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OZET

Baz ila¢ Etkin Maddelerinin Antioksidan Aktivite/Kapasitelerinin Cesitli

Yontemlerle Belirlenmesi ve Kemometrik Hesaplamalarla Smiflandiriimasi

Amac: Antioksidan Ozellik  gOsterebilecegi  diisiiniilen farkh ila¢  etkin
maddelerinin in-vitro antioksidan, asetilkolinesteraz ve lipid peroksidasyon Ozelliklerinin
spektroskopik  yontemlerle incelenmesi ve Olgiilen degerlere gore kemometrik

smiflandirma yapilmas1 amaglanmaktadir.

Materyal ve Metot: Antioksidan deneylerinde troloks referans maddesinin
CUPRAC, FRAP ve ABTS radkallerne vermis oldugu yantlar belli derisim
aralklarmda hesaplanmigs ve verien yanita karsilk derisim grafikleri ¢izilmist. Daha
sonra gelistirilen yontemler ilag etkin madesi numunelerine uygulanmis ve Grneklerin
troloks esdeger antioksidan kapasiteleri belirlenmistir. Lipid peroksidasyon inhibisyonu
deneyinde ilaclarm eklendigi numunedeki malondialdehit —miktar1  spektroskopik
Olctimlerle saptannustir. Anti kolinesteraz aktivite ¢alismasmda  ise donepezil referans
maddesine karsi ylizde anti kolinesteraz aktivite 15 ila¢ icin saptanmis ve degerler
MATLAB programma aktarlarak kemometrk smiflandiriimasi ve kategorizasyonu

gerceklestirilmistir.

Bulgular: incelenen sonuglara gére en yiiksek antioksidan kapasite B agonistleri
olan terbutalin, fomoterol, salmaterol, salbutamol wve ritodrin etkin maddelerinde
gozlenmigtir. Lipid peroksidasyon cahsmalarmda en yikksek inhibisyon diizeyi kaptopril
ve enalapril etkin maddelerinde saptanmistr. Anti kolinesteraz aktivite deneylerinde ise

en yliksek degerler irbesartan ve ebselen molekiilleri i¢in belirlenmistir.

Sonu¢: Yapilan ¢alisma sonucunda ilag etkin maddelerinin in-vitro antioksidan,
antikolinesteraz ve lipid peroksidasyon degerleri belirlenmis ve kemometrik yontemlerle
la¢ gruplar1 smiflandirilmistir.

Anahtar Kelimeler: Antioksidan kapasite, asetilkolinesteraz aktivite, kemometri,

lipid peroksidasyonu
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ABSTRACT

Determination of Antioxidant Activity/Capacity of Some Pharmaceutical
Formulation with Several Methods and Classify Pharmaceuticals by Chemometric

Calculations

Aim: It is aimed to evaluate in-vitro antioxidant, anticholinesterase and lipid
peroxidation of different pharmaceutical formulations by spectrophotometric methods

and establish a chemometric classification in accordance with obtained data.

Material and Method: In antioxidant activity assays, response of trolox reference
against ABTS, CUPRAC and FRAP radicals were calculated in different concentration
range and absorbance against concentration graphs were plotted. After that developed
method were applied onto real pharmaceuticals and trolox equivalent antioxidant capacity
of real samples were measured. In Lipid peroxidation inhibition assay, Malondialdehyde
level of each pharmaceutical were determined by spectrophotometric methods.
Furthermore, Donezepil equivalent anticholinesterase activity were evaluated for 15
different pharmaceutical and data were transferred to MATLAB software programme for

chemometric classification and charecterisation.

Results: According to the data, the highest measured antioxidant activity value
belonged to [ agonists which are terbutalin, fomoterol, salmaterol, salbutamol and
ritodrin.The highest value for lipid peroxidation inhibition were observed in  kaptopril
and enalapril. In addition to this, The highest value were reported from ebselen and

irbesartan in anticholinesterase activity experiments.

Conclusion: According to the results, in-vitro antioxidant, antikolinesterase and
lipid peroxidation inhibition levels of each pharmaceuticals were determined and drug

groups were classified with respect to the chemometric methods.

Key Words: Antioxidant activity, asetilcholinesterase activity, chemometry, lipid
peroxidation
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZINi

ABTS : 2,2"-Azino-Bis(3-Etilbenztiyazolin-6-Siilfonik Asit)
ACE . Anjiyotensin Doniistiirticli Enzim

AChE . Asetilkolinesteraz

ATy . Anjiyo Tensin |

COPD : Kronik Obstruktif Pulmoner Hastalik

DMAA : Diisik Molekill Agrligina Sahip Antioksidan
DNA . Deoksiriboz Nikleik Asit

DPPH : 1,1-Difenil-2-Pikril-Hidrazil

FRAP : Demir Iyon Indirgeyici Antioksidan Gii¢c Yontemi
GIS . Gastrointestinal Sistem

GSH . Glutatyon

HCA . Hiyerarsik Kiime Analizi

IR . Infrared

KOAH : Kronik Obstruktif Akciger Hastaliginin

MDA : Malondialdehit

LPO . Lipid Peroksidasyonu

NMR . Nikleer Manyetik Rezonans

PCA . Temel Bilesenler Analizi

PLS : Kismi En Kiicik Kareler Yontemi

PLS-DA : Kismi En Kiigiik Kareler — Diskriminant Analizi
RAS : Renin Anjiyotensin Sistemi

ROS . Reaktif Oksijen Tiirleri

TBA . Tiyobarbitiirk Asit
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TEAC

TPTZ

uv

UV-Visible

: Troloks Esdeger Antioksidan Kapasite
: 2,4,6 Tripridil-S-Triazin
: Ultra Viyole

: Ultraviyole-Goriiniir Bolge Absorpsiyon
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1. GIRIS

Serbest radikal olarak da adlandmilan ve kararl olmayan molekiillerin yikict
etkilerinden hiicreleri koruyan Dbilesikler antioksidan bilesikler olarak adlandirilr.
Antioksidan bilesiklere B-karoten, likopen, vitamin C, E, A, kersetin 6rnek gosterilebilir.?
Bu tiir bilesikler serbest radikalleri stabilize eder ve olasi zararlarmi ortadan kaldmrirlar.
Oksidasyon tepkimelerine neden olan molekiillerin etkilerinin  azaltilmasi  veya
oksidasyonun engellenmesi islemlerine de antioksidan denir. Oksidasyon, elektronlarin
bir atom ya da molekiilden ayriimasmi saglayan kimyasal tepkimelerdir. Oksidasyon
tepkimeleri sonucunda serbest radikaller Tretilir ve bunun devammnda zincirleme
tepkimeler meydana gelerek canh hiicrelere zarar verir. Antioksidanlar bu zincirleme
tepkimede serbest radikali ortadan kaldrarak durdurur ve radikal yerine kendisi okside
olarak oksidasyon tepkimesini gerceklestirir. Bu sebeple, antioksidan bilesikler genellikle
tiyoller, askorbik asit ve polifenoller gibi indirgeme ajanlarini igerirler.

Oksidasyon tepkimeleri yasam i¢in hayati 6neme sahip olmasma ragmen zararh
etkileri de olabimektedir. Bu yiizden, bitkiler ve hayvanlar kompleks sistemler
olusturmuslardr ve ¢ok farkh tipte antioksidanlara sahiplerdir (glutatyon, E ve C vitamini
ile katalaz, siiperoksit dismutaz ve farkh peroksidaz enzimleri vb). Normalden diisik
seviyede antioksidan molekiilinin bulunmasi ve antioksidan enzim inhibisyonu oksidatif
stres meydana getirir. Bunun sonucunda da hiicre hasari veya hiicre Olimii meydana gelir.

Oksidatif stres birgok Onemli hastahgin sebebi oldugundan dolayr antioksidan
molekiillerin etkisi farmakolojik olarak genis bir bicimde incelenmektedir. Ozellikle,
kardiyovaskiiler ve norodejeneratif hastaliklar oksidatif stresin en Onemli inceleme
konularmi olugturmaktadr. Fakat baz hastaliklarda oksidatif stresin sebep mi yoksa
sonu¢ mu oldugu net olarak agiklanamamustr. Birgok hastahgn Onlemesi amaciyla baz

antioksidan bilesikler gida katki maddesi olarak kullanimaktadir. Ilk yapilan cahsmalar



gida katki maddesi olarak kullanlan antioksidan bilesiklerin saghk yoOniinden faydah
oldugu belirtilse de daha sonra yapilan ¢almalar ile bunlarm ¢ok Onemli bir yararmm
olmadigi hatta asm1 kullammmn zararh oldugu gosteriimistir. Bununla birlikte dogal
antioksidanlar endiistride, gida ve kozmetikte, kauguk ve petrol endiistrisinde
degredasyonu onlemede de kullanilmaktadir.?

Yapilan bu c¢ahsmada antioksidan Ozellik gosterebilecegi diistinilen farkh ilag
etkin maddelerinin tesbit edilmesi, daha sonra Ongbriilen farmasdtik preparatlarm in-vitro
antioksidan, asetilkolinesteraz ve lipid peroksidasyon oOzelliklerinin - spektroskopik
yontemlerle incelenmesi ve bu ilag etkin maddelerinin Olgiilen antioksidan, lipid
peroksidasyon ve asetl kolinesteraz  degerlerine gbre  kemometrik  olarak
smiflandmrilirarak bu etkin maddelere ait bir indeksin olusturulmasi amaglanmaktadir.
Bununla  birlikte, ilag etkin maddelerinin primer terapotik hedeflerinden farkh
Ozelliklerinin  Saptanmast ve bu sekonder terapotik etkilerden faydalanarak farkh
hastalklarm tedavisinde kullaniimas1 i¢in 6n fikir elde edilmesi ile yeni tiirevlendirilen
bilesiklerin hizh, basit ve tekrarlanabilir yontemlerle aktivite taynlerinin yapilarak aym
Ozellikteki diger 1ilaglarla  karsilastiriimast  amaglanmaktadw.  Yapian c¢alisma bu
yonleriyle hem yeni gelistirilen molekiillerin aktivite tayinlerinin  gerceklestiriimesi, hem
de daha Once sentezlenmis molekiillerin farkll 6zelliklerinin saptanmasi ve bu ozelliklerin
anlamh br fark yaratpp yaratmadigmin  matematiksel olarak  ag¢iklanmasma

dayanmaktadr.






2. GENEL BIiLGILER

2.1. Antioksidan

Yiikseltgemeye sebep olan bilesige oranla ¢ok daha disiik derisimde olup
oksidasyon tepkimelerini anlamh derecede azaltan bilesiklere antioksidan denir.
Normalde bir bilesigin antioksidan olarak tammlanabilmesi igin 100/1 derisiminde olmasi
gerekmektedir. Antioksidan bilesik ile serbest radikalin meydana getirdigi tepkime
antioksidan aktivite olarak tanmlanir. Antioksidan Kkapasite ise antioksidan bilesiklerden
olusan bir karisimm radikalle yaptigi tepkime olarak tammlanr. Antioksidan aktivite tek
bir antioksidan molekiiliinin serbest radikalle yaptizi tepkime hizmdan belirlenirken
antioksidan kapasite ise siipiiriilen serbest radikal miktarindan belirlenir.?

Toksik oksijen tiirleri/serbest radikal tiretebilme potansiyeline sahip tepkimeler
gergeklestirebilen kimyasal bilesiklere pro-oksidanlar denir. Bu tiirleri yok eden, siipiiren,
davraniglarmi tersine g¢eviren ya da etkilerini baskilayan bilesiklere ise antioksidanlar
denir. Normal bir hiicrede, prooksidanlar ile antioksidanlar denge halindedir. Fakat bu
denge oksidan tiirleri tiretimindeki artis ya da ortamdaki antioksidan bilesiklerin
azalmasma bagh olarak pro-oksidanlar lehine bozulabilir. Bu durum oksidatif stress
olarak adlandmilir ve hiicreye ciddi bigimde hasar verir. Birgok hastalign
etipatogenezinde oksidatif stres rol almaktadr.*-’

Son yillarda, kontrol edilemeyen oksidatif stresi engellemeye yonelk birgcok
cahsma yapimaktadr. Yapian c¢algmalar aterosikleroz, karsinogenez, ndrodejeneratif
rahatsizlklar, kronik enflamasyon hastaliklar, radyasyon hasari, yaslanma ve diger
patobiyolojik hastaliklarm baglangicmda ve gelisme evrelerinde oksidatif stresm Onemli
bir rol oynadig1 ortaya koyulmustur.*-°

Oksidanlar ve serbest radikaller cok kisa bir yar1 démre sahiptirler. Bu yiizden ¢ok

reaktif bilesikler olup DNA, lipidler ve proteinler gibi makromolekiillere zarar verici



etkileri vardr. Bu tiirler reaktif oksijen tirevli (ROS) weya reaktif azot tiirevli
olabilmektedir (NOS). ROS tiirleri siiperoksit (O2), hidroksil (HO"), hidroperoksil (HO2"
), peroksil (ROO") ve alkoksiller (RO") ile serbest radikal olarak hidrojen peroksit (H202),
hipokloréz asit (HOCI), ozon (O3), ve singlet oksijen (102)’dir. Azot tiirevl reaktif tiirler
ise nitric oksit (NO), peroksinitrit (ONOO"-), azot dioksit (NO2) ve dinitrojen trioksit
(N203)’tiir. 10

2.2. Reaktif Oksijen Tiirleri

Ekzojen reaktif oksijen tirii kaynaklari elektromanyetik radyasyon, kozmik
radyasyon, sigara dumani egsoz gaz, Ulra Viyole (UV) ismlari, ozon, ve kisa dalga
boyundaki elektromanyetik ismlardr. Endojen reaktif oksijen tirii kaynaklar ise
mitokondriyel elektron tasima znciri, fagositoz, peroksizomda yaglarm  beta-
oksidasyonu, amino asitlerin oto oksidasyonu katekolaminler, hemoglobin iskemi
reperflizyonudur. Superoksit radikalleri hiicresel genetik mekanizmaya Onemlh bilgilerin
sinyallkme ve iletisiminden sorumlu metabolitleri diizenlemede gorev alr.!! Stres,
toksinler, doku yaralanmalari, ilaglar ve fazla miktarda spor yapma sonucu Oz radikalinin
asm diizeyde artmasma ve buna bagh olarak  birgok kronk enflamasyonun ortaya
cikmasma sebep olur.”-12 Hidroksil radikali 10-> yarilanma émriine sahip zararh etkisi olan
bir baska radikaldir. Haber-Weiss tepkimesi ile H202> ve O tepkime sonucu olusur.!3
Bazi HO radikalleri fagotik hiicrelerdeki HOCI vasttasiyla tretilirler. H2O2 zayif diizeyde
reaktif ve hiicre zarmdan kolaylikla gegebilen bir molekiildir. HO-<’ya doniiserek hiicre
zarmm farkh bolgelerine saldwrr. Bu radikal ayrica geg¢is metallerinin varhgmda farkh
serbest radikallerin olusumu reaksyionlarinda da rol ahr.14

2.3. Reaktif Azot Tiirleri

Azot tiirevi olan reaktif tlirler igcinde en Onemlisi nitrik oksit molekiilidiir. Molekiil

agrh@ 30 Dalton olan molekiil diinya iizerindeki en kiicik on molekiilden birisidir. ilk



baslarda onemsiz bir kirlilik olarak bilnen NO bilesignin  birgok hastalign altmda yatan
etmenlerden birisi oldugu rapor edilmistir.15-17

NO oksidasyon, substitiisyon ve zncirleme tepkimelerine hizh bir sekilde
girebilmektedir. Ozellikle hiicre icindeki tiyollr olmak iizere birgok bilesigin yapismda
ozellikle diisik molekiil agrhgma sahip glutatyon ve sistein gibi molekiillerde NO grubu
bulunur ve bu hedef grup birgok tepkimenin baslamasm saglar.!® Bu yiizden cift tarafi
keskin bir bigak gbidir ve azligt da g¢oklugu da viicutta pek cok rahatsizigin ortaya
cikmasma sebep olr. Bu rahatsizhklar iskemi, gastrointestinal sistem (GIS)
rahatsizliklar,, akalazya, Hirschprung’s sendromu, hipertropik pilorik stenosis olarak
srralanabilir.t®

Peroksinitrit (ONOO-) bir diger giighi oksidan molekiildiir. Tirozin nitrillemesi,
tiyol oksidasyonu, lipit peroksidasyonu, DNA sarmalmm  kwihmi, — guanozin
nitrillemesi/oksidasyonu  ve  hiicre  Oliimlerine  sebebiyet vermektedir. (ONOO")
molekiillerinin yogun NO ortammnda verdikleri tepkime sonucu NO:2 agiga ¢ikmasmi
saglarlar. Daha sonra NO2 molekiilleri N20O3’e doniisiirler ve bu da nitrozatif stresi
olusturur.??

