T.C.
USAK UNIVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

KiMYA ANABILIMDALI

BAZI BiS -1,2,4- TRIAZOL HALKASI iCEREN AMINOMETIL TUREVLERININ
BiYOLOJIiK AKTIVITELERI

DOKTORA TEZi

Naci Omer ALAYUNT

MART 2015
USAK



T.C.
USAK UNIVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

KiMYA ANABILIMDALI

BAZI BiS -1,2,4- TRIAZOL HALKASI iCEREN AMINOMETIL TUREVLERININ
BiYOLOJIK AKTIVITELERI

DOKTORA TEZi

Naci Omer ALAYUNT

USAK 2015



Naci Omer Alayunt tarafindan hazirlanan Bazi Bis-1,2,4- Triazole Halkasi igeren
Aminometil Tiirevlerinin Biyolojik Aktiviteleri adli bu tezin Yiiksek Lisans / Doktora tezi
olarak uygun oldugunu onaylarim.

(Unvani, Ad1 ve Soyadi) ? De. Sy Gewre

e DIREITIBNL, o5 osme N P om0 svmmiunny Anabilim Dali

Bu ¢aligma, jiirimiz tarafindan oy birligi / oy ¢oklugu ile Kimya Anabilim Dalinda
Yiiksek Lisans / Doktora tezi olarak kabul edilmisgtir.

(Anabilim Dali, Universite Adr)

(Unvani, Ad1 ve Soyadi) ..... pmﬁ Ar.Ga . SONKAD. ...
(Anabilim Dali, Universite Adr)

(Unvani, Ad1 ve Soyadr) FM'Q(MMMWfﬁfé ey,
(Anabilim Dali, Universite Adr)

(Unvani, Ad1 ve Soyadi) boc. M '\‘W”ﬂh ....... 8 ANl

(Anabilim Dali, Universite Ad1)

(Anabilim Dali, Universite Adr)

Tarih: 0b.1.93..]. 2045

Bu tez ile U.U. Fen Bilimleri Enstitiisii Yonetim Kurulu Yiiksek Lisans / Doktora
derecesini onamigtir.

Fen Bilimleri Enstitiisti Miidiirii



TEZ BILDIRIiMi

Tez icindeki biitiin bilgilerin etik davranis ve akademik kurallar ¢ergevesinde elde edilerek
sunuldugunu, ayrica tez yazim kurallarina uygun olarak hazirlanan bu ¢alismada bana ait

olmayan her tiirlii ifade ve bilginin kaynagina eksiksiz atif yapildigini bildiririm.

Naci Omer ALAYUNT



BAZI BiS-1,2,4- TRIAZOL HALKASI iICEREN AMINOMETIL TUREVLERININ
BiYOLOJIiK AKTIVITELERI
(Doktora Tezi)

Naci Omer ALAYUNT

USAK UNIVERSITESI
FEN BiLIMLERI ENSTITUSU
Mart 2015

OZET

Degisik uygulama alanlarina sahip olmalarindan dolay1 bes tiyeli heterosiklik
bilesiklerin sentezi son yillarda giderek 6nem kazanmaya baglamistir. Giinlimiizde ilag
olarak kullanilan bir¢cok bilesigin yapisinda 6zellikle triazol gibi bes tiyeli heterosiklik
halka yapilar1 bulunmaktadir.

Bu calismada 5 yeni bis 1,2,4-triazol iceren aminometil tiirevli bilesiklerin in vitro,
in vivo antioksidan 6zellikleri ve antitiimdr dzellikleri incelendi. /n vitro olarak indirgeme
kuvveti, metal selatlama aktivitesi, hidrojen peroksit giderme aktivitesi, Siiperoksit radikali
giderme aktivitesi, deoksiriboz degredasyonu ile hidroksil radikali yakalama aktivitesi ve
Saccharomyces cerevisiae hiicrelerindeki MDA sonuglart degerlendirildi. /n vivo olarak
bilesiklerin deney hayvanlarinda doku ve serum diizeylerinde ki vitamin A, E, C ve MDA
degerleri iizerine etkileri arastirildi. Ayrica bilesiklerin MCF-7 insan gdgiis kanseri
hiicrelerine kars1 antitimor 6zellikleri incelendi.

Sonug olarak bilesikler askorbik asit, BHT ve o-tokoferol gibi standart
antioksidanlarla kargilagtirildiginda etkili antioksidan aktivite gosterdi. Bununla beraber,
bilesiklerin in vitro antitimor aktiviteye sahip oldugu belirlendi. Sonuglarda kontrol grubu
ve bilesikler arasindaki iliski SPSS programi yardimiyla incelenip degerlendirilmistir. Elde
edilen bulgular ve sonuglar tartigilmis ve oneriler sunulmustur.
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ABSTRACT

As 5-membered heterocyclic compounds have various applications, their synthesis
has become increasingly important in recent years. Today, many compounds used as
therapeutic agent contain 5-membered heterocyclic ring such as triazole, thiadiazole and
oxidiazole.

In the present study, in vitro and in vivo anti-oxidant and anti-tumor effects of 5
novel amino methyl compounds which contain bis-1, 2, 4-triazole were examined.
Reducing power, metal chelating activity, hydrogen peroxide scavenging activity and
superoxide radical scavenging activity, deoxyribose degradation and hydroxyl radical
grasping activity and MDA results in Saccharomyces cerevisiae cells were assessed in
vitro. Effects of compounds on tissue and serum vitamin A, E, C levels and MDA values in
test animals were assessed in vivo. In Addition, anti-tumor effects of compound were
investigated in MCF-7 human breast cancer cell line.

As a result, most of the compounds showed efficient antioxidant and antitumour
activity when compared to ascorbic acid, BHT and a-tocopherol as standard antioxidants.
In addition, cell viability experiments show that compounds have effective in vitro
antitumor activity. Correlation between control group and compounds were analyzed by
SPSS software. Findings and conclusion were discussed with relevant recommendations.
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1 GIRiS

Son yillarda yeni sentezlenmis veya bitkilerden ayrigtirilmis maddelerin etkilerini,
biyolojik yapisini laboratuvar ¢alismalar1 ile deney hayvanlarinda, klinik arastirmalar ile
insanlarda inceleyerek ila¢ gelistirme ¢alismalarina her giin yenileri katilmaktadir. Diger
bir deyisle, biyolojinin bir dali olan Farmakoloji; ilaclarin yapimindan kullanima
sunulmasina, ilaglar ile biyolojik dizgeler arasindaki etkilesimleri incelerken, deneyleri ve
canlilar iizerindeki arastirmalar1 klinik uygulamaya kadar uzanan bu karmasik ve yogun
stireci 6zellikle fizyoloji ve biyokimya bilim dallar1 ile baglantili yiiriitiir.

Canli sistemlerde c¢ok o©nemli biyolojik ve farmakolojik aktiviteleri olan
fenilpiperazin grubu gibi 6rnegin, DCPP ve fluprazin molekiillerini igeren analoglarin
sentezlenmesiyle ilgili c¢alismalar kaynaklarda yoktur. Dolayisiyla 1,2,4-triazol iceren
aminometil tlirevlerine ilaveten birde piperazin halkasi katilmasi durumunda daha aktif
biyolojik dnem tasiyan bilesiklerin biyolojik 6zelliklerini inceleyip literatiire kazandirmay1
diisiinmekteyiz.

Bu ¢alismada, bir dizi bis-1,2,4-triazollerden sentezlenmis aminometil tiirevlerinin
biyolojik 6zelliklerini incelemeyi amagladik. Ana fonksiyonel gruplar bis-triazol halkas1 ve
aminometil tiirevleridir. Gerek triazoller gerekse aminometil tiirevlerinin biyolojik aktif
bilesikler olmasi, 1,2,4-triazoller iizerinden aminometil tiirevlerinin sentezlenmesi fikrini
ortaya atmistir. Bu yolla elde edilen bilesiklerin de biyolojik aktif olmasi miimkiindiir.
Ozellikle gagimzin hastaligi olan depresyona karsi antidepresan ve antiagresif ilaglar
olarak en aktif kullanilan ilaglar, fenilpiperazin grubunu i¢erenlerdir.

Son yillarda biyolojik aktif etkiye sahip bilesiklerin sayisinda 6nemli derecede
artislar olmasina ragmen bunlarin biiyiik bir kisminin kullanimi, uygulama zorlugu, yiiksek
toksisite riski, ilag direncinin ortaya c¢ikmasi, istenmeyen yan etkilerin gdzlenmesi,
farmakokinetik eksiklik veya aktivitesindeki yetersizlik nedeniyle sinirli kalmistir. Bu
durum giiniimiiz bilimini siirekli olarak yeni ajanlarin gelistirilmesine zorlamaktadir.
Gilinlimiizde ila¢ olarak kullanilan birg¢ok bilesigin yapisinda 6zellikle tiyadiazol, triazol ve
oksadiazol gibi bes iiyeli heterosiklik halka yapilar1 bulunmaktadir. Bu halkalar
heteroatomlarin konumuna gore ¢esitli izomerlere sahiptir. Ancak bu izomerler igerisinde
biyolojik olarak en aktif olanlar 1,2,4-triazol, 1,3,4-tiyadiazol ve 1,3,4-oksadiazol

tiirevleridir. Degisik uygulama alanlarina sahip olmalarindan dolay1 bes tiyeli heterosiklik
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bilesiklerin sentezi son yillarda giderek Onem kazanmaya baglamistir ki kullanim
alanlarinin en 6nemlilerinden biri siiphesiz kemoterapi alamidir [1-5]. Bu tiir bes iiyeli
halka igeren bilesikler basta antikanser aktivite olmak iizere antibakteriyal, antifungal anti-
HIV, antitiimor, antiviral, antidepresan, iltithap Onleyici (antiinflamatuvar), tiiberkiiloza
kars1 etkili (antitiiberkiiloz), idrar soktiiriicii (ditiretik), agr1 kesici (analjezik) gibi ¢ok genis
biyolojik aktivite spektrumuna sahiptirler.

Organizmamizin ylksek oranda oksidatif strese maruz kalmasi sonucunda bir¢ok
kardiyovaskiiler, romatizmal, oto-immiin ve nérolojik hastaligin gelisgmesinde serbest
radikallerin rol oynadigi bilinmektedir [6]. Organizmamiz enzimatik ve non-enzimatik
bircok kimyasal yardimi ile bu zararli etkilerden korunmaya ¢alisir. Ancak giliniimiiz
kosullarindaki endiistriyel gelismeler, sehir hayati ve c¢evresel kirlilik faktorleri
organizmanin bu koruma silahlarin1 yetersiz birakmakta ve birgok durumda disaridan
takviye antioksidan madde kullanimina gerek goériilmektedir [7].

Bu tez ¢aligmasinda bazi bis 1,2,4-triazol tiirevlerinin yapi lizerindeki yan gruplarin
yerlestirildigi konumlara gore biyolojik etkilerini inceleyip literatiire kazandirmayi
amagcladik. Calismada kullanilan bis-1,2,4-triazol i¢ceren aminometil tiirevlerinin, in vitro
antioksidan aktivite tayinleri, indirgeme kuvveti, metal selatlama aktivitesi, hidrojen
peroksit giderme aktivitesi, siliperoksit radikali giderme aktivitesi, deoksiriboz
degredasyonu ile hidroksil radikali yakalama aktivitesi ve Saccharomyces cerevisiae
hiicrelerindeki antioksidan 6zelikleri incelenerek MDA diizeyleri belirlendi.

Bis-1,2,4-triazol tiirevlerinin MCF-7 insan gogiis kanseri hiicresinde antitimor
Ozellikleri aragtirildi. Ayrica ratlara deri alti enjekte edilen bu bilesiklerin, deney sonrasi
alan kan ve doku 6rneklerinde HPLC cihazi ile A, E, C vitaminleri ve MDA analizleri
yapilarak in vivo antioksidan ozellikleri incelendi. Tez ¢aligmamizin ilag kimyasina yeni
aday bilesiklerin kazandirilmasi i¢in yol gosterici 6n ¢alismalar olacagi ve bu disiplindeki

akademisyenlere yeni ¢alisma alanlar1 saglayacagini diistinmekteyiz.



2 TRIAZOLLER

Tamamen sentetik bazli ajanlar olan azoller 1960’11 yillarda bulunmustur. En basit
sekliyle bes iiyeli azol halkasinda 2 ya da 3 azot bulunmasina goére siiflandirilan azoller,
imidazoller veya triazoller olarak ikiye ayrilir[8].

Imidazol kapali formiilii CsH4N; olarak bilinen organik bir bilesiktir. Aromatik bir
diazol olan imidazoller sahip olduklar halka sisteminde 2 adet azot bulunmasi1 nedeniyle
biyolojik bloklamada gorevlidirler. Bununla birlikte, bu bilesikler ayrica bir¢ok ilag igeren,
antifungal etki ve nitroimidazol molekiillerinde oldugu gibi baz ve zayif bir asit olarak etki
gosterebilirler [9]. Ketokonazol, Mikonazol, Klotrimazol gibi ilaglar imidazol tiirevi
ilaglara 6rnek verilebilir.

Triazoller, ergosterol sentezini engellerler. Bu bilesikler etkilerini, sitokrom P450
bagimli bir enzim olan lanosterol demetilaz (14-a-sterol demetilaz) enzimini inhibe ederek
gosterirler ve ergosterol sentezini engellerler. Yapilan birgok c¢alismanin sonucu olarak,
¢ogu azoliin etki yollarinin aynmi oldugu ancak triazollerin daha yavas metabolize
olmalarindan ve 6zellikle imidazollere gore insan sterol sentezine daha az etki ettiklerinden
dolay1 daha ¢ok tercih edilirler. Bu nedenle gelistirilmekte olan ¢ogu azol triazollerdendir
[10]. Flukonazol, itrakonazol, Vorikonazol, Vorozole, Letrozole, Anastrozole, Loreclezol

triazol tiirevi ilaglara 6rnek verilebilir.
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Sekil 2.1. Triazol halkas1 gosterimi (a,b)



Halka sistemi olarak bakildiginda heterosiklik molekiiller dogada yaygin bir sekilde
bulunurken, tiim triazoller sentetik kokenlidir ve heniliz dogadaki gibi bir triazol halka
sistemi saptanamamustir. Triazol olarak tanimlanan ii¢ azot atomu igeren bes tiyeli halka
yapisindaki bilesikler ilk defa 1885 de Bladin tarafindan isimlendirildi. Bu karbon-azot
halka sistemine Bladin triazol ismini verdi. Cekirdeginin kararliligi, 1,2,4-triazol
bilesiginin aromatik dogasinin bir 6zelligidir. Formiilii CoH3N3, mol kiitlesi 69,1 g, e.n. 120
°C, benzotriazol, 1,2,3 triazol ve 1,2,4, triazol izomerleri olan, renksiz, igne kristaller
halinde bulunan maddedir (Sekil 2.1). Gilinlimiizde saglik sektoriinde kullanilan 1,2,4-
triazol ve tiirevleri; antimikrobial, antikanser, antibakteriyel ve antifungal gibi biyolojik
aktiviteye sahip ayrica tarim ve sanayide de yaygin sekilde kullanilan 6énemli bir bilesik
smufidir [11].

2.1 Triazol Halkasi Iceren Bilesikler

Triazollerle birlikte son yillarda oksadiazoller, tiyadiazoller gibi bes iyeli
heterosiklik halka igeren bilesikler biyolojik aktivite gostermeleri nedeni ile sikga
sentezlenmekte ve bilimsel arastirmalarda kullanilmaktadir. Triazol halkalar i¢eren cesitli
bilesiklerin bazi ilaglarin etken maddesi olarak kullanildigi bilinmektedir (Sekil 2.2).
Giliniimiizde Vorozol, Letrozol, Anastrozol gibi triazol halkasi igeren ilaglar goglis ve
Ostrojen kaynakli meme kanseri tedavisinde kullanilmaktadir. Meme kanseri tedavisinde
kullanilmakta olan Vorozol ve Anastrozol isimli ilaglar yapilarinda birer triazol halkasi
icermektedir (Sekil 2.2). Gogiis kanserinin dnlenmesinde 6nemli birgok inhibitorlere sahip
olduklari da bilinmektedir [12].

Bilesikteki 1,2,4- triazol bolgeleri, aromatik substitiientlerin tizerindeki triazol aktif
bolgesi aromataz ve hem demir ile giiclii bir etkilesim halinde oldugu bilinmektedir. Bunun
yanisira, 1,2,4 - triazol bilesikleri, farmakolojik olarak antifungal ve antiviral aktivitelere
sahiptir. Ornek olarak bu tiir bilesiklerin 1,2,4 -triazol artiklarmi tasiyan flukonazol
gosterilebilir. Yine giiglii bir azol olan N niikleosid ribavirin hem antifungal madde hem de

gii¢clii bir anti-viral olarak bilinmektedir.
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Sekil 2.2. Kanser tedavisinde kullanilan triazol tiirevi bilesikler [12]

2.2 Triazollerin Kullanim Alanlar

Triazoller heterosiklik bilesiklerin énemli siiflarindan biridir. Giiniimiizde yapilan

bir¢cok calismada elde edilen veriler 1s131nda aminometil tiirevlerinin, 6zellikle boya ve



yiizey-aktif reaktifler olarak polimer sektoriinde teknolojik uygulamalar bulmasi bu
maddelere biiyiik bir 6nem kazandirmistir. Bunun yaninda aminometil tiirevleri biyolojik
potansiyeli olan bilesiklerdir. Son yillarda yaygin sekilde antitiirberkiiloz [13], anti-
enflamatuar [14], antimalariyal [15], antikanser [16] ve analjezik [17] ilaglarda kullanildig:
bilinmektedir. Yapilan ¢alismalarda bazi aminometil tiirevlerinin in vitro kosullarda kolon
kanserine karsi aktivite gosterdikleri bildirilmistir [18,19]. Ayrica piperazin halkas1 tasiyan
1,2,4-triazol aminometil tlirevleri protozokidal ve antibakteryel aktivite gosterirler. Cok 1yi
kardiyovaskiiler aktivite gosteren Prazosin, lidoflazine [20] ve urapidil [21] gibi modern
ilaclarin piperazin igerdigi bilinmektedir. Cagimizin en tehlikeli ve yaygin hastaligi olan
kansere kars1 da kemoterapik ¢alismalarda kullanilmasindan dolay1 son bes yildir triazoller
ve tiirevlerine ilgi giderek artmistir.

Ayrica, triazol tlirii bilesiklerin bakterisit, pestisit ve fungusitlere karsi koruyucu
etkisinin oldugu da yine birgok ¢alismada kanitlanmigtir. Cogu triazol bilesigi
antimikrobiyal, analjezik (agr1 kesici), enfeksiyon giderici, bdlgesel anestezi,
antikonviilzan (carpintiyr Onleyen), antineoplastik, antimalariyal (sitmaya karst kullanilan
ilag), antimantar (mantarlari yok eden ilag) aktivitesi, antiviral reaktif, antidepresif
aktivitesi ve antikanser aktivitesi gibi 6zellikler sergiledigi belirtilmistir [15,16].

Sentez ve biyolojik etkilerin arastirilmasi g¢alismalarinda bis-1,2,4-triazol grubu
igeren ve benzil piperazin, metil piperadin, pirolidin, fenil piperazin siibstitiientleri iceren

aminometil tiirevlerinin ¢aligmalarina nadiren rastlanmaktadir.

2.3 Azol Grubu Bilesiklerin Etki Mekanizmasi

Azol grubu bilesikler plazma membranimnin ana sterol bilesigi olan ergosterol
biyosentezini inhibe ederek etkili olurlar. Bu inhibisyon ergosteroliin sentezinde iki ara
tirin olan 14 alfa-metil sterollerin birikimi seklinde olur (Sekil 2.3). Burada, 14 alfa-metil
sterollerin ergosterole doniismesi i¢in gerekli olan demetilasyon basamagi sitokrom p-450'
nin aktivasyonuna baglhdir. Molekiiler seviyede mevcut azol bilesiklerindeki nitrojen
atomlarinin  biri (imidazollerde N-3, triazollerde N-4) sitokrom p-450'nin HEM
molekiiliindeki demiri baglar (Sekil 2.4). Bunun sonucu enzim fonksiyonu ve sitokrom
aktivasyonu inhibe olarak demetilasyon basamagi yapilamaz [22-24].

Imidazol bilesiklerinin yiiksek konsantrasyonlari, sadece sterol sentezinin

inhibisyonu ile agiklanamayan hizli bir fungusidal aktivite gosterirler. Bu etki membran
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fosfolipidlerine ilacin primer etkisiyle olusan membran hasar1 seklinde kendini gosterir.
Ayrica bu bilesikler sitokrom-C oksidatif ve peroksidatif enzimlerini inhibe ederek hiicre

iginde peroksit tiretimini arttirabilirler [25].
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Sekil 2.3. P-450 enziminin sematik gosterimi
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Cizelge 2.1. Baz1 azol grubu ilaglar ve etki mekanizmalari
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2.4 Mannich Bazlari

Genel bir ifadeyle karbonil bilesiklerinin yer aldigi multikomponent reaksiyonlarin
en yaygin ve en bilinenlerinden biri siiphesiz yeni karbon-karbon baglarinin olusumuna yol
acan mannich reaksiyonudur. Azotlu heterosiklik bilesiklerin elde edilmesi i¢in uygun ara
triinler olan - aminokarbonil bilesiklerinin olusumuna yol agan Yyine mannich
reaksiyonlardir.

Bu reaksiyonlarda baglangi¢ karbonil bilesigi, reaksiyonun devaminda bir niikleofil
olarak harcket eden reaktif ara {iriinlere donlismektedir. Karbonil bilesenlerinden biri
niikleofil olarak hareket ederken digeri daha yiiksek reaksiyon hiziyla amin bileseni ile
reaksiyon vererek bir imin bilesigi olusturmaktadir. Reaksiyon bilesenlerinden her iki
karbonil bilesiginin de niikleofil olarak davranmasi durumunda veya her ikisinin de ayn
reaksiyon hiziyla imin bilesigine doniismesi durumunda karigik iiriinler ortaya c¢ikacagi
bilinmektedir. Bu nedenle, bu reaksiyonlarda reaksiyon bilesenleri olarak enolize
olamayan bir karbonil bilesigi, enolize olabilen bir karbonil bilesigi ve bir primer veya
sekonder amin kullanilmakta ve aminometillendirilmis tirtinler elde edilmektedir [26-28].

Ornegin; amonyak, primer amin veya sekonder aminin hidrokloriirii ile formaldehit
ve en az bir aktif hidrojen atomu iceren bilesiklerin kondenzasyonundan meydana gelir.
Temel 6zelligi, reaksiyonda bir aminometil veya siibstitilye aminometil grubu ile aktif

hidrojen atomunun yer degistirmesidir.

< T RNH. HA 5
CeHs-C-CH3 + H-C-H ——— = CgHs - C-CHy- CHa ME; . HCI
-HyO

Son zamanlarda yapilan caligmalarda mannich reaksiyonunun asagidaki
yontemlerde anlatilan iki yoldan birinde yiiriidiigiinii ve genellikle reaktanlarin dogasiyla
ve reaksiyonun yiirliyecegi yonii belirleyen reaksiyon kosullariyla iliskili karmagik bir
reaksiyon dengesi sonucu oldugu gosterilmistir.

Reaksiyonda aktif hidrojen tasiyan bilesikler olarak ketonlar, aldehitler, asitler,
esterler, fenoller, asetilenler, a-pikolinler, kinaldinler gibi bilesikler kullanilabilir. Amin
olarak c¢esitli siklik ve asiklik olan primer ve sekonder aminler kullanilmaktadir.
Dimetilamin ¢ok reaktiftir ve genellikle ¢ok iyi verimle iirlin olugsmasina neden olur.

Mannich reaksiyon ile aktif hidrojen igeren bilesiklerden, doymamis bilesiklerin,

pirazolin tiirevlerinin ve farmakolojik aktiviteleri de olan aminometil siibstitiiye
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bilesiklerin elde edilmesi miimkiindiir. Aldehit, keton, ester gibi aktif hidrojen tasiyan
bilesikler, formaldehit veya baska bir aldehit, amonyak veya primer, sekonder aminlerle
kondenzasyona ugratilirsa, aktif hidrojenin bulundugu karbonda bir aminometilasyon
gerceklesir. Boylece aktif hidrojen, aminometil grubuyla yer degistirir ve mannich bazi
olarak bilinen aminometil siibstitiiye bilesikler elde edilir. Reaksiyonun bir sonraki
asamasinda aminometil grubunun eliminasyonu sonucu bastaki bilesigin doymamislik
igeren bir tlirevi olusturulabilir.

Mannich reaksiyonlari, farkli fonksiyonel gruplar iceren organik molekiillerin tek
basamakta sentezine yol actig1 i¢in ila¢ dizayninda da siklikla bagvurulan bir yontem haline
gelmistir. Ozellikle herhangi bir biyolojik aktiviteye sahip molekiillerin mannich
reaksiyonlar1 kullanilarak aminoalkillendirilmesi yoluyla cesitli tiirevlerinin hazirlanmasi,
sentetik organik kimyacilar i¢in oldukg¢a kullanislt bir yol olarak ilgi gormektedir [29, 30].
Bu reaksiyonlarda, farkli olarak enolize olabilen karbonil bileseni yerine aktif hidrojen
igeren herhangi bir bilesik de kullanilabilir.

Ornek olarak, son zamanlardaki calismalarda, aktif hidrojen bileseni olarak 1,2,4-
triazol tiirevlerini, amin bileseni olarak da metil piperazin veya morfolin kullanarak
antibakteriyel, antiviral, antifungal, antimalaryal ve antikanser aktivitelere sahip ¢ok sayida
mannich bazi sentezlenmis ve literatiire girmistir. Ayrica bu trilinlerin yanisira birer schiff

bazi yapisinin varligi da kaynaklarda yerini almistir [31-37].
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3 SERBEST RADIKALLER

Atom veya molekiillerdeki elektronlar ¢ekirdegi etrafinda orbital olarak tanimlanan
bolgelerde hareket ederler. Her orbitalde birbirine zit yonde harcket eden en fazla iki
elektron bulunur. Bir atom veya molekiill dis orbitallerinde bir veya daha fazla
ortaklanmamis elektron bulunduruyorsa “serbest radikal (SR)” olarak tanimlanir. Bu tip
molekiiller, ortaklanmamis elektronlarindan dolayr oldukga reaktiftirler [38, 39]. En basit
serbest radikal bir elektron ve bir protonu olan hidrojen atomudur.

Normalde bir molekiiliin stabilitesini kimyasal olarak baglanmis iki veya daha fazla
elektron i¢eren molekiillerin elektron diizeni belirler. Bu molekiiliin yapisinda bulunan
elektronun esi yoksa molekiil son derece reaktif davranir ve stabil konuma gegmek i¢in bir
elektronla ¢ift olusturma egilimi gosterir [40]. Giiniimiizde yapilan arastirmalar alzheimer,
parkinson, hungtington gibi ndrodejeneratif hastaliklar basta olmak iizere, aterosikleroz,
diyabet, romatoid artrit, yaslanmaya bagli bazi hastaliklar otoimmiin hastaliklar ve cesitli
kanser tiirleri gibi bircok 6nemli hastaligin olusumunda serbest radikallerin biiyiik bir roli
oldugunu gostermektedir [41, 42].

Yasamak i¢in ihtiya¢ duydugumuz oksijen ayni zamanda serbest radikallerin de
kaynagidir. Bu molekiiller ekstra enerjiye sahiptir ve viicutta bu enerjiyi hiicrelere
bosaltarak onlarin normal fonksiyonlarmi degistirmektedir. Serbest radikaller, kimyasal
olarak en dis elektron yoriingesinde bir elektron kaybetmis yapilardir. Cesitli zararh
etkilerinin en 6nemli nedeni bu elektron agigini kapatabilmek igin bagka atomlarin
elektronlarmi paylasmaya c¢alismasidir. Yapilan c¢alismalarda serbest radikallerin etki
ettikleri dokunun veya molekiilin islevini yerine getirmesine engel olduklari tespit
edilmistir. Etkilenen doku veya molekiil biyolojik 6nemine bagli olarak 6nemli veya
Oonemsiz ¢esitli rahatsizliklara neden olabilir. Oksijen, hidrojen ve hidroksil tipinde olan
serbest radikaller, almak istedikleri elektronu antioksidanlardan saglarlarsa bir baska
yapiya zarar vermelerinin beklenmesi engellenmis olur.

