark., 2017).



HO O
N—< O O
S
O O
HO S s COOMe
zileuton raloxifene NSC-380292
anti-inflammatory anti-estrogenic anti-HIV

Sekil 1.3. Biyolojik olarak aktif benzotiyofen tiirevlerinin 6rnekleri (Yao, 2017).
1.1. Serbest Radikaller

Serbest radikaller son orbitallerinde eslenmemis elektron bulunduran
molekiillerdir (Kavas, 1989). Serbest radikaller kararsiz bilesikler olduklar1 i¢in stirekli
kararli duruma ge¢me egilimindedirler. Kararli hale ge¢cmek icinde baska bilesiklerden
elektron alma ¢abasina girerek hiicrelere zarar vermektedirler (Gokpinar ve ark., 2006).
Serbest radikaller hem hiicresel metabolizma sonucu hemde enfeksiyon, radyasyon, X-
rays, UV isinlari, sigara kullanimi, yanlis beslenme gibi etkenlere bagl olarak olusan
ve antioksidanlar tarafindan etkisiz hale getirilen bilesiklerdir (Karabulut ve ark., 2016).
Antioksidanlar serbest radikallerin etkisini azaltarak veya tamamen yok ederek viicudun
bagisiklik sistemini harekete geciren molekiillerdir (Karabulut ve ark., 2016).

Serbest radikaller son derece reaktif bilesikler olup kararli hale gegebilmek i¢in
elektron arayisina gegerek oOzellikle protein, niikleik asit (DNA, RNA) ve lipitlerle
reaksiyona girerek (Shinde ve ark.,, 2012), yaslanma, (Manisha, 2017) kalp
rahatsizliklar1, kanser, diyabet gibi hastaliklarin olusmasina neden olmaktadir (Cross.,
1987).

Serbest radikallerin daha ¢ok zararli etkileri olmasma ragmen diisiik
konsantrasyonda fizyolojik aktiviteleri diizenleme ve hiicrelerde sinyallesme gibi ¢ok
onemli faydalar1 vardir (Karabulut ve ark., 2016; Manisha, 2017).

Canli organizmalardaki biyokimyasal olaylarin devamliligi icin serbest
radikaller ve antioksidanlar arasinda bir denge mevcuttur (Dogan ve ark., 2018). Serbest
radikallerin olusmasi ve antioksidan savunma sistemleri tarafindan yok edilmesindeki

bu dengenin bozulmasi oksidatif strese neden olmaktadir (Labo, 2010). Oksidadif stres
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antioksidan savunma sistemini zayiflatarak hiicrelerde lipit peroksidasyonunu
yiikselterek, doku hasarlarin1 arttirarak, lipit, protein yapisin1 bozarak ¢esitli
hastaliklarin olugsmasina neden olur (Blyiikuslu ve ark., 2015). Serbest radikaller
oksijen kaynakli ve nitrojen kaynakli olabilmektedir. Oksijen kaynakli olanlar reaktif
oksijen tiirleri (ROT) nitrojen kaynakli olanlar reaktif nitrojen tiirleri (RNT) olarak
isimlendirilir (Valko ve ark., 2007). Reaktif oksijen tiirleri siiperoksit radikali (O, -—),
hidrojen peroksit (H20,), hidroksil radikali (OHe) reaktif nitrojen tiirleri ise nitrik oksit
(NO.) ve nitrojen dioksit (NO; .) dir.

Oksijen insan hayati i¢in olduk¢a Onemli bir element olmasina ragmen
metabolizma sonucu olusan reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) temelini olusturarak
hiicrelere  zarar verir (Pham-Huy ve ark., 2008). ROT'larin viicuda verdikleri zararlar
bagisiklik sistemini zayiflatmaya, yaslanmaya oOzellikle kansere ve kardiyovaskiiler
hastaliklara yakalanma riskini arttirir (Neeraj ve ark., 2013).

Oksijenli solunum reaksiyonlarinda oksijenin bir kismi suya doniisiirken bir
kismida radikallerin olusmasina neden olabilmektedir (Caylak, 2011). Solunum
sirasinda oksijenin bir elektron alarak indirgenmesi ile reaktif oksijen tiirleriden (ROT),
stiperoksit radikali (O, -—), iki elektron almasi ile hidrojen peroksit (H2O,) ve {i¢

elektron almasiyla hidroksil radikali (OHe¢) olusur (Young ve ark., 2001).

Diokeljen Siiperoksit radikali Parokeit Okt
l lH* l 2H' 2H’ lH‘ lEH*
0, HO; H,0, HO  OH' H,0
Singlet oksljen Perhidroksil radikali Hidrojon peroksit Hidrokail byonu

Sekil 1.4. Oksijenin indirgenerek ROT bilesiklerinin olusumu (Gechev ve ark., 2006).

Mitokondri organeli, peroksizom organeli, sitokrom p450 enzimlerinin
faaliyetleri, alkol, sigara, antibiyotik kullanimi gibi faktorler reaktif oksijen tiirlerini
olusturabilirler (Inoue ve ark., 2003). Canli organizmalarda serbest radikallerin etkisini
yok eden Glutatyon peroksidaz (GSH-Px), Katalaz (CAT), Siiperoksit dismutaz (SOD),
Glutatyon (GSH), Glutatyon rediiktaz (GR) gibi enzimlerden (Hortonn ve ark., 1987) ve



besinlerden alinan C vitamini, E vitamin, B-karoten gibi organik bilesiklerden olusan

antioksidan savunma sistemleri mevcuttur (Okan ve ark., 2013).
1.3.1.Siiperoksit radikali (O, -—)

Stiperoksit radikali organizmada ATP iiretimi gergeklesirken oksijenin bir
elektron alarak indirgenmesi sonucu olusan serbest radikallerdendir (Young ve ark.,
2001). Siiperoksit radikali hidrojen peroksitin olusum kaynagidir (Becker ve ark.,
1999). Siiperoksit radikalinin 6nemli 6zelliklerinden birisi demir gibi gegis metallerinin

indirgeyicisi olarak islev yapmasidir (Dennis ve ark., 1990).

Fe? + 0, Fe™ + 0,”

1.3.2.Hidrojen peroksit (H,0,)

Hidrojen peroksit oksijenin etrafindaki molekiillerden iki elektron alarak
indirgenmesi sonucu olusan tepken bir molekiildiir (Labo ve ark., 2010). Hidrojen
peroksit bir serbest radikal olmamasina ragmen reaktif oksijen tiirleri (ROT) arasina
dahil edilen bir molekiildiir (Young ve ark., 2001). Hidrojen peroksit molekiilii
hiicrelere karsi toksik etki olusturarak serbest radikallerin olusumuna zemin
hazirlamaktadir (Giirgdze ve ark., 2007). Hidrojen peroksit yagda ¢oziinen bir molekiil
olup, ge¢is metallerinden olan Fe*? ile reaksiyona girerek serbest radikal olusturur ve

kolayca hiicrelerin igine yerleserek onlara zarar verir (Sezer ve ark., 2014).

20," + 2H" - 0, + Hy0,



1.3.3.Hidroksil radikali (OHe)

Hidroksil radikali, oksijenin {i¢ elektron alarak indirgenmesi sonucu olusan bir
molekiildiir (Caylak, 2011). Serbest radikallerin organizmalara verdigi hasarin temelini
hidroksil radikali olusturmaktadir (Lloyd ve ark., 1997).

Hidrojen peroksit ve siiperoksit radikalleri demir ve diger gecis metalleriyle (Cr,
Co ,Ni, Mo, Zn, Cu, Mn) girdikleri reaksiyon sonucu indirgenerek hidroksil radikalini
olusturmaktadirlar (Lloyd ve ark., 1997).

Yapilan bazi ¢alismalarda hidroksil radikalinin DNA ile reaksiyona girdigi ve
DNA bazlarmin tizerinde degisiklik olusturdugu bildirilmektedir (Akpoyraz ve Durak.,
1995).

Fe* + H,0, — Fe™ + OH + OH’

1.4. Antioksidanlar

Antioksidanlar viicudumuz i¢in olduk¢a dnemli olan karbonhidrat, protein, lipit
ve DNA gibi yapisal organik molekiillerin zarar gérmesini engelleyen ve oksidatif
strese karst viicudu koruyan molekiillerdir (Vinson, 2006). Antioksidanlar serbest
radikal molekiillerinin zincir reaksiyonlarmi kirarak, ksenobiyotiklere karsi viicudu
korur (Ekici ve Sagdic., 2008). Giinlimiizde meydana gelen yanlis beslenme, stresli
yasam bicimleri, ¢evre kirliligi, hava kirliligi gibi etmenler serbest radikallerin
olusmasini tetikleyerek kanser ve diyabet gibi hastaliklarin artisina sebebiyet
vermektedir. Bu hastaliklarin 6nlenmesinde ve tedavi edilmesinde gdstermis oldugu
performasindan  dolay1 son donemlerde antioksidanlara c¢ok Onem verilmektedir
(Ratnam ve ark., 2006). Antioksidanlar organizmada profilaktik ve terapotik etkiler
gostererek viicudun savunmasinda gorev yapan ajanlardandir (Thomas ve ark., 2010).
Antioksidan savunma sistemi lipit peroksidasyonu inhibe etmekle gorevlidir
(Biiytikuslu ve ark., 2015).

Antioksidanlar 4 cesit etki gostererek serbest oksijen radikallerine karsi viicudu

korurlar. Bu etkileri soyle siralayabiliriz; (Valko ve ark., 2007).



1. Mineraller, hemoglobin, A vitamini gibi molekiiller serbest oksijen
radikallerini  kendilerine  baglayarak islevlerini  inaktive ederler.
Antioksidanlarin gostermis oldugu bu etkiye zincir kirict etki denir.

2. Antioksidanlar serbest oksijen radikallerine hidrojen baglayarak
aktivitelerini inaktive ederler. Vitamin, flavanoidler bu sekilde etki eden
bilesiklerdendir. Antioksidanlarin bu etkisine sondiirme etkisi denir.

3. Serbest oksijen radikallerini daha zayif yeni molekiillere doniistiirerek
serbest radikallerin etkisi yok edilir. Antioksidanlarin bu etkisine siiplirme
etkisi denir.

4. Serbest radikallerin viicutta meydana getidigi hasarlart onarirlar.
Antiokdanlarin bu etkisine onarim etkisi denir (Gokpinar ve ark., 2006).

Canli organizmalarda ROT'larin olusumunu ve verecekleri zararlar1 dnlemek

tizere endojen kaynakli enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidan savunma sistemleri
bulunmaktadir (Caylak, 2011). Bunun yaninda baz ilaglar, vitaminler ve sentetik gida

antioksidanlar1 da ekzojen antioksidanlar olarak degerlendirilebilir (Blois, 1958).

1.4.1. Antioksidanlarin siniflandirilmasi

Antioksidanlar enzimatik olan veya olmayan olmak tizere ikiye ayrilir;

1.4.1.1. Enzimatik olan antioksidanlar

Endojenler enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlar olmak tiizere iki

sinifta incelenir.

1.4.1.1.1.Siiperoksit dismutaz (SOD) (E.C. 1.15.1.1)

Antioksidan savunma sisteminin ilk basamagini olusturan siiperoksit dismutaz
(SOD) enzimi bir metaloenzim olup siiperoksit radikallerin (O2 ") hidrojen peroksit
(H20,) ve oksijene (O2) doniisiimiinii saglar (Baskin ve Salem, 1997). Siiperoksit
dismutaz enzimi canli organizmalar siiperoksit radikalleri (O, ") ve hidrojen peroksit

radikallerinden korur (Freeman ve ark., 1982). Ayrica yapilan calismalarda SOD



enziminin lipid peroksidasyonununu oOnleyici etkisinin oldugu rapor edilmektedir
(Larson 1988).
SOD' bes farkli fomu mevcuttur (Caylak, 2011).
1. Mn-SOD manganez igerip, mitokondride bulunan, tetramerik yapida olan bir
SOD izomeridir. Siyanidle inhibe edilmez. Mn-SOD enzimi anti-tiiméor aktiviteye
sahip antioksidan enzimlerden biridir (Valko ve ark., 2007).
2. CuZn-SOD bakir ve ¢inko iceren sitozolde bulunan, dimerik yapida olan SOD
izomeridir. Siyanidle inhibe edilir (Kiregci, 2018).
3. Fe-SOD Mn ve Fe igerir. Ni-SOD Ni igerir (Baskin ve Salem, 1997). Fe-SOD
formu prokaryot canlilarda ve bitkilerde bulunur (Karabulut ve ark., 2016).
4. Cu-SOD bakir igerir. SOD'un hiicrelerde en fazla goriilen formu Cu-SOD
formudur (Karabulut ve ark., 2016).
5. Ekstraseliiler SOD (EC-SOD), ise damar tonusunun diizenlenmesinde rol oynar.
(Marklund, 1982).
0, +0y +2H+ _°° H,0,+ 0,

e

1.4.1.1.2.Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) (E.C. 1.11.1.9)

Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) eritrositlerde meydana gelen oksidatif strese
kars1 kullanilabilecek en etkili antioksidan enzim olan GSH-PX, 4 selenyum atomu
igerip tetramerik yapilidir ve lipit peroksidasyonunun baglamasini ve gelismesini
engelleyen enzimdir (Kiling, 1986).

Mitokondri, sitozol ve hiicre membraninda bulunan GSH-Px elektron kaynagi
olarak rediikte glutatyonu kullanir. Hidrojen peroksitlerin ve organik hiperoksitlerin

indirgenmesinde gorev alir (Garewal, 1997; Caylak, 2011).

2GSH+H; 0, GSHPX GSSG+2H,;0



1.4.1.1.3.Glutatyon S-transferazlar (GST) (E.C.2.5.1.18)

Glutatyon S-transferaz, EC.2.5.1.18. koduna sahip iki alt birimden olusan,
elektrofilik ve hidrofobik bilesiklerin glutatyon ile konjugasyonunu saglayan, fazII
enzimlerinden olan antioksidan bir enzimdir (Orhan ve Sahin, 1995).

GST ksenobiyotikler ve oksidatif strese karst hiicresel koruma saglamanin yani
sira merkaptiirik asit biyosentezi reaksiyonlarina aracilik eder (Kasap, 2010)
Doksorubisin gibi kemoterapotik bilesiklere karst da direng gosterir (Duvoix ve ark.,
2004; Tozkoparan ve Aytag, 2007).

Glutatyon S-Transferaz (GST), polimorfik yapida olup GSH’la birlikte
kanserojen radikallere karsi viicudu savunmada ve ksenobiyotiklerin tepkimelerini
hizlandirarak i¢ dengeyi saglayan bir¢ok fonksiyona sahip olan bir enzimdir (Hayes ve
ark., 1999). GST enzimi indirgenmis glutatyonun konjugasyonunu hizlandiran toksinleri
gideren izoenzimlerdendir (Oztiirk ve Isbir, 2004). GSH organizmay:
ksenobiyotiklerden korur (Liebman ve Greenberg, 1988).

GST ailesinin birgok iiyesi vardir. Insanda GST ailesinde bulunan sitoplazmik
enzimler primer yapilarina gore a (alfa), u (mii), II (pi), 0 (theta), & (sigma) olmak
lizere 5 smifa ayrilirlar (Board, 1981). insanda GST ailesine ait enzimleri kodlayan pek
cok gen polimorfiktir. Birinci kromozomun kisa kolu iizerinde (1p13 bolgesinde) GST
1 (mii) sinifi enzimine ait bes siif gen (M1-M5) tespit edilmistir.