Hiicre i¢indeki toplam ROS ve RNS tiirlerinin {iretimi asmr1 miktarda arttiginda ve
antioksidan bilesiklerin saywis1 diisik kaldignda oksidatif stres denilen durum ortaya
cikar. Bu stres sartlar1 hafif olabilecegi gibi ciddi bozukluklara da sebebiyet verebilirler.
Oksidatif stresin lipid peroksidasyonu, Deksiriboz Nikleik Asit (DNA) ve protein yikmmu
gbi ¢esitl ykmlara sebep oldugu ve bu ykmmlar sonucunda da ciddi rahatsizlklarm
meydana geldigi yapilan bir ¢ok ¢alisma ile rapor yapimustr. Orta diizey oksidatif stres
ise hiicrelerin apoptosis ile yenilenmesine, DNA’nn kendini onarmasma ve dokularm

korunmasma olanak tamdif1 icin yararh olabilecegi belirtilmektedir.?1-24



2.4. Antioksidan Bilesikler

ROS ve RNS’lerin zararh etkilerini ortadan kaldwrmak ve bu bilesikleri ortadan
uzaklastrmak i¢in cesitl antioksidan koruyucu sistemler viicutta yer almaktadr. Bu
antioksidanlart 3 farkh grupta inceleyebiliriz. Ik grup antioksidanlar Oz radikalini
soniimleme, H202 bozunmasmi saglama ve metal iyonlarmi zararh etkilerini
engellemeden sorumludurlar.  Antioksidan enzimler (sliperoksid dismutaz, katalaz,
glutatyon peroksidaz ve glutatyon reduktaz) ile baz protein ve mineraller bu gruba
dahildirler.25-28  Ikinci grup antioksidanlar siipiiriicii etkiye sahiptirler ve oksidan
molekiilleri ~ siiptirerek  ortamdan  uzaklastrwlar. Bu sayede oksidan/antioksidan
dengesinin korunmasma yardimci olurlar. Glutatyon (GSH), C vitamini, {irk asit,
albiimin, billurbin, tokoferol, karotenoidler ve flavonoidler bu gruba dahil bilesiklerdir.
Genelde viicut tarafindan sentezlenmeyen giinlik diyetle viicuda alnan bilesiklerdir.
Ozellikle lipid peroksidasyonunu engellmede rol oynarlar.2® 30 Ugiincii gruptaki
antioksidanlar ise DNA,3! oksidasyona ugramus lipidler ve proteinleri onarmakla sorumiu
olan enzimlerdir. Lipaz, proteazz, DNA onarm enzimleri transferaz ve metiyonin
sulfoksit reduktaz enzimleri bu grupta ki antioksidanlardir.3?

2.5. Oksidatif stres kaynakh hastahklar

2.5.1. Kardiyovaskiiler rahatsizhklar

Epidemiyolojik ¢aligmalar ozelikle C ve E vitaminlermin kardiyovaskiiler
rahatsizliklarm  Onlenmesinde  koruyucu etkileri  oldugunu  gostermistr. C  vitamini
eksikliginin yiiksek tansiyon ve koroner sendroma sebep oldugu rapor ediimisti. Taddei
ve arkadaslarmm®® yapmus oldugu cabsmada diisiik C vitamini seviyesinin tip III RNS
tirlermi artrdi®t ve NO {retiminde artisa sebep oldugunu gostermistir. Viicutta NO
miktarmmn artmastyla da damarlarm daraldi@g ve yiksek tansiyonun ortaya c¢iktig, C

vitamini almiyla NO seviyesinin azaldigi ve bununla birlikte damarlarm genisleyerek



vazodilitasyon yoluyla tansiyonun diisiiriildiigii gosteriimistir.33 Ayrica E vitamini alan
hastalarda LDL diizeyi serbest radikallerin oksidasyonundan korundugu i¢cin daha yiiksek
kalmis ve koroner rahatsizlk, anjin, kalp krizi ve ateroskleroz riski, E vitamini almayan
hastalara gore onemli derecede azaldigi belirlenmistir.34-3°

2.5.2. Merkez Sinir Sistemi Rahatsizhklan

Yiksek derecede oksijen tiketimi ve diisik glutatyon diizeyi sebebiyle serbest
demir iyonu ve reaktif molekiillerin derisimi artar ve noron hiicreleri oksidatif strese karsi
savunmasiz ~ kalr.  Oksidatif stres  sebebiyle  antioksidan savunma  sisteminin
zayiflamasiyla  Alzheimer,%: 41 Parkinson,*? Beyin tiimérii,*® ve Down’s sendromu** gibi
hastaliklarin meydana geldigi tespit edilmistir.

Norodejeneratif hastalklar bircok farkh sinir sistemi rahatsiziindan olusan
heterojen bir grup hastalktr. Beym, cevresel sinir sistemi hiicrelerinden kaynakh farkh
etkenleri olan hastalklardr. Bilylk c¢ogunlugu kaltimsal olmakla birlikte toksik
metabolik ve diger enfecksiyon kaynakli olabilmektedir. Morbidite ve mortalitesi
sebebiyle saghk, sosyal ve finansal olarak topluma biyik bir yik getirmektedir.
Noropatolojik olarak beynin spesifik bir alaninda spesifik bir néron popiilasyonunun
karakterize abnormaliteler gostermesiyle agiklanir. Dejenere olan ndron kiimeleri farkl
hastalklarm olugsmasma sebep olurlar. Son c¢ahsmalarda baz spesifik genlerin farkh
norodejeneratif hastaliklara sebep oldugu, etyolojik faktorleri ve patojenik mekanizmalar
belirlenmistir. Norobilimlerin 3 temel amaci vardr. 1. Norodejeneratif hastaligin temel
icerigini anlama 2. Spesifik morfolojik Ozelliklerin tanmmast ve hastalkla genel bir
koorelasyon kurulmasi 3. Genetiginin anlagiimast ve tedavi opsiyonlar1 ile  Klinik

ozelliklerinin her bir hasta i¢in belirlenmesidir.4°



2.5.3. Kanser Olusumu

Son yillarda kanser cahsmalarmm gelismesinde en biiyiik etkenlerden birisi DNA
hasart meydana getiren oksijen tlirevli radikallerimn mekanizmasmn kesfediimesidir.
Serbest radikaller DNA sarmalma saldrp hasar verdiklerinde gen dizininde silinme,
amplifikasyon ya da yeniden diizenlenmeye sebep olur. Bu DNA hasarlari da birgok
kanserin ana sebebidir.46-48

Bunlarm dismda oksidatif stres bobrek yetmezigi,*® enflamasyon,*950 diabet,>°
solunum yollar1 rahatsizlklari,®* enfeksiyonlar,®! yaslanma,®? ve karaciger bozukluklari®
gibi hastalklarm ortaya ¢ikmasmda wveya gelismesinde etkin rol oynadi@i da rapor
edilmistir.

2.5.4. Antioksidan Etki Mekanizmasi

Diisiik molekiil agrhgma sahip antioksidan (DMAA) molekiilleri hiicre zarmdan
kolayca geger, oksidatif hasarla ilgii bolgeye tasmr ve daha sonra hiicre tarafindan
yeniden firetilirler.545% Insan dokularinda, hiicresel DMAA’lar farkh kaynaklardan elde
edilirler. Glutatyon, nikotinamid, karnozin hiicre tarafindan {retilirken, trik asit ve
bilirubin metabolik faaliyetlerin yan tirlinii olarak ortaya ¢ikar. Tokoferol, askorbik asit
ve birgok polifenol ise besinler vasttasiyla almirlar.

Serbest radikallerce meydana gelen oksidasyon olayr ¢ok basamakh bir tepkime
seklinde olusur. Bu tepkimenin asamalar1 baslangic (initiation), cogalma (propagation),
ilerleme (branching) ve sonug¢ (termination) bolimlerinden olusur.%®

Baglangic:

LH+Re > L +RH

Bu tepkimede LH lipid gibi bir substrat molekilini temsil ederken R.

oksidasyonu baslatici serbest radikali temsil etmektedir. Lipid oksidasyonu sonucu son



derece reaktif bir lipid radikali olusur (L¢) ve bu radikal hizh bir sekilde oksijenle
tepkimeye girerek lipid peroksil radikalini agiga ¢ikarr (LOO¢).

Yayilma:

Le + 02 & LOO-

LOO« +LH > L+ + LOOH

Peroksil radikalleri zmncirleme tepkime tastyicis1 olarak gorev alr. Lipid
molekiilinii oksidasyona ugratrken, lipid hidroperoksitlerin olusumuna sebep olurlar.
Lipid hidroperoksitleri alkol, aldehit, alkilformat, keton ve hidrokarbonlar ile alkoksi
radikallerin yikmminda rol oynar.

Tlerleme :

LOOH - LO+ + HO-

2LOOH - LOO+ +LO+ +H20

Lipid hidroksiperoksitlerinin ylkkimmnda bazi gecis metalleri de gorev almaktadir.

Sonug:

Sonlandrma  tepkimeleri farkli radikallerin  tepkimeye girmesi ve radikal
ozelliklerini kaybetmeleriyle neticelenir.®’

LO ¢ +LO-

LOO- +LOO-

LOs +LOO-

2.6. Kolinesteraz

Kolinesteraz norotransmitter olan asetilkolinin kolin ve asedik asite donisimiinii
saglayan tepkimeyi katalize eden enzimlerin genel adidr. Bu tepkime sayesinde
kolinerjik noéronlarm aktivasyondan sonra dmnlenme durumuna ge¢cmelerini  saglar.

Kolinesteraz enzimleri iki tiptir.
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1. Asetilkolinesteraz (AChE); birgok sinir ve kas hiicresinde bulunabilen bir
letim enzimidir. Aktif AChE aktivitesi motor noronlarda sensér ndronlara
gore daha fazladr. Kwnmuzi kan hiicrelerinin - membranlarmda da bulunur.
Enzim c¢ok farkh molekiiler yapilarda bulunabilr. Memeli beyinlerinde
cogunlukla tetrametrik G4 formunda bulunur.

2. Pseudokolinesteraz; plazma kolinesterazn olarak  bilini. Ik  olarak
karacigerde bulunmustur. AChE’den farkh olarak biitirikkolini daha hizh
hidroliz eder.

2.6.1. Asetilkolinesteraz Inhibitérleri:

Asetilkolinesteraz  inhibitrleri, kolinesteraz mhibe ederek enzimin asetikolin
baglarmi krmasm engeller. Boylece norotransmitter aktiflifin seviyesi ve zamam artar.
AChE geri doniisiimlii ve geri doniistimsiiz olarak ikiye ayrlr. Baghca kolinesteraz
inhibitorleri: rivastigmin, donepezl, galantamin, karbamatlardir.58

2.7. Lipid Peroksidasyonu

Lipidler serbest radikallerin zararh ve yikic1 etkilerine en fazla tepki veren
biyomolekiillerdir. Serbest radikaller hiicre zarmdaki Kkolesterol ve yag asitlerinin
doymamis baglart ile kolayca tepkimeye girer ve peroksidasyon {iriinlerini meydana
getirirler. Coklu doymamus yag asitlerinin oksidatif olarak yikmmu lipid peroksidasyonu
olarak adlandmilr. Lipid peroksidasyonu kendi kendini siirekli bir dongiiyle siirdiiren
zincir tepkime seklinde ilerler ve oldukga zararh etkilere sahiptir. Hiicre zarmda serbest
lipid radikalleri (L ) ve lipid peroksit radikallerinin (LOOe¢ ) olusmasi, reaktif oksijen
tirlerinin (ROS) neden oldugu hiicre hasarmm en Onemli Ozelliklerinden birisi olarak
bilini.  Serbest radikal kaynakh lipid  peroksidasyonu  "nonenzimatik lipid
peroksidasyonu” seklinde isimlendirilir. Hiicre zarmda lipid peroksidasyonuna ugrayan

baghca yag asitleri ¢oklu doymamus yag asitleridir. Lipid peroksidasyonu genellikle yag
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asitlerindeki hidrojen atomlarmmn konjuge ¢ift baglardan cikariimast ve bunun sonucunda
kararh durumdaki yag asit zncirinin bir lipid radikaline doniismesiyle baslar. Lipid
peroksitleri (LOOH) ykima ugradignda onemli bir boliimii biyolojik olarak aktif olan
aldehitlere doniisiir. Bu bilesikler hiicre diizeyinde metabolize ediimezlerse baslangigtaki
etki alanlarmdan diflize olarak hasari hiicrenin biitin bolimlerine yayarlar. Ug veya daha
fazla ¢ift bag iceren yag asitlerinin peroksidasyonunda malondialdehit (MDA) molekiili
olusur. MDA kanda ve idrarda ortaya ¢ikar, yag asidi oksidasyonununa 6zgii veya nicel
bir indikatér olmamakla beraber lipid peroksidasyonu derecesiyle birbirine yakm bir iligki
gosterir. Bu sebeple, biyolojik numunelerde MDA 6lgiilmesi lipid peroksit seviyesini
belli eden bir ayrag olarak kullanilir.

2.8. Antioksidan Olciim Yontemleri

2.8.1. Bakar Iyonu Indirgeyici Antioksidan Kapasite Tayini Yontemi

Antioksidanlarm kimyasal c¢esitlligZi bu maddelerm ayriimasm ve miktarlarmm
belirlenmesini 6zellikle bitki matriksinde ¢ok zorlastrr. Bu yiizden, bitki ekstrelerindeki
toplam antioksidan kapasitenin belirflenmesi i¢in yeni bir yontemin gelistirilmesi biiyik
bir 6nem arz eder. Standart br Olgiim yontemnin yetersizliginden dolayl, bitkilerdeki
toplam antioksidan diizeyi belirlenip smiflandriimamistr.  Bu  ¢ahsmada, bakur(I)-
neokuproin yikkseltgenme aracindan faydalanarak vitamin C, E ve besin maddelerindeki
antioksidan seviyesini belirlemeye yonelik basit, genis kullanim alanma sahip bir yontem
gelistiriimis  ve  literatiire  sunulmustur.  Polifenollern bakr iyonunu mndirgemesi olay1
olctildiiginden dolayr yontem Apak ve c¢alisma grubunca bakr iyonu indirgeyici
antioksidan kapasite tayini veya kisaltimig sekliyle CUPRAC olarak isimlendiriimistir.
Bu yontem Demir Iyon Indirgeyici Antioksidan Giig Yontemi (FRAP) yontemine gore
daha avantajh olabilmektedir. Ciinkii bakwrm redoks kimyasma bakildiginda daha hizh

bir kinetige sahip oldugu goriilmektedir. Yontemin igerigine bakildiginda; asit hidrolizi
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sonucu yahut direk antioksidan ¢ozeltisinin kendisi bakwr (II) kloriir, neocupron ve pH
7’deki asetat tamponu ile muamele edilir ve 450 nm dalga boyunda 30 dakikalk bekleme
sonrasinda absorbans olgtimleri gergeklestirilir. Askorbik asit, gallik asit ve kuersetin gibi
maddeler ile hizh bir sekilde tepkimeye girerken, naringin ve naringenin gbi baz
maddelerin tepkimeleri ge¢ tamamlandi@ icin bekleme siiresi uzundur.  Tepkimenin tam
olarak gerceklesmesi i¢in yavas olan tepkimeleri hizlandrmak adma 50 °C’de 20
dakikalk bir inkiibasyon siiresi OngOriilmiistiir. Sentetik  karigimlarm CUPRAC
yontemine gore antioksidan aktiviteleri Olciliir ve Trolox antioksidan kapasitesine
karsihk kapasite degerleri hesaplanr. Elde edilen teorik degerler ile Kkarsiastirihr.
Yontem genel olarak incelendiginde amonyum asetat ile pH’st 7’ye getirimis Cu(Il)
Neokuproin  kompleksinin Cu(l)Neokuproin’e antioksidan Ozellikli maddeler vasitasiyla
indirgenmesi ve bu redoks tepkimesi sonucu olusan bakr kompleksinin 450 nm’de
absorbans vermesine dayanr.®® Bu yontem su ana kadar 800 atif almis olup “web of
science” verilerine gore 150 kadar c¢ahsmada bu yonteme basvurulmustur.  Yapilan
cahsmalarda  endemik  bitkiler ve g@da  Orneklerinde  antioksidan  taymler
gerceklestirilicken, ¢esith ~ modifikasyonlarla  serum ve plazma  Omneklerinde de
antioksidan aktivite tayinleri gergeklestirilebilmektedir.69-62

2.8.1.1. Avantajlan

CUPRAC yontemi degerleri  Troloks esdeger Antioksidan Kapasite (TEAC)
degerleri ile kiyaslanabilir fakat FRAP yontemindeki degerlerden daha yiiksek sonuglara
sahiptir.>® CUPRAC yonteminde Cu(ILI)-neokuproin ¢iftinin 0.60V’luk bir rediiksiyon
potansiyeline sahip olmasi, biyolojik Oneme sahip ve gidalarda bolca bulunan cogu
antioksidanm 0.2-0.6 V arasmda yer alan redoks potansiyelini karsilamaya dolaysiyla
bunlart okside etmeye yeterlidir. Ayrica, yonteminin c¢ok diisikk redoks potansiyeline

sahip olmasi, antioksidan ozellk gostermeyen seker ve sitrik asit gibi bilesiklerin pozitif
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sonu¢ vermesini engeller ve bu sayede yontemin seciciligi diger yontemlere kiyasla daha
yikksektir.5% 64 Bununla birlkte fizyolojk pH olan 7.4 deferine ¢ok yakm olan ve
amonyum asetat tamponu ile saglanan pH 7.0’de yapilan dlglimler de yontemin bir diger
avantajidir.