Bu molekiillerin iizerinde su ana kadar yapilan bilimsel ¢aligmalarda serbest
radikallerin ¢esitli hastaliklara neden olabildikleri belirtilmistir. Bunlardan en 6nemlileri;
kanser, yaslanma, kalp krizi, kronik yorgunluk olarak siralanabilir. Cesitli fiziksel etkenler
ve kimyasal olaylar nedeniyle ¢evrede ve hiicresel kosullarda devamli bir radikal olusumu

vardir. Organizmada normal metabolik yollarin isleyisi sirasinda veya g¢evresel ajanlar
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(pestisidler, aromatik hidrokarbonlar, toksinler, ¢oziiciiler vb.), stres, radyasyon gibi cesitli
dis faktorlerin etkisiyle serbest radikaller meydana gelmektedir. Serbest radikaller
viicudumuzun normal metabolitik faaliyetleri sirasinda olusabilirler (6rnegin yemekten
sonra). Bunun yaninda endiistri atiklari, gilines isinlari, kozmik 1sinlar, ozon, &zellikle
otomobil egzoslarindan ¢ikan gazlar, agir metaller, viriisler, sigara, alkol, stres, viicutta yag
metabolizmasi sonucunda olusan artik iiriinler, ¢esitli kimyasallar, su ve hava serbest

radikalleri olusturan ¢evresel faktorlerdir.

3.1 Serbest Radikallerin Olusum Mekanizmalari

Biyolojik sistemlerde serbest radikaller en fazla elektron transferi sonucu olusurlar.
Molekiillerdeki kovalent baglarin homolitik bdliinmesi ile molekiilde kovalent bagin
kopmasi sirasinda bag yapisindaki iki elektronun her birinin ayri ayri atomlar iizerinde
kalmasi ile serbest radikaller olusabilir [38]. Radikal 6zelligi bulunmayan bir molekiilde
elektron kaybi sirasinda dis orbitalinde eslesmemis elektron kaliyorsa radikal formu olusur.
Ornegin, tokoferol ve askorbik asit gibi hiicresel antioksidanlar, radikal tiirlere tek elektron
verip radikalleri indirgerken, kendilerinin radikal formu olusur [43]. Radikal 6zelligi
gostermeyen bir molekiile tek elektron transferi ile dis orbitalinde eslesmemis elektron
olusuyorsa bu tiir bir indirgenme de radikal olusumuna yol agabilir. Ornegin, molekiiler
oksijenin tek elektron ile indirgenerek radikal formu olan siiperoksiti meydana getirmesi
gibi [44].

Biyolojik sistemlerde serbest radikaller pozitif yiiklii, negatif yiiklii veya noétral
olabilirler. En 6nemli radikaller, serbest oksijen radikalleri (SOR) olmakla birlikte; C, N, S
tirevi olan radikaller ve inorganik molekiiller de vardir. Serbest radikal tanimina gore
Cu?*, Fe**, Mn?*, M0®" gibi gecis metallerinin de ortaklanmamus elektronlart oldugu halde
serbest radikal olarak kabul edilmezler. Fakat bu iyonlar reaksiyonlar1 katalizledikleri i¢in

serbest radikal olusumunda 6nemli rol oynarlar [38, 39, 43].
3.2 Serbest Radikal Kaynaklari

Serbest radikaller dis orbitallerinde ortaklanmamis elektron bulunduran, kisa
Oomiirlii, reaktif molekiillerdir ayn1 zamanda aerobik organizmalarda oksijen kullaniminin

dogal sonucu olarak reaktif oksijen tiirleri olusur [45].
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Serbest radikaller ve diger reaktif oksijen tiirleri organizmada 6zel metabolik

olaylar sirasinda da tiretilirler veya disardan da alinabilirler.

3.2.1 Biyolojik kaynaklar

Olgunlasmis makrofajlar, noétrofiller, eozinofiller ve fagositik I6kositler c¢esitli
biyolojik hedeflerin reaksiyonunu saglayan ve enfeksiyonlara karsi viicudun hiicresel
cevabini baslatan hiicrelerdir. Fagositik solunumsal patlama sirasinda H,O, siiperoksit ve
hidroksil radikalleri gibi serbest oksijen radikalleri olusur. Hedef ortamdaki fagosite
edilmis mikroorganizma ve bakteriler bu lriinlerin etkisiyle yok edilir. Ancak bu oksidan
tirlinler hiicrelerin antioksidan savunma giiglerini astiginda normal konak¢1 hiicrelerine de
zarar verirler ve ¢esitli hastaliklarin patogenezinde rol oynarlar. Radyasyon ve cevresel
ajanlar da yine serbest radikal olusumunu tetikler. Cevresel olarak hava kirliligi,
pestisidler, sigara dumani, ¢ozliciiler, anestezikler, aromatik hidrokarbonlar serbest radikal
olusumuna neden olmaktadir. Doxorubicin, adrioxmicine gibi antineoplastik ajanlar da
serbest radikal olusturabilir. Ornegin, antikarsinojen bir ajan olan doxorubicin hiicrenin
DNA replikasyonunu inhibe eder ve bu sirada H,O, olusumuna yol agar. Boylece, lipid
peroksidasyonunun baslamasina yol acar [46, 47]. Son olarak, sinirsel uyarilar
katesolaminlerin sentezinde artis yaparlar [48]. Katesolaminlerin oksidasyonu da bir

serbest radikal olusum sebebidir.

3.2.2 intraselliiler Kaynaklar

Bilim camiasiin kabullerine gére normalde hiicrelerde en biiyiik serbest oksijen
radikali kaynagi mitokondriyal elektron tasima zincirindeki sizintidir. Canli sistemlerdeki
hiicreler kullanilan oksijenin biiyiik bir kismini (yaklasik %95) mitokondri i¢ zarinda
yerlesmis oksidatif fosforilasyon zinciri ile dort elektron alarak suya indirger. Bu sistemde
olan elektron sizintisi oksijenin % 1-3'inii siiperoksit radikaline dontistiirebilir.
Endoplazmik retikulum ve niikleer membranlarda serbest radikal {iretimi, membrana bagh
sitokromlarin oksidasyonundan kaynaklanabilir.

Bir¢ok enzimin (ksantin oksidaz, aldehit oksidaz, flavoprotein dehidrogenaz,
aminoasit oksidaz) katalitik dongiisii sirasinda H,O, ortaya c¢ikabilir [48]. Kiigiik

molekiillerin otooksidasyonu ile tiyoller, katekolamin, tetrahidrofolat gibi baz1 bilesiklerin
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otooksidasyonu siiperoksit radikalini iiretebilir. Ozellikle demir ve bakir gibi gecis
metalleri, fizyolojik sartlarda yiikseltgenme-indirgenme reaksiyonlarinda yer alirlar. Bu
Ozelliklerinden dolay1 serbest radikal reaksiyonlarim1 hizlandiran katalizorler olarak is
goriirler.

Demir ve bakir 6zellikle tiyollerden tiyil sentezini, H,O,, siiperoksit ve hidroksil
radikali sentezini katalizler. Arasidonik asit metabolizmasi da reaktif oksijen
metabolitlerinin 6nemli bir kaynagidir. Fagositik hiicrelerin uyarilmasi sonucu plazma
membranindaki aragidonik asit serbestlesir ve enzimatik oksidasyonla cesitli serbest
radikal ara tiriinleri meydana gelebilir [43]. Ayrica toksik maddeler ¢esitli etkilerle hiicrede
serbest radikal tretimini arttirirlar. Toksinin kendisi bir serbest radikaldir, toksin bir
serbest radikale metabolize olabilir veya toksinin metabolizmasi sonucu serbest oksijen

radikali meydana gelebilir.

3.3 Viicutta Olusum Sekilleri

Viicutta olusumlar1 aerobik metabolizmasi olan memelilerdeki baslica serbest
radikal kaynagi, oksijenin suya indirgenmesi sirasinda yer alan tek elektron aktarmalar

sonucunda olusan reaktif partikiilleridir [49].

0, +H" +e - HO,  (hidroperoksil radikali)
HO, — " Oy (siiperoksit radikali)

O, + 2H" +e — H,0, (hidrojen peroksid)
H,O, + e — OH+ OH (hidroksil radikali)
OH +e +H — H,0 (su)

2 T (@)™

O: -.a,e “ “

Sekil 3.1. Mitokonride serbest radikal olusumu

14



Bu olusum reaksiyonlari asagidaki gibidir (Sekil 3.1).

1. Siiperoksit radikali; kuvvetli bir indirgeyici ajandir. Hizli bir sekilde
dismutasyona ugrayarak H;O, ve O, olusturur. Protonlanmis sekli olan hidroperoksil
radikali (HO;) daha kuvvetli bir oksidandir. H,O; ise zayif bir oksidorediiktandir. Ortamda
transisyon metalleri (Fe, Cu gibi) olmadiginda olduk¢a stabildir. Katalaz ve glutatyon
peroksidaz (GSHPL) tarafindan parcalanir. OH" radikali lipid peroksidasyonunu uyaran
baslica radikal olup siliperoksit radikalinden veya Fe iyonlar etkisi ile H,O,’den olusur
[50].

2. Aktive nétrofiller; hipoklorik asit aktive nétrofillerden {iretilen giiglii bir
oksidandir. Fagosit sitoplazmasinda bulunan ve HEM igeren bir enzim olan
miyeloperoksidaz (MPO), H,0O, ve Cl iyonlarindan hipoklorik asid (HOCI) olusumunu
katalize eder. HOCI siiperoksit radikali veya demir tuzlar ile reaksiyona girerek hidroksil
radikalini olusturur [51, 52].

3. Nitrik oksit ve nitrojen dioksit tek sayili elektron tasirlar, bundan dolay1 da
serbest radikallerdir. Nitrik oksit kendisi zayif bir indirgeyici ajan olmasina karsin endojen
serbest radikaller ile birleserek peroksinitrit radikalini meydana getirir. Bu giiglii bir
oksidan olup kolaylikla hidroksil radikalini olusturabilir.

4. Mitokondriyal elektron transport sistemi; mitokondride oksijenin suya
indirgenmesi sirasinda i¢ membranda lokalize elektron transport zincirinin bir bdliimiiniin
otooksidasyonu ile siiperoksid radikali olusur [53].

5. Endoplazmik retikulum; bu hiicre i¢i membranlar sitokrom P-450 ve sitokrom b5
sistemlerini icermektedirler. Bu sistemler doymamis yag asitlerinin ve ksenobiyotiklerin
oksidasyonunda rol oynarlar. Bu reaksiyonlarin olusumu sirasinda serbest radikaller
meydana gelir [54].

6. Peroksizomlar; peroksizomlar yiiksek oranda oksidaz igerdiklerinden giiglii bir
hiicresel H,O, kaynagi olustururlar. Bu peroksizomal enzimler arasinda D-aminoasit
oksidaz, tirat oksidaz, acil-KoA oksidaz bulunmaktadir [55].

7. Plazma membranlari; serbest radikal iiretimine yol agan plazma membran
enzimleri lipooksijenaz ve siklooksijenaz’dir. Bu enzimlerin katalize ettigi reaksiyonlar
sonucunda prostaglandinler, tromboksanlar, lokotrienler ve anafilaksinin yavas etkili

maddesi sentezlenir [56].
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3.4 Serbest Radikallerin Etkileri

Reaksiyonlara girme egilimlerinden dolay1 giiclii reaktif o6zellige sahip oldugu
bilinen serbest radikaller tiim hiicre bilesenleriyle kolayca etkilesebilirler. Savunma
sisteminden sorumlu hiicrelerin savunma mekanizmalar1 ile ortadan kaldirilmazlarsa,
biyolojik molekiillerle reaksiyona girerek yeni serbest radikallerin olustugu zincirleme bir
reaksiyon baslatabilirler [38].

Serbest radikaller oldukca reaktif molekiillerdir. Birgok biyomolekiil ile reaksiyona
girerek c¢esitli bilesikler olustururlar. Bu bilesikler c¢ogu kez toksik &zellikler
tasimaktadirlar. En fazla zararhi etkilerinin basinda membran hasarlar1 yer alir. En fazla
zarar goren yapilar, serbest radikallerin membranlara verdigi zarar ile membrandaki
enzimleri inaktif hale getirirler. Boylece, membranlardaki yag asitlerinin doymamis baglari
ve kolesterol ile kolaylikla reaksiyona girerek cesitli peroksidasyon {iriinleri meydana
getirirler. Ayrica membranlarin yapisini, permeabilitesini ve fonksiyonunu bozduklar
bildirilmistir [43].

3.4.1 Serbest Radikallerin Karbohidratlara Etkisi

Serbest  radikallerin  organizmada  karbohidratlar  {izerine  polisakkarit
depolimerizasyonu ve Ozellikle monosakkarit otooksidasyonu gibi etkileri vardir.
Monosakkaritlerin otooksidasyonu ile meydana gelen siiperoksitler ve okzalaldehitler
diyabet ve sigara i¢imi ile ilgili patolojik olaylarda rol oynar. Okzaldehitler ayrica DNA,
RNA ve proteinlere baglanabilme &zelliklerinden dolayr antimitotik etki gosterirler. Bu
nedenle kanser ve yaglanma olaylarinda da rol oynadiklart bilinmektedir [38].

Bag dokunun 6nemli bir mukopolisakkaridi olan hiyaliironik asit sinoviyal sivida
bol miktarda bulunmaktadir. Ornegin, romatoid artrit gibi enflamatuar eklem
hastaliklarinda hiyaliironik asidin olusan serbest radikal tarafindan parcalandig

bildirilmistir [38, 57, 58].
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3.4.2 Serbest Radikallerin Proteinler Uzerindeki Etkileri

Serbest radikallere karsi proteinler, coklu doymamis yag asitlerinden daha az
hassastir. Proteinlerin serbest radikallerden etkilenme dereceleri aminoasit bilesimlerine
baglidir ve proteinin aminoasit icerigine gore radikalik hasardan etkilenme derecesi
degisir. Serbest radikaller proteinleri ylikseltgeyebilirler.

Proteinlerin serbest radikal hasarina karst duyarliligi, aminoasit bilesimine,
proteinin aktivasyonundan veya yapisinin diizenlenmesinden sorumlu aminoasitlerin
yerlesimine, hasarli proteinin onarilabilirligine baghdir. Triptofan, tirozin, fenilalanin,
histidin gibi doymamis bag igeren ve metiyonin, sistein gibi kiikiirt bulunduran
aminoasitlere sahip proteinler serbest radikallerden kolaylikla etkilenir [38, 59]. Peptid
baglari, prolin ve lizin gibi aminoasitler serbest radikallerden olduk¢a kolay etkilenirler
[60].

Aminoasitlere ve disiilfit (S-S) baglarina saldirirlar ve 6zelikle siilfiir radikalleri ve
karbon merkezli radikaller meydana getirirler [43]. Bunun sonucunda karbon merkezli
organik radikaller ve siilfiir radikalleri olusur. Bu reaksiyonlar sonucu albiimin ve
immunoglobin G (IgG) gibi fazla sayida disiilfit bagi bulunduran proteinlerin tersiyer
yapist bozulur. Hemoglobinin ferro demiri (Fe*?) siiperoksit ve diger oksitleyici ajanlarla

oksitlenmeye duyarli olup, bunun sonucunda oksijen tasimayan methemoglobin olusur [38,

48].

3.4.3 Serbest Radikallerin Niikleik Asitler ve DNA Uzerindeki Etkileri

Bilindigi gibi DNA serbest radikallerden kolay etkilenen bir hedeftir. Iyonize
radyasyondan kaynaklanan hiicre mutasyonlar1 ve O6liim, serbest radikallerin DNA ile
reaksiyonu sonucu olusur. Iyonize edici radyasyonla olusan radikaller, DNA' y1 etkileyerek
hiicre mutasyonuna ve 6liimiine yol agabilirler. Niikleik asit baz degisimleri ve DNA’da
zincir kirilmalart sitotoksisiteye neden olur. Bu olaydan ozellikle hidroksil radikali
sorumlu tutulmaktadir. Tamir sistemlerindeki yetersizlik sonucu mutasyonlar gelisebilir

[61, 62]. DNA hasar1 onarilmazsa hiicre disfonksiyonuna ve hatta hiicre 6liimiine yol
acabilir [38, 43].
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Aktive olmug nétrofillerden salinan H,O, membranlardan kolayca gecebildigi i¢in
hiicre ¢ekirdegine kadar ulasir. Burada olusan hidroksil radikali dort DNA baziyla kolayca

reaksiyona girerek baz modifikasyonlarina neden olur [38, 63].

3.4.4 Serbest Radikallerin Lipidlere Etkileri

Lipidler serbest radikallerin etkilerine karsi en hassas olan biyomolekiillerdir. Lipid
peroksidasyonu serbest radikaller tarafindan baslatilan ve membran yapisinda bulunan
poliansatiire yag asitlerinin oksidasyonunu igeren kimyasal bir olaydir. Hiicre
membranlarindaki ve gidalardaki kolesterol ve yag asitleri serbest radikallerle kolayca
reaksiyona girerek peroksidasyon iiriinleri olustururlar.

Lipid peroksidasyonunu baslatan radikaller; siiperoksit radikali, hidroksil radikali,
peroksil radikal ve alkoksil radikali’dir. Coklu doymamis yag asitlerinin serbest
radikallerin etkisi ile oksidatif yikimi “nonenzimatik lipid peroksidasyonu” olarak bilinir

ve zincir reaksiyonu seklinde ilerler [38, 39].

Demir iyonlar1 6zellikle lipid peroksidasyonununda 6nemli rol oynarlar [64]. Lipid
peroksidasyonu iki tiptir:
a. Nonenzimatik lipid peroksidasyonu

b. Enzimatik lipid peroksidasyonu

Herhangi bir radikalin poliansatiire yag asidindeki metilen karbonundan hidrojen
atomunu uzaklastirmasina nonenzimatik lipid peroksidasyonu denir. Siklooksijenaz ve
lipooksijenaz reaksiyonlar1 sonucunda olusan hidroperoksitler ve endoperoksidlere de
enzimatik lipid peroksidasyonu denir. Oksidatif hasarin derecesini membranin lipid/protein
orani, fosfolipidlerin miktari, yag asidlerinin bilesimi ve doymamislik derecesi ve
membranin akigkanlig: etkiler.

Membran lipid peroksidasyonu ile hiicrenin membran yapisindaki hasar membran
transport sistemlerinde bozulmaya yol agar. Bunu iyon dengelerinin bozulmasi ile hiicre ici
kalsiyum artig1 ve buna bagl proteazlarin aktivitasyonu takip eder. Hiicre i¢i organellerde
de olusan lipid peroksidasyonuna bagli membran hasarimi ve g¢esitli litik enzimlerin

salgilanmasi ve buna bagl hasar artislari ile devam eder.
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3.5 Reaktif Oksijen Tiirleri (ROT)

Dokularda meydana gelen reaktif oksijen tiirleri ve serbest radikaller DNA, protein,
karbonhidrat ve lipidler gibi biyolojik ag¢idan 6nemli materyallere zarar verebilmektedir.
Insan viicudunda biitiin hiicrelere higbir zorlukla karsilasmadan giren ve en ¢ok kullanilma
Ozelligine sahip olan molekiiler oksijen (O,), yapisi itibariyle radikal olmaya ¢ok uygun
oldugundan serbest radikal denilince aslinda serbest oksijen radikalleri, daha genel bir
tanimlama ile reaktif oksijen tiirleri (ROT) akla gelmektedir [65].

Oksijen radikalleri biyolojik sistemlerde bulunan en énemli serbest radikallerdir. Iki
kovalent bag yapmasina ragmen molekiiler oksijen, molekiiliin paramanyetik 6zellikte
olmas1 eslesmemis elektron igerdigini gosterir. Dis orbitallerinde bulunan iki elektron,
spinleri ayn1 yonde ve farkli orbitallerde iken molekiil minimum enerji seviyesindedir [38,
66]. Serbest radikal tanimina goére oksijen bir “diradikal” olarak degerlendirilir. Diradikal
oksijen, spin kisitlanmasindan dolay1 radikal olmayan maddelerle yavas reaksiyona
girmesine ragmen, diger serbest radikaller ile kolaylikla reaksiyona girer [38, 43, 67].

Canl1 hiicrelerdeki oksijen metabolizmasi, ¢evre kirleticileri, radyasyon, pestisitler,
cesitli tibbi tedavi yollar1 ve kontamine sular gibi bir¢ok etmen kaginilmaz bir sekilde
oksijen tlirevi serbest radikallerin olusumuna yol agmaktadir.

Oksijenden olusan baslica reaktif oksijen tiirleri ve kimyasal olarak radikal yapisina
sahip olan tiirler paylasilmamis elektron igeren atom iizerine konulan nokta ile
belirtilmislerdir (Cizelge 3.1.). ROT olusumu ile organizmanin yapisal ve fonksiyonel
biomolekiilleri oksidatif stres altina girer. Organizmada oksidatif strese yanit olarak
endojen antioksidan sistemin aktivitesi artar.

Reaktif oksijen tiirleri (ROT), ¢esitli serbest radikallerin olustugu serbest radikal
zincir reaksiyonlarini baglatabilirler ve hiicrede karbon merkezli organik radikaller (R°),
peroksit radikalleri (ROQO"), alkoksi radikalleri (RO"), tiyil radikalleri (RS"), siilfenil
radikalleri (RSQO’) ve tiyil peroksit radikalleri (RSO;") gibi gesitli serbest radikallerin
olusumuna neden olurlar [40, 43, 69]. Viicuttaki farkli dogal savunma sistemleri reaktif
oksijen tiirlerinin zararlarina karsilik serbest radikalleri kontrol altinda tutmaktadir. Bu
sistemler farkli hiicrelerde ve farkli serbest radikaller iizerinde rol oynadiklari icin

birbirlerini tamamlayici niteliktedir [70].
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Cizelge 3.1. Reaktif Oksijen Tiirleri (ROT) [68]

Tiir Adi
o, Singlet oksijen
Oy Stiperoksit
H,0; Hidrojen peroksit
OH- Hidroksil radikali
ROO- Peroksi radikali
ROOOH Hidroperoksit
RO- Alkoksil radikali
ROOR’ Endoperoksit
ROOH- Hidroperoksil radikali
(03) Ozon
(HOCI) Hipoklorik asit

Organizmada serbest radikal olusturan olaylarin baginda, mitokondriyal elektron
transportu, ksenobiyotiklerin metabolizmas1 ve biyokimyasal yikim reaksiyonlar: gelir
[71]. Eksojen kaynaklar ise anti-neoplastik ajanlar, aligkanlik yapan maddeler, hava
Kirliligi yapan fotokimyasal maddeler, ilaglar, radyasyon ve strestir [43].

Reaktif oksijen tiirlerinin ana kaynaginin siiperoksit radikali oldugu, onun da ana
kaynaginin mitokondri oldugu disiiniilmektedir [72]. Ciinkii mitokondride oksijene her
seferinde sadece bir elektron transfer edilebilmesinden dolayi, elektron transferi sirasinda
stiperoksit radikali olusumu kagimnilmazdir. O (siiperoksit), dismutasyon reaksiyonu ile bir
baska reaktif oksijen tiirii olan H,O; ’i olusturur. H,O, ise reaktivitesi yiiksek olan OH’
radikali olusturma potansiyeline sahiptir. Mitokondride yasla beraber istikrarl bir sekilde
O’ ve H,0; iiretim hiz1 da artar [43].

Serbest radikaller viicut disindan gelebilecegi gibi insan metabolizmasinin dogal bir
sonucu olarak da olusabilmektedir. Serbest radikallerin endojen olarak tretimi farkl
yollarla gerceklesmektedir. Buna karsilik, canli organizmalar serbest radikallerin

potansiyel yikici etkilerine karsi1 kendilerini korumak i¢in ¢esitli mekanizmalara sahiptir.
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Oksidatif stres altindaki biomolekiiller okside olarak fonksiyonel dejenerasyona
ugrarlar [73]. Lipidler, karbonhidratlar, proteinler gibi DNA da ROT’a maruz kalir.
Oksijen radikallerinin olusumundaki artig, antioksidan enzim diizeylerinde veya DNA
onarim mekanizmalarinda bozukluk olmasi durumunda oksidatif DNA hasarinin artmasi
kaginilmaz olur. Oksidatif hasara bagli olarak DNA da tek ve ¢ift dal kiriklari, abazik
alanlar, protein-DNA c¢apraz baglanmalar1 ve oksidatif baz hasar1 gibi lezyonlar meydana
gelir [73]. Oksidatif modifikasyon sonucunda DNA antijenik karakter kazanmakta ve anti
DNA antikorlar1 olugmaktadir. Son yillarda yapilan arastirmalarda oksidatif DNA hasar
gostergesi olarak siklikla baz hasarlart analizlenmistir.

Reaktivite radikale ve ortamda bulunan molekiile baghdir. Iki serbest radikal
karsilastiginda eslesmemis elektronlar1 kovalent bag yaparak birlesir. Ancak bunun
sonucunda olusan tiirler de reaktif olabilir. Buna 6rnek olarak NO™ ve O, in ¢ok hizli

reaksiyonu ile bir nonradikal iiriin olan peroksinitritin olusumu verilebilir [38].

3.5.1 Siiperoksit Radikali (O,")

Hemen tiim aerobik hiicrelerde oksijenin bir elektron alarak indirgenmesi sonucu
sliperoksit radikali olusur. Baslica su yollarla iretilmektedir [38, 39, 63]. Oksijen
toksisitesinin temel nedeni olan siiperoksit radikali oksijen molekiiliiniin bir elektron kabul
etmesi ile olusur.

Diger radikallerin olugmasi siiperoksit radikalinin birikmesine baglhidir. Siiperoksit
radikali en kolay ve en ¢ok olusan radikal olmakla birlikte aktivitesi disiiktiir [74]. Ancak
diger radikallerin olusmasmma yol agmasi bakimindan onemlidir. Siiperoksit olusumu
ozellikle mitokondri i¢ zarindaki solunum zincirinde elektronca zengin aerobik ortamda
spontan olarak meydana gelir. Siiperoksit radikali ksantin oksidaz ve bir grup

flovoenzimler tarafindan olusturulmaktadir [75].

3.5.1.1 Canhilarda Olusum Sekli ve Etkileri

1. Hidrokinonlar, rediikte flavinler, tiyoller, katekolaminler, ferrodoksinler,
tetrahidrofolatlar indirgenmis niikleotidler gibi yiizlerce biyolojik molekiil aerobik ortamda
oksitlenirken Indirgeyici &zelliklerinden dolay1 oksijene tek elektron verip kendileri

oksitlenirken siiperoksit yapimina neden olurlar.
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2. Siiperoksit, hiicre zarlarinin hidrofobik ortamlarinda daha uzun Omiirlii ve
¢Oziinlirliigli daha fazladir. Zar fosfolipidleri nedeniyle hiicre zar1 yiizeyleri daha asidiktir
ve siiperoksit burada daha kolayca bir proton alarak hidroperoksit radikalini (HO7")
olusturur. Bu radikal de c¢ok reaktif olup, hiicre zarlarinda lipid peroksidasyonunu
bagslatabilir ve antioksidanlar1 oksitleyebilir.

3. Cesitli dehidrogenazlar ve oksidazlar olmak iizere, yiizlerce enzimin katalitik
etkisi sirasinda siiperoksit radikali bir {iriin olarak olusabilir.

4. Oksijenin kullanildig1 mitokondrideki enerji metabolizmasi sirasinda, tiiketilen
oksijenin % 1-5 kadar1 siiperoksit yapimi ile sonlanir. Buradaki radikal yapiminin nedeni
NADH-dehidrogenaz ve koenzim-Q gibi elektron tasiyicilardan oksijene elektron
kacaginin olmasidir.