GST enzimleri serbest radikal hasarmma karsi hiicreleri korur. Sitotoksik ve
genotoksik stres kosullarinda hiicrelerin zarar gérmesini engeller (Oztiirk ve Isbir,
2004). GST'ler karsinojen ve mutajen olabilen maddelerin detoksifikasyonunda rol
alirlar. GST M1 genine ait T{rlin ¢ogu polisiklik aromatik hidrokarbonlarin
detoksifikasyonunda rol alan izozimdir. GSTM2 eksikliginde kansere yakalanma riski
artabilir. Ozellikle sigara igen kisilerde bu dnemli bir risk faktorii olusturur. Lafuente ve
ark. GSTM'nin sigara dumanindaki benzopiren gibi kanserojen maddeleri konjuge
ederek detoksifiye ettigi, dolayisiyla enzimin yoklugunun sigara i¢cenlerde kanser riskini
arttirdigini bildirmistir (Lafuente ve ark., 1993).

Sigara kullanan kisilerde Glutatyon S- transferaz enziminin azalmasi kansere

yakalanma riskini arttirmaktadir (Ambrosone ve ark., 2001). Bu yiizden sigara kullanan
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kisilerde toksik maddelerin viicuttan uzaklastirilmasini saglayan GST enzimi ¢ok aktif
olmalidir (Oztiirk ve Isbir, 2004).

Kanser hiicrelerinde GSH diizeyide, GST enziminin aktiviteside artar. GST
enzimi bu ksenobiyotiklerin (anti-kanser) organizmadan atilmasini saglar (Ambrosone
ve ark., 2001). Kanserli hiicrede GST aktivitesi ¢ok arttig1 i¢in ila¢ uzun siire etken
kalamaz hale gelir. Baz1 arastimacilar tarafindan yapilan ¢alismalarda, kanserli hiicreler
GST 'lere kars1 direng gostererek kanser tedavisine engel oldugunu rapor etmislerdir

(Ambrosone ve ark., 2001).

1.4.1.1.4. Katalaz (CAT) (E.C.1.11.1.6)

Calisma mekanizmasi bakimindan SOD ile benzerlik gosteren Katalaz enzimi
heme grubu iceren (Seriner ve ark., 2012), hidrojen peroksiti par¢alayan organizmadaki
biyolojik sistemlerin zarar gérmesini engelleyen enzimdir (Halliwell ve ark., 1990).
Katalaz enzimi, hidrojen peroksiti parcalamazsa hidrojen radikalinin olusumuna zemin
hazirlar. Olusan hidrojen radikali de organizmada hasarlar birakir (Seriner ve ark.,
2012). Katalaz enzimi zehir etkisi bulunan hidrojen peroksit molekiiliinii su ve oksijene

doniistiirmektedir. (Duthie ve ark., 1989).

2H>05 < O, + H,O

1.4.1.1.5. Glutatyon rediiktaz (GSSG-R) (E.C. 1.6.4.2)

Glutatyon rediiktaz, ilk defa 1951'de kesfedilen, E.C. 1.6.4.2 koduna sahip olan
bir enzimdir (Temel ve ark., 20017). Glutatyon rediiktaz enzimi canli organizmay1
serbest radikallerden ve reaktif oksijen tiirlerinden korur. (Senturk ve ark., 2009).

Ayrica katalizledigi reaksiyonlarda ytikseltgenen veya indirgenen GSH (GSH/
GSSG) oranini koruyarak protein ve DNA sentezi gibi 6nemli olaylarin diizenlenmesini
saglar. Glutatyon rediiktaz enziminin inhibitorleri kanser gibi hastaliklarin tedavi

edilmesinde kullanilir (Senturk ve ark., 2009).
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1.4.1.2.Enzimatik olmayan antioksidanlar

Her gegen giin artis gosteren hastaliklarin bertaraf edilmesi i¢in antioksidan
Ozellik gosteren vitamin degeri yliksek meyvelerin, gidalarin ve besinlerin kulanimi
onem kazanmaktadir (Berger, 2005). Enzimatik olmayan antioksidanlardan en
Oonemlileri, viicudun besinlerden elde ettigi veya sentezlemek i¢in besin maddelerindeki
ogelere ihtiya¢ duydugu, glutation, askorbik asit, a-tokoferol, B-karoten, bilirubin,

selenyum, fenolik bilesikler sayilabilir (Singh ve ark., 2004).

1.4.1.2.1.Glutatyon

Glutatyon (GSH) memelilerin hiicrelerinde bulunan, glutamik asit, sistein ve
glisinden meydana gelen tiyol grubu tasiyan, sSerbest radikallerin yaratmis oldugu
zararlara kars1 hiicreleri koruyan tripeptit bir antioksidandir (Compoti, 1987; Mitchel ve
Russol, 1987). Glutatyon (GSH) icerdigi siilfiir grubu sayesinde antioksidan ozellik
gosterir (Temel ve ark., 20017). Glutatyonlar hidrojen peroksiti parcalama, lipit
peroksidazlart detoksifiye etme, oksidadif strese karst hiicreleri koruma, bazi ilaglarin

duyarliliginin arttminda gorev alir (Gurtoo ve ark., 1981; Meister, 1983; 1991).

1.4.1.2.2. Askorbik asit (vitamin C)

C vitamini bagisiklik sisteminde onemli iglevlere sahip ¢ok giiclii bir antioksidan
olup serbest radikallerin hiicrelere verdigi hasar1 6nler (Karabulut, 2016) E vitamininin
yenilenmesinde gorev alir (Kojo, 2004) C vitamini sulu ortamlarda ¢bziinen ve bu
ozelliginden dolayr reaktif oksijen tiirlerini etkisiz hale getiren kuvvetli bir
antioksidandir (Carr ve ark., 2000). C-vitamini peroksil molekiillerini inhibe ederek
peroksidasyona karsi hiicreleri korur (Gokpinar ve ark., 2006).

C vitamini enfeksiyonlara karsi etki gosteren bagisiklik sisteminde T

lenfositlerin sayisinin arttirtlmasini uyarir (Ergiin, 2006).
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O O

HO OH

Sekil 1.5. L-Askorbik asitin kimyasal yapisi.

1.4.1.2.3. a-tokoferol (vitamin E)

E vitamini yapisinda bulundurdugu fenolik hidroksil grubundan dolayr kuvvetli
bir antioksidan &zellik sergiler. Oksidatif strese kars1 hiicreleri korur (Caylak, 2011).

Hiicre zarmin yapisini olusturan fosfolipit tabakasinda yer alan doymamis yag
asitlerini serbest radikallere karsit koruyan lipofilik 6zellik gosteren esansiyel olarak
disaridan alinan bir antioksidandir (Gey ve ark., 1991; McNeil 2004). E vitamini serbest
radikallerin olusturmus oldugu lipit peroksidasyonunu inhibe ederek antioksidan
Ozelliginin oldugunu net olarak gosterir (Altiner ve ark., 2017).

E vitamini protein kinaz fosforilasyonunu etkileyerek NADPH olusumunu

engelleler. Gostermis oldugu bu aktivite sayesinde reaktif oksijen tilirlerinin iiretimini
azaltir (Ergiin, 2006).
CH;,

CH;,

H,C

HO

CH;

Sekil 1.6. Vitamin E 'nin kimyasal yapist.

1.4.1.2.4. A vitamini (Beta Karoten)

A vitamini karacigerde depolanan, kanda retinol baglayici protein ile tasinan,

yagda ¢oziinen bir vitamindir (Dogan ve ark., 2010). Bagisiklik sistemini oksidadif
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strese kars1 korur (Ergiin.2006). A vitamininin kanseri dnleyici etkisi bilinmekte olup
eksikliginde akciger (Nettesheim ve ark., 1975), mesane (Cohen ve ark., 1976) ve kolon
(Newberne ve ark., 1973) gibi kanser tiirlerine yakalanma riski artmaktadir (Dogan ve
ark., 2010). A vitamini bagirsak emilimini arttirarak  antioksidanlarin

biyoyaralanimlarina etki etmektedir (Mazlum, 2012).

CHs CHj CHs O
N Ve YN OH
CH3
CHs

Sekil 1.7. A vitamininin kimyasal yapis1

1.4.1.2.5. Polifenoller

Polifenoller, benzen halkasi igeren, lipit peroksidasyonunu onleyen (Barak ve
Yasar, 2018), reaktif oksijen tiirlerini etkisiz hale getiren antioksidanlardir (Giilesci,
2016). Polifenoller bazi enzimlerin (lipaz enzimi) aktivitelerini azaltirken (Fraga ve
ark., 2010) bazi enzimlerle de etkilesime girerek gidalardan alinan besin degerini

diistirerek toksik etki yaratabilmektedir (Baxter ve ark., 1997).

1.4.1.2.6. Flavonoidler

Flavonidler lipofilik yapida olan, hiicreleri oksidatif strese kars1 koruyan, serbest
radikalleri etkisiz hale getiren ve canli organizmanin ¢esitli hastaliklara yakalanma
riskini azaltan antioksidanlardandir (Cimen, 1999). Hidrofilik 6zelligi lipofilik diger
antioksidan olan o-tokoferole (Vitamin E) gore daha yiiksektir. Flavonoidlerin
antioksidan olmasinin yaninda antiviral, antitrombotik, antialerjik, antiinflamatuvar gibi
birgok aktivitesi de vardir (Cimen, 1999).

Flavonoidler flavonollar, flavonlar, izoflavonlar, flavanonlar, antosiyanidinler ve
flavanollar olmak {izere alt1 alt sinifta toplanir (Feredioon ve ark., 1992; Rice-Evans ve
ark., 1992)

14



1.5. ila¢

llaglar viicuda uygunlandiklar1 zaman emilime ugrar, etki edecegi yere ulasr,
kimyasal baz1 degisiklere ugrar ve viicuttan atilir (Ozbay, 2012). ilaglar organizmada
kimyasal bazi degisikliklere ugrayarak metabolize olurlar. Ilaglarin metabolize olmasi
yani enzimler tarafindan degisiklige ugramasi biyotransformasyon olarak adlandirilir
(Kayaalp, 2009). Biyotransformasyona ugrayan ilaglar bazen daha fazla etkili hale
gelirken, bazen de detoksifikasyonu engelleyerek toksik bilesik haline gelebilirler
(Akgiin, 2004). Biyotransformasyon ile ilaglarin suda ¢oziinmesi saglanarak ve toksik
etkileri azaltilarak viicuttan atilimlar kolaylasir (Ozdemir ve ark., 2016).

Metabolizma sonucu meydana gelen bilesiklere metabolit denir (Ozbay, 2012).
Metabolitlerin emilim, dagilim, metabolizma ve atlim gibi farmakokinetik 6zellikleri
ilag gelistirme agisindan énemlidir (Ozdemir ve ark., 2016).

Ayrica metabolizma sonucu lipofilik yapiya sahip bilesikler polar hale gelerek
organizmadan kolayca atilirlar. (Ozdemir ve ark., 2016). Eger lipofilik bilesikler
hidrofilik bilesiklere doniistiiriiliip atilmazsa uzun siire viicutta kalip birikime neden
olarak hiicrelere zarar verebilir (Ozbay, 2012).

Bazen ilaglarin metabolizmasi detoksifikasyon saglamayarak toksik Dbilesik
olusturabilir. Ilaglarin bazilar1 kendi icinde aktif olmayip biyolojik ortamlarda yani
biyotransformasyon sonucu aktiflesebilir (Ozdemir ve ark., 2016). Bu tiir ilaglara 6n
ilag denir. Ornegin; kortizon, klormezanon, kloramfenikol palmiat, prontosil.

Biyotransformasyonda goérev yapan enzimlerin ¢ogu basta karaciger olmak iizere
bobrek, akciger gibi organlarda, diiz endoplazmik retikulum gibi hiicresel organelde
bulunur (Ozdemir ve ark., 2016). Canli organizmanin sahip oldugu polimorfizimlerden
dolay: ilaglara verdigi cevaplarda farklilik gostermektedir. Bu farkliliklar ilaglarin
emilimini, dagilimini, metabolizmadan atilimin etkilemektedir (Steimer ve ark., 2002).
Yeni ilaglar kesfedilirken giivenli sonuglarin elde edilmesi igin ilaglarin farmakolojik
cevapta farklilig:1 ve farmakokinetik &zellikleri gdz 6niine alinmalidir (Uney ve ark.,
2006).

Ilaglar kesfedilirken kullanmilacak kimyasal molekiiller ilk &nce "klinik &ncesi
faz"a alinmahidir. Ciinkii yeni kimyasal molekiillerin, insanlarda denenmeden &nce

deney hayvanlarinda denenerek etkisinin arastirilmas: gereklidir (Ergiin, 2017). Bu
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calismalara bakilarak insanlar iizerinde ne gibi etkiler olacagi Ongoriiliir. Binlerce
molekiil arasindan ilag olmaya aday olan molekiiller tarama testleri ve toksisite testleri
yapilarak ayristirilr. Tarama testleri basit ve ucuz olup kisa siirede sonug veren,
laboratuvar ortaminda yapilan in vitro testlerdir. Tarama testlerinde ¢Oktiirme, siizme,
yikama, kurutma, tartma gibi iglemler yapilir. Toksisite testleri ise in vivo olarak canli
hayvanlarda (sigan, fare, kopekler) gerceklestirilir. Hayvanlar iizerinde, ilacin emilimi,
dagilim1 ve metabolizmasinda meydana gelen etkisi arastirilir. Klinik degerlendirme
sonuglarinda ise insan i¢in kullanilacak ilaglar etik kurulundan onay alinarak saglikli ve

hasta kisilerde denenir (Iskit, 2006).

Klinik denemeler dort asamada gerceklestirilir;
1. Faz I (birinci donem),

2. Faz II (ikinci donem),

3. Faz III (iiclincli donem),

4. Faz IV (dordiincii donem) ¢alismalardir.

. llac gelistirme asamalar

invitro / in vivo fleri farmakolojik aktivite
yapilan molekiil » » | 9-10 Molekiil
Klinik oncesi
testler

; Faz Il testleri Faz1/1 testlen
1 Molekil < 15Molekill | «<—— | 4Molekil

V

flag olarak piyasaya siiriilir

Sekil 1.8. lag Gelistirme Asamalar1 (Kapucu ve ark., 2009).

16



Ilag olmaya aday olan molekiiller baz1 asamalarda elenebilir (Kapucu ve ark.,
2009). Ciinkii bu molekiiller;
v Beklenen aktiviteyi sergilemeyebilir,
Glglii ilaglara karsin etkisi diisiik seyirde olabilir,
Toksik etki yaratabilir,
Cesitli yan etkilere sebep olabilir,

Ekonomik olarak pahali olabilir,

AN N NN

Oldukga dayaniksiz olabilir,
v Uretimi zor olabilir.

