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OZET

ILAC OLMA POTANSIYELI TASIYAN 2,3-DIARIL-BENZOTIYOFEN
TUREVLERININ ANTiOKSIDAN KAPASITELERININ BELIRLENMESI VE
GST-a IZOZIMINE ETKILERININ ARASTIRILMASI

CETIN, Dogan
Yiiksek Lisans Tezi, Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dal1
Tez Danismani: Dog. Dr. Metin KONUS
Aralik 2018, 71 sayfa

Serbest radikaller son yoriingelerinde bir veya birden fazla eslenmemis elektron
igeren molekiillerdir. Bu molekiiller elektron agiklarini kapatmak igin elektron ararlar ve
diger molekiillerden elektron alarak kararli hale ge¢meye calisirlar. Bunu yaparken
DNA hasar1, protein modifikasyonlar1 ve lipit peroksidasyonu gibi istenmeyen
oksidasyon reaksiyonlarina neden olarak hiicreye zarar verirler. Serbest radikallerin bu
zararli etkilerini ortadan kaldiran viicudun savunma sistemine antioksidanlar
denmektedir. Antioksidan molekiiller GST’ler gibi enzimatik ya da askorbik asit gibi
enzimatik olmayan molekiiller olabilirler.

Bu tez caligmasinda ilag olma potansiyeli tasiyan yeni sentezlenmis iki farkli
2,3-Diaril-Benzotiyofen tiirevinin (3-(5-Bromo-tiyofen-2il)-1-etil-2-fenil-1H-indol ve 3-
[2,2”]Bitiyofenil-5-il-1-etil-fenil-1H-indol) antioksidan kapasiteleri 5 farkli (DPPH,
ABTS, Galvinoksil, Fosfomolibden ve FRAP metodu) antioksidan kapasite metoduyla
belirlendi ve ayrica bu maddelerin GST Al-1 izozimi iizerinde inhibisyon ya da
aktivasyon ozellikleri aragtirildi.

Calismanin sonucunda en yiiksek antioksidan kapasite yiiksekten diisiige dogru
fosfomolibden, FRAP ve ABTS metotlarinda gorildi. DPPH ve galvinoksil
metotlarinda ise antioksidan aktivite belirlenemedi. GST Al-1 izozimiyle yapilan
caligmada ise her iki maddeninde hem aktivasyon (madde 1 (1, 10 ve 25 uM) ve madde 2
(1, 5 ve 10 uM)) hemde inhibisyon (madde 1 (25, 50 ve 100 uM) ve madde 2 (25, 100 ve
250 uM)) ozellik gosterdigi goriildii.

Anahtar kelimeler: Antioksidan, Antioksidan kapasite, Benzotiyofentiirevleri,
GST Al-1.






ABSTRACT

DETERMINATION OF ANTIOXIDANT CAPACITIES OF 2,3-DIARYL-
BENZOTHIOPHENE DERIVATIVES THAT MIGHT HAVE DRUG
POTENTIAL AND ANALYSE THEIR EFFECTS ON GST-a ISOZYME

CETIN, Dogan
M.Sc. Thesis, Department of Molecular Biology and Genetics
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Metin KONUS
December 2018, 71 pages

Free radicals are molecules that contain one or more unconjugated electrons in
their last orbitals. These molecules try to get the electron by taking electrons from other
molecules to reach stable state. In doing so, the DNA damages the cell by causing
unwanted oxidation reactions, such as protein modifications and lipid peroxidation. A
defense system of the body that eliminates these harmful effects of free radicals is called
antioxidant. Antioxidant molecules may be enzymatic, such as GSTs, or hon-enzymatic
such as ascorbic acid.

In this thesis, two new 2,3-Diaryl-Benzothiophene derivatives, (3- (5-Bromo-
thiophen-2yl) -1-ethyl-2-phenyl-1H-indole and 3- [2,2 ] bithiophenyl-5-yl-1-ethyl-
phenyl-1H-indole), antioxidant capacities were determined by 5 different (DPPH,
ABTS, Galvinoxyl, Phosphomolybdenum and FRAP method) antioxidant capacities
method. Furthermore, their effects on GST Al-1 isozyme were investigated, as well.

As a result of the study, antioxidant capacities of tested derivatives were seen
from high to low in phosphomolybdenum, FRAP and ABTS methods, reciprocally.
However, it was not determined any antioxidant activity by DPPH and galvinoxyl
methods. In addition, both tested derivatives caused inhibition (compound 1 (25, 50 and
100 uM) and compound 2 (25, 100 and 250 uM)) and activation (compound 1 (1, 10 and
25 uM) ve compound 2 (1, 5 and 10 uM)) on GST Al-1 isozyme according to the

applied concentrations.

Keywords: Antioxidant, Antioxidant capacity, Benzothiophene derivatives,
GST Al-1.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu calismada kullanilmis bazi simgeler ve kisaltmalar, agiklamalart ile birlikte

asagida sunulmustur.

Simgeler Aciklama

Br Brom

°C Santigrat Derece

dH2 Distile Su

Dk Dakika

Fet3 Demir Iyonu

Ht Hidrojen Iyonu

G Gram
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1. GIRIS

Halkali aromatik bilesikler sahip olduklar1 biyolojik ve farmokolojik
Ozelliklerinden dolay1 yeni ilaglarin gelistirilmesinde biiyiik 6neme sahiptirler (Brasholz
ve ark., 2009). Bu bilesikler yillardir antiparazitik (Coa ve ark., 2015), antibakteriyel
(Shakdofa ve ark., 2014), antifungal (Pathak ve ark., 2012) ve antiinflamatuar
(Kazemizadeh ve ark., 2016) ilaglar olarak da kullanilmaktadirlar. Ayrica, antikanser ve
antioksidan 6zellikleride bulunmaktadir (El Bialy ve Gouda, 2011).

Bunlara ek olarak, lipit peroksidasyonu’nun (Williams ve ark., 2004), potasyum
kanal agicilarin (Edwards ve Weston, 1993), topoizomeraz inhibitorleri’nin (Pommier,
2006) ve L1210 fare 16semi hiicre secicileri’nin (Grynyuk ve ark., 2016) giigli

inhibitorleri olarak da bilinmektedirler.
1.1. Benzotiyofen Tiirevleri

CgHsS (Sekil 1.1) molekiil formiiliine sahip benzotiyofen ilag kimyasi ve sentez
kimyasinda Onemli bir molekiildiir. Benzotiyofenler ve tiirevleri organik yapida
olduklarindan nispeten kararlidirlar ve buda bu bilesiklerin malzeme kimyasinda genis
bir alanda kullanilmalarina olanak saglar (Cava ve Lakshmikantham, 1975).

Yapilan ¢alismalarda benzotiyofen igeren bilesiklerin antitimor ve antikanser

dzellikleri oldugu bildirilmistir (EI Bialy ve Gouda, 2011).

0

Sekil 1.1. Benzotiyofenin genel molekiiler yapisi.

Ayrica Sekil 1.2°de verilen “Raloxifene”, “Zileuton” ve “Sertaconazole” gibi

ilag olarak kullanilan benzotiyofen tiirevleri de mevcuttur (Algso ve ark., 2018).
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Sekil 1.2. Raloksifen (1), Zileton (2) ve Sertaconazol (3)'iin yapilari.

Bu tez ¢alismasinda kullanilan benzotiyofen tiirevlerinin yapilar1 Sekil 1.3'te ve

maddelerin bazi 6zellikleri Cizelge 1.1°de gosterilmistir.

Br

—
]
——

GO

3(3-Bromo-tiyofen-2il)-1-etil-2-fenil-1H-indol 3.[2.2 BitiyofeniL 5 4L1 etil feniL. | H-indol

Sekil 1.3. Tez galismasinda kullanilan benzotiyofen tiirevleri.

Biyolojik testlerle bir molekiiliin ilag olma potansiyeli belirlenmektedir. Fakat

biyolojik testlerin 6ncesinde kullanilacak molekiiliin Christopher A. Lipinski (1997)

tarafindan olusturulmus kurallara uyup uymadigina bakilmaktadir.

Ilag olabilecek bir molekiiliin Lipinski kurallarina gére tasimas: gereken baslica

ozellikler asagida belirtilmistir;

e 500 daltondan kiigiik molekiil agirligina sahip olmali,
e Lipofilite katsayis1 5’ten kii¢iik olmali,

e 5veya 5’ten az hidrojen bagini olusturan atoma sahip olmali,

e 10’dan fazla hidrojen bagi olusturma potansiyeline sahip atom olmamalidir

(Lipinski ve ark., 1997).
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Ancak, sunu da belirtmek gerekir ki bir molekiiliin Lipinski kurallarina uymasi
onun bir ilag olmasmi ya da bir molekiilin bu kurallara uymamasi onun bir ilag

olamayacagini garantilememektedir (Lipinski, 2004).

Cizelge 1.1. Tezde kullanilan benzotiyofen tiirevlerinin 6zellik tablosu

3-(5-Bromo-tiyofen-2il)-1-etil-  3-[2,2’]Bitiyofenil-5-il-1-etil-

Ozellikler 2-fenil-1H-indol fenil-1H-indol
Basit formili CooH16BrNS CosH1oNS»
Molekiiler agirhigt 382,33 gr/mol 385,55 gr/mol
Tiyofen halka

1 2
sayist
Halojen grup sayisi 1 0
(B

1.2. Serbest Radikaller

Serbest radikaller, son ydriingesinde bir ya da birden fazla eslesmemis elektron
tastyan yiiksek oranda reaktif molekiil veya atomlardir (Sohal, 1993). Bu ortaklagsmamis
elektronlar serbest radikallere biiyiik Olgiide reaktivite kazandirmaktadir. Kiigiik
molekiiller olan serbest radikaller diisiik aktivasyon enerjisine sahiptirler ve kisa
omirludirler (Jensen, 2003).

Serbest radikaller kararsiz molekiiller olduklarindan diger molekiillerden
elektron alarak ya da elektron vererek kararli hale ge¢cmeye calisirlar. Bu sekilde,
organizmada indirgeyici ya da yiikseltgeyici olarak davranabilmektedirler (Caylak,
2011).

Biyolojik 6nemi olan birgok atomda eslenmemis elektron bulunabilmektedir. Bir
baska deyisle, oksijen, karbon, siilfiir, nitrojen veya hidrojen kaynakli radikaller
bulunabilmektedir. Yasam i¢in ¢ok ©Onemli bir molekiil olan oksijenin hiicresel
solunumda kullanilmasi sonucunda viicuda zarar verme potansiyeli bulunan reaktif
oksijen tiirleri (ROS) meydana gelebilmektedir. Bundan dolay1, biyolojik sistemlerde
serbest radikallerin onemli bir kismi oksijenden kaynaklanmaktadir (Delibas ve
Ozcankaya, 1995). Ayrica, Serbest radikaller ndtral, negatif yiiklii ve pozitif yiikliide
olabilirler (Jesberger ve Richardson, 1991).
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Serbest radikallerin zararlarinin yanisira faydalarida olabilmektedir. Ornegin,
notrofiller ve makrofajlar aktive olduklarinda NADPH oksidaz kompleksi ile hidrojen
peroksit ve siiperoksit radikallerini tretebilirler. Dolayisiyla, bu sekilde viicudun
savunmasina yardimci olmaktadirlar (Tabakoglu ve Durgut, 2013). Ancak, serbest
radikallerin fazla {iretilmeleri organizmada bir¢ok hasara neden olmaktadir (Sekil 1.4).
Bunlar, lipitler, proteinler ve niikleik asitlerdeki bozukluklar, membran biitiinliigiiniin
bozulmasi, genetik mutasyonlar ve proteinlerdeki yapisal ve fonksiyonel degisiklikler

seklindedir (Memisogullari, 2005).

Solunum
Protein f g enzimleri
Ea el Sl
—— < rrnrinnn, Mitokondriyal
Q@ / hasar
Membran , p S}:R
hasan W’
HIOM\_\M Hiicre
DNA gl Cekirdek 1 i“v 45 sismesi
hasan (D\'\) Ca%y -t\"\‘.\:
‘-f‘k*‘\t\kz'
- LN . o
+5% Gecirgenlikte
' ’~f'if_ B ars

Lipid peroksidasyonu

Sekil 1.4. Serbest radikallerin sebep oldugu hiicre hasar1 (Ugar, 2016).

1.2.1. Reaktif oksijen tiirleri

Oksijenli solunum yapan canlilarin normal metabolizmalar1 sirasinda besinler
oksijen yardimiyla enerjiye doniistiiriildiiglinde oksijen molekiilii indirgenir ve ¢esitli
yan triinler meydana gelmektedir. Bunlar, siiperoksit, hidroksil, lipit peroksit gibi
serbest radikaller ve reaktif oksijen tiirleridir (Tabakoglu ve Durgut, 2013).

Cizelge 1.2°de oksijenin indirgenmesiyle meydana gelen bazi reaktif oksijen

tiirleri gortilmektedir.



Cizelge 1.2. Oksijenin indirgenmesi
O,+e+H" —HO,  Hidroperoksil radikali

HO,” > H + O, Stiperoksit radikali
O, +2H" +e — H,0, Hidrojen peroksit
H,O, + e — OH- + "OH Hidroksil radikali

‘OH +e+H+— H,O  Sumolekiili

Reaktif oksijen tiirleri, serbest radikallerin dis yoriingesinde oksijen atomu ve
paylagilmamis bir elektronun bulunmasiyla meydana gelmektedir (Flora, 2007).

Asagida en onemli reaktif oksijen tiirleri agiklanmaktadir.

Siiperoksit (O,") radikali: Sekil 1.5°te goriildiigii gibi molekiiler oksijene bir

elektronun eklenmesiyle olusmaktadir.

Oy +8 — O3
Sekil 1.5. Molekiiler oksijenin bir elektron almasi.
Hidrojen peroksit (H,0O;): Siiperoksit (O2) radikaline siiperoksit dismutaz (SOD)

enzimiyle bir elektron transferiyle ya da molekiiler oksijene iki elektronun eklenmesiyle

(Sekil 1.6) meydana gelmektedir.

. s0D
205 +2H" v Oy +Hy0,
Sekil 1.6. SOD enzimi tarafindan hidrojen peroksidin olusumu.

Hidroksil (OH’) radikali: Hidroksil radikali bircok sekilde meydana gelebilmektedir.
O,’ye ii¢ elektronun eklenmesiyle, suyun iyonize edici radyasyona maruz kalmasiyla
(Sekil 1.7) ya da hidrojen peroksitin UV 1s1gina maruz kalmasi (Sekil 1.8) sonucu
hidroksil radikali olusabilmektedir.



X 3 I
H,0 veya Gama I oI 4+ OH

Sekil 1.7. Suyun iyonize edici radyasyona maruz kalmasiyla hidroksil radikalinin
olusumu.

Lt

H, 0, 20H

Sekil 1.8. Hidrojen peroksit radikalinin UV 1s18ina maruz kalmasiyla hidroksil
radikalinin meydana gelmesi.

Hidroperoksil radikali (HO7): O, radikalinin diisiik pH’da protonlanmasiyla (Sekil
1.9) olusmaktadir (Caylak, 2011).

207 +2H7T

2HO;
Sekil 1.9. Siiperoksit radikalinden, hidroperoksit radikalinin olugumu.

1.2.2. Serbest radikallerin makromolekiiller iizerindeki etkileri

Serbest radikaller eslenmemis elektronlara sahip olduklarindan kararli hale
geemek icin diger molekiillerden elektron alma veya verme egilimindedirler. Bunun
sonucu olarak diger molekiiller zarar gérmekte ve kararsiz hale gegmektedirler. Normal
sartlarda serbest radikallerin zararli etkileri antioksidan sistemi tarafindan
engellenmektedir. Ancak, bazi durumlarda serbest radikallerin bir kismi antioksidan
savunmadan kagmakta ve viicutta protein modifikasyonuna, lipit peroksidasyonuna ve
DNA hasarina neden olabilmektedirler (Berger, 2005; Ekici ve Sagdig, 2008).

DNA hasarinda 6zellikle hidroksil (HO) radikali olduk¢a 6nemlidir. Hidroksil
radikali DNA’daki deoksiriboz-fosfatlar ve heterosiklik bazlarla tepkimeye girerek
onlarin yapisini degistirir ve riboz-fosfat zincirlerini kirmaktadir (Akpoyraz ve Durak,
1995).

Proteinler serbest radikallerden etkilenen makromolekiiller’dir. Bu etkilenme
diizeyi aminoasit kompozisyonuna baglidir. Doymamis baglar ve —SH gruplari i¢eren
tirozin ve metiyonin gibi aminoasitler serbest radikallere karsi oldukga hassastir (Van
der Vliet ve ark., 1994).
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Serbest radikaller lipitlerin doymamis baglariyla tepkimeye girerek lipit
peroksidasyonuna neden olmaktadir. Peroksidasyon esnasinda poliansature yag asitleri
(PUFAH) hidrojenlerini kaybedip molekiiler oksijenle tepkimeye girmektedirler.
Meydana gelen lipit peroksitler reaktif oksijen tiirleri gibi hiicre bilesenleri tizerinde etki
gostermektedirler (Kavas, 1989).

1.3. Antioksidanlar

Serbest radikallerin olusmasimni engelleyen ya da radikalleri siipiirerek (Sekil
1.4.) hiicrenin hasar gérmesini engelleyen ve genellikle yapisinda fenolik grup tasiyan
molekiillere antioksidan denmektedir (Kahkonen ve ark., 1999).

Antioksidanlar saglik tizerindeki etkileri ile toplumda popiilerligi artan bir
kavram olup oksidasyonu engelleyen bir madde olarak tanimlanmaktadir (Huang ve
ark., 2005).