5. Siiperoksit radikalinin 6nemi H»O, kaynagi ve gecis metal iyonlariin
indirgeyicisi olmasidir. Indirgenmis gecis metallerinin otooksidasyonu siiperoksidi
olusturabilir. Sitiperoksit metal iyonlarmi indirgeyerek bagli oldugu proteinlerden
salinimina neden olur. Kofaktorlerin oksidasyon diizeylerini bozar ve metal iyonlarinin
katildig1 hidroksil radikali yapim tepkimelerini hizlandirir. Ayrica hiicresel kosullarda
iiretilen siiperoksit hem oksitleyici hem de indirgeyici olarak davranabilir. Ornegin;
ferrisitokrom-c ile reaksiyonunda indirgeyici olarak davranip bir elektron kaybeder ve
oksijene dontisiir. Epinefrin oksidasyonunda ise oksidan olarak davranip bir elektron alir
ve H,O,'ye indirgenir [38, 43].

6. Aktive olmus fagositik hiicreler olan noétrofiller, monositler, makrofajlar,
eozinofiller, viriis veya bakteriyi inaktive etmek ic¢in bol miktarda siiperoksit iiretirler.
Aktive edilen fagositik lokositler bol miktarda siiperoksit lreterek fagozom igine ve
bulunduklari ortama verirler. Antibakteriyel etki i¢in gerekli olan bu radikal yapimi, daha
reaktif tiirlerin olusumunu da baglatir. Yani radikal yapimi bazi hiicresel fonksiyonlar igin
gerekli de olabilir.

7. Stiperoksit radikali diisik pH degerlerinde daha reaktiftir ve oksidan olan
perhidroksil radikalini (HO;") olusturmak {izere protonlanir. Siiperoksit radikali ve
perhidroksi radikali birbiriyle reaksiyona girince biri ylikseltgenir, digeri indirgenir. Bu

dismutasyon reaksiyonu sonucu H,O; olusur [38].
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3.5.2 Hidrojen Peroksit H,0,

Hidrojen peroksit, oksijenin enzimatik olarak iki elektronla indirgenmesi ya da
stiperoksitlerin enzimatik ve non-enzimatik dismutasyonu tepkimeleri sonucu olusur.

Molekiiler oksijenin ¢evresindeki molekiillerden iki elektron almasi veya
stiperoksidin bir elektron almasi sonucu H;O, meydana gelir [38]. Kisaca hidrojen
peroksit radikali oksijen molekiiliine iki adet elektron eklenmesi ile olusur. Siiperoksit
radikali ise sulu ortamlarda dismutasyona ugrayarak hidrojen peroksit radikalini olusturur
[76]. Yapisinda paylasilmamis elektron igermediginden radikal 6zelligi tasimaz, reaktif bir
tiir degildir. Ancak biyolojik membranlar1 gecerek hiicrelerin arasina veya igine kolayca
diftize olabildiginden uzun 6miirlii bir oksidan oldugu bilinmektedir [38, 39, 63].

Hidrojen peroksidin oksitleyici bir tiir olarak bilinmesinin nedeni, demir, bakir gibi
metal iyonlarinin varliginda hidroksil radikalinin 6nciilii olarak davranmasidir. H,O, gecis
metallerinin varliginda en 6nemli serbest oksijen radikali olan OH" radikalinin olusumunu
saglar [75].

Hidrojen peroksit Ozellikle proteinlerdeki hem grubunda bulunan demir ile
tepkimeye girerek yiiksek oksidasyon diizeyindeki reaktif demir formlarini olusturur. Bu
formdaki demir ¢ok giiclii oksitleyici ozelliklere sahip olup, hiicre zarlarinda lipid
peroksidasyonu gibi radikal tepkimeleri baslatabilir. Oksitleyici 06zelligi nedeniyle,
biyolojik sistemlerde olusan H,O;’nin derhal ortamdan uzaklastirilmasi gerekir. Bu gorevi
hiicrelerdeki 6nemli antioksidan enzimler olan katalaz ve peroksidaz enzimleri yerine
getirir.

Hidrojen peroksit bir radikal olmadigi halde ROT smifina girer ve serbest radikal
biyokimyasinda 6nemli rol oynar. Ciinkii gegis metal iyonlar1 varliginda fenton reaksiyonu
sonucu; stiperoksit radikali varliginda Haber-Weiss reaksiyonu sonucu en reaktif ve daha
¢ok hasar verici olan hidroksil radikaline doniistir [38, 77].

Siiperoksidin direkt olarak H,O; ile katalizorsiiz oldukga yavas ilerleyen ve demirle
katalizlenen ikinci sekli ise ¢ok hizli Haber-Weiss reaksiyonunun da 6nce ferrik demir
(Fe*") siiperoksit tarafindan ferro demire (Fe?") indirgenir. Sonra fenton reaksiyonu ile
H.0,' den ‘OH ve "OH iiretilir. Reaksiyon mekanizmasi asagidaki sekildedir [38, 43];

O, +Fe" —0, +Fe”

H O, + Fe* ——>OH + OH + Fe” (Fenton Reaksiyonu)

Net O, +HO,——0O,+0H + OH (Haber-Weiss Reaksiyonu)
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3.5.3 Hidroksil Radikali ((OH)

Giclii bir radikal olan hidroksil radikali oksijen molekiiliine ii¢ elektron eklenmesi
ile olusur. Hidroksil radikalinin olusum yollarindan biri gecis metalleri varliginda H,05'
nin indirgenmesidir (Fenton reaksiyonu). Suyun yiiksek enerjili iyonlastirici radyasyona
maruz kalmasi sonucu da olusur [38]. Biyolojik sistemlerdeki en reaktif ve hasar verici
radikal tiriidiir. Yarilanma Omrii ¢ok kisa olmasina ragmen ortamda rastladigi her
biyomolekiille tepkimeye girer ve olustugu yerde biiyiik hasara neden olur [38, 39, 43].
Tiyoller ve yag asitleri gibi molekiilerden bir proton kopararak tiyil radikalleri (RS"), C
merkezli organik radikaller (R"), organik peroksitler (RCOQ") gibi yeni radikallerin
olusmasina sebep olur [38].

Her tiir biyolojik molekiille reaksiyona girse de oOzellikle elektronca zengin
bilesikler tercihli hedefleridir. Niikleik asitler (piirin ve pirimidin bazlari) ve proteinler
(aromatik aminoasitler) ile ¢esitli radikalik tepkimeler verir [38].

(OH") biyolojik sistemlere diger ROT' lardan daha fazla hasar veren,
biyomolekiillerle reaksiyona girebilen gii¢lii bir radikaldir [75]. OH" radikali canl
hiicrelerde bulunan biitin molekiillerle reaksiyona girebilmektedir [78]. Lipid
peroksidasyonunu baslatabilir, DNA iplik¢iklerinde kirilmalara neden olabilir ve hemen
her organik molekiilii, ayrim yapmadan okside edebildigi sdylenebilir [79].

Biyolojik ve kimyasal sistemlerde iiretilen hidroksil radikali ('OH) canlilarda
Iyonlastirict radyasyonun etkisi ve hidrojen peroksitin eksik indirgenmesi ile olusabilir.
Sulu ortamda su molekiillerinin iyonlagsmasi gergeklesirken uyarilmis su molekiiliiniin
(H,0*) homolitik yikim sonucunda H,O" nun bir su molekiilii ile tepkimeye girerek
hidroksil radikali olustururlar. Bahsi gecen bu tepkimeler ¢ok kisa siirede gerceklesir ve
"OH iiretilmis olur. Uretilen bu "OH, radyasyonun canlilardaki toksik etkisinden sorumlu
baslica kimyasal {iriin olarak bilinir.

Diger bir yol olan hidrojen peroksitin eksik indirgenmesi ile "OH yapimi, viicutta
bu radikalin en 6nemli kaynagi olarak bilinir. H,O;’nin iki elektron ile indirgenmesi
sonucu su olusurken, tek elektron ile indirgenmesi ‘OH yapimina neden olur. Bu tiir
indirgenme Fe, Cu gibi metal iyonlar1 tarafindan katalizlenir. Askorbik asit, siiperoksit gibi
indirgeyici bilesiklerin de bulundugu ortamda oksitlenen metal iyonu tekrar

indirgendiginden H,0O,’den "OH {iretimi siirekli devam eder.
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Ayrica ‘OH' n olusacag: viicutta iiretilen H,O, derisimi ve serbest metal iyonunun
varligina bagl olarak Haber-Weiss ya da fenton tepkimesi devam eder. Fenton tepkimesini
katalizleyen en aktif metal iyonlar1 demir ve bakir olarak bilinir. Hem H>O,’nin 6nciilii
hem de metalleri indirgeyici bir tiir oldugu icin siiperoksit; proteinlere bagli metallerin
indirgenip serbest kalmasina da neden olabildiginden, biyolojik kosullarda siiperoksit
olusumunun arttig1 ortamda "OH iiretimi ka¢inilmazdir.

Biyolojik sistemlerde en reaktif tiir olan "OH, su dahil ortamda rastladigi her
biyomolekiille tepkimeye girer. Biitiin bu tepkimeler ‘'OH’1n paylasilmamis elektron i¢eren

dis orbitaline elektron alma ilgisinden kaynaklanir.

Hidroksil radikalinin baslica tepkimeleri asagidaki gibidir.

a) Katilma tepkimeleri 6zellikle elektronca zengin molekiillerle (piirin ve primidin
bazlari, aromatik aminoasitler gibi) gerceklesir.

b) Hidrojen ¢ikarma tepkimeleri hidroksil radikalinin organik molekiillerden
hidrojen atomu alarak suya indirgendigi tepkime olarak bilinir.

c) Hidroksil radikali ile olusan en iyi tamimlanmis biyolojik hasar, lipid
peroksidasyonu olarak bilinen serbest radikal zincir reaksiyonu elektron transfer
tepkimeleri olarak bilinir.

Her tiir biyolojik molekiil ‘OH’in bir hedefi ise de ozellikle elektronca zengin
bilesikler tercihli hedeflerdir. Niikleik asitler, proteinler ve lipidlerde baslatilan radikalik
tepkimelerde binlerce farkli ara iiriinler olusabilir.

DNA ile tepkimesi sonucu baz modifikasyonlari, baz delesyonlari, zincir kirilmalar
gerceklesebilir. Ileri derecedeki DNA hasarlar1 tamir edilemediginden hiicre Sliimiine
neden olur. Proteinler iizerinde olusan oksidasyonlar yap1 degisimine neden olacagindan
proteinleri proteolitik yikima gotiirtir.

Hiicre zar1 su igermediginden "'OH’in baslica hedefi yag asididir. Zar lipidlerinin
peroksidasyonu zarin yapisini bozar ve gecirgenligini artirip yine hiicre oliimiine neden
olabilir. Ozellikle *OH yapimim katalizlemelerindeki etkileri nedeniyle, canlilarda metal
iyonlarin radikal hasarlarindan birinci derecede sorumludurlar ve bu etkiye sahip

olamadiklar1 formda (proteine bagl) tutulmalidir.
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3.5.4 Hipoklorik Asit (HCIO)

Doku makrofajlar1 gibi fagositik hiicreler, notrofil, eozinofil gibi graniilositler
mikroorganizmalar1  6ldiirmek  icin  klorlanmis  oksidanlar  iretebilir.  HCIO,
miyeloperoksidaz enzimi tarafindan H,O, ve CI" iyonunun birlesmesi sonucu olusur.

Dokularda hasar olusturan gii¢lii bir oksidandir [48].

3.6 Reaktif Nitrojen Tiirleri (RNS)

Reaktif azot tiirlerinin baslicalart; nitrik oksit radikali, peroksinitrit radikali ve azot
dioksit radikalidir. Siiperoksit radikalinin beyindeki ndronal ve endoteliyal nitrik oksit
sentaz (NOS) aracilig: ile siirekli olusan ve bir gaz radikal olan nitrik oksit ile girdigi
reaksiyon sonucu peroksinitrit olusur. Fizyolojik pH’da peroksinitrit aninda "OH ve azot
diokside pargalanir. Cok gii¢lii bir prooksidan olan peroksinitrit, SOD ile reaksiyona
girerek giiclii bir nitratlayict ajan olusturur. Proteinlerin tirozin kalintilarinin nitratlanmasi
hiicresel disfonksiyon ve dliime yol acabilir.

Beyin hasarindaki peroksinitritin iskemik rolii son yillarda arastirmalara konu
olmustur. Ayrica nitrik oksit ve yan triinleri nitrit, nitrat, peroksinitrit ve 3-nitrotirosin
yapilarinin vazodilatasyon, immiin cevap gelistirme ve hiicresel iletisimde rolii oldugu
bilinmektedir. Olusan nitrik oksit diger formlarina doniisebilir ve hiicrelerde nitrik oksit
sentetaz enzimleri ile nitrik oksit olusturur. Boylece hiicrede oksidatif hasarlara yol
acabilirler. Asagida verilen ¢izelgede goriildiigli gibi nitrojen oksit tiirlerinin ¢cogu radikal
yapisina sahip degillerdir (Cizelge 3.2). Nitrik oksitin oksijenli ortamda kendiliginden
oksidasyonu sonucu olusan bu tiirleri, paylagilmamis elektron igermeseler bile ¢ok

reaktiftirler [80].
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Cizelge 3.2. Reaktif azot tiirleri

Tiir Adr
NO- Nitrik oksit
NO,e Nitrojen dioksit
NO,+ Nitril katyonu
NO— Nitroksil anyonu
NO+ Nitrozil katyonu (nitrozonyum iyonu)
ONOO-— Peroksinitrit
ONOOH Peroksinitroz asit
N,O3 Dinitrojen trioksit
N2O4 Dinitrojen tetroksit
(HNO,) Nitroz asit
(N2O,) Diazot tetraoksit
(N203) Diazot trioksit
(ROONO) AlKil peroksinitritler
(NO,CI) Nitril kloriir

3.6.1 Nitrik Oksit (NO)

Nitrik oksitin paylagilmamis elektronu aslinda nitrojen atomuna ait ise de, bu
elektronun hem nitrojen hem de oksijen atomu iizerinde delokalize olmas1 nedeniyle tam
radikal 6zelligi tasimaz. Nitrik oksit, yliksek yapili canlilarda amagli olarak ve ¢ok 6nemli
biyolojik fonksiyonlar1 yerine getirmek {izere {iretilen nitrojen merkezli bir radikaldir. 1989
yilinda NO’1 sentezleyen enzimin oldugu bildirilmis ve 1990 yilinda enzim beyin
homojenatlarindan saflastirilmigtir. Bunun sonucu, bilinen diger radikallere gore
reaktivitesi baskilandigindan olduk¢a uzun dmiirliidiir.

Oksijen radikalleri ¢ok sayidaki enzimatik ve enzimatik olmayan yollar ile
fiziksel/’kimyasal mekanizmalarla olusturulurlar. Oysa viicudumuzda NO sentezini
saglayan mekanizmalar son derece kisithidir. Viicuda giren nitro bilesiklerinin metabolize
edilmesi sirasinda olusan NO bir tarafa birakilacak olursa, endojen NO olusturan tek
kaynak nitrik oksit sentaz (NOS) enzimleridir. Bu enzimin ndronal (nNOS), endotelial

(eNOS) ve indiiklenebilir (iNOS) olmak iizere ii¢ formu vardir; nNOS ve eNOS
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izoformlar1 konstitiitif enzimlerdir. NO sentezi igin Onciil molekiil olarak L- arjinin
aminoasidi kullanilmaktadir. NO’in arjininden sentezi nitrik oksit sentaz (NOS) enzimi ile
iki kademede olur. Tepkimenin ilk kademesinde L-arjinin aminoasiti guanidin-nitrojen
terminalinden NOS enzimi ile hidroksillenme olur, ikinci kademede ise enzime bagli olan
ara uriin sitriilin ve NO’e ¢evrilir. NO endotelyal hiicre ylizeyini etkileyen uyaricilara
cevap olarak iiretilir. NOS ve kofaktorleri (BH4, FAD, FMN ve NADPH) L-arjininden NO
sentezi i¢in gereklidir [81, 82].

NO sinir sistemi ve diiz kaslarda hiicre i¢i ve hiicreler arasi haberci molekiil olarak
kullanilir. Haberci (messenger) molekiil olarak sitoplazmik guanilat siklazi aktive ederek
hiicrelerde cGMP derisimini arttirir. ¢cGMP ise ¢esitli enzimler aracilii ile hiicre igi
kalsiyum derisiminin diizenlenmesini saglar.

Radikal olarak reaktivitesi diisilk olan NO, metal iceren merkezler ve radikaller ile
biiyiik bir hizla tepkimeye girer. Ozellikle lipid radikallerle (Srnegin hiicre zarinda)
tepkimeye girmesi NO’e antioksidan bir etki kazandirir. Siiperoksit ile NO arasindaki
tepkime ile olusan peroksinitrit (ONOQ), hidroksil radikali benzeri aktiviteye sahip olup
radikalik tepkimeleri baglatmaya ilave olarak biyomolekiillerin nitrasyonuna neden olur.
Fizyolojik derisimde ftiretilen NO esas olarak oksihemoglobin tarafindan nitrata (NO3)
oksitlenerek aktivitesi sonlandirilir. Oksijen radikallerindeki durumun aksine, nitrik oksiti
ortamdan temizleyen herhangi bir &zel enzim yoktur. Ozellikle iNOS enziminin
indiiksiyonu sirasinda NO derisiminin artmasi ile oksidasyonu da hizlanir ve c¢esitli reaktif
nitrojen oksit tiirleri olusur (Cizelge 3.2). Bu reaktif tiirler NO’in dolayl etkilerinden
sorumlu olup; hiicresel molekiillerin nitrozilasyonuna, nitrasyonuna, nitrozasyonuna neden

olarak proteinlerin/enzimlerin inaktivasyonuna neden olabilirler.

3.7 Reaktif Siilfiir Tiirleri (RSS)

Tiyil radikalleri (RS),

Siilfenil radikalleri (RSO’),

Tiyil peroksit radikalleri (RSO3,

gibi ¢esitli serbest radikaller bilinmektedir [83].
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3.8 Reaktif Kloriir Tiirleri (RCS)

Atomik klor (CI"),

Hipoklordz asit (HOCl),

Nitril kloriir (NO,CI),

Kloramin gibi ¢esitli reaktif kloriir tiirleri bilinmektedir [80].
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4 OKSIDATIF STRES

Oksidatif stres, reaktif oksijen tiirleri veya diger serbest radikaller ile antioksidan
sistem arasinda olusan dengesizliktir ve bu dengesizlik hiicrenin 6nemli kisimlarinda geri
doniistimsiiz hasarlara neden olabilir (Sekil.4.1).

Oksidatif stresin insan sagligi iizerindeki olumsuz etkileri 6nemli bir arastirma
konusu haline gelmistir. Metabolik yollarla ya da dis kaynakli faktorlerin etkisi ile viicutta
olusan stiperoksit anyonu (O;™), hidroksil radikali (OH") ve hidrojen peroksit (H,O,) gibi
reaktif oksijen tiirleri ile enzimatik ya da enzimatik olmayan antioksidan bilesikler
arasindaki dengesizlik oksidatif strese neden olur. Oksidatif stres serbest radikal olusumu
ile antioksidan savunma mekanizmasi arasindaki dengesizligi gostermekte olup, doku
hasarina yol agmaktadir [84].

Organizmada serbest radikallerin olusum hiz1 ile ortadan kaldirilma hizi bir denge
icerisindedir, bu olaya oksidatif denge denir. Oksidatif denge saglandigi siirece organizma,

serbest radikallerden etkilenmemektedir.

Sekil.4.1. Oksidatif stresin hiicre yapisina etkisi

Hiicrede normal metabolik yollardaki enzimatik reaksiyonlarda ara iiriinler olarak
devamli sekilde serbest radikaller olusur. Bu serbest radikal ara tiriinleri, enzimlerin aktif
yerinden sizmakta, molekiiler oksijenle kazara etkileserek serbest oksijen radikalleri
olusturmaktadirlar. Hiicrede olusan ROT, antioksidanlar olarak bilinen mekanizmalarla
ortadan kaldirilirlar. Bazen hiicresel savunma mekanizmast vasitasiyla ortadan

kaldirilandan daha fazla ROT olusabilir. Organizmada hiicresel savunma mekanizmasi
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vasitasiyla ortadan kaldirilandan daha fazla ROT' larin meydana gelmesi oksidatif stres
olarak tanimlanur.

Reaktif oksijen {iriinlerinin asir1 iiretimi veya yetersiz transferi oldugunda hiicrenin
redoks durumu degisir. Serbest radikaller kiigiik boyutlar1 ve yiiksek enerjileriyle hiicresel
makromolekiilleri okside edebilirler. Cok sayida hiicresel komponentin kontrolsiiz
oksidasyonu s6z konusu olursa, bu durum yine oksidatif stres olarak adlandirilir.

Oksidatif stres lipid peroksidasyonuna, protein oksidasyonuna, DNA mutasyon ve
kiriklarina, sitotoksik etkilere ve sinyal iletilerinde bozulmaya neden olabilir [85, 86, 87].
Serbest radikallerin neden oldugu hiicre hasarmin yaslanma siireci ve yaslanmaya bagl
dejeneratif hastaliklarin (ateroskleroz, katarakt, diyabet, nérodejeneratif hastaliklar, immun
sistem bozukluklari, kanser olusumu) progresyonunda Onemli rol oynadigina
inanilmaktadir. Oksidatif stres yaklasik 50 kadar hastalik patogeneziyle iliskilendirilmistir
[85].

4.1 Lipid Peroksidasyonu

Lipid peroksidasyonu, yaglarin yiikseltgenmesi sonucu bozulmasidir. Yaglarin
genel bozulma big¢imi, bilesimlerindeki doymamis molekiillerin oksijenle yiikseltgenmesi
olup lipid peroksidasyonu membranda 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 c¢esitli {irlinlere
yikilmasi reaksiyonudur. Serbest radikaller reaktif yapilar1 nedeniyle, basta lipidler,
proteinler ve niikleik asitler olmak iizere yiikseltgenebilen tiim hiicre elemanlar ile
etkilesirler [88]. Lipid peroksidasyonu, hiicre hasarinin baslica nedenidir ve iskemi diginda
151, 151k, radyasyon, detoksifikasyon ve hizli hiicre boliinmesi gibi diger etkenlerle de
olusmaktadir.

Biyolojik membranlar, poliansatiire yag asitleri, oksijen ve metal iyonlar1 yoniinden
olduk¢a zengin oldugundan oksidatif hasara aciktir. Hiicreleri saran membranlar ve hiicre
organelleri, genis miktarlarda poliansature yag asiti ihtiva ederler. Serbest radikaller hiicre
membranindaki bu poliansature yag asitlerine saldirir ve lipid peroksitlerin tesekkiiliine yol
acan lipid radikallerinin olusumuna sebep olurlar. Lipid peroksidasyonundaki artig serbest

radikal aktivasyonunun indirekt bir isaretidir (Sekil 4.2).
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Biyolojik membranlarin en Onemli unsurlart lipid ve proteinlerdir. Lipid
peroksidasyonu, lipidler kadar mebran proteinlerini de hasara ugratabilir [89] Lipid
peroksidasyonu, hiicre zar1 gegirgenligini ve hiicre zar1 protein oksidasyonunu arttirarak
hiicre zar1 islevini biiylik oranda bozar [90, 91, 92]. Yillardir bilinen ve klinikte degisik
alanlarda kullanima sahip bir antioksidan ajan olan N-asetil-sistein (NAS), lipid
peroksidasyonunu, protein oksidasyonunu 6nleyerek hiicre biitiinliigiiniin devamina yardim
edebilir [93, 94, 95]. Yash farelerde yapilan bir calismada NAS ile beslenen grupta
sinaptik mitokondrilerde lipid peroksidaz ve protein karbonil seviyesi daha diisiik
bulunmustur [96].

Cesitli patolojik durumlar sirasinda birgok hiicre tipinde O'nin rediiksiyonundan
olusan tiirlerin olagan dis1 ve siddetli iiretimiyle karakterize oksidatif stresin meydana
geldigi glinimiizde iyi bilinmektedir. Bu oksidatif stresin genel bir sonucu, hiicre
organizasyonunun az Yya da c¢ok degradasyonuyla sonuglanan hiicre lipidlerinin
peroksidasyonudur [88].

R H,0 R
+ "OH _4}_. | Lipid Radikali

Reaksiyon Ba;uumsu]

Doymamuis Lipid \ 0,
Reakswonun yayllmaSI

e

Lipid peroksit Lipid peroksil radikali

Sekil 4.2. Lipid peroksidasyon olusum mekanizmasi

Oksijen molekiilii lipidlere kars1 yiiksek afiniteye sahiptir. Bu molekiil
hemoglobinden ayrildiktan sonra plazmadaki lipoproteinler ile eritrosit zarindaki lipidlerde

¢Oziinmekte ve daha sonra dokularda kullanilmaktadir. Bu sirada dokularda bulunan
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doymamis yag asitlerindeki c¢ift baglara oksijen baglanmasi sonucu lipid peroksidasyonu
kimyasal reaksiyonu meydana gelmektedir. Lipid peroksidasyonunun zar yapi ve
biitlinliigiiniin bozulmasi, olusan serbest radikallerin ¢esitli hiicre bilesenleri iizerine zararh
etkileri ve son drilinlerin sitotoksik etkileri gibi farkli yollarla hiicre hasarmma neden
olduklar diisiiniilmektedir [97].

Lipid peroksidasyonu baslangig, ilerleme ve bitis olmak iizere lic fazda olusur.
Baslangi¢ doneminde reaktif elemanlar, 6zellikle hidroksil radikali ve oksijen radikalleri,
poliansatiire yag asitlerinden hidrojen alirlar. Bdylece lipid radikalleri olusur. Bunlar
oksijen ile reaksiyona girerek lipid peroksi radikallerini olustururlar. Cift baglarin tekrar
olusturulmastyla konjuge dienler (CD) olusur. ilerleme déneminde zincirleme reaksiyonlar
olusarak yeni radikaller ortaya cikar. Oksidatif hasar, membranlarda yag asitlerinin
birbirlerini etkileyebilecek kadar yakin yerlesmesinden dolayr komsu yag asitlerine sigrar.
Bu ilerleme déneminde baslangici takip eden binlerce reaksiyon, genis bir hasar olusturur.

Lipid peroksidasyonu, radikallerin malondialdehide (MDA doniigiimii ile sonlanir,
in vitro membran lipid peroksidasyonunu tespit etmek i¢in MDA diizeyinin olgiilmesi
oldukg¢a sik kullanilan bir metottur. Lipid peroksidasyonuna maruz kalan membrandaki
poliansatiire yag asitleri membran yapisini degistirerek permeabilitenin artmasina ve
boylece transport fonksiyonlarinin bozulmasina yol agar. Bunun yaninda mitokondri
membraninin gegirgenligindeki degisim hiicre oksidatif fosforilasyonunun bozulmasina,
lizozomal membranlardaki gegirgenligin bozulmasi da hidrolitik enzimlerin lizozom disina
cikmastyla hiicre hasarina yol acarlar.

Membran lizerindeki peroksidatif hasar hiicre i¢i ve dis1 iyon dengelerinde degisime
neden olur. Intraseliiler kalsiyum konsantrasyonu artarak hiicre i¢inde kalmoduline bagh
intraseliiler proteazlart aktive eder. Bu yolla hem ksantin dehidrogenazin, ksantin oksidaza
dontistimiinii hem de fosfolipaz A;H aktive ederek membran lipidlerinden arasidonik asit
salinimina yol agarlar. Bu yolla prostaglandin metabolizmasi, dolayisi ile siklooksijenaz ve

lipooksijenaz yollar1 da aktivite kazanir.