Faz I (birinci donem) klinik testler: Arastirmalar genel olarak goniilli, saglikli

deneklerde 20-80 kisiden olusan giivenli gruplarla yapilir. Deneklere farkli dozlarda ilag
verilerek dozu smirlayan toksisitenin belirlenmesi, tolere edilen en yiiksek dozun
belirlenmesi, ilacin etki mekanizmasi, toksisitesi ve giivenlilik yonii arastirilir.
Arastirmalar yaklasik 9-18 ay siirede gergeklestirilir. Arastirmalar bazen de hasta kisiler
(kanser hastast) iizerinde yapilabilir. (Iskit, 2006).

Faz 1II (ikinci dénem) klinik testler: Bu donemde yaklasik 100-300 arasi hasta

gontlli kisiler iizerinde ilacin tedavi edici (terapdtik), yan etkisi ve koruyucu
(profilaktik) etkisi arastirilir. Aragtirmalar i¢in mutlaka klinik ve farmakolog olmalidir.
Genellikle 1-3 yil siiren bu arastirmalar faz 3 igin gerekli alt yapiyr olusturur (Iskit,
2006).

Faz III (ligiincii donem) klinik testler: Bu fazda yaklasik 1000-3000 hasta

goniillii lizerinde 3-4 yil siiren gok merkezli ¢aligmalardir. ilacin etkinligi ve diger
ilaglarla etkinliginin kiyaslanmasi bu fazda gergeklesir. Gerekli biitiin c¢alismalar
gerceklestikten sonra ila¢ i¢in onay alinmasi gereklidir. Her iilkenin onay verme
makamlar1 mevcut olup Tiirkiye igin bu onay T.C. Saglik Bakanhg Ilag ve Eczacilik
Genel Miidiirliigii tarafindan verilir (Iskit, 2006).

Faz IV (dordiincii donem) klinik testler: Bu donemde ruhsati alinmis ilacin

pazarlanmasi, ekonomik boyutu, maliyeti, yarari, riski analiz edilerek Faz 3'te
tamamlanmamis c¢aligsmalar tamamlanir. Daha sonrasinda ilacin tedavi etkinligi, yan

etkileri izlenerek degerlendirme yapilir (iskit, 2006).
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1.5.1. fla¢c metabolizmasi

llaglarin  canli organizmalarinda sergilemis olduklar1 emilim, dagilim,
metabolizma, atilim gibi farkli etkilesimleri sahip olduklar1 genlerin bireysel
farkliligindan ileri gelmektedir (Steimer ve Potter., 2002).

Ilaglarin organizmadaki metabolizmasinda gorev alan organlardan en dnemlisi
karacigerdir (Buratti ve Lavine., 2002). Ilaglar canli organizmaya alindiginda emilim
saglanmadan Once bir kismi karaciger tarafindan etkisiz hale getirilerek aktivitesi
disiiriiliir. Karacigerin bu etkisinden dolayr bazen verilen ilacin dozunda artig
saglanirken bazen de ilacin yapisinda degisiklige gidilir. Ornegin; lipofilik yaprya sahip
olan ilaclarin molekiiler yapilarinda herhangi bir degisiklik olmazsa canli viicudunda
uzun siire kalarak bazi dokularda birikime neden olur. Bu yiizden lipofilik yapili
ilaglarin organizmadan atilmasi kolaylagsin diye hidrofilik yapiya donistiiriilerek
atilimlar1 saglanir (Ozdemir ve ark., 2016).

Karacigerde biyotransformasyon Faz-l ve Faz-II olmak iizere iki fazda
gerceklesir (Ozdemir ve ark., 2016). Faz-1 metabolik etkilesiminde oksidatif, rediiktif,
hidrolitik reaksiyonlar yer alirken, Faz-ll reaksiyonlar1 polar yapilarin enzimatik
sentezlen ilaglara  baglandigi  reaksiyonlardir  (Josephy ve ark., 2005).
Biyotransformasyon olaylarinin ¢ogu karaciger organinin endoplazmik retikulumunda
sitokrom P450 izoformlar1 (CYPler) ve transferaz enzimleri sayesinde gerceklesir

(Ozdemir ve ark., 2016).

INDUKLEYICI
\A —» Substrat ¢
CYP-450
/ % Substrat T
INHIBITOR

Sekil 1.9. Ilaglarin CYP enzimleri ile etkilesimi (Tiirkbay ve ark., 2000).

Canli organizmalarda bulunan sitokrom P450 izoformlar1 (CYPler) ve transferaz
enzimleri canli organizmayi ilaglarin yan etkilerine ve kanserojen maddelere karsi korur

(Lakehal ve ark., 1999). CYP enzimleri HEME proteini i¢ceren (Yiiksel, 2001), 450 nm
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frekansdaki 15181 absorbe eden, ksenobiyotiklerin biyotransformasyonunda (Guengerich,
2006) onemli islevi olan enzimlerdendir (Yiiksel, 2001). CYP enzimleri canl
organizmada N-oksidasyon, S-oksidasyon, O-dealkilasyon, deaminasyon, aromatik
hidroksilasyon gibi birgok olayin ger¢eklesmesini saglar (Tiirkbay ve ark., 2000).
Biyotransformasyonda gorev alan CYP alt izozimleri CYP1A1, 1A2, 1B1, 2A6,
2C8, 2C9, 2C19, 2D6,2E1, 3A4, 3A5'tir. Bunlardan en aktif olanlar ise CYP2C,
CYP2D ve CYP3A' dir (Yamazaki ve ark., 1999). Ilaclarin ¢ogu CYP3A4 enzimi ile
metabolize olur (Yurdakdk ve ark., 2011). {laclar organizmaya alindiktan sonra
emilimleri CYP3A4 enzimi ile sinirlandirilarak, ilag direng tasiyicisi olan Permeabilite-
Glikoprotein (P-gp) ile etkilesimi sonucu ilaglarin hiicrelere girisi engellenmektedir. P-
gp tasiyict protein olup ilaglarin emilim, metabolizma, dagilim ve atilimlarinda rol
oynayarak ksenobiyotiklere karsi organizmayr korur (Giil ve ark., 2016). P-gp kanser
hiicrelerinde kullanilan ilaglara karsi direng olusturarak kemoterapiyi olumsuz yonde
etkilemektedir (Giil ve ark., 2016). Ilag metabolizmasini, ayrica, genetik farkliliklar,
hastaliklar, organizmada meydana gelen etkilesimler etkilemektedir (Herken ve ark.,

2001).

1.6. Enzim Inhibisyonu

Organizmalarda meydana gelen reaksiyonlarin hizini arttiran molekiillere
aktivator, enzimin aktivitesini durduran veya yavaslatan maddelere ise inhibitor denir
(Goziikara, 1989). Enzimatik tepkimenin inhibitér olarak tanimlanan maddelerce
hizimin azaltilmas1 veya tepkimenin durdurulmasina enzim inhibisyonu denir
(Lehninger, 2005). Herhangi bir inhibitor madde enzimatik inhibisyonu
gerceklestirirken enzimin ¢aligmasini engeller ise enzimin Katalize ettigi reaksiyonu da
bozabilir (Keha ve Kiifrevioglu, 2009).

Enzim kinetiginde kullanilan Michaelis — Menten ve Lineweaver — Burk
grafiklerinden hesaplanan K, sabiti (enzimin substrata olan affinitesini ifade eder) ve
Vmax (enzimatik reaksiyonlarinda ulasilan maksimum hiz) degerlerindeki degisimlere
bakilarak enzim inhibisyon modelleri belirlenmektedir (Keha ve Kiifrevioglu 2009;
Inal, 2013).

Enzim inhibitdrleri ile enzim inhibisyonlar1 tersinir veya tersinmez olabilirler.
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1.6.1. Tersinir enzim inhibisyonu

1.6.1.1. Yarismah enzim inhibisyon modeli

Tersinir enzim inhibisyonunun yaygin olan tipidir. Yarigmali enzim
inhibisyonunda inhibitér enzimin aktif kism1 i¢in substrat ile yaristigindan yarigmali
enzim inhibisyonu denir. Enzimin aktif kismina inhibitér baglaninca substratin
baglanmasini onler. Boylelikle tepkime gergeklesmez. Inhibitdr enzimin substrata olan
ilgisini azaltarak K, degerinin biiyiimesine neden olur. Ky degeri biiylir, Vmax
degismez. Yarigmali enzim inhibisyonunda substrat konsantrasyonu, arttirilarak enzimin
inhibitére olan ilgisi azaltilabilir ve bdylelikle inhibisyon ortadan kaldirilabilir.
Yarigmali inhibitor bilesigi enzim inhibitor (EI) kompleksi olusturmak icin tersinir

baglanir (Keha ve Kiifrevioglu, 2009; Sillero ve Herrero, 2015).

N inhibitér yok iken

_[aK,,, ] ~ 1 gim — K
= R

51 ()

Sekil.1.10.Yarigmali (kompetitif) inhibisyonun Linewear-Burk grafigi.

1.6.1.2. Yarismasiz inhibisyon modeli

Yarigsmasiz enzim inhibisyonunda inhibitdr enzim {izerinde substratin baglandigi
yere degil farkli bir yere tersinir olarak baglanir. Bu ylizden substrat inhibitorii
inhibitorde substrati etkilemez. Bu modelde inhibitor enzim substrat kompleksine de
farkli bolgeden baglanabilir. Yani bir yaris s6z konusu degildir. Inhibitorler enzimin
yapisinda degisiklik yaratarak tepkime hizini diistiriir. Ancak EI kompleksine ve serbest

E'ye ayni ilgi s6z konusu oldugundan Ky,' ye bir etkisi olmaz (Keha ve Kiifrevioglu,
2009).

20



a 1\-HI [S](P

Sekil.1.11.Yarismasiz inhibisyonun Linewear-Burk grafigi.
1.6.1.3. Bagimh inhibisyon modeli

Bagimli inhibitoriin enzime baglanmasiyla olusan inhibisyondur. Enzime
substrattan farkli bir yerden tersinir sekilde baglanir. Sadece ES kompleksine
baglanabilir. Bu tiir enzim inhibisyonunun sonucunda Vmax Ve Ky, degerlerinin ikisi de

degisir. Vmax Ve Kiy degerleri ayni oranda azalir (Keha ve Kiifrevioglu, 2009).

[[I]

inhibitor yok iken

i
[S] (m_)

Sekil.1.12. Bagimli inhibisyonun Linewear-Burk grafigi.
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1.6.1.4. Kansik inhibisyon modeli

Inhibitér ve substrat aym zamanda enzime baglanabilir. Ancak, inhibitdriin

baglanmasi substratin baglanmasini, substratin baglanmasi da inhibitoriin baglanmasini

etkiler. Substratin konsantrasyonunu artirmakla bu tip inhibisyon azaltilabilir ama

tamamen istesinden gelinemez. Karisik tipli inhibitorlerin aktif bdlgeye baglanmasi

miimkiin olmakla beraber, bu tip inhibisyon genelde inhibitoriin enzim iizerinde baska

bir yere baglanmasindan kaynaklanan allosterik bir etkinin sonucudur. Inhibitdriin

allosterik yere baglanmasi, enzimin konformasyonunu (yani iiglinciil yapist veya iig

boyutlu seklini) degistirir, Oyle ki substratin aktif bolgeye olan ¢ekim giicii azalir

(Segel, 1975).

“ g
|8

E
S
N

1

T[I]

inhibitor yok iken

5 ()

Sekil 1.13. Karigik inhibisyon modelinin (A durumu) Linewear-Burk grafigi.
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Sekil 1.14. Karigik inhibisyon modelinin (B durumu) Linewear-Burk grafigi.
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1.6.2. Tersinmez enzim inhibisyonu

Bu inhibisyon modelinde inhibitor kovelent bag ile enzimin fonksiyonel grubuna
baglanarak enzimin fonksiyonel grubunu inhibe eder. Olusan enzim inhibitdr kompleksi

geri donlisimsiiz olarak inaktif hale gelmistir (Keha ve Kiifrevioglu, 2009).

1.7. Etkili Konsantrasyon Degeri (EKso Degeri)

EKsp, yari maksimum inhibitor konsantrasyonudur ve bir maddenin belirli bir
biyolojik veya biyokimyasal fonksiyonu yariya kadar inhibe etmedeki etkinliginin bir
olglisiidiir (6rnegin, enzimlerin inhibisyonu). Farmasotik arastirmada, bir ilacin in vitro
potansiyelini belirlemek i¢in siklikla kullanilan bir birimdir. EKsy degerleri %
inhibisyon-konsantrasyon grafiklerinde ¢ikan dogrusal ¢izgi denklemlerinde "y" yerine
50 yazilarak hesaplanir. Y eksenindeki etkinligi ve X eksenindeki konsantrasyonu

belirtir.
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2. KAYNAK BILDIRISLERI

Heteroaromatik bilesikler gostermis oldugu biyolojik ve farmakolojik
ozelliklerinden dolayr yeni ilaglarin tasariminda ve gelistirilmesinde kullanilirlar
(Brasholz, 2009). Heteroaromatik bilesikler anti-bakteriyal (Shakdofa ve ark., 2014)
anti- kanser (Rahmouni ve ark., 2016), A anti-enflamatuar (Kazemizadeh ve ark., 2016),
anti-parazit (Coa ve ark., 2015) gibi aktivitelere sahip olduklarindan dolay: yillardir
bilim adamlarun ¢alisma alanini olusturmaktadir.

Jones ve ark. (1984), tarafindan yapilan ¢alismada sentezlenen [6-hidroksi-2-(4-
hidroksifenil)benzo[b]tiyofen-3-il] [4-[2-(1-piperidinil)etoksi]-fenil] tiirevinin si¢an
uterusu tizerindeki Ostradioliin biiylime etkisini inhibe edip etmeyecegi arastirilmaistir.
Sentezlenen bilesigin 6stradiolii antagonize etme yetenegi lizerinde derin etkilere sahip
oldugu ve meme tiimorlerinin biiylimesini engelleyen inhibitdr oldugunu ifade
etmislerdir.

Qin ve ark., 2007 yilinda yaptigi calismada benzotiyofen segici Ostrojen
reseptorleri (SERM) gelistirmislerdir. SERM’ler meme kanseri iizerinde kemopreventif
aktiviteyi arttirmak i¢in kullanilan modiilatorlerdir. Sentezlenen benzotiyofen
tirevlerinin (6-Hidroksi-3- {4- [2- (1-piperidinil) etoksi] fenoksi} -2- [4- (2-
kloroasetamid) fenil] benzo [b] tiyofen ve 6-Hidroksi-3- {4- [2- (1-piperidinil) etoksi]
fenoksi} -2- {4 - [(2-kloroetil) amino] fenil} benzo [b] tiyofen) antioksidan
aktivitelerine bakarak 1yi bir SERM olabilecegini rapor etmislerdir.