Bu avantajlarmm yam swra, tiyol bazh antioksidanlari kolayca belirleyebilmesi,
ABTS ve DPPH’a kiyasla daha stabil bir ajan kullanmasi, absorbansa karsiik derisim
grafiginin daha genig bir aralikta lineer kalmasi, rutin laboratuvar Olgiimleri i¢cin ¢cok kolay
erigilebilir bir yontem olmasi, fizyolojik pH’da (7.4) 6lgiim yapimasma olanak tanmasi
gbi 6zellikleri de bu yontemi 6ne ¢ikaran diger unsurlardir.53

2.8.1.2. Dezavantajlan

Yontem kompleks molekiillerin tepkime zamanlarmm se¢iminde baz problemler
yasamaktadr.%4

2.8.2. FRAP Yontemi

CUPRAC yontemi gibi elektron transferine dayanan bir antioksidan
kapasite/aktivite tayin yontemidir. Ana yOntemmne bakidignda; FRAP ¢ozeltisi asetat
tampon ile pH’1 3.6’ya getirilmis ¢ozelti icerisine 40 mM’lk HCI icerisinde hazirlanmig
2.5 mL ve 10 mM TPTZ ¢ozeltisi ile 2.5 mL 20 mM’lk FeCls.H20 ile hazrlanr. Final
cozeltide 1.67 mM Fe(Ill)’e karsiik sadece 0.83 mM TPTZ bulunur. Boylece Fe(Ill) ile
TPTZ arasmda ideal stokiyometrik oran elde ediimis olr FRAP degerlerinin
Olciilebilmesi i¢cin Oncelikle 300 uL. FRAP ¢ozeltisi 37 °C sicakhga getirilip 593 nm dalga
boyunda kor numunesi olarak oOlgiilir. Daha sonra bu ¢ozeltiye 10 uL 6rnek ve 30 pL su
eklenir. Eklemeden sonra her 15 saniyede bir 6lglim alnmak kaydiyla 4 dakika boyunca
seri Olctimler gerceklestirilir. 4 dakikalk siire icerisindeki absorbans degisimi hesaplanir

ve bu degisim ornek derisimiyle dogrusal bir korelasyona sahiptir. 1 mol FRAP birimi
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yaklagik olarak 1 mol Fe (IIT)’tin Fe(Il)’ye indirgenmesine esdegerdir. Askorbik asit, iirik
asit ve tokoferoliin FRAP birimleri esdeger olup 2.0’ye esittir.6°

2.8.2.1. FRAP Yontemi Avantajlari

Frap yontemi hizh, ucuz, basit ve saglamhg yiiksek sonuglar veren, cok komplike
Olciim cihazlar1 gerektirmeyen bir antioksidan aktivite tayin yontemidir. Frap oOlgiimleri
otomatik, yar-otomatik ve manuel olarak yapilabilir.

2.8.2.2. Dezavantajlan

Fe(Il) iyi bilinen bir proksidan molekiilidii. En tehlikeli serbest raikal olarak
bilinen HO: Radikalini olusturmak tizere H2O2 ile tepkime verebilir. Yonteme gbre, bir
bilesigin  Fe(Ill)’den Fe(Il) {retebilme giici bu bilesigin  “’antioksidan  giicii’ ne
esdegerdir. Fakat demir indirgeme Ozelligine sahip her bilesik antioksidan degidir ve
boyle bir genelleme antioksidan olmayan bilesiklerin  de antioksidan olarak kabul
edilebilmelerine yol acacaktir.%® Redoks potansiyeli Fe(IIl)/Fe(Il) ciftinden daha diisiikk
olan herhangi bir molekiill kolaylkla Fe(Ill)’ti indirgeyecek ve antioksidan olup
olmamasma bakimaksizm bu yontemde pozitif sonu¢ verecektir. FRAP Olclimlerinin en
biliylik handikaplarmdan birisi de glitatyon gibi bazr ¢ok Onemli antioksidanlarm bu
Olciim yonteminde negatif sonu¢ vermesidir. FRAP yontemi ayrica tiyoller ve fenollerin
olciimiinde de diger yontemlere kiyasla basarisiz kalmaktadir.5”

2.8.3. ABTS/TEAC Yontemi

Ik olarak 1993 yiinda Miller ve Evans’m yapmus olduklar1 ¢ahbsmada kullanidan
bu yontem ABTS radikalinin ABTS-* radikal katyonuna yikseltgenmesi esasma dayanan
elektron transfer (ET) temelli bir antioksidan kapasite tayin yontemidir. Orijinal yonteme
bakildiginda 7 mmol ABTS amonyum suda ¢ozilir ve 2.45 mmol potasyum persulfat ile
oda sicakligmda 12-16 saat siiresince enkiibe edilir. Daha sonra elde edilen koyu mavi

cozelti pH 7.4’de etanol ya da tampon ¢ozelti e 734 nm dalga boyundaki absorbans
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degeri 0.7°ye gelene kadar seyreltilir 1 mililitrelik seyreltimis ¢ozelti 10 pL. ornek ile
karstiriir ve karistrma isleminden 1, 4 ve 6 dakika sonra absorbans okuma islemi
tekrarlanir. Absorbans degerlerindeki farklihiga karsi derisim grafigi c¢izilir ve bir
kalibrasyon egrisi elde edilir. Daha sonra elde edilen veriler 1mM derigimindeki troloks
maddesinin verilerine oranlanrr ve troloks cinsinden toplam antioksidan degerleri her bir
antioksidan madde i¢in hesaplanmig olur.5 68

2.8.3.1. ABTS Yontemi Avantajlan

ABTS* radikali hem suda hem de inorganik ortamlarda ¢ozinebime Ozelligine
sahiptir ve iyonik kuwvetten etkilenmez ve bu sayede hem lipofilik hem de hidrofilik
bilesiklerin antioksidan aktivitesi bu yontemle 6lgiilebilir.”°

ABTS uygulamast kolay bir yontemdir ve bircok laboratuvar tarafindan
kullamimaktadir. Absorpsiyon maksimum degerleri su ortammnda 414, 752 ve 842 nm
iken, etanol ortammda 414, 730 ve 873 nm olarak belirlenmistir.®® Yontemin bir diger
avantaji ise cok genis bir pH arahmda 6l¢iime imkan verebilmesidir.”®

2.8.3.2. ABTS Yontemi Dezavantajlan

Yontemin en Onemli smrlamalarmdan birisi, prensibi geregi  Ornegin  oksidatif
islemi nhibe etmesini degil radikalle tepkimeye girmesi Olgiilir. Bu sebeple birgok
fenolik bilesigin tepkimeye girmesi uzun bir siire alr. Genelde belirflenmis bir zamanda
alman Ol¢timler hesaba katiddigi icin bazi tepkimeler tam olarak gergeklesmeden Olgtim
almarak hata yapimis olabilir.5> Yontemin bir diger handikapi ise biyolojik sistemlerde
bahsedilen radikalin olmayis1 ve bu sebeple biyolojik sistemlerdeki tepkimeleri tam
olarak simiile edememesidir.

2.8.4. DPPH Yontemi

Bu yontemde difenil-1 pikril hidrazl isimli radikal antioksidan kapasite Ol¢timleri

icin kullamr. Bu madde az sayidaki stabil ve satm almabilir azot radikallerinden olup

16



515 nm dalga boyunda absorbans vermektedir. indirgenme esnasmda DPPH ¢ozeltisi
rengini kaybetmekte ve spektrofotometrede kolay bir sekilde olgtimii yapilabiimektedir.
DPPH yontemi yakindan incelendiginde; orijinal DPPH prosediirine gore 3.9 mL 25
mg/L derisimindeki DPPH ¢dozeltisi metanol igerisinde hazrlanr ve 0.1 mL hacmindeki
ornek ¢Ozeltisi ile karstrlr. Absorbans degeri stabil kalncaya dek hazrlanan final
cozelti spektrofotometre cihaznda 515 nm dalga boyunda Olciiiir. Bu Olglim baz
orneklerde 30 dakikaya kadar g¢ikabilmektedir. Tepkimeye girmeyen % DPPH miktar
asag@idaki formiille saptanmr:’t

%DPPH = (DPPHkalan/DPPHiik ekienen) X 100

DPPH yiizdesi ile antioksidan madde derisimi arasimda bir koorelasyon mevcuitur.
DPPH diizeyinde %50’lik bir azalma ECso ibaresiyle ifade edilir ve herhangi bir
maddenin DPPH miktarm %50ye indirmesi i¢cin gereken sure kinetikk egriden hesaplanir.
Bu hesaplanan deger ise Tecso seklinde adlandwilir. Sanchez ve Moreno yapmus olduklart
calsmada bu degere 5 dakikadan erken ulasan maddeleri hizh, 5-30 arasi ulaganlar1 orta
diizey 30 dakikadan daha uzun siirede bu degere ulasanlar1 ise yavas antioksidanlar olarak
smiflandrmustr. Daha  sonra yapmus olduklart c¢ahsmada antiradikal verimliik (AE)
parametresini  belirlemigler ve bu parametreyi asagidaki denklem ile formiilize
etmislerdir:

AE = (1/ECs0)Tecs0

Bazi antioksidan Ozellikli maddelere karsi tepkime vermemesi veya ¢ok uzun
stirede yant vermesi, DPPH ile antioksidan madde arasmdaki tepkime kinetiginin DPPH
derisimiyle lincer olarak degismemesi ve eugenol gibi baz antioksidanlarla geri
doniigtimlii  tepkime vermesi gbi handikaplarma ragmen bu yontemle antioksidan

kapasite tayini yaygmn olarak kullanilan yontemler arasmdadir.
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Sonu¢ olarak antioksidan kapasite tayini yOntemlerine bakildignda; biitiin
yontemlerin belirli alanlarda bir digerine karst stiinkigli varken, ayni zamanda hepsinin
kimyasal oOzellklerindeki farklliklardan ve tepkime kinetklerinden dolayr  ¢esitli
dezavantajlar1 da mevcuttur. Bu yilizden biitiin yontemler dikkatli bir sekilde mncelenip,
Olciimii ve tayini yapilacak numune i¢in hangi yontemin en gilivenilir oldugu; hangi
yontemin kimyasal ve kinetikk Ozelliklerinin sahip olunan Ormek i¢in uygun oldugunun
saptanmasi i¢in var olan yontemlerin ana prosediirleri detayl bir sekilde incelenmeli ve
gerekli goriilen yerlerde bu yontemler ¢esit modifikasyonlarla gelistirilip uygun bir
antioksidan kapasite tayin yontemi Ornege uygulanmalidir.”!

2.8.4.1. DPPH Avantajlan

DPPH yontemmin en Onemli avantaji ¢ok kolay ve hizh sonu¢ veren bir sistem
olmasidr. Basit bir spektrofotometre ie onlarca Olgiim  dakikalar  i¢inde
sonlandirilabilir.”?

2.8.4.2. Dezavantajlan

Yontemin bazi smirlamalart meveuttur ve bu yiizden ¢ok kolay ve ucuz bir sistem
olmasma ragmen genis bir kullanbm alanma sahip olamamustr. En  Onemlh
handikaplarmdan birisi DPPH sadece organik ¢oziiciiler icinde ¢Oziinebildigi icin sadece
organik coziciilerde c¢ozinebilen antioksidanlarm aktivitelerinin - Olgililmesine  imkan
tanmmaktadir.%® Ayrica DPPH radikalinin peroksil radikalleriyle ¢ok kiigikk bir benzerligi
vardrr. Bu yiizden peroksil radikalleri ile ¢ok hizh bir sekide tepkimeye giren baz
antioksidanlar DPPH ile ya tepkimeye girmezler ya da tepkimeler ¢cok yavas gerceklesir.
Bu yilizden ECso degeri, tepkime kinetigi ve diSer hesaplamalar genelde sorun yaratir.
Bunlara ek olarak 515 nm dalga boyunda girisim gosterebilen baz  molekiillerin
antioksidan kapasitelerinin  belirlenmesi de yontemin bir diger smirlamasidir. Ayrica

eugenol gibi bazi maddeler geri doniisiimlii tepkimeler verirler.%®
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2.9. Kemometri

Kemometri  kelime anlanm olarak, istatistk ve matematiksel yontemlerin
bilgisayar ve yazihm alanndaki gelismelerle desteklenerek endiistirinin  ve akademinin
farkh alanlarmdaki kimya uygulamalar i¢in kullanilan bir terimdir. Kemometri kavramu
ilk olarak 1972 yinda Svante Wold ve Bruce Kowalski tarafindan ortaya atildi
Kemometri temel olarak matematik ve istatistiksel yontemleri kullanarak kimyasal
verilerden en yikksek diizeyde bilgi toplama ve optimum deney prosediirlerini segcme ya
da tasarlamay1 amaglayan bir kimya disiplinidir.”3

Kemometri ozellikle analitik Kimya olmak tizere; adli tip, biyoloji, gida kimyasi,
cevre kimyasi, arkeoloji gibi bircok disiplinde cahsma olanag bulmustur. Eczaciik
alannda ila¢ etkin maddelerinin ve Ozellikle kombine ilaglarm analizi, ilag sentezinde
tepkime kosullarmm optimizasyonu ve yapi etki c¢ahsmalarmda kemometrik yontemlere
basvurulmaktadir.”*

Klasik konvansiyonel yontemlerden farkh olarak farkh analitik cevaplarmmn tek
bir veri seti {lizerinde hesaplanmasi, bu sayede birden ¢ok analitin aym anda Olglimiine
mmkan tanmast ve bunun yam swa karmasik veri setlermi yorumlayabilme kapasitesi
sayesinde bircok farkh disiplinde uygulama alam bulmustur.’*

2.9.1. Coklu Kalibrasyon Yontemleri

Coklu kalibrasyon yontemleri kemometrinin en genis uygulama alanlarmdan bir
tanesidir. Birgok bilesigin miktar, aktivite tayinlerinde ve elde edilen sonuglarm
degerlendirilip yorumlanmasmda basvurulan bir yontemdir. Coklu kalibrasyon teknigi ile
basit kalibrasyon yontemlerinden farkh olarak bir¢ok dalga boyunda elde edilen olgiimler
almarak bir kalibrasyon modeli meydana getirilebilir. Bununla birlikte, gegerliik testleri
yapimig yontemlerle, kromatografik hesaplamalara ve yontemlere ihtiyag duymadan

hizl, basit ve ucuz Olglim imkéni tantyan spektroskopik yontemlerle birden ¢ok analitin
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miktar tayinleri gerceklestirilebilir. Ayrica, tayin edilecek madde miktar1 tam olarak

bilinmeyen, safsizlk ve girisim ihtimali yilksek olan gercek numunelerin analizlerinde

klasik yontemlere gore ¢ok daha iyi sonuglar verdigi bilinmektedir.”®

2.9.2. Kismi En Kii¢iik Kareler Yontemi (PLS)

PLS yontemi ¢oklu Kkalibrasyon teknikleri icerisinde en fazla tercih edilen

yontemdir. YOntemin algoritmasma bakildiginda, PLS teknigi ile c¢evre, ¢ozicii etkisi,

seyreltme, analizci hatasi gibi parametreler dikkate almarak derisim matrisine de faktor

analizi islemi uygulanr. Yontemin iki matrisin  izdiiglimii arasmdaki bagmtryt

alarak numuneler ile veri setlerindeki degiskenler arasnda iliski kurar (Sekil 2.1.).