4.1.1 Lipid Peroksidasyon Olayinin Belirlenmesi

Peroksidasyon olaymin siddeti ii¢ kritere bagl olarak degerlendirilir [98]
a) Oksijen tiiketiminin 6lgiilmesi
b) Hidroperoksitlerin 6l¢iilmesi

¢) Hidroperoksitler ve aldehitler gibi yikimlanma tiriinlerinin l¢iilmesi
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4.2 MDA (Malondialdehit)

Serbest radikaller ozellikleri nedeniyle, lipidler, proteinler ve niikleik asitler ile
etkileserek hiicreye zarar verirler. Direkt olarak membran yapisina ve indirekt olarak
reaktif aldehitler iireterek diger hiicre bilesenlerine zarar verir. Cesitli patalojik durumlar
sirasinda bir¢ok hiicre tipinde O’ nin rediiksiyonundan olusan tiirlerin iiretimiyle oksidatif
stres meydana gelir. Lipidlerde bu bilesikler ya hiicre diizeyinde metabolize edilirler veya
baslangigtaki etki alanlarindan diffiize olup hiicrenin diger boliimlerine hasar1 yayarlar.
Bunun sonucunda hiicre yapisindaki lipidlerde bozulmalar olur [99]. Boylece, birgok
hastaliga ve doku hasarina sebep olurlar.

MDA (Malondialdehit), biyolojik sistemde lipidlerin oksidasyonu sonucunda
olusmaktadir. Lipid radikallerinin hidrofobik yapida olmasi dolayisi ile reaksiyonlarin
¢ogu membrana bagli molekiillerde meydana gelir. Peroksidasyonla olusan MDA,
membran komponentlerinin ¢apraz baglanma ve polimerizasyonuna sebep olur. Boylece
membranlarda, reseptorleri ve membrana bagli enzimleri inaktive etmek suretiyle
membran proteinlerinde de ciddi hasarlar meydana getirebilirler. Bu da deformasyon, iyon
transportu, enzim aktivitesi ve hiicre yiizey bilesenlerinin agregasyonu gibi intrinsik
membran 6zelliklerini degistirir.

MDA olgiimii ile LPO’nun degerlendirilmesi yapilabilmektedir. Bu etkiler,
MDA'nin ni¢in mutajenik, genotoksik ve Kkarsinojenik oldugunu agiklar. Lipid
peroksidasyonu ile meydana gelen membran hasar1 geri dontistimsiizdiir. Hem insanlardaki
ve hem de dogadaki lipid peroksidasyonunu kontrol etmek ve azaltmak i¢in antioksidanlar
kullanilmaktadir [100]. Plazma lipoproteinleri ve 6zellikle diisiik dansiteli lipoproteinler de
oksidasyona ugrayabilirler. Okside lipoproteinler hiicre fonksiyonlarmin bozulmasina
aracilik edebilirler [99]. LPO reaksiyonu ya toplayict antioksidan reaksiyonlarla

sonlandirilir veya otokatalitik yayilma reaksiyonlari ile devam eder [101, 102].
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5 ANTIOKSIDANLAR

Canli sistemlerde reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) olusumunu ve bunlarin meydana
getirdigi hasar1 onlemek i¢in bircok savunma mekanizmalari vardir (Sekil 5.1). Bu
mekanizmalar “antioksidan savunma sistemleri” veya kisaca "antioksidanlar" olarak
bilinirler. Antioksidanlar, serbest radikalleri, bir baska deyisle reaktif oksijen tiirlerini
(ROT), uzaklagtiran ve bunlar tarafindan olusturulabilecek hasarlar1 Onleyen ajanlar
olmalar1 nedeniyle birgok hastaligin 6nlenmesinde ve tedavisinde hayati 6neme sahiptir.
Radikallere kars1 viicudumuzu olusturan her hiicrede, siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz
(CAT), glutatyon peroksidaz (GSH-Px), glutatyon rediiktaz (GSSGR) gibi enzimlerden
olusan radikal siipiiriicli enzim sistemi dedigimiz bir savunma mekanizmasi ile A, E, C,
lipoik asit gibi antioksidan vitaminlerden olusan yardimci savunma mekanizmasi
mevcuttur [103].

Antioksidanlar, hiicrelere zarar veren bu reaktif oksijen ve azot tiirlerini, etkin bir
sekilde indirgeyerek diisiik toksisiteli veya toksik olmayan iirlinlere doniistiiriirler. Bu
zararh bilesiklerin varligi, saglikli bir yasam i¢in antioksidanlar1 hayatin vazgecilmez bir
parcasi haline getirmektedir [104].

Antioksidanlar; viicut hiicreleri tarafindan tretildikleri gibi, gidalar yoluyla da
aliabilmektedir. Gidalarda mevcut olan ve insan viicudunu zararli serbest radikallerden
koruyan baslica dogal antioksidanlar; vitaminler (A, E ve C vitaminleri), flavonoidler,
karotenoidler ve polifenollerdir. Cogu aragtirmada meyve ve sebze tiiketimi ile belirli
kanser ve kalp hastaliklarinin olusumu arasinda ters orantil bir iliski oldugu gosterilmistir
[105]. M.O. 3000 yillarinda kullanilmaya baslanan sifali bitkiler, 1900°1ii yillarda modern
tibbin gelismesiyle popiileritesini kaybetmeye basladi. Yerini biiyiik olgiide kimyasal

ilaclara birakti ve alternatif bir tip dali olarak anilmaya basladi.
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UV, radyasyon, hava kirliligi, sigara, sok,
metal, inflamasyon, peroksitler, iskemi-
reperfiizyon

Reaktif oksijen tiirlerinin tiretimi

Basamak 1

Onleyici

antioksidanlar

SOD

CAT
Peroksidaz
Metal selatorler

— Basamak 2
Vit C
. Vit E
. . . o Serbest radikal CoQ
Lipit, protein, enzim ve DNA gibi tutucu Karoteonidler
biyolojik molekiillerin oksidasyonu antioksidanlar Bilirubin
2
Biyolojik membranlann, hiicrelerin ve Basamak 3
dokularin oksidatif hasar. Fosfolipazlar
Yenileyici ve Proteazlar
_— onarict DNA tamir
. - enzimleri
antioksidanlar Transferazlar

Yasam tarzina bagh hastaliklar, kanser, yashlik.

Sekil 5.1. Biyolojik sistemlerde antioksidan ag

5.1 Endojen Antioksidanlar

Viicudun endojen savunma sisteminin diizenli ve dengeli bir diyetle alinacak
antioksidan bilesikler ile desteklenmesi gerekmektedir. Bu yilizden diyetle antioksidan
allminda artma veya antioksidanlarla zenginlestirilmis gidalar giderek Onem
kazanmaktadir.

Gida sanayinde yaglarin ve yag iceren diger Uriinlerin korunmasi ve raf dmriiniin
uzatilmast i¢in genellikle biitillendirilmis hidroksitoluen (BHT) ve biitillendirilmis
hidroksianisol (BHA) kullanilmaktadir. Ancak yapilan arastirmalar bu bilesiklerin
toksiditesinden bahsederek, onlarin karsinojenik olma riskini ortaya koyar niteliktedir
[106].

Endojen antioksidanlar, enzim ve enzim olmayanlar olmak {izere iki simnifa

ayrilirlar. Endojen antioksidanlar ¢gizelge 5.1' de gosterilmistir [43, 107];
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Cizelge 5.1. Endojen antioksidanlar

Enzimatik endojen antioksidanlar Nonenzimatik endojen antioksidanlar
Stiperoksit dismutaz (SOD) Melatonin Glutatyon
Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) Seruloplazmin Sistein
Glutatyon S-Transferazlar (GST) Transferrin Metiyonin
Katalaz (CAT) Miyoglobin Urat
Mitokondriyal sitokrom oksidaz sistemi | Hemoglobin Laktoferrin
Hidroperoksidaz Ferritin Albilimin
Bilirubin Hemopeksin
Haptoglobulin Glukoz
Koenzim Q

5.2 Eksojen Antioksidanlar

Eksojen antioksidanlar1 vitaminler, ilaclar ve gida oksidanlar1 olarak
smiflandirabiliriz. a-tokoferol, B-karoten, askorbik asit ve folik asit vitamin olan eksojen
antioksidanlardir.

Eksojen antioksidanlar; vitaminler, gidalar ve ila¢ antioksidanlar1 gizelge 5.2' de
gosterilmistir [43].

llag olarak kullamlan eksojen antioksidanlar; Ksantin oksidaz inhibitdrleri
(allopiirinol, oksipiirinol, folik asit), NADPH oksidaz inhibitérleri (adenozin, lokal
anestezikler, kalsiyum kanal blokerleri, non-steroid antiinflammatuvar ilaglar),
rekombinant SOD, endojen antioksidan aktiviteyi arttiranlar (ebselen, asetil sistein),
nonenzimatik radikal toplayicilar (mannitol, albumin), sitokinler, demir selatorleri, demir

redoks dongiisii inhibitorleri (desferrokamin, seruloplazmin) [44].
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Cizelge 5.2 Eksojen Antioksidanlar [107]

Vitaminler

ilag:lar

Gida antioksidanlar

a-tokoferol (vitamin E)

Ksantin oksidaz inhibitorleri

Biitil hidroksi toluen (BHT)

B-karoten NADPH oksidaz inhibitérlert | Biitil hidroksianasol (BHA)
Askorbik asit (vitamin C) | Rekombinant stiperoksit | Sodyum benzoat
Folik asit (folat) dismutaz Etoxyquin

Trolox-C Propylgalate

Endojen antioksidan aktiviteyi | Fe-siiperoksit dismutaz
artiranlar

Nonenzimatik serbest radikal
toplayicilar
redoks
inhibitorleri
Notrofil adezyon inhibitorler
Sitokinler (TNF ve IL-1)
Barbitiiratlar

Demir dongiisii

Demir selatorler

Demir selatorleri: Hiicre icine girerek serbest demiri baglamak suretiyle onu
etkisizlestirirler, boylece fenton reaksiyonunu ve sonugta hidroksil radikali olusumunu
inhibe ederler.

Sitokinler: Basta katalaz olmak iizere antioksidan enzimleri aktive ederler. Ancak

proteolitik enzimleri de aktive ettiklerinden dolayi zararli olabilirler.

5.3 Dogal Antioksidan Kaynaklari

Baz bitkiler iyi bir dogal antioksidan kaynagidir. Meyvelerde bulunan antioksidan
bilesiklerle yapilan ¢alismalarda, c¢ilekgiller, kirazgiller, turunggiller, kivi, kuru erik ve
zeytinde Onemli miktarda antioksidanlarmm bulundugu bildirilmistir [107]. Limon ve

portakal, yiiksek miktarda C vitamini konsantrasyonuna sahiptirler ve bu 6zelliklerinden
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dolay1 iyi bir antioksidan kapasiteye sahiptirler [108]. Sebzelerin biiyiik bir boliimiinde
Ozellikle kakao fasiilyesi, patates, domates, i1spanak, phaseolus vulgaris gibi acibakla
tohumu, karabugday, aygicegi veya kirmizibiber gibi sebzelerde ve misir koganinda
antioksidan potansiyel analiz edilmistir [107].

Ozellikle Amerika ve Avrupa’da en cok tiiketilen sebzeler arasinda olan brokoli
vitaminler ( A, E, C) ve flavonoidlerce ve antioksidan ozellik kazanmasini saglayan
kuercetin ve kaempferol igermesinden dolayr hem bagisiklig1 arttirict hem de antioksidan
Ozellik tagimaktadir. Lifli bir yapiya sahip olan brokoli barsaklardan agir metallerin disar1
atilmasini saglar. Bu 6zelliginin yaninda bir¢ok faydasi olan brokoli 6zellikle prostat ve
meme kanseri onleyici giice sahiptir [109].

Karotenler yagda c¢oziilebilen bitkisel pigmentlerin son derece renkli (kirmizi,
turuncu, sar1) bir grubudur. insan viicudunda énemli rol oynayan karotenler viicutta A
vitaminine doniistiiriiliir ve antioksidan etki gosterirler. Bunlar “provitamin A” olarak
adlandirtlir. Bu karoten grubuna lutein, likopen, zeaksantin &rnek verilebilir [110].
Anavatani Meksika ve Peru olan ve tek yillik bir bitki olan domates, igerigindeki
likopenden dolay1 dogal antioksidan olarak kabul edilmektedir. Likopen, baz1 sebze ve
meyvelerde dogal olarak bulunan karoten ailesine ait bir pigmenttir. Insan viicudu likopen
tiretemez ve bu maddeyi digaridan almas1 gerekir.

Karotenler ve prostat kanseri riski arasindaki iligkiyi incelemek amaciyla yapilan
bir ¢alismada, likopen olarak adlandirilan bir karotenin bu kanser riskine karsi koruyucu
ozelligi oldugu agiklanmistir. Giinliik beslenmesinde yliksek miktarda (6,5 mg/giin veya
daha yiiksek) likopen alan erkeklerde daha az likopen alanlara gore prostat kanseri riskinin
%21 azaldigi gosterilmistir [111]. Ratlarin karaciger ve testis dokusundaki antioksidan
aktivite iizerine nar suyunun etkisinin olup olmadigiyla ilgili yapilan ¢alismada, nar suyu
verilen ratlarin karaciger ve testis dokularinda lipid peroksidasyonu azalirken glutatyon
perosidaz (GSH-Px) ve katalazin (CAT) arttigi gozlenmistir [112]. Yesil ¢ay, polifenol
bilesenleri camellia sinensis yapraklarinin oksidasyona ugratilmadan dehidratasyonundan
elde edilmektedir [113]. Cayin ¢ok giiglii antioksidan etkisinin yapisindaki flavonoidler
oldugu ve bu flavonoidlerin hiicreleri serbest radikallerin yarattigi hasardan korudugu

gosterilmistir [114].
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5.4 Yagda ve Suda Coziinen Radikal Tutucular

Organizmadaki enzimatik savunma sistemlerine ek olarak, endojen olarak olusan
veya gidalarla alinan antioksidan 6zelligi olan molekiiller de vardir. Bu antioksidanlar

ROT’lar1 dogrudan noétralize edebilirler.

5.4.1 C Vitamini (Askorbik Asit)

C vitamini suda ¢6ziinen bir vitamindir. Organizmada birgok bilesik i¢in indirgeyici
ajan olarak goérev yapar. Gii¢lii indirgeyici aktivitesinden dolayr aym1 zamanda gii¢lii bir
antioksidandir. Askorbat etkili olarak H,O,, hipoklorit, siiperoksit, hidroksil ve peroksil
radikallerini ve singlet oksijeni tutar. Sivi fazdaki tiim peroksil radikallerini plazma
lipidlerine difiize olmadan tutar ve bu sekilde lipid peroksidasyonunun baglamasini
engeller. Membranlarda olusan a-tokoferol radikali ile reaksiyona girerek a-tokoferoliin
rejenerasyonunu saglar [43, 63]. C vitamininin fagositoz i¢in de Onemli oldugu
gosterilmistir; aktive notrofillerin sebep oldugu peroksidasyona karsi plazma lipidlerini
korur ve gii¢lii bir hipoklorat gidericisidir [114]. Sigara dumaninda bulunan reaktif oksijen
tiirlerine kars1 koruma saglar, sigara icenlerde ve pasif icicilerde plazma C vitamini
diizeyleri sigara igmeyenlere gore diisiikk bulunmustur.

Yapilan ¢esitli calismalarda bazi gidalarda ve sigara dumaninda bulunan
nitrozaminleri inaktive ederek, antitumdorjenik roli oldugu gosterilmistir [116, 117].
Askorbik asidin yiiksek konsantrasyonlarda antioksidan aktivitesinin yaninda, diisiik
konsantrasyonlarda prooksidan aktivite gosterdigi bildirilmistir. Gegis metalleri varliginda
demiri indirgeyerek fenton reaksiyonu ile ‘'OH radikali olusumuna katki saglar. Saglikl
organizmada gegis metal iyonlar1 proteinlere bagli bulunduklarindan, bu durum in vivo
kosullarda ¢ok sinirhidir ve askorbik asidin antioksidan 6zelligi prooksidan 6zelliginden

daha baskindir [63].

5.4.2 a-tokoferol

Dogada yaygin olarak bulunan E vitamini ailesinin ana bilesenidir. Antioksidan
aktivitesi yapisindaki fenolik hidroksil grubuna sahip aromatik halkadan kaynaklanir [43].

Lipofilik 6zelliginden dolay:1 lipid peroksidasyonuna karsi hiicre membranlarinin ve
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plazma lipoproteinlerinin en 6nemli zincir kirict antioksidanidir. Peroksil radikallerini
gidererek lipid peroksidasyonunu inhibe eder.

a-tokoferol radikali (aT") nispeten stabil ve reaktivitesi az olan bir radikaldir.
Glukuronikasit ile konjugasyona ugrayip safra ile atilabilir. Okside olduktan sonra veya
atilmadan Once askorbik asit ve glutatyon tarafindan yeniden indirgenebilir. Bdylece
rejenere edilmis olur. In vivo ve in vitro galismalar a-tokoferol ile glutatyon peroksidazin
serbest radikallere karsi birbirini tamamlayic1 etkisi oldugunu gdostermistir. GSH-PX
olusmus peroksitleri ortadan kaldirirken, a-tokoferol peroksitlerin olusumunu engeller [43,
115].

Son yillarda aterosklerozun gelisiminde lipid peroksidasyonunun 6zellikle de LDL
peroksidasyonunun etkili ve kritik bir rol oynadig: bildirilmektedir. a-tokoferol tarafindan
lipid peroksidasyonu yayilma basamaginda engellenir. a-tokoferol alimiyla koroner kalp
hastaliklar1 riskinin azaldigi deneysel olarak gosterilmistir [117]. a-tokoferol nitritlerin
nitrozaminlere doniisiimiinii engelleyerek, antikarsinojen etki gosterir, iskemi/reperfiizyon
ile iliskili peroksidatif hasar1 dnlemede etkilidir, immiiniteyi arttirir, eritrosit membraninin
stabilitesi i¢in esansiyeldir. a-tokoferol selenyumun organizmadan kaybini onleyerek ve

onu aktif halde tutarak selenyum metabolizmasinda da 6énemli rol oynar [115, 117].

5.4.3 Karotenoidler

Bitkilerde yaygin sekilde bulunan dogal renk pigmentleridir. Fotooksidatif
proseslere karsi bitkileri korur. En bilineni A vitamini Onciisii olan B- karotendir.
Karotenoidler ozellikle singlet oksijeni (*O;) ve peroksil radikallerini gideren etkili
antioksidanlardir. Karotenoidler arasinda en etkin 'O, tutucu; B-karotenin agik zincirli
analogu olan likopendir [118]. LDL’yi oksidatif hasara karsi koruyarak ateroskleroz ve
diger koroner hastaliklarin gelismesini de engeller [115].

Likopen fotooksidatif proses goz ve deri gibi 1s18a maruz kalan dokularda bazi
hastaliklara neden olan bir olaydir ve ROT olusumuna yol agar. Korliige neden olan yasa
bagimli makiiler hasarda, singlet oksijenden koruyucu pigmentler o6zellikle lutein ve
zeaksantindir. Giines yaniklarinda goriilen eriteme karsi koruyucu ve fotooksidatif hasari
Onleyici pigment [-karotendir. Lipofilik o6zelliklerinden dolayi, oksidatif hasara karsi
hiicresel mebranlart ve lipoproteinleri korumada dnemli rol oynarlar. -karoten reaktif azot

tiirlerini gidermede C ve E vitaminleri ile sinerjik etki gosterir [118,119].
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5.4.4 Flavonoidler

Birgok meyve ve sebzede yiiksek oranlarda bulunan sari-beyaz pigmentlerdir.
Bitkilerin sekonder metabolitleri olan polifenolik bilesiklerdir. Halka yapilarina gore
flavonoller, flavonlar, flavanonlar, antosiyaninler, katesinler ve izoflavonoidler olarak
smiflandirilir. Flavonoidler ve diger bitki fenoliklerinin Oy", lipid alkoksil (RO, lipid
peroksil (ROO’) ve NO° radikallerini temizleme, Fe ve Cu selatlama, o-tokoferol
rejenerasyonu gibi fonksiyonlara katildigi da bildirilmistir [120-122]. Bitkilerin ¢ogunda
bulunan bu antioksidan, yine antioksidan olan C ve E vitamininden c¢ok daha fazla
miktarlarda bulundugu i¢in 6zellikle meyve ve sebze agirlikli bir diyet ile viicuda fazla

miktarlarda alinabilir.

5.4.5 Glutatyon

Bir tripeptit peptit bagi ile birbirine baglanmis iic aminoasit iceren bir peptittir. Ug
tane ¢ift bagi vardir glutatyon (y-glutamil-sistein-glisin) hiicreleri serbest radikaller gibi
toksinlerden hiicreleri koruyan bir antioksidandir. Hemoglobinin oksitlenerek
methemoglobine donilisiimiiniin engellenmesinde rol alir. Ayrica proteinlerdeki siilthidril
gruplarini rediikte halde tutar ve bu gruplar1 oksidasyona kars1 korur. L-sistein, L-glutamik

asit ve glisinden sentezlenen ii¢ etkili anti-aging aminoasit ve gii¢lii bir antioksidandir.

5.4.6 Urik Asit

Karbon, oksijen, nitrojen ve hidrojen'den olusan organik bir bilesiktir. Urik asit,
Ksantin oksidazin oksipiiriinleri (ksantin, hipoksantin gibi) oksitlemesi ile olusur. insan ve
gelismis primatlarda piirin metablozmasinin son iiriintidiir. Diger birgok memelide {irikaz
enzimi lirik asidi allontoin'e oksitler. Purin metabolizmasinin son {iriinii olan iirat plazmada
bulunan ve suda ¢oziinen bir maddedir. Normal plazma konsantrasyonlarinda bulunan iirat
stiperoksit, hidroksil, peroksil radikalleri ve singlet oksijeni icerir. Lipid radikalleri

tizerinde etkisizdir [43].
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5.4.7 Bilirubin

Alyuvarlarin dalakta yikimi sirasinda hemoglobin molekiillerinin pargalanmasiyla
olusur. Karacigere gelir ve safra olarak disa verilir. Bilyiik oranda pargalanmis eritrositlerin
hemoglobinlerinden kaynaklanir (%75). Bu yikim retikiiloendotelyal sistemde olmaktadir.
Bilirubinin glukuronik asit ve siilfiirik asitle olusturdugu esterlere konjuge (direkt)
bilirubin adi verilir.

Kandaki bilirubinin bir kismi proteinle kompleks olusturur. Buna da serbest
bilirubin adi verilir. Posthepatik bilirubinler direkt bilirubinler olup laboratuvar
analizlerinde verilen kimyasal maddelerle direkt olarak reaksiyona girer. Prehepatik
bilirubinler ise indirekt bilirubinler olup laboratuvar analizinde de reaksiyon olusturmak
icin metil alkol ilavesi gerekmektedir. HEM metabolizmasmin memelilerdeki son
tirlinlerinden biri olan bilirubin plazmada li¢ temel antioksidandan birisidir [115, 123].

Diisiik konsantrasyonlarda lipid peroksidasyonunu inhibe ettigi gozlenmistir [124].

5.4.8 Melatonin

Melatonin epifiz bezinin pineolasit adi verilen hiicrelerinden salgilanir. Biyoritmi
(sirkadyan ritm) belirler ya da biyoritm {izerinde etkilidir. Pineolasit hiicreleri 1518a
duyarhdir. Elektromanyetik dalga yogunlugu arttikca melatonin salgilanmasi azalir.
Melatonin bir tiir etanoamiddir. Melatonin, kisiden kisiye degisse de yaklasik olarak 23:00
ile 05:00 saatleri arasinda salgilanan bir hormondur. Hormonun temel goérevi viicudun
biyolojik saatini koruyup ritmini ayarlamaktir. Bunun haricinde melatoninin gii¢lii
salgilanmasinin kansere karsi koruyucu etkisi vardir. Bu nedenle 16semi ve diger kansere
yakalananlarin kesinlikle karanlik ortamlarda yatirilmalari istenmektedir. Yapilan son
aragtirmalara gore hormonun yaslanmay1 geciktirici etkisi de vardir. Melatonin yaz-kis,
uzun-kisa giin, aydinlik-karanlik dongiisliniin diizenlenmesi gibi bir¢cok biyolojik
fonksiyonda rol oynayan bir hormondur [125]. En zararli serbest radikal olan hidroksil
serbest radikalini ortadan kaldiran ¢ok gii¢lii bir antioksidandir. Giiniimiize kadar bilinen

antioksidanlarin en gii¢liisii olarak kabul edilmektedir [126]
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5.4.9 Lipoik Asit

Kiikiirt igeren endojen bir antioksidandir. Hem yagda hem de suda eriyen bu
antioksidan dogal destek, cilt hiicrelerinizi serbest radikallerin yaslandirict etkilerinden
korur. "mitokondiriler"de hiicresel solunum igin gerekli olan ek giicii olusturur. Hiicreyi
daha hizli ve daha ¢ok enerji iireten daha geng ve daha etkili bir hiicre haline getirir. Bu
dogal madde o6zellikle disardan kullanildiginda cilt yaslanmasini Onleyicidir. Hidroksil
radikali ve hidrojen peroksidi noétralize eder. Prooksidan metalleri selatlayarak da

antioksidan etki gosterebilir [127-129].

5.4.10 Sistein

Proteinleri olusturan 20 aminoasitten biridir. Yan zincirinde kiikiirt grubu igerir.
Polar ozelliktedir, ancak fizyolojik pH'da yiikslizdiir. Non esansiyel ve glukojeniktir. 20
aminoasit arasinda sadece sistein yan zincirinde fonksiyonel bir tiyol grubu bulundurur.
Tiyol gruplarinin okside olmasiyla iki sistein arasinda disiilfit bagi olusturulabilir. Bu
bagin olusumu geri cevrilebilir bir reaksiyondur. Disiilfit baglarin1 olusturabilmesi
sebebiyle sistein birgok proteinin ii¢ boyutlu yapisinin olusturulmasinda belirleyici rol
oynar.

Sistein, reaktif bir hidrosiilfiir grubu barindirir ve bazen diger sistein kalintilar ile
“disiilfit kopriisii” (-SS-) adi verilen kovalent baglar yapar. Bu kopriiler genelde ayni
polipeptid zincirinde birbirinden uzakta bulunan veya iki farkli polipeptid zincirine ait
sisteinler arasinda kurulur. Ozellikle hiicre disinda fazlaca fiziksel ve kimyasal etki altinda
kalan proteinlerin karmasik yapilarin1 korumalari, bu disiilfit kdpriileri sayesinde olur.

NAS, radyasyon dis1 oksitadif stres varliginda, hayvan deneylerinde etkisi
gosterilmis, klinikte mukolitik ve parasatemol hepatotoksisitesinde antidot olarak yeri olan
ve 50 yili agkindir klinikte kullanilan bir ajandir. Oral yolla verilen NAS, iyi tolere edilen
ve Onemli yan etkisi gozlenmeyen bir ilag olup; endotoksis, sepsis, asetaminofen
zehirlenmesi ve kistik fibrozis gibi GSH eksikligi yasanan durumlarda klinikte ve deneysel
caligmalarda faydasi gosterilmektedir [130-135]. Ornegin, asetaminofen zehirlenmesinde,
asirt GSH diististine bagh kalici1 karaciger hasar1 olusur ve asetaminofen detoksifikasyonu
yiiksek konsantrasyonda GSH gerektirir. NAS karaciger GSH'nin baslica kaynagi1 olarak

sisteini arttirir ve ayrica proteinlerde distilfit baglar1 azaltarak serbest radikalleri ve
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baglanan metalleri uzaklastirir. Antioksidan, antienflamatuvar ve hiicre koruyucu
etkilerinin yan1 sira, mikrovaskiiler kan akimini arttirdig1 ve endotelyal koruma sagladigi
belirtilmektedir [135].

Calismalar NAS'nin SOR kaynakli apoptotik siireci ve redoks potansiyal
dengesizligini baskiladigin1 gostermektedir. Caligmalarda, NAS' nin bu aktivitesi
yapisindaki tiyoliin antioksidan ve niikleofilik 6zelliklerine baglanmaktadir [136].