Kawasaki ve ark., 2008 yilinda yaptigr calismada Alzheimer hastaligi icin
oksidatif stres ve nitrik oksite bagli olarak ndrotoksisiteyi inhibe eden terapotik bir ajan
olan T-817MA (1- {3- [2- (1-benzotiyofen-5-il) etoksi] propil} azetidin-3-ol maleat)'nin
1-metil-4-(MPTP) tizerindeki etkisini incelemislerdir. MPTP dopamin seviyelerinde ve
tirozin hidroksilaz immiino reaktivitesini diislirerek beyin fonksiyonlarini etkiler. Bu
calismanin sonucunda T-817MA'mm lipid peroksidasyonunu bloke ederek MPTP
kaynakl1 norotoksisiteye kars1 koruma sagladigini ve bu bilesigin Parkison gibi oksidatif
stres ile ilgili norodejeneratif bozukluklarin tedavisinde yararli olacagini bildirmislerdir.
Abreu ve ark. tarafindan 2009 yilinda yapilan ¢alismada 7-aril veya 7-heteroarilamino-

2,3-dimethilbenzo [b] tiyofenlerin antioksidan aktivitesi DPPH metodu ile belirlenmis
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olup EKsy degerleri hesaplanmistir. EKsp degerleri, standartlarin EKsy degerleri ile
karsilastirilmistir.  Elde ettikleri EKsp degerlerine bakarak bilesiklerin  yiliksek
antioksidan aktiviteye sahip olduklar1 rapor edilmistir.

Sheikha ve ark. (2011), tarafindan yapilan ¢alismada sentezlenen (N-(piridin-2-
il)-benzotiyofen2-karboksamid, N-(piridin-3-il)-benzotiyofen 2- karboksamid, N-(1H-
benzimidazol-2-il)-  benzotiyofen-2-  karboksamid) benzotiyofen tiirevlerinin
farmakolojik etkilerini arastirmiglardir. Sentezlenen bu bilesiklerin hiperlipidemi ve
ateroskleroz tedavisinde umut verici bir potansiyele sahip olabilirligini rapor
etmislerdir.

Serry ve ark. (2010), tarafindan yapilan ¢calismada sentezlenen yeni benzotiyofen
tiirevlerinin antitimor ve antioksidan etkileri arastirilmistir. Antitimor testleri Ehrlich
asit hiicleri (EAC) modeline gore in vitro olarak test edilmistir. Elde edilen verilerine
gore sentezlenen yeni bennzotiyofen tiirevlerinin antitimdr aktivitesinin olmadigini
ifade etmislerdir. Antioksidan testleri ABTS metodu ile belirlenmistir. 2- (2-siyano-
asetilamino) -4,5,6,7-tetrahidrobenzo [b] tiyofen-3-karboksilik asit etil ester ve etil 2-
(2-siyano-2- (2- [1,5-dimetil-3-0kso-2-fenil-2,3-dihidro-1 H-pirazol-4-il] hidra-zono)
asetamido) -4, 5,6,7-tetrahidrobenzo [b] tiyofen-3-karboksilat tiirevlerinin ABTS
metodu ile belirlenen sonuglarina gore yiiksek antioksidan aktivitelerinin oldugu, Etil 2-
(2-siyano-3- (4- (dimetilamino) fenil) akrilamido) -4,5,6,7-tetrahidrobenzo [b] tiyofen-
3-karboksilat, Etil 2- (2-siyano-3- (4- (piperidin-1-il) fenil) akrilamido) -4,5,6,7-
tetrahidrobenzo [b] tiyofen-3-karboksilat, 2- (2-siyano-3- (dimetilamino) akrilamido) -
4,5,6,7-tetrahidro-benzo  [b]  tiyofen-3-karboksilat  tiirevlerinin  antioksidan
aktivitelerinin orta dilizeyde oldugu, sentezlenen diger bilesiklerin ise antioksidan
aktivite gostermedigi rapor edilmistir.

Said ve ark. (2011) tarafindan yapilan ¢aligmada sentezlenen tiyofen ve tiyazol
tirevlerinin meme kanseri (MCF7 ) {izerine etkileri arastirilmistir. Sentezlenen
bilesiklerden, 2-Amino-5-siyano-4-(4-hidroksifenil)-6-okso-1-{1-[4- (piperidin-1-silf-
onil)fenil] etiliden amino}-1,6- dihidropiridin-3-karboksilik asit etil ester ve 2-Amino-
4-(4-klorofenil)- 5-siyano-6-okso-1-{1-[ [4-(piperidin-1-siilfonil)fenil]etilidene amino}-
1,6- dihidropiridin karboksilik asit etil ester tiirevlerinin ECsy degerleri sirasiyla 20,6 ve
25,5 pg/mL olarak ifade edilmis olup referans olarak kullanilan doksorubisinden daha

fazla aktivite gosterdigi ifade edilmistir. Sentezlenen diger bir tiirev olan 2-Amino-5-
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siyano-4-(4  dimetilaminofenil)-6-okso-1-{1-[4-( piperidin -1- siilfonil) fenil]
etilidenamino}-1,6- dihidropiridin-karboksilik asit etil ester tiirevi yaklasik olarak
doksorubisin  kadar aktivite gosterdigi, etil-2,4-diamino-5-[2-(1-(4-piperidin-1-
ilsulfonil) fenil) etiliden) hidrazin karbonil] tiyofen-3-karboksilat tiirevinin ise aktivite
gostermedigi rapor edilmistir.

Biradar ve Mruthyunjayaswamy 2013 yilinda yaptig1 ¢calismada 3-kloro-N-[(1e)-
(2-hidroksi fenil)metilen]-6-metoksi-1-benzotiyofen-2- karbo hidrazid (HL) ve Cu(ll),
Co(I), Ni(I1), zZn(11), Hg(I), Mn(ll) ve Fe(Ill) komleksleri sentezlenmistir. Yapilan
calismada bu bilesik ve metal komplekslerinin antibakteriyal ve antioksidan kapasiteleri
belirlenmistir. Calismanin sonucunda Hg(II) ve Mn(Il) standart ila¢ olarak kullanilan
Streptomisine kiyasla iyi antibakteriyal etki gosterdiklerini Cu (II), Co (II), Mn(II) ve
Fe(IlI) komplekslerinin orta diizeyde, Zn(II) ve HL komplekslerinin ise az aktivite
gosterdigini ifade etmislerdir.

Antioksidan testlerini DPPH radikal siipiirme antioksidan metodu ile test ederek
gostermis olduklart aktivitelerini standart olarak kullanilan vitamin E'ye karsi analiz
ederek Cu (II), Ni(Il), Zn(Il) ve Fe(Ill) komplekslerinin ¢ok yiiksek serbest radikal
temizleme aktivitesi gosterdigini ve Co (II) orta seviyede, HL, Hg(II), Mn(II)’nin de az
aktivite sergiledigini rapor etmislerdir.

Gouda ve ark. (2014), yaptiklar1 ¢alismada yeni sentezlenen benzotiyofen tiirevlerinin
antioksidan aktvitesini arastirmiglardir. Elde edilen verilere gore, Etil 2 - [({2 -
[(siyanoasetil) amino] -4,5, 6, 7 - tetrahidrobenzo [b] tien - 3} il} karbonil) amino] -4,5,
6,6,7 - tetrahidro - 1 - benzotiyofen - 3 - karboksilat, Etil -2 - {[(2 - {[(2 - amino - 5, 6 -
dihidro - 4H - siklopenta [b] tien-3 - il) karbonil] amino} -5, 6 - dihidro - 4H -
siklopenta [b] ientien - 3 - yl) karbonil] amino} -4,5,6,7-tetrahidro-1-benzotiofen-3-
karboksilat, Etil 2 - {[(2 - {[(2 - imino - 2H - kromen - 3) il) karbonil] amino} -4,5, 6, 7
- tetrahidro - 1 - benzotiyofen - 3) yl) karbonil] amino} -4, 5, 6, 7 - tetrahidro - 1 -
benzotiyofen - 3 - karboksilat, etil 2- (2 - siyano - 3,3 - bis (2 - etoksi - 2 - oksoetiltio)
akrilamido) -4,5,6,7-tetrahidrobenzo [b] tiyofen-3-karboksilat, Etil 2 - {[(2E) -3 -
anilino - 2 - siyano - 3-merkaptroprop-2-enoil] amino} -4,5,6,7-tetrahidro-benzotiyofen-
3-karboksilat,tiirevlerinin 1iyi antioksidan aktivitelere sahip oldugunu agik¢a ifade
etmiglerdir.  Sentezlenen etil 2 - [(siyanoasetil) amino] -4,5,6,7 - tetrahidro-1-
benzotiyofen-3-karboksilat, Etil 2 - {[(2 - amino - 5,6 - dihidro - 4H - siklopenta [b] tien
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- 3 - yl) karbonil] amino} -4,5,6,7-tetrahidro-1-benzotiyofen-3-karboksilat, Etil 2 - {[(2
- amino - 4, 5, 6, 7 - tetrahidro - 1 - benzotiyofen - 3 - yl) karbonil] amino} -4,5,6,7-
tetrahidro-1-benzotiyofen-3-karboksilat, Etil 2 - {[(2 - {[(2 - imino - 2H - kromen - 3 -
il) karbonil] amino} -4,5, 6, 7 - tetrahidro - 1 - benzotiyofen - 3) il) karbonil] amino} -4,
5, 6, 7-tetrahidro-1-benzotiyofen-3-karboksilat, Etil 2 - {[(2E) -3 - anilino - 2 - siyano -
3-merkaptoprop-2-enoil] amino} -4,5,6,7-tetrahidro-1-benzotiyofen - 3 - karboksilat,
Etil 2 - {[(5 - asetil - 4 - amino - 2 - anilino - 3 - tienil) karbonilJamino} -4, 5, 6, 7 -
tetrahidro - 1 - benzotiyofen - 3 - karboksilat, bilesiklerin ise Bleomisinin olusturacagi
serbest radikal olusumunu engelleyerek DNAya verecegi hasari onledigini rapor
etmislerdir.

Rao ve ark. (2015), yaptiklar1 g¢alismada benzotiyofen tiirevlerinin in vitro
antibakteriyal ve antitiiberkiiler aktivitelerini arastirmislardir. Elde edilen verilere gore
2-(2-klorofenil)-4-oksi  kinazolin-3(4H)-yl]-1-benzotiyofen-2-karboksamid ve [2-(2-
nitrofenil)-4- oksi kinazolin -3 (4H)-yl]-1-benzotiyofen-2-karboksamid tiirevlerinin iyi
antitliberkiiler aktivite gosterdiklerini, (4-oxo-2-fenil kinazolin-3 (4H) - yl)-1-
benzotiyofen-2-karboksamid tiirevinin ise iyi antibakteriyal aktivite sergiledigini rapor
etmislerdir.

Algso ve ark. (2018), yilinda yaptig1 calisgmada yeni sentezlenen benzotiyofen
bilesiklerinin antimikrobiyal 6zelliklerini dort indikatdr mikroorganizmaya karsi test
ederek arastirmislardir. Sentezlenen bilesiklerden birkagi (C. albicans ATCC 10231, B.
subtilis ATCC 6633, E. coli ATCC 25922 ve S. aureus ATCC 25923. 3- (4-
aminobenzoetinil) -2- (tiofen-2-il) benzo [b] tiyofen (12E), 3-etinil-2- (tiyofen-2-il)
benzo [b] tiyofen, 3- (2-aminobenzoetinil) -2- (tiyofen-2-il) benzo [b] tiyofen )
S.aureus’a kars1 yiiksek oranda antibakteriyel aktivite sergilerken diger (2- (tiyofen-2-il)
benzo [b] tiyofen 3- (-indol-2-il 1 H) ve3- (4-aminobenzoetinil) -2- (tiyofen-2-il) benzo
[b] tiyofen) bilesiklerin ise standart olarak kullanilan trolokstan daha iyi antioksidan
aktivite gosterdiklerini rapor etmislerdir. Ayrica 3-iyodo-2- (tiyofen-2-il) benzo [b]
tiyofen ve 3- (trimetil silil etinil) -2- (tiyofen-2-il) benzo [b] tiyofen'in birgok mantar

hastaliklarina kars1 koruma saglayan antifungal 6zellik sergiledigini rapor etmislerdir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Bu ¢aligmada antioksidan kapasiteleri test edilecek olan - benzotiyofen tiirevleri
Van Yiiziincii Y11 Universitesi Kimya Boliimii 8gretim {iyesi Prof. Dr. Arif KIVRAK ve
ekibi tarafindan sentezlenmistir.

3.1.1. Kullanilan cihazlar ve malzemeler

Cizelge 3.1. Deneylerde kullanilan cihazlar ve malzemelerin listesi

Kullanilan cihazlar Kullanilan malzemeler
v’ Spektrofotometre v Eldiven
v" Sonikat6r v" Dereceli silindir(meziir)
v’ Hassas terazi v" Filtre kagitlari
v" Distile su cihazi v Otomatik pipetler
v" Vorteks v Pipet uglari
v' Elisa plaka okuyucu v Cam malzemeler
v Parafilm
v' Santrifiyj tiipleri
v Cam kalemleri

3.1.2.Kullanilan kimyasallar

Cizelge 3.2. Deneylerde kullanilan kimyasallar ve marka kodlar1

Kullanmilan kimyasallar

Troloks Aldrich-238813
2,2-Difenil-1-pikrilhidrazil Aldrich-D9132

2,2-azino bis (3-ethil benzothiazolin-6- Sigma-A3219

siilfonik asit)

Potasyum persiilfat Sigma-Aldrich-216224

Saf etanol Sigma-46139

Kuersetin Sigma-Q4951

Askorbik asit Sigma-A0278

DMSO Millipore (EMD) 1.02952
Potasyum di hidrojen fosfat Sigma-Aldrich -NIST200B

29



30

3.2. Yontem
3.2.1. Benzotiyofen tiirevlerinin sentezi ve saflik testleri

Benzotiyofen tiirevleri Prof Dr Arif KIVRAK’1n organik kimya laboratuvarinda,
en yliksek verim derecesinde kimyasallar kullanilarak, kontrollii sentez kosullarinda en
yiiksek verim esas alinarak sentezlenmis, hedef yapilar i¢cin molekiiler yapi testleri Van

YYU Bilim Uygulama ve Arastirma Merkezi’nde NMR Cihazi’nda gerceklestirilmistir.

3.2.1.1. Tiirev-1 (2-hidroksi-5-(3-iyodobenzo[b]tiyofen-2-il)benzaldehit)

100 mL balon joje igerisine 2-hidroksi-5-((2-(metiltiyo)fenil)etinil)benzaldehit)
(100 mg, 0.373 mmol) dikloromethan (60 mL) igerisinde ¢6zdiiriiliir ve iizerine 1, (284
mg, 1.11 mmol) eklenerek oda sicakliginda 30 dakika karigtirildi. Reaktantlar ince
tabaka kromotografisi ile kontrol edildi ve ekstraksiyon i¢in 30 mL doygun
sodyumtiyosiilfat ¢ozeltisi ve 50 mL dikloromethan (3X) ile su faz1 yikanarak alindi.
Organik fazlar birlestirildi ve MgSO, ile kuruldu, yiiksek vakum altinda konsantre
edildi. Elde edilen kat1 malzeme kolon kromotografisi kullanilarak hekzan (19 mL), etil

asetat (1 mL) ¢oziicii sistemi ile saflagtirildi.
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3.2.1.2. Tiirev-2 (2-(etiniloksi)-5-(3-iyodobenzo[b]tiyofen-2-il)benzaldehit)

2-hidroksi-5-(3-iyodobenzo[b]tiyofen-2-il)benzaldehit (50 mg, 0.1315 mmol),
dimetilformamid (5 mL) igerisinde ¢dzdiiriildii. Uzerine 3-bromoprop-1-in (23.47 mg,
0.1972 mmol) ve potasyumkarbonat (18.18 mg, 0.1315 mmol) eklenerek oda
sicakliginda 6 saat karistirildi. Reaktantlar ince tabaka kromotografisi ile kontrol edildi
ve ekstraksiyon i¢in 30 mL distile su ve etil asetat 50 mL (3X) ile su faz1 yikanarak
alindi. Organik fazlar birlestirildi ve MgSO, ile kuruldu, yiiksek vakum altinda
konsantre edildi. Elde edilen kati malzeme kolon kromotografisi kullanilarak hekzan
(19 mL), etil asetat (1 mL) ¢oziicii sistemi ile saflagtirildi ve kat1 (38.6 mg) {irin elde
edildi.