Diisiik konsantrasyonda bulundugunda bile okside olabilen bir substrata kiyasla
o maddenin oksidasyonunu Onleyen yada Onemli oranda geciktiren maddelere de
antioksidan denmektedir (Leonarduzzi ve ark., 2012).

Cizelge 1.3’te baz1 oksidanlar ve bunlara karsi etkili olan antioksidan savunma

sistemleri goriilmektedir (Koca ve Karadeniz, 2003).

Cizelge 1.3. Bazi oksidanlar ve bu oksidanlara karsi etkili olan antioksidan savunma

Sigara dumani

sistemleri
Oksidan Antioksidan Savunma
Sistemi
Egzersiz B- karoten ve diger
Karsinojenler karotenoidler
Radyasyon Katalaz
iskemi C vitamini
Cevre kirleticiler Ubikinon‘ '
Atesli hastaliklar Stiperoksit dismutaz
Coklu doymamis yag ~ Selenyum _
asitleri ile zengin bir ~ CGlutatiyon peroksidaz
diyet Glutatiyon
Urik asit

E vitamini
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Antioksidanlar hiicreleri karsinojenlerin, ilaglarin ve radikal reaksiyonlarmin
kotii etkilerine karst (Sekil 1.10) korumaktadirlar. Bu kontrol mekanizmasinin temel
amac1 serbest radikallerinin asir1 ¢ogalmasini 6nlemektir. Antioksidanlar endojen veya
eksojen mevcut radikalleri etkisiz hale getiren ya da olusmasini engelleyen, enzimatik
ya da enzimatik olmayan sekilde smiflandirilabilmektedir (Aydin, 2011). Asagida
antioksidanlarin oksidanlara karsi etki sekilleri belirtilmistir.

Oksidanlar, antioksidanlar tarafindan baslica 4 yolla zararsiz hale getirilmektedir
(Gokpinar ve ark., 2006).

1. Siplirme etkisi: Oksidanlar daha zayif bir molekiile doniistiiriilerek
etkisizlestirilmektedir. Mikromolekiiller ve antioksidan enzimler bu sekilde etki
etmektedir.

2. Sondiirme etkisi: Oksidanlara bir hidrojen aktarilarak inaktive edilmesine
denmektedir. Flavanoidler, vitaminler, mannitol ve timetazidin bu sekilde etki
etmektedir.

3. Zincir reaksiyonlarmi kirma etkisi: Seriiloplazmin, hemoglobin ve agir
mineraller oksidanlar1 kendilerine baglayarak zincirlerini kirip inaktive
etmektedir.

4. Onarma etkisi: Oksidatif zarar gérmiis biyomolekiilii onarmaktadir.

B antioksidan

Serbest radikal OO

(reaktif bir madde) Acanticlsidagii

Sekil 1.10. Serbest radikal eslenmemis elektrona sahip reaktif bir maddedir. Bu reaktif
madde bir antioksidan (A) tarafindan daha kararli bir molekile (B)
doniistiiriilir (Villanueva ve Kross, 2012).



1.3.1. Antioksidanlarin siniflandirilmasi

Antioksidanlar eksojen kaynakli ve endojen kaynakli antioksidanlar olarak
ayrildig1 gibi mevcut radikali etkisiz hale getiren ya da radikalin olusmasini engelleyen
antioksidanlar olarak da ayrilabilmektedir. Ayrica, antioksidanlar enzimatik
antioksidanlar ve enzimatik olmayan antioksidanlar olarakta siniflandirilabilmektedir

(Akkus, 1995).

1.3.1.1. Enzimatik antioksidanlar

Siiperoksit Dismutaz (SOD): Bu enzim siiperoksit radikalinin hidrojen peroksit ve
molekiiler oksijene doniisiimiinde (Bkz. Sekil 1.6) gorevlidir ve serbest radikallere karsi

hiicredeki ilk savunma hattini olusturmaktadir (Aydin, 2011).

Katalaz (CAT): Cogunlukla peroksizomlarda az miktarda sitozolde ve mikrozomal
fraksiyonlarda bulunan bu enzim hidrojen peroksidi su ve oksijene parg¢alamaktadir
(Sekil 1.11). Bu enzim biiylik molekiillii lipid hidroperoksitlerine etki etmemektedir
(Akkus, 1995).

21'_1'202 M,., 2H20 o 02

Sekil 1.11. Katalaz enziminin katalizledigi reaksiyon.

Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px): Bu enzim hiicrenin sitozoliine yerlesmistir ve 4
selenyum atomu igerir. Glutatyon peroksidaz elektron kaynagi olarak glutatyonu
kullanarak hidrojen peroksit ve hidroperoksitlerin detoksifikasyonunda (Sekil 1.12)
gdrev alir. ki alt birimi vardir. Bunlardan birinin aktif blgesinde selenyum atomu olan
selenyuma bagimli glutatyon peroksidazdir. Digerinin ise aktif bolgesinde selenyum
atomu olmadigindan selenyum bagimsiz glutatyon peroksidaz olarak adlandirilir.
Selenyum bagimli glutatyon peroksidaz, lipit hidroperoksitleri ve hidrojen peroksit
detoksifikasyonunda gorev alir. Selenyum bagimsiz glutatyon peroksidaz ise daha ¢ok

lipit hidroperoksitlerini metabolize etmekte gorev alir. En fazla karacigerde bulunan bu
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enzim kalp, akciger, beyin ve kaslarda da bulunmaktadir (Karabulut ve Giilay, 2016;
Ozeng, 2011).

2GSH + H,0, —* 5 GSSG + 2H,0
2GSH + ROOH —™* ,GSSG + ROH + H,0

Sekil 1.12. Glutatyon Peroksidaz enziminin katalizledigi reaksiyon.

Glutatyon Rediiktaz (GSH-Red): Glutatyon peroksidaz aktivitesinden sonra meydana
gelen oksitlenmis glutatyonun tekrar rediikte glutatyona gevrilmesinde (Sekil 1.13)
gorev almaktadir. Birgok memeli hiicresinde milimolar konsantrasyon diizeylerinde

bulunmaktadir (Halliwell, 1994).

GSSG + NADPH + H* - 2GSH + NADP*
Sekil 1.13. Glutatyon Rediiktaz tarafindan okside glutatyonun rediikte glutatyona
doniisiim reaksiyonu.

Glutatyon S-Transferaz (GST): GST’ler (E.C. 2.5.1.18), ksenobiyotiklerin
detoksifikasyonunda faz Il enzimi olarak gorev alan bir enzim ailesidir. Bu enzim,
glutatyon ile ekzojen ve endojen hidrofobik ve elektrofilik bilesiklerin baglanmasini
saglayan ¢ok islevli bir enzimdir (Sekil 1.14). Glutatyon S-transferaz’larin genellikle
mutajenler, karsinojenler ve diger =zararli kimyasal maddelerinin hiicre igi
detoksikasyonunda gorev aldigi diisiiniilmektedir (Mannervik ve ark., 1988; Ar ve
Dere, 2003).

GST
ROOH + 2G-SH—> GSSG + ROH + H,0
Sekil 1.14. Glutatyon S-Transferaz enziminin katalizledigi reaksiyon.

Ayrica siiperoksidi detoksifiye eden mitokondriyal sitokrom oksidaz ve
membran fosfolipid hidroperoksitleri alkollere indirgeyen fosfolipid hidroperoksit
glutatyon peroksidazda (PLGSH-Px) bulunmaktadir (Aydin, 2011).



11

1.3.1.2. Enzimatik olmayan antioksidanlar

Glutatyon (GSH)

Glutatyon (GSH); glisin, sistein ve glutamik asitten olusan bir tripeptit’tir (Bkz.
Sekil 1.28). Onemli bir indirgeyici ajan ve antioksidan’dir. Oksidasyon ile rediiksiyon
dengesini kurup hiicreleri eksojen ve endojen oksidanlara karsi korumaktadir

(Konukoglu ve Akgay, 1995).

Vitamin E (a-Tokoferol)

Yagda ¢oziinen bir vitamin olan vitamin E (Sekil 1.15) viicutta ¢ok az
miktarlarda bulunmaktadir. Hiicre membraninda bulunan fosfolipidlerin doymamis yag
asitlerini radikallerden korumaktadirlar. Ayrica okside olduktan sonra glutatyon ve
askorbik asit’le tekrar indirgenebilmektedir (Aydin, 2011; Tekeli, 2012).

CH,

HO
CH

|
CH,CH,CH,CH}-CH;

H,C 0
. CHs 3

CHj,
a-tokoferol

Sekil 1.15. Vitamin E’nin molekiiler yapist.
Vitamin C (Askorbik asit)
C vitamini bir monosakkarit tiirevidir. Indirgeyici dzelliginden dolay1 siiperoksit

radikali ve hidroksil radikaliyle tepkimeye giren giicli bir antioksidan’dir (Aydin,
2011). Sekil 1.16’da askorbik asit’in dehidro askorbik asite doniisiimii gosterilmektedir.

2 H+

HO j O
| B - O
HO ‘B H+ O
HO OH HO OH
Askorbik Asit Dehidro Askorbik Asit

Sekil 1. 16. Askorbik asit’in dehidro askorbik asite dontisiim mekanizmasi.
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Karotenoidler

Bitkilerde dogal renk pigmentleri olarak bulunan karotenoidlerin en ¢ok bilineni
vitamin A’nin Onciisii olan B-karoten’dir (Sekil 1.17). Karotenoidler hiicreleri serbest

radikallerden koruyarak antioksidan gorevi gormektedir (Aydin, 2011).

B-karoten

Sekil 1.17. B-karoten’in yapisi.

Flavonoidler
Bitkilerin  sekonder metabolitleri  olan  flavonoidler  3’-4’dihidroksi

konfigiirasyonuna sahip olduklarindan antioksidan aktiviteye sahiptirler (Avci, 2001,
Aydin, 2011).

Melatonin

Karanlik ortamda pineal bezinden sentezlen bu hormon viicutta uyku, iireme,
immiinite gibi birgok farkli fonksiyondan sorumludur. Hidroksil radikalini inhibe eder
ve giclii bir antioksidan’dir (Yazici ve Kose, 2004). Sekil 1.18’de melatonin

molekiiliinlin yapis1 goriilmektedir.

H4CO H,

Sekil 1.18. Melatonin hormonunun yapisi.

Ayrica trat, bilirubin, albiimin, seruloplazmin ve sistein gibi antioksidan

molekiilleri de mevcuttur.
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1.4. Antioksidan Kapasite Ol¢iim Metotlar: ve Literatiir Derlemesi

Gidalarin ve biyolojik Orneklerin antioksidan kapasitesini 6lgmek i¢in farkli
metotlar kullanilmaktadir.
Antioksidan kapasite kavrami ilk olarak kimya alanindan dogmus olup, daha

sonra biyoloji, tip ve epidemiyoloji gibi alanlara uyarlanmistir (Floegel ve ark., 2011).

1.4.1. Antioksidan mekanizmalari

Antioksidan  kapasite  farkli  oksidan  kaynaklarina  goére  farkh
sonuglanabilmektedir (Karadag ve ark., 2009). Higbir analiz karmasik bir sistemdeki
tim radikal kaynaklarin veya tiim antioksidanlarin etki mekanizmasini dogru olarak
yansitamamaktadir (Prior ve ark., 2005). Bu yiizden antioksidan kapasiteyi belirlemek

icin farkli metotlarin kullanilmasi gerekmektedir.

Antioksidan kapasite yontemleri genellikle iki kategoriye ayrilmistir: (1)
hidrojen atomu transfer (HAT) reaksiyonuna ve (2) elektron transferi (ET) reaksiyonuna
dayali yontemler (Karadag ve ark., 2009).

HAT temelli yontemler, bir antioksidanin, serbest radikalleri, stabil baglar
olusturmak i¢in hidrojen bagisi ile siipiirme becerilerini 6lgmektedir. Bu prensip
antioksidan molekiilden radikale hidrojen gecisi (Sekil 1.19) seklindedir (Prior ve ark.,
2005).

AH + X" = XH+ A’

Sekil 1.19. HAT temelli antioksidan kapasite yoOntemlerinin serbest radikallerle
tepkimesinin mekanizmas.

HAT temelli reaksiyonlar, ¢oziicli ve pH'a bagimlidir ve genellikle oldukca hizli

gerceklesmektedir (Karadag ve ark., 2009).
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ET temelli yontemler, potansiyel bir antioksidanin, bir elektronu herhangi bir
bilesigi azaltmak tizere transfer etme (Sekil 1.20) yetenegini saptar. ET yontemlerinde,
reaktivite reaktif fonksiyonel grubun proton giderme ve iyonizasyon potansiyeline
dayandigindan ET reaksiyonlari pH'a bagimlidir (Prior ve ark., 2005).

M(IIT) + AH — AH" + M(II)

Sekil 1.20. ET temelli antioksidan kapasite yoOntemlerinin serbest radikallerle
tepkimesinin mekanizmasi.

1.4.2. Antioksidan kapasite metotlari

Bir¢gok antioksidan kapasite tayin metodu mevcuttur. Bunlarin bazilart HAT
temelli bazilarida ET temellidir. Toplam antioksidan kapasite degeri, hem hidrojen
atomu transferi hem de elektron transfer mekanizmasinin benzerligi ve farkliliklari
bakimindan, hem lipofilik hem de hidrofilik antioksidanlara uygulanabilen yontemleri

icermelidir (Karadag ve ark., 2009).

Bu calismada antioksidan kapasiteyi belirlemek i¢in DPPH, ABTS, galvinoksil,
fosfomolibden ve FRAP metotlar1 kullanildi.

1.4.2.1. DPPH metodu

Blois (1958) tarafindan gergeklestirilen bu yontem en yaygmn kullanilan
antioksidan kapasite belirleme yontemlerinden birisidir. Hidrojen atomu verebilen
antioksidanlarla tepkimeye giren DPPH radikali (Sekil 1.21) 517 nm’de en yiiksek
absorbans degerini vermektedir (Yavaser, 2011).

DPPH radikalinin 517 nm’de absorbansi 30 dakikadan fazla stirmektedir. Ancak,
pH ve 1sik gibi faktorlerin etkisiyle absorbansta diisiis meydana gelebilmektedir
(Aydemir, 2018).
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Sekil 1.21. DPPH radikalin yapisi (Ionita, 2005).

Baslangicta mor renkli olan DPPH radikali antioksidan molekiili ile

tepkimesinde indirgenip ve agik sar1 bir renk almaktadir (Karadag ve ark., 2009).

Kalan DPPH ylizdesini bulmak i¢in "Es.1.1"6rnegindeki formiil kullanilir.
% DPPH gajan= 100X[DPPH] katan/ [DPPH] =0 (1.2)

Yiizde DPPHyaan ¢Ozeltide bulunan antioksidan konsantrasyonuyla dogru
orantilidir. Onemli bir parametre ECso degeridir. ECso degeri DPPH konsantrasyonunu

%50 diigiirmek i¢in gerekli olan antioksidan konsantrasyonunu ifade etmektedir (Prior
ve ark., 2005).

1.4.2.2. ABTS (TEAC) metodu

ABTS metodu ilk olarak Miller ve arkadaslart (1993) tarafindan gida
orneklerinde antioksidan kapasiteyi test etmek i¢in kullanilmistir. Daha sonra ise Re ve
arkadaslar1  (1998) tarafindan gelistirilmistir. ABTS’nin antioksidan testlerde
kullamilabilmesi i¢in dncelikle oksitlenip radikal katyonu (ABTS™) formuna déniismesi
gerekir. ABTSe+ radikali mavi/yesil renktedir ve 600-750 nm dalga boyu arasinda gii¢lii
bir absorbansa (Sekil 1.22) sahiptir (Karadag ve ark., 2009; Selguk, 2012).

ABTS’yi radikal katyonu formuna g¢evirmek i¢in enzimatik (peroksidaz) ya da
kimyasal reaksiyonlar (manganez dioksit, potasyum persiilfat) kullanilmaktadir.
Enzimatik reaksiyonlar daha hizli ger¢eklesirken kimyasal reaksiyonlar daha uzun siire

(potasyum persiilfat ile reaksiyon 16 saate kadar siirebilir) gerektirebilir (Karadag ve
ark., 2009).
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Sekil 1.22. ABTS radikal katyonunun (ABTS™ ) absorbsiyon spektrumu (Re ve ark.,
1998).

Bu metodun temel prensibi mavi/yesil olan ABTS radikalinin antioksidanla
tepkimesinde bu rengin kaybolmasina dayanmaktadir. Meydana gelen renk degisimi
spektrofotometrede  Olciilerek  Orneklerin  antioksidan  kapasitesi  troloks ile

karsilastirilmaktadir (Prior ve ark., 2005).

1.4.2.3. Galvinoksil metodu

Shi ve Niki (1998) Ginko biloba bitkisinin ekstratlariyla yaptiklari antioksidan
aktivite calismasinda galvinoksil radikalini kullanmislardir. Yaptiklar1 stokiyometrik
calismalarda stabil bir fenoksil radikali olan gavinoksilin etanol i¢inde 428 nm'de giiclii
bir absorbansi oldugu goriilmiistiir. Galvinoksilin bir hidrojen veren antioksidan ile

reaksiyonu Sekil 1.23’te goriilmektedir (Shi ve Niki, 1998).

G-+ X0OH — GH + XO-

Sekil 1.23. Galvinoksil radikalinin antioksidan molekiil ile tepkimesi.
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e G, galvinoksil radikalini,
e XOH, hidrojen veren serbest radikal toplayiciyi,
e GH, indirgenmis galvinoksili,
e XO, XOH'dan tiiretilen radikali temsil etmektedir.
Bu yontemin temeli, bir galvinoksil molekiiliiniin (Sekil 1.23) bir aktif hidroksil
grubu ile reaksiyona girmesi ve tepkime c¢ozeltisinde galvinoksilin absorbansinin
azalmasi ile galvinoksil ile reaksiyondaki aktif fenolik hidrojenlerin miktarinin

hesaplanmasina dayanmaktadir (Shi ve Niki, 1998).