Sistein (Cys, C) proteinleri olusturan 20 aminoasitten biridir. Yan zincirinde kiikiirt
grubu icerir. 20 aminoasit arasinda sadece sistein yan zincirinde fonksiyonel bir thiol grubu
bulundurur. Tiyol gruplarinin oOkside olmasiyla iki sistein arasinda disilfit bagi
olusturulabilir. Bu bagin olusumu geri c¢evrilebilir bir reaksiyondur. Disiilfit baglarini
olusturabilmesi sebebiyle sistein bir¢ok proteinin ii¢ boyutlu yapisinin olusturulmasinda
belirleyici rol oynar. Viicudun iirettigi aminoasitlerden sisteinin bir formu olan N-asetil
sistein (NAS) o6nemli bir antioksidan olan glutatyonun iiretilmesine yardim eder. Ayrica
NAS' in kendisi de cok giiglii bir antioksidandir. Siiperoksit ve hidroksil radikali
toplayicisidir [48].

5.4.11 Sitokrom P-450

Sitokrom P450 enzimleri, "Sitokrom P450 siiper gen ailesi" olarak adlandirilan
ailenin tyeleridir. Sitokrom P450 enzimleri, bitkiler, hayvanlar, mayalar ve bazi
bakterilerle, insanda bulunan genis bir enzim sistemini olusturmaktadir. Bu enzimler, hiicre
icerisinde en ¢ok graniilsiz endoplazmik retikulum ve mitokondri organelinde
bulunmaktadir. Endoplazmik retikulumu organeli iizerinde bulunan sitokrom P450
enzimleri "ksenobiyotik sitokrom enzimleri", mitokondri organeli {izerinde bulunan
sitokrom P450 enzimleri ise "steroidojenik sitokrom enzimleri" olarak adlandirilmaktadir.
Steroidojenik  sitokrom enzimlerinin, filogenetik olarak, ksenobiyotik sitokrom
enzimlerinden daha eski oldugu ve ksenobiyotiklerin steroidojeniklerden gelistigi
belirtilmektedir.

Insanda, sitokrom P450 enzimlerinin katalizledikleri ¢ok onemli reaksiyonlar
bulunmaktadir. Bunlardan bir kag1 steroid hormon biyosentezi, ksenobiyotiklerin reaktif
metabolitlere (serbest radikaller) doniisiim metabolizmasi, detoksifikasyon, doymamis yag
asitlerinin  hiicre i¢i habercilere oksidasyonu, yagda ¢oziilebilen vitaminlerin

metabolizmasi seklinde sayabiliriz.
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Sitokrom P-450 biyolojik sistemlerde bulunan enzimatik olmayan antioksidan
sinifina  girmektedir. Sitokrom P450 enzim sistemi ilk kez hayvan karaciger
mikrozomlarinda bulunmus olmasina ragmen zamanla bu enzimin c¢esitli formlarmin
bitkiler ve funguslar dahil tim okaryotik canlilarda ve hatta bazi prokaryotlarda da varlig
gosterilmistir [137]. Hepatik sitokrom P450 enzimleri miktar ve aktivite bakimindan
bireyler arasinda farklilik gostermektedir. Sitokrom P450 enzim sistemi, ilaglarin ve
insanlarin ¢esitli sekillerde maruz kaldiklar1 diger ksenobiyotiklerin metabolizmasinda
Oonemli gorevleri olan ilag metabolize eden enzimlerden olusur.

[laglarin metabolize edilmesi, ilaglarm etkinliginde ve toksisitelerinde 6nemli rol
oynar. Pek ¢ok ilacin aktivitesi, karaciger, ince barsak ve akciger gibi ¢esitli organlarda
lokalize olan sitokrom P450 (CYP) enzimlerine baglidir [138]. CYP enzimleri, endojen ve
ekzojen pek ¢ok maddeyi (ilaglarin % 90’1indan fazlasini) oksidasyona ugratarak hidrofilik
hale getirirler ve viicuttan atilimini kolaylastirirlar.

Ayrica azol grubu bilesikler plazma membraninin ana sterol bilesigi olan ergosterol
biyosentezini inhibe ederek etkili olurlar. Bu inhibisyon ergosteroliin sentezinde iki ara
iriin olan 14 alfa-metil sterollerin birikimi seklinde olur. 14 alfa-metil sterollerin
ergosterole donilismesi igin gerekli olan demetilasyon basamagi sitokrom p-450" nin

aktivasyonuna baglidir.

5.5 Beslenmenin Antioksidan Savunma Sistemi Uzerine Etkisi

Viicudun antioksidan dengesi diyetten biiyiik Olclide etkilenmektedir. Besin
yetersizlikleri nedeniyle viicudun savunma mekanizmalar: tahrip oldugu zaman patolojik
kosullar olugabilmektedir. Reaktif oksijen tiirlerindeki artis ve savunma sistemlerindeki bir
yetersizlik viicuttaki antioksidan dengesinin bozulmasina ve “oksidatif stres” kosullarinin
olugmasina neden olmaktadir. Antioksidan savunma sisteminin etkinligi; E vitamini, C
vitamini ve karotenoidler gibi antioksidan vitaminleri ve esansiyel iz mineralleri igeren
gidalarin yeterince alinmasina baglidir [139]. Bu vitaminler birlikte etkin bir sekilde
calisarak hastalik ve hasarlara neden olan zararli reaktif oksijen tiirlerinin etkisini yok
etmektedir.

E vitamini (tokoferoller), yagda ¢oziinebilen baglica antioksidanlardan olup tiim
hiicre membranlarinda bulunmakta ve ¢oklu doymamis yag asitlerini oksidasyona karsi

korumaktadir [140]. E vitamininin yiiksek dozlarda diyete ilavesinin LDL diizeylerini
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onemli dlciide artirdig1 ve oksidatif strese karst olduke¢a koruyucu oldugu bildirilmektedir
[141]. Askorbik asit de viicudun ekstraseliiler sivilarinda bulunan ve suda ¢oziinebilen
onemli bir antioksidandir. Viicutta sentezlenemedigi i¢in gidalarla disaridan alinmasi
gerekmektedir. Askorbik asidin indirgen bir ajan olmasinin yanisira E vitaminini rejenere
etme Ozelligine de sahiptir [140]. Karotenoidler ise; antioksidan aktivitelerini serbest
radikal reaksiyonlarina katilarak zararli hidrojen peroksitlerin olusum hizin1 azaltmak
suretiyle gosterirler [142]. Onemli diyet karotenoidlerinden B- karoten; sar1, turuncu sebze
ve meyvelerde, yesil sebzelerde, likopen; domateste ve lutein; brokoli ve lifli yesil
sebzelerde bulunmaktadir [140]. Ozellikle bitkisel gidalarda bulunan fenolik bilesikler de
indirgen ajan, hidrojen verici, tekli oksijen yakalayici ve metal selator olmalari nedeniyle
onemli antioksidanlar arasinda sayilmaktadir [143]. Selenyum, bakir, manganez ve ¢inko
gibi mineraller de koruyucu enzimlerin yapilar1 ve katalitik aktiviteleri i¢in gereklidir

[140].

5.6 Antioksidanlarin Etki Mekanizmalari

1. Toplayict etki: Serbest oksijen radikallerini tutarak veya daha zayif molekiillere
dontistiirerek etki gosterirler. Antioksidan enzimler bu sekilde islev goriirler.

2. Bastirict etki: Serbest oksijen radikallerine bir hidrojen ekleyerek aktivitelerini
azaltarak veya inaktif hale doniistiirerek etki gosterirler. Vitaminler ve flavanoidler bu
ozellikteki antioksidanlardir.

3. Zincir kiricr etki: Serbest oksijen radikallerinin zincirlerini kirict etki gosterirler.
Hemoglobin, seruloplazmin ve mineraller zincir kirici etki gosterirler.

4. Onaric1 etki: Serbest radikallerin meydana getirdigi hasar1 onarict etkiye
sahiptirler.

5. Hiicresel kinaz kayiplarini dnleme; Oksidasyon reaksiyonlarini durdururlar.

6. Enzimatik etki: SOD gibi antioksidan enzimler ile enzimatik olmayan

antioksidanlarin sentezini arttirarak etkilerini gosterirler [43].
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5.7 Kanser

Hiicrelerin kontrolsiiz biiylimesi ve anormal hiicre yapilarinin organizmaya
yayilmasi ile karakterize olmus, asir1 ve istilaci bir sekilde ¢ogalan patolojik proliferasyonu
olarak tanimlanmaktadir. Cesitli faktorlerin etkisiyle hiicre DNA’s1 ve genlerde olusan
degisiklikler nedeniyle hiicreler kontrolsiiz olarak boliinmeye baslamakta ve normalde
bulunmayan bir olusum meydana getirmektedirler. Ayrica enfeksiy0z organizmalar,
kimyasallar, radyasyon ve sigara gibi ¢evresel faktorler ile kalitimsal 6zellikler, hormonlar,
bagisiklik sisteminin durumu ve metabolizma faaliyetleri gibi bireye 6zgii faktorler sonucu
da gelisebilir. Bu anormal hiicrelerin kontrolsiiz biiyiime ve yayilma 6zelligi ile gelisen
biiyiik bir grup hastaliktir.

Kanser, Amerika Birlesik Devletleri’nde ve diger pek cok iilkede, en dnemli saglik
problemlerinden birini olusturmaktadir. Amerika’da en sik goriilen 6liim sebepleri arasinda
kanser, kalp hastaliklarindan sonra ikinci siray1 almakta ve her 4 6liimden birinin sebebini
olusturmaktadir [144]. Amerikan Ulusal Kanser Enstitiisii, Ocak 2008 tarihi itibariyle
kanser Oykiisii bulunan 12 milyon Amerikali’nin bulundugunu; bunlarin bir kisminin
tedaviye ihtiyag gostermezken, biliylik bir kisminin halen tedavi gérmekte oldugunu
belirtmistir. 2012 yil1 itibariyle, karsinoma in sitular (invaziv olmayan kanserler) haric,
1.638.910 yeni kanser olgusunun teshis edildigi ve 577.190 Amerikalinin kanser sebebiyle
yasamini yitirmesinin sz konusu oldugu degerlendirilmektedir [145]. Ulkemizde
"bildirimi zorunlu hastaliklar listesi"ne alinmis olmasina ragmen, verilerin yetersizligi
sebebiyle iilkemizdeki kanser insidansi tam olarak bilinememektedir [146].

Kanser hastaliginin ortaya c¢ikabilmesi i¢in yalnizca kontrolsiiz ¢ogalma yeterli
olmayip, hiicrenin diger dokular1 istila etme (invazyon) ve dolasima gecerek bagka
dokulara yayilma (metastaz) gibi diger malign Ozellikleri de kazanmasi gerekmektedir
[147,148]. Cogu kanser, tek bir hiicreden (ya da az sayida hiicreden) dogar ve bu hiicrenin
kanserli olabilmesi i¢in onkojenlerde ve timor baskilayici genlerde hiicrenin normal
simirmin ¢ok Gtesinde ¢ogalmasini saglayacak birkac degisiklik gecirmesi gerekmektedir
[149]. Cevresel ve bireysel faktorler tek baslarina veya birlikte kanseri tetikleyen olaylar
baslatabilir ya da hastaliga yakalanma siirecini hizlandirabilirler [145]. Islevini kaybeden
bir gen, kritik bir proteinin anormal diizeylerde iiretimine, anormal bir protein iiretimine ya

da bir proteinin hi¢ olmamasina sebep olabilmektedir [150].
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Yap1 ve fonksiyonundaki degisiklikler sonucu ekspresyonlarindaki ya da
aktivitelerindeki diizenlemenin bozulmasiyla kanser olusumunu kolaylastiran bu genlere
“onkojen” adi verilmektedir. Normal hiicrede ¢ogalmanin kontrolii i¢in gerekli olan ve
hasara ugradiklar1 veya ortadan kalktiklar1 zaman hiicrenin denetimsiz ¢gogalmasina neden
olan ve otozomal resesiflik gosteren genlere de “timdr supresor genler” denmektedir.
Onkojenlerin aktivasyonu ve timdor siipresor genlerin inaktivasyonlari, hiicrenin kontrolsiiz
cogalmasi, kontak inhibisyonun kaybolmasi, invazyon ve metastaz yetenegi kazanmasi
gibi malign 6zellikleri kazanmasina yol agmaktadir [147, 151, 152]. Kanser, ¢ok asamali
bir olay olup, fare derisi tiimér modellerinde yapilan ¢alismalarda initiation (baglama),
promotion (gelisme), ve progression (ilerleme) olmak {izere iic asamaya ayrilmistir.
Baglama asamasinda hiicrede kalic1 degisiklikler olmaktadir.

Gelisme ve ilerleme asamasinda kanser baslamis olan hiicrede malign

transformasyon sekil 5.1'de gosterildigi gibi olugmaktadir [153].
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Sekil 5.2. Kanserin olusumu [148]

Canlida kanserin baglamasi i¢in karsinojen maddenin tek dozuna kisa siireli
maruziyet yeterli olmaktadir. Geri doniisiimii olmayan bu basamak ve hedef hiicrede
mutasyon, translokasyon, veya amplifikasyonla sonuglanmaktadir. Gelisme asamasinda
kimyasal veya diger faktorlerle kanser baslamis olan hiicrede klonal proliferasyon ve
seleksiyon olmaktadir. Bu evre kismen geri doniistimsiizdiir ve biiylik bir latent periyodu
kapsamaktadir. Ilerleme asamasindaysa, benign lezyonlardan malign lezyonlara gegisin
artmast ve hizla gelisen neoplazmlar goriilmektedir. Hiicre kontrolsiiz olarak gogalirken,

savunma mekanizmasmin zayiflamasiyla baskin fenotipik 06zellikler gelismektedir.
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Karsinojenik kimyasallar veya viriisler bu iic evreden birini veya hepsini etkileyerek

kanser gelisimine neden olmaktadirlar [153].

5.7.1. Kansere Neden Olan Ajanlar

Kanserin sebebi ya da sebepleri heniliz kesin olarak bilinmemektedir. Kanser
hastalig1 i¢in iki grup risk faktorii vardir. Kanser i¢in risk faktorleri yasam sekillerine, yasa,
cinsiyete ve aile Oykiilerine bagli olarak degisir.

Kanser tiirlerine yatkin hale getiren genler, kanser olusumuna yol agan viriisler,
radyasyona maruziyet, cesitli kimyasallar kanser sebepleri arasinda sayilmaktadir.
Bagisiklik sistemindeki bozulmalar, ¢esitli ¢evresel faktorler ve beslenme tarzi da kanser
olusumunda rol oynamaktadir [150]. Deney hayvanlarina uygulandiginda tiimdrlerin

olusumuna yol agan ajanlar, ¢evresel faktorler ve bunlarin siniflandirilmasi Cizelge 5.1.°de

gosterilmistir.
Cizelge 5.3. Karsinojenik ajanlar [154]
Kanserin Nedenleri Karsinojenik ajanlar
Sigara alkol kullanimi, Kimyasal Polisiklik hidrokarbonlar,

aromatik aminler, azo bilesikleri, diyet,
Uzun siire ve tehlikeli saatlerde giines | hormonlar, metaller, ilaglar, alkol

altinda kalma,
Fiziksel Giines 15101 ve ultraviyole, iyonizan
Asir1 dozda rontgen 1sinina maruz kalma, radyasyon

Baz1 kimyasal maddeler (katran, benzin, | Biyolojik Viriisler (Retroviriis, Hepadna
boya maddeleri, asbest v.b.) viriis, Papilloma viriis, Herpes viriis)

Hava kirliligi Genetik DNA dizi polimorfizmi, onkojenler
Radyasyona maruz kalma,

Kotii beslenme aligkanligt
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6 MATERYAL METOD

6.1. Uygulamalarda Kullanilan Bilesikler

Calismada bis-1,2,4- triazol halkasi iceren aminometil tirevleri kullanildi.
Kullanilan tiim bilesikler Firat Universitesi Fen Fakiiltesi Organik Kimya Anabilim dali
aragtirmacilari tarafindan [155] sentezlenmis ve karakterize edilmistir (Sekil 6.1). L (1-5)

maddelerine ait reaksiyon semasi ve IUPAC adlandirmasi asagidaki gibidir (Cizelge 6.1).
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Cizelge 6.1. Bilesiklerin IUPAC adlandirmasi

4 5,5'-biitan-1,4-diilbis(4-allil-2,4-dihidro-3H-1,2,4-triazol-3-tiyon

L1 5,5'-biitan-1,4-diilbis[4-allil-2-({4-[3-(triflorometil)fenil]piperazin-1-il}metil)-

2,4-dihidro-3H-1,2,4-triazol-3-tiyon

L2 5,5"-biitan-1,4-diilbis{2-[(4-benzilpiperazin-1-il)metil]-4-allil-2,4-dihidro-3H-

1,2,4-triazol-3-tiyon

L3 5,5'-biitan-1,4-diilbis[4-allil-2-(pirolidin-1-ilmetil)-2,4-dihidro-3H-1,2,4-triazol-

3-tiyon

L4 5,5'-biitan-1,4-diilbis{4-allil-2-[(dipropilamino)metil]-2,4-dihidro-3H-1,2,4-

triazol-3-tiyon

L5 5,5"-biitan-1,4-diilbis{4-allil-2-[(4-metilpiperidin-1-il)metil]-2,4-dihidro-3H-

1,2,4-triazol-3-tiyon

6.2. In vitro Antioksidan Aktivitenin Belirlenmesi

6.2.1 Yararlanmilan Alet ve Cihazlar
pH metre
Calkalamali su banyosu
Magnetik karistiric
HPLC cihazi
Homojenizator
Etiv
UV-Vis spektrofotometre
Vorteks
Hassas terazi
Sogutmali santrifiij

Derin dondurucu

: Hanna HI221

: Memmert VNB14

: IKARHBasic

: Shimadzu

: Micra-D8

: Memmert UNB 400
: Shimadzu UV-1700
D IKA

: Denver TP 323

: Hettich 320

»Ugur

Ayrica vida kapakli deney tiipleri, otomatik pipet ve pipet uglar1 kullanildi.
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6.2.2 indirgeme Kuvveti Tayininde Kullanilan Cézeltiler

1. 0,2 M fosfat tamponu (pH=6,6): 6,24 g NaH,PO,.H,O bir miktar distile suda
¢oziilerek 250 mL’ye tamamland1 ve pH metre kullanilarak NaOH ¢ozeltisiyle pH=6,6"ya
ayarlandi.

2. %L’lik K;Fe(CN), cozeltisi: 2,5 g K;Fe(CN)g bir miktar distile suda ¢oziildii,
toplam hacmi 250 mL’ye tamamland.

3. % 10’luk TCA ¢ozeltisi: 25 g TCA bir miktar distile suda ¢oziildii, toplam hacmi
250 mL’ye tamamland.

4. % 0,1’lik FeCl3 ¢ozeltisi: 83 mg FeCl,;.6H,0 distile suda ¢oziildii, toplam hacmi

50 mL’ye tamamlandi.

6.2.3 Siiperoksit Radikali Giderme Aktivitesi Tayininde Kullamilan Cozeltiler

1. 60 uM PMS ¢ozeltisi: Once 18 mg PMS alind: ve toplam hacim 1 litreye fosfat
tamponuyla (0,1M pH=7,4) tamamlandi. Daha sonra bu ¢ozeltiden 10 mL alind1 ve 100
mL’ye ayn1 tamponla seyreltildi.

2. 468 uM NADH cozeltisi: 34 mg NADH alindi ve toplam hacim 100 mL’ye
kadar fosfat tamponuyla (0,1M pH=7,4) tamamland.

3. 150 uM NBT ¢ozeltisi: 6,1 mg NBT alindi ve toplam hacim 50 mL’ye kadar
fosfat tamponuyla (0,1M pH=7,4) tamamland.

6.2.4 Hidrojen Peroksit Giderme Aktivitesi Tayininde Kullanilan Cozeltiler

1. 0,1 M fosfat tamponu: 1,56 g NaH2PO4.2H20, 80 mL distile suda ¢oziilerek, pH

metre yardimiyla pH=7,4"e ayarland: ve toplam hacim saf su ile 100 mL’ye tamamland:.
2. 40 mM H,0, ¢ozeltisi: %30’luk H,0,’den 343 pL alindi ve 0,1 M’lik fosfat

tamponu ile 100 mL’ye tamamland.
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6.2.5 Metal Selatlama Aktivitesi Tayininde Kullamlan Cozeltiler

1. 2 mM FeCI2 ¢ozeltisi: 0,02 g FeCl,.4H,0 alind1 ve hacim saf su ile 50 mL’ye
tamamlandi.

2. 5 m M ferrozin ¢o6zeltisi: 0,123 g Ferrozin alindi, bir miktar suda ¢ozildi ve

toplam hacim saf su ile 50 mL’ ye tamamland.

6.2.6 Deoksiriboz Degredasyonu ile Hidroksil Radikali Yakalama Aktivitesi

1. 200 mM, 5 ml deoksiriboz ¢ozeltisi: 0,135 gr alinip bir miktar suda ¢oziildi ve
toplam hacim saf su ile 5 ml' ye tamamlandi.

2. 20 mM, 50 ml FeSO,.7H,0 ¢ozeltisi: 0,278 gr alinip bir miktar suda ¢oziildii ve
toplam hacim saf su ile 50 ml' ye tamamlandi.

3. 10 mM, 50 ml EDTA ¢ozeltisi: 0,011 gr alinip bir miktar suda ¢oziildii ve
toplam hacim saf su ile 50 ml' ye tamamlandi.

4.1 M, 50 ml H,0O; ¢ozeltisi: 5,107 ml alinip 50 ml' ye tamamlanda.

5. 500 mM, 5 ml askorbik asit ¢cozeltisi: 0,495 gr alinip bir miktar suda ¢6ziildii ve
toplam hacim saf su ile 5 ml' ye tamamlandi.

6. 50 mM, 50 ml KH,POy, ¢ozeltisi: 0,345 gr alinip bir miktar suda ¢oziildi ve

toplam hacim saf su ile 50 ml' ye tamamlandi.

6.3 In vitro Analiz Yontemleri

6.3.1 Indirgeme Kuvveti

+35 +25

Test bilesiklerinin (L1-L5) indirgeme kuvveti Oyaizu metoduyla Fe™ in Fe™ ye
transformasyonu prensibine goére yapildi [156]. Farkli konsantrasyondaki DMSO’ da
¢Ozlinmis orneklerden (50, 100, 250 pg/ml) herbir tiipe 1 mL alindi. Daha sonra her bir
tiipe 2,5 mL 0,2 M fosfat tamponu (pH=6,6) ve 2,5 mL % 1’lik Potasyum ferrosiyaniir
(Ks[Fe(CN)g]) ilave ederek karisim 50 °C’de 20 dk. inkiibe edildi.

Bu islemden sonra reaksiyon karisimlarina 2,5 mL % 10’luk triklor asetik asit

(TCA) ilave edildi. 2000 rpm’de 10 dk santrifiij yapildi. Cozeltinin iist fazindan 2,5 mL
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alinarak tizerine 2,5 mL distile su ve % 0,1°lik 0,5 mL FeCls ilavesinden sonra absorbans
700 nm’de okundu. Kor olarak DMSO kullanildi. Kontrolde ise bilesikleri igermeyen
reaktifli DMSO’lu karisim kullamildi. indirgeme kuvvetini karsilastirmak igin numune
yerine standart antioksidanlar olan a-tokoferol, askorbik asit ve BHT ayni konsantrasyonda
kullanild1. Her bir 6l¢iim 3’er kez yapilarak ortalamalar1 alinarak hesaplandi. Bu metotta,

yiiksek absorbans degeri yiiksek indirgeme kuvveti olarak degerlendirilir.

6.3.2 Metal Selatlama AKktivitesi

Test bilesiklerinin metal selatlama aktiviteleri, Dinis ve ark.,’min belirledikleri
yonteme gore yapildi [157]. Bu islem igin farkli konsantrasyondaki (50, 100, 250 pg/mL)
orneklerden 0,4 mL alinarak 2 mM’ ik ve 0,05 mL FeCl, ¢ozeltisine ilave edildi.
Reaksiyon 0,2 mL ve 5 mM’lik ferrozin ¢ozeltisi ilave edilmesiyle baslatildi. Cozelti
vortekste kuvvetli bir sekilde karigtirildiktan sonra oda sicakliginda 10 dk bekletildi.
Inkiibasyondan sonra ¢ozeltinin 562 nm’de absorbansi ferrozin haric geriye kalan
¢ozeltiden olusan kore karsi kaydedildi. Kontrol olarak sentez numuneler hari¢ geriye
kalan c¢ozelti kullanildi. Metal selatlama aktivitelerini karsilastirmak icin ayni
konsantrasyonda standart antioksidan olarak kabul edilen a-tokoferol ve BHT kullanilda.

Her bir 6l¢iim 3’er kez yapilarak ortalamalar1 alinarak hesaplandi. Bu metotta,
diisiik absorbans degeri yiiksek Metal selatlama Aktivitesi olarak degerlendirilir Yiizde

metal selatlama aktivitesi su formiilden hesaplanmistir;

% metal selatlama aktivitesi=[(Ao-A1)/Ag]x100
A= Kontrol absorbansi

A1= Numunelerin ve/veya standartlarin absorbansi

6.3.3 Hidrojen Peroksit Giderme Aktivitesi

Test bilesiklerinin hidrojen peroksit giderme aktiviteleri Ruch ve ark.,’nin
belirledikleri yonteme gore yapildi [158]. Bunun i¢in pH=7,4 olan 0,1 M fosfat
tamponunda 43 mM’lik hidrojen peroksit ¢ozeltisi hazirlandi. Daha sonra farkh
konsantrasyondaki (50, 100, 250 pg/mL) 6rneklerden alinarak hacimleri 3,4 mL’ye kadar

tampon ¢ozelti ile tamamlandi. Bu islemlerden sonra 0,6 mL’lik 43 mM’lik H,O; ¢ozeltisi
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ilave edildi. 10 dk oda sicakliginda inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra hidrojen peroksitin,
230 nm’deki absorbansi, hidrojen peroksit icermeyen fosfat tamponundan olusan kore
kars1 kaydedildi. Kontrol olarak, i¢inde bilesiklerin bulunmadigi kalan ¢ozelti kullanildi.
Hidrojen peroksit giderme aktivitelerini karsilagtirmak igin bilesiklerle ayni
konsantrasyonda standart antioksidan olarak kabul edilen askorbik asit ve BHT kullanildi.
Olgiimler 3’er kez yapilarak ortalamalar alinarak hesaplandi. Bu metotta, diisiik absorbans
degeri yiikksek H,O, giderme aktivitesi olarak degerlendirilir. Yizde H,O, giderme

aktivitesi su formiilden hesaplanmustir;

% H,0, giderme aktivitesi = [(Ao-A1)/Ag] x 100
Ao = Kontrol absorbansi

A1 = Numunelerin ve/veya standartlarin absorbansi

6.3.4 Siiperoksit Radikali Giderme Aktivitesi

Kullanilan bilesiklerin siiperoksit radikallerini giderme aktivitesi Liu ve ark.,’nin
yapmis oldugu yonteme gore bazi modifikasyonlarla gergeklestirildi [159]. Buna gore;
calismada kullanilan bilesiklerin 50, 100, 250 pg/mL’ ni igeren 0,1 mL DMSO’ ya 1 mL
nitroblue tetrazolium (NBT) (156 uM NBT, 100 mM fosfat tamponunda, pH 7,4) ve 1 mL
NADH (468 uM, 100 mM fosfat tamponunda, pH 7,4) c¢ozeltileri karistirildi. Reaksiyon
bu karigima 100 pL of fenazin meta siilfat (PMS) (60 uM PMS in 100 mM fosfat
tamponunda, pH 7,4) eklenmesiyle baslatildi. Olusan reaksiyon karigimi 25 °C* de 5 dk
bekletildi. Absorbanslar reaksiyon karisiminda bilesigi icermeyen kore karst 560 nm’de
okundu. Olgiimler 3’er kez yapilarak ortalamalar1 almarak hesaplandi. Siiperoksit radikali
giderme aktivitesini karsilastirmak i¢in numune yerine standart antioksidanlar olan a-
tokoferol, askorbik asit ve BHT ayni konsantrasyonda kullanildi. Azalan absorbans, artan
stiperoksit radikali giderme aktivitesini gosterir.