3.2.2. Antioksidan kapasitesinin belirlenmesi

Test edilen benzotiyofen tlirevlerinin antioksidan kapasitelerini belirlemek i¢in

ti¢ farkli metot kullanildi. Kullanilan tic metotda da spektrofotometrik 6lgiimler yapildi.

3.2.2.1. ABTS (2,2-azino bis (3-etil benzothiazolin-6-siilfonik asit) metodu

Re ve arkadaslarimin (1999) gelistirdigi ABTS metodu kullanildi. Deneyin
baslangicindan 14-16 saat once kahverengi sisede ABTS stok ¢ozeltisi hazirlandi.
ABTS c¢ozeltisi 0,0115 gr ABTS ile 0,0020 gr potasyum persiilfat 3 ml dH»O igerisinde
¢oziilerek hazirlandi. Troloks ve maddeler saf etanolde ¢oziilerek farkh
konsantrasyonlara (troloks i¢in 1,25-2,5-5-10-20 pg/ml, maddeler igin 6,25-25 pg/ml)

seyreltmeler yapildi. Test edilen maddeleri ¢6zebilmek icin ultrasonikatér kullanildi.
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Deneyden hemen 6nce ABTS ¢ozeltisi, saf etanol ile 734 nm'de 0,700 -0,710 absorbans
verecek sekilde seyreltildi. Daha sonra kahverengi siselere 600ul 6rnek/standart ve 600
ul seyreltilmis ABTS c¢ozeltisi eklenerek kapaklari kapatildi. Negatif konrol icin
kahverengi siselere 600 pl saf etanol ve 600 ul seyreltilmis ABTS c¢ozeltisi eklendi.
Tim sigeler 30 dakika boyunca 25 °C 'de inkiibe edildikten sonra ornekler kiivete
eklenerek referansa kars1 okuma yapildi. Ayni prosediir 3 farkli zamanda tekrarlanda.

Maddelerin % RSA degerleri hesaplandi. Standart olarak troloks, askorbik asit
ve kuersetin kullanildi.

0HRSA — Abskor — Absodrnek %100 (3.1)

Abskor

3.2.2.2. DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) metodu

Bu metot ilk olarak Brand-Williams ve arkadaslari tarafindan 1995 yilinda
gelistirilmis olup sonrasinda Sanchez ve arkadaslar1 tarafindan 1998 yilinda
degistirilerek kullanilmaya baslanmistir (Alive ark. 2008).

0,0016 gr DPPH katist tartildi.10 ml saf etanolde kahverengi sise igerisinde
¢oziildi. DPPH'in tam ¢dziinmesi i¢in ultrasonikatdr igerisinde 30 dakika boyunca oda
sicakliginda bekletildi. Aymi sekilde, test edilen maddeler ve standart maddeler
(troloks, askorbik asit, kuersetin) 10 ml saf etanolde ¢6ziildii. Bu 6rneklerin ¢éziinmesi
i¢in de yine ultrasonikatdr kullanildi. Saf etanol ile seyreltmeler yapildi ve madde 1.15-
3.25-6,25- 12.5-25 ng/ml konsantrasyon araligi ve troloks (standart) i¢in 1,25-2,5-5-10-
20 pg/ml konsantrasyon araligi olusturuldu. Kahverengi siselere 900 pl madde ¢ozeltisi
ve 300 ul DPPH (1200 uM) ¢ozeltisi eklenerek kapaklart kapatildi. 30 dakika boyunca
25 °C'de inkiibe edildikten sonra 6rnekler kiivete eklenerek UV/VIS spektrofotometrede
517 nm'de referansa (saf etanol) kars1 okuma yapildi. Negatif kontrol i¢in 900 pl etanol
ve 300 ul DPPH c¢ozeltisi kiivete eklenerek referansa karsi okuma yapildi. Ayni
prosediir 3 farkli zamanda tekrarlandi. % Radikal soniimleme Aktivitesi asagidaki

formiille hesaplandi.

0HRSA — Abskor — Absornek %100 (3.2)

Abskor
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3.2.2.3. Galvinoksil metodu

Bu metot icin 0.001 gr galvinoksil katis1 tartildi. Kahverengi sisede 15 ml
etanolde ¢6ziildii. Bu bizim ana stogumuzu olusturdu.

Galvinoksil ¢ozeltisinin tam olarak ¢o6ziiniip homojen hale gelmesi i¢in oda
sicakliginda karanlik ortamda 5 dk bekletildi. Standart olarak trolox, askorbik asit ve
kuersetinkullanild1.100 pg/ml troloks, maddeler ise (1,5625-3,125-6,25-12,5-25 ug/ml)
farkli konsantrasyonlarda hazirlanip, ana stoktan 170 ul gekilip bir siseye aktarilip
tizerine 170 pl saf etanol eklenerek deney stogu olusturuldu ve bu stoktan seri diliisyon
hazirlandi. Bu hazirlanan ¢ozeltiler standart egrinin olusturulmasinda kullanildi. Kor
olarak Ornegin ¢oziildiigli solvent kullanildi. Daha sonra kahverengi siselere 1000ul
oraninda 6rnek/standart ve 50 pl galvinoksil ¢ozeltisi eklenerek kapaklar1 kapatildi. Kor
(blank) i¢in kahverengi siselere 1000 pl saf etanol ve 50 ul galvinoxyl ¢ozeltisi eklendi.
Tiim siseler 10 dakika boyunca 25 °C 'de inkiibe edildi. Ayn1 prosediir 3 farkli zamanda
tekrarland1i. Daha sonra spektrofotometrede 428 nm de Olglim alindi. Kor tiipten
baslayarak en son galvinoksil ekledigimiz tiipe kadar tiim tiiplerin ABS degeri okunur
ve her ornek i¢in 3 ABS degerinin ortalamasi kullanildi.

Maddelerin % RSA degerleri hesaplandi.

%RSA = DS k‘Z;SAkgfomek x100 (3.3)

3.2.3. GST M-2 izozimi iizerine inhibisyon / aktivasyon testleri

GST spesifik enzim aktivitesi Ol¢iimleri Habig tarafindan belirlenen ve daha
sonra ELISA Plaka Okuyucu Sisteme gore adapte edilmis metotla belirlenecektir.
Kontrol gruplarinda ve benzotiyofen tirevlerinin farkli konsantrasyonlarimi test
edecegimiz 96 kuyucuklu mikroplakalarin hazirlanmasinda 100mM fosfat tamponu
(pH:7,0), ImM GSH ve 1mM CDNB substratlar1 kullanilacaktir. Enzim eklenmesiyle
baglatilan aktivite 6l¢timleri 20sn arayla 10 dakika boyunca kaydedilecek ve elde edilen
sonuglar Sigma Plot Enzyme Kinetics modiilii tagiyan lisansli yazilim ile analiz edilecek

ve en uygun inhibisyon modeli bulunacaktir.
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3.2.3.1. Toplam GST spesifik aktivite tayini

1) Kullanilan kimyasallarin hazirlanmasi:

@ 500 mM pH 7,0 Fosfat Tamponu Hazirlanisi:

43,55 g K;HPO4 ~200 ml distile su ile manyetik karistiricida ¢oziildiikten sonra
son hacmi 500 ml’ ye tamamlanir. 34,02 g KH,PO,4 ayni sekilde ~200 ml distile su ile
manyetik karistiricida ¢oziildiikten sonra son hacmi 500 ml’ ye tamamlanir. 500 ml
K;HPO, manyetik karistiricida karistirilirken Pastor pipeti ile KH,PO,4 eklemesi ile pH
7,0’a kalibre edilir. Orneklerin seyreltilmesi icin gerekli 10 mM fosfat tamponu ise 500
mM” lik fosfat tamponunun seyreltilmesi ile hazirlanir.

(b) 20 mM 10 ml CDNB hazirlig::

0, 041 g CDNB tartilir. 7 ml etilalkol igerisinde ¢oziindiiriildiikten sonra son
hacim 3 ml distile su ile 10 ml’ ye tamamlanir.

(© 10 mM 10 ml GSH Hazirlig::

0,031 g GSH tartilir. 10 ml distile su igerisinde ¢oziinmesi saglanir.

Abzorbans degerleri (340nm) su formiil ile spesifik enzim aktivitesi olarak

hesaplanir:

dA/dt 1
Spesifik Aktivite = x DF x (3.4)
e (mM) mg protein/ml

dA/dt birim zamanda (ms) abzorbanstaki degisimi (mOD), ¢ ekstinksiyon
sabitini (340nm’de CDNB 9.6 mM™ cm™ ve DF ise diliisyon faktoriinii
simgelemektedir.

Her reaksiyon kuyucugunda 100 mM fosfat tamponu, 1mM GSH, (0,5, 1,0 ve
1,5mM) CDNB, (1,5,10,25,50,100 ve 250 mikromolar) tiirev bulunmaktadir. Kor
kuyucuklardan farkli olarak, reaksiyon kuyucuklarmin tizerine 10 mikrolitre saf enzim
(stokta yaklagik 60iinite/mikrolitre) eklenip, enzim aktivitesi i¢in, 10 dakika boyunca
her 30sn de bir 6l¢iim alindi. Her dk i¢in absorbans degerindeki degisim, enzim hizi

olarak kullanildi.
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3.3. Istatiksel Analizler
Deney gruplari arasindaki farklar Sigma plot yazilimi ile Student t-Test ve One-

Way ANOVA testleri uygulanarak analiz edildi ve standart sapma degerleri de
hesaplandi.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Arastirmacilar tarafindan yapilan calismalarda bir ¢ok antioksidan kapasite
(AOC) tayin metotlar1 kullanilmaktadir. Antioksidan kapasite dlgme tayin metotlar
hidrojen atomu transferi (HAT) ve elektron transferine (ET) dayanan metotlar olup iki
grupta incelenir (Huang ve ark., 2005). HAT temelli antioksidan metodu antioksidan ile
substrat arasindaki yarigsmali reaksiyona dayanan, ET temelli antioksidan metodu ise
antioksidan (substrat) ve oksidan arasindaki reaksiyona dayanan ve substratin
indirgeyici etkisini 6lcen metotdur (Albayrak ve ark., 2010). Oksidan antioksidandan
elektron alarak renk degisimine ugrar (Huang ve ark., 2005). Antioksidan metotlarinin
reaksiyon mekanizmalari, radikal, oksidan kaynaklari, proplar1 farklilik gosterdigi i¢in
yapilan calismalarin sonuglari tek bir metotla sinirli kalmamalidir (Karadag ve ark.,
2009). Antioksidan tayin yontemleriyle hem lipofilik hem hidrofilik 6zellige sahip
orneklerin antioksidan kapasiteleri olglilebilmektedir. ABTS radikali olduk¢a genis pH
araliklarinda kararhilik gosterdigi i¢in antioksidan reaksiyonlardaki pH etkisini
belirlemede kullanilirken (Biiytiktuncel, 2013), ayn1 zamanda hidrofilik ve lipofilik
yapili bilesiklerin antioksidan oOlgimlerinde de kullanilmaktadir (Albayrak ve ark.,
2010). DPPH metodu 6zellikle alkolik ¢ozeltilerde ¢6ziindiigli igin hidrofilik 6zellik
gosteren  Dbilesiklerin  antioksidan  Ol¢glim  metotlarindaki  rolii tam  olarak
belirlenememektedir. Bu yiizden bilesiklerin antioksidan aktivitelerini belirlemek i¢in
birden fazla metotla ¢alisilmalidir (Biiyiiktuncel, 2013). Galvinoksil metodu da
hidrofilik ve hidrofobik o6zellik gdsteren bilesiklerin antioksidan aktivitelerini
belirlemede kullanilan bir yontemdir (Selguk, 2012). Galvinoksil troloks ile kolayca
etkilesime girebilmektedir (Shi ve Niki, 1998).

Sentezlenen benzotiyofen tiirevlerinin antioksidan aktiviteleri, antioksidan
kapasite Olgme tayin metotlarindan ABTS, DPPH ve Galvinoksil metotlar1 ile
belirlenmis ve standart olarak troloks, askorbik asit ve kuarsetin kullanilmistir.
Kullanilan standartlarin farkli metotlarda ayn1 aktiviteyi gostermemesinin nedeni
metotlarin, hidrofilik, hidrofobik, lipofilik gibi farkli o6zellikleri Olgmesinden
kaynaklanmaktadir. Bu ylizden bilesiklerin antioksidan aktivitesini belirlemek i¢in

birden fazla metot kullanilmistir.

37



38

4.1. NMR Analizi ile Tiirevlerin Saflik Derecelerinin Belirlenmesi

4.1.1. Tiirev-1 (2-hidroksi-5-(3-iyodobenzo|[b]tiyofen-2-il)benzaldehit

Uygulanan sentez basamaklari sonucunda Tiirev-1 maddesi %80 verimle elde
edilmistir (Sekil 4.1 ve Sekil 4.2).
'"H NMR (400 MHz, CDCls) & 2.49 (s, 3H), 6.96 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 7.13 (J = 8.6 Hz,
1H), 7.44 (td, J = 7.2, 1.3 Hz, 1H), 7.50 (td, J= 7.2, 1.2 Hz, 1H), 7.80-7.90 (m, 4H),
9.98 (s, 1H), 11.22 (s, 1H ); . >C NMR (100 MHz, CDCl3) § 80.08, 118.11, 120.38,
122.20, 125.71, 125.81, 126.34, 126.50, 135.18, 138.46, 138.71, 140.14, 141.70,
161.96, 196.36.

—196.36
1.

—80.08

110 100
1 (ppm)

Sekil 4.2. Tiirev-1 molekiiliiniin **C NMR spektrumu.
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4.1.2. Tiirev-2 (2-(etiniloksi)-5-(3-iyodobenzo[b]tiyofen-2-il)benzaldehit)

Uygulanan sentez basamaklari sonucunda Tiirev-2 maddesi %70 verimle elde
edilmistir (Sekil 4.3 ve Sekil 4.4).
'H NMR (400 MHz, CDCls) & 2.67 (s, 1H), 4.93 (s, 2H), 7.27 (d, J= 8.7 Hz, 1H), 7.43
(t,J=7.7 Hz, 1H), 7.51 (t, J= 7.2 Hz, 1H), 7.83 (t, J= 8.7 Hz, 2H), 7.95 (dd, J = 8.7,
2.3 Hz, 1H), 8.22 (s, 1H) 10.58 (s, 1H); . 3C NMR (100 MHz, CDCl3) & 29.76, 56.58,
77.02,79.98, 113.29, 122.20, 125.21, 125.62, 125.75, 126.36, 128.20, 130.26, 137.06,
138.83, 140.40, 141.77, 159.87, 189.89.
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Sekil 4.3. Tiirev-2 molekiiliiniin *H NMR spektrumu.

