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OZET

1,2,4- triazol ve tiirevlerinin ¢ok sayida farmakolojik aktivite gosterdigi bildirilmektedir.
Mannich bazlarmin antibakteriyel, antifungal, antioksidan, antitiimor gibi gii¢lii biyolojik
aktiviteleri vardir.

Bu c¢alismada, bis-1,2,4-triazol iceren Mannich bazlarinin malondialdehit (MDA) ve
antioksidan vitaminler (A,E,C) diizeyleri ratlarin serum, karaciger ve bobreklerinde
incelendi. Malondialdehit diizeyi (MDA) ve vitaminler (A,E,C) HPLC ile belirlendi.
Ayrica bu ¢alismanin amaci bis-1,2,4, triazol igeren bazi Mannich bazlarinin antioksidan
etkilerini incelemektir. Bilesiklerin antioksidan aktiviteleri, indirgeme kuvveti, metal
selatlama aktivitesi, siiperoksit anyon radikali giderme aktivitesi, hidrojen peroksit
giderme aktivitesi ve hidroksil radikali giderme aktivitesi gibi farkli yontemler kullanilarak
Ol¢iildii. Ayrica bilesiklerin MCF-7 insan gogiis kanseri hiicrelerine karsi antitiimér etkileri
arastirildi

Sonug olarak bilesikler askorbik asit, BHT ve a-tokoferol gibi standart antioksidanlarla
karsilastirildiginda etkili antioksidan aktivite gosterdi. Bununla beraber, bilesiklerin in
vitro antitimor aktiviteye sahip oldugu belirlendi.
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ABSTRACT

It was proclaimed that 1,2,4-triazole and its derivatives show numerous pharmacological
activities. Mannich bases have strong biological activities such as antibacterial, antifungal,
antioxidant, antitumor features.

In this study, effects of some Mannich bases which contain bis-1,2,4 — triazole on the level
of malondialdehyde (MDA) and antioxidant vitamins (A,E,C) of the serum, liver and
Kidney tissue of rats were investigated. Level of malondialdehyde (MDA) and vitamins
(A,E,C) were determined by HPLC. Furthermore in this study aims to examine the
antioxidant effects of some Mannich bases containing bis-1, 2, 4 triazole. The antioxidant
activities of the derivatives were measured using different methods in this study, including
reducing power capacity, metal chelating activity, superoxide anion radicals scavenging
activity, H,O, scavenging activity and hydroxyl radical scavenging. In addition, antitumor
effects of derivatives 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.
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1. GIRIS

Mannich bazlar1 biyolojik potansiyeli olan bilesiklerdir. Son yillarda mannich
bazlar1 tip alaninda olduk¢a biiyiik uygulama alant bulmustur. Antitiirbekiler, anti-
enfalamatuar, antimalaryal, antikanser ve analjezik ilaglarda oldugu bilinmektedir.

Giliniimiizde, yogun biyolojik aktivite gostermeleri nedeniyle azot igeren
heterosiklik molekiiller iizerine de ilgi gittik¢e artmaktadir. Triazol bilesiklerinin oldukca
dikkate deger biyolojik karakterleri sebebiyle pek ¢ok arastirma grubu tarafindan bu
bilesiklere iliskin ¢ok yogun ¢aligmalar yapilmistir.

Gerek triazoller gerekse mannich bazlarmin biyolojik aktif bilesikler olmasi, 1,2,4-
triazoller lizerinden mannich bazlar1 sentezlenmesi fikrini ortaya atmistir ve bu bilesiklerin
farmasotik kimyada genis bir uygulama alani1 kazanmasina yol agmistir. Tez ¢alismamizda
bis-1,2,4- triazol i¢eren bazi mannich bazlarinin biyoaktivitesini arastirarak bu konudaki
caligmalara katkida bulunabilecegimizi diisiinmekteyiz. Bu amagla yapacagimiz ¢aligmada
bis-1,2,4- triazol i¢eren bazi mannich bazlar alinarak indirgeme kuvveti, siiperoksit radikali
giderme aktivitesi, hidrojen peroksit giderme aktivitesi, metal selatlama aktivitesi,
hidroksil radikali yakalama aktivitesi ve Saccharomyces cerevisiae hiicrelerinde
Malondialdehi (MDA) tayini gibi ¢esitli in vitro yontemleri kullanarak antioksidan
ozellikler ve ayrica MCF-7 insan meme kanseri hiicresi kullanilarak da antitiimor 6zellikler
aragtirtlacaktir. Ayrica in vivo yontem olarak ratlardan karaciger ve bobrek dokular1 ve kan
ornekleri alinip bu bilesiklerin antioksidan A, E ve C vitaminlerine ve MDA’ya olan
etkileri arastirtlacaktir. Son 15 yil igerisinde bis-1,2,4-triazol ile ilgili yapilan sentez ve
biyolojik etkilerinin arastirilmasi ¢aligmalarinda bu grubu iceren caligmalara ¢ok az
rastlanmaktadir. Bu nedenle bu grubu igeren tiirevlerle galisacagimiz i¢in bu ¢aligmanin
Ozgiin oldugunu diisiinmekteyiz. Calismamizda kullanilan triazol halkasi tagiyan mannich
bilesiklerinin yiliksek oranda biyolojik aktiviteye sahip olmasi durumunda ise daha ileri
arastirmalarla ilag sektoriinde dnem arz edebilecegi diisiiniilmektedir. Ote taraftan bu

konunun literatiire kazandirilmas1 da onemlidir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Mannich Bazlari

Mannich bazlari; genellikle aktif hidrojen atomu igeren bir bilesik, formaldehit ve
bir sekonder amin arasindaki reaksiyonu sonucu olusurlar [1]. Reaksiyonda oynak hidrojen
amino gruplart ile yer degistirir ve Mannich Bazi olarak bilinen amino substitiie bilesikler
sentezlenir. Bu reaksiyon “Mannich Reaksiyonu” ismini kimyaci1 Carl Mannich’den 1912
yilinda almstir [2].

Mannich bazlarinin sitotoksik [3-7], antineoplastik [8-9], antimikrobiyal [10-11],
antikonviilzan [12-15], antienflamatuvar [16-17], antimalaryal [18] ve antiviral [19] etki

gibi ¢esitli biyolojik aktiviteleri rapor edilmistir.
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Sekil 2.1 Mannich reaksiyonu ve mannich bazi [2].

Mannich reaksiyonu, biyoaktif molekiil elde etme c¢aligmalarinda siklikla
basvurulan bir reaksiyon tipidir. Mannich bazlar1 in vivo veya in vitro kosullar altinda
deaminasyona ugramak suretiyle biyoaktif o, - doymamus ketonlar1 verirler [20-21]. a, B
- doymamus ketonlar antineoplastik aktivitelerini hiicre niikleofillerini B-tiyoeterleri
vermek tizere alkillemek suretiyle gerceklestirirler [22]. Bu nedenle bu tip bilesiklere
biyolojik alkilleyiciler denir. Mannich bazlarinin antibakteriyel, antifungal, antiherpes gibi
biyolojik aktivite ve toksisiteleri ile alkilleme giicleri arasindaki iligski bir¢ok arastirmanin

konusu olmustur [20-23].



Mannich reaksiyonu, kesfedildiginden beri, yeni bilesik sentezinde ana ya da ara
basamak olarak artarak kullanilmig ve biiyiik bir 6neme kavusmustur. Mannich bazinin
eldesinde yaygin olarak kullanilan mannich reaksiyonu, organik kimyadaki en 6nemli
karbon-karbon bagi reaksiyonu tiirlerinden biri olup azot i¢eren pek ¢ok ilag¢ aktif madde
ve dogal iriiniin (alkaloid) sentezinde anahtar basamak olarak goriilmektedir [24]. Farkli
fonksiyonel gruplari tek bir molekiiler yapida igeren organik molekiillerin tek basamakta
sentezine yol agan mannich reaksiyonlari, ila¢ dizayni g¢alismalarinda da da siklikla
bagvurulan yontemlerden biri haline gelmistir. Mannich bazlari, suda c¢oziiniirliikleri
yiiksek olan, on ilag hazirlamada tercih edilen kimyasal yapilardir [25,26]. Eczacilik
kimyasi, mannich bazinin en énemli kullanim alanidir ve bu alandaki yaymlarin %35°1
mannich Bazi hakkindadir. Eczacilik kimyasinda; agri kesici, antibiyotik ve antikanser
ilaglarinda kullanilir [27].
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Sekil 2.2 Mannich baz1 ve tiirevlerinin ila¢ kimyasindaki uygulamalar1 [24].