Yiizde siiperoksit radikali giderme aktivitesi su formiilden hesaplanmistir:
% Siiperoksit Radikali Giderme Aktivitesi = [(Ag-A1)/Ao] X 100

Ag = Kontrol Absorbansi

A1 = Numunelerin ve/veya standartlarin Absorbansi
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6.3.5 Deoksiriboz Degredasyonu ile Hidroksil Radikali Yakalama Aktivitesi

Bu yontemde enzimatik olmayan, deoksiriboz degredasyonu ile olusan hidroksil
radikallerinin yakalanmasi esasina dayali olan metod kullanildi. Kullanilan bilesiklerin
hidroksil radikali (OH") yok etme aktiviteleri metodu baz1 modifikasyonlarla
gerceklestirildi [160]. Reaksiyon karisimi; Farkli konsantrasyondaki DMSO’ da ¢oziinmiis
orneklerden (50, 100, 250 pg/ml) 50 puL alinip, 150 puL deoksiriboz (200 mM 5ml), 60 pL
FeSO,4.7H20 (20 mM 50ml), 30 pL EDTA (10mM 50ml), 150 pL (1 M 50ml) H,O, ve 60
uL (500 mM 5ml) askorbik asit ¢ozeltisinden olusturuldu ve karigima 2,5 ml KH,PO4
tamponu (pH: 7,4) eklenerek son hacim 3 mL’ ye tamamlanip vorteksle iyice karistirildi.
37 °C’ deki etiivde 1 saat bekletilen tiiplerin {izerine 1 mL %10 TCA ve 1 mL
%2,0 TBA eklendi. Sicak su banyosunda 100 °C’ de 15 dk bekletilen 6rneklerin daha sonra
oda 1sisina geldiginde tampona karsi 532 nm dalga boyunda UV’ de absorbanslari
kaydedildi. Hidroksil yakalama aktivitesini karsilastirmak i¢in numune yerine standart

antioksidanlar olan a-tokoferol, askorbik asit ve BHT ayni konsantrasyonda kullanildi.

% OH radikali yok etme aktivitesi = [(Ao-A1)/Ag] X 100

Ay kontroliin absorbansi, A1 6rneklerin absorbansi olarak alinmistir.

6.3.6 Saccharomyces cerevisiae Hiicrelerindeki Antioksidan Ozelikler

Antioksidan aktivitenin belirlenmesi i¢in Saccharomyces cerevisiae maya hiicreleri
kullanildi. Aktivitenin belirlenmesi i¢in, hiicreler siklikla molekiiler diizeyde oksidatif
strese metabolizmanin cevabi ¢alismalarinda bir model olarak kullanilmaktadir [161, 162].
Bu hiicreler siklikla molekiiler diizeyde oksidatif strese metabolizmanin cevabi
caligmalarinda bir model olarak kullanilmaktadir.

Fungi alemine dahil olan Saccharomyces cerevisiae tek hiicreli bir mikroorganizmadir.
Saccharomyces cerevisiae askomisetik bir mayadir. Maya terimi tomurcuklanma ve enine
boliinme gibi yontemlerle aseksliel (eseysiz) olarak {ireyen, bir zigotdan veya
partenogenetik olarak tek bir somatik hiicreden olugsmus serbest bir askus icerisinde
askorporlar iireten, dominant olarak tek hiicreli bir tollusa sahiptirler. Saccharomyces
cerevisiae diger mayalar gibi karbonhidratlar1 fermente eder. Bira yapimi ve firincilikta

kullanilir.
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Mayalarin yiiksek vitamin igerigi, besin olarak degerlerini artirir. Birgok Saccharomyces
cerevisiae tiirii diger vitaminler yaninda 6zellikle B vitaminini sentezlerler Saccharomyces
cerevisiae malt extract broth'da asilanip etiivde 25 °C'de inkiibe edildi ve eksponensiyel

fazda 10° hiicre/mL alinarak deneysel ¢alismalar gergeklestirildi.

6.3.6.1 Saccharomyces cerevisiae Hiicrelerindeki in vitro Olgiimler

MDA o6l¢timleri i¢in birer deney tiipiine 2’ser ml hiicre iceren ¢ozelti konuldu.
Maddeler DMSO da ¢oziilerek belirli konsantrasyonlar da ¢ozeltileri hazirlandi ve son
derigimler 50 uM ve 100 uM olacak sekilde tiiplere ilave edildi. Tiim denemeler icin
tiplerdeki DMSO miktar1 esit olacak sekilde ilaveler yapildi. Kontrol grubu olarak esit
hacimde DMSO ilave edilen tiipler kullanildi. Madde ilavesinden sonra belirli siireler
beklendi. Ilgili literatiirlerle kiyaslanarak ml deki hiicre sayisinin 10° hiicre/mL olmasina
ve maddelerin ¢oziliniirliigii de gz Oniine alinarak dozlara karar verildi. MDA analizi i¢in
kimyasal maddelerle muamele edilmis hiicrelere %15'lik trikloroasetik asitten 250uL ve
0,5 M HCIOg4'den 750 puL ilave edilerek ¢alkalandi. Hiicreler kii¢iik parcalara ayrildi ve
lizat 4500 devirde 5 dakika santrifiijlendikten sonra berrak kisim alinarak HPLC'de
analizlendi [163].

6.4 In vitro Antitiimér Ozelliklerin Arastirilmasi

Analiz agagida belirtilen metoda gore yapildi.

6.4.1 MCF-7 Cozdiiriilmesi, Flasklara Ekimi, Beslenmesi ve Boliinmesi

Hiicre kiiltiir bankasindan (ATCC, ABD) aldigimiz donmus haldeki MCF-7 (insan
gbgiis kanseri hiicreleri) oda sicakliginda ¢ozdiiriilerek 75 ml flask icerisine aktarildi.
Flask’in igerisine daha onceden hazirlanmis olan DC5 (25 ml) ilave edildi ve flasklar,
Nuaire marka bir %5 CO; - %95 O, inkiibatériine (Playmouth, MN, ABD) yerlestirildi.
Giinliik olarak hiicrelerin durumu Soif marka (Soif Optical Inc., Cin) bir inverted
mikroskop kullanilarak kontrol edildi ve ii¢lincii giiniin sonunda flasklarda bulunan DC5
cekilerek tazesiyle degistirildi. Bu islem ii¢ giin araliklarla siirekli tekrar edildi. Sayilar

artmaya devam eden hiicreler flaskin tabanini tamamen kaplayarak {ist {liste tabakalar
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olusturmaya bagladilar. 15. gilinlin sonunda flasklardaki medyum ¢ekildi ve yerine 3 ml
tripsin ilave edilerek inkiibatore yerlestirildi. 2-3 dakikada bir flasklar hafif¢e sallanarak
hiicrelerin yapistiklar yiizeyden ayrilmalar1 saglandi.

Tiim hiicreler flaskin ylizeyinden ayrildiktan sonra flasklarin igerisine 12 ml DCS5
ilave edildi ve dikkatli sekilde triturasyon (siispansiyonun pipet icerisine c¢ekilip
bosaltilarak yapilan ayristirma islemi) yapilarak hiicrelerin homojen olarak soliisyona
dagilmasi1 saglandi. Hiicreler bir hemositometre kullanilarak sayildi. Her flaska 5x10°
hiicre olacak sekilde hiicre siispansiyonu konulup tizerlerine DC5 ilave edildi (toplam
hacim 25 ml olacak sekilde) ve tiim flasklar inkiibatore yerlestirildi. Hiicrelerin ekimleri,
beslenmeleri ve deneyler steril bir class Il laminair flow (Biolaf, Ankara) igerisinde
gerceklestirildi [164,165].

6.4.2 Kullanilacak Hiicre Sayisi1 ve Madde Dozlarimin Belirlenmesi

MCF-7 gogiis kanseri hiicreleri, flasklara tripsin ilave edilerek yerlerinden sokiildii
ve hiicre siispansiyonu 2000 rpm devirde 5 dk. santrifiij edildi. Tiplerdeki tripsin-medyum
karisim1 alinarak yerine DCS ilave edildi ve triturasyon ile hiicrelerin tek hiicre
siispansiyonu haline gelmeleri saglandi. Hemositometre kullanilarak hiicreler sayildi ve
hiicre sayist MCF-7 hiicre deneyleri igin 1x10° / ml hiicreye ayarlandi. Bu sekilde dozlarin
0,1 uM, 1 uM, 10 uM ve 100 uM olmasina karar verildi [166].

Hiicre siispansiyonundan birer ml deney tiiplerine aktarildi ve {lizerine test edilecek
ajanlar 0,1 uM, 1 uM, 10 uM ve 100 uM konsantrasyonlarda ilave edildi. Negatif kontrol
tiiplerine ayn1 miktarda serum fizyolojik, vehicle tiiplerine de ayn1 miktarda DMSO ilave
edildi ve tiipler inkiibatore yerlestirildi. Hiicre siispansiyonlarindaki DMSO miktar
%1’den fazla degildi. 24 saat sonra tiipler inkiibatorden cikarilarak triturasyon yapildi ve
hiicre siispansiyonu % 0,4 tryphan blue ile 1:1 (v/v) oraninda karistirilarak rastgele segilen
100 adet hiicre hemositometrede sayildi. Hiicre canlilifi orami yiizde olarak ifade edildi

[167].
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6.5 In vivo Antioksidan Aktivitenin Belirlenmesi

6.5.1 Hayvan Materyali

Deney hayvanlar1 Firat Universitesi Deneysel Arastirma Merkezi (FUDAM)’ nden
temin edildi ve aymi yerde deneysel uygulama gergeklestirildi. Deneysel c¢alismada
kullanilan 6-8 haftalik ortalama 200-240 g agirliginda Long Evans cinsi erkek ratlar
kullanildi. Ratlar havalandirma sistemi bulunan bir ortamda 6zel olarak hazirlanmis ve her
giin altlar1 temizlenen kafeslerde beslendi. Yemler, 6zel ¢elik kaplarda ve su ise paslanmaz
celik bilyeli biberonlarda normal ¢esme suyu olarak verildi. Deney siiresince higbir
nedenle denek oliimii yasanmada.

Deney hayvanlart Elazig Yem Fabrikasinda 6zel olarak hazirlanan pelletler
halindeki rat yemleriyle beslendi. Ratlarin deneysel uygulama yapilacak sathaya kadar
bakimlarina bu sekilde devam edildi.

Deney siiresince herhangi bir agirlik degisimi gézlenmemis olup hicbir nedenle denek
6limii yasanmadi.

Ratlara verilen yemin bilesiminde bulunan katki maddeleri c¢izelge 6.2°de
gosterilmistir.

Cizelge 6.2. Deney hayvanlarina verilen yemin bilesimi

Yem Ham maddeleri % Bilesimleri
Kepek 8
Arpa 14
Misir 21
Bugday 10
Soya kiispesi 25
Balik unu 8
Melas 4
E-Kemik unu 4
Tuz 4
* Vitamin Karmasi 1
** Mineral Karmasi 1

* Deney hayvanlarina verilen yemlerin vitamin karmasinda A, D3, E, K, B1, B2, B6, B12 vitamin ile
nikotinamid, folik asit, D-biotin ve kolin klorit ihtiva etmektedir.

** Mangan, demir, ¢inko, bakir, iyot, kobalt, selenyum ve kalsiyum ihtiva etmektedir.
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6.5.2 Gruplarin Olusturulmasi ve Uygulamalar

Arastirmada kullanilacak ratlar 1 kontrol, 5 uygulama grubundan olusturuldu ve her
grupta 5’ er denek olmak tizere toplam 30 rat yer aldi.

Ilgili literatiir taramasidan sonra kullanilan bilesiklerin molekiil yapilar1 géz oniine
alinarak uygulamalarin kontrol ve denek gruplari i¢in 0. giin, 3. giin, 6. giin, 9. glin olacak
sekilde 3 giin ara ile yapilmasina karar verildi ve 30 giin uygulandi [168]. Uygun arastirma
yerinde 3 giinliik araliklarla 30 giin boyunca belirli dozlarda deri alt1 enjeksiyon yapildi.
Bu silirenin bitiminde ratlar dekapite edilerek karaciger, bobrek gibi dokular ve kan
ornekleri alindi. Ratlardan alinan kan 6rnekleri pihtilasma olayini takiben santrifiijlenerek
serum ayrildi. Alinan kan 6rnekleri saftrifiijlenerek serumlar1 ayrildi. Ayrilan serumlar en
gec Ui¢ giin igerisinde analizlendi. Analiz anina kadar serum ornekleri -20°C'de bekletildi.
Doku ornekleri ise uygun boyutta kesilerek hazir hale getirildi.

Uygulama maddelerinin dozlar literatiirden faydalanilarak kararlastirildi ve sartlara
uygun olarak 25 mg/kg viicut agirligr olacak sekilde 6nce DMSO’da ¢6ziildi ve DMSO
miktar1 % 10'un altinda olacak sekilde misir 6zii yag ile seyreltildikten sonra hayvanlara
deri altindan uygulandi.

Kontrol gruplarina, DMSO miktar1 % 10'un altinda olacak sekilde yag hazirlanarak
0,5 ml ¢ozelti deri altina enjekte edildi. Uygulama gruplarina ise 0,5 ml ¢ozelti i¢erisindeki
ligand ve metal kompleksleri derisimi 25 mg/kg viicut agirligi dozunu ihtiva edecek

sekilde hazirlanan ¢6zeltiler deri altina enjekte edildi [169, 170].

6.6 Doku Orneklerinde in vivo Antioksidan Aktivite Analiz Yontemleri

Analizler asagida belirtilen metotlara gore yapildi.

6.6.1 C Vitamini ve MDA Analizi

Yaklasik 0,3 gr pargalanmis doku 6rnegi tizerine 0,5 M HCIO,'den 1,5 mL ilave
edildi. Proteinlerin ¢oktiiriilmesinden sonra 1,5 mL saf su ilave edilerek toplam hacim 3
mL'ye tamamlandi. Karisgim 4500 devirde 25 dakika santrifiijlendikten sonra berrak
kisimdan dikkatlice alinarak viallere konuldu enjeksiyon hacmi 20 pL HPLC'de
analizlendi [163, 171].
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6.6.2 A ve E Vitamini Analizi

Parcalanmis 0,3 gr doku 6rnegi {izerine % 1'lik H,SQO, ihtiva eden etil alkolden 4
mL ilave edilerek proteinler ¢oktiiriildii. Karigim vorteks ile iyice karistirildiktan sonra
4500 devirde 25 dakika santrifiijlendi, sonra 6rnekler iizerine 0,3 mL n-hekzan ilave edildi.
Hekzan ilavesiyle ortamdaki yagda c¢oOziinen vitaminler hekzan fazina ekstrakte
edilmektedir. Hekzan ilave edildikten sonra tekrar vortekste karistirildi ve tiipler
santrifiijlendi. Santrifiij sonunda hekzan faz1 dikkatli bir sekilde ayrilarak cam tiipe alindi.
Ornek iizerine tekrar 0,3 mL n-hekzan ilave edilerek karistirilip santrifiijlendi ve n-hekzan
faz1 cam tiipteki hekzan fazi ile birlestirildi. Ekstrakte edilen hekzan, kuru azot altinda
dikkatlice uzaklastirildi. Kalinti 100 pL metanolde ¢o6ziildi [172]. Bu ¢ozeltiden 20 pL
almip HPLC' ye enjekte edildi.

6.7 Kan Orneklerinde in vivo Antioksidan Aktivite Ol¢iimleri

Analizler agagida belirtilen metotlara gore yapildi.

6.7.1 C Vitamini ve MDA Analizi

Serum Orneginden 0,3 ml alinip {izerine 0,3 ml 0,5 M HCIO, ilave edilerek
proteinler ¢oktiirtildii. Daha sonra bu karisim vortekslendikten sonra iizerine saf su ilave
edilerek toplam hacim 1 ml tamamlandi. Karisim 15 dakika santrifiijlendikten (2500 devir
/dak ) sonra Orneklerin lizerindeki berrak kisimdan dikkatlice 20ul alinarak HPLC’de
analiz edildi. Askorbik asit ve MDA Karatepe(2004)‘ye gore HPLC ’de analiz edildi [163].
Analizler hareketli faz olarak 30 mM KH,PO, - metanol (% 82,5 — 17,5; pH:4)
karisiminda 250 nm'de inertsil 5u C-18 (15 cm x 4,6 mm) kolonu kullanilarak akis hizi
ml/dk yapildi.

6.7.2 A ve E Vitamini Analizi

Derin dondurucudan alinan serum o6rnekleri ¢oziinme islemi yapildiktan sonra 0,3
ml serum Ornegi iizerine %1 ‘lik H,SO, ihtiva eden etil alkolden 0,3 ml ilave edilerek

proteinler ¢oktiirildii. Karigim vortekslendikten sonra 2500 devirde 5 dakika santrifiijlendi.
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Sonra drnekler {izerine 250 pl n-hegzan ilave edildi. Hegzan ilavesiyle ortamdaki yagda
¢oziinen vitaminler hekzan fazina ekstakte edildi. Hegzan ilave edildikten sonra tekrar
vortekste karistirildi ve tiipler santrifiijlendi. Santrifiij sonunda hegzan fazi dikkatli bir
sekilde ayrilarak cam tiipe alind1. Ornek iizerine 250 pl n- hegzan ilave edilerek karistirilip
santrifiijlendi ve n-hegzan fazi cam tiipteki hegzan fazi ile birlestirildi. Ekstrakte edilen
hegzan, kuru azot altinda dikkatlice uzaklastirildi. Kalint1 100 ul metanolde ¢6ziildi [173].
HPLC'de analiz edildi. Orneklerdeki E vitamini 296 nm ve A vitamini 326 nm dalga
boyunda Inertsil Sp C-18 (15 cm x 4,6 mm) kolonu ve asetonitril: metanol: diklormetan:
kloroform: hegzan (60: 10: 15: 10: 5) hareketli fazinda akis hiz1 1 mL/dak. olacak sekilde
analizlendi [174].

6.8 Istatistiksel Degerlendirme

Bu calismadaki istatistiksel analiz i¢in SPSS 15.0 yazilim programi kullanildi.
Kontrol grubu ile deneysel gruplar arasindaki karsilagtirma varyans analizi (ANOVA) ve
LSD testleri kullanilarak yapildi. Sonuglar mean = SD olarak verildi. Kontrol ve diger
gruplar arasindaki farkliliklarda p<0,05, p<0,01 ve p<0,001 degerleri kullanildi.
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7 BULGULAR

7.1 In vitro Antioksidan Aktivite Ol¢iimleri

Calismada 5 yeni bilesigin in vitro olarak Saccharomyces cerevisiae hiicrelerindeki
MDA diizeyleri 6l¢iimii ve ayrica, 5 farkli yontemle (indirgeme kuvveti, metal selatlama
aktivitesi, hidrojen peroksit giderme aktivitesi, siiperoksit radikali giderme aktivitesi,
deoksiriboz degredasyonu ile hidroksil radikali yakalama aktivitesi) antioksidan 6zellikleri
incelenip sonuglar, standart olarak kullanilan biitillenmis hidroksi toluen (BHT), askorbik

asit ve a-tokoferol sonuglari ile karsilagtirilip literatiir ile gerekli kiyaslamalar yapildi.

7.1.1 Iindirgeme Kuvveti

Indirgeme giicii Oyaizu metoduna gére yapilmustir [156]. Bu metodun prensibi
antioksidan bilesiklerin, kullanilan reaktifler ile olusturdugu renkli komplekslerin UV
spektrofotometresinde 700 nm’de Olclimiine dayanmaktadir. Reaksiyon karisiminin
absorbansindaki artis numunenin indirgeme giicii ile dogru orantilidir.

Test bilesikleri ve standart antioksidanlarin indirgeme kuvveti sonuclar1 c¢izelge ve

sekillerde sunulmustur.

Cizelge 7.1. Test bilesikleri ve standart antioksidanlarin indirgeme kuvveti

sonuglari
Test Bilesikleri | Indirgeme kuvveti | Indirgeme kuvveti | Indirgeme kuvveti
50 (ng/ml) 100 (ng/ml) 250 (ng/ml)
L1 0,96 1,12 1,29
L2 0,61 0,72 1,01
L3 0,31 0,42 0,63
L4 0,4 0,61 1,02
L5 0,38 0,56 0,92
Askorbik asit 0,92 1,21 1,64
BHT 0,47 0,68 1,31
a-tokoferol 0,32 0,48 0,76
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Bu metotta, yiilksek absorbans degeri yiikksek indirgeme kuvveti olarak

degerlendirilir. Yukaridaki ¢izelgeye baktigimizda her bir test bilesiginin indirgeme

kuvveti kapasitelerinin artan konsantrasyona bagli olarak arttig1 goriilmiistiir. Bilesiklerin

konsantrasyona bagli olarak kendi iglerinde ve kendi aralarindaki degisen indirgeme

kapasiteleri asagidaki sekillerde gosterilmistir.
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Sekil 7.1. Test bilesikleri ve standart antioksidanlarin absorbans grafikleri.
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Sekil 7.2. Test bilesikleri ve standart antioksidanlarin karsilastirmali absorbans grafikleri.
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Yukaridaki grafiklere baktigimizda indirgeme kuvveti kapasiteleri artan
konsantrasyona bagli olarak arttifi gorilmiistir. En yiiksek konsantrasyona gore
(250pg/ml) indirgeme kuvveti kapasiteleri su sekilde siralanmaktadir; Askorbik asit >
BHT >L1 >L4>L2>L5>o-Tokoferol > L3.

7.1.2 Metal Selatlama Aktivitesi

Metal selat aktivitesi tayini Dinis metoduna gore yapilmistir [157]. Fenton
kimyasinda da gorildiigli gibi antioksidan kapasite agisindan OH" radikallerinin
olusmasina sebep olan Fe*? ve Cu* gibi metallerin tutulanmasinda son derece onemlidir.
Metal selat aktivitesi tayininin prensibi, ferrozin-Fe*? kompleks olusumunun inhibisyonuna

dayanmaktadir.

H,0, + Fe'¥/Cu’ — Fe'/Cu? + OH + OW
Reaksiyon karigiminin 562 nm’deki absorbansindaki diigiis metal selat aktivitesi ile
dogru orantilidir. Test bilesikleri veya standart antioksidanlarin varliginda ferrozin-Fe*?
kompleksi, tam meydana gelmez. Bu durum kullanilan bilesiklerin metal selatlayict
ozelliklerini gostermektedir.

Sonuglar asagidaki cizelge ve sekillerde sunulmustur.

Cizelge 7.2. Test bilesikleri ve standart antioksidanlarin metal selatlama yiizdeleri.

Test Bilesikleri Metal Selatlama Metal Selatlama Metal Selatlama
Aktivitesi 50 (ug/ml) | Aktivitesi 100 (ug/ml) | Aktivitesi 250 (ng/ml)

L1 45,52 47,21 49,05

L2 41,14 41,9 43,39

L3 24,32 25,14 29,01

L4 36,11 40,01 39,93

L5 39,13 39,07 39,44

BHT 65,42 70,33 75,42
a-tokoferol 55,88 60,58 65,02
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Bu metotta, diisiik absorbans degeri hesaplama sonucunda yiiksek aktivite
yiizdesine karsilik gelir. Yukaridaki ¢izelgeye baktigimizda her bir test bilesiginin metal
selatlama aktivitesi artan konsantrasyonla degiskenlik gdstermistir. Bilesiklerin
konsantrasyona bagli olarak kendi i¢lerinde ve kendi aralarindaki degisen metal selatlama

yiizdeleri asagidaki sekillerde de gosterilmistir.
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Sekil 7.3. Bilesikleri ve standart antioksidanlarin metal selatlama yiizde grafigi.
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Sekil 7.4. Test bilesikleri ve standart antioksidanlarin karsilagtirmali metal selatlama

yiizdeleri
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Yukaridaki grafiklere baktigimizda metal selatlama aktivitesi artan konsantrasyonla
degiskenlik goOstermistir. En yiiksek konsantrasyona gore (250ug/ml) metal selatlama
aktivitesi su sekilde siralanmaktadir; BHT > o —Tokoferol > L1 >1L2>L14>15>L3.

7.1.3 Hidrojen Peroksit Giderme Aktivitesi

Hidrojen peroksit giderme aktiviteleri Ruch ve ark.’nin belirledikleri yonteme gore
yapildi [158]. H,0,, kendisi ¢ok reaktif bir iirlin olmamasina ragmen zaman zaman
hiicrelerin toksisitesine sebep olabilmekte ve hiicrelerde hidroksil radikallerinin artmasini
saglamaktadir [39]. Bu metotta, 230 nm’deki absorbansinda diisiik absorbans degeri

yitksek H,0, giderme aktivitesi olarak degerlendirilir. Ozellikle Fe*? ve Cu® gibi metal

iyonlarinin varhginda kolayca OH”e doniisebilmektedir. Bu yilizden hiicre ve gida

sistemlerinde H,O,’nin giderilmesi ¢ok 6nemlidir.

Hidrojen peroksit giderme aktivitesi her bir test bilesigi icin 50, 100 ve 250 pg/L
miktarlar1 ve onlarla ayn1 konsantrasyondaki standart antioksidan olarak kabul edilen
askorbik asit ve BHT oOrneklerinin 230 nm’deki absorbanslari alinmis ve yiizdesi

hesaplanmistir. Sonuglar asagidaki ¢izelge ve sekillerde sunulmustur.

Cizelge 7.3. Test bilesikleri ve standart antioksidanlarin hidrojen peroksit giderme

yiizdeleri.
Hidrojen Peroksit Hidrojen Peroksit Hidrojen Peroksit
Test Bilesikleri | Giderme Aktivitesi | Giderme Aktivitesi | Giderme Aktivitesi
% 50 (ng/mil) % 100 (ng/ml) % 250 (ng/ml)
L1 48,08 49,23 48,55
L2 49,32 51,22 49,33
L3 25,38 30,91 35,01
L4 34,91 40,31 41,93
L5 39,23 39,27 40,08
Askorbik asit 50,43 51,45 52,01
BHT 27,82 38,71 41,83
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Sonugclar asagida belirtilen sekillerde gosterilmistir;
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Sekil 7.5. Test bilesikleri ve standart antioksidanlarin hidrojen peroksit giderme yiizde
grafigi.
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Sekil 7.6. Test bilesikleri ve standart antioksidanlarin karsilagtirmali hidrojen peroksit

giderme ytizdeleri.
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Yukaridaki grafiklere baktigimizda H,O, giderme aktivitesi artan konsantrasyonla
degiskenlik gostermistir. En yliksek konsantrasyona gore (250ug/ml) H,O, Giderme
Aktivitesi su sekilde siralanmaktadir; Askorbik asit > L2 >L1> L4 >BHT >L5>L3.

7.1.4 Siiperoksit Radikali Giderme Aktivitesi

Siiperoksit radikallerini giderme aktivitesi Liu ve ark.’nin yapmis oldugu yonteme
gore yapildi [159]. Bu yontem PMS/NADH-NBT sisteminde, PMS/NADH gifti tarafindan

meydana getirilen siiperoksit anyonlarmin  NBT’yi indirgeme reaksiyonlarina

dayanmaktadir. indirgenmis NBT iiriinii ise 560 nm’de maksimum aktivite gostermektedir.
Reaksiyon karistminda 560 nm’de absorbans azalmasi, siiperoksit anyonlarinin
giderildigini ve dolayisiyla antioksidan aktiviteyi gosterir.

Calismamizdan elde ettigimiz bulgular asagidaki tablo ve grafiklerde sunulmustur.

Cizelge 7.4. Test bilesikleri ve standart antioksidanlarin Siiperoksit giderme yiizdeleri.

