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OZET

BAZI SCHIFF BAZLARININ SACCHAROMYCES CEREVISIAE KULTUR
ORTAMLARINDA BAZI BIlYOKIMYASAL PARAMETRELER UZERINE ETKILERI

Nesrin BOZHAN

Yiksek Lisans Tezi

Bitlis Eren Universitesi Fen Bilimleri Enstitisi
Biyoloji Anabilim Dal1
Danigman: Dog. Dr. Ayse Dilek OZSAHIN KIRECCI
Haziran 2017, 64 sayfa

Yeni sentezlenmis bazi Schiff bazlarinin kullanilmadan 6nce canlilar {izerindeki biyokimyasal
etkilerinin incelenmesi gerekir. Bu amagla Saccharomyces cerevisiae en énemli hiicre modeli
icinde yer alir. S. cerevisiae’daki metabolik ozellikler, yiiksek yapili organizmalara benzerlik
gosterdigi icin elde edilen sonuglar da paralellik gostermektedir. Calismada; yeni sentezlenmis
Schiff bazlarinin S. cerevisiae BY4741 kiiltiir ortamlarinda lipit peroksidasyon (MDA), total
protein ve glutatyon analizleri yapilmistir. Bu amagla; deneyde kullanilan S. cerevisiae
BY4741’in gelisimi ve ¢ogalmasi i¢in YEPD besiyeri ortami1 hazirlandi. Uygulama gruplari igin;
schiff bazlarin her birinden 2ppm, 4 ppm ve 8 ppm olacak sekilde kiiltiir ortamina ilave edildi.
Elde edilen supernatant ile; GSH, total protein ve MDA analizleri yapildi. Lipid peroksidasyon
sonuglari kontrol grubu ile karsilagtirildiginda schiff bazi gruplariin lipid peroksidasyon dnleme
etkilerinin olmadig1 belirlenirken, yeni sentezlenen schiff bazlarinin kontrol grubuna gore
glutatyon ve total protein miktarlarinin olduk¢a belirgin diizeyde yiiksek oldugu saptandi
(p<0.0001). Sonug olarak; yeni sentezlemis Schiff bazlarinin S. cerevisiae’nin biyokimyasal ve
savunma sistemi iizerinde farkli etkilere sahip oldugu gdzlemlendi. Ozellikle antioksidan
savunma sistemi iizerinde agiga cikan sonuglarin diger canli modelleri iizerindeki benzer
caligmalara kaynak olacagi ve in vivo sistemler kullanilarak yapilacak ileriki ¢aligmalara destek

olarak, literatiir bilgisine katkida bulunulacagi diisiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Schiff bazi, Saccharomyces cerevisiae, MDA, GSH, Yag asidi



ABSTRACT

THE EFFECTS OF SOME SCHIFF BASES ON SOME BIOCHEMICAL PARAMETERS IN
SACCHAROMYCES CEREVISIAE CULTURAL ENVIRONMENTS

Nesrin BOZHAN

Master Thesis

Bitlis Eren University Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Ayse Dilek OZSAHIN KIRECCI
June 2017, 64 pages

Biochemical effects of newly synthesized some Schiff bases on living creatures need to be
investigated before using them. For this purpose, Saccharomyces cerevisiae is involved in the
most important cell model. Because metabolic properties of S. cerevisiae are similar to the highly
organized organisms, the results show parallelism, as well.

In the present study; lipid peroxidation (MDA), total protein, and glutathione analyses
of newly synthesized Schiff bases were conducted in S. cerevisiae BY4741 culture media. For
this purpose, YEPD medium was prepared for development and growth of S. cerevisiae
BY4741 used in the experiment. 2ppm, 4 ppm, and 8 ppm from each of Schiff bases were
added in to culture medium for application groups. GSH, total protein and MDA analyses were
carried out with the obtained supernatant. When the results of lipid peroxidation were
compared with the control group, it was determined that the schiff base groups had no lipid
peroxidation inhibition effects, and the newly synthesized schiff bases were found to have
significantly higher amounts of glutathione and total protein than the control group
(p<0.0001). As a result, newly synthesized Schiff bases were determined to have different effects
on biochemical and defense system of S. cerevisiae. In particular, the results of the antioxidant
defense system will be a source for similar studies on other living models and will contribute to

the knowledge of the literature as support for future studies using in vivo systems.

Key Word: Schiff base, Saccharomyces cerevisiae, MDA, GSH, Fatty acids
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1. GIRIS
1.1. Schiff Bazlan

Ik kez 1864'te Alman kimyaci H. J. Schiff tarafindan bir primer amin ve bir aktif karbonil
grubunun kondensasyonundan elde edilen ve azometin grubu igeren bilesiklere "Schiff Bazlar1"
denir (Tlzun 1996). ilk defa 1930'larda Pfeiffer ve arkadaslar tarafindan kullanilmislardir
(Olmez ve Yilmaz 1998). Bu koordinasyon bilesikleri acisindan énemli bir olaydir. Ciinkii o
giine kadar bilim adamlar1 —~NH, H2N-NH,, C204% ve CN- gibi kiiciik molekiillii ligandlar:
kullanmak zorundaydilar.

Schiff bazlarinin olusum mekanizmalari ve kompleks olusturma 6zellikleri genis ¢apli
incelenmistir. Aminotioller, o-aminofenoller, a-amino asitler ve amino alkollere, asetil aseton
veya salisilaldehit katilmasindan tiiretilebilir (Sener 1999). lIyi bir azot donér ligand1 (-C=N-)
olarak bilinen bu ligandlar koordinasyon bilesiginin olusumu esnasinda metal iyonuna bir veya
daha fazla elektron cifti verir. Schiff bazlarimin kararli 4, 5 veya 6 halkali kompleksler
olusturabilmesi i¢in, azometin grubuna miimkiin oldugu kadar yakin ve yer degistirebilir
hidrojen atomuna sahip ikinci bir fonksiyonel grubun bulunmasi gereklidir. Bu grup tercihen
hidroksil grubudur (Patai 1970). RCH=NR' genel formiiliiyle gosterilebilir, bu formiilde R ve R1

(R") alkil veya aril stbstitlientleridirler.

R P
0 + R—M, ——> —\ + HO
RI

Sekil 1.1. Schiff baz1 olusum mekanizmasi

Ry

R,

Schiff bazlarinin ve metal komplekslerinin kullanim sahasi olduk¢a genis olup biyolojik
ve yapisal onemlerinden dolay: {izerinde ¢ok calisilan bilesiklerdir (Helmut vd. 1976, Metzler
vd. 1980). Endustride ve biyolojik sistemlerdeki onemi giderek artmaktadir. Schiff bazlar

yapilarinda bulunan gruplardan dolayr elde edilen metal kompleksleri renkli maddeler



oldugundan boya endustrisinde pigment boyar maddesi olarak kullanilmaktadir. ilag sanayinde,
tipta, tarim alaninda, roket yakiti hazirlanmasinda, biyolojik olaylarin agiklanmasinda ve daha
birgok alanda bu bilesiklerden yararlanilmaktadir (Zeishen vd. 1987, Zeishen vd. 1990, Digrak
vd. 1997).

Gunumuzde farmakolojide, hastaliklarin teshis ve tedavisinde kullanimlari 6nem
kazanmustir. Ozellikle kiikiirt iceren Schiff baz1 metal komplekslerinin antikanser etkinlikleri
belirlendikten sonra bu komplekslere olan ilgi artmaya baslamistir (Klayman vd. 1983, Scovill
vd. 1982, Mirabelli vd. 1987, Patel vd. 1989, Kim ve Yoong-He 1992, Amirkhanov vd. 1999).
Platin komplekslerinin antitiimoral aktivite gosterdigi, metal igerikli bilesiklerinin 6nemli 6lglide
antiviral etkilerinin oldugu bilinmektedir (Kuduk vd. 1994 , Jianhua vd. 2003).

Ayrica Schiff bazlari, aminoasit biyosentezinde énemli rol oynarlar. a-Amino asitlerin
(RCH (NH2) COOH) biyosentezinde 6nemli ara bilesikler olup organizmada protein sentezinde
kullanilmaktadir. Yiyeceklerin gerekli miktarlarda amino asit igermemesi durumunda organizma
ihtiya¢ fazlas1 bir amino asidi transaminasyon tepkimesiyle gereksinim duydugu amino aside
dontistiiriir. Bu tepkimede ihtiyag fazlasi amino asidin amino grubu bir Kketo-aside tasinir.
Organizma icin 6énemli olan bu transaminasyon reaksiyonunun bir dizi Schiff bazi ara iiriin

tizerinden yiiridigi disiintiilmektedir (Sekil 1.2) (Koger 2012).

COOH '
HOOC | Transaminaz 00H HOOC
) 20ZIm]
(=0 + BHN—CH ————» HEF—{‘ZH t /'[':
R
Rl R}_ R}_ :

Sekil 1.2. Transaminasyon tepkimesi

1.2. Maya Hiicresi (Saccharomyces cerevisiae)

Saccharomyces cerevisiae, fungus ailemine ait tomurcuklanan bir maya turadir (Barnett ve
Robinow 2002). Ekmek veya bira mayasi olarak da isimlendirilmektedir. Boyutlar1 bakterilerden
daha buyuk, tek hicreli, genellikle elips seklinde, 10-30 um uzunlugunda ve 2-6 um genisliginde

olan canlilardir (Cabaroglu ve Yilmaztekin 2010).
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e mitochondrion

(B) l—ll
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Sekil 1.3: A. S. cerevisiae 'nin taramali elektron mikroskobu goriintiisii (Alberts vd.2002)
B. S. cerevisiae 'nin transmisyon elektron mikroskobu goruntist (Alberts vd.2002)

S. cerevisiae, canli veya kuru olarak %20-40 oraninda karbonhidrat i¢ermektedir. Biiyiik
¢ogunlugu maya hiicre duvarinda bulunan beta-glukan ve mannan polisakkaritlerini
bulundurmasi bakimindan énemlidir. Clinkii bu polisakkaritler bagisiklik sisteminde ve sindirim
sisteminde patojenik bakterilerin olusumunu 6nlemede etkilidir. Hayvanlarin besini olarak ¢ok
tercih edilen besin kaynagidir. Kolay ulasilabilir ve besin degerinin yiiksek olmasindan dolay1
tercih edilmektedir (Yagmur 2006).

Yapilan arastirmalarda %350'den fazla protein igerdigi, hem hayvanlar hem insanlar igin
zengin protein kaynagi oldugu belirlenmistir (Rose 1979). Maya proteinlerinin sindirim ve
emilimleri %80-90 arasindadir. Ayrica lizin aminoasit miktar1 oldukga yiiksektir (Koksal 1980).

S. cerevisiae, hayvanlar i¢in iyi bir protein kaynagi olmasi yani sira karakteristik olarak
iyi bir aminoasit dengeleyicidir (6zellikle Lizin ve Methionin aminoasitleri igin). Yine vitamin B
kompleksi bakimindan 6zellikle, Thiamin, Riboflavin, Niasin, Pantotenik asit (B5 vitamini) ve
Inositol (B7 vitamini) bakimindan zengindir. Hatta sterol yapict D vitamini bakimindan iyi bir
besin kaynagidir. Ayrica enfeksiyonlara karsi dayanikhidir, igerdigi maddeler bagisikligini
artirmaktadir (Yagmur 2006).

S. cerevisiae molekiiler biyoloji, genetik, biyokimya ve metabolik ¢alismalarda en fazla
kullanilan eukaryotik hiicre modelleri i¢inde yer almaktadir. S. cerevisiae; mantarlar, bitkiler ve

hayvansal organizmalar iizerinde yapilan genomik, proteomik ve metabolik ¢alismalarda



muhtemel biyolojik mekanizmalarin ortaya ¢ikarilmasinda en iyi karakterize edilen organizma
olarak kabul edilmektedir (Braconi vd. 2006, Braconi vd. 2015).

Maya hucrelerinden S. cerevisiae (ekmek mayasi), ksenobiyotik ve diger toksik
maddelerin etkilerinin incelenmesinde en iyi eukaryotik hicre modeli olarak gorulmektedir
(Ribeiro vd. 2000). Hiicre dongiisiiniin arastirllmasinda siklikla kullanilmaktadir. Ciinkii
kultarindn elde edilmesi olduk¢a kolaydir (Cabaroglu ve Yilmaztekin 2010).

Genetik yapisindan dolay1r S. cerevisiae yararli bir arastirma mikroorganizmasidir.
Ornegin; Carnegie Mellon Universitesi’nde Woolford Laboratuvari’ndaki bilim adamlar1 bu
mikroorganizmayi ribozomla ilgili genetik ¢alismalar i¢in kullanmiglardir. Hiicre genetiginin ve
fizyolojisinin yapisi ve organizasyonu hakkindaki temel bilgilerin gelistirilmesinde ¢ok &nemli
bir yeri vardir (Anonim 2016a). Insan biyolojisinde énemli yeri olan bircok protein (hiicre
dongiisii proteinleri, sinyal iletimi yapan proteinler ve protein isleme proteinleri) Oncelikle
mayada bulunan karsiliklarinin arastirilmasi sonucunda bulunmustur (Yagmur 2006).

Bu deneysel c¢alismada, yeni sentezlenen bazi Schiff bazlarinin S. cerevisiae BY4741 ve
S. cerevisiae maya hucrelerindeki biyokimyasal parametreleri lzerine olan etkileri

arastirilmistir.

1.3. Analiz Edilen Biyokimyasal Parametreler

1.3.1. Proteinler

Proteinler aminoasit adi verilen ve bilinen yirmi amino asidin uzun ve karmagik polimerleridir.
Hicrede hem yapisal hem de katalitik (enzimatik) roller Gstlenirler. Ortalama bir htcre, binlerce
farkli protein icerir (Madigan ve Martinko 2010). Karbonhidratlar ve yaglardan daha karmasik
olan proteinler canli materyalin yapisinda ve islevinde temeldir. Dogrudan hiicrenin ince
kimyasinin kontroliinden sorumludur, binlerce farkli formda bulunurlar.

Tum proteinler karbon, hidrojen, oksijen ve azot elementi icermekte olup birgok protein
kiikiirt de igerir. Bu elementler, proteinlerin yapitasi olan ve aminoasit olarak adlandirilan
birimleri olusturmak tizere birlesirler. Buna ek olarak her biri bir amino grubuna (NH>) sahiptir.
COOH ve -NH2 gruplar1 ayn1 karbon atomuna baglidir. Son olarak her bir amino asit R ile

gosterilen bir yan zincire sahiptir (Sekil 1.4)
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Sekil 1.4. Proteinin genel yapisi

Cesitli amino asitlerin yan zincirleri biiyiik 6l¢iide farklilik gosterirler. R gruplart her amino
aside farkli karekteristikler verir, karsiliginda bunlar olusturduklari proteinlerin &zelliklerine
biiyiik 6lgiide etki ederler. Ornegin bazi aminoasitler sahip olduklari R gruplart pH 6.5-7 de
nonpolar oldugu i¢in suda ¢oziinmezlerken diger amino asitler suda ¢oziiniirler; ¢ilinkii R gruplari
polardir. Amino asitler -COOH ve -NH: gruplar1 arasindaki kondensasyon tepkimeleri ile
baglanirlar. Bu baglar peptit baglar1 olarak ve olusturduklart zincirler de polipeptit zincirleri
olarak isimlendirilir.