Biyoloijk olarak aktif bilesiklerin ¢esitli modifikasyonlarinin elde edilmesi
amaciyla aromatik bilesiklerin Mannich reaksiyonu yoluyla aminoalkillendirilmesi pratik
Ooneme sahip yontemler olarak bildirilmistir [28]. Dimetilamin, dietilamin, piperidin gibi
klasik aminlerin yaninda farkli farmakolojik agidan Onemli iirlinlerin ya da selatlarin
olusturulmasi i¢in kullanilan ¢ok sayida amin bilesigi vardir. Bunlardan gentamisin ve bis-
2-kloroetilamin veya boronlarin bazi amino tiirevleri gibi amin bilesikleri antibiyotiklerin
ve ¢esitli ilaglarin sentezinde kullanilmistir. Mannich reaksiyonunda kullanilan diger

sekonder ve primer aminler ¢izelgel.’de goriilmektedir [29].



Cizelge 2.1. Mannich reaksiyonunda kullanilan diger sekonder ve primer aminler [29].

Primer Amin Sekonder Amin
Metilamin Dimetilamin
Etilamin Dietilamin
Alilamin Dizaoamilamin
Benzilamin Piperidin
Etilaminoasetat Morfolin
B-kloretilamin Piperazin

o- Aminoasetofenon

1,2,3,4-Tetrahidoizokinolin

Tetrahidro-B-nafilamin

6-Metoksi-1,2,3,4-tetrahidoizokinolin

B-hidroksietilamin

Benzil-(-2-siklohekzanonilmetil)-amin

Gilnimiuzde ise kanser tedavisinde sitostatik olarak Mannich bazlarinin kullanim

onemli ¢alisma alanlarindan biri olmustur [30-31]. Giiniimiize kadar olan en Onemli

uygulama alani dogal {iriin sentezi ve ila¢ kimyasinda olmustur. Mannich bazlar1 biyolojik

potansiyeli olan bilesiklerdir. Mannich bazi ve tiirevleri tarimda bitki koruma amagli, boya

ve polimer kimyasinda gii¢lendirici, reaksiyon hizlandiric1 ve ¢apraz baglayici olarak genis

bir kullanima sahiptir.
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Sekil 2.3 Mannich bazlar1 kullanim alanlar1 [31].




2.2 Triazoller

Bes iiyeli bir halkada iic azot atomu iceren sistem ‘“triazasiklopentadien” veya
kisaca triazol olarak bilinir. Heteroatomlarin halkadaki durumlarma gore 1,2,3- (visinal
triazol) 1,2,4- (asimetrik, asim-triazol) ve 1,3,4 (simetrik, sim-triazol) olmak {izere

birbirine izomer g triazol halkas1 vardir [32].

N N N—N
SRS IS
N N N
H H H
12.3- 1.2.4- 1,3,4-
(visial triazol) (asim triazol) (sim triazol)

Sekil 2.4. Izomer ii¢ triazol halkasi [32].

Triazoller 1880’li yillarda Bladin [33] ve Andreocci [34] tarafindan bilim
diinyasima tanitilmig ve bu konudaki ¢alismalar giiniimiize dek yogun bir sekilde devam
etmistir. Triazoller, basta tautomerik 6zellikleri olmak {izere, degisik siibstitiientlerin yapisi
lizerinde yerlestirilmesine uygun kimyasal aktiflikleri ile islek bir konuyu
olusturmaktadirlar.

Konuyla ilgili olarak Potts [35] tarafindan 1961 yilinda bir “Review”, Temple [36]
tarafindan da 1981 yilinda “Triazols” adli kitap yayinlanmustir. Triazoller H. Von
Pechmann tarafindan osazonlardan elde edilmistir ve osotriazones veya osotriazols olarak
adlandirilmustir [37]. Triazol ¢ekirdegi igeren herhangi bir dogal bilesige rastlanamamustir.
Ancak triazol yapisi, pek ¢ok bilesigin yapisinda yer alan ve bazi onemli fizyolojik
olaylarda rol oynayan maddelerin (Histamin, Histedin, B12 vitamini) yapisinda bulunan
Imidazol’{in bir izosteri say1labilir.

Buna en carpicit drnek, histamindeki Imidazol halkasi yerine biyoizoster olarak
triazol ¢ekirdeginin getirilmesiyle elde edilen bilesikte de histamine benzer etkilerin elde

edilebilmesidir [38].
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Sekil 2.5 Imidazol ve 1,2,4- triazol halkas1 [38].

Aromatik karakterde olan bu halkalarda hidrojen tasiyan azot atomlarinin
elektronik durumu, piroldeki azot atomunun elektronik durumunun aynisidir. Diger azot
atomlarmin elektronik durumu ise diazollerdeki hidrojen tasimayan azot atomlarinin
durumu gibidir [10].

Literatiirde triazol tiirevleriyle yapilan ¢aligmalarda antimikrobiyal [39], virostatik
[40], sitostatik [41], antienflamatuvar [42], analjezik [43], antikalzunvan [44], merkezi
sinir sistemi depresani [45], antihistaminik [46], hipotansif [47], ditiretik [48], herbisit [49],
antihelmintik [50], antifungal [51], pestisit [52], ve insektisit [53] etkili bilesiklere
ulasilmistir. Bohm ve Karow [54], farmakolajik etki verebilen triazol tiirevleri tlizerinde
yapilan arastirmalari bir “Review” de toplamustir.

Yaklasik 20 yildir AIDS, organ nakli, tiiberkiiloz ve kemoterapi sebebiyle
bagisiklik yetmezligi olan hastalarda, mantar enfeksiyonlarinda hizli bir artisin ortaya
ciktig1 ve bu vakalarin ¢ogunlukla 6liimle sonuglandigi agiklanmustir. 1,2 4-triazoller
(flukonazol, vorikonazol ve intrakonazol) giiniimiizde en ¢ok kullanilan antifungal ilaglar
olup, en hizli sekilde yayilan leviir ve filament6z mantarlarina kars1 genis spektrumlu
aktivitelere sahip olduklar1 bilinmektedir. Ancak, uzun siireli kullanimlarda, yiiksek
toksisite riski ve ila¢ direncinin olusumu nedeniyle antifungal aktivitelerdeki etkinlikleri
siirli kalmistir [13].Bu nedenle, genis spektrum aktivitesi ve diisiik toksisite etkisine sahip
yeni antifungal ilaclara (yeni triazol tiirevlerine) yonelik acil bir gereksinim s6z konusudur
ve pek ¢ok arastirma grubu tarafindan farkli substituentler tagiyan triazol bilesiklerinin
literatlire kazandirilmasina iliskin sentez ¢aligmalar: devam etmektedir. Triazol halkasinin

slibstitiisyonu ile biyolojik aktivitesi modifiye edilir [55].



Amin, tiyon ve alkil siibstitiie triazoller antiiilser ve kan basincini diistiriicii
aktiviteler gozlenmistir [56]. Yapilan ¢alismalar sonucunda 1,2,4 - triazol halkas ihtiva
eden bilesiklerin 6nemli derecede biyolojik aktiviteye sahip oldugu ortaya ¢ikmustir [57].
1,2,4-triazol halkasindaki azot ve merkapto gruplari niikleofil merkezdir ve elektrofiller ile
tepkimeye girebilmektedir. Ornegin S ve N atomunda bazi alkilasyon ve mannich
reaksiyonlarmin gergeklestirildigi  bildirilmektedir [58]. Bu nedenle kullanimlar

yayginlagmustir.

2.3. Oksidatif Stres, Serbest Radikaller ve Antioksidanlar
2.3.1. Oksidatif Stres

Oksidatif stres ifadesi, reaktif oksijen tiirleri ile antioksidan savunma sistemi
arasinda bulunan dengesizligi ifade eden bir terimdir. Bu dengesizlik reaktif oksijen tiirleri
lehine, baska bir deyisle antioksidan savunma sistemi aleyhinedir. Siddetli oksidatif stres,
hiicre hasarlarina ve olimlere bile sebep olabilmektedir [59]. Serbest radikaller
hiicrelerimizde DNA’ya, proteinlere ve lipidlere saldirarak zarar verir. Serbest radikallerin
zararli etkilerinden korunmak icin hiicreler bunlar1 nétralize eden antioksidanlar
tiretmektedir. Serbest radikallerin olusum hizi ve bunlarin antioksidanlar tarafindan
ndtralize edilme hizi arasinda bir denge bulunmasi beklenir. Boylece hiicre serbest
radikallerin olumsuz etkilerinden korunur. Eger bu denge serbest radikaller lehine
bozulursa, yani yapimdan daha yavas nétralize edilirse, hiicrede serbest radikaller artar.
Serbest radikallerin hiicrede artis1 ve hiicre fonksiyonlar1 iizerinde yaptiklart olumsuz
etkiye (oksidatif hasara) “Oksidatif Stres” denir. “Oksidatif Stres” olarak adlandirilan bu
durum oOzetle; serbest radikal olusumu ile antioksidan savunma mekanizmasi arasindaki
ciddi dengesizligi gostermekte olup, sonugta doku hasarina yol agmaktadir [60- 61].