Siiperoksit Radikali Siiperoksit Radikali Siiperoksit Radikali
Test Bilesikleri Giderme Aktivitesi Giderme Aktivitesi Giderme Aktivitesi
50 (ug/ml) 100 (ug/ml) 250 (ng/ml)

L1 60,81 62,04 65,38
L2 63,18 64,85 66,69
L3 54,36 52,87 49,89
L4 59,65 60,7 61,49
L5 60,17 61,42 62,02
Askorbik asit 64,11 68,33 69,45
BHT 69,3 75,05 77,29
a-tokoferol 57,44 63,12 65,73
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Sonuglar asagida belirtilen sekillerde gosterilmistir;
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Sekil 7.7. Test bilesikleri ve standart antioksidanlarin Siiperoksit giderme yiizde grafigi.
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Sekil 7.8. Test bilesikleri ve standart antioksidanlarin karsilastirmali Siiperoksit giderme
yiizdeleri.

Yukaridaki grafiklere baktigimizda stiperoksit radikali giderme aktivitesi artan
konsantrasyonla degiskenlik gdstermistir. En yiiksek konsantrasyona gore (250ug/ml)
siiperoksit radikali giderme aktivitesi su sekilde siralanmaktadir; BHT >Askorbik asit
> 12> a-—Tokoferol > L1> L5>14>L3.
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7.1.5 Deoksiriboz Degredasyonu ile Hidroksil Radikali Yakalama Aktivitesi

Bu yontemde enzimatik olmayan, deoksiriboz degredasyonu ile olusan hidroksil
radikallerinin yakalanmasi esasina dayali olan metod kullanild1 [160]. Hidroksil yakalama
aktivitesini karsilagtirmak i¢in numune yerine standart antioksidanlar olan askorbik asit ve
BHT ayni konsantrasyonda kullanildi. Reaksiyon karigiminda 532 nm dalga boyunda UV’
de absorbanslar1 kaydedildi.

Sonuglar asagidaki ¢izelge ve sekillerde sunulmustur.

Cizelge 7.5. Test bilesikleri ve standart antioksidanlarin hidroksil radikali yakalama

yiizdeleri
Hidroksil Radikali Hidroksil Radikali Hidroksil Radikali
Test Bilesikleri Yakalama Aktivitesi Yakalama Aktivitesi | Yakalama Aktivitesi
50 (ng/ml) 100 (ng/ml) 250 (ng/ml)

L1 42,22 71,87 88,44
L2 40,28 72,01 89,93
L3 39,46 71,73 90,36
L4 4292 75,08 88,77
L5 38,85 72,01 89,19
Askorbik asit 45,21 78,07 92,54
BHT 38,52 72,82 90,02
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Sekil 7.9. Test bilesikleri ve standart antioksidanlarin hidroksil radikali yakalama grafigi.
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Sekil 7.10. Test bilesikleri ve standart antioksidanlarin karsilastirmali hidroksil radikali
yakalama ytizdeleri.

Yukaridaki grafiklere baktigimizda hidroksil radikali yakalama aktivitesi artan
konsantrasyonla arttig1 goriilmiistiir. En yiiksek konsantrasyona gore (250ug/ml) hidroksil
radikali yakalama aktivitesi su sekilde siralanmaktadir; Askorbik asit > L3 > BHT > L2 >
L5>L4>L1.
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7.1.6 Saccharomyces cerevisiae Hiicrelerindeki Antioksidan Ozelikler

Bis-1,2,4-triazol igeren bilesiklerin tiirevleri, diger bir yontem olan SAC-SER
(Saccharomyces cerevisiae) hiicrelerindeki antioksidan Ozeliklerinin incelenerek MDA

diizeyleri belirlendi.

7.1.6.1 MDA Analizi

MDA analizi i¢in gerekli kimyasal maddelerle muamele edilmis hiicreler HPLC'de
analizlendi [163]. Test maddeleriyle muamele edilmis Saccharomyces cerevisiae maya

hiicrelerinin MDA diizeylerine ait sonuglar ¢izelge ve sekillerde verilmistir.

Cizelge 7.6. Bilesiklerle muamele sonras1 Saccharomyces cerevisiae maya hiicrelerinin

MDA diizeylerinin dozlara gore ortalama degerleri

Parametre Gruplar
—p--

Kontrol L1 L2 L3 L4 L5

MDA 50 pM 0,550,02° 0,41+0,00° 0,44+0,01° 0,69+0,00°  0,44:0,01°  0,50+0,01°  ***
(mg/2.10°

hiicre)

MDA100 0,55+0,02° 0,43+0,00° 0,45+0,01° 0,71:0,01°  0,46+0,01°  0,54#0,01°  ***
uM(mg/2.10°

hiicre)

a-d Ayni satirda farkl harfi tasiyan grupla arasi fark istatistiksel olarak anlamlidir.

*P<0.05 ; **P<0.01 ; ***P<0.001 ;OD p>0.05
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Sekil 7.11. Bilesiklerle muamele sonras1 Saccharomyces cerevisiae maya hiicrelerinin

MDA diizeylerinin istatistiksel grafikleri.

74




Yukarida elde ettigimiz sonuglara gore L3 disindaki tiim test maddelerimizin

kontrole gore anlamli sekilde MDA diizeyini diisiirdiigii L3 maddesinin ise artirdigini

belirledik. Buna gore L3 disindaki maddelerin antioksidan etki gosterdigini sdyleyebiliriz.

L1 maddesi ise en etkili antioksidan olarak goriilmiistiir.

7.2 In vivo Antioksidan Aktivite Ol¢iimleri

7.2.1 Karaciger Dokusundaki A, E, C Vitamini ve MDA Diizeyleri

Test bilesiklerinin karaciger dokusunda A, E, C vitamini ve MDA diizeyleri iizerine

etkilerini igeren sonuglar asagida ¢izelge ve sekillerde verilmistir.

Cizelge 7.7. Bilesiklerle muamele sonrasi karaciger dokusundaki A, E, C vitamini ve MDA

diizeyleri
Parametre Gruplar -——-P--
KONTROL L1 L2 L3 L4 L5
CVitamini(ng/g) 14,20£2,27°°  19,86+1,62° 17,98+2,00° 9,30+2,74°  15,58+1,37"°  15,32+1,08"  *
MDA(ug/g) 5,26+0,60° 3,40+0,36°  4,30£0,32°  10,24%0,55°  5,10+0,74 5,06+0,94° oo
A Vitamini(pg/g)  0,21%0,01° 0,20:0,01°  0,19+0,01°  0,12¢0,01°  0,19+0,02° 0,19+0,02° ok
E Vitamini(ug/g)  0,62+0,08° 0,65:0,12°  0,63#0,09°  0,23+0,05°  0,62+0,04° 0,62+0,04° ok
a-b Ayni satirda farkh harfi tasiyan grupla arasi fark istatistiksel olarak anlamhdir.
*P<0.05 ; ¥*P<0.01 ; ***P<0.001 ;0D p>0.05
(ng/g) (ng/g)
15+
."i‘. a
£ b 3
= = b
©) =
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Sekil 7.12. Bilesiklerle muamele sonrasi karaciger dokusundaki A, E, C vitamini ve MDA

diizeylerinin istatistiksel grafikleri.
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Sekil 7.12. “Devam” Bilesiklerle muamele sonrasi karaciger dokusundaki A, E, C vitamini

ve MDA diizeylerinin istatistiksel grafikleri.

Yukaridaki ¢izelge ve sekillerde gosterildigi gibi sonuglara baktigimizda L3

bilesiginin MDA diizeyini artirdigini, vitamin diizeylerini ise diisiirdiglinii gézlemledik.

Ayrica diger bilesiklerin ise kontrole yakin diizeyde MDA’y1 disiirdiigli, vitamin

diizeylerini de ayni1 seviyelerde korudugunu gozlemledik.

7.2.2 Bobrek Dokusunda A, E, C Vitamini ve MDA Diizeyleri

Test bilesiklerinin bobrek dokusunda A, E, C vitaminleri ve MDA diizeyleri

tizerine etkilerini igeren sonuglar asagida sekil ve gizelgede verilmistir.

Cizelge 7.8. Bilesiklerle muamele sonrasi bobrek dokusundaki A, E, C vitaminleri ve
MDA diizeyleri

Gruplar

Parametre KONTROL L1 L2

L3 L4

L5

CVit. (ng/g)  10,40+2,16 15,06+0,82°  14,36+1,84%
MDA(ng/g)  4,00+0,42°  2,86+0,79° 3,28+0,67°
AVit. (ug/g)  0,1840,01®  0,26+0,02° 0,23+0,03

EVit. (ug/g)  0,68%0,04° 0,69+0,04° 0,68+0,02°

6,58+0,79" 11,88+0,39%

6,8310,22° 3,68+0,59"
0,11+0,02° 0,24+0,03°

0,38+0,06" 0,71+0,06°

10,683,227

3,860,88"

0,25+0,02°

a

0,69+0,07

*

* % %k

* %

a-b Ayni satirda farkl harfi tasiyan grupla arasi fark istatistiksel olarak anlamlidir.

*P<0.05 ; **P<0.01 ; ***P<0.001 ;OD p>0.05
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Sekil 7.13. Bilesiklerle muamele sonras1 bobrek dokusundaki A, E, C vitamini ve MDA

diizeylerinin istatistiksel grafikleri.
Yukaridaki ¢izelge ve sekillerde gosterildigi gibi sonuglara baktigimizda L3
bilesiginin MDA diizeyini artirdigi, vitamin diizeylerini ise disiirdiigiinii gozlemledik.

Ayrica diger bilesiklerin ise kontrole yakin diizeyde MDA diizeyini diisiirdiigii, vitamin

diizeylerini de ayni seviyelerde korudugunu gézlemledik.

7.2.3 Kan Orneklerindeki A, E, C vitamini ve MDA Diizeyleri

Test bilesiklerinin kan orneklerinde A, E, C vitamini ve MDA diizeyleri tizerine

etkilerini igeren sonuglar asagida ¢izelge ve sekillerde verilmistir.
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Cizelge 7.9. Bilesiklerle muamele sonrasi kan serum 6rneklerindeki A, E, C vitamini ve
MDA Diizeyleri

Parametre Gruplar

KONTROL L1 L2 L3 L4 LS

CVit. (mg/lt)  3,80%0,22° 4,1840,19° 3,96+0,30° 2,4310,30° 3,95+0,08° 3,90+0,23° ok ok
MDA (mg/lt) 0,54+0,02®  0,30+0,05°  0,37+0,06™  0,730,01°  0,37+0,10™  0,52+0,03™°  ***
AVit. (mg/lt)  0,56+0,02° 0.62+0,03° 0,59+0,02° 0,31+0,09" 0,52+0,06° 0,55+0,02° *k

EVit. (mg/lt)  3,39:0,26™  3,66%0,28°  3,4210,23"°  2,49:0,17°  3,45:0,23"°  2,97+0,27°°  *

a-c Ayni satirda farkl harfi tagiyan grupla arasi fark istatistiksel olarak anlamlidir.

*P<0.05 ; **P<0.01 ; ***P<0.001 ;0D p>0.05
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Sekil 7.14. Bilesiklerle muamele sonrasi1 kan serum orneklerindeki A, E, C vitamini ve

MDA diizeylerinin istatistiksel grafikleri.
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Yukaridaki ¢izelge ve sekillere bakildiginda L3 bilesiginin diger bilesiklere gore
farkl1 bir mekanizma sergiledigini gozlemledik. L3 bilesiginin vitamin diizeylerini
distiriicii etkisinin oldugunu belirledik. Diger bilesiklerin ise MDA diizeyini ve vitamin

diizeylerini kontrole yakin seviyede etkiledigi tespit edildi.

7.3 In vitro Antitiimor Ozelliklerin Ol¢iilmesi

MCF-7 (insan gogiis kanseri ) hiicrelerinin test maddeleriyle muamelesi sonucu
elde edilen bulgular parametrelerin her birinde uygulama boyunca gruplarin kontrol grubu
ile kiyaslarin1 gosterecek ¢izelge ve sekil halinde verildi. Maddelerle muamele edilmis

MCEF-7 hiicrelerine ait canli hiicre sonuglari ¢izelge 7.10." da verilmistir.

Cizelge 7.10. Bilesiklerle muamele edilmis MCF-7 hiicrelerinin doza gore yiizde oraninda

canlilik durumlari

% Hiicre Gruplar
Canhihg: —P--
Kontrol Coziicii L1 L2 L3 L4 L5
(MCF-7)
Kontrol

0,1 pM 100£0,00°  94,05+0,83®  90,84+2,58"  100,73£0,80"  81,87+2,25%  78,67+1,84°  88,10£1,66  ***
1M 100+0,00°  94,05+0,83%  89,97+1,22°  100,32+1,54°  7542+329%  80,27+236°  69,26+1,44%  *xx
10 M 100£0,00°  94,05+0,83%  84,73=1,78° 99,23+2,75%°  7129+232°  65,54+2,20°  68,93£2,06°  ***
100 pM  100+0,00°  94,05+0,83%  2556+224° 6822+2,00°  26,8142,44°  28,60+2,55°  30,3043,03°  ***

a-d Ayni satirda farkli harfi tasiyan grupla arasi fark istatistiksel olarak anlamlidir.
*P<0.05 ; **P<0.01 ; ***P<0.001 ;0D p>0.05
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Sekil 7.15. Maddelerle muamele sonrast MCF-7 hiicrelerinin doza gore % oraninda

canlilik durumlarinin istatistiksel grafikleri

Yukarida elde ettigimiz sonucglara gore tiim test maddelerimizin kontrole gore
istatistiksel acidan anlamli sekilde kanserli hiicreleri yok ettigini belirledik. L2 test
maddesi kontrole gore iyi sayilabilecek bir etkide olmasma karsin L1, L3, L4, L5 test

maddemizin iyi anti kanserojen etki gosterdigi tespit edilmistir.
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8 TARTISMA

Biyomolekiillerin oksidasyonunu geciktiren veya engelleyen endojen ve eksojen
antioksidanlara ilgi giderek artmakta ve organizmaya zarar vermeyen antioksidan
ozellikteki sentetik bilesiklerin tiretimi ve biyolojik sistemlerde oksidan-antioksidan denge
tizerine olan etkileri aragtirilmaktadir [175, 176].

Cagimizda hareketsiz duragan yasanti tarzi ve hazir gidalarin tiiketilmesi ayrica
stirekli strese maruz kalma sonucu artig gosteren serbest radikal kaynaklar1 oksidatif stresi
de artirmaktadir. Diyabet, hipertansiyon, astim gibi bircok hastalikla iliskisi yapilan
caligsmalarla her giin daha fazla ortaya ¢ikan reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) organizmada
yol agtig1 oksidatif hasari Onlemek icin degisik mekanizmalarla enzimatik ve non-
enzimatik antioksidanlar devreye girer. Ancak vitamin A, E, C, melatonin gibi dogal
yollardan edinilen antioksidanlar artan ROT miktar1 karsisinda yetersiz kalmaktadir. Bu
durum yiiksek aktivite ve diisiik toksisiteye sahip yeni antioksidan tiirlerinin sentezini
gerekli kilmaktadir.

Bu caliyma Firat Universitesi Fen Fakiiltesi Kimya Boliimii arastirmacilar:
tarafindan sentezlenen [155] tiimii orijinal olan bilesiklerin L1(5,5"-biitan-1,4-diilbis[4-
allil-2-({4-[3-(triflorometil)fenil]piperazin-1-il}metil)-2,4-dihidro-3H-1,2,4-triazol-3tiyon),
L2(5,5'-biitan-1,4-diilbis{2-[(4-benzilpiperazin-1-il)metil]-4-allil-2,4-dihidro-3H-1,2,4-
triazol-3-tiyon), L3(5,5'-biitan-1,4-diilbis[4-allil-2-(pirolidin-1-ilmetil)-2,4-dihidro-3H-
1,2,4-triazol-3-tiyon), L4(5,5'-biitan-1,4-diilbis{4-allil-2-[(dipropilamino)metil]-2,4-
dihidro-3H-1,2,4-triazol-3-tiyon), L5(5,5'-biitan-1,4-diilbis{4-allil-2-[(4-metilpiperidin-1-
il)metil]-2,4-dihidro-3H-1,2,4-triazol-3-tiyon) antioksidan ve antitiméor etkilerinin ortaya

konulmasini igermektedir.

In vitro Antioksidan Aktivite

Calismamizda bis-1,2,4-triazol igeren bilesiklerin in vitro antioksidan aktivite
tayinleri indirgeme kuvveti, metal selatlama aktivitesi, hidrojen peroksit giderme aktivitesi,
stiperoksit radikali giderme aktivitesi, deoksiriboz degredasyonu ile hidroksil radikali
yakalama aktivitesi ve Saccharomyces cerevisiae hiicrelerindeki antioksidan 6zeliklerinin
incelenerek MDA diizeyleri belirlendi. Bilesiklerin farkli in vitro yontemlerle antioksidan

ozellikleri dogal ve standart antioksidan olarak kullanilan biitillenmis hidroksi toluen
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(BHT), askorbik asit ve a-tokoferol sonuglart ile karsilastirilarak degerlendirildi.
Antioksidan aktivite tayinlerinin yapilabilmesi i¢in hazirlanan her bir ekstrenin
konsantrasyonunun artmasi ile antioksidan kapasite arasinda dogru oranti oldugu
gozlenmistir. Bu durum, ekstre miktar1 arttikga ekstrelerde bulunan etken madde
miktarinin da artmasindan kaynaklanmaktadir. Meydana gelen bu korelasyonunun sebebi
maddelerin igerdigi antioksidan etkiye sahip bir¢ok serbest radikal temizleyici gruplar

olabilir. Béylece tiim in vitro veriler incelendi ve sonuglari asagidaki gibi degerlendirildi.

Indirgeme Kuvveti

Antioksidan bilesiklerin, kullanilan reaktifler ile olusturdugu renkli kompleksler
UV spektrofotometresinde yapilan indirgeme giicii testleri sonucunda ele gecen bulgular
cizelge 7.1. ve sekil 7.1. ve 7.2.” de verilmistir. 700 nm’de yapilan dl¢iimlerde bilesiklerin
absorbanslarinin, 250 pg/ml konsantrasyondaki standartlara gére askorbik asit ve BHT' den
diisiik oldugu ve L3 bilesigi hari¢ geriye kalan 4 bilesigin a —Tokoferol' den yiiksek
absorbansta ¢ikmasi L1, L2, L4, L5 bilesiklerin standart antioksidan olan o —Tokoferol'e
gore indirgeyici Ozelliklerinin oldugunu gostermektedir. L1 maddesinin ise 250 pg/ml
konsantrasyonda BHT’ ye c¢ok yakin ¢ikmasi ise bilesigin iyi indirgeme Ozelligi
sergiledigini gostermektedir. Bilindigi gibi, reaksiyon karistminin absorbansindaki artis
numunenin indirgeme giicii ile dogru orantilidir.

Caligmada ki verilen grafiklere bakildiginda indirgeme kuvveti kapasiteleri
kullanilan 50, 100, 250 pg/ml'lik konsantrasyonlara gore kendi iginde kiyaslanirsa artan
konsantrasyona bagli olarak arttigi gorilmistiir. Ayrica 50, 100, 250 upg/ml'lik
konsantrasyonlar kendi aralarida farkli indirgeme 6zellikleri de gostermistir. Ornegin, L1
bilesiginin 50,100 pg/ml de biitiin standart antioksidanlardan daha iyi indirgeme yaptigin
sOyleyebiliriz. En yiiksek konsantrasyona gore (250pg/ml) indirgeme kuvveti kapasiteleri
Askorbik asit > BHT > L1 >L4>L2> L5 > a-Tokoferol > L3 seklinde siralanmaktadir.
Sonuglara bakildiginda L1 maddesinin ¢ok iyi ve L3 maddesinin ise en diislik indirgeme
giiciine sahip oldugu sdylenebilir. Indirgeme kapasitesi yiiksek bilesigin antioksidan
aktivitesinin yiiksek oldugu kabul edilir. Ozellikle L1 bilesiginin en iyi aktivite gosterdigi
gorilmiistiir.

Literatiirde de elde ettigimiz sonuglarla uyum gdsteren 1,2,4-triazol halkas1 iceren
aminometil tlirevlerinin indirgeme kuvveti ile baglantili olarak antioksidan etkisi oldugunu

ortaya koyan calismalar mevcuttur. Ornegin yapilan bir calismada, 3-alkil(aril)-4-(4-
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benzensulfoniloksibenzilidenamino)-4,5- dihidro-1H-1,2,4-triazol-5-on tiirevlerinin iyi
indirgeyici aktivite gosterdikleri bildirilmistir [177]. Baska bir ¢alismada, bazi triazol
halkas1 tasiyan aminometil bilesiklerinin farkli konsantrasyonlarda indirgeyici 6zellikleri
karsilastirilmis ve bilesiklerin standart antioksidanlardan daha diisiik indirgeme kapasiteleri
sergiledikleri fakat 4-nitrobenzoksi yapisimi igeren 1,2,4-triazol bilesiginin ¢ok iyi
antioksidan aktivite gosterdigi izlenmistir [178]. Baska bir ¢alismada, 10 adet CHg,
CH,CHgs, CH,CH;H3, CH,CgHs, CH,CsH4.CH3 (p-), CH2CeH4.OCH3 (p-), CH2CsHa.Cl (p),
CH,C¢H4.Cl (m-), CgHs gruplarini tasiyan yeni 3-alkil(aril)-4-formilamino-4,5-dihidro-
1H-1,2,4-triazol-5-on bilesigi sentezlenerek antioksidan o6zellikleri incelenmistir [179].
Calisma kapsaminda bilesiklerin antioksidan aktiviteleri incelenmis ve sonuglar, standart
olarak kullanilan biitillenmis hidroksi toluen (BHT), biitillenmis hidroksi anisol (BHA) ve
a-tokoferol sonuclar1 ile karsilagtinnlmigtir. Calismada elde edilen sonuglara gore

bilesiklerin indirgeme giiciiniin diisiik konsantrasyonlarda iyi oldugu bulunmustur.

Metal Selatlama Aktivitesi

Antioksidan bilesiklerin, kullanilan reaktifler ile olusturdugu kompleksler metal
selat aktivitesi tayininin prensibine gore, ferrozin-Fe*?> kompleks olusumunun
inhibisyonuna dayanmaktadir. Reaksiyon karigiminin 562 nm’deki absorbansindaki diisiis
metal selat aktivitesi ile dogru orantilidir. Test bilesiklerinin yapilan metal selat aktivitesi
sonucunda ele gecen bulgular gizelge 7.2. ve sekil 7.3. ve 7.4.’de verilmistir. 562 nm’de
yapilan Olgiimlerde bilesiklerin absorbanslar1 50, 100, 250 pg/ml'lik konsantrasyonlarda
BHT ve a —tokoferol standart antioksidanlarla kiyaslandi. Metal selatlama aktivitesi artan
konsantrasyonla degiskenlik gostermistir. 250 pg/ml'lik konsantrasyonda BHT ve o—
tokoferol standart antioksidanlara gore bilesiklerin diisiik metal selat aktivitesi gdsterdigi
ve L3 bilesiginin metal selat aktivitesinin en diisiik oldugu belirlendi. L1 maddesinin ise
250 pg/ml BHT ve a —tokoferol standart antioksidanlara yakin ¢ikmasi ise bilesigin iyi
aktivite 6zelligi sergiledigini gostermektedir. Bu metotta, diisiik absorbans degeri yiiksek
metal selatlama aktivitesi olarak degerlendirilir.

Calismada ki veriler grafiklere bakildiginda metal selatlama aktivitesi kullanilan 50,
100, 250 pg/ml'lik konsantrasyonlara gore kendi i¢inde kiyaslanirsa artan konsantrasyona
bagli olarak degistigi gorlilmiistiir. En yliksek konsantrasyona gore (250ug/ml) metal
selatlama aktivitesi BHT > o —Tokoferol > L1 > L2 > L4 > L5 > L3 seklinde
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siralanmaktadir. Sonuglara bakildiginda L1 maddesinin iyi ve L3 maddesinin ise diisiik
metal gelat aktivitesine sahip oldugu sOylenebilir.

Literatiirde de triazollerin antioksidan etkilerini ortaya koymak i¢in metal selatlama
aktivitesi ¢aligmalar1 yapilmistir. Bir ¢alismada, 3-alkil(aril)-4-formilamino-4,5-dihidro-
1H-1,2,4-triazol-5-on bilesigi sentezlenerek antioksidan aktiviteleri incelenmistir. Elde
edilen sonuglara gére metal selat aktivitelerinin yiiksek oldugu bulunmustur [179]. Baska
bir calismada, sentezlenen yeni 1,2,4 triazol bilesiklerinin metal selat aktivite testleri
sonucunda ele gegen verilerde bilesiklerin metal selatlama aktivitesine sahip olduklar1 ve
ozellikle CH,CgHs, CH,CgH4.CH3 (p-), siklopropil yapilart bulunduran bilesiklerin anlamli
olarak, standart antioksidanlardan daha iyi metal selatlama aktivitesine sahip olduklari
bildirilmistir [180]. Calismamiz sonucunda elde ettigimiz veriler literatiirdeki ¢alismalari

destekler nitelikte ve bis 1,2,4- triazol tlirevlerinin iyi selator olduklarini géstermektedir.

Hidrojen Peroksit Giderme Aktivitesi

Test bilesiklerinin hidrojen peroksit giderme aktiviteleri kullanilan reaktifler ile
olusturdugu kompleksler hidrojen peroksitin 50, 100, 250 pg/m’lik konsantrasyonlarda 230
nm’deki absorbansini karsilagtirmak icin Orneklerle ayni konsantrasyonda standart
antioksidan olarak kabul edilen askorbik asit ve BHT kullanildi. Bu metotta, diisiik
absorbans degeri yiiksek H,0, giderme aktivitesi olarak degerlendirilir. Test bilesiklerinin
yapilan hidrojen peroksit giderme aktiviteleri sonucunda ele gegen bulgular cizelge 7.3. ve
sekil 7.5. ve 7.6.’da verilmistir.

Hidrojen peroksit giderme aktiviteleri artan konsantrasyonla degiskenlik
gdstermistir. Ornegin, 100 ug/ml konsantrasyonda L2 bilesigi askorbik asit ve BHT den
yiiksek hidrojen peroksit giderme aktivitesi gosterirken, 250 pg/ml de askorbik asit daha
etkili 6zelliktedir. 250 pg/ml'lik konsantrasyona goére H,O, giderme aktivitesi Askorbik
asit > L2 >L1> L4 > BHT > L5 > L3 seklinde siralanmaktadir. Askorbik asit'den sonra
en iyi hidrojen peroksit giderme aktivitesi L2 ve L1 maddeleri tarafindan sergilenirken en
diisiik hidrojen peroksit giderme aktivitesi L3 bilesigi tarafindan serilenmistir. Boylece L2
ve L1 bilesiklerinin iyi derecede hidrojen peroksit giderme aktivitelerine sahip olduklari
sOylenebilir.

Literatiirde 1,2,4, triazol bilesiklerinin hidrojen peroksit giderme aktivitesine sahip

bilesikler olduklar1 ¢alismamizda da gosterilmistir. Yapilan bir ¢aligmada, antioksidan
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etkilerini degerlendirmek i¢in hidrojen peroksit aktivitelerine bakilmis ve triazol iceren
bilesiklerin iyi seviyede aktivite gosterdikleri tespit edilmistir [181].
Yapilan bagka bir calismada, triazol bilesiklerinin gesitli tiirevleri incelenmis ve iyi

sayilabilecek diizeyde hidrojen peroksit giderme aktivitesi tespit edilmistir [182].

Siiperoksit Radikali Giderme Aktivitesi

Bilesiklerin siiperoksit radikallerini giderme aktivitesi test bilesiklerinin yapilan
Olgtimlerinde 50, 100, 250 pg/mL konsantrasyonlarda 560 nm’de standart antioksidanlar
olan a-tokoferol, askorbik asit ve BHT ile karsilagtirilarak gerceklestirildi. Bu yonteme
gore; stiperoksit radikali giderme aktivitesini azalan absorbans, artan siiperoksit radikali
giderme aktivitesi seklinde gosterir. Antioksidan bilesiklerin, kullanilan reaktifler ile
olusturdugu kompleksler siiperoksit radikali giderme aktivitesi prensibine gore, bilesiklerin
yapilan siiperoksit radikali giderme aktivitesi sonucunda ele gegen bulgular Cizelge 7.4. ve
sekil 7.7. ve 7.8.’de verilmistir.