18

LT
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Sekil 1.24. Galvinoksil radikalinin kimyasal yapist (Niermann ve ark., 2006).

Galvinoksil radikali (Sekil 1.24) antioksidanlarin reaksiyonlarini incelemek igin
bir prob olarak kullanilmaktadir. Serbest radikallere kars1 son derece etkili olan askorbik
asit ve E vitamininin galvinoksil radikaliyle tepkimesi hizli bir sekilde gergeklesmistir.

Bu yiizden bir¢ok aragtirmaci tarafindan kullanilmaktadir (Smith ve ark., 2000).

1.4.2.4. Fosfomolibden metodu

Priecto ve arkadaslart (1999) tarafindan gelistirilen bir antioksidan kapasite
belirleme metodu’dur. Bu yontemin temel prensibi antioksidan molekiil tarafindan Mo
(VI)’nin Mo (V)’e indirgenmesi reaksiyonuna dayanmaktadir (Ozden ve Ozden, 2014).
Indirgenmis olan Mo (V) yesil bir renk meydana getirmektedir ve bu yesil renk UV
spektrofotometresinde bakildiginda 695 nm dalga boyunda maksimum absorbans (Sekil
1.25) vermektedir (Prieto ve ark., 1999).
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Sekil 1.25. Yesil renkli fosfomolibden kompleksinin UV spektrumu (Prieto ve ark.,
1999).

1.4.2.5. FRAP metodu
Bu yontem ilk olarak Benzei ve Strain (1996) tarafindan gelistirilmis ve

plazmada indirgeme giiciinii 6lgmek amaciyla kullanilmistir. Ancak, daha sonra

bitkilerde antioksidan kapasiteyi belirlemek i¢in modifiye edilmistir.

Fe(lllNTPTZ),J** [Fe(ll)(TPTZ)5)2*, Amax = 593 nm

Sekil 1.26. FRAP reaksiyonu (Huang ve ark., 2005).
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Bu yontem ferrik indirgenme giictinii 6lgmektedir. Diisiik pH'ta, bir ferrik-tri-
piridridiazin (Felll-TPTZ) kompleksi, demir (Fell) formuna indirgendiginde (Sekil
1.26), 593 nm'de maksimum bir absorpsiyona sahip yogun mavi bir renk olusmaktadir
(Benzie ve Strain, 1996).

Asagida FRAP metodunun cesitli avantajlar1 ve dezavantajlart belirtilmistir

(Prior ve ark., 2005).

e Test edilen maddeye gore reaksiyon siiresi daha uzun ya da daha kisa
olabilmektedir. Ornegin, demiri baglayan ve hizli bir sekilde reaksiyona giren
fenollerle 4 dakikalik reaksiyon siiresi gerektiriyor iken bazi polifenoller i¢in bu
stire 30 dakikaya kadar uzayabilmektedir,

o FRAP testi, glutatyon gibi tiyol antioksidanlarin 6l¢limiinii yapamamaktadir,

e Yalnizca ferrik demir iyonunun indirgenme kapasitesini 6l¢mektedir,

¢ Bu yontem basit, ucuz ve uygulanmasi kolaydir.

1.5. Glutatyon S-Transferazlar
1.5.1. Genel bilgi

Glutatyon S-transferazlar genellikle mutajenler, karsinojenler ve diger zararh
kimyasal maddelerin hiicre i¢i detoksikasyonunda goérev alan bir enzim ailesidir
(Mannervik ve ark., 1988; Ar1 ve Dere, 2003).

GST kuslarda, memelilerde, boceklerde ve bircok mikroorganizmada
bulunmaktadir. En fazla karacigerde bulunan bu enzim, ince bagirsak, akciger, plasenta,
kas ve kalin bagirsak gibi bir¢ok organin sitozoliinde ve membraninda bulunmaktadir

(Ar1 ve Dere, 2003).

GST’ler mikrozomal, mitokondriyal ve sitozolik olmak {izere ii¢ formda
bulunmaktadir (Jakobsson ve ark., 1999). Sitolozolik GST’ler (Cizelge 1.4)
memelilerde, aminoasit dizilisi, kimyasal 6zellikler ve immiinolojik 6zelliklerine gore pi
(m), teta (0), mii (p), zeta ({), sigma (o), omega (®) ve alfa (o) olarak 7 ayr1 gruba
ayrilmaktadir (Tozkoparan ve Aytag, 2007).
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Cizelge 1.4. Insan sitoplazmik glutatyon transferazlarin siniflandiriimasi (Mannervik ve

ark., 2005)
Enzim Simif Gen Kromozom bandi
GST Al-1 Alfa GSTA1 6pl2
GST A2-2 Alfa GSTA?2 6pl2
GST A3-3 Alfa GSTA3 6pl2
GST A4-4 Alfa GSTA4 6pl2
GST A5-5 Alfa GSTA5S 6pl2
GST M1-1 Mu GSTM1 1p13
GST M2-2 Mu GSTM2 1p13
GST M3-3 Mu GSTM3 1p13
GST M4-4 Mu GSTM4 1p13
GST M5-5 Mu GS M5 1p13
GST P1-1 Pi GSTP1 11913
GSTT1-1 Teta GSTT1 22011.2
GST T2-2 Teta GSTT2 22911.2
GST Z1-1 Zeta GSTZ1 14924.3
GST O1-1 Omega GSTO1 10924.3
GST 02-2 Omega GSTO2 10924.3
PGD2/GST S1-1 Sigma PGD2 40922.3

1.5.1.1. Biyolojik detoksifikasyon

Canlilar giinliik yasamlarinda ¢esitli zararli kimyasallara maruz kalmaktadir. Bu
maddeler canlinin normal metabolizmasinda {iretilen endojen kaynakli ya da herbisit,
Kirli hava, pestisitler gibi eksojen kaynakli kimyasallar da olabilmektedir. Bu zararli

kimyasallar1 uzaklagtirmak i¢in canlilar detoksifikasyon sistemlerine sahiptirler.

1947'de Roger Williams tarafindan detoksifikasyon ig¢in iki mekanizma
aciklanmustir.

Bunlar arasinda, faz I mekanizmasi, bir oksijen atomu kullanilarak detoksifiye
edilecek molekiilde reaktif bir grubun ortaya ¢ikmasi seklindedir.

Karacigerde yliksek konsantrasyonlara sahip olan sitokrom P450 sistemi, faz I’in
ana reaksiyonlar1 arasindadir. Faz II reaksiyonlar1 konjugasyon reaksiyonlari olarak
adlandirilir ve genellikle faz I reaksiyonlarindan sonra ger¢eklesmektedir. Bu asamada,
toksik maddeye glukuronidasyon, hidroksilasyon, siilfasyon ve glutatyonilasyon
reaksiyonlar1 ile suda c¢oziinebilir bir grup eklenerek toksik madde viicuttan

uzaklastirilmaktadir. Glutatyon S-transferazlar faz II reaksiyonlarinda rol oynayan
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onemli bir enzim ailesidir ve konjugasyon igin glutatyonu kullanmaktadirlar (Liska ve

ark., 2006). Sekil 1.27°de faz I ve faz Il detoksifikasyon mekanizmalar1 gériilmektedir.

(Sitokrom P450 Enzimler)

(Konjugasyon Yollari)

FAZI ‘ FAZII

Toksinler

Arac1 4 —
Metabolitler X o Bfi §altur_1
wah Tirevleri

Reaksiyonlar Kullamlan besin Reaksiyonlar
Oksidasyon maddesi (dalha fazia Siilfasyon K.ullamlan . (polar . *.
Rediksiyon Riboflavin (vit B2) polar . 7. Glukuronidasyon besin maddesi Suda ¢dziintir)
N Niasin (vit B3 daha az lipit Glisin N
Hidrasyon ‘Niasin (vit B3) dziiniin) Glutatyon Tausi
Dehalojenizasyo P’“dc'ks',n (V_‘t B6) kS konjugasyonu aurtn
n Fohlf asit Asetilasyon Glutamine
B12 vitamini Amino asit N-asetil-sistein
Ghutatyon . I ‘ Sistein
Dallanmis zincirli konjugasyonu Metionin
amino asit Metilasyon
Flavonoidler
Fosfolipitler
Antioksidan Koruyucu Besin ve
Bitki Tiirevleri =
Idrar
Karotenoid (Vit Endotoksin
Ask f:)k Asit Metabolizmanin son
skorbik Asi . I
Serbest Vit C) Koenzim Q10 Bl;ﬂcltnlml
; i eriyel
Radikaller Tokoferoller . T1yoller_ Y
) Bioflavonoidler endotoksinler
(VitE) e
Selem Silimarin
yun Piknojenol Ekzptoksin
Tlag
Tarimsal
kimyasallar
Besin katk1 maddesi

Sekil 1.27. Karaciger detoksifikasyon yollar1 ve destekleyici besinler (Liska ark., 2006).

1.5.1.2. Glutatyon

Glutatyon (GSH), glutatyon-S-transferazlar araciligiyla ksenobiyotiklerin
konjugasyon tepkimelerinde rol oynayan (Estrela ve ark., 2006) glisin, sistein ve

glutamik asitten olusan bir tripeptit’dir (Sekil 1.28).

SH

ZI

NH3" o

Sekil 1. 28. Glutatyonun (y-L-glutamil-L-sisteinil-glisin) yapist (Musdal, 2012).
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GSH hiicrede, savunma ve metabolizmada olmak {izere pek ¢cok gorev almasinin
yanisira kalsiyum homeostazisinin diizenlenmesinde ve amino asit tasiniminda da rol

oynamaktadir (Estrela ve ark., 2006).

1.5.2. Sitozolik Glutatyon S-transferazlar

1.5.2.1. Sitozolik Glutatyon S-transferazlarin simiflandirilmalari

Memelilerde sitozolik GST’ler alfa, mu, pi, sigma, zeta, omega ve teta olmak
tizere yedi farkli izomere ayrilmaktadir. Bunlar GST enzim ailesinin ¢oziiniir formlari
olup her bir form kendi arasinda alt birimlere ayrilmaktadir (Cizelge1.3.) (Mannervik ve
ark., 2005).

1.5.2.2. Yapilan

X-1gin1  kromatografisiyle GST’nin birgok formu (Sekil 1.29) ortaya
cikartlmistir. GST formlarma protein veri bankalarindan ulasilabilmektedir. GST’ler
homodimerik yapida enzimlerdir. Her alt birimi yaklasik 210 aminoasitten olugsmaktadir
ve 24-29 kDa molekiil agirligma sahiptirler. GST siniflar1 arasinda dizi benzerligi
%30’dan az olsa da benzer protein katlanmalarina sahiptir (Musdal, 2012).

Cok substratli GST enziminin korunmus dizileri iceren G- ve H- boélgeleri
vardir. G-bolgesi GSH’1n baglandig1 bolge iken H-bolgesi elektrofilik ve hidrofobik
substratlarin baglandigi bolgedir (Armstrong, 1997; Ari ve Dere, 2003).

Bilinen tiim GST dizilerinde bazi aminoasit kisimlar1 korunmustur. Bunlar; Pro-
53, Tyr-7, lle-68, Asp-57, Gly-145 ve Asp-152'dir.

Kristalografik ¢aligmalar, ilk iki aminoasidin yan zincirinin, GSH baglanma
bolgesinde kilit roller oynadigini, diger yan zincirlerin roliiniin ise daha az oldugunu
gostermistir. Son ii¢ aminoasit yan zinciri gomiiliidiir ve protein katlanmalarinin
belirlenmesi i¢in Onemli olabilmektedir. Asp-57'nin gorevi ise halen belirsizdir.

Glutatyon bagimli enzimlerin, oksijen metabolizmasinin toksik yan {irlinlerinin
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iretilmesine yanit olarak aerobik organizmalarda evrimlesti§i One siiriilmektedir

(Armstrong, 1997).

pi sigma

Sekil 1.29. GST alfa, mu, teta, pi ve sigma enzimlerinin ii¢ boyutlu yapilari (Armstrong,
1997).
Argl5, alfa glutatyon transferaz sinifinda korunmus bir aktif bolge dizisidir.
Tyr9'un fenolik hidroksil grubu glutatyonun kiikiirt atomuna ile bir hidrojen bagi
olusturur ve bu hidroksil grubunun uzaklastirilmasi enzimin kismi inaktivasyonuna

neden olur (Bjornestedt ve ark., 1995).

1.6. Enzim inhibisyonu

Enzimin aktivitesinin bazi bilesikler tarafindan azaltilmasi ya da yok edilmesi
olayina inhibisyon buna neden olan maddelere de inhibitdr denir. Inhibitér maddeler
genellikle iyonlar ya da diisiik molekiil agirligina sahip bilesiklerdir. Enzimatik aktivite
biyolojik sistemlerin bir¢cogunda rol aldigindan enzimatik aktivitenin kontrolii olan

enzimatik inhibisyon biyolojik sistemlerde son derece dnemlidir (Ozler, 2009).
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Enzim inhibisyonunun geri doniisiimlii ve geri doniisiimsiiz olmak tizere iki tipi
vardir. Geri doniisiimsiiz enzim inhibisyonunda inhibitér madde enzimin aktif bolgesine
kovalent olarak baglanarak enzimin aktivitesini durdurur (Sekil 1.30). Geri doniisiimlii
enzim inhibisyonunda ise enzimin aktif bolgesine kovalent olarak bir baglanma
gerceklesmez. Ug cesit geri doniisiimlii enzim inhibisyon tipi vardir. Bunlar; yarismali
(kompetitif), yarismasiz (nonkompetitif) ve yar1 yarismali (unkompetitif) inhibisyondur
(Onez, 2006).

K K
— >
E+S ES — » E+P
+|| K;
, K inaktif ,
EI —— ETI

Sekil 1.30. Geri doniisiimsiiz enzim inhibisyonu (Giirsoy ve Giirsoy, 2017).

1.6.1. Yarismah (kompetitif) inhibisyon

Yarismali inhibisyon geri doniisiimlii enzim inhibisyonunun yaygin bir tiirtidiir.
Bu inhibisyon tiirii inhibitér maddenin enzimin aktif bolgesi i¢in substrat ile yarigmasi
prensibine dayanir (Sekil 1.31). Enzimin (E) aktif bdlgesine inhibitor (1) baglandiginda
enzim-inhibitdr kompleksi (E-I) olusur ve substrat enzime baglanamadigindan tepkime

gerceklesmez (Paliizar, 2013).

E + S «<—» ES —8» E + P

_',_

I

I

EI

Sekil 1.31. Yarigmali enzim inhibisyonu (Paliizar, 2013).
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1.6.2. Yarismasiz (nonkompetitif) inhibisyon

Bu inhibisyon tipinde inhibitér madde enzimin aktif bolgesi digindaki baska bir
bolgeye baglanir. Inhibitér madde enzimin aktif bdlgesine baglanmadigindan enzim-
substrat (ES) kompleksi olusmaya devam eder. Ancak enzim ile substrat arasindaki
reaksiyon normal hizlarla devam etmez. Inhibitorle substrat birbirinde bagimsiz bir
sekilde enzime baglanarak ES ve EI komplekslerini olustururlar. Hatta ES+i ve Ei+S
durumlarinda ESI kompleksi de olusur (Sekil 1.32). Yarismasiz inhibisyon enzimin

substrat ile tepkimesini durdurmaz yalnizca enzim katalitik aktivitesini diisiiriir (Onez,

2006).

+
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Sekil 1.32. Yarigsmasiz inhibisyon (Onez, 2006).

1.6.3. Yar1 yarismah (unkompetitif) inhibisyon

Yar1 yarismali inhibisyon tipinde inhibitér madde direkt olarak enzime
baglanamayip enzim-substrat kompleksine baglanir (Sekil 1.33).

baglanan inhibitor kompleksin yapisini bozarak iirlin olugsmasini engeller (Kilig, 2015).

E + S

—— ES —— E + P

_|_

<

ESI

Sekil 1.33. Yari yarigsmali inhibisyon (Kilig, 2015).

ES kompleksine
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1.7. Tezin Amaci

Bu ¢alismada, yeni sentezlenmis benzotiyofen tiirevlerinin (3-(5-Bromo-tiyofen-
2il)-1-etil-2-fenil-1H-indol ve 3-[2,2’]Bitiyofenil-5-il-1-etil-fenil-1H-indol) antioksidan
kapasitelerini 5 farkli antioksidan kapasite metoduyla belirlenmesi ve ayrica bu
maddelerin GST Al-1 izozimi iizerine olasi inhibisyon ya da aktivasyon ozelliklerinin
belirlenmesi amaglanmistir. Boylece sentezlenmis benzotiyofen tiirevlerinin ilag olup
olmayacagi hakkinda 6n degerlendirme yapilmasi hedeflenmistir. Yeni sentezlenmis bir
maddeyle yeni bir ilacin iretilmesinin iilke ekonomisi ve insan sagligi iizerindeki

etkileri biiylik olacaktir. Bu yiizden bu 6n degerlendirme calismasi 6nem arz etmektedir.



2. KAYNAK BILDIRISLERI

El Bialy ve Gouda, 2011 yilinda yeni sentezlenmis benzotiyofen tiirevleri ile
yaptiklar1 c¢aligmada antioksidan kapasiteyi bulmak i¢in ABTS metodunu
kullanmuslardir ve test ettikleri baz1 benzotiyofen tiirevlerinin oldukg¢a iyi antioksidan
kapasiteye sahip oldugu bildirmislerdir.