Sekil 2.1. PLS izdiisiim projeksiyonu

Sistemin algoritmas1 asagidaki sekilde 6zetlenebilir;
X = Spektral Abrosbans Matrisi

Y= Derisim Matrisi

T = Skor Matrisi

U = Derisim Skor Matrisi

P = Spektral Yikleme Matrisi

Q = Derigsim Yikleme Matrisi

temel
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E ve F = Bias Matrisi

n : Orek sayis

m : Dalga boyu sayisi

p : Bilinen bilesikler ise; PLS yonteminde yukarida da belirtildigi gibi X ve Y i¢in
ayrt ayri bagmtilar hesaplanr ve bu iki bagmti arasmda bir kolerasyon kurulmasi
amaglanrr. PLS yontemi temel olarak bu iki matrisin iz diistimlerine hesaplar ve bir i¢
bagnti denklemi olugturarak korelasyon esitligi kurar (Sekil 1.1.). X ve Y iin
hesaplanan bagmtilar asagidaki denklemle bulunur.

X=TP'+E

Y=UQ'+F

Burada E ie F hem deney kaynakh hatalari hem de model uyumsuzluklarmi
gostermektedr.

Bu iki bagmntmm kolerasyonu ise U = TW matrisinin hesaplanmasi ile elde edilir.

Hesaplamalarda 1 X-TP'l ve IxY — UQ'l esitliklerini en diisiik diizeye indirinceye
kadar X ve Y matrislerinin degerleri hesaplanir ve bu esitliklerin en diisik oldugu faktor
degerlerinde islem sonlandmwir. Bu degerde hesaplanan bagmti esas almarak regresyon
modeli olusturulur.

Daha sonra bilesenlerin dis ¢arpim vektorleri X ve Y matrislerinden c¢ikarilarak
rezidi matris elde edilir. Ikinci ana bilesenleri bulmak icn X ve Y matrisleri rezidii
matrisle yer degistrir ve bu iglemler yeteri minimum degere ulasana kadar diger
Ozvektorler ¢ikarlmaya devam eder.

PLS algoritmas1 asagida formiilize ediimistir.

Xo=X-1x ve Yo=Y -1y

Xa-1= UaWa' + E

Wai = cXla-1Ua
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C =wa'nn boyutunu I’e esitletmek icin gerekli skala faktorii

C = (UXa1Xa1Ua) 0

Xa-1 =taWa +E

W'aWa = 1 oldugundan

ta = Xa-1Wa

Xa1=tpa+ E

Pa = Xla-1ta/t'ata

Ya-1 =taQa+ F

Ja = Y'a-1ta/t'ata

Ya1 = UaQ'a + F

Us = Ya-10a(q'a0la) *

Faktor ¢arpmmlart X ve Y matrislerinden ¢ikariir ve boylece yeni X ve Y matrisleri
elde edilir.

E =Xa1 - tapla

F=Ya-1 - UaQa

Bu islemler sonuncunda yeni X matrisi E yeni Y matrisi ise F ile gosterilir. Bu
islemlere en uygun degerler elde edilinceye kadar devam edilir. PLS yontemini klasik
coklu kalibrasyon yontemlerinden ayran en Onemli Ozellk ortagonal vektorlerin
yukarida belirtilen algoritma seklinde matristen c¢ikarlmasidr. Bu sayede lineer
bagmllik en aza mer ve bu sebeple olusan dezavantajlar elimine edilir. PLS yonteminde
ana bilesenler X matrisinden alndiktan sonra Y matrisiyle birlestirilir. Bu nedenle, PLS
yonteminin  Ozellikle verilerin sistemin tlimiinii  kapsamadigi durumlarda tahmin giicii
diger ¢oklu kalibrasyon tekniklerine gore daha yiiksektir.”®

Kimeleme ve smiflaindrma amagh yontemlerin tamamu ¢ok degiskenli bir veri

analiz yontemi olan temel bilesenler analizne (PCA) dayaldr. PCA incelenen ¢ok
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sayidaki degiskeni, degiskenler arasi korelasyonu engelleyerek onlarm  dogrusal
kombinasyonlarmdan olusan daha az sayida bilesenlere indirgeyen bir yontemdir. PCA
temelli yontemler, verilen bir 6rnek sistemi iizerinde ¢ok sayda degisken degerinden yola
cikarak sozkonusu Ornekleri cesitl guruplara kiimeleyerek smiflandirabilir. PCA model,
n sayida Ornek (gozlem) ve p sayida degiskenin olgiildiigii bir A veri matriksinin (Anxp)
esithk 1°deki gbi temel bilesenlerine ayristirilmasi ile kurulur.

A=TxB+EA Q)
Burada T nxq skor matriksi ve B qxp yiikleme matrikseli olup q sayist A matriksinin PCA
coziimlemesi i¢in gerekli minimum temel bilesen sayisma esitti. T matriksinin her bir
situn vektorii dle B matriksinin her bir satr vektorii A matriksinin bir temel bileseni
olarak adlandmilr. Esitik 1’dende anlasilacagi gbi, PCA’nn temel prensibi, A
matriksini kendisinden daha kiigik iki matrikse donistiiriimesi islemidir. Bu islem tekil
degerli ayrismaya dayah olarak yapimaktadr. Genellkle birinci ve ikinci temel
bilesenler toplam varyansm biiyik bir bolimiinii kapsadigindan; ik iki temel bilesen
birbirine kars1 grafie gecirilmesiyle, iki boyutlu diizlemde biitlin degiskenlerin etkisi
dahilinde orneklerin  kiimelendiriimesi miimkiin olmaktadr. Eger Orneklere gore bir
kimeleme yapmak istenirse, T matriksinin ik iki siitun vektorii birbirine karsi grafige
geeirilir. Diger taraftan, sistemdeki degiskenlerin dagilmma gore bir guruplandirma
istendiginde B matriksnin ik iki satr vektorii birbirine karst grafife gecirilmektedir.
Bunun yannda, Hiyerarsik Kiime Analizi (HCA) yontemi PCA’dan elde edilen skor
vektorlerini  kullanarak, birbine en ¢ok benzerlik gosteren Orneklerden baslayarak

Eucludian mesafe hesaplamalar1 ile hiyerargik Obekleme islemini gerceklestirmektedir.
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2.10. Cahsmada Kullamlan ilaclar

2.10.1. Renin Anjiyotensin Sisteminin Fonksiyon ve Etkileri

Arteriyel kan basmcnm kisa ve uzun siireli diizenlenmesinde Renin Anjiyotensin
Sistemi (RAS) o6nemli bir iglev goriir. Anjiyotensin II'nin plazma derisimlerinde hafif bir
yikselme kan basmcm akut olarak artrr; molar derisimde, anjiyotensin I
noradrenalinden yaklaskk 40 kez daha aktiftir ve arteriyel kan basmcmmn akut olarak
yikselmesi i¢cin ECso’si yaklagk 0.3 nmolL olarak saptanmistr. Tek doz mtravendz
Anjiyotensin Il enjeksiyonu sonucunda, sistemik kan basmci akut olarak saniyeler icinde
artmaya baglar, biiyilkk bir hizla doruga ulasr ve dakikalar icerisinde eski seyrine geri
doner. Anjiyotensin II’ye bu hizh baskilayic1 yant akut hipotansif nedenlerle (kan kaybi
ve vazodilatasyon) yliz yize kalndignda arteriyel kan basmcmmn siirdiiriilmesine
yardime1 olacak bir yant olan total periferik direncteki hafif bir artma yoluyla
aciklanabilir. Her ne kadar, anjiyotensin Il Kkardiyak kontraktiliteyi dogrudan artirirsa
(kardiyak miyositlerde voltaja bagmh Ca?* kanallarmi acarak) ve dolayh olarak
(sempatik tonusu kolaylastrmak, adrenerjik iletiyi artrmak ve adrenal katekolamin
salgismi artrmak) arttwrsa da, arteriyel kan basmcmndaki hizh artma baroreseptor refleks
mekanizmasm aktive ederek, sempatik tonusu disliriip, vagal tonusu artrr. Bdylece
fizyolojik duruma bagh olarak anjiyotensin II kardiyak kontraktiliteyi, kalp hizm ve
kardiyak disa atmm arttrabilir, azaltabilr ya da degistrmez. Bu nedenle, kardiyak
outputtaki degisikliklerin anjiyotensin Il tarafindan ortaya ¢ikarilan hizh presoér yanita
hemen hi¢ katkis1 yoktur.

Anjiyotensin Il ayrica, arteriyel kan basmemmn uzun stireli  kararh hale
getirilmesine yardimci olan yavas pressér yanta da neden olur. Anjiyotensin II’nin
baslangictaki subpressor dozlarmmn siirekli inflizyonu arteriyel kan basmcmi kademeli

olarak arttirr, maksimum etki elde edebilmek icin giinler gerekir.
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Anjiyotensin 11, tedavide tek basma kullanmu kisith olan ve bu amagla el altmda
bulundurulmasma gerek olmayan bir maddedir. Ancak, klnik ilgi daha ¢ok Renin-
Anjiyotensin sistemi inhibitorleri tizerinde odaklanmustir.’”

2.10.2. Anjiyotensin Déniistiiriicii Enzim (ACE) Inhibitorleri

1960’larda, Ferreira ve c¢alisma arkadaslari, ¢mgrakh yilan zehrinin bradikinine
verilen yantlar1 giiclendiren bazi faktorler icerdigni buldular. Bu faktorlerin, bradikinini
inaktive eden bir enzim olan kininaz II’yi inhibe eden peptit yapii bir aile oldugu
kantlanmistr. Erdos ve c¢ahsma arkadaglan da ACE ve kinnaz II’'nin  aynienzim
oldugunu, giicli bir pressor madde olan anjiyotensin II'nin sentezi ile giicli bir
vazodilatér olan bradikininin ykmmni katalize ettiklerini saptadilar.’®

Bradikinin etkisini giiclendiren faktorlerin  kesfini takiben, nonapeptit teprotid
sentez edilip nsanlar tizerinde denendi Esansiyel hipertansiyonlu pek c¢ok hastada kan
basmncmi, saralazin benzeri, parsiyel agonistik aktiviteli, peptit yapih anjiyotensin |l
antagonistlerine gore cok daha uzun siireli olarak diisiirdii. Teprotidin, kalp yetmezligi
olan hastalarda da yararh etkileri gosterildi Sonugta, bu anahtar gozlemler, oral yoldan
aktif ACE mhibitérlerinin arastrilmasinin Oniinii agtu.

D-benzil Siiknisik asit tarafindan inhibe edildigi bilinen karboksipeptidaz A ile
benzerlikleri ve substratlart istliine ACE’nin etkisi hakkmda sonug c¢ikarp, teprotidin
mhibitor etkisinin analizini i¢cine alan akilct bir yaklagimla, oral yoldan etkii bir ACE
mhibitorii olan kaptopril gelistirildi. Ondetti ve arkadaslart ACE tarafindan ayrilan
dipeptit uzunluuyla benzetilen siiksink amino asitler tarafindan meydana getirilebilen
ACE ihibisyonunu tartistilar. Bu hipotezin dogrulugu kanitlandi ve kompetitif ACE
mhibitdérii olan bir seri merkapto alkanoil tiirevinin sentezine yol agt. En aktif olam
kaptopril olarak tespit edidi ACE mhibitdrleri anjiyotensin I’in anjiyotensin II’ye

doniisiimiinii etkin bigimde bloke ettigi saptanmustir.”®
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2.10.2.1. Kaptopril

Kaptopril piyasaya ilk verilen Ki degeri 1.7 nM olan giigli bir ACE inhibitoriidiir.
Amerika Birlesik Devletleri’'nde kullanmu onaylannus, siilfidril grubu igeren tek ACE
nhbitoériidir. Oral yoldan verildiginde siiratle emilir. Biyoyararlanmm yaklagk %75
kadardr. Plazma doruk derisimine bir saat icerisinde ulasw. Yarlanma omrii yaklagk 2
saat olup viicuttan hizh bir sekilde atihr. Biiyik bir kisnmu degismeksizin idrar yoluyla
(%40-50), geri kalan kismu ise kaptopril disiilfid ve kaptopril-sistein disiilfid olarak atilr.
Oral dozu, giinde ki ya da i¢ kez 6.25-150 mg arahgmdadr. Kalp yetmezligi olan
olgularda giinde 3 kez 6.25 mg, hipertansiyonlu olgularda ise giinde 2 kez 25 mg
tedavinin baglangict icin uygun dozlardr. Giinlik oral dozun 150 mg’nin {izerine
cikarlmas1 Onerilmez. Gida maddeleri ile alndignda kaptoprilin oral biyoyararlanmu

%25-30’a kadar diiser. Bu nedenle ilag yemeklerden bir saat 6nce verilmelidir.8°
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Sekil 2.2. Kaptopril etkin maddesinin kimyasal yapisi

26



2.10.2.2. Enalapril

Enalaprii maleat Kkaracierde esterazlar tarafindan hidroliz edilerek  aktif
dikarboksilik asit olan Enalaprilit’e doniistiiriilen bir 6n ilagtr. Enalaprilat Ki dgeri 0.2
nM olan ¢ok giiclii bir ACE mhibitériidiir. Bir prolin yerini tutucu igermesine karsm,
enalaprilat dipeptitten daha c¢ok bir tripeptidin analogu olan kaptoprilden farkhdir.
Enalapril oral olarak verildiginde hizla emilir. Oral biyoyararlanmm yaklasik %60
civarmdadr (gida almiyla azalmaz). Enalapril bir saat igerisinde plazma doruk
derisimne ulasrken, enalaprilat bu diizeye ancak 3-4 saat sonra ulasr. Enalapri’in
yarlanma Omrii yalzca 1-3 saattir. Ilacm neredeyse tiimii degismeksizin ya da
enalaprilat olarak bobreklerden elimine edilir. Enalapril’in giinliik oral dozu 2.5-40 mg
arasmda belirlenir (tek ya da bolinmiis dozlar halinde). Kalp yetmezlignin tedavisinde
2.5, hipertansiyon tedavisinde ise 5 mg giinlik doz baslangic tedavisi i¢in uygundur.

Diiiretik alan, svi ve Na* kaybi olan hipertansiyonlu olgularda giinlik doz 2.5 mg’dir.8?
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Sekil 2.3. Enalapril etkin maddesinin kimyasal yapisi

2.11. Peptit Yapth Olmayan Anjiyotensin II Reseptor Antagonistleri

Anjiyotensin II reseptor antagonistleri tedavi degerlerini gelistrmek icin yapilan
cahsmalarm 1970°h yillarm ik yarismda baslanmis ve bu baslangic cahsmalar1 daha cok
anjiyotensin analoglar1 iizerinde yogunlasmustr. Ancak saralazin, I-Sarkozin, 8-izolusin
anjiyotensin II ve diger 8- pozisyonunda yan zincir igeren anjiyotensinlerin giicli reseptor

antagonistleri  olmakla  beraber, peptit yapih tiim anjiyotensin Il  reseptor
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antagonistlerinin, oral biyoyararlanmlarmm diisiik olmasi ve parsiyel agonistik aktivite
gostermeleri  gibi  sorunlar nedeniyle klinkk Onemlerinin  olmadig anlasimustr. Bu
nedenle arastrmalar peptit yapih olmayan reseptor antagonistleri tizerinde yogunlasir.

Peptit yapih olmayan anjiyotensin reseptdr antagonistlerinin gelisimiyle ilgili
baglangig calismalarmm basarisiz olmasma karsm 1980’lerin basmda siganlarda Anjiyo
tensin II’'nin presor yamtm azaltan imidazol-5-asetik asit tiirevi bir seri maddenin
aciklanmasi bu konuda Onemli bir atim oldu. Bu cahsmada c¢ok zayif etkili olmalarma
karsm, parsiyel agonistik aktivite gOstermeyen selektivitesi yiiksek ve peptit yapih
olmayan anjiyotensin Il reseptor antagonisti iki bilesik, S-8307 ve S-8308 tanmlandi
flag tasarrminda yol gbsterici bir 6rnek olarak bu bilesiklerin molekiiler modellerinin
cikarimasi, anjiyotensin II etkin kismmm (biyolojik aktiviteden sorumlu molekiiler yapr)
daha yakmdan taklit edilmesi hipotezini diislindiiriir. Bu ¢ahsmalarm sonunda, farkh
basamaklarda yapilan degisikliklern aciklanmasiyla oral, aktif, giichi, secici ve peptit
yapth olmayan bir Anjiyo Tensin | (ATi1) reseptor antagonisti olan losartan
gelistirimistir. Losartann  klnik kullanmu 1995 yilinda onaylandi. O giinden bu yana,
klinkk kullanmma alt1 ATi-reseptor antagonisti daha girdi. Tiimii onaylanan bu bilesikler
ya bifenl metil tirevi ya da tienimetilakrilik asit tiirevleridir. Parsiyel agonistik
aktiviteden yoksun olmalarma karsm, sdz konusu ATi-reseptdr antagonistlerindeni peptit
yapih olmayan ATi-reseptdr agonistleri sentez edilebildi. Metil grubu gibi kiiclik yapisal
bir degisiklik sonrasi glici bir antagonistin agoniste doniistiiriilebilecegi gosterildi.