Proteinler basitge dizilmis diiz amino asit zincirleri degildir. Her protein, kendine has
biyolojik 0Ozelliklerini belirlemekte ¢ok Onemli rol oynayan c¢ok karmasik konformasyonlar
olusturmak {tizere, kivrilip katlanirlar. Bu ii¢ boyutlu yapinin ¢ogu proteindeki peptitler arasi

zay1f etkilesimlerin sonucudur (Keeton vd. 2003).

1.3.2. Glutatyon

Glutatyon (GSH); hiicrede suda c¢6zlnebilir formda bulunan antioksidan bir maddedir
(Travacio vd. 2000). Sitozolde, cekirdekte ve mitokondride bol miktarlarda bulunur (Shen
vd. 2005).

Butlin hiicrelerin temel bilesiklerinden olan GSH’in indirgeyici 6zelligi vardir.
Yapisinda bulunan sistein aminoasidi tarafindan saglanan stilthidril (tiyol) grubu vasitasiyla
gerceklesir (Champe ve Harvey 1997, Firat 1997, Yanbeyi 1999). L-sistein, L-glutamat ve L-
glisin amino asitlerinden olusur. Glutamat ve sistein amino asitleri arasinda y-peptid bagi
iceren bir tripeptitdir. Bu bag, GSH’1 peptidazlarin hidrolitik etkilerinden korur. Glutatyon
genellikle tim hicrelerde milimolar (mM) dizeylerde bulunmaktadir. (Travacio vd. 2000,
Sen 1997).



Dokularda indirgenmis (rediikte) ve yiikseltgenmis (okside) olarak iki formda bulunmaktadir.
Redikte glutatyon GSH, yiikseltgenmis glutatyon ise GSSG olarak belirtilir (Sekil 1.5).
Hicrede %951 GSH, %5’lik kism1 ise GSSG seklinde bulunmaktadir. Glutatyon, bir bilesigi
indirgediginde kendisi oksitlenmektedir (Menguy 1974).
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Sekil 1.5. Glutatyon'un (GSH) yapisi; L-y-glutamil-L-sisteinilglisin

Glutatyon rediiktaz, glutatyon peroksidaz araciliiyla, hidroperoksitlerin indirgenmesi
sonucu olusan GSSG’nin tekrar GSH’ya doniisiimii reaksiyonunu Katalize eder. GSSG’nin

ileride kullanilmak {izere tekrar GSH’a doniistiiriilmesi gerekmektedir (Sekil 1.6).
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Sekil 1.6. GSH-GSSG dongus

GSH’1n yiksek konsantrasyonda ve GSSG’nin diisiik diizeylerde olmasi organizmanin yagami
icin gereklidir. Yuksek diizeyde GSSG konsantrasyonu birgok enzimi oksidatif hasara ugratabilir
(Reiter vd. 1997). GSH igerdigi tiyol grubu araciligi ile hiicre iginde redoks potansiyeli yiiksek
bir ortam saglayarak, serbest radikal ve peroksitlerle reaksiyona girerek hiicreyi oksidatif hasara
karst korur. Hemoglobinin oksitlenereck methemoglobine doniisiimiiniin engellenmesinde,
proteinlerdeki stlfidril gruplarmin rediikte halde tutulmasinda, yabanci bilesiklerin
detoksifikasyonunda ve aminoasitlerin membranlardan transportunda rol oynamaktadir. Bu

nedenle GSH ¢ok 6nemli bir antioksidan olarak kabul edilmektedir (Reiter vd. 1997).

1.3.3. Lipitler

Hiicrelerin zorunlu bilesenlerinden birisi olan lipitler amfipatik makromolekiillerdir. Amfipatik
molekiil, hem hidrofilik, hem de hidrofobik 6zellikler tagir. Canli domainlerindeki lipid yapilar
farkliliklar tasir ve belirli bir domain i¢inde de ¢ok farkli lipidler bulunabilir. Bakteri ve
Okaryotlardaki lipitlerin temel bileseni yag asitleridir (Madigan ve Martinko 2010).

Lipitler baglica karbon, hidrojen ve oksijen igeren ikinci temel hidrokarbon tiirevleri
grubudur; ama 6zellikle fosfor ve azot gibi diger elementleri de igerebilirler. En basit formlarinda
lipitler bir uglarinda bir karboksil grubu bulunan hidrokarbonlardir. Bu tip lipitler uzun
hidrokarbon “kuyruklarindan™ dolay1 aslinda nonpolardirlar. Bu nedenle suda ¢oziinmezler ama
eter gibi organik bilesiklerde ¢oziiniirler. Lipitlerin ¢ogu karboksil uglarina bagli olan iyon
gruplar ile daha karisiktirlar ve uzun hidrofobik kuyruklari evrensel 6zellikleridir (Keeton vd.
2003).



Her yag molekiilii gliserol ile yag asitlerinin birlesmesinden olugsmustur. Gliseroliin her birinde
hidroksil (OH) grubu bulunan ¢ karbon atomlu iskeleti vardir. Yag asitleri organik asitler gibi
karboksil grubu igerir. Organik asitler ve alkoller kondensasyon tepkimeleri ile birlesme
egilimine sahiptirler. Gliserol sahip oldugu ii¢ hidroksili ile bir yag molekiilii olusturmak {izere
tic molekiil yag asidi ile birlesebilir. (Sekil 1.7) (Keeton vd. 2003).

Basit lipitler Cs alkol olan gliserol ile buna bagli yag asitlerinden olusur. Basit lipitler
trigliseritler olarak da adlandirilir; ¢iinkii gliserol molekiiliine ii¢ adet yag asidi baglanmistir.
Kompleks lipidler fosfor, azot ya da kukdrt gibi elementleri veya seker, etanolamin, serin ya da
hidrofobik yapidaki kolin gibi bilesikleri iceren basit lipidlerdir. Fosfat grubu iceren lipitlere
fosfolipidler ad1 verilir. Bu gruptaki kompleks lipidler sitoplazmik zarlarda 6nemli rol oynarlar.

Lipidlerin amfipatik 6zellikte olmasi, onlar1 ideal zar bilesenleri haline getirir. Lipidler,
zarlar1 olusturmak iizere bir araya gelirler; hidrofilik kisim (gliserol) ya sitoplazma ya da dis
ortam ile temas halinde iken, hidrofobik kisim zarin i¢ kismina gomiilii durumdadir. Bu
Ozellikten oturd zarlar ideal gegirgenlik bariyerleridir (Madigan ve Martinko 2010).

Trigliseritler, depo lipitler olarak bilinir. Lipitlerin, yapilarinda yer alan yag asitlerine
gore, membranlarda yapi tasi gorevi yapmak, A, D ve E vitaminlerinin molekiil yapilarini
olusturmak, metabolizma igin gerekli hiicresel yakit maddesi olarak depo edilmek, metabolizma
icin gerekli yakitin taginabilir sekli olmak gibi ¢ok 6nemli fonksiyonlar1 vardir. Lipitlerin bir
kism1 organizmada yapilirken biiyiik kismi organizmaya disaridan alinir. Esansiyel yag asitleri
gibi bazi dnemli lipitlerin mutlaka bu yag asitlerini iceren gidalarla birlikte disaridan alinmasi

gereklidir (Isik 2011).
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Sekil 1.7. Yag sentez reaksiyonu (R1, R2, R3 yag asitlerinin uzun karbon zincirlerini simgeler.)



1.3.3.1. Yag Asitleri

Yag asitleri genellikle uzun zincirli karboksilik asitler olup diiz zincirli, ¢ift karbon sayili
molekdller olup; doymus ve doymamus olarak iki grup altinda incelenirler (Cizelge 1.1).

Doymus yag asitlerinde, karbon-karbon atomlar1 arasinda tek bir kovalent bulunur ve
oda sicakliginda genelde katidirlar. Karbon atomlarinin hepsi hidrojenlerle doyurulmustur.
Hayvansal kaynakli yag asitleri doymus yaglardir. Yag asitleri tam okside edildiklerinde
karbonhidrat ve proteinlere gore daha fazla enerji verirler. Bunun sebebi yag asitlerinin daha
fazla indirgenmis olmasidir (Nas vd. 2001, Kayahan 2003, Karaca ve Aytag¢ 2007). Laurik asit
(C12:0), miristik asit (C14:0), palmitik asit (C16:0), stearik asit (C18:0), arasidik asit (C20:0) ve
behenik asit (C22:0) bitkisel yaglarda bulunan onemli doymus yag asitleridir. (Galaris ve
Evangelou 2002).

Doymamis yaglardaki yag asitleri oda sicakliginda genellikle sividirlar. En azindan bir
tane karbon-karbon arasi ¢ift baga sahiptir, yani hidrojen ile tamamen doyurulmamuislardir
(Keeton vd. 2003). Yapilarinda bulunan ¢ift baglardan dolayr doymus yag asitlerine kiyasla
daha reaktif olup yag asidi zincirindeki ¢ift bag sayist arttikga reaktivite de artar (Karaca ve
Aytac¢ 2007). Hidrokarbon zinciri ya palmitik asit de oldugu gibi doymustur veya oleik asitte
oldugu gibi bir ya da birden fazla ¢ift bag ihtiva etmektedir. Yag asitleri ya ihtiva ettikleri karbon
zinciri uzunlugu veya ihtiva ettikleri ¢ift bag sayisi ile birbirinden ayrilmaktadir (Nas vd.2001,
Williams 2000).

Yapilarinda bir ¢ift bag iceren yag asitleri tekli doymamis (MUFA, monounsaturated)
yag asitleri olarak adlandirilir. Palmitoleik asit (C16:1) ve oleik asit (C18:1) bu grupta bulunan
onemli yag asidlerindendir (Kayahan 2003). Yapilarinda, birden fazla ¢ift bag bulunan yag
asitleri ¢coklu doymamis (PUFA, polyunsaturated) yag asitleri olarak adlandirilir. Linoleik
(C18:2), linolenik (C18:3), arasidonik (C20:4) ve eikosapentaenoik (C22:5) asitler en dnemli
coklu doymamis yag asitleridir.



Cizelge 1.1. Bazi 6nemli yag asitleri (Isik 2011)

YAG

ASITLERI

1. Dovmus vag asitleri:

(Dort cift bag)

Asetik asit 2 karbonlu CH3.COOH

Propiyonik asit 3 2 CH3.CH»,.COOH

Bitirik asit 4 CHa;.(CH5),.COCH

Kaproik asit 6 CH3.(CH5)4.COOH

Kaprilik asit 8 CH3.(CHy5)g.COOH

Kaprik asit 10 CHa3.(CH2)g.COOH

Laurik asit 12 CH3.(CHy)17.COOH

Miristik asit 14 CH3.(CH5)12.COOH

Palmitik asit 16 CH3 (CH 2)14 COOH

Stearik asit 18 CH3.(CH5)15.COOH

Arahidik asit 20 CH3.(CH2)18.COOH

Behenik asit 22 CH3.(CHy)50.COOH

Lignoserik asit 24 CH3.(CH2)22.COOH

Serotik asit 26 CH3.(CH5)54.COOH

Montanik asit 28 CH3.(CH32)25.COOH

2. Doymamis vag asitleri

Palmitoleik asit 16 karbonlu | CH3.(CH5)5.CH = CH(CH,);.COOH

Oleik asit 18 CH3;.(CH5)7.CH = CH(CH,);.COOH
Vaksenik asit 18 CHa;.(CH5)5.CH = CH(CH5)q.COOH
Linoleik asit 18 CH3.(CH5)4.CH = CH.CH,.CH = CH.(CH,);
(iki ¢ift bag) .COOH
Linolenik asit 18 CH3.CH5.CH = CH.CH,.CH = CH.CH,.
(Ug cift bag) CH = CH. (CH,);.COOH
Arahidonik asit 20 CH3.CH5.CH = CH.CH5.CH = CH.CH,.

CH = CH. GH,.CH = CH .(CH,)3.COOH

1.3.3.2. Lipit Peroksidasyonu ve Malondialdehit

Mebranda bulunan fosfolipid, glikolipid, gliserit ve sterol yapisinda yer alan doymamis yag
asitlerinin, serbest oksijen radikalleri tarafindan peroksitler, alkoller, aldehitler, hidroksi yag
asitleri, etan ve pentan gibi ¢esitli iiriinlere yikilmasi reaksiyonu Lipit Peroksidasyonu olarak

adlandirilir. Serbest radikaller reaktif yapilarindan dolay lipitler, proteinler ve nikleik asitler

gibi yikseltgenebilen bitun hicre yapilar ile etkilesebilirler (Nordberg ve Arner 2001).
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Biyolojik membranlarin en O6nemli unsurlar1 lipid ve proteinlerdir. Hayvan hiicre
membranlarinda dominant lipitler, gliserol igeren fosfolipidlerdir. Ancak bazi membranlar
Ozelllikle plazma membranlar1 6nemli oranlarda sfingolipidleri ve kolesterol igerirler.
Hiicreleri saran membranlar ve hiicre organelleri, genis miktarda polyansature (doymamis)
yag asidi igerirler. Serbest radikaller hiicre membranindaki bu polysanture yag asitlerine saldirir
ve lipid peroksitlerin tesekkiiliine yol acan lipid radikallerinin olusumuna sebep olurlar. Lipid
peroksidasyonundaki artis serbest radikal aktivasyonunun indirekt bir isaretidir (Halliwell ve
Gutteridge 1999). Ortaya c¢ikan serbest radikaller hiicre bilesenlerine etki eder. Membran
yapisinin ve biitiinliigiiniin bozulmasina ve olusan son drinler sitotoksik etki gostererek ¢esitli
yollarla hiicre hasarina sebep olur (Halliwell ve Chirico 1993, Yildiztekin 2012).

Lipit peroksidasyonunu baslatan ilk radikal, hidroksil radikalidir. Bir zincir reaksiyonu
seklinde baslar ve daha ileri peroksidasyonu baslatacak serbest radikaller icin siirekli bir kaynak
niteligindedir. Kendi kendini devam ettiren bu zincir tepkimeleri hiicre membranina geri
doniistimsiiz sekilde hasara ugratir. Hidrojen atomunun uzaklastirilmasi ile olusan lipit radikali
(L") dayaniksizdir. Bir dizi spontan degisiklige ugrayarak olusan konjugedienler daha stabildir.
Lipit radikalinin molekiler oksijenle tepkimeye girmesi sonucunda Lipit peroksit radikali
(LOO*) meydana gelir. Bu radikaller membran yapisinda bulunan diger ¢oklu doymamis yag
asitlerini etki ederek yeni lipit radikallerinin olustururken agiga ¢ikan hidrojen atomlarini alarak
lipit hidroperoksitlerine (LOOH) déniisiirler. Lipit hidroperoksitlerden, fenton tipi bir tepkimeyle
aldehit ve alkanlar olusur (Yildiztekin 2012).