Oksijen canlilar i¢in hayati onemi olan bir molekiildiir ve hiicrede enerji iiretim
stireclerinde kullanilir. Serbest oksijen radikalleri enerji iiretim siireclerinin dogal bir yan

iiriinii olup yiiksek bir diizeyde reaktif ve potansiyel olarak zararli {iriinlerdir [60].



2.3.2. Serbest Radikaller

Serbest radikal, orbitalinde paylasilmamis bir elektron tasiyan herhangi bir
bilesiktir. Bu radikaller bir veya daha fazla sayida eslesmemis elektron iceren oldukga
reaktif ve toksik bilesiklerdir. Serbest radikaller diger molekiillerle birleserek dis
yoriingelerindeki elektron sayisini eslestirmeye boylece Kkararli bilesiklere doniismeye

caligmaktadirlar [62-63]. Serbest radikaller ve reaktif karakterli maddeler ile bu maddeleri

tireten tim faktorler”oksidan” veya “prooksidan” olarak tanimlanir [64].

Serbest radikaller ii¢ temel yolla olusur [65-70].

a) Kovalent Baglarin Homolitik Boliinmesi ile: Kovalent bagin kopmasi sirasinda bag
yapisindaki iki elektronun her biri ayr1 ayri atomlar iizerinde kalir. Yiksek enerjili
elektromanyetik dalgalar veya yiiksek sicaklik (500-600°C) kimyasal baglarin kirilmasina
neden olur. Kirilma sirasinda bag yapisindaki iki elektronun her biri ayr1 ayr1 atomlar
lizerinde kaliyorsa, bu tiir kirtlmaya homolitik kirilma denir. Organik molekiillerdeki
baglarin heterolitik kirilmasi durumunda zit yiiklii iyon g¢iftleri olusur ve bu tiirler de
reaktiftirler.

XY > X +Y
b) Normal Bir Molekiiliin Elektron Kaybetmesi Ile: Radikal 6zelligi bulunmayan bir
molekiilden elektron kayb1 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.

XY > X i+Y”
¢) Normal Bir Molekiile Tek Bir Elektron Transferi ile: Radikal 6zelligi gostermeyen
bir molekiile tek elektron transferi ile dig orbitalinde eslesmemis elektron olusuyorsa bu tiir
indirgenme radikal olusumuna neden olabilir. Ornegin, molekiiler oksijenin tek elektron ile
indirgenmesi, radikal formu olan siiperoksidi meydana getirir.

O +e -0,

Serbest radikaller, hiicrelerde endojen ve ekzojen kaynakli etmenlere bagl olarak
olusurlar. Ekzojen kaynakli etmenler arasinda parakuat gibi kimyasallarin etkisi altinda
kalma, karbon tetrakloriir, parasetamol gibi ilag toksikasyonlari, iyonize ve ultraviyole
radyasyon, hava kirliligi yapan fitokimyasal maddeler, sigara dumani, solventler gibi

cevresel faktorler, nitrofurantoin, bleomisin, doksorubisin ve adriamisin gibi antineoplastik



ajanlar, alkol ve uyusturucular gibi aliskanlik yapici maddeler bulunmasi nedeniyle serbest
radikaller toksikolojik agidan da énemlidir [71].

Viicutta dogal metabolik yollarla olusan serbest radikaller, radikal pargalayan
antioksidan sistemlerle ortadan kaldirildigindan, herhangi bir sitotoksisite ortaya ¢ikmaz.
Ancak bu isleyisin radikaller lehine bozuldugu durumlarda bir dizi patolojik olay ortaya
cikar. Organizmada serbest radikal olusturan dogal olaylarin baslicalari, mitokondrial
elektron transportu, heksoz monofosfat yolu, ksenobiyotiklerin metabolizmasi, dogal
uyaranla fagositik hiicrelerin aktivasyonu, biyosentetik ve biyokimyasal yikim olaylaridir.

Serbest radikallerin hiicre dis1 etkileri hiicreler arasi bosluk ve sivilarda ortaya
cikar. Ozellikle eklem ve beyin omurilik sivilarinda antioksidan savunmanin yetersiz
olmasi nedeniyle, bu bolgelerde serbest radikallere bagli yikimin daha fazla oldugu
gozlenmektedir. Hiicreler kendilerini serbest radikallerin olusturacagi hasarlardan korumak
icin enzimler, antioksidanlar ve serbest radikal yok edicileri gibi detoksifikasyon
sistemlerine baghdirlar [72]. Organizmada siirekli serbest radikal iiretimi devam ettiginden
bu serbest radikallerin kars1 da birgok savunma sistemi islemektedir [73].

Biyolojik sistemlerde serbest radikaller en fazla elektron transferi sonucu olusurlar.
Serbest radikaller pozitif yiiklii, negatif yiiklii veya noétral olabilirler. Biyolojik sistemlerde
en onemli radikaller, serbest oksijen radikalleri (SOR) olmakla beraber; C, N, S tiirevi olan
radikaller ve inorganik molekiiller de vardir. Cu?*, Fe®*, Mn?", Mo®" gibi gecis metallerinin
de ortaklanmamus elektronlar1 oldugu halde serbest radikal olarak kabul edilmezler. Fakat
bu iyonlar reaksiyonlar1 katalizledikleri igin serbest radikal olusumunda onemli rol
oynarlar [65- 66]. Tipta, biyolojide, toksikolojide ve gidalarin bozulmasinda serbest
radikaller gittik¢e artan yogun bir ilgi alanina sahip olmaktadir. Lipid peroksidasyonunun
serbest radikalik reaksiyonlari, gida endiistrisinde imalat siiregleri boyunca karsilasilan en
onemli sorunlardan biridir. Imalatgilar antioksidanlar: kullanarak, lipid iceren gidalarin
oksidasyonunu en aza indirmeyi hedeflerler. Bunun yani sira biyomedikalciler ve
Klinisyenler de viicudu, reaktif oksijen tiirleri tarafindan olusan hasara kars1 koruduklar:
icin antioksidanlara ilgi duymaktadirlar. Serbest radikaller hidroksil, siiperoksit, nitrik
oksit ve lipid peroksit radikalleri gibi degisik kimyasal yapilara sahiptir. Biyolojik

sistemlerdeki en 6nemli serbest radikaller, oksijenden olusan radikallerdir [74-76].



2.3.3. Reaktif Oksijen Tiirleri

Oksijen bulunan bir ortamda fiziksel ve kimyasal etkenlerle, zorunlu metabolik
reaksiyonlar sonucu oksijen radikalleri iiretilir. Oksijen radikalleri biyolojik sistemlerde
bulunan en énemli serbest radikallerdir. Bunlar arasinda siiperoksit radikali (O%’), hidroksil
radikali (OH) ve radikal olmayan hidrojen peroksitin (H202) 6zel yerleri vardir ve “reaktif
oksijen tiirleri (ROT)” olarak bilinirler [120].

Reaktif oksijen tiirleri, ¢esitli serbest radikallerin olustugu serbest radikal zincir
reaksiyonlarini baslatabilirler ve hiicrede karbon merkezli organik radikaller (R°), peroksil
(peroksi) radikalleri (ROO"), alkoksil (alkoksi) radikalleri (RO), tiyil radikalleri (RS’) gibi
onemli serbest radikallerin olusumuna neden olurlar. Tiyil radikalleri oksijenle tekrar
reaksiyona girip siilfenil (RSO’ veya tiyil peroksil (RSOy) gibi radikalleri de
olusturabilirler [65,66 - 77].