Algso ve arkadaglarnin 2018 yilinda yeni sentezlenmis benzotiyofen tiirevleri ile
ilgili yaptiklar1 calismada antioksidan kapasiteyi belirlemede ABTS metodunu ve
referans olarak troloks’u (E vitamini analogu) kullanmislardir. Test edilen 6rneklerden
iki tanesinin antioksidan kapasitelerinin yiiksek oldugunu (TEAC degerleri 2.5 ve 1.1)
bildirmislerdir.

Ferreira ve arkadaslarinin 2006 yilinda sentetik benzotiyofen tiirevleriyle
yaptiklar1 ve DPPH yontemini kullandiklar1 ¢alismada bazi benzotiyofen tlirevlerinin
antioksidan ozellik gosterdikleri saptanmistir. Hatta bazi tiirevlerin referans olarak
kullanilan askorbik asit’ten bile daha yiiksek indirgeme giiciine sahip oldugunu
bildirilmiglerdir.

Musdal 2012 yilinda sentetik heterosiklik maddelerle yaptigi calismaya gore
benzoksazol halkasi tasiyan bir bilesigin (N-[2-(4-kloro-benzil)-benzooksazol-5-il]
-4-nitro-benzensiilfonamit) hGST P1-1 izerinde kuvvetli inhibisyon 6zelligi

gosterdigini saptamiglardir.






3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Antioksidan kapasiteleri test edilecek olan 3-(5-Bromo-tiyofen-2il)-1-etil-2-
fenil-1H-indol ve 3-[2,2’]Bitiyofenil-5-il-1-etil-fenil-1H-indol maddeleri (Tezin bundan
sonraki bolimlerinde 3-(5-Bromo-tiyofen-2il)-1-etil-2-fenil-1H-indol maddesi igin
madde 1 ve 3-[2,2’]Bitiyofenil-5-il-1-etil-fenil-1H-indol maddesi i¢in ise madde 2
kisaltmalar1 kullanild1) Van Yiiziincii Y11 Universitesi Kimya Boliimii 6gretim iiyesi

Prof. Dr. Arif KIVRAK ’tan temin edildi. Diger kimyasallarin satin alindig1 firmalar ve

bu kimyasallarin kodlar1 Cizelge 3.1 'de gosterildi.

Cizelge 3.1.Tez kullanilan kimyasallarin marka ve kodlar

Kimyasalin adi

Kimyasalin Marka ve Kodu

GST Al-1

Indirgenmis glutatyon (GSH)
1-klor-2,4-dinitrobenzen (CDNB)
Kuersetin

Askorbik asit

Troloks
2,2-Difenil-1-pikrilhidrazil
2,2-azino bis (3-ethil benzothiazolin-6-
stilfonik asit)

Potasyum persiilfat

2,4,6- tripiridil s-triazin (TPTZ)
FeCl,

Amonyum molibdat

Sigma- Aldrich-GS60
Sigma-Aldrich-G4251
Sigma-Aldrich-138630
Sigma-Aldrich-117-39-5
VWR-83568.180

Acros Organics-218940010
Sigma-Aldrich-D9132
Sigma-Aldrich-A3219

Sigma-Aldrich-216224
Alfa Aesar-3682-35-7
Sigma-Aldrich-451649
Sigma-Aldrich-A1343

Sodyum fosfat Sigma-Aldrich-342483

Siilfirik asit Sigma-Aldrich-339741

Saf etanol Sigma-Aldrich-46139
3.2. Yontem

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

Blois (1958)’un DPPH ydntemi modifiye edilerek madde 1 ve madde 2’nin

radikal siipiirme kapasiteleri belirlendi.

DPPH, kahverengi siseler igerisinde konsantrasyonu 400 uM olacak sekilde saf

etanol ile ¢Ozdiirildii. Tamamen ¢6ziinmesi i¢in DPPH ultrasonikator igerisinde 30
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dakika bekletildi. Madde 1 ve madde 2’de ilk hazirlandiklarinda benzer sekilde saf
etanol eklendi ve ¢oziinene kadar ultrasonikatorde oda sicakliginda sonikasyon
uygulandi.

Standartlar (troloks ve askorbik asit) ise her deney igin taze olarak hazirlandi.
Askorbik asit saf su ile troloks (E vitamini analogu) ise etanol ile ¢ozdiiriildii. Tim
seyreltmeler saf etanol ile yapildi. Madde 1 igin 6,53-104,63 uM, madde 2 i¢in 6,48-
103,75 uM, troloks igin 3,75-59,93 uM ve askorbik asit i¢in 5,32-85,08 uM
konsantrasyon araligi olusturuldu. Seyreltmelerde bes ayri konsantrasyon olusturuldu.
Her konsantrasyon ve kor (blank) i¢in iiger 6rnek hazirlandi. Her 6rnek i¢in 900 pl
madde (korler igin etanol) ve 300 pul DPPH eklendi. Siselerin kapaklar1 kapatildiktan
sonra 30 dakika boyunca oda sicakliginda inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra UV/VIS
spektrofotometrede 517 nm’de referansa (1,2 ml etanol) karsi okundu. Standart olarak
troloks ve askorbik asit kullanildi. Tiim 6l¢iimler ticer tekrar olarak gergeklestirildi.
Radikal yakalama aktivitesi (% RSA) “Es.3.1”’de belirtildigi gibi hesaplanarak troloks

ve askorbik asit ile karsilastirildi.

(KorAbs—OrnekAbs)

% RSA = KorAbs

x 100 (3.1)

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

ABTS metodu Re’nin metodu (1999) modifiye edilerek kullanildi. ABTS
cozeltisi 2,45 mM potasyum persiilfat ile 7 mM ABTS olacak sekilde saf su ile
hazirlandi. Hazirlanan ¢ozelti, 12-16 saat kahverengi bir sise igerisinde calkalamali
inkiibatorde bekletildi. Madde 1, madde 2 ve troloks etanolde, askorbik asit ise saf suda
¢oziildi. Bes farkli konsantrasyon olacak sekilde saf etanol kullanilarak seyreltmeler

yapildi.

Madde 1 i¢in 16,34-261,56 uM, madde 2 i¢in 16,2-256,36 uM, troloks i¢in 1,24-
19,98 uM ve askorbik asit i¢in 1,76-28,38 uM konsantrasyon aralig1 olusturuldu. Her

konsantrasyon ve kor igin tger Ornek hazirlandi. Deneyden once ABTS stok
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¢ozeltisinden 734 nm’de 0,700-0,710 absorbans olacak sekilde etanolle bir ara stok

hazirlandi.

Daha sonra her ornek i¢in 600 pl madde (korler igin etanol) ve 600 ul
seyreltilmis ABTS eklendi. Siselerin kapaklar1 kapatildiktan sonra 30 dakika boyunca
oda sicakliginda inkiibe edildi. inkiibasyondan sonra UV/VIS spektrofotometrede 734
nm’de referansa (1,2 ml etanol) kars1 okundu. Standart olarak troloks ve askorbik asit
kullanildi. Tiim olgtimler tiger tekrarli olacak sekilde gergeklestirildi. Radikal yakalama
aktivitesi (% RSA) "Es.3.1"°de belirtildigi gibi hesaplanarak troloks ve askorbik asitle
karsilastirildi.

3.2.3. Galvinoksil metodu

Shi ve Niki (1998) galvinoksil metodu optimize edilerek uygulandi. Bu
yontemde 160 pM olacak sekilde galvinoksil soliisyonu etanol ile hazirlandi. Test
edilen maddeler (madde 1 ve madde 2) ve troloks ve kuersetin saf etanolde ¢o6ziildii. Bes
farkli konsantrasyon olacak sekilde saf etanol ile seyreltmeler yapildi.

Madde 1 i¢in 16,35-261,56 uM, madde 2 i¢in 16,21-259,37 uM, troloks igin
0,25-2,8 uM ve kuersetin icin 0,21-1,65 pM konsantrasyon araligr olusturuldu. Her

konsantrasyon ve kor i¢in tiger 6rnek hazirlandi.

Her tiipe farkli konsantrasyonlarda hazirlanmis 1140 pl madde ve 60 pl
galvinoksil ¢ozeltisi eklendi. Tiipler 20 dakika karanlik ortamda inkiibasyona alindi ve
spektrofotometrede 428 nm'de referansa (1200 pl etanol) kars1 okuma yapildi. Kor i¢in
1140 pl etanol ve 60 pl galvinoksil ¢ozeltisi kiivete eklenerek referansa karsi okuma
yapildi. Tiim Ol¢timler ii¢ tekrar olarak gerceklestirildi. Standart olarak troloks ve

kuersetin kullanildi.

% Radikal yakalama aktivitesi "Es.3.1"’de belirtildigi gibi hesaplanarak

orneklerin antioksidan potansiyelleri troloks ve kuersetin ile karsilagtirildi.
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3.2.4. Fosfomolibden metodu

Bu yontemin temel prensibi antioksidan bilesikler tarafindan Mo (VI)’nin Mo
(V)’e indirgenmesiyle asidik ortamda yesil renkli fosfat Mo (V) bilesiginin olusmasidir.
Bu metot Prieto ve arkadaslarinin (1999) metodu modifiye edilerek uygulandi. Bu metot
igin gerekli ayrag soliisyon 4 mM amonyum molibdat, 28 mM sodyum fosfat ve 0,6 M
stilfiirik asit igerecek sekilde distile su (dH20) ile hazirlandi.

Madde 1, madde 2 ve troloks etanolda, askorbik asit saf suda ¢6ziildii. Bes farkli
konsantrasyon olacak sekilde saf etanol ile seyreltme yapildi.

Madde 1 i¢in 65,23-1046,1 pM, madde 2 i¢in 35,64-570,57 uM, troloks i¢in
124,85-1993,42 uM ve askorbik asit i¢in 70,95-1135,42 uM konsantrasyon araligi
olusturuldu. Her konsantrasyon ve kor i¢in iiger 6rnek hazirlandi.

Her bir ependorf tiipiine 1 ml ayrag soliisyon ve f{izerine 0,1 ml farkh
konsantrasyonlarda seyreltilmis madde eklenerek karistirildi.

Elde edilen reaksiyon soliisyonu 95 °C de 90 dakika inkiibe edildi.
Inkiibasyondan sonra ornekler 20-25 dakika boyunca oda sicakliginda bekletilip
sogutulduktan sonra absorbanslari spektrofotometrede 695 nm dalga boyunda kor tiipe
karsi okundu. Tim Ol¢iimler ii¢ tekrar olarak gergeklestirildi. Elde edilen degerler,
standart olarak kullanilan troloks ve askorbik asit’in farkli konsantrasyonlarinda
hazirlanan standart egrilerinden yararlanilarak askorbik asit esdegeri ve troloks esdegeri

olarak ifade edildi.

3.2.5. FRAP (Demir iyonu indirgenme antioksidan kapasite) metodu

Benzie ve Strain (1996) metodu modifiye edilerek uyguland.
Gerekli soliisyonlar;
e 0,3 M Asetat Tamponu (pH: 3,60)
e 0,01 M TPTZ Cézeltisi
e 0,02 M FeCl3 Cozeltisi
e 0,04 M HCI Cozeltisi
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TPTZ ¢ozeltisi 0,04 M HCI ile FeCls ¢6zeltisi dH,0O ile hazirlanir. Sirasiyla,
asetat tamponu, TPTZ ve FeCl; ¢ozeltisi 10:1:1 oraninda karistirildi. 37 °C de 30 dakika
inkiibe edildi.

Madde 1, madde 2 ve troloks etanolde, askorbik asit saf suda ¢6ziildii. Bes farkli

konsantrasyon olacak sekilde saf etanol ile seyreltme yapildi.

Madde 1 i¢in 13,08-209,28 uM, madde 2 i¢in 12,96-207-51 puM, troloks ig¢in
6,03-96,87 uM ve askorbik asit i¢in 5,31-85,17 uM konsantrasyon araligi olusturuldu.
Seyreltmelerde bes ayr1 konsantrasyon olusturuldu. Her konsantrasyon ve kor i¢in {iger
ornek hazirlandi. Her 6rnek i¢in 1000 pl madde (kor i¢in etanol) ve 500 ul FRAP
sollisyonu eklendi. Daha sonra 4 dakika boyunca 37 °C sicaklifinda inkiibe edildi.
Inkiibasyondan sonra UV/VIS spektrofotometrede 593 nm’de kor tiipe karsi okundu.
Tiim 6l¢timler ii¢ tekrar olarak gerceklestirildi. Elde edilen degerler, standart olarak
kullanilan troloks ve askorbik asit ile farkli konsantrasyonlarinda hazirlanan standart

egrileri kullanilarak askorbik asit esdegeri ve troloks esdegeri olarak ifade edildi.

3.2.6. GST Al-1 izozimi spesifik aktivite tayini

Kullanilan kimyasallar
e 100 mM pH:7,0 Fosfat Tamponu

e 05mM,1mM,15mM CDNB
e 1mMGSH

Glutatyon S-transferaz-a enzim aktivitesi Habig ve arkadaslarinin (1974) 1-klor-
2,4-dinitrobenzen (CDNB) substrati kullanilarak 6nerdigi metot, ELISA mikroplaka
okuyucu sisteme modifiye edilerek kullanildi. Enzim aktivitesi tiyoeter bagi
olusumunun spektrofotometrik yontemlerle takip edilmesi esasina dayanir. Substrat
olarak CDNB kullanildigindan dolay1 absorbans él¢timleri 340 nm’de gergeklestrildi.

Mikroplakada kullanilan her bir kuyucuk 100 mM (pH: 7,0) fosfat tampon, 1
mM GSH, CDNB (0,5 mM, 1 mM, 1,5 mM) ve test edilen maddelerin (madde 1 ve
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madde 2) farkli konsantrasyonlarmi (1, 10, 25, 50, 100, 250 uM) igerir. Ol¢iim 340nm’
de kore (madde yerine etanol kullanildi) kars1 okundu.
Enzim aktivitesi "Es.3.2"’de belirtildigi gibi formiil kullanilarak absorbans

degerlerinden (340 nm) hesaplandi.

Spesifik Aktivite = /% % §F x —— (3.2)

£ (mM-) mg protein/ml

Bu formiilde;
dA/dt birim zamanda (dakika) absorbanstaki degisimi (mOD), & ekstinksiyon sabitini
(CDNB 9.6 MM~ cm™ ) ve SF seyreltme faktoriinii simgelemektedir.



4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. DPPH Metodu Sonuglari

DPPHe radikali uzun Oomiirlii bir azot radikalidir ve antioksidanlarin radikal
giderilmesindeki rollerinin belirlenmesinde en fazla kullanilan yontemlerden birisidir.
DPPHe radikalinin indirgenmeden onceki baslangictaki rengi mordur. Antioksidan
maddeler tarafindan DPPHe radikali DPPH-H formuna indirgendiginde mor renkten sar1
renge dogru bir renk degisimi olur. DPPHe radikali en yiiksek absorbans degerini 517
nm’de verdiginden renk degisimi spektrofotometrede 517 nm’de olgiiliir (Ozeng,
2011). Antioksidan maddenin radikal siipiirme aktivitesi % RSA olarak ifade edilir.

Bu metotta, antioksidan madde arttik¢a siipiiriilen radikal miktarinin artmasina
dolayisiyla % RSA’nin artmasi prensibine dayanmaktadir. Bu durum asagidaki askorbik

asitve troloks grafiklerinde (Sekil 4.1 ve Sekil 4.2) gortilmektedir.

y = 1,5401x - 2,3263

Askorbik asit-DPPH R2 =0,9991

% RSA (517 nm)
= P

N A OO 0 O N
O O O O O O O

0 10 20 30 40 50 60 70
Son konsantrasyon (uM)

Sekil 4.1. DPPH metodunda askorbik asit’in 517 nm’deki standart egrisi.

y =2,1152x + 3,6403
Troloks-DPPH R2 = 0,9909
150
£
= 100
—
L
< 50
o
e 0
°© 0 10 20 30 40 50
Son konsantrasyon (M)

Sekil 4.2. DPPH metodunda troloks’un 517 nm’deki standart egrisi.
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Antioksidan maddenin radikal siipiirme aktivitesi belirtilirken ortamda bulunan
radikalin % 50’sini siipiiren antioksidan miktarin1 ifade eden ECsp degeri kullanilir.
ECso degerinin diisiik olmasi antioksidan aktivitenin yiiksek oldugunu gostermektedir.
Standart olarak kullanilan askorbik asit ve troloks’un ECso degerleri grafiklerden (Sekil
4.1, Sekil 4.2) sirasiyla 33,98 uM ve 21,9 uM olarak bulundu.

Test edilen her iki 2,3-Diaril-Benzotiyofen tiirevide (madde 1 ve madde 2)
DPPH radikali ile etkilesmediginden dolayr DPPH metodu ile yapilan deneyler
sonucunda herhangi bir sonug tespit edilemedi (Sekil 4.3 ve Sckil4.4). Madde 1 igin
maksimum 78,47 uM ve madde 2 i¢in maksimum 77,81 uM konsantrasyona kadar
deneyler yapilmasina karsin DPPH radikalinin renginde herhangi bir anlamli degisim
tespit edilemediginden, bu yontemle 2,3-diaril benzotiyofen tiirevlerinin antioksidan

kapasiteleri tespit edilemedi.

Madde 1-DPPH | - o 0032x - 1,3469

0 R2=10,1807

’E\ 0 20 40 60 80 100
< -05
N~
—
L 3 P
245

-4 —0
S ° *

Son konsantrasyon (uM)

Sekil 4.3. DPPH metodunda madde 1’in 517 nm’deki % RSA grafigi.