L-H + Re — Le + R-H 2 (LOOe* ) — radikal olmayan iiriin

Le + O — LOO* LOOH + Fe*? — LO« + OH- + Fe*?
LOO« +L-H — Le + LOOH

Lipit peroksidasyonu sonucunda ortaya ¢ikan ¢esitli aldehitlerden en iyi bilinenleri
malondialdehit (MDA) ve 4-hidroksinonenal (HNE)’dir. Hucresel olarak metabolize olurlar veya
baslangigta etkili olduklar1 bolgeden difiize olarak hasarin hiicrenin diger boliimlerine

yayilmasina neden olurlar (Nair vd. 1986, Halliwell ve Chirico 1993).

MDA hiicrelerin ¢ogunda membran biitiinligiiniin bozulmasina neden olur. MDA,
membranda iyon aligverigine etki ederek membrandaki bilesiklerin ¢apraz baglanmasina neden

olur. Bunun sonucunda iyon gecirgenligi ve enzim aktivitesinin degisimine neden olur. Ayrica
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DNA’nin nitrojen bazlari ile reaksiyona girebilir. Bu yizden mutajenik, hucre kiltdrleri icin
genotoksik ve karsinojenik oldugu bilinmektedir (Porter 1984, Niki 1987, Placer vd. 1990,
Kalender vd. 2002).

1.3.3.3. Steroller ve Fitosteroller

Steroller; bitkiler ve hayvanlar tarafindan tretilen ve hiicre zar1 igin énemli bilesenlerdendir
Bitkilerde betasitosterol, stigmasterol ve ergesterol en fazla bulunan sterollerdir (Liu 2003).
Fitosteroller dogada serbest halde veya yag asitleri, fenolik asitler veya glikosidlerle esterlesmis
hallerde bulunurlar (Quilez vd. 2003). Fitosteroller 28 veya 29 C’lu sterollerdir. Hayvansal bir
sterol olan kolesterol ise 27 C’ludur. Kolesterolde yan zincir 8 C’lu iken ¢ogu fitosterol 9-10
C’lu yan zincire sahiptir. (Sekil 1.8). Kimyasal olarak fitosteroller kolesterolle ayni temel
yapidadir. Ornegin, stigmasterol (Ca9Hs0) ile kolesterol (Cz7Hs0) yapisal olarak
karsilastirildiginda, stigmasterol yapisinda farkli olarak yan zincirde fazladan bir etil grubu ve bir

cift bag bulunur (Kritchevsky ve Chen 2005).

e

HO HO

Beta-sitosterol Kampesterol

l\/\/Y I\,/\/\‘/

HO HO

Stigmasterol Kolesterol

Sekil 1.8. Sterollerin kimyasal yapilari
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1.3.4. Vitaminler

Basit organik bilesikler olan vitaminler, sindirime ugramazlar ve enerji elde etmek amaciyla
kullanilmazlar. Cogu koenzim olarak biyokimyasal reaksiyonlarda katalizor olarak gorev yapan
enzimlerin yapilarina katilir. Vitaminler, viicudun islevlerinin yapilabilmesi igin kullanilan kalori
icermeyen bilesiklerdir. Vlcutta az miktarda uretilir veya hic tretilmez. Bundan dolay1 disaridan
besinler yoluyla alinirlar. Yetersiz diizeyde alindiginda metabolik faaliyetlerde bozulmalar
goraldr. A, D, E ve K yagda, B ve C vitaminleri ise suda ¢oziinen vitaminlerdir (Adam 2000).

Caligmamizda D, E, K vitaminlerinin analizleri yapilmistir.

1.3.4.1. D Vitamini

Vitamin D, hicre replikasyonunun diizenlenmesi ve endokrin fonksiyonlarda oldukga 6nemli rol
oynayan bir hormondur. Dokularda dretilip kan dolasimina verilir. Baska dokularin Gzerinde
etkili olmas1 ayrica bu etkinin “feedback” mekanizmalarla diizenlenmesinden dolay1, steroid
yapili hormon gibi de degerlendirilir (Atas vd. 2008).

Bir 6n hormon olan D vitamininin ergokalsiferol (D2) ve kolekalsiferol (D3z) olmak tizere
iki kaynagi bulunur. Her ikisi de steroid trevidir. Ergokalsiferol ultraviyole (UV) 1sinlarinin
etkisiyle yapraklarda sentezlenmektedir (DeLuca 2004, P erez-L"opez 2007). Kolekalsiferol
(vitamin D3) dogal olarak bulunan ana bilesik olup, 290-310 nm dalga boyundaki UV aracigiyla
deride yiiksek konsantrasyonda bulunan kolesteroliin bir prekirsori olan 7-dehidrokolesterolden
sentezlenir (Shoback vd. 2009). Insan viicudunda sadece vitamin Dz sentezlenir. D3 ve D-
vitaminleri benzer sekilde metabolize olmalarindan dolayr D vitamini olarak isimlendirilir.

Kalsiyum ve fosfor homeostazindan sorumludurlar (Hollick 2004).

Sekil 1.9. D vitamininin kimyasal yapisi
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1.3.4.2. E Vitamini

E vitamini, biyolojik sistemlerdeki serbest radikallerin reaksiyonlarinin yayilmasii engelleyen
bir antioksidandir (Sinclair vd.1990). Ozellikle membranlarm fosfolipit ve lipoproteinlerindeki
poliansature yag asitlerini oksidasyondan korunmasinda ilk savunma hattin1 olusturur. Bir
molekil E vitamini (alfa-tokoferol) 100 molekiill PUFA’nin (poliansature yag asidi)

peroksidasyonunu engellemektedir (Akkus 2005).

Yagda eriyen Onemli antioksidanlardan olup; nikleik asit, askorbik asit ve kikurtli
aminoasit metabolizmasinda gorev alir. Mitokondride bulunan lipidlerin oksidatif yikimini
engeller. Keratin fosfat, adenozin trifosfat gibi fosfat bilesiklerinde fosforilasyon islevlerini
duzenler (Keskin 1987, Belitz vd. 2005).

Enzim sistemleri ve DNA'nin dayanikliligin1 artirmaktadir. Oksidasyondan etkilenen A
vitamininin biyolojik aktivitesine yardimci olmaktadir. Anormal hiicre boéliinmelerini
durdurmakta, alyuvar zarlarinin parcalanmasini ve trombositlerin birbirlerine yapigmasini

engellemekte ve damar i¢i pihtilagsmay1 dnlemektedir (Podda vd. 1996).

CH;
CH,

Sekil 1.10. E vitamininin kimyasal yapisi
1.3.4.3. K Vitamini

K vitamini, 1930'lu yillarda yagsiz diyetlerle beslenen tavuklarda goriilen asir1 kanama
bozukluklarinin nedenlerinin arastirilmasi yoluyla kesfedilmis koagiilasyon vitamini olarak da
bilinen yagda eriyen bilesiklerin genel adidir. Kimyasal yapis1 1939 yilinda tanimlanmis ve
metabolizmadaki islevi ise 1974 yilinda yeni bir protein olan y-karboksil glutamikasidin
kesfedilmesiyle belirlenmistir (Hill ve Morrissey 2011).

K vitamini 6zelligi tasiyan bilesenler yapilarinda 2-metil-1,4-naftokinon yapisini ortak

olarak bulundururlar; fakat izoprenil halkasmin 3. pozisyonu farkli uzunlukta ve doymusluk
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diizeyindedir. Biyolojik olarak aktif ii¢ farkli K vitamini bileseni bulunmaktadir. Bunlardan ikisi
dogal, biri sentetik formdadir (Hill ve Morrissey 2011, Combs 2012).

Ky vitamini (Filokinon), yesil yaprakli sebzelerin kloroplastlarinda dogal olarak bulunan
2-metil-3-fitil-1,4-naftokinon yapisindaki bilesiktir (Combs 2012). K, vitamini (Menakinon),
gastrointestinal sistemde dogal olarak bulunan mikroflora bakterileri tarafindan sentezlenen ve
yan zincirinde bulundurdugu izoprenil {initelerinin sayisina gore adlandirilan bilesikler grubudur
(Shearer ve Bolton-Smith 2000). K3 vitamini (Menadion), sentetik olarak Uretilen ve provitamin
aktivitesi gosteren suda eriyen bir K vitamini tlriddr. Hayvan beslenmesinde supleman olarak
kullanildigindan indirek olarak insan viicuduna alindiginda Ki vitamini veya K> vitaminine
metabolize olabilmektedir. (Hill ve Morrissey 2011). K vitamini metabolizmada selektif
glutamat (Glu) kalintilarin1 y-karboksiglutamat (Gla) kalintilarina tasiyan spesifik karboksilasyon
reaksiyonlarinda kofaktor olarak gorev alir (Combs 2012).

0
CH,
(T
0 CH, CH, CH,

Sekil 1.11. K vitamininin kimyasal yapis1
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2. ONCEKI CALISMALAR

Schiff bazlar1 ve metal kompleksleri farkli alanlarda kullanilmakta olup ¢esitli biyolojik
Ozelliklere sahip oldugu bilinmektedir (Loncle vd. 2004). Kolesterol tiirevi bilesiklerin anti
fungal etkisi oldugu bilinmektedir. Kiiclikgiizel vd. (2003) diflunisal hidrazide-hidrazone
trevini sentezleyerek tiiberkiiloza karsi etkinligini incelemisler ayni zamanda bu bilesik
sinifinin antikonviilzan etkiye sahip oldugunu gostermislerdir. Todeschini vd. (1998) bu
bilesik smifinin farkli tiirevlerini sentezleyerek anti inflamatuvar ve analjezi {izerine
etkinliklerini arastirmislardir. Bunlarin yani sira, bu bilesik sinifinin antimalarial (Melnyk vd.
2006), agr1 kesici (Leite vd. 1999, Lima vd. 2000), antiplatelet (Cunha vd. 2003),
antitiiberkiiloz etkinligi vardir (Bedia vd. 2006).

Kim ve Yoong-He (1992) secici azot-kikurt donor ligandlari ile yaptiklart bir ¢aligmada
bu bilesiklerin antimikrobiyal ve sitotoksik etkinliginin oldugunu, Sharma ve Dubey (1994)
tarafindan yapilan baska bir ¢alismada antibakteriyal ve antifungal etkilerinin bulundugunu
gostermislerdir.

Liu vd. (2015) sentezledikleri schiff bazlar1 ve bu bilesiklere ait Zn ve Co
komplekslerinin antibakteriyal etkinliklerini B. subtilis, E. coli ve S. aureus tirleri (zerine
denemislerdir. Hussein vd. (2015) sentezledikleri schiff bazlarinin etkinliklerini gram pozitif
bakteri tlrl S. aureus ATCC (25923), Gram-negatif bakteri tirii olan P. fluorescens (S97) ve
mantar turd olan F. oxysporum iizerinde denemislerdir. Sentezlenen bilesiklerin adi gegen tiirler
tizerinde orta derecede etkili oldugu bulunmustur. Iskeleli vd. (2015) sentezledikleri 4-[(4-
Hydroxy-3-fluoro-5-methoxy-benzylidene)amino]-1,5-dimethyl-2- phenyl-1,2-dihydro-pyrazol-
3-one bilesiginin antibakterial etkinligini 11 farkli bakteri tiirii lizerinde arastirmistir. Yapilan
olan bu c¢aligmada bilesigin S. pneumoniae, H. influenzae ve E. faecalis) turleri Uzerinde etkin
oldugu tespit edilmistir.

Zhang vd. (2014) pirazol ve triazol halkalar1 iceren schiff bazlarini sentezlemisler ve bu
yapilarin antibakterial etkinliklerini E. coli, P. aeruginosa, S. aureus, B. subtilis ve B.
amyloliquefaciens tiirleri tizerinde ¢alismistir. Sentezledikleri bilesiklerin etkin olduklarini tespit
etmislerdir. En etkin olan bilesiklerinin inhibitdr konsantrasyon 50 (ICso) degerini 5.2 M olarak
bulmuslardir. Bhat vd. (2013) sentezledikleri bir seri schiff bazlarmin aktifliklerini S. aureus
NCTC (10418), E. coli NCTC (6571) ve mantar olarak da C. albicans ATCC (10231) tirlnu
kullanmiglardir. Sentezlenen bilesiklerin DMF deki ¢ozeltilerini hazirlayan arastirmacilar 1,3,4-
oxadiazole yan grubuna sahip olan bilesigin S. aureus and E. coli tiirleri iizerine en etkin bilesik

oldugunu tespit etmislerdir.
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Saglik alaninda anti tiimor etkinligi {izerine ¢aligmalar yapilmistir. Mini vd. (2015) 5-kloro-2-
(furan-2-yl metilamino)fenil)fenil metanon bilesiginin Mn (I1), Co (11), Ni (11), Cu (I1), Zn (I1) ve
Fe (III) komplekslerini sentezleyip Insan SKMEL hiicreleri iizerine antitiimér etkinligini
arastirmiglardir. Co (II) kompleksinin, diger komplekslere gore daha fazla antitiimor etkinlik
gosterdigi yapilan bu calismada bulunmustur. Insan karaciger kanser hiicreleri (HEPG2)
tizerinde yapilan bir bagka ¢alismada El-wakiel vd. (2015) 4-[(1H-Benzoimidazol-2-ylimino)-
metil]-benzen-1,3-diol schiff bazimin Cu (II) ve Ni (Il) bilesiklerinin antitimor etkinligi
incelenmistir. Yapilan bu ¢alismada; Schiff baz1 ve komplekslere ait inhibitér konsantrasyon 50
(IC50) degerleri 9.08, 18.2 ve 19.7 ug/ml olarak bulunmus ve schiff bazinin komplekslerden
daha etkin oldugunu gosterilmistir. Gou vd. (2015) tarafindan yapilan bagka bir c¢alismada
salisilaldehit benzoilhydrazon bilesiginin Cu(Il) kompleksinin etkinligini HepG2 hiicreleri
tizerinde ¢alismiglardir. Salisilaldehit benzoilhydrazon bilesigi ile karsilastirildiginda, Cu(Il)
kompleksinin HepG2 hiicrelerinin apoptozu tizerinde daha etkin rol oynadigini ve bu etkiyi de
G2/M faz1 lizerinden yaptigini gostermislerdir.