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 O27’nin ¢ok hizli
reaksiyonu ile bir nonradikal {iriin olan peroksinitritin olusumu verilebilir [66,78]

O + NO —>ONOO"

Bununla birlikte bir serbest radikal, radikal olmayan bir madde ile reaksiyona
girerek yeni bir radikal olusturabilir. Biyolojik molekiillerin biiyiik bir kismi radikal
olmadigi ig¢in, in vivo sartlarda reaktif bir radikalin olusumu, genellikle zincir
reaksiyonunun baslamasina yol agabilir [66, 79].

Cizelge 2.2 Reaktif Oksijen Tiirleri (ROT)

Tiir Ad1

0, Singlet oksijen
0, Siiperoksit

H,0, Hidrojen peroksit
OH’ Hidroksil radikali
ROO’ Peroksi radikali
ROOOH Hidroperoksit
RO’ Alkoksil radikali
ROOR Endoperoksit
ROOH’ Hidroperoksil radikali
(O3) Ozon

(HOCI) Hipoklorik asit
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Reaktif Oksijen Partikiillerinin Kaynaklari:
I - Normal biyolojik islemler:
1 - Oksijenli solunum
2 - Katabolik ve anabolik islemler
Il - Oksidatif stres yapic1 durumlar:
1 - Iskemi - hemoraji - travma - radyoaktivite intoksikasyon
2 - Ksenobiotik maddelerin etkisi
a-) inhale edilenler
b-) Aligkanlik yapan maddeler
c-) ilaglar
3 - Oksidan enzimler
a-) Ksantin oksidaz
b-) indolamin dioksigenaz
c-) Triptofan dioksigenaz
d-) Galaktoz oksidaz
e-) Siklooksigenaz
f-) Lipooksigenaz
g-) Monoamino oksidaz
4 - Stres ile artan katekolaminlerin oksidasyonu
5 - Fagositik inflamasyon hiicrelerinden salgilanma
6 - Uzun stireli metabolik hastaliklar
7 - Diger nedenler: Sicak soku, giines 1s1n1, sigara [80].
Artmis Reaktif Oksijen Partikiillerinin Zararlari:
-Hiicre organelleri ve membrandaki lipid ve protein yapisini bozarlar,
-Hiicre i¢i yararl enzimleri etkisizlestirirler,
-DNA'y1 tahrip ederler,
-Mitokondrilerdeki aerobik solunumu bozarlar,
-Elastaz, proteaz, fosfolipaz, lipoksigenaz, siklooksigenaz, ksantinoksidaz, indolamin
dioksigenaz, triptofan dioksigenaz, galaktoz oksidaz gibi litik enzimleri aktive ederler,
-Hiicrenin potasyum kaybini arttirirlar,
-Trombosit agregasyonunu arttirirlar,

-Dokulara fagosit toplanmasini kolaylastirirlar,
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-Hiicre disindaki kollagen doku komponentlerini, savunma enzimlerini ve transmitterleri
yikarlar [81].

Oksijen sadece anaerobik organizmalarda degil, yasamlar: i¢in mutlaka molekiiler
oksijene bagimli olan canhlarda da toksik etkiye neden olabilmektedir. Oksijenin
canhlardaki toksik etkileri baslica iki tiir mekanizma ile gerceklesir:

1. Aerobik canlilarda gozlenen oksijen toksisitesinin ilk agiklamasi, molekiiler oksijenin
bazi enzimleri inhibe ettigi seklindedir. Ornegin; nitrojen fiksasyonunu Kkatalizleyen
nitrojenaz enzimleri ve CO; fiksasyonunu katalizleyen ribuloz bifosfat karboksilaz, oksijen
tarafindan kompetetif olarak inhibe edilirler.

2. Oksijenin enzim inhibisyonu etkisi sinirli ve ¢ok zayiftir. Ik kez 1954 yilinda oksijenin

toksik etkilerinin, oksijenin bazi reaktif tiirlerinden kaynaklanabilecegi ileri stiriilmiistiir.

Guintimiizde, oksijenin canlilardaki toksik etkisinin “oksijen radikalleri” olarak adlandirilan

ve oksijenin viicuttaki metabolizmasi sirasinda olusan reaktif tiirlerden kaynaklandigi
bilinmektedir [82].

OM O -1/2 -1 -1 -2
Oksijen Stiperalsit Hidrojen Hidroksil Su
Radikali Perolsit Fadikali
O, O,  H,0O, HO® H,O
R R R R
K santin Stperoksid Fenton G oklu dovmanmsg
olcsidaz, dismutaz reaksivonu vag asitleri
\_j"D (P)H Katalaz.
oksidaz, ; .
ETC Glutatvon
, peroksidaz
H-O
su

Sekil 2.6 Metabolik olaylar sonucu oksijen radikallerinin olusumu [82].

2.3.4. Siiperoksit Anyonu (O, )

Biyolojik sistemlerdeki en o6nemli serbest radikaller oksijenden olusmus
radikallerdir [83]. Molekiiler oksijen dis orbitallerinde paylasilmamus iki elektron igerir. Bu

elektronlar paylasilmadiginda, ayr1 ayri orbitallerde bulunduklarinda ve spinleri ayni1 yonde
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oldugu zaman en diisiik enerji seviyesindedirler. Bu dis orbitallerden her biri birer elektron
daha kabul edebilir. Bu orbitallerin tek elektron almasi ile siiperoksit anyonu (stiperoksit

radikali O, "), iki elektron almas: ile de peroksi anyonu olusur (O,* ) [84]. Hem ¢evresel

etkenler, hem de organizmalardaki enzimatik ve enzimatik olmayan tepkimelerle en ¢cok ve
en kolay olusan oksijen radikali stiperoksit radikalidir.

Serbest siiperoksit radikal anyonu (O, ) hemen tiim aerobik hiicrelerde oksijenin

bir elektron alarak indirgenmesi sonucu meydana gelir [85,86]. Siiperoksit radikali
normalde mitokondriyal solunum esnasinda olusmaktadir. Mitokondrilerde kullanilan
oksijenin % 2’si siiperoksit haline gelir. Oksijen mitokondride rediikte oldugunda primer
ariin sudur. Su, sitokrom oksidaz molekiiler oksijene 4 elektron eklediginde olusur [87].
Stiperoksit anyonu, diger molekiillerden elektronlar1 c¢ekerek enerji gereksinimlerini
karsilayabildiklerinden, oksitleyici ajanlar olarak kabul edilir. Ayrica siiperoksit radikali
aldig1 elektronu baska bir elektron aliciya vererek tekrar oksijene oksitlenebilir ve boylece
bir indirgeyici (rediiktor) olarak davranabilir [85,88].

Hiicre membranindaki siklooksijenaz ve lipooksijenaz enzimleri lokosit
membranindaki NADH oksidaz enzimi, stoplazmadaki ksantin oksidaz ve ksantin

dehidrogenaz enzimleri araciligiyla da siiperoksit radikali olusmaktadir [87,89].

Kompleks I

‘ _ Zarlar arasi
) bosluk

Kompleks III

Fumarat
O,_,'“ Siiksinat ‘ 02 H-‘)O

02" Komleks IV

Matriks

NADH ‘ -
0,-

Sekil 2.7 Elektron tagima zinciri ve siiperoksit radikalinin agiga ¢ikmasi [85,88].
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Baslica su yollarla tiretilmektedir [66, 90-92]:

1. Katekolaminler, hidrokinonlar, rediikte flavinler, tiyoller, tetrahidrofolatlar gibi
biyolojik molekiillerin aerobik ortamda otooksidasyonu sonucu siiperoksit meydana gelir.
2. Aktive olmus fagositik hiicreler (nétrofiller, monositler, makrofajlar, eozinofiller), virtis
veya bakteriyi inaktive etmek i¢in bol miktarda siiperoksit iiretirler.

3. Mitokondriyal enerji metabolizmas1 sirasinda olusan elektron sizintis1 sonucu kullanilan
oksijenin %21-3’1 siiperoksit radikali yapimi ile sonlanir.

4. indirgenmis gecis metallerinin otooksidasyonu siiperoksidi olusturabilir.