Madde 2-DPPH y = -0,0042x - 0,9694

R>=0,0389

0 20 40 60 80 100
05 L) ®

-1,5

% RSA (517 nm)
-
/

Son konsantrasyon (uM)

Sekil 4.4. DPPH metodunda madde 2’nin 517 nm’deki % RSA grafigi.
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DPPH? radikali hidrojen donérlerine kars1 segicidir. Ornegin, benzen halkasinda
tek hidroksil grubu bulunduran aromatik asitler ile ve hi¢ hidroksil grubu
bulundurmayan flavonoidlerle tepkimeye girmemektedir (Selguk, 2012). Bu tez
calismasinda kullanilan her iki 2,3-Diaril-Benzotiyofen tiirevide (madde 1 ve madde 2)
hidroksil grubuna sahip degildir (Bkz. Sekil 1.3).

DPPH metodunda sonu¢ alinmamasimin en olasi nedenlerinden basinda test
edilen her iki benzotiyofen tiirevininde hidroksil grubuna sahip olmamalari oldugu

distiniilmektedir.
4.2. ABTS Metodu Sonuglari

Bu metotta 6ncelikle ABTS’ nin oksitlenip radikal katyonu (ABTS™) formuna
getirilmesi gerekmektedir. ABTS yapisinda bulundurdugu azot atomu enzimatik ya da
kimyasal yolla radikalik forma gevrilebilir. Bu ¢alismada ABTS’nin oksitlenmesinde
potasyum persiilfat kullanildi. ABTS™ mavi/yesil renktedir ve antioksidan maddelerle
tepkimeye girdiginde bu renk agilir. Spektrofotometre ile 734 nm’de renk degisimine

bakilarak radikal stipiirme aktivitesi belirlenmektedir.

Bu metot ortamda antioksidan madde arttik¢a siipiiriilen radikal miktarinin
artmasi prensibine dayanmaktadir. Bu durum asagida askorbik asit (Sekil 4.5) grafigi ve

troloks grafiginde (Sekil 4.6) agikca goriilmektedir.

y =6,0852x - 0,7957

Askorbik asit-ABTS °~  r2=0,9975

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

% RSA (734 nm)

0 5 10 15

Son konsantrasyon (uM)

Sekil 4.5. ABTS metodunda askorbik asit’in 734 nm’deki standart egrisi.
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y =9,9179x - 0,2634
Troloks-ABTS R?=0,9996
AlZO
S
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R
= 80
5) 60
o
R 40
20
0
0 2 4 6 8 10 12
Son konsantrasyon (uM)

Sekil 4.5. ABTS metodunda troloks’un 734 nm’deki standart egrisi.

ECso degeri antioksidan maddenin etkinligini hesaplamada kullanilmaktadir.
ECso degerinin diisiik olmasi antioksidan maddenin etkinliginin yiiksek oldugunu
gostermektedir. Standart olarak kullanilan askorbik asit ve troloksun ECsy degerleri
grafiklerden (Sekil 4.5 ve Sekil 4.6) hesaplandi. Sirasiyla ECsp degerleri 8,35 uM ve
5,02 uM olarak belirlendi.

Madde 1 ve madde 2 maddeleri’nin ABTS metodunda % RSA degerleri (Sekil
4.7, 4.8) % 50’den az oldugu igin troloks ve askorbik asit standartlarinda oldugu gibi

ECso degerleri hesaplanamadi.

Madde 1-ABTS  y=0,0426x +0,8092
R>=0,7754
€
<
E 7
~ 6
g s :
o [
X 4
3 [ J
2
1
0 °
10 20 40 60 80 100 120 140
Son konsantrasyon (M)

Sekil 4.6. ABTS metodunda madde 1’in 734 nm’deki % RSA grafigi.



39

y =0,0754x + 0,8385
Madde 2-ABTS R2=0,9383

[
o N

% RSA (734 nm)
o N SN (o)) (o0]

0 20 40 60 80 100 120 140
Son konsantrasyon (uM)

ckil 4.7. metodunda madde 2’nin nm’deki1 % rafigi.
kil 4.7. ABTS dund dde 2’nin 734 ’deki % RSA grafigi

Madde 2’nin inhibisyon degeri, Sekil 4.7 ve Sekil 4.8’de ve Cizelge 4.1’de
goriildiigl gibi madde 1’in % RSA degerinden daha yiiksek bulundu.
Cizelge 4.1’de ABTS metodunda kullanilan benzotiyofen tiirevlerinin % RSA degerleri
ile kullanilan en yiiksek madde konsantrasyonunun denk geldigi askorbik asit ve troloks
standartlarinin konsantrasyonlari gériilmektedir. Madde 1’in 130,78 uM konsantrasyonu
1,08 uM askorbik asite ve 0,61 uM troloks konsantrasyonuna ve madde 2’nin 129,68
uM konsantrasyonu 1,91 uM askorbik asite ve 1,12 uM troloks konsantrasyonuna denk

geldigi hesaplandi.

Cizelge 4.1. ABTS metodunda kullanilan benzotiyofen tiirevlerinin % RSA degerleri ve
bu maddelerin troloks ile askorbik asit standartlariyla karsilastirilmasi

Kullanilan en  yiiksek madde
Konsantrasyon (uM) % RSA degerleri  konsantrasyonuna  denk gelen
standart madde konsantrasyonu

Maddel Madde2 Maddel Madde 2 Madde 1 Madde 2
8,17 8,10 1123 1114 * *
16,35 16,21 -0,11 3,53 108 191
32,69 32,42 3,35 2,18
65,39 64,84 4,58 5,39 o o

130,78 129,68 5,80 10,89 061 112
Madde 1 3-(5-Bromo-tiyofen-2il)-1-etil-2-fenil-1H-indol
Madde 2 3-[2,2’]Bitiyofenil-5-il-1-etil-fenil-1H-indol
*) Askorbik asit karsilig1 (ug/ml)

(**) Troloks karsilig1 (pg/ml)
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ABTS metodunda kullanilan her iki standart maddeninde (troloks ve askorbik
asit) yapisinda hidroksil grubu vardir. Ancak test edilen maddelerin yapisinda (Bkz.
Sekil 1.3) boyle bir grup yoktur. Hidroksil grubu hidrojen transferinin daha kolay
olmasin1 saglar ve ABTS metodu da hidrojen transferine dayali bir antioksidan kapasite
metodudur. Test edilen maddelerin (madde 1 ve madde 2) inhibisyon degerlerinin diisiik
olmast hidroksil grubu gibi hidrojen vermeye yatkin bir grubun olmamasindan
kaynaklanabilir. Madde 2’nin yapisinda madde 1’deki brom yerine bir tiyofen halkasi
baghdir (Bkz. Sekil 1.3). Bu durum madde 2’nin inhibisyon degerinin madde 1’den

fazla olmasini saglamis olabilir.

4.3. Galvinoksil Metodu Sonuglar:

Galvinoksil radikali ferromanyetik bir radikaldir. 428 nm dalga boyunda
maksimum absorbans degerine sahiptir. Bu radikal hidrojen veren antioksidan
maddelerle indirgenebilir. Temelde bir galninoksil radikali bir hidroksil grubu ile
tepkimeye girerek indirgenmektedir (Selguk, 2012). Galvinoksil radikali sarimsi bir
renktedir. Antioksidan maddenin etkisi ile bu radikal indirgendiginde sari renkte bir
acillma meydana gelmektedir. Renk degisiminin spektrofotometre ile olglilmesiyle
antioksidan maddenin radikal siipiirme aktivitesi hesaplanir.

Bu metot ortamda antioksidan madde arttik¢a siipliriilen radikal miktarinin
artmast prensibine dolayisiyla % RSA’nin artmasina dayanir. Bu durum asagida

kuersetin (Sekil 4.9) grafigi ve troloks grafiginde (Sekil 4.10) agik¢a goriilmektedir.

Kuersetin-Galvinoksil Y= 42,73 34044

100
E 80
:§; 60
< 40
o
s 20

0

0 05 1 15 2
Son konsantrasyon (uM)

Sekil 4.8. ABTS metodunda kuersetin’in 734 nm’deki standart egrisi.
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} i i| v =32925x+1,9026
Troloks-Galvinoksil R 0065
100
= °
80
é °
S 60
< 40
2]
T 20
B3
0
0 05 1 15 2 25 3
Son konsantrasyon (uM)

Sekil 4.9.Galvinolsil metodunda troloks’un 428 nm’deki standart egrisi.

Galvinoksil metodunda standart madde olarak kullanilan kuersetin ve troloks’un
ECso degerleri kuersetin i¢in Sekil 4.9°daki grafik ve troloks i¢in Sekil 4.10°daki grafik
denkleminde "y" yerine 50 yazilarak hesaplandi. ECsy degerleri kuersetin igin 1 uM ve

troloks i¢in 1,46 uM olarak hesaplandi.

Madde 1-Galvinoksil y =0,0095x-1,5986

2 R*>=0,3979
€1 e
c
& 0
~ 0 @ ® 5 150 200 250 300
< -1 °
@
O\o -2

-3 bt

Son konsantrasyon (uM)

Sekil 4.10. Galvinoksil metodunda madde 1’in 428 nm’deki % RSA grafigi.

Madde 2-Galvinoksil y - _o0036x- 1£-14
1 R2=0,3335

T 05 °
c
§ 0
< 0 0 ¢ 150 200 250 300
<05
2 °
S °

-15

Son konsantrasyon (uM)

Sekil 4.11. Galvinoksil metodunda madde 2’in 428 nm’deki % RSA grafigi.
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Test edilen 2,3-Diaril-Benzotiyofen tiirevlerinden madde 1 igin 248,48 uM ve
madde 2 i¢in 246,40 uM konsantrasyona kadar deneyler yapilmasina karsin bir renk
degisimi gozlenemedi. Dolayisiyla galvinoksil radikali her iki maddenin, ne benzen
halkasindaki ne de tiyol halkasindaki hidrojenleri ile etkilesime girip bu yapilardan

hidrojen alamadigindan galvinoksil metoduyla antioksidan kapasite tespit edilemedi.

4.4. Fosfomolibden Metodu Sonuglari

Fosfomolibden metodu antioksidan maddenin etkisiyle Mo (VI)’nin Mo (V)’e
indirgenerek yesil bir rengin olusmasina ve olusan bu rengin 695 nm’de 6lgiilmesi
prensibine dayanir. Sekil 4.13’te kullanilan askorbik asit standardinin grafigi ve Sekil

4.14’te de kullanilan troloks standardinin grafigi gortiilmektedir.

Askorbik asit-Fosfomolibden v=0,0083x-0,0335
. 1 R?=0,9959
e
[
o
3505
wn
&
S o
8 0 20 40 60 80 100 120
< Son konsantrasyon (uM)

Sekil 4.12. Fosfomolibden metodunda askorbik asit’in 695 nm’deki standart egrisi.

) y =0,0045x - 0,0088
Troloks-Fosfomolibden Rr2=0,9991

E
[y
Yo}
(o2}
e
» 0,5
c
[+
2
o
(2]
X O
0 150 200

50 100
Son konsantrasyon (uM)

Sekil 4.13. Fosfomolibden metodunda troloks’un 695 nm’deki standart egrisi.

Fosfomolibden metodunda madde 1 ve madde 2’nin grafigi sirasiyla Sekil 4.15
ve Sekil 4.16’da gosterilmektedir. Grafiklerde de goriildiigii gibi her iki madde de lineer

bir artis gostermistir. Grafiklerde goriildiigii gibi madde 2’nin aktivitesi madde 1’in
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aktivitesinden daha yiiksek bulunmustur. Her iki maddenin askorbik asit ve troloks
karsiliklarin1 hesaplamak igin standartlarin grafik denklemlerinde ‘y’ yerine maddelerin
absorbans degerleri yazildi. Hesaplama sonucunda; madde 1’in 45 uM konsantrasyonu
33,01 uM askorbik asit’e ve 55,4 uM troloks’a denk geldigi ve madde 2’nin 25 uM
konsantrasyonu 26,78 uM askorbik asit’e ve 43,91 uM troloks’a denk geldigi

hesaplanda.
H =0,0041x + 0,056
0,6 ’
£
S04
D
e
o 0.2 [ )
s
2 0
2 o 20 40 60 80 100
< Son konsantrasyon (uM)

Sekil 4.14. Fosfomolibden metodunda madde 1’in 695 nm’deki grafigi.

. =0,0069x + 0,0163
04 Madde 2-Fosfomolibden gr--o,9ss

3

o 0,3

3

~ 0,2

2

S 01 e

2

< 0

0 10 20 30 40 50 60
Son konsantrasyon (uM)

Sekil 4.15. Fosfomolibden metodunda madde 2 nin 695 nm’deki grafigi.

Cizelge 4.2°de fosfomolibden metodunda kullanilan benzotiyofen tiirevlerinin
(madde 1 ve 2) askorbik asit ve troloks standartlariyla karsilastirilmasi ve en yiiksek
konsantrasyonlarindaki absorbans degerleri verilmistir. Madde 1’in 91,10 uM
konsantrasyonu 99,51 uM troloks’a ve 56,93 uM askorbik asit’e ve madde 2’nin 51,87
uM konsantrasyonu 82,84 uM troloks’a ve 47,89 uM askorbik asit’e denk geldigi
hesaplanmistir. Standart maddeler test maddeleriyle oranlandiginda troloks madde 1’in
0,91 kat1 ile madde 2’nin 0,63 katina ve askorbik asit ise madde 1’in 1,6 kat1 ile madde

2’nin 1,08 katina denk geldigi bulunmustur. Bu degerlere bakildiginda her iki maddenin



44

de fosfomolibden metodunda oldukga yiiksek radikal indirgeme kapasitesine sahip

oldugu belirlendi. Ayrica, ¢izelge 4.2°de madde 2’nin madde 1’den daha fazla radikal

indirgeme kabiliyeti oldugu goriilmektedir.

Cizelge 4.2. Fosfomolibden metodunda kullanilan benzotiyofen tiirevlerinin askorbik

asit ve troloks standartlariyla karsilastirilmasi

ik Son ABS Trolox Asl;girtblk
konsantrasyon.*  konsantrasyon.** - . esdegeri t  Orani .. Oran--
(uM) (uM) degeri (uM) esdegeri-
(uM)
Madde 1 1002,1 91,10 0,439 99,51 0,91 56,93 1,6
Madde 2 570,57 51,87 0,364 82,84 0,63 47,89 1,08
Madde 1 3-(5-Bromo-tiyofen-2il)-1-etil-2-fenil-1H-indol
Madde 2 3-[2,2°]Bitiyofenil-5-il-1-etil-fenil-1H-indol
™) Tepkime ortamina eklenen test bilesigi konsantrasyonu
(**) Reaksiyon ortaminda test edilen bilesigin son konsantrasyonu
(1) Ortalama abs / Standart egrinin egimi
1) Son konsantrasyon / Trolox esdegeri
) Ortalama abs / Standart egrinin egimi
(--) Son konsantrasyon / Askorbik asit egdegeri

4.5. FRAP Metodu Sonuclari

FRAP metodu antioksidan maddenin etkisiyle diisiik pH'ta, bir ferrik-tri-

piridridiazin (Felll-TPTZ) kompleksi, demir (Fell) formuna indirgenmesiyle mavi bir

rengin olugmasina ve olusan bu rengin 593 nm’de 6l¢iilmesi prensibine dayanir. Sekil

4.17’te kullanilan askorbik asit standardinin grafigi ve Sekil 4.18’te de kullanilan

troloks standardinin grafigi goriilmektedir.

Askorbik asit-FRAP ¥ =0.0294x-0,019

R2=0,9941

0,5

Absorbans (593 nm)

0 5 10 15 20 25 30
Son konsantrasyon (uM)

Sekil 4.16. FRAP metodunda askorbik asit’in 593 nm’deki standart egrisi.
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Troloks-FRAP

0,8
0,7

0,6

0,5

0,4

0,3

0,2 )
0,1 e

Absorbans (593 nm)

0 10 20 30
Son konsantrasyon (uM)

y =0,0227x
R2=0,9833
40

Sekil 4.17. FRAP metodunda troloks’ un 593 nm’deki standart egrisi.

FRAP metodunda, madde 1’in ve madde 2’nin grafigi sirasiyla Sekil 4.19 ve

Sekil 4.20°de gosterilmektedir. Grafiklerde de goriildiigii gibi her iki madde de lineer

bir artis gostermistir. Grafiklerde goriildiigii gibi madde 2’

aktivitesinden daha yiiksek bulunmustur.

nin aktivitesi madde 1’in

Her iki maddenin askorbik asit ve troloks karsiliklarin1 hesaplamak igin

standartlarin grafik denklemlerinde ‘y’ yerine maddelerin absorbans degerleri yazildi.

Hesaplama sonucunda; madde 1’in 35 uM konsantrasyonu 1
0,82 uM troloks’a denk geldigi ve madde 2’nin 35 uM
askorbik asit’e ve 7,11 uM troloks’a denk geldigi hesapland.

,28 uM askorbik asit’e ve
konsantrasyonu 6,14 pM

Madde 1-FRAP

0,04

0,035
0,03

0,025 ®
0,02

0,015
0,01

0,005 | &

Absorbans (593 nm)

0 20 40 60
Son konsantrasyon (M)

y =0,0004x + 0,0047

R*=10,9679

80

Sekil 4.18. FRAP metodunda madde 1’in 593 nm’deki grafigi.
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Madde 2-FRAP y =0,0046x +0,0004

R2=10,9686

o
»~

o
w

Absorbans (593 nm)
o o
[y N

o

0 20 40 60 80
Son konsantrasyon (uM)

Sekil 4.19. FRAP metodunda madde 2’nin 593 nm’deki grafigi.