Kanser tedavisinde kullanilmasiyla ilgili arastirmalar yapilmaktadir (Scovil vd. 1982,
West ve Panel 1989). Fareler iistiinde yapilan ¢alismalarda Ascites carcinoma viriisiine karsi
antikanser etkinliginin oldugu saptanmistir (Patel vd. 1989). Gaber vd. (2015) 5-merkapro-1,2,4-
triazol-3-imine-20-hidroksinaftalin schiff bazmin Ni(II), Pd(II) ve Pt(ll) komplekslerini
sentezleyip karakterize etmisler ve bu bilesiklerin kolon karsinoma (HCT116) insan kanser hiicre
dizisinde anti tiimdr etkinliklerini aragtirmislardir. Bu ¢alismada schiff bazinin zayif anti tiimor
etkinlik gosterdigi, bilesige ait N1 kompleksi yapinin ise anti tiimor etkinligini artirdigr tespit
edilmistir. Li vd. (2015) sentezledikleri schiff bazi ve bu baza ait Cu(ll) komplekslerinin anti
timor etkinligini insan meme kanseri MDA-MB-231 hiicreleri iizerinde c¢alismislar ve
kompleksin liganda gore daha etkin oldugunu tespit etmislerdir.

Ikram vd. (2015) aminoasit tiirevi bazi schiff bazlar1 ve bu bilesiklere ait metal
komplekslerini sentezleyip DPPH metodu ile serbest radikal siipiiriicii 6zelliklerini ve ayni
zamanda ksantin oksidaz enzimi iizerine inhibitor etkilerini incelemisledir. Yapilan bu ¢alismada
sadece ¢inko kompleksinin enzimatik aktivite iizerine inhibitor etkisini bulmuslar ve kompleksin
IC50 degerini 0.7 +/- 0.01 uM olarak tespit etmislerdir. Viicutta reaktif oksijen tiirlerinin artmasi
kanser olusumuna sebep olabilir. Bu nedenle Schiff bazlarinin antioksidan aktiviteleri de oldukga
fazla calisilmaktadir. Charef vd.(2015) sentezledikleri schiff bazi ve bu bilesige ait Ni (II),
Zn(ll), Fe (1) ve Cu (I) komplekslerinin antioksidan aktivitelerini DPPH metodu ile
calismislardir. Bu ¢alismada Fe (II) kompleksinin en aktif bilesik oldugu tespit edilmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kullamilan Kimyasal Maddeler ve Organik Cozuculer

Cizelge 3.1. Analizlerde kullanilan kimyasal maddeler ve organik ¢éziiciiler

Tris-base Sulfirik Asit ( H2SO4)

Tris-base HCI Potasyum bikarbonat (KHCO3)
Methanol Potasyum hidroksit (KOH)

Asetonitril Potasyum sodyum tartarat

n-hekzan Sodyum karbonat (NaCO3z)

n-heptan Sodyum sitrat (CsHsNazO7)

Izopropanol Monopotasyum fosfat (KH2PO.)

EDTA 5,5'ditiyobis 2-nitrobenzoik asit (DTNB)

Trikloroasetik asit (TCA)

Disodyum hidrojen fosfat (Na,HPO4)

Butilhidroksitoluen (BHT)

Bakir siilfat ¢ozeltisi (CuSOs. 5H20)

2- thiobarbiturik asit (TBA)

Dimetil stilfoksit DMSO (CH3),SO

Sodyum klortr (NaCl )

Folin (FCR)

Sodyum hidroksit (NaOH)

Yag asidi standart karigimi

Hidroklorik asit (HCI)

Vitamin Standartlari

Perklorik asit (HCIOa4)

MDA Standarti

Fosforik Asit (HsPO.)

Albumin standardi

Potasyum bikarbonat (KHCO3)

3.1.2. Kullanilan Alet ve Cihazlar

Gaz kromatografisi cihazi, HPLC cihazi, hassas terazi, magnetik karigtiricilar,

uv

spektrofotometre, santrifiij cihazi, etllv, otoklav, homojenizatér, sonikasyon, vorteks, derin
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dondurucu, santriflij tapleri, mezir, otomatik pipet, plastik falkon tipler, deney tipleri ve

vialler.
3.1.3. Schiff Bazlar1
Schiff bazlari, BEBAP 2014.09 No’lu proje kapsaminda sentezlenerek elde edilmistir. Yapilan

calismada ti¢ (3) adet Schiff bazi kullanildi. Kullanilan kimyasal maddelerin yapisal formiilleri

ve molekul agirliklar: Sekil 3.1° de verilmistir.

IS s

= CH N NH C — NH,

OH

E1 2-(2-(3 hydroxy-4- methoxyphenyl)ethlidene)hydrazinecarbothioamide
Molekiil Agirligi: 239.29

s
P CH——N—NH—C —NH,

OCH,

E2 2-(2-(4 benzyloxy)-3-methoxyphenyl)ethlidene)hydrazinecarbothioamide
Molekiil Agirligr: 329.42

Sekil 3.1. Schiff bazlarinin yapisal formulleri ve molekil agirliklart
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CH N NH C//—NH
/ / _—

OCHj,

Es 2-(2-(4benzyloxy-3-methoxyphenyl)ethlidene)hydrazinecarboxamide
Molekiil Agirlhigr: 313.35

Sekil 3.1. Devam Schiff bazlarinin yapisal formulleri ve molekul agirliklart

Deneyde kullanilan Schiff bazlar1 ¢calismada asagidaki sekilde belirtilmistir:

»  Ei:2-(2-(3 hydroxy-4- methoxyphenyl)ethlidene)hydrazinecarbothioamide

»  E2:2-(2-(4 benzyloxy)-3-methoxyphenyl)ethlidene)hydrazinecarbothioamide
» Es3: 2-(2-(4benzyloxy-3-methoxyphenyl)ethlidene)hydrazinecarboxamide

3.1.4. Kullamilan Maya

Calismada S. cerevisiae BY4741- Yabani Tip Maya Hicresi (Genotip: MATa his3 leu2 metl5
ura3) ve S. cerevisiae maya hiicresi kullanildi. S. cerevisiae BY4741- Yabani Tip Maya Hucresi
(Genotip: MATa his3 leu2 met15 ura3) izmir Yiiksek Teknoloji Universitesi Molekiiler Biyoloji
ve Genetik Laboratuvari’ndan temin edildi. Kullanilan bu maya hiicresi mutasyona ugratilmis bir
maya hiicresi oldugu i¢in yag asidi ile vitamin ve fitosterol uygulamalarinda beklenilen sonuglara
ulagilmamistir. Bu nedenle calismanin bahsi gecen analizleri i¢in ekmek mayasindan izole

edilmis olan S. cerevisiae maya hiicreleri kullanilmistir.

3.2. Yontem

3.2.1 Schiff baz soliisyonlarinin hazirlanmasi

E1: Ma:239.29
E2: Ma: 329.42
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Es: Ma: 313.35 molekiil agirliklarina sahip Schiff bazlarindan;

= E;: 0.00115 gr, E: 0.0016 gr ve Es: 0.00155 gr olacak sekilde 5 ml DMSO 'da
cozllerek 2ppm, 4ppm ve 8ppm’lik konsantrasyonlari,
* Yag asidi ile vitamin ve sterol uygulamalari i¢in; E1, E2 ve E3 schiff bazlar1 DMSO 'da

cozllerek 20 mg ve 40 mg’lik konsantrasyonlari hazirlanmistir.

3.2.2. In Vitro Maya Kiiltiir Ortamnin Hazirlanmasi

Oncelikle deneyde kullanilacak olan S. cerevisiae BY4741 ve S. cerevisiae maya hiicrelerinin

gelisimi ve ¢ogalmasi icin YEPD (200 mL ig¢in; 2 gr maya ekstrakti, 4 gr baktopepton, 4 gr

glukoz) besiyeri ortami her grup igin tekrar sayist (n) = 5 olacak sekilde hazirlandi. Besiyerleri

hazirlandiktan sonra asagida belirtilen gruplara ayrildi ve 120 °C’de 15 dakika steril edildi.

Laboratuvar sartlarina kadar sogutulup her kiiltiir 6rnegine S. cerevisiae hicrelerinin stok

kiiltiirinden 1 ml diizeyinde asilama yapildi. Asilama sirasinda kontaminasyon olayina dikkat

edildi ve hassas diizeyde calisildi. Asilama isleminden sonra kiiltiirler 30 C°’de 72 saat

inkiibasyona birakilda.

Kontrol grubu: Bu gruptaki S. cerevisiae BY4741 ve S. cerevisiae hicreleri igin, 200 mL

saf su 2 g maya ekstrakti, 4 g baktopepton ve 4 g glukoz iceren besiyeri ortam1 hazirlandu.

2-(2-(3 hydroxy-4- methoxyphenyl)ethlidene)hydrazinecarbothioamide Schiff baz
grubu: Bu gruptaki S. cerevisiae BY4741 ve S. cerevisiae hiicreleri icin, 200 mL saf su
icinde 2 g maya ekstrakti, 4 g baktopepton ve 4 g glukoz iceren besiyeri ortami igerisine
maya hicresi inokile edildi. OD600 degerleri 0.4-0.6 civarma [yaklasik olarak 1-3 107
hicre/ml (Bergman 2001)] wulasinca, S. cerevisiae BY4741 maya hucreleri icin; Ex
maddesinden 2ppm, 4ppm ve 8ppm, S. cerevisiae maya hcreleri i¢in; Ex maddesinden 20
mg ve 40 mg konsantrasyonlari igerecek sekilde eklenerek gruplar hazirlandi. Her

konsantrasyon ayri bir grup olarak belirlenip deneysel ¢aligma islemi yiirtitiildii.

2-(2-(4 benzyloxy)-3-methoxyphenyl)ethlidene)hydrazinecarbothioamide Schiff bazi
grubu: Bu gruptaki S. cerevisiae BY4741 ve S. cerevisiae hicreleri icin, 200 mL saf su
icinde 2 g maya ekstrakti, 4 g baktopepton ve 4 g glukoz iceren besiyeri ortami igerisine
maya hiicresi inokile edildi. OD600 degerleri 0.4-0.6 civarma [yaklasik olarak 1-3 107

hicre/ml (Bergman 2001)] ulasinca, S. cerevisiae BY4741 maya hicreleri igin; E:
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maddesinden 2ppm, 4ppm ve 8ppm, S. cerevisiae maya hcreleri igin; E> maddesinden 20
mg ve 40 mg konsantrasyonlar1 icerecek sekilde eklenerek gruplar hazirlandi. Her

konsantrasyon ayri bir grup olarak belirlenip deneysel ¢alisma islemi yiiriitiildii.

»  2-(2-(4 benzyloxy-3-methoxyphenyl)ethlidene)hydrazinecarboxamide Schiff baz1 grubu:
Bu gruptaki S. cerevisiae BY4741 ve S. cerevisiae hucreleri icin 200 mL saf su i¢inde 2 g
maya ekstrakti, 4 g baktopepton ve 4 g glukoz igeren besiyeri ortami igerisine maya huicresi
inokiile edildi. OD600 degerleri 0.4-0.6 civarma [yaklasik olarak 1-3 107 hiicre/ml (Bergman
2001)] ulasinca, S. cerevisiae BY4741 maya hucreleri igin; Es maddesinden 2ppm, 4ppm ve
8ppm, S. cerevisiae maya hcreleri i¢in; Es maddesinden 20 mg ve 40 mg konsantrasyonlari
icerecek sekilde eklenerek gruplar hazirlandi. Her konsantrasyon ayri bir grup olarak

belirlenip deneysel ¢aligma islemi yiiriitiildii.

Sekil 3.2. Laboratuvarda hazirlanan Saccharomyces cerevisiae gruplari

3.2.3. Biyokimyasal Analizler

Inkiibasyon sonunda kiiltiirlerin laboratuvar sartlarinda 517 nm’de hiicre yogunluklar1 &l¢iildii.
Gruplardaki ornekler plastik falkon tiipler igerisine alind1 ve agirliklar1 hassas terazide tartildi.
6000 rpm’de 5 dakika siireyle +4 C°’de santrifiij edilerek hiicreler toplandi. Hiicreler pellet
olarak toplandiktan sonra yas agirliklart belirlendi. Pelletlere 0.009°lik NaCl’den 5 ml ilave
edilerek santrifiijlendi ve {ist sivisi atilarak pelletlerin yikanmasi tamamlandi. Yikamadan sonra

falkon tiipler hassas terazide tartilarak pellet agirliklari belirlendi.
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Parcgalayic1 tampon olarak Tris tamponu (pH= 7.4) hazirlandi. Bu amagla 0.84 gr Trisbase, 2.86
gr Tris HCI ve 3.72 gr EDTA 200 ml saf suda ¢oziildii ve diger biyokimyasal analizler igin
hazirlik yapildi.

Hucre pelletleri Gzerine 5 ml Tris tamponu (20 mM Tris HCI-baz (pH= 7.4) ve 20 mM
EDTA karisimi) ilave edilerek homojenizatorde pargalandi. Ornekler +4 C%de 10 dk. 6000
rpm’de santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 siipernatant kissm GSH, MDA-TBA ve total protein
analizleri yapilmak iizere deney tiliplerine alindi. Falkon tiipiinde geri kalan homojenat pellet, 10
ml 3/2, (v/v) oraninda n-hekzan+izopropanol karigimi ile tekrar homojenize edilerek (Hara ve
Radin 1978) yag asidi diizeyi (Christie 1990, Katsadinis ve Addis 1999), vitamin ve sterollerin
(ergosterol, kampesterol, stigmasterol, betasitosterol) analizlerinde kullanilmak tizere ayr1 ayri
deney tiiplerine alindi.

Total protein diizeyi Lowry yontemine gore (1951), GSH ve GSSG miktarlarinin &l¢timii
HPLC cihazinda ilgili metoda gore analiz edildi (Klejdus vd. 2004, Yilmaz vd. 2009). TBARS
miktarlarinin 6l¢iimii HPLC cihazinda Slgiildii. Yag asidi analizleri gaz kromatografisi cihazi,

sterol ve lipofilik vitaminlerin analizleri HPLC cihazinda yapildi (Katsadinis ve Addis 1999).

3.2.3.1. GSH ve GSSG Miktarimn HPLC Cihazinda Olgiilmesi

GSH ve GSSG miktarlarinin 6l¢timii HPLC cihazinda ilgili metoda gore analiz edildi (Klejdus
vd. 2004, Yilmaz vd. 2009). 1 mL homejanat alindi. 1 mL % 10’luk TCA eklenerek deprotenize
edilmesi saglandi. 6000 rpm’de santrifiij isleminden sonra 1 mL otosampler viallerine alindi.
Kantitatif 6lcimlerde 214 nm’de Shimadzu marka full otomotik HPLC cihazi kullanildi. LC-10
ADY? UV-visible pompa, SPD-M10A'", PDA dedektori, CTO-10AS"P kolon firmi, SIL-
10AD"P otosampler, DGU-14A degasser unitesi ve Class VP 6.26 isletim programi (Shimadzu,
Kyota Japan) kullanildu.

Mobil faz olarak % 0,1 TFA ve metanol (% 94/% 6, v/v) karisimi kullanildi Ayirma
islemi ODS-3 HPLC kolonunda yapildi. Hesaplama islemi standart karisimlardan hazirlanan
kalibrasyon egrisine gore Class VP 6,26 programi (Shimadzu, Kyota Japan) ile hesaplandi.