Bu ilaglar anjiyotensin II'nin olusturdugu damar diiz kaslarmda kasima, hizh
pressOr  yanttlar, yavas pressor yantlar, susuzluk, vazopresin  salglanmasim,
aldosterone  salglanmasmi, ~ stirrenal ~ medulladan  katekolamin  salgilanmasin,

noradrenerjik ndrotransmisyonu  arttwrmasmi, sempatk tonusu arttrmasmi, bobrek
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fonksiyonlarmi degistirmesini ve hiicresel hipertrofi ve hiperplaziyi hem in-vivo hem de
in-vitro olarak giicli ve secici bir bicimde inhibe ederler.81.82

2.11.1. Kandesartan

Kandesartan sileksetil mide bagrsak kanalmdan emilimi swasmda biitiiniyle aktif
sekli olan Kandesartana hidrolize olan inaktif ester yapih bir on ilagtr. Oral uygulamayi
izleyen 3-4 saat icerisinde doruk plazma diizeyine ulasw. Plazma yarlanma omrii yaklask
9 saattir. Kandesartann plazma klerensinin % 33’ bobrekler, % 67’si safra yoluyla
saglanr. Plazma klerensi hafif ve orta dereceli karaciger yetersizlifinden etkilenmemekle
birlikte bobrek yetmezliginden etkilenir. Kandesartan oral yoldan giinde 1 ya da 2 kez 4-

32 mg arasmdaki dozlarda kullanilir.®3

Sekil 2.4. Kandesartan etkin maddesinin kimyasal yapisi

2.11.2. Eprosartan

Oral uygulamadan yaklask 1-2 saat sonra plazma doruk diizeyine ulasr. Plazma
yarflanma Omrii 5-9 saat kadardr. Eprosartan glukuronid konjugatma metabolize edilir.
Hem anabilesik hem de glukuronid konjugati bobrek ve safra yoluyla elimine edilir.
Plazma klerensi hem bobrek hem de karaciger yetersizliginden etkilenir. Eprosartanin
onerilen dozu 400-800 mg/giin olarak tespit ediimistir. Giinlik doz bir defa ya da ikiye

boliinerek alnir.8*
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Sekil 2.5. Eprosartan etkin maddesinin kimyasal yapisi

2.11.3. Irbesartan

Oral uygulamay1 takiben yaklasik 1.5-2 saat i¢cinde doruk plazma diizeymne ulasir.
Plazma yarilanma omrii 11-15 saat kadardr. Irbesartan da eprosartan gibi glikuronid
konjugatma metabolize edilir. Ana bilesik ve konjugat bobreklerden % 20, safra yoluyla
% 80 orannda atilir. Irbesartann plazma klerensi bobrek yetmezligiyle hafif ve orta
dereceli karaciger yetersizliginden etkilenmez. Irbesartann oral dozu giinde bir defa 150-

300 mg’dir.%5
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Sekil 2.6. Irbesartan etkin maddesinin kimyasal yapisi

2.11.4. Losartan

Oral yoldan kullanilan losartanin yaklasik %14 kadari, losartandan ¢ok daha giighi
bir ATi-reseptdr antagonisti olan 5-karbosiklik asit metaboliti EXP3174’¢ donisiir.
Losartanm EXP3174 ve diger imaktif metabolitlerime doniismesine CYP2C9 ve CYP3A4
aracilk eder. Oral kullammdan sonra losartan 1 saat, EXP3174 ise 3 saat i¢cinde doruk
plazma diizeyine ulasr. Losartanin plazma yarlanma omrii 2.5 saat, EXP3174ln ise 6-
9 saat araligmdadr. Plazma klerensleri ise losartanm 600 mL/dk, EXP3174’{in 50 mL/dk
olarak bulunmustur. Losartann bobrek klerensi 75 mL/dk, EXP3174’in 25 ml/dk’dir.
Karacigerde metabolize olup safra yoluyla atihrlar. Giinlik kullanmu bir kerede ya da

ikiye bolinerek 25-100 mg arahgindadir.86. 87

31



H;

Sekil 2.7. Losartan etkin maddesinin kimyasal yapisi

2.11.5. Olmesartan

Olmesartan, mide bagwrsak kanalndan emildigi siire igerisinde, biitliniyle aktif
sekli olan olmesartana doOniisen ester yapisinda maktif bir On ilagtw. Oral kullanmu
izleyen 1.4-2.8 saat igerisinde doruk plazma diizeyine erisir. Plazma yarilanma 6mrii 10-
15 saat arasmdadir. Olmesartann plazma klerensi bobrek ve safradan atilarak gerceklesir.
Bobrek yetmezligi ve karaciger hastalklarmda olmesartann plazma klerensi diisse de
hafif ya da orta dereceli yetersizliklerde doz ayarlanmasi gerekmez. Olmesartan

medoksomil, oral yoldan giinde tek doz, 20-40 mg olarak kullanilir.88: 89
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Sekil 2.8. Olmesartan etkin maddesinin kimyasal yapisi
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2.11.6. Telmisartan

Oral uygulamada yaklasik 0.5-1 saat sonra doruk plazma diizeyine ulaswr. Plazma
yarilanma Omrii yaklasik 24 saattir. Telmisartan dolasimdan esas olarak safra yoluyla ve
degismeksizin atilr. Plazma klerensi, bobrek yetmezliginde degismemekle birlikte
karaciger yetmezligi olanlarda degisir. Oral yoldan onerilen dozu giinde bir kez 40-80

mg’dlr 90, 91

H,C

Sekil 2.9. Telmisartan etkin maddesinin kimyasal yapisi

2.11.7. Valsartan

Oral uygulamay1 izleyen yaklasik 2-4 saat iginde doruk plazma diizeyine ulasir.
Plazma yarlanma Omrii yaklask 9 saattir. Emilimi gida maddeleriyle 6nemli derecede
azalr. Karacigerden safra yoluyla atilir (total klerensin yaklasik % 70°I). Plazma klerensi
bobrek yetersizligi olan hastalarda degismemekle birlikte karaciger yetersizligi olan

hastalarda degisir. Oral yoldan, giinlik 80-320 mg arasi tek doz olarak onerilir.92: 93
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Sekil 2.10. Valsartan etkin maddesinin kimyasal yapisi

2.12. p-Adrenerjik Reseptor Agonistleri

B -Adrenerjik Reseptor Agonistleri pek ¢ok klink ortamda uygulanmasma karsm,
glinimiizde astim (geri donisiimli hava yollu obstriksiyonu) hastalarmda  goriilen
bronkokonstriiksiyonunun ya da kronik obstruktif akciger hastaignm (KOAH)
tedavisinde de kullanilmaya baglanmistr. Ayrica erken dogum kasimalari ile sokta
gorilen tam kalp durmasmmn tedavisinde ve cerrahi sonrast gorillen kardiyak
dekompensasyonun kisa siireli tedavisi ile konjestif kalp yetmezligi yada miyokart
infarktiisii goriilen hastalarda da kullanim alani bulunmaktadir.

2.12.1. B2 Secici Adrenerjik Reseptor Agonistleri

Astin tedavisinde [ reseptor agonistlerinin belli bash yan etkilerinden birisi
kalpteki B1 reseptorlerinin uyariimasi sonucu ortaya ¢ikar. Bu sebeple, f1 reseptorlerinden
ziyade B2 reseptorlerine afinite gosteren ilaclar gelistirilmisti. Ancak bu seciciik mutlak

anlamda degildir ve bu ilaglarin yiliksek derisimde verilmeleri halinde kaybolmaktadir.
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Astim tedavisinde bazi B2 segici agonistlerinin faydalarmi arttwran ikinci bir strateji
ise daha diisik dozda metabolizma ve yiksek oranda oral biyoyararlanmm
(katekolaminlere kiyasla) miimkiin kilan yapisal bazda gergeklestiriimis degisikliklerdir.
Hidroksil gruplarmi, fenil halkasmn 3 ve 5 numarah pozsyonlarma yerlestrmek ya da 3
numarah pozsyona hidroksil grubu yerine farkh bir bilesik eklenmesi, gerceklestirilen
yapisal modifikasyonlardan bazlaridr. Bu degisiklikler: metaprotenol, terbutaln ve
abuterol gibi COMT substrati olmayan ilaglarm olusmasma sebep olmustur.
Katekolaminlerin amino grubundaki biiyilk parcalar, o reseptorlerine daha az
reseptorlerine ise daha fazla etki edimesine ve MAO metabolizmasmmn azalmasmi
saglamistir. Pulmoner P2 reseptorleri iizerindeki aktivasyonu yogunlastrmak i¢in
gerceklestirilen son strateji ise ilacm aerosol halinin diisik dozlar halinde inhalasyon
yoluyla uygulanmasidir. Bu sayede bronglardaki B2 reseptorleri etkin bir sekilde uyarimug
olurken, ilacm sistemik derisimi son derece diisik diizeyde kalmig olur. Sonug olarak,
oral tedaviyi smrrlayabilecek kardiyak 1 reseptorlerinin veya tremorlara sebep olabilecek
iskelet kasmdaki P2 reseptorlerinin uyarilmasi1 potansiyeli daha diisiiktiir.””

2.12.1.1. Terbutalin

Terbutalin B2 segici bronkodilatér 6zellikli bir bilegiktir. Bir rezorsinol halkasi
tasidigndan COMT metilasyonunda substrat olarak kullamlamaz. Oral, subkutan ya da
inhalasyon yolu ile almmmda etki gdsterir. Inhalasyon wveya parenteral yolla
uygulandiktan sonra hizla etkisini gosterir; inhalasyon ile verilmesi sonrasi etkisi 3-6 saat
arasi devam edebilir. Oral uygulamasi halinde etkisini gdstermesi 1-2 saati bulur.
Terbutalin akut bronkospazm ve obstruktif hava yolu hastalklarmm uzun siireli

tedavisinde kullanilir.%4
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Sekil 2.11. Terbutalin etkin maddesinin kimyasal yapisi

2.12.1.2. Formoterol

Etkisi uzun stireli olan, B2 segici agonisti olan bir bilesiktir. Terapotk dozunun
mnhalasyon seklinde uygulanmasi ile bronkodilasyon birka¢ dakika icinde kendini gosterir
ve etkisi 12 saate kadar devam eder. Yiiksek oranda lipofilk Ozelliktedir ve [2
reseptorlerine yiiksek oranda afinite gosterir. Diger pek cok P2 secici agonistlerinden
farkl olarak gece astmm gibi durumlarla karsi karstya kalndiginda son derece faydah
olan uzun etki siiresidir. Formoterol’iin uzun etki siiresinin altnda yatan neden plazma
membranlarindaki ¢ift lipid tabakasmm arasma girebilmesi ve buradan diisik diizeyde
difiize olarak P2 reseptorleri lizerindeki uyarici etkisini gdstermesidir. FDA tarafindan
astim, bronkospazm tedavisi, egzersiz-kaynakh bronkospazmmn profilaksisi ve kronik
obstruktif pulmoner hastalk (KOPH) tedavisinde kullamimasi onaylanmustr. Kisa etkili
B2 agonistleri, glukokortikoidler (inhale veya sistemik) ve teofilin ile aym anda

kullanilabilir.94
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Sekil 2.12. Fomoterol etkin maddesinin kimyasal yapisi

2.12.1.3. Salmeterol

12 saatten daha fazla etki siiresme sahip bir segici P2 reseptor agonistidir.
Albuterole kiyasla reseptorlere karsi en az 50 kat daha giichi bir secicilik gostermektedir.
Semptomatik rahatlama saglar ve akcigerlerde rahatlamaya yol agarak KOAH
hastalarmmn yasam kalitesini yiikseltir; bu ac¢idan bakildiginda, bir kolinerjik antagonist
olan ipratropium kadar etkili ve oral teofiinden ise daha fazla etkilidir. Inhale
ipratropiyum ya da teofiin ile birlikte kullamlirsa; ilave etkiler gostermektedir.
Formoterol gibi yiiksek derecede lipofilktr ve uzun bir etki siiresine sahiptir; bu uzun
stireli etki salmaterolin, P2 reseptorlermn spesifik bir bolimine baglandigm
gostermektedir.  Anti-enflamatuar etkisi de mevcut olabilir. Salmaterol, CYP3A4
tarafindan metabolize ederek primer olarak diski ile atilan o-hidroksi salmaterole
doniistiiriiliir. Inhale salmateroliin etkisini gostermesi nisbeten uzun siirdiigiinden, akut
bronkospazm ndbetlerinde monoterapi  olarak  kullandmast  pek uygun degildir.
Salmeterol ve formoterol, anti-enflamatuvar ajanlar ve diger standart tedavi
yontemlermin uygulanmasma karsm semptomlarm devam ettifi gece astmu hastalarn i¢cin
tercih edilen ilaglardir.®®

Formoterol gibi, salmaterol de genelde iyi tolere edilir. Ancak akciger digmdaki
B2 reseptorlerne etki ederek kalp atim hzmi ve plazma glukoz derigimini arttrma,
titremeler meydana getirme ve plazma potasyum derisimini diisirme gibi semptomlara

sebep olabilir. Salmaterol ginde iki dozdan fazla kullamimamahdr. Ani semptomlart
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ortaya cikarsa kisa siireli etkiye sahip bir B2 agonisti ile tedavi edilmesi gereken akut astim

semptomlarida bagvurulmamalidir.%®
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Sekil 2.13. Salmeterol etkin maddesinin kimyasal yapisi

2.12.1.4. Ritodrin

Ritodrin Ozellikle uterus gevsetmek i¢in gelistirilmis olan bir segici P2 reseptor
agonistidir. Ancak farmakolojik o6zellikleri yne de bu grup igindeki diger ajanlara
benzemektedir.