Cu /Fe"+0, ——>Cu”/Fe"+0,"

Stiperoksit radikalinin dnemi H,O; kaynag1 ve gecis metal iyonlarinin indirgeyicisi
olmasidir. Ayrica hiicresel kosullarda iiretilen siliperoksit hem oksitleyici hem de
indirgeyici olarak davranabilir. Ornegin; ferrisitokrom ¢ ile reaksiyonunda indirgeyici
olarak davranarak bir elektron kaybeder ve oksijene doniisiir. Epinefrin oksidasyonunda ise
oksidan olarak davranarak bir elektron alir ve H,O;’ye indirgenir [65, 66]. Siiperoksit
radikali diisiik pH degerlerinde daha reaktiftir ve oksidan olan perhidroksil radikalini
(HO2) olusturmak iizere protonlanir. Stiperoksit radikali ve perhidroksi radikali birbiriyle
reaksiyona girince biri ylikseltgenir, digeri indirgenir. Bu dismutasyon reaksiyonu sonucu
H20; olusur [66].

2.3.5. Hidrojen Peroksit (H,0,)

Molekiiler oksijenin ¢evresindeki molekiillerden iki elektron almasi veya
stiperoksidin bir elektron almas1 sonucu H,O, meydana gelir [66 - 93,94].

O +2 +2H ——HO,

O +e +2H —HJOQ,

Yapisinda eslesmemis elektron icermedigi i¢in radikal degildir. Ancak biyolojik
membranlar1 gecerek hiicrelerin arasina veya icine kolayca difiize olabilir ve uzun omiirlii
bir oksidandir [66 - 90,91].

H>0,, bir radikal olmadig1 halde, ROT icine girer ve serbest radikal biyokimyasinda
onemli rol oynar. Ciinkii ge¢is metal iyonlar1 varliginda Fenton reaksiyonu sonucu;
stiperoksit radikali varliginda Haber-Weiss reaksiyonu sonucu en reaktif ve daha ¢ok hasar

verici olan hidroksil radikaline doniisiir [66,95].
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Haber-Weiss reaksiyonu siiperoksidin direkt olarak H»O, ile reaksiyonudur,
katalizOrsiiz reaksiyon oldukca yavas ilerler. Demirle katalizlenen ikinci sekli ise ¢ok
hizlidir. Bu reaksiyonda dnce ferri demir (F63+) siiperoksit tarafindan ferro demire (Fez+)
indirgenir. Sonra Fenton reaksiyonu ile H;O,’den ‘OH ve "OH iiretilir. Reaksiyon
mekanizmasi asagidaki verilmistir. [66, 96] :

O, +Fe" —> 0, +Fe”

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

Net O, +HO,——>0O,+0OH + OH (Haber-Weiss Reaksiyonu)

Hidrojen peroksit ozellikle proteinlerdeki “hem” grubunda bulunan demir ile

tepkimeye girerek yiiksek oksidan diizeyindeki reaktif demir formlarini olusturur. Bu
formdaki demir ¢ok giiclii oksitleyici ozelliklere sahip olup, hiicre zarlarinda lipid
peroksidasyonu gibi radikal tepkimeleri baslatabilir. Oksitleyici 6zelligi nedeniyle

biyolojik sistemlerde olusan H,O,'nin derhal ortamdan uzaklastirilmas: gerekir [108].

2.3.6. Hidroksil Radikali (OH)
Hidroksil radikali, kimyada en aktif radikal olarak bilinir. Bu nedenle in vivo da

olusan bir OHe radikali hemen her molekiile saldirir ve olustugu yerde de biiyiikk hasara

neden olur. Nonradikal biyolojik molekiillerle zincirleme reaksiyonlar: baslatir [109,110].
Hidroksil radikali gecis metalleri varliginda H,O,’nin indirgenmesiyle (Fenton reaksiyonu)
olusur. Suyun yiiksek enerjili iyonlastirict radyasyona maruz kalmasi sonucu da olusur
[66].

Biyolojik sistemlerdeki en reaktif ve hasar verici radikal tiiridiir. Yarilanma 6mrii
cok kisa olmasina ragmen ortamda rastladi§i her biyomolekiille tepkimeye girer ve
olustugu yerde biiyliik hasara neden olur [65, 66, 90]. Tiyoller ve yag asitleri gibi
molekiilerden bir proton kopararak tiyil radikalleri (RS), C merkezli organik radikaller
(R’), organik peroksitler (RCOO") gibi yeni radikallerin olugmasina sebep olur [100,101].
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RSH + OH —» R-S- + H-0

; ‘?
|

_(l:_ + ‘OH —C— + H>0
H

Her tiir biyolojik molekiille reaksiyona girse de Ozellikle elektronca zengin
bilesikler tercihli hedefleridir. Niikleik asitler (piirin ve pirimidin bazlar1) ve proteinler
(aromatik amino asitler) ile ¢esitli radikalik tepkimeler verir [66].

OH’ radikali, organik ve inorganik bilesiklerde elektron transfer tepkimelerine
neden olur, ancak normalde OH" radikali olusamaz. Ciinkii OH olusumu i¢in molekiiler
oksijenin ti¢ degerlikli olarak indirgenmesi gerekir ki, bu oldukg¢a zordur. OH" meydana
gelebilmesi i¢in O," ve H,0, gereklidir. Bunlarda SOD, CAT veya GSH-Px sistemiyle
uzaklastirilir. Bu antioksidan molekiillerin aktivitesi sonucu fizyolojik sartlarda fazla
miktarlarda OH’ olusamaz [102,103].

2.3.7. Singlet Oksijen (*O,)

Molekiiler oksijenin elektronlarindan birinin enerji alarak kendi spininin ters
yoniinde olan baska bir orbitale yer degistirmesiyle singlet oksijen olusur. Singlet oksijen
ortaklanmamis elektronu olmadigi i¢in radikal degildir. Oksijenin ortaklanmamis
elektronlar1 paralel spinli oldugundan oksijendeki spin kisitlamasi singlet oksijende yoktur
ve oldukca reaktif bir oksijen bilesigidir [65, 66, 77]. Delta ve sigma olmak tizere iki sekli
vardir. Delta sekli daha diisiik enerjili (92 kj) oldugundan sigma sekline (155 kj) gore daha
uzun yar1 oOmiirliidiir [66, 104]. Viicutta, pigmentlerin (flavin igceren niikleotidler, retinal,
bilirubin) oksijenli ortamda 15181 absorblamasiyla, Oy ’nin dismutasyon tepkimesi
sirasinda, porfirya gibi porfirin metabolizmasi hastaliklarinda olusabilir [66, 90].

Singlet oksijen diger molekiillerle etkilestiginde ya igerdigi enerjiyi transfer eder,
ya da kovalent tepkimelere girer. Ozellikle karbon-karbon c¢ift baglar: singlet oksijenin
tepkimeye girdigi baglardir. Doymamis yag asitleri ile de dogrudan tepkimeye girerek
peroksi radikalini olusturur ve OH" kadar etkin bir sekilde lipid peroksidasyonunu
baslatabilir. Reaktif olmayan ancak reaktif oksijen radikallerinden biri olan singlet
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oksijenin sigma ve delta diye iki tipi vardir [105]. Sigma formu ¢ok enerjik oldugundan
yart omru kisadir, hizlica bozunarak delta formuna dontisiir [106]. Singlet oksijen
radyasyon sonucu olusabilecegi gibi in vivo olarak sitokrom P-450, prostaglandin
endoperoksit sentetaz ve miyeloperoksidaz reaksiyonlariyla da olusabilmektedir.
Karotenler, bilirubin, histidin, methionin, 2-5-difenilfuran, 1,4-diazbisikloalefan, singlet
oksijeni temizlerler [105]. Singlet oksijen, DNA, RNA, proteinler, lipitler ve sterolleri
kapsayan ¢ok sayida biyolojik hedeflerle reaksiyona girerek hiicrede zararli etkilere sebep
olur [105].

2.4. Serbest Radikallerin Zararh Etkileri

Serbest radikaller; hiicrelerin lipit, protein, DNA, karbohidrat ve enzim gibi
fonksiyonel bilesiklerine etki ederler. Mitokondrilerdeki aerobik solunumu ve kapiller
gecirgenligi bozar, hiicrenin elektrolit kaybina ve trombositlerin kiimelesmesine neden
olurlar. Ayrica proteaz, fosfolipaz, elastaz, siklooksigenaz, ksantin oksidaz, lipooksigenaz,
triptofan dioksigenaz ve galaktoz oksidaz gibi hidrolitik enzimleri aktiflestirirken alfa 1-
antitiripsin gibi antiproteolitik enzimleri inaktif hale getirirler.