3.2.3.2. Total Protein Duizeyinin Ol¢imi

Total protein dizeylerinin belirlenmesi Lowry yontemi kullanilarak yapildi (Lowry vd. 1951)

Protein 6l¢limii i¢in asagidaki ¢ozeltiler hazirlandi:
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A =0.2 M Sodyum hidroksit (NaOH) 250 ml saf suda 2 gr

B =% 4 (w/v) Sodyum karbonat (NaCO3) 250 ml saf suda 10 gr
C =% 1 (w/v) Bakir siilfat (CuSO4.5H; O) ¢ozeltisi 10 ml saf suda 0.1 gr

D =% 2 (w/v) Potasyum sodyum tartarat (KNaCs H 4 O .4H20) 10 ml saf suda 0.2 gr

% 50 Folin ¢ozeltisi 25 ml saf suda 25 ml
% 0.1 Albumin 10 ml saf suda 0.003 gr

A ve B ¢ozeltilerinin her birinden 5’er ml ¢ozelti alinip dokiildii. Sonra bu iki ¢6zelti birbirine
karistirildi. Sonra da bu ¢ozeltiye 5 ml C ve 5 ml D ¢ozeltisinden ilave edildi. Bu ¢ozeltilerin
karigimindan hazirlanan reaktife E reaktifi (Lowry ¢0zeltisi) ad1 verildi.

Daha sonra protein ¢dzeltisinden 5 pl deney tiipline alind1 ve 6rnek iizerine 4 ml E
reaktifinden ilave edildi. Cozelti karistirildi ve 10 dakika oda sicakliginda bekletildi. Bekleme
stiresi sonunda 0.5 ml Folin (10 ml Folin-Ciocalteau reaktifi Uzerine 10 ml saf su ilave edilerek
hazirlanir) karisimindan ilave edildi. 30 dk. oda isisinda bekletildi. Siire sonunda numuneler 750
nm’de blank’a kars1 spektrofotometrede 6lciildii. Blank olarak 4 ml Lowry ¢ozeltisi (E reaktifi)
kullanildi.

Total protein 6lgiminde maya hiicresinde proteinler ¢oktlrildikten sonra elde edilen
pellete 1 ml distile su ilave edilip vortekslendi, tekrar santrifiij edildi ve olusan siipernatanta

6l¢tim yapildi.

3.2.3.2.1. Protein Kalibrasyon Egrisinin Olusturulmasi

Bu amacla saf haldeki albuminden 10 ml’de 0.003 gram igerecek sekilde hazirlandi. Daha sonra

standart gruplar1 asagida belirtildigi gibi hazirland1

S1— 100 pl albumin + 4 ml E ¢ozeltisi + 0.5 ml Folin
S2— 200 pl albumin + 4 ml E ¢ozeltisi + 0.5 ml Folin
S3— 300 pl albumin + 4 ml E ¢ozeltisi + 0.5 ml Folin
S4— 400 pl albumin + 4 ml E ¢ozeltisi + 0.5 ml Folin
S5— 500 ul albumin + 4 ml E ¢6zeltisi + 0.5 ml Folin

Gruplar 750 nm kore kars1 okutuldu. Olgiilen degerler dogrultusunda Sekil 3.2°de verilen
kalibrasyon egrisi yapildi. Orneklerin protein miktarlar1 elde edilen bu kalibrasyon egrisindeki

denklem vasitasiyla hesaplandi.
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Sekil 3.3. Protein kalibrasyon egrisi

3.2.3.3. Lipid Peroksidasyon Miktarmin Ol¢iilmesi

MDA miktarlarinin 6lgiimii HPLC cihazinin kullanildigi analiz metodu ile yapildi (Karatas vd.
2002). Tris tamponu ile homojenize edilen siipernatandan 1 mL alinarak % 10’luk perklorik asit
(HCIO4) ile muamele edilerek proteinler ¢oktiiriildii ve karisim 5000 rpm’de 5 dakika santrifiij
edildikten sonra silipernatan kisim otosampler viallerine alinarak HPLC cihazinda analizi yapildi.

Analiz i¢in full otomotik Shimadzu marka HPLC sistemi (Kyoto Japan) kullanildi. Mobil
faz olarak 30 mmol KH2PO4 ve metil alkol karisimi (Karatepe 2004) (% 82,5-%17,5 H3POu ile
pH=4,0) kolon olarak da ODS-3 HPLC kolonu (150 mm x 4,6- 5 um) kullanilmistir. Mobil faz
akis hizt 1 ml/dk, PDA dedektoriiniin dalga boyu 244 nm’de belirlendi. Hesaplama islemi
standart karisimlardan hazirlanan kalibrasyon egrisine gore Class VP 6,26 software (Shimadzu,

Kyota Japan) ile hesaplandi.

3.2.3.4. Maya Hiicre Peletlerinin Lipit Ekstraksiyonu

Maya hucre peletlerinden lipit ekstraksiyonlari, 3:2 (v/v) hekzan izopropanol soliisyonlari
kullanilarak Hara ve Radin (1978) yontemiyle yapilmistir. Doku ornekleri izerine 3:2 (v/v) 10
mL hekzan izopropanol eklendi ve homojenizatérde 11000 rpm’de 30 sn siire ile parcalandi.
Doku drnekleri 6000 rpm’de 10 dk santrifiij edildi. Ustteki siipernatant alindi ve deney tiiplerine

alindi.
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3.2.3.4.1. Yag Asidlerinin Metil Esterlerinin Hazirlanmasi

Lipitlerin icerisindeki yag asitlerinin analizlerinin yapilmasi igin metil esterleri tdrevlerine
dontstiiriilmesi gerekmektedir. Bu amagla degisik metodlar kullanilmaktadir. Yapilan ¢alismada
Christie (Christie 1990)'nin uygulamasi pratik ve verimi yiiksek olan asit katalizli esterlestirme
yontemi kullanildi.

Bu yoOnteme gore metil esterlerinin hazirlanmasi1 amaciyla hekzan/izopropanol fazi
icerisindeki lipit ekstraktlar1 30 ml boyutlarindaki vida kapakli tiiplere konuldu. Uzerine 5 ml %2
metanol sulfurik asit ¢ozeltisi eklenerek vortekslendi. Bu solisyon 55 °C olan etuvde 15 saat
birakilarak metillesmesi saglandi. Siire sonunda ¢ikarilan deney tlplerinin oda sicakliginda
sogumast saglandi. Uzerine 5 ml %5 NaCl eklenerek vortekslendi. Ttplerin icindeki yag asidi
metil esterlerinin Gstiine 5 ml hekzan (n- Hekzan) eklendi. Tim &rneklerin seviyeleri hekzan ile
esitlendi ve kapaklar kapatilarak tiipler alt-iist edildi. Oda sicakliginda 4 saat bekletildi. Siire
sonunda hekzan fazi iistten pipetle alinip alt faz dokiildii ve tist faz ayn1 deney tiipline alind1 ve
uzerine 5 ml %2'lik KHCO3 ¢ozeltisi ilave edildi. Kapaklar1 kapatildi ve 6rnekler alt tist edildi.
KHCOs c¢ozeltisi ilave edildikten sonra 3 saat beklenildi. Stre sonunda Ust faz kicik deney
tiiplerine alinir alt faz dokiiliir ve 6rnekler 40 °C etiivde ugmaya birakilir. U¢gma meydana
geldikten sonra 6rnek kalintilarinin oldugu deney tiiplerine 1 ml heptan ilave edildikten sonra
vortekslendi. 1 ml drnek 2 ml'lik vialler igine alindi ve gaz kromatografi cihazinda analizleri

yapildi.

3.2.3.4.2. Yag Asidi Metil Esterlerinin Analizi

Lipit ekstraktlar1 i¢erisindeki yag asitlerinin metil esterlerine donistiiriildii ve SHIMADZU GC
17 cihazinda analizleri yapildi. Analizler 25 m uzunluk, 0.25 um i¢ ¢capli ve PERMABOND 25
mikron film kalinligindaki Machery-Nagel (Germany) kapiller kolonu kullanilarak yapildi.
Enjeksiyon 240 °C ve dedektor 280°C olacak sekilde sicakliklar ayarlandi. Kolon sicaklik
programi 120 °C'den 220 °C'ye ayarlandi. Sicaklik artislar1 200 °C'ye kadar 5 °C/dk ve 200
°C'den 220 °C'ye ise 4 °C/dk olacak sekilde ayarlandi. 220 °C'de 8 dakika tutuldu ve toplam sire
35 dk olarak belirtildi. Azot gazi tastyici olarak kullanildi. inceleme esnasinda numunelerin yag
asidi metil esterlerinin analizinden 6nce, standart yag asidi metil esterlerine ait karisimlar enjekte
edilip yag asidlerinin tutulma sureleri tespit edildi. Bu islemlerden bittikten sonra programlama

yapildi ve yag asidi metil esterlerinin analizleri yapildi (Christie 1990).
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3.2.3.5. Vitamin ve Sterollerin HPLC Cihaz ile Analizi

Pellet kismini igeren orneklerin 10 ml 3/2 BHT'li hekzan izopropil alkol ¢ozeltisinde parcalanip
santrifiij edilmesiyle elde edilen siipernatant kismindan 3 ml alindi. Bu silipernatant kisim agzi
kapakli uzun deney tiipleri i¢ine alindi. Alinan 3 ml’lik 6rnek iizerine 5 ml metanolik KOH
cozeltisi (10 gr KOH+100 ml metanol) ilave edildi. Vortekslendikten sonra 85 °C’lik etiivde 30
dk inklbe edildi. Etiivden ¢ikarildiktan sonra oda sicakliginda sogutularak iistiine 5 ml saf su
eklenerek vortekslendi. Daha sonra 10 ml BHT'siz hekzan izopropil alkol eklendi. Oda
sicakliginda 15 saat faz ayrimi i¢in beklendi. Siire sonunda faz ayrimi meydana geldi ve tist faz
kiiciik deney tiiplerine alind1 alt faz atildi. Ust fazin oldugu deney tiipii 37 °C etiivde ucmaya
birakildi. Ugma meydana geldikten sonra 6rnek kalintilarimin oldugu deney tiiplerine 1 ml
asetonitril (ACN)/metanol karisimi ilave edilerek vortekslendi. Orneklerden 1 ml viallere alinip
analiz edildi.

Analizler, Shimadzu marka HPLC cihazinda yapildi. LC-10 ADVP UV-visible pompa,
SPD-10AVP detektorti, CTO-10ASVP kolon, SIL-10ADVP otosampler, DGU-14A degasser
unitesi ve Class VP software (Shimadzu, Kyoto Japan) kullanildi. Mobil fazda
asetonitril/metanol (%60+%40, v/v) kullanilarak akis hizi 1ml olarak ayarlandi. Analizler UV
dedektor, Siipelcosil LCTM 18 (15%4,6 cm, 5 um; Sigma, USA) kolonu kullanilarak yapildi. E
vitamin icerikleri 202 nm, D ve K vitaminleri ise 265 nm’de 6l¢iildi. (Katsanidis ve Addis
1999).

3.3. istatistik Analizi

Deney sonucunda tespit edilen degerler SPSS 15.0 istatistik programiyla degerlendirildi. Kontrol
grubu ile uygulanan maruziyet konsantrasyonlar1 gruplarinin ortalamalar1 arasi farklar 6nce tek-
yonlii ANOVA ile daha sonra da her bir grubun digerinden olan farkliliklar post hoc LSD testi
yapilarak belirlendi. Deney sonuglari tablolar halinde verildi ve degerler ortalama + standard
sapma (mean+S.D.) belirtildi. Istatistik yonden &nemli bulunan farklar tablolar icinde degisik
harfler ile gosterildi ve ayrica metin iginde de istatistiksel P (p>0.05, p<0.05, p<0.01, p<0.001,
p<0.0001) degerleri seklinde ifade edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Schiff Bazlarimin S. cerevisiae BY4741 Huicresinin Lipit Peroksidasyon Duizeyi Uzerine
Etkisi

Ei1, E2 ve Es schiff bazlarinin farkli konsantrasyonlar: ilave edilen maya hiicrelerindeki MDA
duzeyleri incelendiginde; kontrol grubunda kiyasla tim gruplarda artis oldugu go6zlemlendi.
Gruplar kendi aralarinda karsilastirildiginda E1 8 ppm, Ez 8 ppm gruplarinda MDA seviyesinin
kontrol grubuna gore istatiksel agidan olduk¢a 6nemli oldugu (p<0.0001), E1 2 ppm, E2 4 ppm,
Ez 4 ppm gruplarinda ise belirgin miktarda anlamli oldugu saptand: (p<0.001).

E:1 schiff bazinin 2 ppm, 4 ppm ve 8 ppm konsantrasyonlar: ilave edilen maya
hicrelerindeki MDA seviyesi kontrol grubuna gére miktarin tiim gruplarda arttigi tespit edildi.
Gruplar kendi aralarinda kiyaslandiginda konsantrasyon artttkga MDA diizeyinin E1 2 ppm’de
belirgin miktarda arttigi (p<0.001), E1 8 ppm’de olduk¢a fazla bir artis oldugu tespit edildi
(p<0.0001) (Cizelge 4.1) (Sekil 4.1).

Cizelge 4.1. Schiff Bazlarmin S. cerevisiae BY4741 hicresindeki MDA
diizeyi tzerine etkisi

Gruplar MDA (nmol/g)
Kontrol 0.304+0.07
E12 ppm 0.682+0.07¢
E1 4 ppm 0.624+0.007
E1 8 ppm 0.972+0.15%
E22 ppm 0.650+0.06
E> 4 ppm 0.650+0.03¢
E2 8 ppm 0.570£0.01
Es2 ppm 0.752+0.26
Es 4 ppm 0.580+0.104
E3 8 ppm 0.756+0.04¢d

d: p<0.001, cd: p<0.0001
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Kontrol grubuna gore; E> schiff baziin farkli konsantrasyonlart (2 ppm, 4 ppm ve 8 ppm ) ilave
edilen maya hticrelerindeki MDA seviyesinin tim gruplarda 6nemli 6lglide arttigi g6zlemlendi
(p<0.001). Gruplar kendi aralarinda karsilastirildiginda konsantrasyon arttikga MDA miktarinin
artt1g1, bu artis miktarinin 6zellikle E2 4 ppm’de belirgin diizeyde oldugu saptandi (p<0.001)
(Cizelge 4.1) (Sekil 4.1).

Es schiff bazinin {i¢ farkli konsantrasyonu ilave edilen maya hicre hucrelerindeki MDA
miktarinin kontrol grubuna gére tim gruplarda 6nemli diizeyde arttig1 belirlendi (p<0.001). E3 4
ppm’de gruplar arasindaki farkliligin ¢ok daha belirgin oldugu (p<0.001), E3 8 ppm’de miktarin
oldukga fazla tespit edildi (p<0.0001) (Cizelge 4.1) (Sekil 4.1).