Ritodirin oral uygulamasmmn ardmdan hizla ancak kismi olarak (% 30) emilir ve
lacm % 90’k bolimii idrarla inaktif konjugatlar halinde atilir: ritodrinin yaklasik %
50’si, Intravenéz uygulamasi sonrasi degismeden atilr. Ritodrinin farmakolojik
ozelikleri kompleks yapidadr ve  Ozellkle hamilelerde heniiz tam  olarak

aydmlatilamamistir.®®
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Sekil 2.14. Ritodrin etkin maddesinin kimyasal yapisi

2.12.1.5. Salbutamol

Salbutamol segici bir B2 adrenoreseptdr uyaricisidr. inhalasyon islemini takiben
bronglara etki eder ve B1 ve P2 uyaricisi olarak islev goriir. 48 saat igerisinde % 77-97’lik
kisnu idrar ile atilr. Yaklask % 60°hk kismu 4-0-ester metaboliti seklinde viicuttan atilir.
Ik almdan sonra kanda goriilmesi i¢in 2-3 saat gegmesi gerekir. Plazmada bulunma oram

son derece diisiiktiir.®’
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Sekil 2.15. Salbutamol etkin maddesinin kimyasal yapisi

2.12.1.6. Ebselen

Ebselen  (2-fenil-1,2-benziselenazol3(2H)-on)  olarak  isimlendirilen,  toksik
olmayan seleno-organik bir etkin maddedir. Anti-inflamatuvar, anti-aterosklerotik ve
antioksidan ozelliklere sahiptir. Tiyollere ve hidroperoksitlere karsi yiiksek bir afinite
gosterir. Antioksidan bilesikler olarak bilinen tokoferol ve probucol gbi bilesikler serbest
radikalleri slipiirme Ozelligi gosterirken ebselen molekiilii direk olarak organik
hidroksiperoksi-lipidlere kars1 stipiiriicti etkisini gosterir.  Genel mekanizma olarak bu
Ozelligi ile ahgilagelmis antioksidanlardan farkli bir yol izler. Lipid peroksidasyon

ozelligi diger antioksidan molekiillere kars1 gorece diisiiktiir.%®
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Sekil 2.16. Ebselen etkin maddesinin kimyasal yapisi

2.13. Spektroskopik Yontemler

Spektroskopik yontemler atomik ve molekiiler spektroskopiye dayanan; genis bir
analitk yontemler grubu olarak isimlendirimislerdir. Spektroskopik yontemler bir¢ok
amaca hizmet edebilirler. Ornegin; organk ve inorganik bilesiklerin nitel ve nicel
analizlerinde, asit-baz denge sabitlerinin saptanmasmnda ayrica yeni sentezlenen ya da
kesfedilen bilesiklerin molekiil yapilarmmn aydmlatimasmda spektroskopik yontemlere
sikhkla basvurulmaktadwr. Spektroskopi kavrami gegmiste goriiniir bolge smlarmm farkh
dalga boylarma ayrimasi ve bunun sonucunda spektrumlarmmn elde edilmesi kavramu
olarak  kullamlrken giinlimiizde teknolojinin  ilerlemesi ve yeni spektroskopik
yontemlerin  kesfiyle birlikte elektromanyetik ismlarm madde ile etkilesimini inceleyen
genel bir bilim dah olarak tammlanmustr. Daha 6nce spektroskopi temel olarak yalnizca
elektromanyetik 1s1ma ile madde arasmda olan etkilesimler bagh olarak madde hakkmnda
bilgi edinmemizi saglard;; ancak giiniimiiz i¢cin spektroskopinin kapsamu madde ve diger
enerji tiirleri arasmdaki etkilesimleri de icerecek sekilde genisletilmistir.%°

Elektromanyetik 1s1ma dalga ve pargacik yapisinda bulunan uzayda ¢ok biiyikk bir
hizla hareket eden, pek ¢ok yapiya girebilen bir enerji sekli olarak tammlanmistr. Eger
cahsmada, elektromanyetik 1smmn madde (atom veya molekiiller) tarafindan yayilimu

irdeleniyorsa; yayilma (emisyon) buna karsm sogurulmasi inceleniyorsa; sogurma

(absorpsiyon)  spektroskopileri  olarak  isimlendirilir. Ismn molekiiller tarafindan
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sogurulmast molekiildeki atomlarm biyiikligi, tiirli, molekiiler yapist gbi Ozelliklerine
bagh oldugundan spektroskopik yontemler maddelerin yapilarmm ve stereokimyasal
Ozelliklerinin - saptanmasi, bulunmasi ve saflk kontrolii gbi ¢ok genis bir alanda
uygulanmaktadr.  Spektroskopik analizlerde yontemin prensibine goére madde {izerine
dalga boyu 110 nm den 30000 nm’ye kadar degisen farkh ismlar gonderilebilir. Biitiin bu
dalga boylarmda isima yapabilecek ve hangi dalga boylarmm yayilim yahut sogrulma
oldugunu saptayabilecek tek bir cihazin tasarlanmasi miimkiin olmadigndan, belirli dalga
boylar1 arasmda ¢alisan birbirinden farkh cihazlar gelistirimisti. 110-1000 nm dalga
boylarmda 1sma yapan cihazlara ultraviyole ve goriniir alan, 2500-30000 nm dalga
boylarmda calsan cihazlara infrared ve dalga boylar yiizlerce metreye kadar degisen
radyo dalgalartyla calisan cihazlara da niikleer manyetik rezonans cihazlari adi verilir. Bu
cihazlarm gecerli oldugu alandaki spektroskopilerine de swrasiyla Ultraviyole-Goriiniir
Bolge Absorpsiyon (UV-Visible), Infrared (IR) ve Nikleer Manyetik Rezonans (NMR)
spektroskopileri adi verilir, 100

2.13.1. Elektromanyetik Isima (Radyasyon) ve Genel Ozellikleri

Ism veya elektromagnetik 1s1ma (radyasyon) uzayda ¢ok biiyikk bir hizla hareket
eden bir enerji seklidir. Uzayda sk dalga seklinde hareket eder. Elektromanyetik 1smma
hem dalga hem de tanecik ozelliklerini tastyabilmektedir. Elektromanyetik 1sm klasik
sinus dalga boyu Ozellikleriyle agiklanabilecek baz parametrelere sahiptir. Bunlar; dalga
boyu, frekans, periyot, hiz, dalga sayisy, krmm ve genliktir. Elektromanyetik ismm
sogurma ve yaylma ile ilgili Ozellikleri icin dalga teorisi tek basma yeterh
olamamaktadr. Sogurma ve yaylma Ozellkleri i¢in pargacikk modeli gelistiriimistir. Bu
modele gore elektromanyetik i1sm, enerjileri 15 frekanst ile iliskili olarak degisebilen ve
foton adi verilen pargaciklar veya dalga paketlerinden olusmustur ve maddesel ozellikler

gostermektedir.
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Elektromanyetik 1s1ma elektriksel alan ve manyetik vektorlerin ikisine de sahiptir.
Bu iki alan sinusoidal 6zellik gosterir Ve bu iki vektor hem ismmn yayilma yoniine hem de

birbirlerine dik ac¢idadr. Madde ile elektromanyetik 1smm etkilesmesi bu iki vektor

sayesinde olusur (Sekil 2.17).

Gen“k:[ > ~__}. Dalgaboyu
\ Elektrik vektor
Ii - = Manyetik vektSr

<

Sekil 2.17. Elektromanyetik dalga

Yayilma ySna

2.13.2. Elektromanyetik Spektrum Diagramm
Sekil 2.18°de goriildiigii gibi elektromanyetik spektrum, cok genis bir dalga boyu
ve frekans (enerji) arahgm icine almaktadr. Spektroskopik Olclimlerin esas aldig

bolgeler Sekil 2.18’te gosterilmistir.10t
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Sekil 2.18. Elektromanyetik spektrum bolgeleri

2.13.3. Isinin Absorplanmasi

Cesitl dalga boylarmda 1sm iceren bir demet, seffaf ve saydam bir ortamdan

gecirilirse, icinden baz dalga boylarmm kayboldugu gozlemlenir. Bu olaya 15mmn
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absorplanmasi denir. Absorpsiyon yoluyla 1sm enerjisi maddenin atom, Iyon Ve
molekiillerne aktarihr. Boylece 1sm enerjisini  absorplamis olan iyon, atom veya
molekiiller uyarimis hale gegerler. Uyarlmig bir atom veya molekiilin 8-10 saniye kadar
Oomrii vardr. Bundan sonra absorpladigi sm enerjisini geri vererek tekrar eski haline veya
temel haline doner. Madde tarafindan absorplanan 1sm enerjisinin  geri verilmesi,
genellikle 1s1 seklinde olur ve madde az ¢ok ismr. Bazz maddelerde ise absorplanan ism
enerjisi daha uzun dalga boylu ismlar halinde yaymlanr. Buna fotoliiminesans olayi
denir. Bu olaym c¢ok kisa siireli olanma floresans, daha uzun siireli olanma fosforesans
ad1 verilir, 102

Bir maddenin temel haliyle uyariimis halleri arasmdaki enerji farklari, baska bir
maddeninkinden farkh oldugundan, her maddenin kendine Ozgli bir absorpsiyon
spektrumu vardr. Absorpsiyon spektrumlar1 genel olarak iki kisma ayrilr.192

v Atomik Absorpsiyon Spektrumlari

v Molekiiler Absorpsiyon Spektrumlari

2.13.4. Atomik Absorpsiyon Spektrumlan

Polikromatik bir UV-Goriiniir Bolge 1sm tek atomlu civa veya sodyum gaz gibi
bir ortamdan gegirilirse demetten bazi smlarm kayboldugu goriilir. Sodyum buharindan
sm gecirilirse  sar1 ismm  kayboldugu goriiliir. Sari 1smn sodyum atomlart tarafindan
adsorplanmasi, sodyum atomlarmda 3s enerji seviyesinde bulunan bir elektronun sari
smi absorplayarak 3p enerji seviyesine ¢ikmasiyla agiklanabilir.'%2 Atomlarm en dis
tabaka elektronlarmm uyarimasi {iizerine kurulmus olan spektroskopi dalma atomik
absorpsiyon spektroskopisi denir.192

2.13.5. Molekiiler Absorpsiyon Spektroskopisi

Molekdiller, UV, goriiniir ve infrared wsmlar1 ile uyariddiklart zaman, kuantlagmug

olan 3 tip gecis goriilir. Bunlar elektronik gegisler ve 1sm ile olusturulabilen titresim ve
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donme gecisleridir. Bir molekiiliin toplam enerjisi ET;

Et = Eelektronik + Etitresim + Edonme

Elektronik gecis enerjisi; molekiilin ¢esitli dis orbitallerindeki elektronlarla iliskin
enerji, titresim enerjisi; atomlar arasi titresimlere iliskin enerji, donme enerjisi ise

molekiil agrhk merkezi etrafinda donmesine iliskin enerjidir.®® 100

Titresim ve donme gegisleri ¢ok atomlu molekiiller i¢in gegerlidir (Sekil 2.19).
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Sekil 2.19. Bir molekiil i¢in elektronik, titresimsel, rotasyonal enerji seviyelerini gdsteren
enerji diyagrami

Elektronik gecisler dalga boylart 200-800 nm arasinda olan UV ve goriiniir bolge
smlartyla gergeklesir.

Molekiiler absorpsiyon spektroskopisinin, atomik absorpsiyon spektroskopisinden
en Onemli olan farki atomik absorpsiyon spektroskopisinde birbirinden farkh dalga
boylarmda keskin ¢izgiler meydana gelmesine karsik, molekiller absorpsiyon
spektroskopisinde, bircok dalga boylarmi i¢ine alan genis absorpsiyon bantlarmnmn

meydana gelmesidir. Bir molekiilin UV-Goriinir Bolge Absorpsiyon spektrumu,
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molekiiiin bag elektronlarmdan birinin bir foton enerjisini absorplayarak bir {ist
elektronkk seviyeye gegmesi seklinde agiklanabilir.

Bir maddenin ¢ozeltisinden polikromatik bir 1sm demeti gegirildiginde, demette
bulunan baz wsmlar madde tarafindan absorplanr ve 1sm demeti ¢ozeltiden siddetinden

bir miktar kaybederek ¢ikar (Sekil 2.20).99 102

b (cm)

c(gl") >

Sekil 2.20. Absorblayan bir ¢ozeltiye giren PO siddetindeki 1sm demetinin P siddetine
diigmiis olarak ¢ikmasi

Po ()

€

(

Cozeltiye Po siddetinde giren 1sm ¢ozeltiyi P siddetinde terk eder. Fotonlarla 1sm
absorblayan atom veya molekiiller arasmdaki etkilesimin sonucu olarak 1smm giicii
PO’dan P’ye diismiis olur. Buna gére 1sm demetinin ortamdan ge¢gme oranma gecirgenlk

(T) ad1 verilir,%9: 102

T=—
P

Seklinde gosterilir.

Gegirgenligin eksi logaritmas: absorbans (A) olarak adlandirilir ve absorbans

A=-log,,T=- IogpE

0
seklinde formiile edilir. Cahsmalarda absorplanan s miktar1 ya gecirgenlk ya

da absorbans olarak verilir. Gegirgenlik, genellikle ylizde olarak verilir:
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%T = E100
P

0

Bir ¢ozeltinin absorbansy, 1smn ¢ozelti icinde aldig yolla (b) ve ¢ozeltide
absorpsiyon yapan taneciklerin derisimiyle (c¢) dogru orantihdw. Bu iligki Lambert-Beer
kanunu olarak adlandirilir:

A=¢b.c

seklinde verilir ve burada ¢ molar absorptivite katsayis1 olarak adlandirilir.

Lambert Beer Kanunu asagidaki denklem ile de ifade edilebilir.192

P=Pg. 10 - &bc

2.13.6. Lambert-Beer Kanunundan Sapmalar

Lambert-Beer kanunu sadece ¢ok seyreltik ¢ozeltilere uygulanabilen bir kanundur.
Bunun nedeni yikkli taneciklerin bubirmn yik daghmm etkilemeleri  veya
degistirmeleridir. Yik dagihmu degisen bir tanecigin absorplama kabiliyeti ¢ok degisir.
Bu da derisimle absorbans arasmdaki lineer bagmtmm bozulmasma neden olur.
Absorplayan maddenin derisimi  diistik olabilir fakat yannda bulunan maddelerin
derisimi yiiksek olursa yine sapma gozlenebilir. Kanundan sapmalar ortamda yiikhi
tanecikler bulundugu zaman daha da biiylk olur. Sapmalar;

1- Cihazdan gelen sapmalar

2- Kimyasal maddelerden gelen sapmalar

3- Analizci hatasmdan gelen sapmalar

seklinde lige ayrilabilir.%9 102

2.13.7. UV-Goriiniir Bolge Absorbsiyon Spektrofotometreleri

Spektrofotometre, elektromanyetik 1smmn dalga boyunun bir fonksiyonu olarak
numunenin  absorbans ya da gecirgenligini Olgmek icin kullandan bir cihazdr. UV-

Gorliniir Bolge Absorbsiyon spektrofotometreleri, 110 nm’den 1000 nm arasmda degisen
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dalga boylarinda calgirlar. Ancak 110 nm ile 200 nm dalga boyu araligi kritiktir. Diigiik
dalga boyu yiksek enerji barmdwran bu yontemle ¢ahsan cihazlar vakum o6zellikli ve
oldukga pahah cihazlardr. Bu sebeple, ¢ok 0Ozel arastrmalar disndaki cahsmalarda
genellikle laboratuvarlarda kullanilan spektrofotometri cihazlart 200 nm ile 800 nm dalga
boyu araligmda c¢ahgmaktadilar. Spektrofotometrelerde elektromanyetik 1sm kaynag
olarak iki farkh lamba kullanilir ve bunlar déteryum ve tungsten lambalaridr. Doteryum
lambasi yaklagik olarak 160-400 nm arahginda i1sm {iretmek i¢in, Tungsten lambasi ise
350-2500 nm arasmda 1sm iiretmek icin tercih edilmektedir.99. 102

UV-Goriiniir Bolge Absorbsiyon Spektrofotometreleri yapilarma gore iki kisma
ayrilrr;

1- Tek smli spektrofotometreler

2- Cift smh spektrofotometreler
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Antioksidan Kapasite Tayininleri
Antioksidan Olglimlerin  gergeklestirilebiimesi i¢in gerekli olan kimyasallar ve bu

kimyasallarin tedarik edildigi yerler Tablo 3.1°de verildi.