Cizelge 4.3’te FRAP metodu ile test edilen 2,3-Diaril-Benzotiyofen tiirevleri’nin
(madde 1 ve 2) askorbik asit ve troloks standartlariyla karsilastirilmasi ve en yiiksek
absorbans degerleri verilmistir. Madde 1’in 69,76 uM konsantrasyonu 1,5 uM troloks’a
ve 1,8 uM askorbik asit’e karsilik gelirken madde 2’nin 69,17 uM konsantrasyonu
14,93 uM troloks’a ve 12,18 uM askorbik asit’e denk geldigi hesaplanmistir. Sonuclara
bakildiginda her iki maddeninde indirgeme 6zelligi oldugu ancak madde 2’nin

aktivitesinin madde 1°den daha yiiksek oldugu goriilmektedir.

Cizelge 4.3. FRAP metodunda kullanilan benzotiyofen tiirevlerinin askorbik asit ve
troloks standartlariyla karsilastirilmasi

ik Son Troloks Asl;girtblk Oran--
konsantrasyon.*  konsantrasyon.** degeri esdegeri T  Orani esdegeri -
M M M
(uM) (uM) (uM) (M)

Maldde 209,28 69,76 0,034 1,5 46,51 1,8 38,75
Ma;de 207,51 69,17 0,339 14,93 4,63 12,18 5,68
Madde 1 3-(5-Bromo-tiyofen-2il)-1-etil-2-fenil-1H-indol
Madde 2 3-[2,2’]Bitiyofenil-5-il-1-etil-fenil-1H-indol
™ Tepkime ortamina eklenen test bilesigi konsantrasyonu
(**) Reaksiyon ortaminda test edilen bilesigin son konsantrasyonu
@) Ortalama abs / Standart egrinin egimi
(69) Son konsantrasyon / Troloks esdegeri
O] Ortalama abs / Standart egrinin egimi

(--) Son konsantrasyon / Askorbik asit egsdegeri
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4.6. GST Al-1 izozimi Spesifik Aktivite Tayini Sonuclar1

4.6.1. GST Al-1 izoziminin aktivasyon sonuclari

Madde 1 ve madde 2’nin GST Al-1 izozimiyle yapilan ¢alismalarda madde 1’in 1,
10 ve 25 uM konsantrasyonlarda, madde 2’nin ise 1, 5 ve 10 uM konsantrasyonlarda test

edilen enzim tizerinde aktivasyon etkisi gosterdigi SigmaPlot yazilimiyla tespit edildi.

MMadde 1%in Michaelis-MMenten grafigi

::H::::

Oran (ol / dk/ mg)

-
I
[N T T TR NN S MY [ N T S

=R -

0 oz o4 o6 oS 1.0 1,z 1.4 1.6

CDOMNE (M)
- A= 1

= A= 10
- A= 25

Sekil 4.20. Madde 1’in aktivasyon etki tipi i¢in (1, 10 ve 25 uM konsantrasyonlarda)
Michaelis-Menten grafigi.

Mladde 17in Lineweaver-Burk gorafigi

=

0,08

r T V
o ] = 3
1ACDNEB (mMh)

- A=

o A= 10
- A =5

Sekil 4.21. Madde 1’in aktivasyon etki tipi i¢in (1, 10 ve 25 uM konsantrasyonlarda)
Lineweaver-Burk grafigi.
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Madde 1"1in Eadie-Hofstee grafig@i

Oran (umol/dkimg)

o 20 40 &0 =BO
Oran (umol/dk/mg WCDNEB (mbi)
- A=1

- A= 10
- A= 25

Sekil 4.22. Madde 1’in aktivasyon etki tipi i¢in (1, 10 ve 25 uM konsantrasyonlarda)
Eadie-Hofstee grafigi.

Cizelge 4.4°te verildigi gibi bu analizlerde ii¢ farkli CDNB substrat konsantrasyonu
(0,5 mM, 1 mM ve 1,5 mM) kullanilmis ve her CDNB konsantrasyonu i¢in 1, 10 ve 25
uM konsantrasyonlarinda madde 1 kullanilmistir. Madde 1 igin test edilen bu
konsantrasyonlarda Vmax degeri ise 18,7 umol/dk/mg protein iken, Km ve Ka degerleri
sirastyla, 0,04518 pM ve 3 uM olarak SigmaPlot yazilimi ile tespit edilmistir. Test
edilen madde 1 konsantrasyonlarinda (1, 10 ve 25 uM) maddel’in GST Al-1 izozimine
tizerine aktivasyon etki gosterdigi ve bu aktivasyon etki tipinin “zorunlu olmayan

aktivasyon” oldugu yine SigmaPlot yazilim1 yardimiyla belirlenmistir.

Cizelge 4.4. Madde 1’in 1, 10 ve 25 pM konsantrasyonlarda GST Al-1 izozimi iizerine
Enzim Aktivasyon Kinetigi Sonuglari

Ortalama

Madde 1’in e - Vmax
CDNB konsantrasyonu spesifik aktivite Etki tipi (umol/dk/mg Km Ka
(mM) (M (nmol/dk/mg : (M) (uM)
uM) . protein)
protein)
1 17,376
05 10 17,00
25 18,193
1 1 18,276 Zorunlu
10 17,988 olmayan 18,7 0,04518 3
25 18,699 aktivasyon
1 18,272
15 10 20,833

25 21,758
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Madde Z"nin Michaelis-Menten grafigi

Oran (ymoldk/mg)

0.0 0.2 0.4 06 oE 1.0 1.2 1.4 1.6

CDNEB (mM)

A=1
A=s5
a=

Sekil 4.23. Madde 2’nin aktivasyon etki tipi i¢in (1, 5 ve 10 pM konsantrasyonlarda)
Michaelis-Menten grafigi.

MMadde Z"nin Lineweawver-Burk grafi@i

1/Crdy (amolikimg)

LACDNE (mh)

Sekil 4.24. Madde 2’nin aktivasyon etki tipi i¢in (1, 5 ve 10 pM konsantrasyonlarda)
Lineweaver-Burk grafigi.

Madde 2 'nin Eadie-Hofstee grafigi

Oran (ymoldkimg)

o 20 a0 &0 B0 10
Oran (umol/dikimg WWCDNE (i)

1
=

-
o s
10

BEr
[

Sekil 4. 25. Madde 2’nin aktivasyon etki tipi i¢in (1, 5 ve 10 uM konsantrasyonlarda)
Eadie-Hofstee grafigi.
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Cizelge 4.5’te verildigi gibi ti¢ farkli CDNB konsantrasyonu (0,5 mM, 1 mM ve
1,5 mM) kullanilmis ve her CDNB konsantrasyonu i¢in 1, 5 ve 10 uM konsantrasyonlarda
madde 2 kullanilmigtir. Madde 2’nin Vmax degeri 16,5 umol/dk/mg protein iken, Km ve
Ka degerleri sirasiyla, 0,0459 puM ve 0,252 uM olarak SigmaPlot yazilimiyla tespit
edilmistir. Test edilen madde 2’nin 1, 5 ve 10 uM konsantrasyonlarinda ise madde 2’in
GST Al-1 izozimine iizerine aktivasyon etki gosterdigi bu etki tipinin ise “zorunlu

olmayan aktivasyon” oldugu yine SigmaPlot yazilimiyla tespit edilmistir.

Cizelge 4.5. Madde 2’nin 1, 5 ve 10 uM konsantrasyonlarda GST Al-1 izozimi iizerine
Enzim Aktivasyon Kinetigi Sonuglari

Madde 2’nin Ortalama spesifik
((:rlr?:\\ln? konsantrasyonu aktivite (umol/dk/mg Etki tipi Vmax(;rx ;Itl;léglk/mg (KICI) (K;[)
(M) protein) P " "
05 16,7433
' 5 14,2630
10 15,7030
1 1 12,7203 Zorunlu
5 18,1250 olmayan 16,5 0,0459 0,252
10 21,4823 aktivasyon
1 21,7110
15 5 26,1587
10 29,3187

4.6.2. GST Al-1 izoziminin inhibisyon sonuclari

Madde 1 ve madde 2’nin GST Al-1 izozimiyle yapilan enzim kinetigi
caligmalarinda madde 1’in 25, 50 ve 100 uM konsantrasyonlarinda, madde 2’nin ise 25,
100 ve 250 uM konsantrasyonlarinda test edilen GST Al-1 izoenzimi iizerinde inhibisyon
etki gosterdigi SigmaPlot yazilimi yardimiyla tespit edilmistir.

Madde 17in Michaelis-Menten grafiZi

Oran ol [ di/ mg)
-]
\\\

\.\
|
‘I

¥
{

] o ous ous (] 1z 1.4 16

CDNEBE (mMh)

o I =50

Sekil 4.26. Madde 1’in inhibisyon etki tipi igin (25, 50 ve 100 uM konsantrasyonlarda)
Michaelis-Menten grafigi.
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Madde 1 7in Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 4.27. Madde 1’in inhibisyon etki tipi i¢in (25, 50 ve 100 uM konsantrasyonlarda)
Lineweaver-Burk grafigi.

Madde 17in Eadie-Hofstee grafigi

Oran (ol / dk /mg)

] 20 a0 o0 B0
Oran (umol/idik mg WCDNE (ma )
- 1=25

o 1=50
- 1= 100

Sekil 4.28. Madde 1’in inhibisyon etki tipi i¢in (25, 50 ve 100 uM konsantrasyonlarda)
Eadie-Hofstee grafigi.

Cizelge 4.6”da verildigi gibi bu analizlerde de yine ii¢ farkli CDNB konsantrasyonu
(0,5 mM, I mM ve 1,5 mM) kullanilmig ve her CDNB konsantrasyonu i¢in 25, 50 ve 100
uM konsantrasyonlarinda madde 1 kullanilmistir. Madde 1’in Vmax degeri ise 24,5
umol/dk/mg protein iken, Km ve Ki degerleri ise sirasiyla 0,1058 uM ve 280,8 uM olarak
SigmaPlot yazilimiyla tespit edilmistir. Test edilen 25, 50 ve 100 puM madde 1
konsantrasyonlarinda, madde 1’in GST Al-1 izozimine iizerine inhibisyon etki
gosterdigi bu etki tipinin ise “yarigmali (tam) inhibisyon” oldugu yine SigmaPlot

yazilimiyla tespit edilmistir.
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Cizelge 4.6. Madde 1’in 25, 50 ve 100 uM konsantrasyonlarda GST Al-1 izozimi
tizerine Enzim Inhibisyon Kinetigi Sonuglar1

Madde 1%in Ortalam_a :spesifik Vmax _
CDNB konsantrasyonu aktivite Etki tipi (nmol/dk/mg Km Ki
(mM) M) (nmol/dk/mg protein) (M) (uM)
" protein)
05 25 18,1937
' 50 17,3863
100 15,8277
1 25 18,6990 Yarigmali
50 21,6767 (tam) 24,5 0,1058  280,8
100 19,1763 inhibisyon
25 21,7580 4
15 50 19,8393
100 13,5003

Madde 2"nin Michaelis-Menten grafigi

_ 2 _// /__,f’
= e "
= / — -
= e /_, o — -
E // /_/’
= / =
E "
[= /‘3—"// "
0.8 1.0 1.2 1 :«'l 1.6

CDNB (mh1)

_ I=250

Sekil 4.29. Madde 2’nin inhibisyon etki tipi igin (25, 100 ve 250 uM
konsantrasyonlarda) Michaelis-Menten grafigi.

MMadde 2" nin Linewesaver-Burk grafigi

10ran (pmolidk fmg)

o0z

0.5 0.0 s 1.0 1.5
1ACDNEB (mb)

o

o
i3
gy

Sekil 4.30. Madde 2’nin inhibisyon etki tipi igin (25, 100 ve 250 uM
konsantrasyonlarda) Lineweaver-Burk grafigi.
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Madde 2"'nin Eadie-Hofstee grafigi

Oran (pmoldk/mg)

o 2 4 & B 1 12 14 16 18 200 2 24 26 28
Oran (umol’dik/mg WCDNB ()

- I=25
Lo I= 100
= I=250

Sekil 4.31. Madde 2’nin inhibisyon etki tipi i¢in (25, 100 ve 250 uM
konsantrasyonlarda) Eadie-Hofstee grafigi.

Cizelge 4.7°de verildigi gibi ti¢ farkli CDNB substrati konsantrasyonunda (0,5
mM, 1 mM ve 1,5 mM) kullanilmis ve her CDNB substrati konsantrasyonu igin 25, 100 ve
250 uM konsantrasyonlarda madde 2 uygulanmustir. Yapilan 6lgiimler sonucunda madde
2’nin Vmax degeri 60,7 pmol/dk/mg protein iken, Km ve Ki degerleri sirastyla, 2 uM ve
226,7 uM olarak SigmaPlot yazilimiyla tespit edilmistir. Test edilen madde 2 25, 100 ve
250 uM konsantrasyonlarinda, madde 2 nin GST Al-1 izozimine iizerine inhibisyon etki
gosterdigi bu etki tipinin ise “bagimli inhibisyon” olarak SigmaPlot yazilimiyla tespit

edilmistir.

Cizelge 4.7. Madde 2’in 25, 100 ve 250 uM konsantrasyonlarda GST Al-1 izozimi
lizerine Enzim Inhibisyon Kinetigi Sonuglari

CDN Madde 2’nin Ortalama spesifik Vmax Km Ki
B konsantrasyonu aktivite (umol/dk/mg Etki tipi  (umol/dk/mg M M
(mM) (uM) protein) protein) (M) (uM)
05 25 12,4690
’ 100 9,0030
250 5,7853
1 25 17,6573 Bagiml
100 15,0577 inhitg)isyon 60,7 2 2267
250 12,9793
25 24,1037
15 100 23,4800

250 14,3573
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4.7. Tartisma ve Deney Sonuclarinin Karsilastirilmasi

Madde 1 ve madde 2 olarak adlandiran 2,3 Diaril- benzotiyofen tiirevlerinin
antioksidan kapasitesini belirlemek amaciyla bu ¢alismada bes farkli antioksidan kapasite
yontemi (DPPH, ABTS, Galvinoksil, Fosfomolibden ve FRAP) kullanildi. Ayrica, standart
madde olarak troloks, kuersetin ve askorbik asit kullanildi. Cizelge 4.8°de madde 1 ve
madde 2’nin antioksidan kapasite sonuglarinin troloks ve askorbik asitle karsilastirilmali
sonuglar1 ve bu iki maddenin enzim etki tipleri gosterilmektedir.

Ferreira ve arkadaglar1 (2006) sentetik benzotiyofen tiirevleriyle yaptiklari
calismada DPPH metodunu kullanmislar ve bu tiirevlerin yiiksek antioksidan aktiviteye
sahip olduklarimi bildirmislerdir. Ancak, bu tez g¢alismasinda sentezlenen 2,3-Diaril
benzotiyofen tiirevlerinin (madde 1 ve madde 2) DPPH metoduyla yapilan deneylerde
antioksidan kapasite tespit edilemedi.

El Bialy ve Gouda (2011) sentetik benzotiyofen tiirevlerinin antioksidan
kapasitesini tespit etmek igin ABTS yontemini kullanmislar ve test edilen tiirevlerin
yiiksek aktiviteye sahip olduklarini rapor etmislerdir. Buna karsin, bu ¢alismada test
edilen benzotiyofen tiirevleri (madde 1 ve madde 2) ise ABTS metodunda madde 1’in
130,78 uM ve madde 2’nin 129,68 uM konsantrasyonunda bile (Bkz. Sekil 4.7, Sekil
4.8) % 50’den az oldugu i¢in ECsp degerleri hesaplanamadi. Test edilen en yiiksek
konsantrasyonda (madde 1 i¢in 130,78 uM ve madde 2 igin 129,68 puM) maddeler,
troloks ve askorbik asitle karsilastirildiginda madde 1 i¢in 1,08 uM askorbik asit’e ve
0,61 uM troloks konsantrasyonuna denk gelirken, madde 2 i¢in 1,91 uM askorbik asit’e
ve 1,12 uM troloks konsantrasyonuna denk geldigi hesaplandi.

Bu tez caligmasinda kullanilan diger bir antioksidan kapasite yontemi ise
galvinoksil metodudur. Madde 1 ve madde 2’nin galvinoksil metodunda aynit DPPH
metodunda oldugu gibi test edilen benzotiyofen molekiilleri ile galvinoksil radikali
(Karbon radikali) ile etkilesime giremediginden dolayr antioksidan kapasite
belirlenemedi (Bkz. Sekil 4.11, Sekil 4.12).
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Mo (VI)’nin Mo (V)’e indirgenmesi prensibine dayanan fosfomolibden metodu
ise eclektron transferine dayali bir antioksidan kapasite metodudur. Fosfomolibden
metodunda madde 1 ve 2 tiirevlerinin antioksidan kapasiteleri Sekil 4.15 ve Sekil
4.16’da goriildiigii gibi olduk¢a yiiksek oldugu tespit edildi. Kullanilan benzotiyofen
tirevlerinin en yiiksek konsantrasyonlarinin askorbik asit ve troloks standartlariyla
karsilastirilmas1 Cizelge 4.2°de verilmektedir. Madde 1’in 91,10 uM konsantrasyonu
troloks’un 99,51 uM ve askorbik asit’in 56,93 uM konsansantrasyonuna denk gelirken,
madde 2’nin ise 51,87 uM konsantrasyonu troloks’un 82,84 uM ve askorbik asit’in
47,89 uM konsansantrasyonuna denk geldigi hesaplandi. Bu degerlere bakildiginda test
edilen maddelerin fosfomolibden metoduna gore oldukea yiiksek indirgeme aktivitesine
sahip olduklar1 s6ylenebilir. Hatta hem madde 1 hem de madde 2 test edilen en yiiksek
konsantrasyonda troloks’tan daha yiiksek aktivite (troloks, madde 1’in 0,91 ve madde
2’nin 0,63 katina denk gelmektedir) askorbik asit’e olduk¢a yakin antioksidan aktivite
(askorbik asit, madde 1’in 1,6 ve madde 2’nin 1,08 katina denk gelmektedir) gosterdigi
goriilmektedir (Cizelge 4.2).