0,9
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0,4
0,3
0,2
0,1

MDA Seviyesi (nmol/g)

Kontrol E1l E2 E3
Gruplar

m Kontrol ®2 ppm 4 ppm W 8 ppm
Sekil 4.1. Schiff Bazlarinin S. cerevisiae BY4741 hiicresindeki MDA-TBA miktari tizerine etkisi

4.2. Schiff Bazlarimin S. cerevisiae BY4741 Hucresinin GSH ve GSSG Seviyesi Uzerine
Etkisi

Schiff bazlarinin maya htcresindeki GSH diizeyinin kontrol grubuna gore tim gruplarda arttig

belirlendi. Artiglarin E;1 ve E» schiff bazlarini igeren gruplarda konsantrasyon arttik¢a arttigi,
buna karsilik E3 grubunda ise azaldig tespit edildi (Cizelge 4.2) (Sekil 4.2).
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Cizelge 4.2. Schiff Bazlarinin S. cerevisiae BY4741 hiicresindeki GSH ve GSSG duzeyi
Uzerine etkisi

Gruplar GSH (umol/g) GSSG (umol/g)
Kontrol 12.01+2.26 5.50+1.58
E12 ppm 18.02+1.28 3.51+0.15¢
E1 4 ppm 19.72+1.45¢ 3.98+0.33
E1 8 ppm 20.85+2.13% 4.35+0.35°
E22 ppm 13.51+1.95% 2.89+0.81%
E2 4 ppm 19.64+2.43¢ 3.30+0.36¢
E2 8 ppm 18.07+£1.56 3.19+0.12
Es2 ppm 26.90+6.88° 6.09+0.98P
Es 4 ppm 16.22+1.72¢ 3.89+0.434
Es 8 ppm 22.59+4.09 4.89+1.08

a: p>0.05, b: p<0.05, c: p<0.01, d: p<0.001, cd: p<0.0001

E: schiff bazinin farkli konsantrasyonlari ilave edilen maya hiicrelerindeki GSH dizeyinin
kontrol grubuna kiyasla tim gruplarda arttigi gozlemlendi. Gruplar kendi aralarinda
kiyaslandiginda konsantrasyon artttkca GSH miktarinin arttigi belirlendi. E1 4 ppm grubunda
belirgin diizeyde artt1g1, E1 8 ppm grubunda bu artigin istatiksel agidan olduk¢a 6nemli oldugu
gozlemlendi (p<0.001) (p<0.0001) (Cizelge 4.2) (Sekil 4.2).

E> schiff bazi ilave edilen (2 ppm, 4 ppm ve 8 ppm) maya hucrelerindeki GSH seviyesi
incelendiginde; kontrol grubuna gore miktarin tim gruplarda belirgin miktarda arttig1 saptandi
(p<0.001). Gruplar kendi aralarinda kiyaslandiginda konsantrasyon arttikca GSH miktarinin
arttig1 saptandi. E2 2 ppm’de istatiksel farklilik bulunmadigi (p>0.05), E2 4 ppm’de miktarin
belirgin seviyede arttig1 tespit edildi (p<0.001). (Cizelge 4.2) (Sekil 4.2).

Es schiff bazinin 2 ppm, 4 ppm ve 8 ppm konsantrasyonlar1 ilave edilen maya
hicrelerindeki GSH diizeyine bakildiginda kontrol grubuna kiyasla tiim gruplarda belirgin
miktarda arttig1 saptandi (p<0.001). Es 2 ppm’de miktarin olduk¢a fazla oldugu Esz 4 ppm
grubunda ise anlamli derecede farklilik oldugu belirlendi (p<0.0001). (p<0.01) (Cizelge 4.2)
(Sekil 4.2).

30




W
=]

25
@I
T 20
2
Z 15
@
z
210 I
T
[ o B
U 9
0 - a4 | 5 Ll
E2

Kontrol E1l E3

Gruplar
EKontrol M2 ppm ® 4ppm B 8 ppm

Sekil 4.2. Schiff Bazlarinin S. cerevisiae BY4741 hiicresindeki glutatyon miktar1 {izerine etkisi

Kontrol grubuna gore Ei, E2 ve Es schiff bazlarmin farkli konsantrasyonlari ilave edilen maya
hiicrelerindeki GSSG iizerindeki etkileri karsilastirildiginda miktarin tum gruplarda belirgin
diizeyde azaldig1 belirlendi. E1 2 ppm, E2 4 ppm, Ez 4 ppm gruplarinda ¢ok daha belirgin bir
azalis oldugu (p<0.001); E2 2 ppm grubunda azalisin istatiksel agidan oldukca onemli oldugu
(p<0.0001), E1 8 ppm ve E3 2 ppm’de gruplar arasinda kismen farklilik oldugu tespit edildi
(p<0.05).

E1 schiff bazinin 2 ppm, 4 ppm ve 8 ppm konsantrasyonlari ilave edilen maya
hicrelerinde GSSG seviyesinin kontrol grubuna kiyasla tim gruplarda azaldigi gozlemlendi.
Gruplar kendi aralarinda kiyaslandiginda konsantrasyon arttikca GSSG miktarmin arttig
belirlendi. E1 2 ppm grubunda miktarin belirgin diizeyde azaldig1 (p<0.001), E1 8 ppm grubunda
kismi bir azalis oldugu (p<0.05) saptandi (Cizelge 4.2) (Sekil 4.3).

31



6
E‘ 5
e
2 4
§
.;' 3
@
75
o 2
A
A
S|
G - um = L m = 4
Kontrol E1l E2 E3

Gruplar
B Kontrol =2 ppm 4ppm ® 8ppm

Sekil 4.3. Schiff Bazlarinin S. cerevisiae BY4741 hiicresindeki GSSG miktari iizerine etkisi

E> schiff bazinin 2 ppm, 4 ppm ve 8 ppm konsantrasyonlari ilave edilen maya hucrelerindeki
GSSG duzeyi incelendiginde; kontrol grubuna kiyasla tum gruplardaki miktarm belirgin
seviyede distigi gorildi (p<0.001). Gruplar kendi aralarinda kiyaslandigi konsantrasyon
artttkca GSSG miktarinin arttigi gézlemlendi. E> 2 ppm grubunda azalis diizeyinin oldukga
onemli oldugu, E> 4 ppm grubunda farkliligin oldukg¢a belirgin oldugu belirlendi (p<0.0001)
(p<0.001) (Cizelge 4.2) (Sekil 4.3).

Kontrol grubuna kiyasla Ez schiff bazinin farkli konsantrasyonlar1 (2 ppm, 4 ppm ve 8
ppm) ilave edilen maya hucrelerindeki GSSG seviyesi incelendiginde; Ez 2 ppm grubunda kismi
artig gorulirken (p<0.05), Ez 4 ppm’de belirgin diizeyde azaldigi saptandi (p<0.001) (Cizelge
4.2) (Sekil 4.3).

4.3. Schiff Bazlarimin S. cerevisiae BY4741 Hucresinin Total Protein Seviyesi Uzerine Etkisi

Kontrol grubu ile karsilastirildiginda; E1, E> ve Es schiff bazlarinin farkli konsantrasyonlar1 ilave
edilen maya hiicrelerindeki total protein miktarinin tlim gruplarda belirgin seviyede arttig
saptand1 (p<0.001).

32



E:1 schiff bazinin 2 ppm, 4 ppm ve 8 ppm konsantrasyonlar: ilave edilen maya hucrelerindeki
total protein diizeyi incelendiginde; kontrol grubuna kiyasla tiim gruplarda belirgin miktarda artis
oldugu goézlemlendi (p<0.001). E1 4 ppm’ de bu artisin ¢ok daha belirgin Seviyede arttigi
(p<0.001), E1 8 ppm’de miktarin istatiksel agidan olduk¢a 6nemli oldugu tespit edildi (p<0.0001)
(Cizelge 4.3) (Sekil 4.4).

Cizelge 4.3. Schiff Bazlarinin S. cerevisiae BY4741 hiicresindeki
Total Protein duizeyi tzerine etkisi

Gruplar Total Protein (mg/g)
Kontrol 0.776x0.06
E12 ppm 0.956+0.09
E1 4 ppm 0.900+0.05¢
E1 8 ppm 1.15620.06%
E22 ppm 1.054+0.0044
E24 ppm 1.026+0.05
E> 8 ppm 1.048+0.11
Es2 ppm 1.142+0.06
Es 4 ppm 1.166+0.13
Es 8 ppm 1.232+0.21%

d: p<0.001, cd: p<0.0001

Kontrol grubuna kiyasla Ez schiff bazinin farkli konsantrasyonlar1 ilave edilen maya
hlcrelerindeki total protein miktariin tim gruplarda 6nemli miktarda artis oldugu belirlendi
(p<0.001). Gruplar kendi aralarinda karsilastirildiginda konsantrasyon arttikca total protein
miktarinin azaldig1 saptandi. E> 2 ppm’de miktarin belirgin diizeyde arttigi gozlendi (p<0.001)
(Cizelge 4.3) (Sekil 4.4).

Es schiff bazinin ii¢ farkli konsantrasyonu ilave edilen maya hiicrelerindeki total protein
seviyesinin kontrol grubuna kiyasla tim gruplarda artis oldugu belirlenmistir (p<0.001). Gruplar
kendi aralarinda karsilastirildiginda konsantrasyon arttikga total protein miktarinin arttigi tespit
edildi. Ez 8 ppm’de miktarin belirgin diizeyde arttig1 (p<0.001), Ez 8 ppm’de miktarin istatiksel
acidan oldukca 6nemli oldugu saptandi (p<0.0001) (Cizelge 4.3) (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. Schiff Bazlarinin S. cerevisiae BY4741 hucresindeki total protein miktari
uzerine etkisi

4.4. Schiff Bazlarinn S. cerevisiae Hiicresinin Yag Asidi Seviyesi Uzerine EtKisi

E1, E2 ve Es schiff bazlarinin 2 ppm 4 ppm 8 ppm konsantrasyonlart uygulanan Saccharomyces
cerevisiae BY4741- Yabani Tip Maya Hicresi’nde (Genotip: MATa his3 leu2 metl5 ura3)
yapilan analizlerde yag asidi tespit edilememistir.

E1, E2 ve Es3 schiff bazlarinin farkli konsantrasyonlari (10 mg ve 20 mg) ilave edilen S.
cerevisiae hucresindeki yag asidi diizeyi iizerine etkisi incelendiginde; kaprilik asit (C8:0)
miktarinin kontrol grubuna kiyasla tiim gruplarda azaldigi saptandi. E1-Y grubunda istatiksel bir
farklilik olmadigi, E>-Y ilave edilen grupta ise azalis miktarinin daha fazla oldugu gdzlemlendi
(p>0.05) (p<0.001) (Cizelge 4.4). Kontrol grubuna oranla laurik asit (C12:0) miktarinin tiim
gruplarda azaldigir sadece E1-X grubunda artis gosterdigi tespit edildi. E;-X grubunda gorulen
artigin istatiksel bir farklilik olusturmadigi; Es-Y grubunda ise anlamli derecede azalis oldugu
belirlendi (p>0.05) (p<0.01) (Cizelge 4.4). Miristik asit (C14:0) miktar1 tizerine schiff bazi
uygulamalarinin etkilerinin kontrole gore; E1-Y, E2-X, E2-Y, E3-X ve E3-Y gruplarinda azaltici
yonde oldugu gozlendi. E>-X grubunda anlamli derecede azalis oldugu, E1-X grubunda gortlen
artigin istatiksel agidan bir farklilik olusturmadigi belirlendi (p<0.01) (p>0.05) (Cizelge 4.4).

Farkli konsantrasyonlardaki schiff bazlarmin palmitik asit (C16:0) igerigi iizerine

etkileri incelendiginde kontrol grubuna oranla yag asidinin E2-X grubunda artt1g1 diger gruplarda
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azaldig1 saptandi. E2-X grubunda kismen bir artis oldugu, E2-Y grubunda azalmanin daha fazla
oldugu gorildi (p<0.05) (p<0.001). Palmitoleik asit (C16:1) igerigi incelendiginde; kontrol
grubuna gore sadece E>-X uygulamasinda azalis oldugu; Ei-X, Ei-Y, Ez-Y, E3-X ve E3-Y
uygulamalarinda artis oldugu saptandi. E3-X grubunda kismi bir artis oldugu ve E>-X grubunda
tespit edilen azalis miktarin istatiksel bir farklilik olusturmadigi gozlemlendi (p<0.05)
(p>0.05). Heptadekanoik asit (C17:0) miktar1 kontrol ile karsilastirildiginda Ei-X grubunda
azalig goruliirken diger schifff baz1 gruplarinda 17:0 diizeyinin arttig1 ve 6zellikle E2>-Y grubunda
artis miktarinin daha anlamli oldugu belirlendi. (p<0.001). Heptadekenoik (C17:1) yag asidinin
Es-X grubunda istatiksel agidan oldukg¢a onemli oranda azaldigi, diger gruplarda ise arttig1 tespit
edildi (p<0.0001). Stearik asit (C18:0) igeriginin kontrole oranla E>-Y grubunda anlamli
dizeyde artis oldugu (p<0.01), diger gruplarda ise azaldigi gozlemlendi. Esz-X grubunda
azalmanin kismi miktarda oldugu saptandi (p<0.05) (Cizelge 4.4).

Oleik asit (C18:1) miktar1 kontrol grubu ile karsilastirildiginda yag asidinin E1-Y, E>-X
gruplarinda azaldigi, diger gruplarda arttig1 saptandi. Ei-Y grubunda kismi bir azalis oldugu
(p>0.05), E>-Y grubunda ise anlamli derecede artis oldugu tespit edildi (p<0.01). Schiff
bazlarinin linoleik asit (C18:2) igerigi tizerine etkilerinin yag icerigini artiric1 sekilde oldugu ve
E1-X ve Es3-Y igeren gruplarda bu artisin istatiksel agidan olduk¢a Onemli oldugu belirlendi
(p<0.0001) (Cizelge 4.4). Linolenik asit (C18:3) seviyesinin kontrole godre tim gruplarda
azaldig1 6zellikle E2-X grubunda miktarin oldukga 6nemli derecede azaldigi gozlendi (p<0.0001)
(Cizelge 4.4). Arasidik asit (C20:0) dizeyinin kontrole oranla tiim gruplarda arttigi, Eo-Y
grubunda kismi bir artig goriilirken E2-Y grubunda bu artisin daha belirgin oldugu goraldi
(p<0.05) (p<0.001) (Cizelge 4.4). Es-Y grubunda ise (C20:0) tespit edilmedi.