Tablo 3.1. Antioksidan kapasite tayininlerinde kullanilan kimyasal maddeler

Kimyasal Madde Firma

Amonyum tiyosiyanat Sigma-Aldrich
CuCkL2H20 Sigma-Aldrich
2,2'-Azino-bis(3-etilbenztiyazolin-6-siilfonik asit) (ABTS) Sigma-Aldrich
Demir 1T kloriir (FeCl2) Sigma-Aldrich
1,1-Difenil-2-pikril-hidrazil (DPPH) Sigma-Aldrich
Amonyum Asetat Sigma-Aldrich

6-Hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilik asit (Trolox)  Sigma-Aldrich

Neokuproin Sigma-Aldrich
Tripridil-s-Triazin (TPTZ) Sigma-Aldrich
Hidroklorik Asit (HCI) Sigma-Aldrich
Potasyum persiilfat (K2S20sg) Sigma-Aldrich
Demir (III) Kloriir Sigma-Aldrich
Sodyum fosfat dibazik Sigma-Aldrich
Etanol (Analitik Grade) Sigma-Aldrich
Metanol (Analitik Grade) Sigma-Aldrich

3.2. Cahsmada Kullamlan fla¢ Etkin Maddeleri
Antioksidan, antikolinesteraz ve lipid peroksidasyon degerlerine bakilan

ila¢ etkin maddelerinin isimleri ve tedarik edildikleri birimler Tablo 3.2’de verildi.
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Tablo 3.2. Calismada incelenen ilag etkin maddeleri

Ila¢ Etkin Madesi Firma

Valsartan Sigma-Aldrich
Olmesartan Sigma-Aldrich
Telmisartan Sigma-Aldrich
Terbutalin Sigma-Aldrich
Irbesartan Sigma-Aldrich
Ritodrin Sigma-Aldrich
Losartan Sigma-Aldrich
Candesartan Sigma-Aldrich
Salbutamol Sigma-Aldrich
Fomoterol Sigma-Aldrich
Amlodipin Sigma-Aldrich
Ebselen Sigma-Aldrich
Salmaterol Sigma-Aldrich
Enalapril Sigma-Aldrich
Kaptopril Sigma-Aldrich

3.3. AChE ve BuChE inhibisyon Aktivitesi Tayininleri

Tablo 3.3. AChE ve inhibisyon aktivitesi tayininlerinde kullanilan kimyasal maddeler

Kimyasal Madde

Firma

Asetilkolinesteraz (AChE, E.C. 3.1.1.7, electric eel)
5,5-Ditiyobis-(2-nitrobenzoik asit) (DTNB)
Asetiltiyokolin iyodid (ATCI)

Butiriltiyokolin iyodid (BTCI)

Neostigmin bromiir

Tris Tamponu

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
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3.4. Aletler ve Cihazlar

Tablo 3.4. Calsmada kullanilan alet ve cihazlar

Cihaz Marka
Etiiv Memmert Typ. UM 500
pH metre Mettler Toleo

Hassas terazi
Ultrasonik banyo
UV Spektrometresi
Vorteks

Scaltec SBA 31

Bandelin Sonorex RK 255 H
Thermo Scientific Multiskan GO
Isolab Vortex Mixer VM-20
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4. BULGULAR

4.1. CUPRAC Antioksidan Tayin Yontemi

Oncelikle CUPRAC reaktifi hazirlamak icin 0.4262 gram CuCloe2H20 tartilarak
250 mL saf su icerisinde ¢ozildii (10 mM). Daha sonra asetat tamponu hazrlamak {izere
19.27 gram NHsAc 250 mL suda ¢ozildi. 7.5 mM neocuproin ¢ozeltisi 0.039 gram
Neocuproin bilesignin 25 mL’lik balon jojede %96 saflikta etanol ile hazrlanmasiyla
elde edildi. Daha sonra 60 pL CuCl, 60 pL asetat tamponu, 60 pL neocuproin ¢dzeltisi
ve 66 pL numuneden olusan ¢ozelti karstrildl. 30 dakika inkiibe edildi ve 450 nm dalga
boyunda Olgiimleri alndi.  Yontem Cu(ll) Neocuproin kompleksinin  ortamdaki
antioksidan etki gosteren bilesikler vasttastyla Cu(I) Neokuproin’e doniismesi ve bu
kompleksin 450 nm dalga boyunda verdigi absorbansa dayanmaktadr. Kontrol numunesi
olarak Troloks kullanddi. Her bir derisinde 6 farkh Troloks numunesi alndi ve
absorbanslari okundu. Her bir derisime karsi gelen ortalama absorbans degerleri Tablo
4.1°de verildi. Derisime karsi absorbans grafiginin lineer oldugu 1-100 pg/mL ¢alisma
arabgmm kalibrasyon egrileri tiiretildi (Sekil 4.1) ve istatistiksel hesaplamalar1 yapildi
(Tablo 4.2). Daha sonra ilag numuneleri 6’sar drnek olacak sekilde aynmi yontemle Olgiildii
ve troloks esdeger antioksidan kapasiteleri hesaplandi. Ortalama esdeger troloks

miktarlar1 Tablo 4.3’de verildi.

Tablo 4.1. Troloks derigimlerine karsiik gelen absorbans degerleri

Derisim 1 250 500 750 1000 1500 2000 30.00 40.00 7500 100.00
pg/mL

0104 0127 0144 0162 0188 0248 0284 0382 0483 0873 1139

0106 0132 0148 0164 0191 0249 0274 0390 0482 0876 1142

0109 0134 0140 0163 019 0248 0281 0392 0481 0875 1145

0112 0125 0142 0170 0192 0254 0283 0391 0491 0871 1136

0113 0126 0150 0161 0183 0240 0288 0384 0488 0.872 1146

0115 0122 0148 0164 0191 0241 029 0374 0480 0876 1140

wZ>WOTOoOnwwW D>
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Sekil 4.1. Derisime karsiik absorbans grafigi

Tablo 4.2. Kalibrasyon egrisinin istatistiki degerleri

j CA a
Yontem (ug/mL) LR Sa Sh

R2

CUPRAC 1-100 y =0.0104x +0.0855 4 x 10* 7x10°

0.9988

CA: calisma araligi, a:6 kalibasyon egrisi, LR: lineer regresyon, Sa: regresyon egrisindeki kaymanin

standart sapmas1 Sb: regresyon egrisindeki egimin standart sapmasi, RZ: korelasyon katsayis1

Tablo 4.3. CUPRAC yontemi i¢in ortalama esdeger troloks miktarlar

Tlaglar Trolox esdeger Antioksidan Kapasite
(ng/mL)

Valsartan 11.93
Olmesartan 20.19
Telmisartan 3.96
Terbutalin 17.93
Irbesartan 8.42
Ritodrin 15.27
Losartan 4.47
Candesartan 2.14
Salbutamol 6.43
Fomoterol 25.09
Eprosartan 0.00
Ebselen 0.00
Salmaterol 17.93
Enalapril 6.10
Kaptopril 2.60
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4.2. ABTS Antioksidan Tayin Yontemi

ABTS++ giderme aktivitesi Re ve arkadaglarmm (1999) yaptigi cahsmaya gore
belirlenmistir. Oncelikle 2 mM’ik ABTS ¢dzeltisi hazrland.. Bu ¢ozeltiye 2.45 mM’lik
potasyum persiilfat c¢ozeltisi eklenerek ABTSe+ elde edidi ABTSe+ ¢ozeltisi
kullamlmadan 6nce kontrol ¢ozeltisinin 734 nm’de absorbansi 0.1 M ve pH’s1 7.4 olan
fosfat tamponu ile 0.700+£0.025 ayarland.. Farkh derisimlerdeki (1-40 pg/mL)
ekstrelerinin stok c¢ozeltilerinden 140 pL pleyte almmis ve iizerine 100 pl. ABTSe+
cozeltisi llave edildikten sonra ¢alkalanp 30 dakika inkiibe edilmistir. Tampondan olusan
kore karst 734 nm’de absorbanslari kaydedildi. Kontrol numunesi olarak Troloks
kullanildi. Her bir derisime karsi gelen ortalama inhibisyon degerleri Tablo 4.4’de verildi.
Derisime karst inhibisyon grafigimin lineer oldugu 1-20 pg/mL cahsma arahgmmn
kalibrasyon egrileri tiiretildi (Sekil 4.2) ve istatistiksel hesaplamalar1 yapildi (Tablo 4.5).
Daha sonra ilag numuneleri 6’sar 6rnek olacak sekilde aym yontemle Olgiildii ve troloks
esdeger antioksidan kapasiteleri hesaplandi. Ortalama esdeger troloks miktarlari Tablo

4.6’da verildi

Tablo 4.4. Derisime kars1 gelen ortalama inhibisyon degerleri

Derisim 1 25 5 75 10 12.5 15 175 20

pg/mL

5187  7.854 23.639 37462 47.611 61.014 72296 85.640 97.444
5213  7.850 23.608 37412 47.650 61.040 72.282 85.624  97.440
% Inhibisyon 5145  7.842 23.600 37468 47582 61.020 72296 85.642 97.424
5223 7.874 23.650 37476 47610 61.032 72264 85.618 97.480
5172  7.876 23.661 37482 47620 60982 72314 85660 97.490
5201 7.891 23.642 37470 47620 61.024 72318 85640 97512
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Sekil 4.2. Derisime Karsilk yiizde inhibisyon grafigi

Tablo 4.5. Kalibrasyon egrisinin istatistiksel degerleri

Y ontem

CA
(ug/mL)

LR2 Sa Sh

RZ

ABTS

1-20

y=4.9584x - 1.452 4 x10* 7x10° 0.9981

Tablo 4.6. ABTS yontemi i¢in ortalama esdeger troloks miktarlari

Tlaglar Troloks esdeger ylizde inhibisyon
(pg/mL)

Valsartan 7.19
olmesartan 8.33
Telmisartan 8.43
Terbutalin 93.12
Irbesartan 16.65
Ritodrin 78.33
Losartan 9.70
Candesartan 9.19
Salbutamol 81.61
Fomoterol 62.52
Amlodipin 16.76
Ebselen 15.59
Salmaterol 49.77
Enalapril 44.17
Kaptopril 19.77
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4.3. FRAP

Frap yontemi genel prensip olarak CUPRAC ydntemiyle benzer bir yontemdir. Bu
yontemde inhibisyon yerine oluisan kompleksin derisimine gore absorbans artar. Bu
yizden FRAP ile CUPRAC yontemlerinin korelasyonu diger yontemlere nazaran daha
yiksektir. FRAP numunesi hazrlayabimek i¢in oncelikle 10 mM TPTZ c¢ozeltisi
icerisinde 40 mM HCI asit igerecek sekilde 100 mL balon jojeye alndi ve hacim saf su
ile 100 mL’ye tamamlandi. Baska bir kapta 20 mM FeCls ¢ozeltisi hazirlandi. Ucgiincii bir
kapta ise pH 3.6’da 0.3 M asetat iceren bir asetat tamponu hazrlandi Bu ii¢ ¢ozeltiden
esit hacimlerde almarak 30 mL’lik FRAP ¢ozeltisi elde edildi. Daha sonra bu ¢ozeltiden
285 L pleytlere aktarildi ve tizerine 15 pL 6rnek ilave edildi. 30 dakikalk inkiibasyon
evresinden sonra ¢Ozeltiler 593 nm dalga boyunda oOliildii. Cahsmada kontrol numunesi
olarak Troloks kullanildi. Her bir derisime karsi gelen ortalama absorbans degerleri Tablo
4.7°de verildi. Derisime karsi absorbans grafiginin lineer oldugu 1-50 pg/mL c¢ahsma
arahgmm kalibrasyon egrileri tiiretildi (Sekil 4.3) ve istatistiksel hesaplamalar1 yapildi
(Tablo 4.8). Daha sonra ilag numuneleri 6’sar 6rnek olacak sekilde aym yontemle Slgiildii
ve troloks esdeger antioksidan kapasiteleri hesaplandi. Ortalama esdeger troloks

miktarlar1 Tablo 4.9’da verildi.

Tablo 4.7. Derigsime karsi gelen ortalama absorbans degerleri

Derisim 1 250 500 750 1000 1500 20.00 2500 30 35 40 4500 50.00
pg/mL

0.049 0110 0156 0243 0327 0448 0622 0.738 0893 1038 1182 1327 1471

0.051 0112 0152 0240 0330 0450 0622 0.740 0.882 1022 1142 1336 1490

0.049 0113 0158 0242 0332 0444 0624 0740 0878 1026 1145 1338 1.460

0.048 0110 0.156 0244 0336 0448 0628 0742 0894 1042 1136 1320 1482

0.051 0108 0.158 0.244 0324 0442 0620 0.748 0882 1048 1146 1326 1484

nZ>>woOoOnwwm P>

0.049 0110 015 0242 0326 0440 0620 0732 089 1050 1140 1330 1472

56



0,8
0,7
0,6
0,5

0,4

Absorbans

0,3
0,2

0,1

FRAP

10 15 20 25 30
Trolox pg/ml

Sekil 4.3. Derisime karsiik absorbans grafigi

Tablo 4.8. Kalibrasyon egrisinin istatistiki degerleri

.. CA
Y éntem LRe Sa Sh R2
(ng/mL)
FRAP 1-50 y =0,0289x +0,0261 4 x 10* 7x10° 0,9975

CA: caliyma arahgi, a:6 kalibasyon egrisi, LR: lineer regresyon,

standart sapmas1 Sb: regresyon egrisindeki egimin standart sapmasi, R?: korelasyon katsayisi

Tablo 4.9. Ortalama esdeger troloks miktarlari

Sa: regresyon egrisindeki kaymanin

Tlaglar Trolox esdeger Antioksidan Kapasite
(ng/mL)

Valsartan 4.90
olmesartan 11.98
Telmisartan 4.86
Terbutalin 14.13
Irbesartan 4.90
Ritodrin 15.06
Losartan 4.24
Candesartan 17.45
Salbutamol 3.64
Fomoterol 18.60
Amlodipin 8.20
Ebselen 30.88
Salmaterol 3.71
Enalapril 3.98
Kaptopril 3.71
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4.3.1. Lipid Peroksidasyonu

Serbest radikallerin hiicre zarmda olusturdugu Lipid Peroksidasyonu (LPO)’ nun
son Tlriinlerinden olan MDA diizeyini belirlemek icin kullandlan yontemlerin ¢ogu MDA’
nin tiyobarbitiirk asit (TBA) ile verdigi tepkimeyi temel alr. Bir molekill MDA iki
molekiil TBA ile stabil krmuzi renk olusturmak {iizere tepkimeye girer. LPO 6lgtimii,
Ohkawa ve arkadaglarmmn yontemine gére MDA’ nin asidik ortamda TBA ile olusturdugu
rengin 532 nm’ de Olgiilmesi prensibine dayanarak yapildi

Homojenati hazirlamak i¢in 0.5 mL yumurta sarist almarak %10 ‘luk distile su ile
karistrildi ve homojenize edildi. Her bir deney tiipline 0.1 mL homojenizat ve Ornekler
eklendi. Daha sonra 0.07 M’ lik 0.05 mL FeSOs eklenerek 30 dk inkiibasyona birakilds.
1.5 mL % 20’ lik asetik asit, 1.5 mL % 8’ lik TBA (% 1.1 sodyum dodesil siilfat iginde)
ve % 20’lik TCA eklenerek vortekslendi 60 dakika calkalayicih su banyosunda tiipler
kaynatildi. Biraz soguduktan sonra iizerlerime 5 mL biitanol eklenerek 3000 rpm de
santifiiij edildi ve numuneler 532 nm’de spektrofotometrede absorbanslart Slgiildii. Lipid
Peroksidasyona karg1 maddelerin gosterdigi direng Tablo 4.10°da verildi.

Tablo 4.10. Yiizde lipid siiplirme giicii

Tlaclar Yiizde lipid siipiirme giicii
Valsartan 9.85
Olmesartan 43.21
Telmisartan 13.08
Terbutalin 24.28
Irbesartan 21.20

Ritodrin 17.24
Losartan 12.00
Candesartan 14.65
Salbutamol 19.83
Fomoterol 20.08
Amlodipin 20.81

Ebselen 11.32
Salmaterol 68.06
Enalapril 96.97
Kaptopril 71.73
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4.4. Anti-kolinesteraz Aktivite

Calsmada adi gecen ilaglar ile ticari olarak temin edilebilen donezepil bilesigi
referans alnarak Kolometrik Ellman yontemi kullanilarak — degerlendirildi.  Ornekler
dimetilsiilfoksit icinde ¢oziildii ve farkh derisimlere 50 mM Tris tampon ¢ozeltisi (pH
8.0) ile seyreltildi. Tris tampon ¢ozeltisinden 50 puL, 3 mM DTNB g¢ozeltisinden 125 pL,
0.2 U/mL derisimdeki enzin (AChE veya BuChE) ¢ozeltisinden 25 pLve 0.195, 0.39,
0.78, 1.56, 3.125, 6.25, 12.5, 25, 50, 100 ve 200 pg/mL 11 farkh derisimde 25 pL numune
kuyucuklara eklenerek olusan karism 37 °C’ de 15 dakika inkiibasyona bmakild. 15
dakikalk inkiibasyon siiresinin ardmdan her bir kuyucuga 25 pL hacimde 15 mM
derisimde substrat ¢ozeltisi ilave edildi. Tepkime karigimlarmm absorbanslart 412 nm’de
mikroplate okuyucu yardmiyla 45 sn’de bir olmak iizere okutuldu. Yapilan bu islem her

bir pleyt i¢in altt kere tekrarlandi

Tablo 4.11 Yiizde antikolinesteraz inhibisyon degerleri

flaglar Yiizde Antikolinesteraz nhibisyon degerleri
Valsartan 11.00
Olmesartan 7.00
Telmisartan 13.00
Terbutalin 11.00
Irbesartan 27.00
Ritodrin 15.00
Losartan 15.00
Candesartan 19.00
Salbutamol 10.00
Fomoterol 12.00
Amlodipin 14.00
Ebselen 20.00
Salmaterol 15.00
Enalapril 16.00
Kaptopril 7.00
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4.5. Kemometrik Analizler

4.5.1. Hiyerarsik Kiime Analizi

MATLAB bilgisayar progranu kullanilarak kemometrik analizler yapildi — laglar
farkh smiflar altnda degerlendirildi. ik smifta B agonistleri olan salbutamol, salmaterol,
fomoterol, salbutamol ritodrin ve terbutalin yer almaktadr. Ikinci grupta ise valsartan,
olmesartan, telmisartan, candesartan, irbesartan, losartan ve eprosartan etkin
maddelerinden olan angiotensin reseptdr antagonistleri yer almaktadr. Ugiincii grupta
enalapril ve kaptopril yer almaktadr. Dordiinci ve son grupta ise ebselen ve amlodipin
yer almaktadir.