—188.89
9.
—79.98
—77.02
—56.58

110 100
1 (ppm)

Sekil 4.4. Tiirev-2 molekiiliiniin >°C NMR spektrumu.
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4.2. ABTS Metodu ile Antoksidan kapasitelerinin Ol¢iimii

ABTS metoduyla, tiirevlerin antioksidan testlerinin gergeklestirilmesinden
evvel, askorbik asit (Cizelge 4.1 ve Sekil 4.5), kuarsetin (Cizelge 4.2 ve Sekil 4.6) ve
troloks (Cizelge 4.3 ve Sekil 4.7) standartlarinin toplam antioksidan kapasite verileri

Olciilmiis ve EKsg degerleri belirlenmistir.

Cizelge 4.1. ABTS metodu ile askorbik asit i¢in 6l¢iilen degerler

Reaksiyon
Ortamindaki
ABS734-1 ABS734-2  ABS;34-3 ABSy;3-AVG %RSA SD
Konsantrasyon
(nM)
7.097 0.099 0.098 0.100 0.099 62.642 0.001
3.549 0.128 0.125 0.121 0.125 52.956 0.004
1777 0.199 0.200 0.210 0.203 23.396 0.006
0.886 0.215 0.218 0.217 0.217 18.239 0.002
0.443 0.232 0.235 0.235 0.234 11.698 0.002
0 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
KOR 0.264 0.267 0.264 0.265 0.002
ABTS Metodu igin Standart Egri Grafigi ABTS Metodu igin Standart Egri Grafigi
(Askorbik Asit) (Askorbik Asit)
5 e 5« —
3 s - -~ a 50 -
3 3
§ 40 e § 40
20 . ) . 20 /" *
10 * 10 *
el 0 &
. Askc;rhikAsit K0|.15antrasyor;|;.| (kM) . . Ask(;rbikAsit Koﬁsantrasyon;.l (um) -

Sekil 4.5. ABTS metodu ile standart olarak kullanilan Askorbik asidin konsantrasyon-%
inhibisyon grafigi; EKsg degeri 3,340 uM olarak hesaplanmistir.
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Ug tekrarhi yapilan 6l¢iimlerde, ortalamanin ¢ok disinda yer alan, bir baska
ifadeyle diger iki tekrardan istatistiksel olarak uzakta yer alan veriler iptal edilerek

tekrar ortalama hesaplanmustir.

Cizelge 4.2. ABTS metodu ile kuarsetin i¢in Ol¢iilen degerler

Reaksiyon
Ortamindaki
ABS734-1 ABS734-2 ABS734-3 ABS3,-AVG %RSA SD
Konsantrasyon
(nM)
4.136 0.000 0.000 0.000 0.000 100.000 0.000
2.068 0.022 0.026 0.022 0.023 90.691 0.002
1.036 0.116 0.128 0.115 0.120 52.261 0.007
0.516 0.187 0.173 0.168 0.176 29.787 0.010
0.258 0.225 0.229 0.217 0.224 10.771 0.006
0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
KOR 0.253 0.247 0.252 0.251 0.003
ABTS Metodu igin Standart Egri Grafigi ABTS Metodu igin Standart Egri Grafigi
(Kuarsetin) (Kuarsetin)
100 100
90 g a0
80 yd : 20
5 :Z s g :Z
g . . R?=0,985 8 i
3 ' 3
§ 40 ; 40
30 0 30
10 '0'4. V 10
M nsetinkonsanvasyonu () M srsetinkonsantrasyoru )

Sekil 4.6. ABTS metodu ile standart olarak kullanilan Kuarsetinin konsantrasyon-%
inhibisyon grafigi; EKso degeri 1,093 uM olarak hesaplanmistir.

Standartlarda, doygunluk noktas1 gozlemlenmis ve ayr1 grafikler olarak
gosterilmistir. Bununla birlikte, EKso degeri hesaplanan egilim ¢izgisine doygunluk

seviyesindeki veri noktalar1 dahil edilmemis; dogrusal kisimda hesaplama yapilmustir.
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Cizelge 4.3. ABTS metodu ile troloks igin 6lgiilen degerler

Reaksiyon
Ortamindaki
ABS;-1  ABSys2  ABS;-3  ABS;s-AVG %RSA SD
Konsantrasyon
(nM)
4.994 0.010 0.009 0.010 0.010 96.027 0.001
2.497 0.101 0.102 0.098 0.100 58.767 0.002
1.251 0.144 0.155 0.165 0.155 36.438 0.011
0.623 0.198 0.190 0.200 0.196 19.452 0.005
0.312 0.227 0.224 0.222 0.224 7.808 0.003
0 0.000 0.000 0.000 0.000 0,000 0.000
KOR 0.241 0.259 0.230 0.243 0.015
ABTS Metodu icin Standart Eri Grafigi ABTS Metodu icin Standart Egri Grafigi
(Troloks) (Troloks)
90 90
70 70
a 50 , a 50
5 - g
& 40 @© 40
® ¢ - ¥=24,97% ®
30 > R¥=0,9752 30
20 - - 20
10 ’.‘,"" 10
0 0 0
0,000 0,500 1,000 1,500 2,000 2,500 3,000 0,000 1,000 2,000 3,000 4,000 5,000 6,000
Troloks Konsantrasyonu (uM) Troloks Konsantrasyonu (uM)

Sekil 4.7. ABTS metodu ile standart olarak kullanilan Troloks’un konsantrasyon-%
inhibisyon grafigi; EKso degeri 2,002 uM olarak hesaplanmistir.

4.3. DPPH Metodu ile Antoksidan kapasitelerinin Ol¢iimii

DPPH metoduyla, tiirevlerin antioksidan testlerinin gergeklestirilmesinden
evvel, askorbik asit (Cizelge 4.4 ve Sekil 4.8), kuarsetin (Cizelge 4.5 ve Sekil 4.9) ve
troloks (Cizelge 4.6 ve Sekil 4.10), standartlarinin toplam antioksidan kapasite verileri

Olclilmiis ve EKso degerleri belirlenmistir.
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Cizelge 4.4.DPPH metodu ile askorbik asit igin 6l¢iilen degerler

Reaksiyon
Ortamindaki
Konsantrasyon ABSs;-1  ABSs;-2  ABSs57-3 ABSs1-AVG %RSA SD
(nM)
127.754 0.006 0.007 0.006 0.006 99.468 0.001
63.877 0.035 0.035 0.030 0.033 97.201 0.003
31.938 0,424 0.416 0.420 0.420 64.736 0.004
15.969 0.796 0.795 0.790 0.794 33.361 0.003
7.985 0.989 0.967 0.979 0.978 17.856 0.011
3.992 1.086 1.078 1¢085 1.083 9.068 0.004
1.996 1.125 1.134 1.136 1.132 4.982 0.006
0 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
KOR 1.192 1.188 1.193 1.191 0.003

DPPH Metodu icin Standart Egri Grafigi
(Askorbik Asit)

100
a0
80
70
60

50

%RSA Degeri

40 -
*» y = 2,0526x

30 " R?=0,9984

20 p—

10 e
po
[ =

0,000 5,000 10,000 15,000 20,000

Askorbik Asit Konsantrasyonu (LM)

25,000 30,000 35,000

DPPH Metodu igin Standart Egri Grafigi
(Askorbik Asit)
100 — o
a0
80
70
60

50

%RSA Degeri

a0
30
20
10

o
0,000 20,000 40,000 60,000 80,000 100,000 120,000 140,000

Askorbik Asit Konsantrasyonu (uM)

Sekil 4.8. ABTS metodu ile standart olarak kullanilan Askorbik asidin konsantrasyon-%
inhibisyon grafigi; EKs degeri 24,359 uM olarak hesaplanmustir.
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Cizelge 4. 5. DPPH metodu ile kuarsetin igin 6l¢iilen degerler

Reaksiyon
Ortamindaki
Konsantrasyon ABSz; -1 ABS57-2 ABSs1-3 ABSs1-AVG %RSA SD
(uM)
248.150 0.034 0.040 0.038 0.037 96.155 0.003
124.075 0.057 0.051 0.058 0.055 94.301 0.004
62.38 0.074 0.067 0.065 0.069 92.928 0.005
31.19 0.117 0.118 0.122 0.119 87.745 0.003
15.09 0.272 0.280 0.270 0.274 71.782 0.005
7.55 0.639 0.641 0.643 0.641 33.986 0.002
3.77 0.819 0.820 0.820 0.820 15.585 0.001
0 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
KOR 0.970 0.972 0.971 0.971 0.001

DPPH Metodu igin Standart Egri Grafigi

100

30

80

60

%RSA Degeri

40

30

20

] 5

(Kuarsetin)

10

y=4,5525x
R*=0,9974

15 20

Kuarsetin Konsantrasyonu (uM)

DPPH Metodu igin Standart Egri Grafigi

%RSA Degeri

(Kuarsetin)

100 150

200 250
Kuarsetin Konsantrasyonu (uM)

Sekil 4.9. DPPH metodu ile standart olarak kullanilan Kuarsetinin konsantrasyon-%
inhibisyon grafigi; EKs degeri 10,983 uM olarak hesaplanmustir.
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Cizelge 4.6. DPPH metodu ile troloks i¢in dlgiilen degerler

Reaksiyon

Ortamindaki

Konsantrasyon ABS5;7-1  ABSs5-2 ABS5;7-3 ABSs-AVG %RSA SD
(nM)
0.599 0.013 0.012 0.012 0.012 98.918 0.001
0.300 0.463 0.463 0.450 0.459 59.754 0.008
0.150 0.771 0.756 0.786 0.771 32.349 0.015
0.075 0.946 0.925 0.980 0.950 16.613 0.028
0.037 0.986 1.006 1.007 1.000 12.284 0.012
0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
KOR 1.137 1.142 1.140 1.140 0.003

DPPH Metodu igin Standart Egri Grafigi

(Troloks)

%RSA Degeri

[ 0,1 02 03 04 05
Troloks Konsantrasyonu (uM)

0,6

0,7

DPPH Metodu igin Standart Egri Grafigi

%RSA Degeri

01

(Troloks)

02

03

04

L

y=175,03x
R*=0,9746

05 0.6

Troloks Konsantrasyonu (uM)

Sekil 4.10. DPPH metodu ile standart olarak kullanilan Troloks un konsantrasyon-%
inhibisyon grafigi; EKso degeri 0,286 uM olarak hesaplanmistir.
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4.4. Galvinoksil Metodu ile Antoksidan Kapasitelerinin Ol¢iimii

Galvinoksil metoduyla, tiirevlerin antioksidan testlerinin gerceklestirilmesinden
evvel, askorbik asit (Cizelge 4.7 ve Sekil 4.11), kuarsetin (Cizelge 4.8 ve Sekil 4.12) ve
troloks (Cizelge 4.9 ve Sekil 4.13) standartlarinin toplam antioksidan kapasite verileri
Olciilmiis ve EKsg degerleri belirlenmistir

Cizelge 4.7. Galvanoksil metodu ile askorbik asit i¢in 6l¢iilen degerler

Reaksiyon

Ortamindaki

Konsantrasyon ABSss-1  ABSu;s2  ABS,-3  ABSieAVG %RSA SD
(nM)
28.390 0.748 0.750 0.742 0.747 23.732 0.004
14.195 0.760 0.761 0.762 0.761 22.268 0.001
7.097 0.788 0.800 0.801 0.796 18.658 0.007
3.549 0.880 0.878 0.876 0.878 10.317 0.002
1777 0.935 0.939 0.940 0.938 4.188 0.003
0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
KOR 0.978 0.980 - 0.979 0.001
Galvinoksil Metodu igin Standart Egri Grafigi Galvinoksil Metodu igin Standart Egri Grafigi

(Askorbik Asit) (Askorbik Asit)

y=2,6689x
R?=0,9944

%RSA Degeri
%RSA Degeri

0 H 10 15 20 25 30 0 1 2 3 4 5 [ 7 g
Askorbik Asit Konsantrasyonu (uM) Askorbik Asit Konsantrasyonu (uM)

Sekil 4.11. Galvinoksil metodu ile standart olarak kullanilan Askorbik asidin
konsantrasyon-% inhibisyon grafigi; EKso degeri 18,734 pM olarak
hesaplanmustir.
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Cizelge 4.8. Galvanoksil metodu ile kuarsetin igin 6l¢iilen degerler

Reaksiyon

Ortamindaki

Konsantrasyon ABS;3-1  ABSgps-2  ABS,s-3 ABS,5-AVG %RSA SD
(uM)
16.543 0.171 0.170 0.172 0.171 81.042 0.001
8.272 0.178 0.177 0.181 0.179 80.192 0.002
4.136 0.181 0.181 0.182 0.181 79.897 0.001
2.068 0.360 - 0.352 0.356 60.532 0.006
1.036 0.558 0.554 0.557 0.556 38.322 0.002
0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
KOR 0.900 0.901 0.905 0.902 0.003

Galvinoksil Metodu icin Standart Egri Grafigi

100

%RSA Degeri

(Kuarsetin)

y=22,059x%
R*=0,8326

2 3
Kuarsetin Konsantasyonu (uM)

Fl

Galvinoksil Metodu icin Standart Egri Grafigi
(Kuarsetin)

100

%RSA Degeri

1] 5 10 15
Kuarsetin Konsantasyonu (uM)

Sekil 4.12. Galvinoksil metodu ile standart olarak kullanilan Kuarsetinin
konsantrasyon-% inhibisyon grafigi; EKso degeri 2,267 uM olarak
hesaplanmustir.
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Cizelge 4.9. Galvanoksil metodu ile troloks igin 6lgiilen degerler

Reaksiyon
Ortamindaki
Konsantrasyon ABS5-1  ABSgs-2  ABSgpe-3  ABS,5-AVG %RSA SD
(nM)
19.977 0.748 0.750 0.742 0.747 23.732 0.004
9.988 0.760 0.761 0.762 0.761 22.268 0.001
4.994 0.788 0.800 0.801 0.796 18.658 0.007
2.497 0.880 0.878 0.876 0.878 10.317 0.002
1.251 0.935 0.939 0.940 0.938 4.188 0.003
0 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
KOR 0.978 0.980 - 0.979 0.001

Galvinoksil Metodu igin Standart Egri Grafigi
(Troloks)

%RSA Degeri

0¥
0,000 1,000 2,000

Troloks Konsantrasyonu (uM)

3,000 4,000

y=19,456x
R*=0,7989

5,000 6,000

Galvinoksil Metodu igin Standart Egri Grafigi

%RSA Degeri

5,000

(Troloks)

10,000

15,000

20,000

Troloks Konsantrasyonu (uM)

Sekil 4.13. Galvinoksil metodu ile standart olarak kullanilan Troloks’un
konsantrasyon-% inhibisyon grafigi; EKso degeri 2,570 uM olarak
hesaplanmustir.