Eikosenoik asit (C20:1) kontrol grubunda saptanmadi. Schiff bazi uygulamalarinin E;
gruplarinda konsantrasyon arttik¢a Eikosenoik asit miktarini azaltici; E> ve Ez gruplarinda ise

konsantrasyon arttik¢a 20:1 diizeyini arttirict yonde gergeklestigi gozlendi (Cizelge 4.4).
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Cizelge 4.4. Schiff Bazlarin S. cerevisiae hucresindeki yag asidi icerigi (%)

Yag Asitleri Kontrol Ei-X Ei-Y E2-X E2-Y Es-X Es-Y
C8:0 4.572+0.56 3.444+0.53 4.535+0.65% 3.141+0.11 2.467+0.20° 3.070+0.53 2.80£0.45
C12:0 8.151+0.64 8.169+0.672 7.952+0.75 7.638+0.66 7.381+0.50 7.679+0.77 6.069+0.38¢
C14:0 5.178+0.04 5.320+0.03? 4.485+0.13 4.997+0.17°¢ 4.674+0.06 4.644+0.03 4.873+0.03
C16:0 45.96+0.43 38.05+8.13 43.89+0.80 46.26+1.16° 37.41+6.52¢ 44.94+0.46 42.68+0.75
Ci16:1 5.00+0.15 5.92+0.77 5.32+0.30 4.80+0.222 5.46+0.26 5.78+0.23° 5.42+0.17
C17:0 0.297+0.02 0.163+0.04 1.04+0.23 1.23+0.09 1.59+0.08¢ 1.19+0.09 1.08+0.07
Ci7:1 0.125+0.004 0.209+0.01 0.256+0.03 0.201+0.09 0.174+0.04 0.045+0.006% 0.38+0.04
C18:0 14.46+0.82 12.97+0.59 13.60+0.54 13.09+0.35 16.27+1.01° 13.85+1.19° 13.18+0.50
C18:1 3.38+0.12 3.67+0.44 3.36+0.152 3.03+0.12 4.66+0.20° 4.45+0.43 3.64+0.12
C18:2 0.142+0.019 11.02+1.08¢ 9.47+1.42 10.35+1.29 7.05+1.22 7.69+1.76 14.78+0.18¢
C18:3 9.80+0.60 0.157+0.04 0.113+0.05 0.098+0.009¢d 0.331+0.07 0.464+0.09 0.774+0.04

C20:0 0.120+0.007 0.160£0.015 0.131+0.007° 0.145+0.021 0.202+0.03¢ 0.156+0.024 -
C20:1 - 0.218+0.05 0.087+0.005 0.218+0.05 0.265+0.03 0.153+0.01 0.240+0.04

a: p>0.05, b: p<0.05, c: p<0.01, d: p<0.001, cd: p<0.0001 X: 10 mg Y: 20 mg
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4.5. Schiff Bazlarimin S. cerevisiae Hucresinin Lipofilik Vitaminler ve Fitosterol Seviyesi
Uzerine EtKisi

E1, E2 ve E3 schiff bazlarinin 2 ppm 4 ppm 8 ppm konsantrasyonlari uygulanan Saccharomyces
cerevisiae BY4741- Yabani Tip Maya Hucresi’'nde (Genotip: MATa his3 leu2 metl5 ura3)
sadece a-tokoferol tespit edildi. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda; o-tokoferol igeriginin
tim gruplarda azaldig1 belirlendi. Gruplar kendi aralarinda karsilastirildiginda E; 2 ppm, E2 8
ppm gruplarinda miktarin kontrole gore olduk¢a 6nemli seviyede azaldigi (p< 0.0001), E1 8 ppm
grubunda istatiksel bir farklilik olmadigi (p>0.05) ve Ez 4 ppm grubunda ise belirgin dizeyde
azaldig tespit edildi (p<0.001) (Sekil 4.5) (Cizelge 4.5).

Cizelge 4.5. Schiff Bazlarinin S. cerevisiae BY4741 hiicresindeki
a-tokoferol diizeylerinin degisimi (1g/Q)

Gruplar a-tokoferol
Kontrol 3.85+0.43
E12 ppm 1.96+0.31¢
E1 4 ppm 1.91+0.14
E1 8 ppm 3.26+0.662
E22 ppm 2.93+0.24
E2 4 ppm 2.12+0.16
E2 8 ppm 1.42+0.18°%
Es2 ppm 3.41+0.71
Es 4 ppm 2.68+0.52¢
Es 8 ppm 2.73+0.86

a: p>0.05d: p<0.001, cd: p<0.0001

37



o
w s

N
Ln

\L—l
h

o~ Tokoferol Seviyesi (ng/g)
[ 2

&
th

=
N

Kontrol E1l E2 E3
Gruplar

E Kontrol =2 ppm 4ppm H 8ppm

Sekil 4.5. Schiff Bazlarinin S. cerevisiae BY4741 hiicresindeki a-tokoferol miktar: tizerine etkisi

E1, E2 ve Es schiff bazi uygulamalarmin (X: 10 mg ve Y: 20 mg) S. cerevisiae mayasi tarafindan
sentezlenen lipofilik vitaminler {izerine etkileri incelendiginde; vitamin miktarmin kontrol
grubuna oranla tim gruplarda azaldig: belirlendi (Cizelge 4.6). K1 vitamini igeriginin kontrol ile
karsilagtirilmasinda E1-X grubunda arttig1, diger tiim gruplarda ise azaldig1 saptandi. Bu azaligin
E1-Y, E2-Y ve Ez-Y gruplarinda anlamli oldugu gdzlemlendi (p<0.0001) (Cizelge 4.6). Ko
vitamini diizeylerinin kontrol grubu ile kiyaslandiginda biitiin gruplarda belirgin diizeyde
azaldig1 gozlemlendi (p<0.0001) (Cizelge 4.6).

D> vitamini diizeyinin kontrole gore tim gruplarda 6nemli derecede azaldig: ve azalisin
Ozellikle E1-Y, E2-X ve Esz-Y gruplarinda istatiksel acidan olduk¢a dnemli oldugu tespit edildi
(p<0.0001). D3 vitamini seviyesinin uygulama gruplarindan E1-Y uygulamasinda kontrol grubu
ile arasinda belirgin bir azalis farki oldugu gézlemlenirken, E>-X ve E3-X uygulama gruplarinda
ise azalis miktar1 ¢ok diisiik seviyede saptandi (p<0.001) (p<0.0001) (Cizelge 4.6).

R-tokoferol miktarinin kontrol grubu ile kiyaslandiginda tiim gruplarda azaldig:
belirlendi. E2-X grubunda farkin daha belirgin oldugu, E3-Y grubunda ise istatiksel olarak
olduk¢a 6nemli oldugu belirlendi (p<0.001). (p<0.0001). a-tokoferol miktarinin kontrol grubuna
gore tiim gruplarda azaldig1 gozlendi. Ei-Y ve Ez-X gruplarinda oldukg¢a diisiik miktarlarda
bulundugu ve istatistiksel agidan 6nemli oldugu saptandi (p<0,0001) (Cizelge 4.6).
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S.cerevisiae’da farkli konsantrasyonlardaki schiff bazi uygulamalarinin fitosteroller
(stigmasterol, ergosterol ve B-sitosterol) Uzerine etkileri karsilastirildiginda; kontrol grubuna
oranla ergosterol ve stigmasterol miktarlarinda oldukga belirgin seviyede azalmalar oldugu tespit
edilirken, B-sitosterol miktarlarinda biitiin gruplarda artis oldugu belirlendi.

Ergosterol dizeyi kontrole gore kiyaslandiginda miktarin biitiin gruplarda azaldig
gozlendi. Ei-Y, E2-X ve E3-Y gruplarinda azalmanin istatiksel agidan olduk¢a 6nemli oldugu,
E2-Y grubunda ise kismen bir farklilik saptand1 (p<0.0001) (p<0.05) (Cizelge 4.6).

B-sitosterol miktarinin kontrole grubuna oranla tiim gruplarda arttig1 belirlendi. Gruplar
kendi aralarinda karsilastirildiginda, E1-X, E1-Y ve E3-X gruplarinda artisin ¢ok daha anlamli
diizeyde bu sterolii igerdigi gozlendi (p<0.0001) (Cizelge 4.6).

Stigmasterol diizeyi incelendiginde kontrol grubuna gore schiff bazi uygulanan tim
gruplarda miktarda anlamli diizeyde azalma oldugu ve 6zellikle E1-Y, E>-Y ve Ez-X gruplarinda
azalmanin oldukga belirgin seviyede oldugu belirlendi (p<0.0001) (Cizelge 4.6).
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Cizelge 4.6. Schiff Bazlarmin S. cerevisiae hicresindeki lipofilik vitamin ve fitosterol seviyesi tzerine etkisi (L1g/Q)

Vitamin ve Kontrol E1-X E1-Y E2-X E2-Y Es-X Es-Y
Steroller
K1 vitamini | 1.024+0.27 1.092+0.16 0.56+0.07¢ 0.65+0.09 0.46+0.13¢d 0.72+0.20 0.40+0.06%
K2 vitamini 0.31+0.02 0.03+0.001¢@ | 0.06+0.004¢ 0.06+0.007¢d 0.06+0.007¢d 0.074£0.002¢¢ | 0.07+0.008¢
Dz vitamini | 0.737+0.16 | 0.536+0.07 | 0.195+0.02¢¢ | 0.192+0.05% 0.180+0.04 0.236+0.02 | 0.150+0.06%
Ds vitamini | 0.198+0.02 | 0.178+0.02 0.154+0.06¢ 0.075+0.03%¢ | 0.060+0.008 | 0.056+0.01¢ | 0.095+0.04
R-tokoferol | 0.176+0.07 0.156+0.02 0.170+0.03 0.154+0.02¢ 0.146+0.01 0.176%0.02 0.106+0.02¢d
a-tokoferol 2.924+0.28 2.432+0.18 1.420+0.20¢ 1.604+0.16¢ 1.432+0.06¢ 1.510+0.15 2.024+0.35
Ergosterol | 119.36+14.46 | 90.97+16.22 | 48.70+9.21¢ 44.57+2.29% | 106.20+62.76° | 50.90+4.86 34.96+4.81¢d
p-sitosterol 0.70+0.27 1.84+0.83¢ 1.85+0.47¢ 1.06%0.30 1.30+0.52 1.184+0.25¢ 1.476+0.22
Stigmasterol | 885.03+47.15 | 542.43+47.33 | 265.16+48.98¢ | 307.72+38.60° | 267.87+34.71 | 261.87+49.65%¢ | 344.10+57.30

a: p>0.05, b: p<0.05, c: p<0.01, d: p<0.001, cd: p<0.0001 X:10mg Y: 20 mg
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5. SONUC VE ONERILER

5.1. Sonuclar

Schiff bazlarinin biyoloji, farmakoloji ve kimya alanlarinda kullanimlar1 olduk¢a yaygindir. Bu
molekiiller degisik biyolojik etkilere sahip olabilir. Schiff bazli maddeler insan diyetinde
kullanilamaz. Fakat bu bilesiklerin ¢ogunlugu canli viicudu igerisinde degisik amaglarla
kullanilabilir.

Canli sistemlerde koordinasyon bilesikleri olduk¢a dnemli bilesiklerdir. Schiff bazlarinin
degisik metallerle olusturduklari bilesiklerin, biyolojik ve katalitik aktiviteleri birgok ¢alismanin
konusunu olusturmustur (West ve Panel 1989, Chohan 2001, 2002, Takani vd. 2002, Mukherjee
vd. 2006, Silva vd. 2006, Li-Juan vd. 2009, Reiss 2009, Shayma 2009, Dolaz vd. 2010, Mounika
vd. 2010, Prashanthi 2010, Ceyhan vd. 2011, Chavan 2011).

Canli yapilarda 6nemli olan biyomolekuller olan enzimlerin biiyiikk bir kismi kofaktor
olarak metal iyonu igerdiklerinden dolayr metal iyonlarindan etkilenirler. Metal iyonlart belli
konsantrasyonlarda enzimlerin inhibitori yada aktivatorii gibi davranmaktadir. Giiniimiizde bazi
hastaliklarin tedavisi enzimlerin inhibisyonu yada aktivasyonu yoluyla ger¢eklesmektedir. Bu
sebeple bu bilesiklerin farmakolojideki ©nemi giderek artmaktadir. Bilesiklerin biyolojik
aktiviteleri lizerinde yapilan ¢aligsmalar ilaglarin sentezlenmesi ve hastaliklarin tedavi edilmesi
bakimindan énem arz etmektedir. (Dominguez-Vera vd. 1998, Chohan 2000, 2002, You ve Zhu
2004, Xu vd. 2005, Peralta vd. 2006, Chu ve Huang 2007, Wang ve Zheng 2007). Schiff
bazlarmin Cu(Il) kompleksleri, biyolojik sistemlerin fiziksel ve kimyasal davranislariin
belirlenmesinde kullanilmistir (Reddy 2000). Bazi1 ligandlarin diniikleer Cu(II) komplekslerinin
antitimor, antiviral ve antiinflamatuar ajanlar olarak davrandigi tespit edilmistir (Zishen 1990).

Kimyasal olarak sentezlenen bilesik ya da bilesik gruplarinin dogrudan canli sisteme
uygun oldugu sdylenemez. Bu maddelerin kullanimlarindan 6nce canlilar iizerindeki toksik ve
biyokimyasal 06zelliklerinin incelenmesi, biyolojik sistemlere, canlinin savunma sistemine
uygunlugunun ortaya konulmasi gereklidir. Bu amagla eukaryotik grubundan olan S. cerevisiae,
basarili bir model organizma olarak kullanilmaktadir. S. cerevisiae serbest radikaller ve oksidatif
stres ile kars1 karsiya kaldiginda hiicre sisteminde bu zararli saldirilara kars1 cevap verebilecek
sistemlerle donatilmigtir. S. cerevisiae’daki metabolik ozellikler yiiksek yapili organizmalara
benzerlik gosterdigi igin yeni sentezlenmis bir bilesigin canli sisteme uyum saglayip saglamadig

bu tip ¢caligmalarla ortaya ¢ikarilip kullanildig1 zaman herhangi bir sorun ile karsilagilmaz.
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Bu ¢alismada, yeni sentezlenmis bazi Schiff bazlarinin S. cerevisiae kiiltiir ortamlarinda bazi
biyokimyasal parametreler tizerine etkilerinin belirlenmesi hedeflendi. Bu amacla analizlerde en
onemli hiicre modeli olan S. cerevisiae BY4741 ve S. cerevisiae maya hicreleri kulanildi.
Yapilan arastirma kapsaminda; yeni sentezlenmis biyolojik sistemlerde etkisi bilinmeyen bazi
schiff bazlarinin, S. cerevisiae’nin total protein, glutatyon, lipit peroksidasyon, yag asidi,
lipofilik vitamin ve fitosterol gibi bazi biyokimyasal parametreleri lizerine farkli etkilere sahip
oldugu belirlendi. Kontrol grubu ve diger gruplar arasinda biyokimyasal parametre igerikleri
acisindan onemli 6l¢tde istatiksel farklar oldugu gozlemlendi.