Stiperoksit radikallerini giderme aktivitesi artan konsantrasyonla degiskenlik
gostermistir. 250 pg/ml a-tokoferol, askorbik asit ve BHT standart antioksidanlara gore
bilesiklerin siiperoksit radikali giderme aktivitesi BHT >Askorbik asit > L2 > a —
Tokoferol > L1> L5 > L4 > L3 seklinde siralanmaktadir. Siiperoksit radikali giderme
aktivitesi olgtimlerinde en iyi aktiviteyi L2 bilesiginin gosterdigi ve L1, L5, L4
bilesiklerinin sirasiyla antioksidan standartlara yakin aktivite gosterdigi tespit edildi.
Sonuglara bakildiginda L2 maddesinin en iyi L1 maddesinin i1yi ve L3 maddesinin ise
diisiik siiperoksit radikali giderme aktivitesine sahip oldugu sodylenebilir. Literatiirde de
1,2,4, triazol yapisindaki bazi tiirevlerin siiperoksit radikallerini giderme aktiviteleri tespit
edilmistir. Ornegin bir calismada 1,2,4, triazol tiirevlerinin iyi sayilabilecek seviyede

stiperoksit radikal giderme aktivitesine sahip olduklar1 bildirilmistir [183].
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Deoksiriboz Degredasyonu ile Hidroksil Radikali Yakalama Aktivitesi

Bu yontem enzimatik olmayan, deoksiriboz degredasyonu ile olusan hidroksil
radikallerinin yakalanmasi esasina dayalidir. Cizelge 7.5. ve sekil 7.9. ve 7.10.°da
goriilecegi lizere hidroksil yakalama kapasitesinin artan konsantrasyona bagli olarak arttig
belirlenmistir. 250 pg/ml askorbik asit ve BHT standart antioksidanlara gore bilesiklerin
hidroksil radikali yakalama aktivitesi askorbik asit > L3 > BHT >L2 >L5> 14> L1
seklinde siralanmaktadir. Calismada ki maddelerin L(1-5) tamamu iyi hidroksil radikali
yakalama aktivitesi sergiledi. Literatiirde yapilan bir ¢alismada 1,2,4, triazol igeren
tiirevlerin iyi hidroksil radikali yakalama aktivitesi gosterdikleri bildirilmistir [184].

1,2,4- triazol tiirevlerinin antioksidan etkilerini arastiran ¢caligmalar bir ya da birkag
antioksidan yontemler birlikte kullanilarak yapilmistir. Yukarida tartisilan antioksidan
metotlarin bir arada bulundugu literatiirlerde mevcuttur [185-191]. Ornegin; Bir ¢alismada
farkli bilesik kombinasyonlarmin bir c¢ergevede toplanmasiyla triazol, tiyadiazol ve
hidrazon tiirevlerin serbest radikal siipiiriicii aktivitelerinin incelendigi ve yeni sentezlenen
bu tiirevlerin antioksidan aktiviteleri 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) radikali,
stiperoksit radikali, hidrojen peroksit, nitrik oksit siipiiriicii aktivitelerinin ve indirgeyici
giiclerinin belirlenmesiyle degerlendirilmistir. Cesitli antioksidan aktiviteler biitillenmis
hidroksi toluen ve askorbik asit gibi standart antioksidanlarla kiyaslanmis ve sonuglar
tartisilmistir. Yeni sentezlenen tiim bilesikler cesitli derecelerde farkli aktif radikaller
lizerinde siipiiriicii etki gdstermislerdir. Ozellikle yapilar1 C¢Hs, H, CH3, S, Cl, Br gibi yan
gruplar tasiyan bilesiklerde aktif radikaller iizerinde siipiiriicii etki tespit edilmistir. Bunlar
arasinda fenil halkasinda sirasiyla p-metoksi ve p-hidroksi gruplari tasiyan bilesiklerin
aktif olarak radikal tiirleri {izerinde en yiiksek siiplirme kapasitesine sahip olduklar
saptanmuistir [192]. Yine bir ¢caligmada biyolojik 6zellikleri incelenen bes iiyeli halkalardan
1,3,4-tiyadiazol, 1,2,4-triazol-3-tiyon ve 1,3,4-oksadiazol tiirevleri sentezlenmistir. 1,3,4-
tiyadiazol, 1,24-triazol-3-tiyon ve 1,3,4-oksadiazol tiirevlerinin antioksidan ve
antibakteriyel aktivite gosteren bilesikler olduklar1 saptanmistir. Aynmi calismada 1,2,4-
triazol-3-tiyon tiirevli bilesiklerin Onemli antibakteriyel aktivite gosterdigi de ayrica
belirtilmistir [193].

Baska bir ¢alismada 1,2,4 triazol iceren bilesiklerin radikal giderme aktivitesi ve
metal selatlama aktiviteleri Olgiilmiistiir. Antioksidan standartlarla karsilastirildiginda

bilesiklerin anlamli olarak ¢ok iyi selator 6zellik gosterdikleri ve diisiik konsantrasyonda
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ise Dbilesiklerin standart antioksidanlardan BHT’ye yakin degerde sonu¢ verdigi
goriilmiistiir. Fakat bu durumun anlamli bir sonug teskil etmedigi bildirilmistir [194].

Bagka bir ¢alismada yeni 3-alkil(aril)-4-formilamino-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-
5-on bilesigi sentezlenerek antioksidan oOzellikleri incelenmistir. Calisma kapsaminda
bilesiklerin antioksidan aktiviteleri 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH'), serbest radikal
giderme aktivitesi, indirgeme giicii ve ferroz metal (Fe+2) selat aktivitesi testleriyle
incelenmis ve sonuglar, standart olarak kullanilan biitillenmis hidroksi toluen (BHT),
biitillenmis hidroksi anisol (BHA) ve a-tokoferol sonuglart ile karsilastirilmistir.
Calismada elde edilen sonuglara gore bilesiklerin indirgeme gliciiniin  diisiik
konsantrasyonlarda iyi oldugu, radikal giderme aktivitelerinin diisiik oldugu ve metal
selatlama aktivitelerinin ise yiliksek oldugu bulunmustur [179]. Baska bir g¢alismada
tiyofenil piperazin grubu iceren bilesik alfa-tokoferol olarak bilinen antioksidandan 10 kat
daha giiclii, yaklasik flunarizin antioksidan standardina esdeger etkinlige sahip antioksidan
ozellik gosterdigi bildirilmistir [195].

Yapilan bagka bir ¢alismada yeni sentezlenen 5-[(2-(fenil)-1Hbenzimidazol-1-il)
metil-4-metil-2H-1,2,4-triazol-3(4H)-tiyon bilesiginin in vitro antioksidan c¢alismalar
sonucunda iyi antioksidan oOzellikte oldugu bildirilmistir [196]. Literatiirde yapilan
caligmalarda antioksidan yontemlerin farkli olusu ve triazole halkasina bagli gruplarin
farkli olmalari, ¢alismamizin orjinal olmasi yaninda tek dezavantaji literatiirle birebir
kiyaslama yapamiyor olmamizdir. Fakat literatiirde test bilesiklerimize yakin gruplarin
oldugu bilesikler ile yapilan c¢alismalar géz Oniinde bulundurulursa bilesiklerimizin iyi
antioksidan olduklar1 asikardir [197, 198]. Elde ettigimiz veriler literatiir 1s1ginda
degerlendirildi. Iyi antioksidan 6zellikler sergileyen L1, L2 bilesiklerinin bu dzelliklerinin
sirasiyla yapilarinda ki allil, triflorometil ve benzil piperazin kaynakli olabilecegi ve
Ozellikle piperazin sekonder aminli bis 1,2,4 triazol tiirevi L1 ve L2 bilesiklerin iyi birer
antioksidan olabilecekleri diistiniilebilir. Standart antioksidanlara gore L4 ve LS bilesikleri
L1, L2 bilesikleri kadar antioksidan 6zellik gostermediler, fakat standart antioksidanlara
yakin degerlerde olmalar1 bilesiklerin antioksidan etkilerinin iyi sayilabilecek bir diizeyde
oldugunu gosterebilir. Hidroksil yakalama aktivitesi disinda L3 bilesiginin diger tim
yontemlerde standart antioksidanlarin aktivitelerine gore ¢ok diisiik diizeylerde kaldigi
goriilmiistiir. Sonuglar bir arada degerlendirildiginde L1, L2 iyi derecede antioksidan
ozellikler sergilerken, L3 bilesiginin diger bilesiklere gore antioksidan aktivitesinin diisiik

oldugunu soyleyebiliriz.
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Saccharomyces cerevisiae Hiicreleri MDA Sonuglari

Maddeler gerekli islemler sonrasinda fungi alemine dahil olan Saccharomyces
cerevisiae tek hiicreli maya hiicreleriyle muamele edildi. Bu hiicreler siklikla molekiiler
diizeyde oksidatif strese metabolizmanin cevabi c¢alismalarinda bir model olarak
kullanilmaktadir. MDA analizi i¢in kimyasal maddelerle muamele edilmis hiicreler kiigiik
parcalara ayrildi ve lizat santrifijjlendikten sonra berrak kisim almarak HPLC'de
analizlendi. Saccharomyces cerevisiae oOrneklerindeki Olgtimlerinden elde ettigimiz
sonuglar gizelge 7.6. ve sekil 7.11." de gosterilmistir. Elde ettigimiz sonuglara gore L3
bilesiginin disindaki tiim test maddelerimizin kontrole goére anlamli sekilde MDA
derisimini azalttig1 L3 bilesiginin ise artirdigini belirledik. Bu sonug¢ kullanilmis olan L3
bilesiginin lipid peroksidasyonunu artirarak hasar olusumuna sebep oldugunun gostergesi
olabilir. Buna gore L3 disindaki maddelerin antioksidan etki gdsterdigini sdyleyebiliriz.
L1 maddesi ise en etkili antioksidan olarak goriilmiistiir.

50 uM ve 100 uM konsantrasyonda istatistiksel agidan L1, L2, L4 maddeleri MDA
derisimini kontrole gére (P<0.001) anlamli olarak diisiiriirken 50 pM konsantrasyonda L5
maddesinin de MDA derigsimini kontrole gore (P<0.001) anlamli olarak diisiirdiigii tespit
edildi. L3 maddesinin her iki konsantrasyonda da kontrole gore MDA degerini anlamli
sekilde arttirdig1 ve diger test maddeleriyle de anlamli farklilik gosterdigi sdylenebilir.
Lipid peroksidasyonu hakkinda yapilan c¢aligmalar sonuglarimizi destekler yondedir.
Ornegin; Bir ¢alismada iki tiir difenil alkil piperazin tiirevi bilesik oksidatif hasar sonrasi
olusan lipid peroksidasyonuna karsi inhibe edici aktiviteleri bildirilmistir [184]. Baska bir
calismada 1,2,4 triazol tiirevli bilesiklerin MDA diizeyini azalttig1 belirlenmistir [199].

In vitro Antitiimér Aktivite

Bu ¢alismada, in vitro olarak MCF-7 hiicresine uygulanan bazi bis 1,2,4 triazol
tiirevi bilesiklerin, antitiimor aktivitesi kontrol grubu ile karsilastirildiginda farkl etkilere
sahip oldugu goriilmiistir. Test maddeleriyle muamele edilmis MCF-7 (insan meme
kanseri ) hiicrelerinin MDA diizeylerine ait elde ettigimiz sonuglar ¢izelge 7.10. ve sekil
7.15.” de verilmistir.

Elde ettigimiz sonuglara gore tiim test maddelerimizin kontrole gore istatistiksel
acidan anlamli sekilde kanserli hiicreleri yok ettigini belirledik. Bu calismada o6l¢iilen

parametreler ve deney siiresince Olii hiicre sayisina bakildiginda L1, L3, L4, L5 test
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maddemizin antitimdr aktivite gostermis oldugu sdylenebilir. L2 test bilesigi ise canli
kanser hiicrelerini ¢ok fazla 6ldiirmemis ve kontrole yakin degerlerde sonug vermistir.

Calismada, farkli dort konsantrasyon (0,1 uM, 1 puM, 10 uM ve 100 puM)
tizerinden yiiriitiildi. Tim konsantrasyonlarda L1, L3, L4, LS5 test bilesiklerinin istatistiksel
acidan anlamli (P<0.001) sekilde kanserli hiicreleri yok ettikleri ve kontrole goére yiizde
canlilig1 disiirdiiklerini tespit ettik.

Calismada, 0,1 uM konsantrasyonda MCF-7 kanser hiicre canliligini en ¢ok azaltan
L4 bilesigi olmustur. L4 bilesiginin kanserli hiicreleri yok ettigi ve kontrole gore yiizde
canliligi (P<0.001) diistirdiigiinii tespit ettik. Bunun yaninda L5, L3, L1 maddelerinin de
kontrole gore anlamli sekilde antikanser Ozellikte olduklar1 sdylenebilir. 1 pM
konsantrasyonda L5 bilesiginin en diisiik yiizde MCF-7 kanser hiicre canlihigi goze
carpmaktadir. Istatistiksel acidan en anlamli sekilde kanserli hiicreleri yok ettigi ve
kontrole gore yilizde canliligr (P<0.001) diistirdiigiinii tespit ettik. Bunun yaninda L4, L3,
L1 maddelerinin de kontrole gore anlamli sekilde antikanser 6zellikte olduklari (P<0.001)
belirlendi. 10 uM konsantrasyonda L3, L4, L5 maddelerinin en diisiik yiizde MCF-7
kanser hiicre canlilig1 tespit edildi. Istatistiksel agidan en anlamli sekilde kanserli hiicreleri
yok ettikleri ve kontrole gore yiizde canliligi anlamli sekilde (P<0.001) distirdiiklerini
gozlemledik. Bunun yaninda L1 maddesinin de kontrole gore anlamli sekilde antikanser
ozellikte oldugu (P<0.001) belirlendi. 100 uM konsantrasyonda L1, L3, L4, L5
maddelerinin en diisiik yiizde MCF-7 kanser hiicre canliligi tespit edildi. Istatistiksel
acidan en anlamh sekilde kanserli hiicreleri yok ettikleri ve kontrole gore yiizde canlilig
anlamli sekilde (P<0.001) diisiirdiiklerini gozlemledik. Bu konsantrasyonda L2 bilesiginin
de kontrole gore anlamli (P<0.001) sekilde antikanser 6zellikte oldugu tespit edildi. L2
maddesinin artan konsantrasyona gore antikanser 6zelliginin de arttigi bu konsantrasyonda
on plana ¢ikmistir. L2 bilesiginin kontrole en yakin degerde oldugu ve diger maddeler
kadar olmasa bile kontrole gore hiicre canliligini digiirdiigii goriilmiistiir. Elde edilen
verilere gore bilesiklerin artan konsantrasyonlarinin kanserli hiicreleri yok etme
kapasitelerini de arttirdig1 sdylenebilir.

Literatiirde sonuclarimiz1 destekleyen 1,2,4 triazol halkali tiirevlerin antitimor
etkisinin gosterildigi ¢alismalar bulunmaktadir. Yapilan ¢alismalarda 4,5-dihidro-1H-1,2,4-
triazol-5-on halkasina sahip bu tip heterohalkali bilesiklerin biyolojik aktivite incelemeleri
yaninda antitlimor ve antioksidan 6zellik gosterdikleri bilinmektedir [200-203]. Kullanilan
2-(4-(2-(dimetilamino)etil)-4H-1,2,4-triazol-3) piridin tiirevleri normal hiicrelerin (Wi-38)
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yani sira bes kanser hiicre tipine (MKN-45, H460, HT-29, A549 ve U87MG) kars1 in vitro
sitotoksik etki gostererek giizel sonuglar elde edildigi s6ylenmektedir. Ayrica bilesiklerin
tamamina yakin kisminin MKN-45, H460 ve HT-29 hiicrelerinde daha iyi bir se¢icilik ile
iistlin aktivite sergiledikleri goriilmiistiir [204].

HCT-116, U-87-MG ve MCF-7 insan kanser hiicrelerinde sitotoksik etkilerin
incelendigi bir calismada, sitotoksisitenin degerlendirilmesinde yaygin olarak kullanilan
enzimatik test yontemlerinden biri olan MTT yontemi kullanilarak triazol tiirevi
bilesiklerin giiglii anti-kanser olduklari bildirilmistir. Arastirmacilar 1,2,4-triazol piridin
halkast igeren bilesiklerin in vitro aktiviteleri sonucu antiproliferatif olarak
degerlendirildigi ve giiglii anti-kanser ajanlar oldugunu belirtmislerdir [205].

Bagka bir c¢alismada 6,7,8,9-tetrahidro-5H-[1, 2, 4]-triazol[1,5,-a]- azepin-2-
il)benzil]indol bilesiginin insan tiimdr hiicresine karsi antikanser aktivitesi degerlendirildi
ve kanser hiicrelerine karsi etkileri tespit edilmistir [206]. Ayrica 2,3-dihidrobenzo[b]
[1,4]dioksin-6-il)-4-fenil-4H-1,2,4-triazol bilesiginin HEPG2 kanser hiicrelerine karsi
onemli bir anti-timor aktiviteye sahip oldugu bildirilmistir [207].

Yapilan bir ¢alismada sentezlenen bir seri 3-(2,4-dikloro-5-florofenil)-6-(stibstitiie
fenil) -1,2,4-triazol [3,4-b]-1,3,4-tiyadiazin bilesiginin antitimor aktivitesi incelemistir.
Bilesigin in vitro olarak altmis kanser tiirii paneli karsisinda kanserli hiicrelerin biiylyiip
¢ogalmasini engelleyen giizel sonuglar sergiledigi bildirilmistir [208].
4-arilmetilenamin-4H-1,2,4-triazollerin bazilarinin insan kanser hiicrelerine karsi kayda

deger anti-kanser aktiviteleri tespit edilmistir [209].

In vivo Antioksidan Aktivite

Bilesiklerin in vivo biyolojik ozellikleri Firat Universitesi Deneysel Arastirma
Merkezi’'nden (FUDAM) temin edilen ratlara, uygun arastirma yerinde belirli dozlarda
deri alt1 enjeksiyon yapildi. Bu siirenin bitiminde ratlar dekapite edildi ve karaciger, bobrek
dokular1 ve kan 6rnekleri alindi. Ratlardan alinan kan ve doku ornekleri gerekli kimyasal
islemlerden gegirilerek elde edilen materyaller HPLC'de analizlenerek antioksidan
vitaminler (A,E,C), ve lipid peroksidasyonun bir gostergesi olan malondialdehit (MDA)
miktarlar1 Olgiilerek biyolojik aktiviteleri degerlendirildi. Test bilesiklerinin karaciger
dokusunda A, E ve C vitamini ve MDA iizerine etkileri gizelge 7.7. ve sekil 7.12.’de

verilmistir.
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Doku orneklerindeki analizler sonucu karaciger dokusunun C vitamini agisindan
kontrol grubu ile kiyaslanmasinda istatistiksel olarak anlamli (P<0,05) sonuglar elde edildi.
Kontrol grubu ile maddeler arasinda istatistiksel olarak fark gdézlenmezken matematiksel
deger olarak farkliliklar gézlemlendi. L3 bilesiginin hem kontrol hem de diger bilesiklere
gore C vitamini derisimini azalttig1 tespit edildi. Diger test maddelerinin uygulandigi
gruplarda ise kontrole yakin C vitamini seviyelerinin oldugunu belirlendi. Karaciger
dokusunda MDA sonuglar1 ise kontrol grubuna goére L3 maddesinin MDA diizeyini
anlamli sekilde artirdigi goriildi. Bu sonug¢ kullanilmis olan L3 maddesinin lipid
peroksidasyonunu artirarak hasar olusumuna sebep oldugunun gostergesi olabilir.
Calismada L3 bilesiginin istatistiksel olarak anlamli bir sekilde MDA diizeyini arttirdigini
belirledik. L1, L2, L4, L5 maddelerinin sayisal deger olarak kontrole gére MDA diizeyini
disiirdiigii de soylenebilir.

Karaciger dokusunda vitamin A degerlerine bakildiginda, istatistiksel olarak
(P<0,001) L3 maddesinin kontrole kiyasla anlamli sekilde vitamin A diizeyini azalttigi
goriilmistiir. L1, L2, L4 ve L5 maddelerinin ise kontrol ve kendi aralarinda anlamli bir
farklilanmanin olmadigi tespit edilmistir. Karaciger dokusu vitamin E degerleri ise
istatistiksel olarak (P<0.01) L3 maddesinin kontrole kiyasla anlamli sekilde vitamin E
diizeyini disiirdiigii, L1, L2, L4 ve L5 maddelerinin ise kontrol ve kendi aralarinda anlamli
bir farklilik olusturmadig tespit edilmistir.

Test bilesiklerinin bobrek dokusunda A, E ve C vitamini ve MDA iizerine etkileri
cizelge 7.8. ve sekil 7.11.” de verilmistir. Analizler sonucu bobrek dokusunun C vitamini
acisindan maddelerin kontrol grubu ile kiyaslanmasinda istatistiksel olarak anlamli farkli
olmadig: tespit edildi. Sayisal olarak L3 maddesi kontrol grubuna kiyasla C vitamini
diizeyinin diismesi seklinde gozlemlendi. Bobrek dokusunda kontrol grubuna gore L3
maddesinin MDA diizeyini anlamli (P<0,01) sekilde artirdig1 goriildii. Ayrica L1, L2, L4
ve L5 maddelerinin kontrole géore MDA diizeylerini diisiirdiigii de soylenebilir.

Bobrek dokusu vitamin A degerleri, bilesikler ve kontrol arasinda istatistiksel olarak
(P<0,001) anlamli bir fark goriilmedi. Sayisal olarak L3 maddesinin kontrole kiyasla
vitamin A degerini diisiirdiigii soyleyebiliriz. Ayrica, L1, L2, L4 ve L5 maddelerinin ise
kontrole gore anlamli fark olmamasima karsin L3 maddesi ile aralarinda anlamli bir
farklilik oldugu tespit edilmistir. Bobrek dokusu vitamin E degerlerine bakildiginda, L3

maddesinin kontrole kiyasla anlamli sekilde istatistiksel olarak (P<0.01) vitamin E
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diizeyini azalttigi, L1, L2, L4 ve L5 maddelerinin ise kontrole gore ve kendi aralarinda
anlamli bir fark olusturmadig tespit edilmistir.

Test Bilesiklerinin serum orneklerinde A, E ve C vitamini ve MDA iizerine etkileri
cizelge 7.9. ve sekil 7.14.’de verilmistir. Serum 6rneklerinde C vitamini agisindan kontrol
grubu ile maddelerimiz arasinda sadece L3 bilesigine ait grubun sonuglarinin istatistiksel
olarak anlamli (P<0.001) oldugu ve serum vitamin C diizeyini azalttigin1 tespit ettik. L1,
L2, L4, L5 maddelerinin ise kontrole gore anlamli fark olmamasina karsin L3 maddesi ile
aralarinda anlamli bir farklilik oldugu tespit edilmistir. Serum MDA sonuglar1 ise L1
bilesiginin kontrole kiyasla (P<0.001) MDA diizeyini disiirdiigiini ve lipid
peroksidasyonunu onleyici 6zellige sahip olabilecegi tespit edildi. Ayrica L2, L4, L5
bilesiklerinin de istatistik olarak anlamli olmasa da MDA diizeyini diisiirdiiglinii belirledik.
L3 bilesiginin MDA degerini kontrole kiyasla sayisal olarak arttirdig1 goriildii.

Serum vitamin A degerlerinin kontrole gore istatistik olarak anlamli ¢ikmadig: fakat
L3 bilesiginin vitamin A diizeyini sayisal olarak azalttigin1 belirledik. Serum vitamin E
degerinde kontrolle kiyaslanan L3 bilesiginin vitamin degerini istatistiksel olarak anlamli
sekilde diislirdiiglinii tespit ettik. L1, L2, L4, L5 bilesiklerinin verilerinin kontrole yakin
degerlerde oldugunu tespit ettik.

Deney sonuglarina gore test bilesiklerimizden L3 bilesiginin uygulandigi grupda
MDA diizeyinin kontrole gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde arttig1 gézlemlendi.
Ayrica L3 bilesiginin vitamin diizeylerini azalttig1 da tespit edildi. Diger test gruplarinda
ise genel olarak kontrole géore MDA diizeyini azaltici bir aktivite gézlemlendi. Serum
orneklerinde ozellikle L1 grubunda MDA diizeylerinin kontrol grubuna kiyasla diisiik
oldugu goriilmistiir. Diger bilesiklerde de vitaminler agisindan kontrolle yakin diizeyler
tespit edildi.

Literatiir de 1,2,4 triazol yapilarinin bizim kullandigimiz in vivo metotlarina sikga
rastlanmamaktadir. Yapilan bir calismada kopek beyin homojenatlarinda iki tiir difenil
allkil piperazin tiirevi bilesik oksidatif hasar sonrasi olusan lipid peroksidasyonuna kars1
inhibe edici aktiviteleri bildirilmistir [184]. Elde edilen verilere gére L3 bilesiginin dokuda
MDA’ y1 arttirict etki olusturdugu buna bagli olarak da vitaminlerin azaldig: sdylenebilir.
Diger test bilesiklerinin de tam tersi etki gostererek MDA’y1 diisiirdiikleri ve buna bagh
olarak vitaminlerin kullanimin1 azaltarak kontrole yakin veya biraz yiiksek degerlerde

¢iktig1 sdylenebilir.
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9 SONUC

Saglik bilimleri alaninda iddiali olan gelecekte bircok yeni biyolojik profilleri
eklenecek ve daha fazla arastirma konusu olacagina inandigimiz 1,2.4- triazol
bilesiklerinin bir¢cok hastaligin tedavisi i¢in ilag¢ olarak raflarda yerini alacagi ve yapilan
giincel bilimsel ¢aligmalarda kesfedilen birgok hastaliga ve patolojik durumlara karsi bu
tiirevlerin ilaglarin gelecekteki gelisimi i¢in 6nem arzedecegi sdylenmektedir [210] .

Bilesiklerin sahip olduklar1 antitimor aktivite ve Saccharomyces cerevisiae
hiicrelerinde MDA diizeyleri iizerine olan etkilerine bakildiginda, bilesiklerin hiicrelerin
canlilik durumuna etkisi ile MDA diizeyleri arasinda bir iligki kurulabilir. Calismamizda
antioksidan aktivite gosteren bilesiklerin MDA degerlerini azaltmasi da dikkat ¢ekicidir.

Calismamiz sonucu elde edilen veriler bis-1,2,4-triazol iceren aminometil
tirevlerinin antioksidan ve antitimor Ozellikte olduklarint destekler niteliktedir.
Kullandigimiz yapilardan L3 ile kodladigimiz 5,5'-biitan-1,4-diilbis[4-allil-2-(pirolidin-1-
ilmetil)-2,4-dihidro-3H-1,2,4-triazol-3-tiyon bilesigi antitimor 6zellikte olmasina ragmen
diger 4 bilesik kadar antioksidan 6zellik gésterememistir. L3 bilesiginin in vivo antitimor
ajan olarak kullanimi halinde etki mekanizmasi yoniinden lipid peroksidasyonunu
artirabilecegi goz oniinde bulundurulmalidir. L1 test bilesiginin antioksidan ve antitiimor
olarak giizel sonuglar sergiledigi ve baglantili mekanizmalar ile ylriidiikleri ayrica
sOylenebilir. Ayrica diger test bilesiklerinin antioksidan ve antitiimor olarak L.1 maddesi
kadar olmasa bile kayda deger sonuglar verdigi goriilmiistiir. Iyi diizeyde antioksidan
ozellikler sergileyen L1, L2 bilesiklerinin sirasiyla yapilarinda tasidiklari allil, triflorometil
ve benzil piperazin gruplar1 dikkat ¢ekicidir. Bu tez ¢alismamizda elde ettigimiz sonuglar
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