FRAP metodu elektron transferine dayali bir antioksidan kapasite metodudur.
Madde 1 ve madde 2’nin FRAP metodu sonuglarina gore madde 2’nin, madde 1’den
daha yiiksek (Sekil 4.19, Sekil 4.20) aktivite gosterdigi tespit edildi. Madde 1 ve madde
2’nin askorbik asit ve troloks standartlariyla karsilastirilmali sonuglari Cizelge 4.3’te
verilmistir. Buna gére madde 1’in 69,76 uM konsantrasyonu 1,5 uM troloks ve 1,8 uM
askorbik asit konsantrasyonuna denk gelirken, madde 2’nin 69,17 uM konsantrasyonu
4,63 uM troloks ve 5,68 uM askorbik asit konsantrasyonuna denk geldigi hesaplandi.
Bu sonuglara gore her iki maddeninde indirgeme kapasitesinin mevcut oldugu ve madde

1’in indirgeme kapasitesinin madde 2’den daha diisiik oldugu tespit edildi.

Antioksidan kapasiteyi hesaplamak icin kullanilan bes yontemin sonuglarina
bakildiginda test edilen her iki 2,3-diaril benzotiyofen tiirevinin (madde 1 ve madde 2)
hidrojen transferi prensibine dayali yontemlerde (DPPH, Galvinoksil ve ABTS) aktivite

gostermedikleri ya da diigiik aktivite gosterdikleri ve elektron transferine dayali
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yontemlerde (FRAP ve Fosfomolibden metotlar1) genellikle yiiksek aktivite gosterdigi
bulunmustur.

2,3-diaril benzotiyofen tiirevlerinin (madde 1 ve madde 2) GST Al-1 izozimiyle
yapilan ¢alismalarda substrat olarak CDNB’nin 0,5, 1 ve 1,5 mM olmak iizere ii¢ farkli
konsantrasyonu kullanildi. Her CDNB konsantrasyonu ig¢in 1, 5, 10, 25, 50, 100 ve 250
uM konsantrasyonlarda test edilen 2,3-diaril benzotiyofen tiirevleri (madde 1 ve madde
2) kullanildu.

Yapilan enzim kinetigi calismalarinda, madde 1’in 1, 10 ve 25 uM
konsantrasyonlarda zorunlu olmayan tip aktivasyon gosterdigi SigmaPlot yazilimiyla
belirlenirken, ayn1 maddenin 25, 50 ve 100 uM konsantrasyonlarda bu kez tam
yarigsmali tip inhibisyon yaptigi belirlendi.

Diger 2,3-diaril benzotiyofen tiirevi olan madde 2 ise madde 1’e benzer sekilde
diisiik madde konsantrasyonlarinda 1, 5 ve 10 pM konsantrasyonlarida zorunlu olmayan
tip aktivasyon gosterirken, yine madde 1’e benzer sekilde 25, 100 ve 250 uM
konsantrasyonlarda inhibisyon yaptigi ancak inhibisyon tipinin ise bagimli tip
inhibisyon oldugu SigmaPlot yazilimi ile tespit edildi.



Cizelge 4.8.Tez calismasinda kullanilan benzotiyofen tiirevlerinin enzim etki tipi ve kullanilan en yiiksek konsantrasyona gore troloks ve

askorbik asit esdegerleri

)
/

(<)
A

HO OH

Madde M.addenlp ) Enzim etki tipi DPPH ABTS metodu Galvinoksil | Fosfomolibden FRAP metodu
adi basit formiilii metodu metodu metodu
Zorunlu
Madde 1 CaoHisBINS olmayan Yarl?mah i i 1,98 0,531 i i 99;51 56;93 1;5 118
a
Zorunlu o
Madde 2 CauHisNS, olmayan Bagilmh ) ) 1,?1 1,}2 ) ) 82L84 47i89 14493 12118
a
Troloks esdegeri
+ Askorbik asit esdegeri
Belirlenemedi
a Aktivasyon
i Inhibisyon
Kullanilan maddelerin ve standartlarin molekiiler yapilari
Madde 1 Madde 2 Troloks Askorbik asit Kuersetin
Br —
=~ S HO
T : H
Sa= s HO O HO =0 0
0
@]

3-(5-Bromo-tiyofen-2il)-1-
etil-2-fenil-1H-indol

3-[2,2’]Bitiyofenil-5-il-1-etil-
fenil-1H-indol

6-Hidroksi-2,5,7,8 tetrametil
Kroman-2-karboksilik asit

(5R)-[(1S)-1,2-
Dihidroksietil]-3,4-
dihidroksifuran-2(5H)-one

2-(3,4-dihidroksifenill)-3,5,7-
trihidroksikromen-4-one

LS






KAYNAKLAR

Akkus 1., 1995. Serbest Radikaller ve Fizyopatolojik Etkileri. Mimoza
Yayinlari, Konya. 157.

Akpoyraz, M., Durak, 1., 1995. Serbest radikallerin biyolojik etkileri. Ankara Tip
Mecmuasi ( The Journal of the Faculty of Medicine), 48: 253-262.

Algso, M. A., Kivrak, A., Konus, M., Yilmaz, C., Kurt-Kizildogan, A., 2018. Synthesis
and biological evaluation of novel benzothiophene derivatives. Journal of
Chemical Sciences, 130 (9), 1109.

Ar, F., Dere, E. 2003. Benzen’in Karaciger Glutatyon S-transferaz Enzim Aktivitesine
In Vitro Etkisi. Fen Bilimleri Dergisi, 24 (1).

Armstrong, R. N. 1997. Structure, catalytic mechanism, and evolution of the glutathione
transferases. Chemical Research In Toxicology, 10 (1): 2-18.

Avct A. 2001. Diyabet Olusturulmus Ratlarda Bébrek Antioksidan Savunma Sistemi
Ve Evitaminin Etkileri. (Uzmanlik Tezi). Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi
Biyokimya Anabilim Dali1, Ankara, Tiirkiye.

Aydemir S. 2018. Sentetik Benzaldehit Tiirevlerinin Antioksidan Kapasitelerinin
Belirlenmesi Ve Insan Meme Kanseri Hiicrelerine Etkilerinin Arastirilmasi
(yiiksek lisans tezi).Yiiziincii Y1l Universitesi. Fen Bilimleri Enstitiisii, Van,

Tiirkiye
Aydn, H. 2011. Bazi Baharatlarin Farkli Ekstraktlarinin Antioksidan (7zleliklerinin
Belirlenmesi (yiiksek lisans tezi)Trakya Universitesi

Fen Bilimleri Enstitiisti, Edirne. Tiirkiye.

Benzie, I. F., Strain, J. J., 1996. The ferric reducing ability of plasma (FRAP) as a
measure of “antioxidant power”: the FRAP assay. Analytical Biochemistry, 239
(1): 70-76.

Berger, M. M. 2005. Can oxidative damage be treated nutritionally?. Clinical
Nutrition, 24(2): 172-183.

Bjornestedt, R., Stenberg, G., Widersten, M., Board, P. G., Sinning, 1., Jones, T. A.,
Mannervik, B., 1995. Functional Significance Of Arginine 15 in The Active Site
Of Human Class Alpha Glutathione Transferase Al-1. Journal of molecular
biology, 247 (4): 765-773.

Blois, M. S. 1958. Antioxidant determinations by the use of a stable free
radical. Nature, 181 (4617): 1199.

Brasholz, M., Reissig, H. U. ve Zimmer, R. 2008. Sugars, alkaloids, and
heteroaromatics: exploring heterocyclic chemistry with alkoxyallenes. Accounts
of chemical research, 42(1): 45-56.

Cava, M.P., Lakshmikantham, M.V., 1975. Nonclassical Condensed Thiophenes.
Accounts of Chemical Research, 8: 139-44.

Coa J C, Castrillon W, Cardona W, Carda M, Ospina V,Munoz J A, Velez | D and
Robledo S M 2015. Synthesis,Leishmanicidal, Trypanocidal And Cytotoxic
Activityof Quinoline-Hydrazone Hybrids. Eur. J. Med. Chem., 101746

Caylak, E. 2011. Hayvan ve bitkilerde oksidatif stres ile antioksidanlar. Tip
Arastirmalart Dergisi, 9(1), 73-83.

Delibas, N., Ozcankaya, R. 1995. Serbest Radikaller. SDU Tip Fakiiltesi Dergisi, 2(3).



60

Edwards G and Weston A H. 1993. The Pharmacology Of ATP-Sensitive Potassium
Channels. Annu. Rev. Pharmacol.Toxicol., 33-59

Ekici, L., Sagdig, O. 2008. Serbest Radikaller ve Antioksidan Gidalarla
Inhibisyonu. Gida Dergisi, 33 (5).

El Bialy S.A. A, Gouda M. A. 2011. Cyanoacetamide in Heterocyclic Chemistry:
Synthesis,  Antitumor and Antioxidant Activities of Some New
Benzothiophenes,J. Heterocyclic Chem., 48: 1280.

Estrela, J. M.,Ortega, A., & Obrador, E. 2006. Glutathione in cancer biology and
therapy. Critical reviews in clinical laboratory sciences, 43 (2): 143-181.

Ferreira, I. C., Queiroz, M. J. R., Vilas-Boas, M., Estevinho, L. M., Begouin, A., &
Kirsch, G. 2006. Evaluation of the antioxidant properties of diarylamines in the
benzo [b] thiophene series by free radical scavenging activity and reducing
power. Bioorganic & medicinal chemistry letters, 16(5), 1384-1387.

Floegel, A., Kim, D. O., Chung, S. J., Koo, S. I., & Chun, O. K. 2011. Comparison Of
ABTS/DPPH Assays To Measure Antioxidant Capacity In Popular Antioxidant-
Rich US Foods. Journal of food composition and analysis, 24(7): 1043-1048.

Flora, S. J. S. 2007. Role Of Free Radicals And Antioxidants In Health And
Disease. Cellular and Molecular Biology, 53 (1): 1-2.

Gokpinar, S., Koray, T., Akgicek, E., Goksan, T., & Durmaz, Y. 2006. Algal
antioksidanlar. Ege Universitesi Su Uriinleri Dergisi, 23 (1-1): 85-89.

Grynyuk, 1. 1., Prylutska, S. V., Franskevych, D. V., Trush, V. A, Sliva T Y,
Slobodyanik M S, Hurmach VV, Prylutskyy Y I, Matyshevska O. P. and Ritter U.
2016. Combined action of C60 fullerene with dimethyl-N-(benzoyl)
amidophosphate or dimethyl-N-(phenylsulfonyl) amidophosphate on leukemia
L1210 cells in silico and in vitro: Die Wirkung von C60-Fulleren mit Dimethyl-
N-(benzoyl)-amidophosphat oder Dimethyl-N-(phenylsulfonyl) amidophosphat
auf Leukdmie-L1210-Zellen in silico and in vitro. Materialwissenschaft und
Werkstofftechnik, 47 (2-3): 98-104.

Giirsoy, S. S., Giirsoy, O. 2017. Pestisit Analizlerinde Asetilkolinesteraz Inhibisyonuna
Dayali Iletken Polimer Esash Biyosensorler. Akademik Gida, 15 (4): 426-435.

Habig, W., Pabst, M. J., & Jakoby, W. B. 1974. The first enzymatic step in mercapturic
acid formation. Glutathione-S-transferase. J Biol Chem, 249: 7130-71309.

Halliwell, B. 1994. Free Radicals And Antioxidants: A Personal View. Nutrition
Reviews, 52 (8): 253-265.

Huang, D., Ou, B., & Prior, R. L. 2005. The chemistry behind antioxidant capacity
assays. Journal Of Agricultural And Food Chemistry, 53 (6): 1841-1856.

lonita, P. 2005. Is DPPH Stable Free Radical A Good Scavenger For Oxygen Active
Species. Chem Pap, 59 (1): 11-16.

Jakobsson, P. J., Morgenstern, R., Mancini, J., Ford-Hutchinson, A., & Persson, B.
1999. Common structural features of mapeg—a widespread superfamily of
membrane associated proteins with highly divergent functions in eicosanoid and
glutathione metabolism. Protein Science, 8 (3): 689-692.

Jensen, S. J. K. 2003. Oxidative stress and free radicals. Journal of Molecular
Structure: Theochem, 666: 387-392.

Jesberger, J. A.,& Richardson, J. S. 1991. Oxygen free radicals and brain
dysfunction. International Journal of Neuroscience, 57 (1-2): 1-17.



61

Kiahkonen, M. P., Hopia, A. I., Vuorela, H. J., Rauha, J. P., Pihlaja, K., Kujala, T. S., &
Heinonen, M. 1999. Antioxidant Activity Of Plant Extracts Containing Phenolic
Compounds. Journal of agricultural and food chemistry, 47(10): 3954-3962.

Karabulut, H., Giilay, M. S. 2016. Antioksidanlar. Mehmet Akif Ersoy Universitesi
Veteriner Fakiiltesi Dergisi, 1(1), 65-76.

Karadag, A., Ozcelik, B., & Saner, S. 2009. Review Of Methods To Determine
Antioxidant Capacities. Food analytical methods, 2 (1): 41-60.

Kavas, G. O. 1989. Serbest radikaller ve organizma iizerine etkileri. Turkiye Klinikleri
Journal of Medical Sciences, 9 (1): 1-8.

Kazemizadeh A R, Shajari N, Shapouri R, Adibpour Nand Teimuri-Mofrad R 2016
Synthesis And Anti-Brucellaactivity Of Some New 1,3,4-Oxadiazole Derivatives
Containinga Ferrocene Unit J. Iran. Chem. Soc., 131349

Kili¢ L.2015. Bazt Bitki Ekstreleri ve Kimyasal Maddelerin Lipaz Aktivitesi Uzerine
Etkileri (Yiiksek Lisans Tezi) Istanbul Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii.
[stanbul, Tiirkiye.

Koca, N., Karadeniz ,F., 2003. Serbest radikal olusum mekanizmalar1 ve viicuttaki
antioksidan savunma sistemleri. Gida Miihendisligi Dergisi, Sayi: Aralik/2003.

Konukoglu, D., Ak¢ay, T. 1995. Glutatyon metabolizmasi ve klinik onemi. Turkiye
Klinikleri Journal of Medical Sciences, 15 (4): 214-218.

Leonarduzzi, G., Gamba, P., Gargiulo, S., Biasi, F., & Poli, G. 2012. Inflammation-
related gene expression by lipid oxidation-derived products in the progression of
atherosclerosis. Free Radical Biology and Medicine, 52 (1): 19-34.

Lipinski, C. A. 2004. Lead-and drug-like compounds: the rule-of-five revolution. Drug
Discovery Today: Technologies, 1 (4): 337-341.

Lipinski, C. A., Lombardo, F., Dominy, B. W., & Feeney, P. J. 1997. Experimental and
computational approaches to estimate solubility and permeability in drug
discovery and development settings. Advanced Drug Delivery Reviews, 23 (1-3):
3-25.

Liska, D., Lyon, M., & Jones, D. S. 2006. Detoxification and biotransformational
imbalances. Explore: The Journal of Science and Healing, 2 (2), 122-140.
Mannervik, B., Board, P. G., Hayes, J. D., Listowsky, I., Pearson, W. R. 2005.
Nomenclature for mammalian soluble glutathione transferases. Methods in

Enzymology, 401, 1-8.

Mannervik, B., Helena Danielson, U., &Ketterer, B. 1988. Glutathione transferases—
structure and catalytic activit. Critical Reviews in Biochemistry, 23(3), 283-337.

Memisogullari, R.,2005. Diyabette serbest radikallerin rolii ve antioksidanlarin etkisi.
Diizce Tip Fakiiltesi Dergisi,3:30-39.

Miller, N. J., Rice-Evans, C., Davies, M. J., Gopinathan, V., Milner, A. 1993. A novel
method for measuring antioxidant capacity and its application to monitoring the
antioxidant status in premature neonates. Clinical science, 84 (4): 407-412.

Musdal, Y. 2012. Ozgiin Heterosiklik Bilesiklerin Glutatyon Transferaz P1-1
Inhibitorleri Olarak Arastirdmast ve Insan Meme Kanser Hiicreleri Uzerine
Etkilerinin ~ Degerlendirilmesi ~ (Doktora  tezi).Hacettepe  Universitesi
Saglik Bilimleri Enstitiisii. Ankara, Tiirkiye.



62

Niermann, N., Degefa, T. H., Walder, L., Zielke, V., Steinhoff, H. J., Onsgaard, J.,
Speller, S. 2006. Galvinoxyl monolayers on Au (111) studied by STM, EPR, and
cyclic voltammetry. Physical Review B, 74 (23): 235424.

Onez, Z. 2006. Uziimden (vitis vinifera 1.) izole edilen polifenol oksidaz enziminin
ozelliklerinin belirlenmesi. AnkaraUniversitesi, (Yiiksek Lisans Tezi), Ankara,
Tirkiye.

Ozden, M., Ozden, A. N. 2014. Farkli renkteki meyvelerin toplam antosiyanin, toplam
fenolik kapsamlariyla toplam antioksidan kapasitelerinin karsilastirilmasi. Gida
Teknolojileri Elektronik Dergisi, 9 (2): 1-12.