Serbest radikallerin zararli etkilerinden en fazla zarar géren yapilar membranlardir.
Membranlardaki kolesterol ve yag asitlerinin doymamus baglari ile kolaylikla reaksiyona
girerek ¢esitli peroksidasyon iriinleri meydana getirirken, membranlarin yapisini,
permeabilitesini ve fonksiyonunu bozarlar. Membrandaki enzimleri inaktif hale getirirler
[65]. Serbest radikaller viicutta antioksidan savunma mekanizmasinin kapasitesini astiklari
zaman cesitli bozukluklara yol agarlar. Karbonhidrat, lipid, protein ve DNA gibi
biyomolekiillerin tiim siiflar1 ve tiim hiicre komponentleri ile etkilesme 6zelligi gostererek

hiicrede yapisal ve metabolik degisikliklere neden olurlar [63,107].
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Cizelge 2.3 Serbest radikallerin hiicredeki baslica zararl etkileri

Doymamus yaglar Kolesterol ve yag asitlerinde oksidasyon
Lipidlerde ¢apraz baglanmalar
Organel ve hiicrelerde ¢apraz baglanmalar

Karbohidratlar Polisakkaritlerin depolimerizasyonu

Niikleik asit bazlari Hidroksilasyonlar
Mutasyonlar, kimyasal modifikasyonlar
Sekerlerde benzer reaksiyonlar

Kiikiirtlii amino asitler Protein denatiirasyonu ve ¢aprazlanma
Enzimlerde inhibisyon

Proteinler Peptid zincirlerinde kopma
Denatiirasyon

Niikleik asitler Tek ve gift iplik¢ik kirilmalar:

Proteinlerde ¢apraz baglar
Baz igermeyen bolgeler

Hiyaluronik asit Sinovyal s1v1 akigkanliginda degisme

2.4.1. Lipit Peroksidasyonu ve Malondialdehit (MDA)

Lipit peroksidasyonu membranda bulunan fosfolipit, glikolipid, gliserit ve sterol
yapisinda yer alan doymamis yag asitlerinin, serbest oksijen radikalleri tarafindan
peroksitler, alkoller, aldehitler, hidroksi yag asitleri, etan ve pentan gibi gesitli {irinlere
yikilmas1 reaksiyonudur. Serbest radikaller reaktif yapilart nedeniyle, basta lipitler,
proteinler ve niikleik asitler olmak {izere yiikseltgenebilen tiim hiicre elemanlari ile
etkilesirler [108].

Hiicreleri saran membranlar hiicre organelleri, genis miktarda poliansature yag
ihtiva ederler. Serbest radikaller hiicre membranindaki bu poliansature yag asitlerine
saldirir ve lipit peroksitlerin tesekkiiline yol agan lipit radikallerin olusumuna sebep
olurlar. Lipit peroksidasyonundaki artig serbest radikal aktivasyonun indirekt bir isaretidir.
Biyolojik membranlarin en 6nemli unsurlar lipit ve proteinlerdir. Lipit peroksidayonu,
lipitler kadar membran proteinlerini de hasara ugratabilir [109].

Cesitli patolojik durumlar arasinda bir¢ok hiicre tipinde O;’nin rediiksiyonundan
olusan tiirlerin olagan dis1 ve siddetli tiretimiyle karakterize oksidadif stresin meydana
geldigi gliniimiizde iyi bilinmektedir. Bu oksidadif stresin genel bir sonucu, hiicre

organizasyonun az ya da ¢ok degradasyonuyla sonuglanan hiicre lipid peroksidasyonudur

[108].
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Oksijen molekiilleri lipitlere kars1 yiiksek afiniteye sahipitir. Bu molekiil
hemoglobin ayrildiktan sonra plazmadaki lipiporoteinler ile eritrosit zarindaki lipitlerde
¢Oziinmekte ve daha sonra dokularda kullanilmaktadir. Bu sirada dokulara da bulunan
doymamis yag asitlerindeki ¢ift baglara oksijen baglanmasi sonucu lipit peroksidasyon
kimyasal reksiyonu meydana gelmektedir.

Lipit peroksidayonun zar yapi1 ve biitiinliigiiniin bozulmasi, olusan serbest
radikallerin ¢esitli hiicre bilesenleri tizerinde zararh etkileri ve son firiinlerin sitotoksik
etkileri gibi farkli yollarla hiicre hasarina neden olduklari diistintilmektedir [110]. Lipit
peroksidayonu ¢ok zarali bir zincir reaksiyonudur. Direk olarak membran yapisina ve
indirekt olarak reaktif aldehitler tireterek diger hiicre bilesenlere zarar verir. Bu bilesikler
ya hiicre diizeyinde metabolize edilirler veya baslangictaki etki alanlarindan difiize olup
hiicrenin diger boliimlerine hasari1 yayarlar. Boylece bir¢cok hastalifa ve doku hasarina
sebep olurlar.

MDA (Malondialdehit), biyolojik sistemde lipidlerin oksidasyonu sonucunda

olusmaktadir. MDA o6lgiimii ile LPO’nun degerlendirilmesi yapilabilmektedir. Bu

bilesikler ya hiicresel olarak metabolize olurlar ya da baslangicta etkili olduklar: bolgeden
diffiize olup, hasar1 hiicrenin diger boliimlerine yayarlar. Lipid radikallerinin hidrofobik
yapida olmasi dolayis: ile reaksiyonlarin ¢ogu membrana bagli molekiillerde meydana
gelir. Peroksil radikalleri ve aldehitler, membran komponentlerinin ¢apraz baglanma ve
polimerizasyonuna neden olur. Bdylece membranlarda, reseptorleri ve membrana bagl
enzimleri inaktive etmek suretiyle membran proteinlerinde de ciddi hasarlar meydana
getirebilirler. Iyon transportunu etkileyebilirler. Plazma lipoproteinleri ve dzellikle diisiik
dansiteli lipoproteinler de oksidasyona ugrayabilirler. Okside lipoproteinler hiicre
fonksiyonlarinin bozulmasina aracilik edebilirler [111]. LPO reaksiyonu ya toplayici
antioksidan reaksiyonlarla sonlandirilir veya otokatalitik yayilma reaksiyonlar: ile devam
eder [112,113].
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Sekil 2.8 Linoleik asidin OH’ radikalinin bulundugu ortamda lipid peroksidasyona
ugramasi ve son {irlin olarak farkli aldehit molekiillerinin olusmas1 [112,113].

Peroksidayonla olusan MDA, membran komponetlerinin ¢apraz baglanma ve
polimerazasyonuna sebep olur. Bu deformasyon, iyon transportu, enzim aktivitesi ve hiicre
yiizey bilesenlerinin agregasyonu gibi intrinsik membran 6zelliklerini degistirir. Bu etkiler,
MDA’nin ni¢in mutajenik, genotoksik ve karsinogenetik oldugunum aciklar. Lipit
peroksidasyonu ile meydana gelen membran hasari geri doniisiimsiizdiir. Hem insandaki
hem de dogadaki lipit peroksidayonunu kontrol etmek ve azaltmak i¢in antioksidanlar
kullanilmaktadir [114].

2.4.2. Protein Oksidasyonu

Proteinler serbest radikal etkisine kars1 PUFA’dan daha az hassastirlar ve baglayan
zarar verici zincir reaksiyonlarinin hizla ilerleme ihtimali daha azdir. Proteinlerin serbest
radikallerden etkilenme dereceleri amino asit bilesimlerine baghdir.

Serbest radikaller proteinleri yiikseltgeyebilirler. Amino asitlere ve disiilfit (S-S)
baglarina saldirirlar ve 6zelikle siilflir radikalleri ve karbon merkezli radikaller meydana

getirirler. Bu reaksiyonlar sonucunda immunglobiilin G ve alblimin gibi fazla sayida
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disiilfid bag1 bulunduran proteinlerin {i¢ boyutlu yapilar1 bozularak fonksiyon kaybina

ugrarlar ve proteolitik yikim gosterirler [65].

2.4.3. Serbest Radikallerin Karbonhidratlara Etkileri

Serbest radikallerin karbonhidratlar iizerine de o6nemli etkileri vardir.
Monosakkaritlerin oksidasyonu sonucu hidrojen peroksit, peroksitler ve oksialdehitler
meydana gelir. Bunlar diyabet ve sigara i¢imi ile iligkili kronik hastaliklar gibi patojenik
proseslerde 6nemli rol oynarlar.