25,000

Calismanin bir sonraki basamaginda, yeni sentezlenmis iki benzotiyofen

tiirevinin antioksidan kapasiteleri li¢ farkli metotla test edilmistir. Tiirev-1 i¢in ABTS

prosediirii sonucunda (Cizelge 4.10, Sekil 4.14) EKso degeri hesaplanabilmistir. Ancak

diger iki metotla yapilan deneylerde EKso degeri hesaplamamiza yetecek derecede

yiikksek %RSA degerleri izlenmemistir (Cizelge 4.11-4.12, Sekil 4.15-4.16). Tiirev 2-

tizerinde yapilan testlerin higbirinde EKsp degerine ulasilamamistir (Cizelge 4.13-4.14-
4.15, Sekil 4.17-4.18-4.19.
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Cizelge 4.10. ABTS metodu Tiirev-1 2-hidroksi-5-(3-iyodobenzo[b]tiyofen-2-i

l)benzaldehit i¢in 6l¢iilen degerler

Reaksiyon
Ortamindaki
Konsantrasyon ABS;3-1  ABS;-2  ABS;-3  ABS;-AVG %RSA SD

(nM)

246.749 0.090 0.096 0.076 0.087 67.127  0.010263

123.375 0.061 0.063 0.060 0.061 76.913  0.001528
61.87 0.108 0.110 - 0.109 58.971 0.001414
30.44 0.122 0.122 0.122 0.122 54078 0
15.422 0.167 0.168 0.169 0.168 36.763 0.001

0 0 0 0 0 0.000
KOR 0.265 0.267 0.265 0.266 0.001155

Turev-1 Toplam Antioksidan Kapasitesi (ABTS Metodu) Turev-1 Toplam Antioksidan Kapasitesi (ABTS Metodu)

100 100
90 90
5 y=1,1758x 80
R*=0,6041
70 70
T T
- 60 * - 60
a . a
T 0 T 0
2 2
3 a0 Y = a0
30 30
a a
10 10
0¥ - o
0,000 10,000 20,000 30,000 40,000 50,000 60,000 70,000 0,000 50,000 100,000 150,000 200,000 250,000 300,000
Tiirev-1 Konsantrasyonu (LM) Tiirev-1 Konsantrasyonu (LM)

Sekil 4.14. ABTS metodu ile Tiirev-1 maddesinin farkli konsantrasyonlardaki %
inhibisyon (%RSA) grafigi; EKso degeri 42,524 uM olarak hesaplanmuistir.
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Cizelge 4.11. DPPH metodu Tiirev-1 2-hidroksi-5-(3-iyodobenzo[b]tiyofen-2-i
l)benzaldehit i¢in 6l¢iilen degerler

Reaksiyon
Ortamindaki
ABSs;,-1 ABSs;;-2 ABS5;;-3 ABS:,-AVG %RSA SD
Konsantrasyon
(uM)
96.528 0.865 0.875 0.894 0.878 10.164 0.014731
48.264 - 0.873 0.871 0.872 10.778 0.001414
24.132 - 0.850 0.872 0.861 11.903 0.015556
12.066 0.906 0.901 0.915 0.907 7.162 0.007095
6.033 0.967 0.952 - 0.960 1.825 0.010607
0 0 0 0 0 0.000
KOR 0.972 0.966 0.994 0.977 0.014742
Tiirev-1 Toplam Antioksidan Kapasitesi (DPPH Metodu) Tiirev-1 Toplam Antioksidan Kapasitesi (DPPH Metodu)
é 50 é 50
§ 10 y:-D,SDHx E 10

Sekil 4.15. DPPH metodu ile Tiirev-1 maddesinin farkli konsantrasyonlardaki %
inhibisyon (%RSA) grafigi; %RSA/Uygulanan konsantrasyon = 0,493 pM™
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Cizelge 4.12. Galvanoksil metodu Tiirev-1 2-hidroksi-5-(3-iyodobenzo[b]tiyofen-2-i

l)benzaldehit i¢in 6l¢iilen degerler

Reaksiyon
Ortamindaki
ABS5-1  ABSg;5-2  ABSps-3  ABS,5-AVG %RSA SD
Konsantrasyon

(nM)
469.995 0.538 0.541 - 0.540 44,780 0.002121
234.998 0.668 0.650 0.652 0.657 32.787 0.009866
117.499 0.780 0.775 0.778 0.778 20403 0.002517
58.749 0.816 0.805 0.815 0.812 16.888 0.006083
20.375 0.894 0.887 - 0.891 8.854 .,00495

0 0 0 0 0 0.000
KOR 0.978 0.976 0.977 0.001414

Turev-1 Toplam Antioksidan Kapasitesi (Galvinoksil Metodu)

¥=0,1101x
R*=0,7768

%RSA Degeri

100 150 200 250 300 350

Tiirev-1 Konsantrasyonu (uM)

Turev-1 Toplam Antioksidan Kapasitesi (Galvinoksil Metodu)

%RSA Degeri

100 150 200 250 300 350 400 450 500

Tiirev-1 Konsantrasyonu (uM)

Sekil 4.16. Galvinoksil metodu ile Tiirev-1 maddesinin farkli konsantrasyonlardaki %
inhibisyon (%RSA) grafigi; %RSA/Uygulanan konsantrasyon = 0,090 pM™
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Cizelge 4.13. ABTS metodu ile Tiirev-2 2-(etiniloksi)-5-(3-iyodobenzo[b]tiyofen-2-i
l)benzaldehit i¢in 6l¢iilen degerler

Reaksiyon
Ortamindaki
ABS734-1  ABS734-2 ABS734-3 ABS73-AVG %RSA SD
Konsantrasyon
(nM)
61.890 0.240 0.248 0.249 0.246 12.366  0.004933
30.945 0.263 0.263 0.249 0.258 7.848 0.008083
15.473 0.285 0.280 0.256 0.274 2.378 0.015503
7736 0.276 0.279 0.280 0.278 0.713 0.002082
3.868 0.281 0.280 - 0.281 -0.059  0.000707
0.000 0 0 0 0 0.000
KOR 0.280 0.280 0.281 0.280 0.000577
Tiirev-2 Toplam Antioksidan Kapasitesi (ABTS Metodu) Tiirev-2 Toplam Antioksidan Kapasitesi (ABTS Metodu)
= 5 y = 0,2058x < 5
& R*=0,9657 &
g a0 g a0
- -
. o ,'_‘_._x/*/,4‘
Tiirev-2 Konsantrasyonu (uM) Tiirev-2 Konsantrasyonu (uM)

Sekil 4.17. ABTS metodu ile Tiirev-2 maddesinin farkli konsantrasyonlardaki %
inhibisyon (%RSA) grafigi; %RSA/Uygulanan konsantrasyon = 0,200 pM™
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Cizelge 4.14. DPPH metodu ile Tiirev-2 2-(etiniloksi)-5-(3-iyodobenzo[b]tiyofen-2-i
l)benzaldehit i¢in 6l¢iilen degerler

Reaksiyon
Ortamindaki
ABSs;-1  ABSs1-2  ABS;7-3 ABSs1-AVG %RSA SD

Konsantrasyon
(nM)
92.836 0.945 0.950 - 0.948 6.620 0.003536
46.418 0.981 0.971 - 0.976 3.811 0.007071
23.209 1.003 0.953 0.981 0.979 3.515 0.02506
11.604 1.054 0.994 0.973 1.007 0.756 0.042036
5.802 0.981 1.006 1.056 1.014 0.033 0.038188

0 0 0 0 0 0.000

KOR 1.006 1.017 1.021 1.015 0.007767

Tiirev-2 Toplam Antioksidan Kapasitesi (DPPH Metodu)

100

90

80

%RSA Degeri
2 8 & 8 38 3

5

0 s—o—t—

v =0,0768x
R!=0,8999

*

20 40 60

-

Tiirev-2 Konsantrasyonu (pM)

Tiirev-2 Toplam Antioksidan Kapasitesi (DPPH Metodu)

100

%RSA Degeri
5

100 Tirev-2 Konsantrasyonu (pM)

Sekil 4.18. DPPH metodu ile Tiirev-2 maddesinin farkli konsantrasyonlardaki %
inhibisyon (%RSA) grafigi; %RSA/Uygulanan konsantrasyon = 0,071 pM™
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Cizelge 4.15. Galvanoksil metodu ile Tiirev-2 2-(etiniloksi)-5-(3-iyodobenzo[b]tiyofen-

2-il)benzaldehit i¢in Glgiilen degerler

Reaksiyon
Ortamindaki
Konsantrasyon ABSgpe-1  ABS5-2  ABS;8-3  ABSs-AVG %RSA SD

(uM)

28.965 0.658 0.657 - 0.658 19.882 0.000707
14.482 0.781 0.740 - 0.761 7.331 0.028991
7.241 0.725 - 0.758 0.742 9.647 0.023335
3.621 0.767 0.798 - 0.783 4.651 0.02192
1.810 0.793 0.780 - 0.787 4.163 0.009192

0 0 0 0 0 0.000

KOR 0.818 0.819 0.825 0.821 0.003786

Tiirev-2 Toplam Antioksidan Kapasitesi (Galvinoksil Metodu)

%RSA Degeri

y=0,6947x
R*=0,8208

—

10

15
Tiirev-2 Konsantrasyonu (pM)

20

5

%RSA Degeri

Tiirev-2 Toplam Antioksidan Kapasitesi (Galvinoksil Metodu)

10

5

20

5

Tiirev-2 Konsantrasyonu (pM)

Sekil 4.19. Galvinoksil metodu ile Tiirev-2 maddesinin farkli konsantrasyonlardaki %
inhibisyon (%RSA) grafigi; %RSA/Uygulanan konsantrasyon = 0,686 uM™

Tiirev-1 ABTS metodunda %50’den fazla inhibisyonu gergeklestirdigi i¢in EKsg
(uM) degeri 42,52 olarak hesaplandi. Fakat DPPH ve Gakvinoksil metotlarinda %

50°den fazla inhibisyonu gergeklestiremedigi icin EKso (uUM) degeri hesaplanamadi.
Tiirev-2 ABTS, DPPH ve Gakvinoksil metotlarinda % 50’den fazla inhibisyonu

gerceklestiremedigi i¢cin EKsp (uM) degeri hesaplanamadi. ; tiirev-1 ABTS metoduyla

yapilan dl¢limlerde yiiksek antioksidan aktivite gdstermesine ragmen DPPH ile yapilan

testlerde ayni1 oranda yiiksek aktivite gOsterememistir. Bunun sebebi, DPPH testinde

serbest -OH grubuna sahip bilesiklerin digerlerine oranla daha az etkinlikle reaksiyona
girmesi olabilir (Selguk, 2012).
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4.5. Benzotiyofen Tiirevlerinin GSTM2-2 Izoziminin Aktivitesi Uzerine Etkileri

Glutatyon S-transferaz (GST) (EC.2.5.1.18) enzimi toksik maddelerin
atilmasinda, ksenobiyotiklerin detoksifikasyonunda rol oynayan bir enzimdir. GST
enzimi  GSH’1 kullanarak elektrofilik ve hidrofilik o6zellik gosteren bilesiklerin
konjugasyonunu katalize eden enzimdir (Orhan ve ark., 1995). Bilesikleri GSH sisteine
ait —SH (tiyol) grubu ile baglayarak bilesiklerin elektrofilik merkezi ile GSH 1 siilfiir
atomu arasinda bir tiyoester bagini olusturarak onlar1 etkisizlestirmektedir. Boylece
bilesiklerin suda kolayca ¢oziinebilir hale gelmesini saglamaktadir (Hayes ve ark.,
2005).

Organik Kimya arastirma grubu tarafindan tasarlanarak sentezi gerceklestirilen 2
farkli benzotiyofen tiirevinin (Tirev-1 ve Tirev-2) GSTM2-2 izozimi tlizerine etkileri
Habig ve ark (Habig, 1974) tarafindan bildirilen ve daha sonra ELISA mikroplaka
okuyucu sistem igin optimize edilen (Yilmaz ve Iscan, 2014) metotla spektroskopik
olarak belirlenmistir.

Tiirev-1 ve Tiirev-2 reaksiyon ortamina 7 farkli konsantrasyonda (1uM, 5 uM,
10 uM, 25 uM, 50 uM, 100 uM ve 250 uM) eklenerek, CDNB substratinin 3 farkli
konsantrasyonunda (0,5mM, 1,0mM ve 1,5mM) aktivite 6lgtimleri gergeklestirilmistir.

4.5.1. Tirev-1'nin GSTM2-2 izozimi aktivitesi iizerine etkileri

Tilirev-1 i¢in yapilan Olgiimlerde, 1uM, 5uM, 10uM ve 50uM madde
konsantrasyonlarinda olgiilen degerler kullanilarak inhibisyon modeli arastirilmistir.
100uM ve 250uM madde konsantrasyonlarinda kuyucuklarda bulaniklik olugmustur.
Ayrica 25uM madde konsantrasyonu i¢in Olgiilen degerlerde, 0,5mM CDNB
konsantrasyonunda basarisiz Ol¢limler elde edildiginden, biitiinliigli bozmayacak

sekilde, tiim CDNB konsantrasyonlarinda analiz disinda birakilmistir (Sekil 4.20).
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Tiirev-1 Maddesinin GSTM2-2 izoziminin
Aktivitesi Uzerine Etkisi
120

100

TN
AT X
TOVAY

40

20

Spesifik Aktivite (mmol/dk/mg protein)

T T T
0 1 5 10 25 50 100 250
Madde Konsantrasyonu {pM)

——0,5mMCDNB ——1,0mMCDNB ——1,5mMCDNB

Sekil 4.20. Tiirev-1 maddesinin GSTM2-2 izozimi lizerine inhibisyon etkisi.

SigmaPlot yazilimi, girilen spesifik aktivite degerleri i¢in, 1pM, SuM, 10uM ve
50uM madde konsantrasyonlarinda ve; 0,5mM, 1,0mM ve 1,5mM CDNB
konsantrasyonlari i¢in isletilmistir. Yazilim en uygun inhibisyon modeli olarak tam

yarigmasiz modeli Onermistir.

Michaelis-Menten Lineweaver-Burk
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Rdte (Moliminimg)

-150 -100 -50
Turev_2a (uM)

Parametreler

Deger +Std. Hata
Vmax 113.5877
Km 0.4558 0.1215
Ki 135.7196

Goodness of Fit
Serbestlik Derecesi
AlCc

R2

Kareler Toplami

Sy.x

p degeri 0.112

33
172.441
0.634
3.345.909
10.069

95% Giiven Aralig

10.0906 93,0578 ile 134.1176

0.2085 ile 0.7030

37.2044 60,0252 ile 211.4140

Sekil 4.21. Tiirev-1 i¢in SigmaPlot analizleri sonucu olusturulan kinetik grafikleri.

SigmaPlot yazilimi, girilen veriler i¢in en uygun modeli tam yarigsmasiz olarak

gostermekle birlikte tam bagimh modelle yakin AICc ve R? degerleri hesaplanmustir.

Ancak uygulanan test, tam bagimli model igin gegemediginden (Cizelge 4.16),

degerlendirmede ilk siradaki model kabul edilmistir.