Yapilan Hiyerarsik kiimeleme analizi ile 1 gruptaki B agonistleri olan salbutamol,
salmaterol, fomoterol, ritodrin ve terbutalin net bir sekilde diger gruplardan ayrild1.

Hiyerarsik kiime analizine ait dendogram Sekil 4.4°de verildi.

Dend of Data with Prep

15
14 ’—l—

| | | | | |
0 05 1 15 2 25
Distance to K-Nearest Neighbor

Sekil 4.4. Hiyerarsik kiime analizi dendogranu

Bu yontemde faktdr 4 olarak alndi Kwmuzi ile gosterilen ilag etkin maddeleri 3
agonistleri olarak da bilinen salmaterol, fomaterol, ritodrin, terbiitalin ve salbutamol

bilesikleridir. Yapilan analizde anjiyotensin reseptor antagonistleri ve diger ilaglardan
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kolaylkla ayrildizi ve dendogram agacnda birlikte iliskilendirildigi ac¢ik bir sekilde
goriilmek ted r.

4.5.2. Kismi En Kiiciik Kareler — Diskriminant Analizi (PLS-DA)

B agonistleri olan salbutamol, salmaterol, fomoterol, salbutamol ritodrin ve
terbutalin etkin maddelerine kismi en kiiciik kareler diskriminant analiz yontemiyle de

kiimelestirme c¢aligmas1 yapidi Yapilan PLS-DA analizme dair bilesen analiz degerleri

Tablo 4.12°de verildi.

Tablo 4.12. PLS-DA istatistiki degerleri

Smiflar Smif 1 Smuf 2 Smif 3
RMSEC 0.193 0.266 0.157
RMSECV 0.290 0.436 0.278
CV Bias 0.049 0.023 -0.053
Hassasiyet 0.900 0.889 1.000
Spesifisite 1.000 1.000 1.000

Smif 1 : Salbutamol, Salmaterol, Fomaterol, Ritodrin, Terbutalin
Sinif 2: Valsartan, Telmisartan, Olmesartan, Irbesartan, Losartan, Kandesartan
Smif 3 : Kaptopril, Enalapril

Tablo 4.13. PLS-DA regresyon modeli bilesenleri

X-Blok Y-Blok
Yiizde Toplam Yiizde Toplam
1 34.00 34.00 24.76 24.76
2 28.83 62.83 16.77 41.53
3 12.32 75.15 19.36 60.89

61



on LV 3 (12.32%)

Scores

Sekil 4.5. Kismi Bilesen analizi PLS-DA skor grafigi

Uygulanan PLS-DA yonteminde SIMPLS algoritmasi kullanildi. Faktér 3 olarak

alnd1 ve her bir kiimeye ait RMSEC, RMSECV, Hassasiyet ve Bias degerleri Tablo

4.14°de verildi

Tablo 4.14. Yontem korelasyon matrisi

Lipid Asetil
Yontemler CUPRAC ABTS  FRAP  Peroksidasyonu Kolinesteraz
CUPRAC 1 0.679  0.732 0.000 -0.398
ABTS 0.679 1 0.642 0.097 -0.200
FRAP 0.732 0.642 1 -0.163 -0.236
Lipid 0.000 0.097 -0.163 1 -0.204
Kolin -0.398  -0.200 -0.236 -0.204 1

Kimuzi ile gosterilen B agonistleri net bir sekilde diger ilag gruplarmdan ayridi

Boylece in-vitro antioksidan yontemleri ve lipid peroksidasyonu gibi yontemlere

bakilarak ila¢ etkin maddelerinin profilleri ¢ikartilabilir ve hangi gruba ait olduklar,

olabilecekleri ya da yeni sentezlenen bir ila¢ etkin maddesmin hangi gruplara yakmn

kimyasal ve terapdtik etki gosterebilecegine dair fikir ediniimis olwr. Anian yontemle

yeni sentezlenen etkin maddelerin giicli basit, hizh, tekrarlanabilir ve ucuz yontemlerle

test edilerek literatiirde yer alan terapotik etkisi kantlanmus ilaglarla karsilastrilabilir ve
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yeni sentezlenen etkin madde hakkmnda fikir edinilmis olur. Ayrica biyolojik aktiviteleri
incelenmeden 6nce PLS-DA ve Hiyerarsik Kiime Analizi ile hayvan deneylerine gerek
kalmadan sentezlenen bilesikler On teste tabi tutulur. Bu sayede hayvan, is giicii, zaman
ve madde kaybi en aza indirilir. Her bir madde i¢in almmasi gereken yasal izin ve diger

prosediirler azaltilir.
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5. TARTISMA

Antioksidanlar  hiicreler1 serbest radikal olarak da bilinen stabil olmayan
molekiillerin  zararlarmdan koruyan bilesiklerdir. Yiikseltgenecek bilesige kiyasla ¢ok
diisik derisinde olup oksidasyonu anlamh derecede erteleyen bilesiklere antioksidan
denir. Normalde bir bilesigin antioksidan olarak tammlanabilmesi i¢in 100/1 derisimde
olmas1 gerekmektedir. Antioksidan aktivite antioksidan tiirliyle serbest radikalin yaptigi
tepkimeyle ilgilidir. Antioksidan kapasite ise antioksidan Dbilesiklerden olusan bir
karismin radikalle yaptigi tepkime olarak tammlanr. Antioksidan aktivite tek bir
antioksidan molekiiliniin serbest radikalle yaptigi tepkime hizmi belirtirken antioksidan
kapasite ise siipiirilen serbest radikal miktarma gore hesaplama yapar.® Antioksidanlar,
serbest radikalleri stabilize eder ve olas1 zararlarmi ortadan kaldirrr.

Son yillarda, kontrol edilemeyen oksidatif stresi engellemeye yonelik bircok
calisma yapimaktadw. Yapilan c¢ahsmalar aterosikleroz, karsinogenez, noérodejeneratif
rahatsizliklar, kronik enflamasyon hastalklari, radyasyon hasary, yaslanma, ve diger
patobiyolojik hastaliklarm baglangicmda ve gelisme evrelerinde oksidatif stresm Onemli
bir rol oynadigin1 ortaya koymustur.*-°

Yapilan Olcimlerde CUPRAC, FRAP ABTS in-vitro antioksidan aktivite
yontemleri ile lipid peroksidasyon ve anti-asetilkolinesteraz aktivite Olglimleri farkh
gruplardaki 15 ila¢ etkin maddesi i¢cin arastwrildi ve Olglim sonuglarma gore kemometrik
olarak degerlendirildi. Yapilan ¢alismada CUPRAC Olglimlerine gore antioksidan
aktivite degerleri sralandignda ila¢ etkin maddelermin CUPRAC yontemine verdigi
cevaplara gore sralamasi fomoterol > olmesartan > terbutalin > salmaterol > ritodrin >
valsartan > irbesartan > salbutamol > enalapril > losartan > telmisartan > kaptopril >

candesartan > amlodipin > ebselen sralamasi ortaya ¢ikmaktadir.

64



FRAP olglimiine gore anilan ilaglarm aktivite swalamasi ebselen > fomoterol >
candesartan > ritodrin > terbutalin > olmesartan > amlodipin > valsartan > irbesartan >
telmisartan > losartan > enalapril > salmaterol > kaptopril > salbutamol seklindedir.

ABTS giderme aktivitesine gore yapilan sralamada ise terbutalin > salbutamol >
ritodrin > fomoterol > salmaterol > enalapril > kaptopril > amlodipin > irbesartan >
ebselen > losartan > candesartan > telmisartan > olmesartan > valsartan seklindedir.
Antioksidan aktivite ile ilgili yapilan cahsmalarda her ii¢ yontem arasmnda biiyik bir
paralelik s6z konusudur. Yapilan sralamada [ agonistleri genel olarak on sralarda yer
almigtr. Bunun sebebi ise yapilarmdaki fenolik fonksiyonel gruplardr. Bu grupta yer
alan ilaglar diger ilaglardan farkh olarak yapilarmda aromatik bir fenil halkasi ve bu
halkaya bagh hidroksil gruplarma sahip olmalaridir. Bu 6zellige sahip olan bir ¢cok bilesik
in-vitro antioksidan oOlgtimlerinde yiiksek oranda pozitif yamt verdiler. Bu o6zelliklerinden
dolayr yaptgmiz kemometrik smiflandrmalarda da bahsi gegen ilaglar bir arada
kiimelendi ve diger ilaglardan ayrildi Sartan grubu igerisinde en yiiksek antioksidan
kapasite olmesartan etkin maddesi i¢in saptandi ve bu molekiil igerisindeki hidroksil
gruplarmm diger sartan grubu etkin maddelerine gorece c¢oklugu teorik bilgilerle
Olctimlerin paralellik gosterdigi kanitlandi.

Yontemler arasmda yapilan korelasyon matrisi analizne gbre en biiyik
korelasyon FRAP ve CUPRAC yontemleri arasmda ve 0.732 degeriyle saptandi Ikinci
en biiyiik iliski ise CUPRAC ve ABTS yontemleri arasmda tespit edildi.

Lipid peroksidasyon oOlgiimlerinde ise swralama enalapril> kaptopril> salmaterol>
olmesartan> terbutalin> irbesartan> amlodipin> fomoterol> salbutamol> ritodrin>
candesartan> telmisartan> losartan > ebselen > valsartan seklinde olusturuldu. Enalapril
ve kaptopril etkin maddeleri en yilksek sonuglari verdi. Literatirde de enalapril ve

kaptopril etkin maddelerinin lipid peroksidasyona sebep oldugu ile ilgili bir ¢cok cahsma
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mevcuttur.103-108 By yoniiyle de ¢ahsmamiz literatirde var olan dlgiimlerle ortiismektedir.
Kaptopril ve enalapriln yiksek lipid peroksidasyonu ve gorece disiik antioksidan
etkinligi bu iki ilag etkin maddesinin kemometrik analizlerde aym grup icerisinde
degerlendiriimesini ve kiimelenmesini sagladi Sekil 4.4’te verilen Hiyerarsik kiime
analizi dendogrammnda da mavi ile isareth gosterilen kaptopril ve enalapril etkin
maddeleri aym smif igerisinde yer aldi ve Sekil 4.5’teki Kismi En Kiiclk Kareler
Diskriminant Analiz skor diagramindaki haliyle kiimelendi.

Antiasetilkolinesteraz aktivite ile ilgli yapilan Olglimlerde ise ilaglarm aktivite
srralamasi irbesartan> ebselen> candesartan> enalapril> ritodrin > losartan> salmaterol
> amlodipin > telmisartan> fomoterol > valsartan > terbutalin > salbutamol > olmesartan
> kaptopril seklinde gosterilmisti.  Ebselen etkin maddesi en fazla antikolinesteraz
aktivite gOsteren ikinci ilag olarak saptandi. Ebselen etkin maddesinin anti kolinesteraz
aktivitesi ile 1lgili yapilan yaymlarda ve yapti@miz c¢ahsmada da belitidigi {izere
selenyum bilesigi olan ebselen yiiksek antikolinesteraz aktiviteye sahiptir. Selenyumiu
bilegiklerin 6nemli bir boliimii literatirde de bahsedildigi iizere anti-kolinesteraz aktivite
gostermektedir.10°-111 Ebselen bu yoniiyle ayr1 bir smifta yer almis ve smiflandrmamizda
diger gruplardan ayrilarak ordinat diizleminin 1. Bolgesinde (+2, +2) koordinatlarmda
konumland.

Bu c¢alisma ile in-vitro antioksidan yontemleri, asetilkolinesteraz aktivite ve lipid
peroksidasyonu gibi yontemlere bakilarak ilag etkin maddelerinin profilleri ¢ikartilabilir
ve hangi gruba ait olduklari, olabilecekleri ya da yeni sentezlenen bir ila¢ etkin
maddesinin hangi gruplara yakm kimyasal ve terapotik etki gosterebilecegine dair fikir
edinilmis oldu. Amnilan yontemle yeni sentezlenen etkin maddelerin giicii basit, hizh,
tekrarlanabilir ve ucuz yontemlerle test edilerek literatirde yer alan terapotik —etkisi

kanttlannmis  ilaclarla karsilastrilabilir ve yeni sentezlenen etkin madde hakkmnda fikir
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edinilebilir. Ayrica biyolojik aktiviteleri incelenmeden ©&nce PLS-DA ve Hiyerarsik
Kiime Analizi ille hayvan deneylermne gerek kalmadan sentezlenen bilesikler on teste tabi
tutulur. Bu sayede hayvan, is giicii, zaman ve madde kaybi en aza indirilir. Her bir madde
icin almmas1 gereken yasal izin ve diger prosediirler azaltilir.

Ayrica ilaclarm antioksidan, lipid peroksidasyon etkinligi gbi birgok farkh
parametresinin  degerlendiriimesi akilc1 ve bilingli ila¢ kullanmmmm Oniinii agacaktr. Bu
sayede hastalarm fenotip Ozellklerine hastalk gegmislerine, yas, cinsiyet gibi
Ozelliklerine bakilarak hasta icin aym ilag grubundaki etkin maddeler icerisinde
hangisinin en uygun oldugu, hangi etkin maddenin ikincil etkilerinn hastanmn fenotip
Ozelliklerine gore verilecegine dair literature bilgilerin  verilmesi, klink kullanimda
hastalarm yasam kalitesinin gelistirilmesine daha az ila¢ kullanmasma ve ikincil faydalar
dolayisiyla diger rahatsizliklarinda anlamli iyilesmelere de olanak tantyabilecektir.

Literatirde bircok ilag ik kesfedildigi donemde kullamildigi hastalk grubundan
farkli bolgelerdeki rahatsizlklarn tedavisinde kullandmaktadr. Ornegin sildenafil sitrat
kardiyovaskiiler hastalklarm tedavisinde kullanilmak iizere tasarlanmasma ragmen daha
sonra erektil disfonksiyona sahip hastalarda kullanimaya baslanmustr.212 Tlaclarm bu
degiskenli kimyasal yapisi ve viicut uyumlari sebebiyle ¢ok farkli parametrelerinin
degerlendirilmesi ~ hastalklarm  tedavisinde  yeni  ufuklara  yelken  agimasmi
saglayabilecek ve bu sayede birgok hastahigm tedavisinde yeni yaklagimlarm
gelistiriimesi  saglanabilecektir. Bu  yOniiyle kemometrik smiflandrma benzer aktivite
gosteren ilaglarm saptanmasi, bu yonde bir indeks olusturulmasi ve bu sayede benzer etki
gosteren ilag etkin maddelerinin farkh hastalklarm tedavisinde denenebilmesi icin bir
fikir sunulmasmi saglamaktadr. Ayrica terapotik etkisi gozlenen bir fonksiyonel grubun
farkh tiirevlerinin aktivitelerinin  lgiilmesi ve bu aktivitelere gore olusturulacak indeks

ile hali hazrda var olan o gruptaki ilaglarla karsilastwriimasi in-vitro aktivite deneylerine
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gecimeden bir ¢ok tirev ile ilgili fikir verebilecek ve bu sayede ilag gelistirme
teknolojismi  hizlandirip, arastrma-gelistirme c¢ahsmalarmm maliyetlerini ~ diistirebilecegi

distiniilmek tedir.
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6. SONUC ve ONERILER

Yapilan cahsmada farkh Ozellikteki bir grup ilacm antioksidan, antkolinesteraz
ve lipid peroksidasyon degerleri belirlendi ve bu o6zelliklere bakilarak bu ilaglar icerisinde
bir smiflandriima ve indeks olusturulmasi kemometrik olarak gerceklestirildi. Cahsma
sayesinde ilag etkin maddelernin primer terapotik hedeflerinden farkh ozelliklerinin de
olabilecegi, aym grup icerisindeki ilaclarm antioksidan, antikolinesteraz ve lipid
peroksidasyon Ozellikleri agisndan farkhik gosterebilecegi ve bu sebeple regete ilag
almmnda bilingli olarak baz ilaglara daha fazla 6nem gosterilebilecegi, bu sekonder
terapOtik etkilerine gbre ilaclarm karakteristk Ozellikler gOsterebilecegt ve bu
karakteristik ~ Ozellikler yilizinden farkh gruptaki ilaglarm kemometrik yOntemlerle
birbirlerinden ayrilabilecegi sonucuna ulagildi Yapilan bu ¢ahsmann sonucunda elde
edilen bulgularm farkh ilag antioksidan ¢ahsmalarma, yeni ilag tasarmm Ve ilag indeks

cahsmalar1 gibi genis c¢aph arastrmalara da yol gosterici olacag diisiincesindeyiz.
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