Hiicrede karbonhidratlar tizerine serbest oksijen radikallerin etkisi ¢esitli sekillerde ortaya
cikmaktadir. Ozellikle glikoz, mannitol ve bazi sakkarit tiirevleri, hidroksil radikalleri ile
reaksiyon verirler. Monosakkaritlerin yiikseltgenmesi ile olusan ¢esitli peroksit tiirevleri ve
oksialdehitler, protein ve niikleik asitler gibi diger biyomolekiillerle etkileserek ve bu
molekiiller tizerinde ¢apraz baglar olusturarak bu molekiillerin yapisini bozabilmektedir.

Boylece olusacak hasar hiicre yaslanmasi veya kanserle sonuglanabilmektedir [115].

2.4.4. DNA Oksidasyonu

Kararli bir molekiil olan DNA endojen etkenlerin yami sira elektromanyetik,
ultraviyole ve X-igimnlar1 gibi eksojen kaynaklara maruz kaldiginda diger biyomolekiiller
gibi spontan olarak kimyasal oksidatif hasara ugrayabilmektedir. Serbest radikallerin
etkisiyle DNA’nin yapisinin degismesi hiicrede mutageneze, karsinogeneze ve hiicre
Oliimiine sebep olabilmektedir.

Hidroksil radikali, deoksiriboz ve bazlarla kolayca reaksiyona girer ve
degisikliklere yol acar. Aktive olmus notrofillerden kaynaklanan hidrojen peroksit
membranlardan kolayca gecerek ve hiicre ¢ekirdegine ulasarak DNA hasarina, dolayisiyla
da hiicrede fonksiyon bozukluguna yol agabilir. Bu yiizden DNA serbest radikallerden
kolay zarar gorebilir, nemli bir hedeftir.

Oksidatif hasara bagli olarak DNA’da, tek ve ¢ift dal kiriklari, abazik alanlar, baz
modifikasyonlar1 (baz katilimi, bazlarda yeniden diizenlenme), seker hasari1 meydana
gelebilir veya DNA ile protein arasinda ¢apraz baglanma olabilir. Bu lezyonlardan bazilar1
fizyolojik kosullarda da olusabilmektedir. Ornegin piirin kayb1 ile apiirinik alanlarin
olugsmas1 insan genomunda giin icinde 104 kez meydana gelebilmektedir. Oksidatif
modifikasyon sonucunda DNA antijenik karakter kazanmakta ve anti DNA antikorlari
olugsmaktadir [116-118].
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2.5 Antioksidan Savunma Sistemleri

Reaktif oksijen tiirevleri prooksidantlar olarak bilinir ve normal aerobik hayati

oldukca etkilerler. Oksijen ise aerobik hayatin vazge¢ilmez bir yakit kaynagidir. Normal

metabolik reaksiyonlar sirasinda, serbest radikallerin endojen olarak ortaya c¢ikmalari

nedeniyle, tiim aerobik organizmalar doku hasarindan korunmak i¢in antioksidan savunma

mekanizmalar1 gelistirmislerdir. Bu mekanizmalar gerek radikal iiretimini engellemek

gerekse olusan radikallerin zararli etkilerini ortadan kaldirmak i¢in tasarlanmistir. Canli

organizmalarin olusturdugu bu sisteme “Antioksidan Savunma Sistemi” veya kisaca

“Antioksidanlar” denilmektedir. Antioksidanlar endojen ve ekzojen kaynakli olarak ikiye

ayrilmakla beraber serbest radikal olusumunu engelleyenler ve mevcut radikalleri etkisiz

hale getirenler veya enzim ve enzim olmayanlar seklinde de siniflandirilabilmektedir [119,

120]. Hiicrelerin hem s1vi hemde membran kisimlarinda bulunabilirler [105, 121].

Cizelge 2.4 Endojen ve Eksojen Antioksidanlar

A- Endojen (Dogal) Antioksidanlar

l. Enzimler I1. Makromolekiiller III. Mikromolekiiller

- Siiperoksid dismutaz - Seruloplazmin - E vitamini ve analoglar1

- Katalaz - Transferrin - C vitamini

-Glutatyon peroksidaz - Ferritin - Tiyol igerenler: GSH

- Glutatvon rediikaz - Hemoglobin -N-asetil sistein, Metiyonin kaptopril
- Hidroperoksidaz - Miyoglobin - A vitamini-(3-karoten

- Sitokrom -C oksidaz - Glikoz
- Urik asit
- Ubikinon
- Bilirubin
B - Eksojen Antioksidanlar (ilaclar) Gida Antioksidanlar:

- NADPH oksidaz inhibitorleri

- Biitil Hidroksitoluen (BHT)

-Endojen antioksidan aktiviteyi artiran maddeler

- Biitil Hidroksianisol (BHA)

- Non-enzimatik serbest radikal toplayicilar

- Sodyum benzoat

- Demir redoks dongiisii inhibitorleri

- Etoksikuin

- Notrofil adezyon inhibitorleri

- Propilgalat

- Rekombinant h-SOD

- 21 - Aminosteroidler. Indopamid

- Sitokinler. Flavonoidler

- Ksantin oksidaz inhibitorleri

- Barbittiratlar. Trimetazidin
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Enzimatik olan ve enzimatik olmayan tiim antioksidanlarin 5 degisik mekanizma ile
etkili olduklar1 savunulmaktadir. Bu mekanizmalar su sekilde siralanabilir:

1. Lokal oksijen konsantrasyonunu azaltmak,

2. OH, Oy" gibi anahtar reaktif oksijen tiirlerini ortadan kaldirmak yoluyla zincir

reaksiyonunun baglamasini engellemek,

3. Peroksitleri parcalayarak onlarin zincir reaksiyonunu olusturan radikallere

doniisiimiinii engellemek,

4. Katalitik metal iyonlarim1 baglayarak, radikal olusumunun baslamasini

engellemek,

5. Baglamis olan bir zincir reaksiyonunu kirmak [122].

Hidroksil radikalleri (OH), siiperoksid anyonlar1 (O;" ) ve hidrojen peroksit (H20,)
gibi reaktif oksijen radikalleri diisiik miktarlarda hem eksternal ve hemde internal uyarilara
cevap olarak aerobik organizmalarda siirekli olarak iiretilirler [123]. ROS hiicre biiyiimesi,
farklhilagmasi, gelismesi ve Oliimiine katilmaktadirlar [124]. Diisik seviyede ROS
intraseliiler haberlesme, hiicre farklilagmasi ve hiicrenin biiylimesinin durdurulmasi,
apoptoz, immunite ve mikroorganizmalara kars1 savunma gibi bircok biyokimyasal olayda
kagmilmaz ve faydali olabilir [125]. Organizmada oksidan etkenler ve antioksidan
mekanizmalar bir denge halinde bulunmaktadir. Yiiksek doz ve/veya ROS’un elimine
edilmesindeki yetersizlik sonucunda oksidan-antioksidan dengenin dengenin oksidan
lehine degismesi ile oksidatif stres olugmaktadir. Oksidatif stres ise kanser, iskemi, ve
endokrin fonksiyonlardaki yetersizliklere yol acan biyolojik makromolekiiler hasarlar gibi
cesitli metabolik fonksiyon bozukluklarina sebep olur [126].

Viicutta serbest radikaller meydana geldiginde organizmayi1 oksidatif stresden
korumak i¢in antioksidan sistem devreye girer. Birinci defans hattini, peroksidaz ve metal
baglayan proteinlerin supresyonu ile serbest radikallerin meydana gelmesini Onleyen
antioksidanlar olusturur. ikinci defans hattini, vitamin C ve vitamin E gibi radikal
temizleyici antioksidanlarin zincir oksidasyonunun baslamasini inhibe etmesi ve
zincirleme reaksiyonlarin yayilimini énlemesi olusturmaktadir. Uciincii olarak da hasari
onarma ve eski haline getirmeye ¢alisan onarict ve yeniden yapilandiricit enzimler (lipazlar,

proteazlar, DNA onaric1 enzimler ve tranferazlar gibi) defansta rol alirlar [127].
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Sekil 2.9 Antioksidan gruplar ve gorevleri [127].
2.5. Antioksidan Maddeler
2.5.1. a-Tokoferol (Vitamin E) Antioksidan Etkisi

E vitamini, tokoferol yapisinda olup, yagda coziinen bir vitamindir. Dogal olarak
alfa, beta, gama, eta ve zeta gibi ¢esitli tokoferoller bulunmaktadir. Bunlarin hepsi,
izoprenoidlerin degisime ugratildig: 6-hidroksi kromanlar veya tokoferollerdir. a-tokoferol
genis dagilim gosteren ve en biiyiik biyolojik aktiviteye sahip olan formudur [63].