Cizelge 4.16. Tiirev-1 i¢in enzim kinetik modellerinin karsilastirilmasi

Rank by

AICc Equation R? AICc Sy.x Test
1 Noncompetitive (Full) 0.63437 172,441 10,06932
2 Uncompetitive (Full) 0.63265 172,610 10.09297
3 Competitive (Full) 0.62146 173,691 10.,24556
< Noncompetitive (Partial) 0,63461 175,127 10,22206
5 Mixed (Full) 0.63446 175,142 10,22417
6 Uncompetitive (Partial) 0,63265 175,320 10,24946
z Competitive (Partial) 0.62146 176,400 10.40441
8 Mixed (Partial) 0,63547 177939 1037335 pass Yes

Runs
Convergence
pass Yes
fal Yes
pass Yes
pass Yes
pass Yes
fail Yes
pass Yes
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4.5.2. Tiirev-2'nin GSTM2-2 izozimi aktivitesi iizerine etkileri
Tiirev-2 ic¢in diisiik konsantrasyonlarda aktivasyon, yiiksek konsantrasyonlarda

ise inhibisyon gozlemlenmis (Sekil 4.22), her iki durum SigmaPlot yazilimda test

edilmistir.

Tiirev-2 Maddesinin GSTM2-2 izoziminin
Aktivitesi Uzerine Etkisi

120

N A

80

60

; —

20

J/ \\é,,

Spesifik Aktivite (mmol/dk/mg protein)

10 25 50 100 250

[=]
o
w

Madde Konsantrasyonu (uM)

e 0, 5SMM CDNB = 1,0MM CDNB w1, 5mM CDNB

Sekil 4.22. Tiirev-2 maddesinin GSTM2-2 izozimi {izerine inhibisyon etkisi.

Aktivasyon testleri i¢in, 1pM ve 5uM madde konsantrasyonlar1 igeren
kuyucuklarda 6lgiilen ve hesaplanan spesifik aktivite degerleri kullanilirken, inhibisyon
testlerinde ise SuM, 10uM ve 25uM madde konsantrasyonlart uygulandiginda elde
edilen degerler kullanilmigtir. 50uM ve iizerinde Tiirev-2 konsantrasyonlarinin yarattigi
artis, aktivasyon Ozelliginden degil; ortaya c¢ikan bulanikliktan kaynaklanabilecegi icin
degerlendirme dis1 birakilmistir.

Aktivasyon testleri, "zorunlu olmayan aktivasyon" modeli iizerinden
degerlendirilmistir; ¢iinkii, test edilen benzotiyofen tiirevleri GSTM2-2 izoziminin
dogal aktivisinde gerekli olmayan (zorunlu bir komponentin yerini almayan)
maddelerdir. Bu nedenle, olast bir aktivasyon ancak "zorunlu olmayan" kosullar
icerisinde degerlendirilebilir (Sekil 4.22). SigmaPlot yazilimma 1pM ve 5uM madde
konsantrasyonlar1 iceren kuyucuklarda olciilen degerler girilerek islendiginde, "zorunlu

olmayan aktivasyon" modeli i¢in test gecmistir:
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Lineweaver-Burk
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Michaelis-Menten
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e

AlCc 100,566
R2 0,84034

Sy.x  11,14247

Sekil 4.23. Tiirev-2'nin aktivasyon etkisi igin SigmaPlot analizleri sonucu olusturulan
kinetik grafikleri.

Ayni1 konsantrasyon araliginda, daha fazla sayida test grubu denenerek yapilacak
analizler bu tiirden bir aktivasyon etkisinin varligin1 kesinlestirecektir; ancak, mevcut
Olctimler muhtemel bir aktivasyon etkisi i¢in kanit teskil edebilir.

5uM madde konsantrasyonundan sonra gozlemlenen inhibisyon etkisi i¢in
yapilan testler tiim modeller i¢in gecerli sonuclar vermistir. AICc degeri esas
alindiginda tam yarismali ve tam yarigmasiz modeller siralamada oldukg¢a yakin yer
almistir (Cizelge 4.17).

Cizelge 4.17. Tirev-2'nin inhibisyon etkisi i¢in enzim kinetik modellerinin

karsilastirilmasi.

Rank by Runs

AICc Equation R? AICc Sy.x  Test Convergence
1 Competitive (Full) 0.81768 138,613 11,51875 pass Yes
2 Noncompetitive (Full) 0,81666 138,763 11,55088 pass Yes
3 Uncompetitive (Full) 0,81123 139,551 11,72072 pass Yes
< Competitive (Partial) 0,82833 140,027 1141770 pass Yes
5 Mixed (Full) 081768 141,652 11,76650 pass Yes
6 Uncompettive (Partial) 0,81123 142,590 1197280 pass Yes
7 Mixed (Partial) 0,82861 143,324 11,66455 pass Yes
8 Noncompetitive (Partial) 0,76206 148840 13.44176 pass Yes
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Michaelis-Menten Lineweaver-Burk

120 4 0,040 1
0,035 1
100 I
0,030 1
= =)
S g0 £ g
£ € 0,025
= g -
E =
3 60 g 0,020 1
E =5
3 =
= Q
° “ % 0015 4
8 404 e
0,010 s
20
0,005 x
0 . . . . . . . , : : . .
00 02 04 06 08 1,0 12 14 16 1,0 05 0,0 05 1,0 15 2,0 25
CDNB (mM) 1/CDNB (mM)
* |=5 I1=5
o I=10 1=10
v =25 v 1=25
Dixon

-100 -80 -60 -40 -20 o 20 40
Turev_3 (UM)

Tam yarigmali model i¢in hesaplanan kinetik parametreler:
Parametreler
Deger +Std. Hata 95% Giiven Aralig
Vmax 218.6389 53.1440 108.9529 ile 328.3249
Km 1.5696 0,6686 0.1897 ile .,9496

Ki 48.7549 24.3737 -1.5510 ile 99,0608

Goodness of Fit

Serbestlik Derecesi 24

AlCc 138.613
R? 0.818
Kareler Toplami 3.184.359
Sy.x 11.519

p degeri 0.137

Sekil 4.24. Tirev-2'nin inhibisyon etkisi i¢in SigmaPlot analizleri sonucu olusturulan
kinetik grafikleri. Grafikler tam yarismali modele aittir.
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Lineweaver-Burk
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Tam yarigmasiz model i¢in hesaplanan kinetik parametreler:
Parametreler

Deger +Std. Hata 95% Giiven Araligi
Vmax 247.3763 61.9092 119.5994 ile 375.1532
Km 1.9319 0.7537 0.3762 ile 3.4875

Ki 85.6527 37.8418 7.5495 ile 163.7559

Goodness of Fit

Serbestlik Derecesi 24

AlCc 138.763
R? 0.817
Kareler Toplamu 3.202.150
Sy.x 11.551

Sekil 4.25. Tiirev-2'nin inhibisyon etkisi i¢in SigmaPlot analizleri sonucu olusturulan
kinetik grafikleri. Grafikler tam yarismasiz modele aittir.
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5. SONUC

Bu caligmada yeni sentezlenen iki benzotiyofen tiirevinin in vitro antioksidan
kapasitelerinin tayini ve GSTM2-2 izozimi iizerine muhtemel inhibisyon /aktivasyon
etkilerinin arastirilmasi hedeflenmis; sentetik tiirevlerin ilag potansiyeline sahip olup
olmadig1 hakkinda bir 6n degerlendirme gergeklestirilmistir.

Heteroaromatik bilesikler anti-bakteriyal (Shakdofa ve ark., 2014) anti- kanser,
(Rahmouni ve ark., 2016) A anti-enflamatuar (Kazemizadeh ve ark., 2016) anti-parazit
(Coa ve ark., 2015) gibi aktivitelere sahip, bircok biyolojik, farmakolojik 6zellik
gosteren molekiller olup, bilim adamlarinin ¢aligma alanini olusturmaktadir (Brasholz
M., 2009).

Yeni sentezlenen benzotiyofen tlirevlerinin antioksidan kapasiteleri ti¢ farkli
antioksidan testi ile tayin edildi. Antioksidan aktivite tayinlerinde DPPH Radikal
Siiptiriicti Aktivite Tayini, ABTS ve Galvinoksil yontemlerini kullanildi. ABTS metodu
radikal katyonunun antioksidan tarafindan absorbansinin engellenmesi temeline
dayanan bir metot olup hem lipofilik hemde hidrofilik bilesenlerde kullanilir. Meydana
gelen renk degisimine bakilarak antioksidan maddenin indirgeyici aktivitesi belirlenir.
DPPH metodu ise serbest radikallerin proton transferi absorbansinin azalmasi temeline
dayanan radikal siipliriicti aktvitesini dlcen metotdur. Galvinoksil yonteminin temeli,
galvinoksil molekiiliiniin bir aktif hidroksil grubu ile reaksiyona girmesi ve tepkime
cozeltisinde galvinoksilin absorbansinin azalmasi ve galvinoksil ile reaksiyondaki aktif
fenolik hidrojenlerinin miktarlarinin hesaplanmasina dayanmaktadir. Calismamizda
benzotiyofen tlirevlerinin  antioksidan kapasiteleri tayin edilerek kullanilan
standartlardan Troloks, Kuersetin ve Askorbik asite kars1 kiyaslanmistir.

Standart olarak kullanilan Askorbik asitin ABTS metodunda EKsy degeri
3.340uM, DPPH metodunda EKsy degeri 24,360 uM ve Galvinoksil metodunda EKs,
degeri 18,730 uM olarak hesaplanmistir. Standart olarak kullanilan Troloksun ABTS
metodunda EKsy degeri 2,000 uM, DPPH metodunda EKs, degeri 0,290 uM ve
Galvinoksil metodunda EKsy degeri 2,570 uM olarak oOlgiilmiistiir. Kuarsetinin EKs
degerleri ise, ABTS metodunda 1,090 uM, DPPH metodunda 10,980 uM ve Galvinoksil
metodunda 2,270 uM olarak belirlenmistir.
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Antioksidan kapasite tayin sonuglarindan elde ettigimiz verilere gore Tiirev-1
ABTS metodunda radikalin %50'sinden fazlasinin inhibisyonunu gergeklestirdi ve EKsg
degeri 42,52 uM olarak hesaplandi. Kullanilan standartlara gére daha az antioksidan
aktivite sergiledigi tespit edildi. DPPH ve Galvinoksil testlerinde ise, tiirev-1 radikalin
%50"sinden  fazlasinin  inhibisyonunu  gerceklestiremedigi icin  EKsy degeri
hesaplananmadi.

Tiirev-1 i¢in SigmaPlot yazilimimin verdigi istatiksel degerlere gore, Vmax
degerinin azaldigi ancak K degerinin degismedigi tayin edilerek tam yarismasiz
inhibisyon modeli tespit edildi.

Tiirev-2, ABTS, DPPH ve Galvinoksil testlerinde mevcut radikalin %50'sinden
fazlasinin inhibisyonunu gergeklestiremediginden dolay1 EKsg degeri hesaplananamad.

Tirev-2 i¢in, disiik konsantrasyonlarda aktivasyon, 5uM  madde
konsantrasyonundan sonra inhibisyon etki gézlenmistir. SigmaPlot yazilimina 1uM ve
SuM  madde konsantrasyonlart iceren kuyucuklarda olgiilen degerler girilerek
islendiginde, "zorunlu olmayan aktivasyon" modeli igin testi gecmistir. Aktivasyon
testleri, "zorunlu olmayan aktivasyon" modeli {izerinden degerlendirilmistir; ¢linkdi, test
edilen benzotiyofen tiirevleri GSTM2-2 izoziminin dogal aktivisinde gerekli olmayan
(zorunlu bir komponentin yerini almayan) maddelerdir. Bu nedenle, olas1 bir aktivasyon
ancak "zorunlu olmayan" kosullar igerisinde degerlendirilebilir. Yazilimin verdigi
istatiksel degerlere gore, nispeten yilksek madde konsantrasyonlarinda, hem tam

yarismali hem tam yarigsmasiz model 6ngoriildii.

Sekil 5.1. Benzotiyofen tiirevlerinin test edilen biyolojik aktivitelerinin sonuglar

=

e e ——
Molekiil GSTM2-2 Izozimi Uzerindeki ABTS M tu
Brnek Molekiiler Yapisi Agirhg | Inhibisyon/Aktivasyon Modeli DPPH Metod Galvinoksil Metod
(g/mol) (Ke/ Venaks/ Ki)
o) Tam Yarismasiz inhibisyon ECso(1M) ECso (M) ECso (aM)
I H (0,456 / 113,588 / 135,720) 42,52
Tiirev-1 3 379,940
O O OH %RSA/Uyg. Kons. %RSA/Uyg. Kons. 9%RSA/Uyg. Kons.
0,493 pM- 0,090 pM-*
O, Tam Yarismah ECso (M) ECso(pM) ECso (M)
] (1,570 / 218,639 [ 48,755) -
Tiirev-2 O ) O o 403,940
\\ Zorunlu Olmayan Aktivasyon 9%RSA/Uyg. Kons. %RSA/Uyg. Kons. %RSA/Uyg. Kons.
(5uM ve altindaki konsantrasyonlarda) 0,200 pM-* 0,071 pM-* 0,686 pM—
Askorbik HO o™ ECso (M) ECs0(1M) ECs0(uM)
Asit T H 0. HO. oH | 3,340 24,360 18,730
HO. =F (o] o,
S _ OH | ECso (M) ECso (uM) ECso (uM)
H3C L2} CH3 OH 2,000 0,290 2,570
HO H o ECao (M) EC=o (uM) ECso (uM)
1 Askorbik Asit Troloks Kuarseti H L so (M
Kuarsetin oraeas rele uarsetit | 1,000 10,980 2,270
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Sonu¢ olarak, yeni sentezlenmis iki benzotiyofen tlirevinin antioksidan
kapasiteleri li¢ farkli metotla test edilmistir. Test edilen mevcut standart antioksidan
maddelere kiyasla ¢ok diisiik kapasite gostermislerdir. Tiirev-1 i¢cin ABTS prosediirii
sonucunda (Cizelge 5.1) EKso degeri 42,52 uM olarak hesaplanmistir. Ancak diger iki
metotla yapilan deneylerde EKsg degeri hesaplamamiza yetecek derecede yliksek %RSA
degerleri izlenmemistir. Tiirev-2 lizerinde yapilan testlerin hi¢birinde EKsy degerine
ulagilamamustir.

ABTS ve DPPH metotlarinda test edilecek maddenin N° radikalini
indirgeyebilmesine bakilir ki bu tezde kullanilan yeni benzotiyofen tiirevlerinin N”
radikalini indirgenme giigleri kullanilan standartlara gore daha azdir. Tiirev-1 digerine
oranla daha yiiksek antioksidan kapasiteye sahip olmakla birlikte, antioksidan takviyesi
olarak ila¢ tasariminda kullanilamayacak derecede zayiflardir.

Gergeklestirilen ¢alismanin sonuglari, antioksidan kapasiteleri zayif olan bu iki
tirevin GSTM2-2 izozimi {lizerinde belirgin bir inhibisyon potansiyellerinin
bulundugunu gostermistir. Ancak, bu kapasitenin halihazirda piyasadaki inhibitor
karakterli ilaclarin seviyesine ulastirilabilmesi i¢in maddeler ile enzim arasindaki
ilisgkinin daha ileri molekiiler biyoloji testleri ile ac¢iga ¢ikarilmasi, bilgisayarh
hesaplama teknikleriyle (molecular docking caligsmalar1) irdelenmesi ve nihayetinde
ayni yap1 lzerinden yeni grup/gruplarin eklenmesiyle tiirevlerin ilerletilmesi

gerekmektedir.
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