Ozeng, B. 2011. Fumaria  Officinalis’ Un  Antioksidan  Aktivitesinin
Belirlenmesi (Doktora tezi), Selguk Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii, Konya,
Tirkiye.

Ozler, A. 2009. Malatya Kayisisindan (Prunus Armeniaca L.) Pektinesteraz
Enziminin Saflastirilmast Ve Karakterizasyonu (Yiksek Lisans Tezi) Ankara
Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Kimya Anabilim Dali, Ankara, Tiirkiye, 74s.

Paliizar, H. 2013. Pestisitlerin Viicut Savunma Sistemi Enzimleri Uzerine Etkilerinin
In Vitro Incelenmesi (Doktora Tezi) Trakya Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii..
Edirne, Tirkiye.

Pathak R B, Chovatia P. T.Parekh H H. 2012. Synthesis,antitubercular and
antimicrobial evaluation of 3-(4-chlorophenyl)-4-substituted pyrazole derivatives.
Bioorg.Med. Chem. Lett. 22, 5129

Pommier, Y. 2006. Topoisomerase | inhibitors: camptothecins and beyond. Nature
Reviews Cancer, 6 (10): 789.

Prieto, P., Pineda, M., Aguilar, M. 1999. Spectrophotometric quantitation of antioxidant
capacity through the formation of a phosphomolybdenum complex: specific
application to the determination of vitamin E. Analytical Biochemistry, 269 (2):
337-341.

Prior, R. L., Wu, X., Schaich, K. 2005. Standardized methods for the determination of
antioxidant capacity and phenolics in foods and dietary supplements. Journal Of
Agricultural And Food Chemistry, 53 (10): 4290-4302.

Re, R., Pellegrini, N., Proteggente, A., Pannala, A., Yang, M., & Rice-Evans, C. (1999).
Antioxidant activity applying an improved ABTS radical cation decolorization
assay. Free Radical Biology and Medicine, 26 (9-10): 1231-1237.

Re, R., Pellegrini, N., Proteggente, A., Pannala, A., Yang, M., Rice-Evans, C. (1999).
Antioxidant activity applying an improved ABTS radical cation decolorization
assay. Free radical biology and medicine, 26 (9-10): 1231-1237.

Selguk, A. R. 2012. Galvinoksil radikali bazli spektrofotometrik antioksidan aktivite
tayin yontemi ve yaygin olarak kullanilan diger yontemlerle kiyaslanmasi (yliksek
lisans tezi, Pamukkale Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii).

Shakdofa M M E, Shtaiwi M H, Morsy N, Abdel-Rassel T M A 2014. Metal complexes
of hydrazones andtheir biological analytical and catalytic applications. Areview
Main Group Chem. 13187

Shi, H.,Niki, E. 1998. Stoichiometric and kinetic studies on Ginkgo biloba extract and
related antioxidants. Lipids, 33 (4): 365.



63

Smith, M. A. L., Marley, K. A., Seigler, D., Singletary, K. W., & Meline, B. 2000.
Bioactive properties of wild blueberry fruits. Journal of Food Science, 65 (2):
352-356.

Sohal, R. S. 1993. The free radical hypothesis of aging: an appraisal of the current
status. Aging Clinical and Experimental Research, 5 (1): 3-17.

Tabakoglu, E., Durgut, R. 2013. Veteriner hekimlikte oksidatif stres ve bazi 6énemli
hastaliklarda oksidatif stresin etkileri. AVKAE Dergisi, 3 (1): 69-75.

Tekeli H. 2012. Karbon Tetrakloriir ile Olugturulan Karaciger Hasarinda Glutatyon
(Gsh) Ve Glutatyon Stransferaz (Gst) Aktivitesi Uzerine N-Asetil Sisteinin Etkisi
(yiiksek lisans tezi). Adnan Menderes Universitesi. Saglik Bilimleri Enstitiisii.
Aydin, Tiirkiye.

Tozkoparan, B., Ayta¢, S. P. 2007. Kanser kemoterapisinde terapotik hedef olarak
glutatyon s-transferazlar. Hacettepe Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi Dergisi, 27
(2): 139-164.

Ugar, M. 2016. Glutatyon Peroksidaz Aktivite Olgiimii I¢in Yeni Bir
Spektrofotometrik Yéntem Gelistivilmesi (yiiksek lisans tezi). Istanbul
Universitesi. Fen bilimleri enstitiisii. Istanbul. Tiirkiye.

Van der Vliet, A., O'Neill, C. A., Halliwell, B., Cross, C. E., Kaur, H. 1994. Aromatic
hydroxylation and nitration of phenylalanine and tyrosine by peroxynitrite. Febs
Letters, 339 (1-2): 89-92.

Villanueva, C., Kross, R. D. 2012. Antioxidant-induced stress. International journal of
molecular sciences, 13 (2): 2091-21009.

Williams R J, Spencer J P E and Rice-Evans C 2004 Flavonoids: Antioxidants or
signalling molecules?. FreeRad. Biol. Med., 36: 838

Yavaser, R. 2011.Dogal Ve Sentetik Antioksidan Bilesiklerin Antioksidan
Kapasitelerinin  Karsilastirilmast (Yiksek Lisans Tezi) Adnan Menderes
Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii. Aydin. Tiirkiye.

Yazici, C. Ve Kése, K. 2004. Melatonin: Karanhigin antioksidan giicii. Erciyes Univ.
Saghk Bilimleri Dergisi, 13 (2): 56-65.






EK

EK1. DPPH metodu i¢in grafik verileri

LER

Askorbik asit’in DPPH deneyi sonuglari

Son

1. 2. o
Kons(a:lnl\t/rgsyon tekrar  tekrar Ortalama  Kor ss(£) % RSA
3,99225 1,295 1,264 11,2795 1,3335 0,02192 4,049494
7,9845 1,213 1,194 1,2035 1,3335 0,013435 9,748781
15,969 1,056 1,05 1,053 1,3335 0,004243 21,03487
31,938 0,674 0,695 0,6845 1,3335 0,014849 48,66892
63,876 0,062 0,059 0,0605 1,3335 0,002121 95,46307
0 1,36 1,307 11,3335 - 0,037477 -
Troloks” un DPPH deneyi sonuglari
Son 1 5
Konsantrasyon ' " Ortalama  Koér ss(£) % RSA
(LM) tekrar  tekrar
2,80925 1,047 105 1,0485 1,12 0,002121 6,383929
5,6185 0,952 0963 09575 1,12 0,007778 14,50893
11,237 0,781 0,806 0,7935 1,12 0,017678 29,15179
22,474 0,494 0,484 0,489 1,12 0,007071 56,33929
44,948 0,042 0,047 0,0445 1,12 0,003536 96,02679
0 1,121 1,119 1,12 - 0,001414 -
Madde 1'in DPPH deneyi sonuglari
Son 1 9 3
Konsantrasyon ' ' " Ortalama  Kor ss(£) % RSA
(M) tekrar  tekrar tekrar
4,904375 0,99 1,233 1,226 1,149667 1,135 0,138 -1,26248
9,80875 0,985 1,246 1,23 1,153667 1,135 0,146  -1,6148
19,6175 0,984 1,231 1,23 1,148333 1,135 0,142  -1,14504
39,235 0,981 1,247 1,234 1,154 1,135 0,149 -1,64416
78,47 0,979 1,223 1,257 1,153 1,135 0,151 -1,55608
0 0,978 1,212 1,216 1,135333 - 0,136269 -




Ek 1. (devam ediyor)
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Madde 2'nin DPPH deneyi sonuglari

Son

. 2. 3. o
Kons(ap?;/r[:;lsyon tekrar tekrar tekrar Ortalama  Kor ss(+) % RSA
4,863125 1,016 1,194 1,202 1,137333 1,119 0,105154 -1,63837
9,72625 1,014 1,193 1,192 1,133 1,119 0,103058 -1,25112
19,4525 1,001 1,184 1,186 1,123667 1,119 0,106237 -0,41704
38,905 0,997 1,185 1,19 1,124 1,119 0,110014 -0,44683
77,81 1,01 1,198 1,207 1,138333 1,119 0,111231 -1,72773
0 1 1,173 1,184 1,119 - 0,103204 -
EK2. ABTS metodu i¢in grafik verileri
Askorbik asit’in ABTS deneyi sonuglari
Son 1 5 3
Konsantrasyon ' ' ' Ortalama Kor ss(%) % RSA
(M) tekrar tekrar tekrar
0,887172 0,314 0,301 0,291 0,302 0,317667 0,011533 4,931794
1,774344 0,292 0,276 0,274 0,280667 0,317667 0,009866 11,64743
3,548688 0,269 0,257 0,235 0,253667 0,317667 0,017243 20,1469
7,097375 0,204 0,197 0,172 0,191 0,317667 0,016823 39,87408
14,19475 0,033 0,042 0,051 0,042 0,317667 0,009 86,77859
0 0,327 0,317 0,309 0,317667 - 0,009018 -
Troloks’ un ABTS deneyi sonuglari
Son 9 3
Konsantrasyon .~ tiroc torgr Ortalama  Kor ss(£) % RSA
(uM) tekrar tekrar
0,624281 0,292 0,306 0,298 0,298667 0,316333 0,007024 5,584826
1,248563 0,276 0,285 0,277 0,279333 0,316333 0,004933 11,69652
2,497125 0,237 0,244 0,235 0,238667 0,316333 0,004726 24,55216
4,99425 0,162 0,158 0,149 0,156333 0,316333 0,006658 50,57956
9,9885 0,007 0,005 0,005 0,005667 0,316333 0,001155 98,20864
0 0,308 0,324 0,317 0,316333 - 0,008021 -
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Ek 2. (devam ediyor)

Madde 1'in ABTS deneyi sonuglari

Son 2 3
Konsantrasyon ' ’ ' Ortalama Kor ss(+) 0% RSA
(M) tekrar tekrar tekrar

8,173594 0,266 0,313 0,306 0,295 0,298667 0,025357 1,227679

16,34719 0,271 0,308 0,318 0,299 0,298667 0,024759 -0,11161

32,69438 0,263 0,299 0,304 0,288667 0,298667 0,022368 3,348214

65,38875 0,262 0,302 0,291 0,285 0,298667 0,020664 4,575893

130,7775 0,253 0,292 0,299 0,281333 0,298667 0,024786 5,803571
0 0,267 0,312 0,317 0,298667 - 0,027538 -

Madde 2'nin ABTS deneyi sonuglari

Son 1 5 3
Konsantrasyon . ' " Ortalama  Kor ss(£) % RSA
(M) tekrar tekrar tekrar

8,105313 0,324 0,309 0,32 0,317667 0,321333 0,007767 1,141079

16,21063 0328 03 0302 031 0,321333 0,01562 3,526971

32,42125 0,324 0,304 0,315 0,314333 0,321333 0,010017 2,178423

64,8425 0,316 0,288 0,308 0,304 0,321333 0,014422 5,394191

129,685 0,301 0,283 0,275 0,286333 0,321333 0,013317 10,89212
0 0,331 0,318 0,315 0,321333 - 0,008505 -

EK3. Galvinoksil metodu i¢in grafik verileri

Kuersetin’ in Galvinoksil deneyi sonuglari

Son Ko(r:flf‘/[”)”asyon te&;ar tei;ar Ortalama Kér  ss() % RSA
0,1965 0963 0,855 0,909 0,983 0,076368 7,527976
0,393 0746 0,722 0,734 0,983 0,016971 2533062
0,786 0596 0541 0,5685 0,983 0,038891 42,16684
1,257 0,3333 0,338 0,33565 0,983 0,003323 65,85453
1,572 0,265 0273 0,269 0,983 0,005657 72,63479

0 0,997 0,969 0,983 - 0,019799 -
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Ek 3. (devam ediyor)

Troloks’ un Galvinoksil deneyi sonuglari

Son KO(TI‘\"‘/B”‘E‘SVO” te&}ar telffrar Ortalama Koér  ss(=) %R SA
0,23725 0,736 0,75 0,743 0,787 0,009899 5590851
0,4745 0,65 0,642 0646 0,787 0,005657 17,91614
0,049 0,513 0,518 05155 0,787 0,003536 34,49809
1,898 0219 02 02095 0,787 0,013435 73,37992
2,657 0,133 0,138 0,1355 0,787 0,003536 82,78272

0 0,775 0,799 0,787 - 0016971 -

Madde 1'in Galvinoksil deneyi sonuglari

Son 1 5 3
Konsantrasyon ' ' " Ortalama  Kor ss(+) % RSA
(M) tekrar tekrar tekrar

15,52981 1,205 0,986 0,986 1,059 1,053 0,12644 -0,5698

31,05963 1,224 0975 0,975 1,058 1,053 0,14376 -0,47483

62,11925 1,223 101 1,01 1,081 1,053 0,122976 -2,65907

124,2385 1,23 0,981 0,981 1,064 1,053 0,14376 -1,04463

248,477 1,193 0,962 0,962 1,039 1,053 0,133368 1,329535
0 1,155 1,002 1,002 1,053 - 0,088335 -

Madde 2'nin Galvinoksil deneyi sonuglari

Son
Konsantrasyon ' 2. 3. Ortalama  Kor ss(+) % RSA
(M) tekrar tekrar tekrar

15,40013 1,054 1,064 1,0315 1,049833 1,042667 0,016646 -0,68734

30,80025 1,039 1,058 1,034 1,043667 1,042667 0,012662 -0,09591

61,6005 1,022 1,052 1,039 1,037667 1,042667 0,015044 0,47954

123,201 1,025 1,065 1,049 1,046333 1,042667 0,020133 -0,35166

246,402 1,038 1,074 1,05 1,054 1,042667 0,01833 -1,08696
0 1,056 1,018 1,054 1,042667 - 0,021385 -
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EK4. Fosfomolibden metodu i¢in grafik verileri

Askorbik asit’in Fosfomolibden deneyi sonuglar1

1.

2.

3.

Son Konsantrasyon (uM) tekrar tekrar tekrar Ortalama  ss(+)
6,4515 0,036 0,045 0,044 0,041667 0,004933
12,903 0,077 0,081 0,078 0,078667 0,002082
25,806 0,158 0,174 0,162 0,164667 0,008327
51,612 0,348 0,382 0,368 0,366 0,017088
103,224 0,796 0,883 0,828 0,835667 0,044004
Troloks un Fosfomolibden deneyi sonuglari
Son Konsantrasyon (uM) telzar teliar telfll’ar Ortalama  ss(z)
11,34938 0,048 0,048 0,069 0,055 0,012124
22,69875 0,078 0,098 0,107 0,094333 0,014844
45,3975 0,158 0,207 0,199 0,188 0,026287
90,795 0,34 0439 04 0,393  0,04987
181,59 0,757 0,883 0,823 0,821 0,063024
Madde 1’in Fosfomolibden deneyi sonuglari
Son Konsantrasyon (uM) telzar teliar tel\:,;ar Ortalama  ss(+)
5,943813 0,062 0,048 0,063 0,057667 0,008386
11,88763 0,095 0,089 0,104 0,096 0,00755
23,77525 0,159 0,21 0,207 0,192 0,028618
47,5505 0,271 0,204 0,28 0,251667 0,041525
95,101 0,426 0,424 0,467 0,439 0,024269
Madde 2'nin Fosfomolibden deneyi sonuglari
1. 2. 3.
Son Konsantrasyon (uM) tekrar tekrar tekrar Ortalama  ss(+)
3,242125 0,022 0,016 0,03 0,022667 0,007024
6,48425 0,054 0,065 0,044 0,054333 0,010504
12,9685 0,111 0,123 0,145 0,126333 0,017243
25,937 0,184 0,201 0,226 0,203667 0,021127
51,874 0,342 0,375 0,375 0,364 0,019053
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Askorbik asit’in FRAP deneyi sonuglari

1. 2. 3.

Son Konsantrasyon (uM) tekrar tekrar tekrar Ortalama  ss(+)
1,774375 0,046 0,051 0,052 0,049667 0,003215
3,54875 0,084 0,089 0,093 0,088667 0,004509
7,0975 0,164 0,173 0,241 0,192667 0,042099
14,195 0,356 0,342 0,37 0,356 0,014

28,39 0,829 0,803 0,869 0,833667 0,033247
Troloksun FRAP deneyi sonuglari
1. 2. 3.

Son Konsantrasyon (uM) tekrdfBkrar M Ortalama  ss(+)
2,018375 0,071 0,073 0,071 0,071667 0,001155
4,03675 0,126 0,128 0,128 0,127333 0,001155
8,0735 0,226 0,215 0,223 0,221333 0,005686
16,147 0,39 0,378 0,389 0,385667 0,006658
32,294 0,694 0,714 0,716 0,708 0,012166

Madde 1'in FRAP deneyi sonuglari

Son Konsantrasyon (uM) telzar teliar tel\:,;ar Ortalama  ss(¥)
4,36 0,005 0,002 0,007 0,004667 0,002517
8,72 0,009 0,006 0,0125 0,009167 0,003253
17,44 0,01 0,011 0,0145 0,011833 0,002363

34,88 0,021 0,02 0,0295 0,0235 0,00522

69,76 0,034 0,027 0,041 0,034 0,007

Madde 2'nin FRAP deneyi sonuglari

Son Konsantrasyon (LM) telzar teliar teliar Ortalama  ss(¥)
4,323375 0,027 0,035 0,042 0,034667 0,007506
8,64675 0,043 0,053 0,061 0,052333 0,009018
17,2935 0,058 0,074 0,086 0,072667 0,014048

34,587 0,106 0,126 0,145 0,125667 0,019502

69,174 0,305 0,342 0,369 0,338667 0,03213
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