Antioksidan 6zelligi olan GSH, serbest radikaller ve peroksitler ile reaksiyona girer ve
hicrelerin oksidatif yikima kars1 korunmasini saglar (Szacz 1969, Akkus 1995, Dikici 1999). Bu
calismada Schiff bazi uygulanan gruplarda GSH miktarlarmm Kkontrol —grubuyla
karsilastirildiginda belirgin diizeyde artis gosterdigi gozlemlendi. Tespit edilen artisin en fazla Ez
2 ppm grubunda oldugu belirlendi. Bunun nedeninin S. cerevisiae’nin schiff bazlarina kars1 bir
savunma mekanizmasi gelistirerek glutatyon miktarini artirdigi ve boylece oksidatif hasarlara
kars1 adaptasyon saglayabildigini ileri siirebiliriz. Bu goriisiimiiz, Izawa vd. (1995) tarafindan
yapilan c¢alisma ile de desteklenmektedir. Bu arastiricilar, calismalarinda H202’ye karsi
olusturulan adaptasyonlardan birinin intraseliilar glutatyonun artisinin  olabilecegini
bildirmislerdir. Ayrica, Penninckx (2000) S. cerevisiae mayasinin farkli besin kaynaklarina ve
oksidatif strese cevap olarak glutatyon sentezledigini saptamistir.

Lee vd. (2001) S. cerevisiae mayasinda iyon radyasyonuna karsi siiperoksit radikalinin
koruyucu etkisinin aragtirdiklar1 ¢aligmalarinda mayada radyasyon sonunda SOD’un yani sira
katalaz ve glutatyon rediikktaz enzimlerinin diizeylerinin yiiksek seviyede arttigini
gbzlemlemislerdir.

Elde edilen bulgulara bakildiginda, schiff bazlarmin maya hiicrelerindeki GSSG
miktarmin kontrol grubuna gére tum gruplarda belirgin diizeyde azaldigi belirlendi. E2 2 ppm
grubunda azaligin istatiksel agidan oldukg¢a 6nemli oldugu tespit edilmistir (p<0.0001).

MDA miktar tayini ile lipit peroksidasyonunun degerlendirilmesi yapilabilmektedir.
Arastirmamizda farkli konsantrasyonlarda schiff bazlar1 uygulanan maya hiicrelerinin MDA
diizeyleri kontrol grubu ile karsilagtirildiginda istatistiksel farkliliklar oldugu goézlendi. Cizelge
4.3'ye bakildiginda schiff bazi ilave edilen gruplardaki MDA diizeylerinin kontrol grubuna
kiyasla arttig1 saptandi. Ozellikle E1 8 ppm’de miktarin istatiksel agidan olduk¢a énemli oldugu
belirlendi. MDA duzeyinde gorilen artisin maya hucrelerinin uygulanan kimyasal bilesiklere
diren¢c meydana getirmesinden olabilecegi diisiinildi. Bunun yaninda kullanilan test

maddelerinin maya hicresi izerinde toksik etki gostererek lipit peroksidasyonunu arttirdigini ve
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hasar olusumuna sebep oldugunu da disiindiirmektedir. MDA lipid peroksidasyonunun son
trliniidiir ve artmis olmasi hiicresel hasarin bir gostergesidir (Garcia vd. 1997). Yapilan bir
calismada S. cerevisiae nin plazma membranlarinin H2O2 uygulandiktan kisa bir silire sonra
gecirgenlik ve biyofizyolojik 6zelliklerinin degistirdigi tespit edilmis bunun nedeninin lipit
bilesimindeki degisikliklerden olabilecegi belirtilmistir (Folmer vd. 2008).

Yaptigimiz ¢alismada Schiff baz1 uygulanan gruplarda; toplam protein miktarinin kontrol
grubuna kiyasla belirgin olarak arttig1 tespit edildi. Protein diizeylerinde izlenen artis en fazla E1
8 ppm ve Ez 8 ppm gruplarinda gézlendi. Schiff bazlar1 etkisi ile hasara ugramis proteinlerin
hiicrede birikimi sonucu protein diizeyinde artis olabilir. Bununla birlikte oksidatif stres
durumunda sentezlenen proteinlerin hiicredeki protein seviyesini arttirmaktadir. Yapilan bir
caligmada; E. coli’nin hidrojen peroksite maruz birakildiginda, alkol dehidrogenaz E, uzama
faktorii G, 1s1 sok proteini DnaK gibi temel proteinlerin sentezinde artis oldugu tespit edilmistir.
Oksidatif strese bagli olarak bir grup oksitlenmis proteinin sentezlendigini belirtmislerdir
(Tamarit vd. 1998).

Schiff bazlarmin S. cerevisiae’nin yag asidi profili izerindeki etkileri karsilastirildiginda;
kaprilik asit (C8:0) ve linolenik asit (C18:3) iceriklerinin kontrol grubuna kiyasla tim gruplarda
azaldig1 belirlendi. Miristik yag asidi (C14:0) miktariin kontrole gore; E1-Y, E>-X, E2-Y, E3-X
ve Es-Y gruplarinda azalirken; E1-X grubunda arttigi saptandi. C16:0 igeriginin E>-X grubunda
kismi olarak arttigi, E>-Y grubunda ise belirgin diizeyde azaldigi; Palmitoleik asit (C16:1)
miktarinin sadece E2-X grubunda azaldigi, diger gruplarda ise arttig1 belirlendi. C17:0 diizeyinin
E1-X grubunda azalirken diger gruplarda arttig1 gézlemlendi. Heptadekenoik (17:1) yag asidinin
Es-X grubunda olduk¢a 6nemli oranda azaldigi, diger gruplarda ise arttig1 belirlendi. Stearik asit
(18:0) igeriginin kontrole kiyasla gruplarda azaldig1 sadece E2-Y grubunda anlamli diizeyde artis
oldugu tespit edildi. Oleik asit (C18:1) seviyesinin Ei-Y ve E>-X gruplarinda azaldigi, diger
gruplarda ise arttigi saptandi. Ozellikle E2-Y grubunda kontrol grubuna gore anlamli derecede
artis oldugu tespit edildi. Linoleik (18:2) ve arasidik (20:0) yag asidi igeriklerinin schiff bazi
ilave edilen gruplarin hepsinde arttigi gozlemlendi. S. cerevisiae yag asit iceriklerinin farklilik
gostermesinin; mayanin gelisme ortamina ilave edilen farkli konsantrasyonlardaki schiff
bazlarinin etkisi ile oldugu ve bu maddelerin yag asitlerinin transkribinden sorumlu olan
enzimlerin aktivetesini inhibe ya da stimiile ederek yag asidi miktarlarinda farkliliga yol
acabildigi diisiiniilebilir.

Mayalarin yag asidi profili iizerine ¢evre sartlarinin etkileri lizerine yapilan ¢aligmalarda
da benzer sonuglara ulasilmigtir. Torija vd. (2002) tarafindan yapilan bir calismada S.

cerevisiae’nin yag asidi bilesimi iizerine nitrojen kaynaklarinin etkisi arastirilmis ve mayanin
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gelisme ortami igeriginin ve g¢evresel sartlarin hiicre membran yag asidi bilesimini etkiledigi
belirtilmistir. Bunun nedeninin, plasma membraninin mayanin i¢inde bulundugu ¢evre ile temas
kuran ilk hiicre kismi olmasindan kaynaklandigini ileri stirmiislerdir.

Gurvitz vd. (2001) yaptiklar1 ¢alismada; S. cerevisiae’den sentezlenen linoleik asit
izomerlerinin insan beslenmesinde ©onemli bir yere sahip oldugunu belirtmislerdir. Bu
izomerlerin Ozellikle antikarsinogenezis, antiarteriosklerotik ve yaglanmayi azaltici etkisi
oldugunu ortaya koymuslardir. Farkli bir arastirmada ise sicaklik, oksijen ve besin sinirlanmasi
gibi cevresel faktorlerden S.cerevisiae mayasinin agik bir sekilde etkilenerek plazma
membraninda bazi adaptasyonlar olusturdugu saptanmistir ve plazma membranlarindaki bu
degisikliklerin lipit bilesimindeki modifikasyonlarla agiklanabilecegini 6ne siiriilmiistiir (Beltran
vd. 2008).

S. cerevisiae ve ratlar Uzerinde yapilan baska bir caligmada; yag asidi diizeylerinin
ekstrakt ve Fenton reaktifi ilavesinden etkilendigi tespit edilmistir. S. cerevisiae’nin yag asit
bilesimi iginde Fenton reaktifi ve meyve ekstraktlarinin etkisiyle palmitik, palmitoleik, stearik,
oleik ve linoleik asitlerin, ratlarin yag asidi bilesimi i¢inde de belirtilen yag asitlerinin yan1 sira
arasidonik ve dokosahekzaenoik asitlerin miktarlarinda kontrol grubuna gore farkli oranlarda
art1s oldugu gozlemlenmistir (Ozsahin 2010).

S. cerevisiae maya hiicresinin biyime ortamina eklenen agir metallerin biyokimyasal
parametreler Uzerindeki etkisini incelemek i¢in yapilan bir ¢alisgmada 14:0, 16:0, 16:1, 17:0,
18:0, 18:1 ve 18:2 yag asitlerinin farkli diizeyde artis ve azalmalar gosterdigi tespit edilmistir.
Yag asidi diizeyinin azalmasinin nedeninin; maya hiicresinin agir metal stresi ile karsilastiginda
onemli yag asitlerinin sentezinin azalttig1 ve sentezden sorumlu olan enzimlerin transkriblerinin
de inhibe oldugu belirtilmistir (Kiregci 2016).

Calismamizda S. cerevisiae’'da schiff bazi uygulamalarimin lipofilik vitamin (D1, D2, K,
K2, a-tokoferol ve R-tokoferol) miktari tizerine etkileri incelendiginde tim gruplarda vitamin
sentezini azalttig1 gézlemlenmistir.

Serbest radikal olusumunda artis MDA diizeyi ve GSH-Px enzim aktivitesini arttirir. E
vitamini diizeyinde ise azalmaya neden olur (Bott ve Green 1991, Novelli vd. 1997, Diplock
1991). Novelli vd. (1995) sitmayi dnleyici ilaglarda Schiff bazlarinin bazi metal komplekslerinin
aktif oksijen trettigini, Byrnes vd. (1990) ise tiyosemikarbazon-Cu kompleksinin oksidatif strese
sebep oldugunu ileri siirmislerdir. Giiglii bir antioksidan olan E vitamini (a-tokoferol ve R-
tokoferol) seviyelerindeki azalig Schiff bazlarinin oksidatif stres olusturdugunun bir delili

sayilabilir. Bulgularimizin bu literatiirler ile uyumlu oldugu goriilmektedir.
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Yapilan bir ¢alismada S. cerevisiae gelisme ortamina ilave edilen bitkisel 6rnek igeriklerinin
vitamin sentezi iizerinde etkili oldugu tespit edilmis ve bitkinin kendi biinyesinde igerdigi
vitamin miktarina paralel olarak o grupta sentezlenen vitamin diizeyinin arttigi belirtilmistir.
Bunun nedeninin kullanilan farkli karbon kaynaklarinin besin igeriklerinden kaynaklandigi ileri
siiriilmiistiir (Ozsahin 2010).

Standart besi ortaminda gelistirilen S. cerevisiae maya hiicresinde agir metal uygulamalarinin
etkisini incelemek i¢in yapilan bagka bir ¢calismada; Mn, Mg ve Fe ilave edilen biitiin gruplarda
R Tokoferol, a Tokoferol, Dz, D3, Ki ve K vitamin miktarinin azaldigi ve bu azalmanin
istatistiksel agidan 6nemli oldugu tespit edilmistir (Kiregci 2016).

Kullanilan schiff bazlarinin S. cerevisiae mayasinda fitosterol sentezini farkli oranlarda
etkiledigi ¢aligmamiz sonucunda ortaya konulmustur. Ergosterol ve Stigmasterol sentezinin tiim
gruplarda azalirken B-sitosterol sentezinin ise arttig1 belirlenmistir.

Steroller okaryotik hicre membranlarinin temel yapisint olusturur. Mayalardaki temel
sterol olan ergosterol membranlarin akicilik, gecgirgenlik ve membrane bagli enzimlerin aktivitesi
gibi olaylardan sorumludur. Aynm1 zamanda 6nemli bir ilag ara maddesidir ve D> vitaminin
oncusu oldugu belirlenmistir (Arnezeder ve Hampel, 1990). Shang vd. (2006) tarafindan yapilan
bir caligmada yiliksek amonyum iyonlarinin mayada ergoserol birikimini olumsuz yonde
etkiledigi rapor edilmistir.

Yapilan ¢alismalar ile farkli karbon, nitrojen kaynaklarinin ve S. cerevisiae’nin gelisme
ortaminda bulunan diger bilesenlerin hiicre gelisimini ve ergosterol sentezini etkiledigi ortaya
konulmustur (Qian 1988, Tan vd. 2003). Bunun yaninda maya hiicresinin temel sterolii olan
ergosteroliin membran yapisinin gecirgenlik, akicilik gibi 6zelliklerinden ve membrana bagl
enzimlerin aktivitelerinden sorumlu oldugu bildirilmistir. Mayanin sentezledigi ergosterol, ayni

zamanda D vitamini ile kortizon iiretiminde ticari olarak sik¢a kullanilir (Shang vd. 2006).

5.2. Oneriler

Sonug olarak; schiff bazi uygulanan gruplarda Total Protein, GSH ve MDA seviyelerinin
kontrole kiyasla yiiksek olmasi yeni sentezlenen Schiff bazlarinin S. cerevisiae 'nin biyokimyasal
sistemi, savunma sistemi lizerinde farkli etkilere sahip oldugunu gostermistir. Hicrede MDA
diizeyinin artmig olmasi schiff bazlari ile hiicresel hasarin oldugunu, protein seviyesindeki artis
hiicrede hasara ugramis proteinlerin birikimi, anormal protein birikimi, oksidatif strese karsi

hiicrelerde yeni proteinlerin sentezi ile aciklanabilir. Ayrica schiff bazi indiiklii toksisiteyi
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gOstermektedir. Bu baglamda; yeni sentezlenen schiff bazlar1 antikanser ajan olarak da kabul
edilebilir ve farkli kanser ilaglari ile kombine olarak kullanilmasiyla kanser tedavisine olumlu
katk1 yapabilir. Dolayisiyla, bu tez ¢alismasinda arastirilan schiff bazi bilesiklerinin konvansiyel
antikanser ilaglarla kombine edilerek kullanildiginda kanser tedavisine olumlu katki yapip
yapmayacagi ileride yapilacak ¢alismalarin konusu olabilir.
Schiff bazi bilesiklerinin arastirilan 6zellikleri ve ¢alismamiz ile elde edilen verilerin;

= Canl sistemler tizerindeki biyokimyasal degisimlerinin belirlenmesi ve etkilerinin ortaya

konulmasina olumlu katkida bulunulacagi,
* Diger canli modelleri iizerinde yapilacak benzer ¢alismalara kaynak ve yararli olacag,
= Canli modelleri iizerinde yapilacak ¢alismalardaki sonuglarla da paralellik gosterecegi,

= Literatir bilgisine katkida bulunulacag: diistiniilmektedir.
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