Dogal olarak mevcut olan sekiz adet tokoferolden biri olan a-tokoferol (E vitamini)
antioksidant olarak en aktifi olan1 ve dogada en yaygin olarak bulunanidir. Tokoferollerin
biyolojik olarak bu etkinligi halka sisteminde bulunan hidroksil grubunun varligindan
kaynaklanmaktadir. Bu bilesikler izoprenoid yan zincirleri de igeririler. Vitamin E nin
baslica fonksiyonu hiicre bilesenlerinin molekiiler oksijen ve serbest radikallerin
oksidasyonundan korumasidir. Giiglii ve dogal bir antioksidant olan E vitamini, membran
lipidlerini serbest oksijen radikallerinden koruyan ilk savunmay1 gergeklestirir. Siiperoksit
ve hidroksil radikalini, singlet oksijeni ve lipid peroksit radikallerini siipiirme yetenegi

vardir.
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Tasidig1 fenolik hidrojeni peroksidasyona ugramis ¢oklu doymamis yag asidindeki
serbest peroksit radikallerine aktararak serbest radikal zincir reaksiyonlarin
sonlandirmaktadir. Olusan serbest fenoksi radikali daha sonra bir serbest peroksit radikali
ile reaksiyona girer ve boylece geriye doniistimlii oksidasyona ugramayan ao-tokoferol,
kroman halkasi ve yan zinciri serbest radikal olmayan iiriinlere yiikseltgenmektedir.

Olusan oksidasyon iiriinii, halka tizerindeki hidroksil grubu tizerinden glukuronik
asit ile konjuge olarak safra salgis: ile atilmaktadir. Gérevini tamamlayan o —tokoferol
tekrar kullanilmadig: i¢in yenilenmesi gerekir.

Insanlarda E vitamini eksikligi belirtileri eritrositlerin peroksitlere kars1 duyarlihig:
ve anormal hiicre membranlarinin olusmasidir. Enzim ve bilesiklerin ¢ogu oksidatif stresin
etkilerine kars: hiicreleri korurlarken E vitamini antioksidan savunmanin tiimiinde énemli
bir yere sahiptir. E vitamini serbest radikallerin oksidasyonuna karsi hiicre membranindaki
coklu doymamuis yag asitlerini korumada ilk savunma hattini olusturur [128].

Son ¢alismalar a-tokoferol ve askorbik asidin dongiisel olarak beraber fonksiyon
gosterdiklerini kanitlamigtir. Antioksidan reaksiyonu sirasinda a-tokoferol, lipid veya lipid
peroksil radikaline kararsiz hidrojenini vererek a-tokoferol radikaline doniistir. a-tokoferol
radikali, askorbik asit tarafindan tekrar orijinal a-tokoferol sekline doniistiiriilmektedir
[129,130].

Birkag epidemiyolojik calismada Vitamin E’nin viicuda girmesinin etkileri rapor

edilmistir. Vitamin E’nin gunluk 200 IU alinmasinin kanser hiicrelerinin apoptozisini
tetikleyerek kolorektal kanserin olus sikhgini azalttigi kanitlanmigtir. Boylece Vitamin E’

nin giiclii bir hiicre doéngiisii inhibitoru oldugu kabul edilmistir. Genellikle Vitamin E’nin

koruyucu etkisi, endoniikleazlarin aktivasyonunun ve serbest radikal olusumunu
inhibisyonunun bir sonucudur.

Vitamin E ¢ok gii¢lii bir antioksidandir, hiicre membran fosfolipidlerinde bulunan
poliansatiire yag asitlerini serbest radikal etkisinden koruyan ilk savunma hattin1 olusturur.
Vitamin E; siiperoksit ve hidroksil radikallerini, singlet oksijeni, lipid peroksit radikallerini
ve diger radikalleri indirger. Serbest radikallerin kanserin baslamasinda rol aldigi ve
vitamin E ile diger antioksidanlarin antikanserojen etki gostererek kanserin yayilmasini ve

tiimdriin biiylimesini 0nledigi kaydedilmistir. E vitamini diger biyolojik molekiillerden
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daha fazla peroksit radikalleriyle reaksiyona girerek lipid peroksidasyonunu 6nler ve hiicre
yapisini koruyarak giiclii bir antioksidan etki gosterir [131]. Lipid peroksidasyonunda
olusan peroksit radikalleriyle reaksiyona girerek ¢ok fazla zayif ve etkisiz bir radikal olan

tokoferoksil radikalini olusturur.
o—TocOH + LOO" —— o —TocO® + LOOH

Daha sonra tekrar ikinci bir radikalle reaksiyona girerek radikal olmayan bir {iriin olan
LOO - TocQ'yi olusturur.

a—TocO +LOO ——LOO—-a—-TocO

Boylece her tokoferol molekiilii, lipid peroksidasyon zincir reaksiyonlarin1 Onleyerek

antioksidan etkisini gosterir [132].

2.5.2. A Vitamininin Antioksidan Etkisi

A vitamini suda ¢oziinmeyen, yagda ve organik ¢oziiciilerde ¢oziinen bir madde
olup, bir primer alkol grubuna ve ¢ok sayida doymamis baga sahiptir. Bir biiyiime vitamini
olan A vitamininin alkol (retinol), aldehit (retinal) ve asit (retinoik asit) formlar1 da
mevcuttur.

Memelilerde sadece retinol A vitamini etkisi géstermez, karotenoidler de (a, p ve Y-
karotenler) A vitamini etkisi gosterir [133]. Ayrica a-karoten ve Y- karotenin birlesmesiyle
bir molekiil A vitamini olugur. A vitamini karacigerde yag asidi esteri halinde depolanir
[134]. Gida ile alinan B-karotenler, karoten dioksigenaz enzimi ile oksidatif pargalanmaya
ugramaktadirlar. Bu pargalanmada molekiiler oksijenden yararlanilmakta ve safra
tuzlarinin varlhiginda hizlanan olay sonucunda iki molekil retinal agiga ¢ikmaktadir.
Intestinal mukozada retinal NADPH yardimyla spesifik bir retinal rediiktaz enzimi
tarafindan retinole indirgenmektedir. Retinolun biiyiik kismi doymus yag asitleri ile ester
olusturarak kan dolasimina lenf kanali ile verilmektedir.

A vitamini gérme, biiylime, ireme ve epitel hiicrelerin saglamligi fonksiyonlarina
sahiptir. Insanin giinliik A vitamini ihtiyaci 1 mg civarindadir. Karaciger, bobrek, yag,
yumurta sarist A vitamini i¢in zengin kaynaklardir. Sar1 ve koyu yesil sebzeler ve meyveler
A vitamini 6nciilii olan karotenler bakimindan zengindirler. A vitamininin eksikliginde
eklemlerde iltihaplanmalar ve beraberinde g6z kornealarinda iltihaplar, hastanin gérme

netliginin azalmasi, gozalt1 derilerinde biiziilmeler, hastanin gece ile giindiiz gérmelerinde
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uyumsuzluk gozlenmektedir [135]. A vitamini singlet oksijen temizleyicisi 6zelligi
nedeniyle diger oksijen radikallerine kars1 da koruyucu etki yapar [62].

Vitamin A'nin 6n maddesi olan B - karotenin singlet oksijeni bastirabildigi,
stiperoksit radikalini temizledigi ve peroksit radikalleriyle direkt olarak etkileserek
antioksidan gorev gordiigii saptanmustir. Karotenoitler, lipit peroksidasyonu esnasinda
ortaya ¢ikan radikalleri 6nlemede etkilidir ve aktif oksijen ¢esitlerini durdurmada etkili
olan pigmentler olarak goriiliirler. Karotenoitlerin uzun, konjuge, ¢ift bagl sistemleri
radikal saldirilarina karsi onlari iistiin hale getirmektedir. § - karotenin (CAR) peroksil
radikali ile direkt olarak reaksiyona girebilecegi ve karbon merkezli radikal olusturarak

rezonans kararli hale gelecegi belirtilmektedir [136].

CAR +LOO"——LOO - CAR*
Karotenoitler a - tokoferollerde goriildiigii gibi iki peroksil radikali ile reaksiyona girebilir

LOO-CAR" +LOO——LOO -CAR -LOO

Bununla birlikte bu antioksidan etki burada bitmez. Asagida gosterildigi gibi c¢oklu
rezonans kararliligi ile bir karoten molekiilii, karbon merkezli radikaller olusturarak iki
peroksil radikaline daha etki eder [137].

LOO-CAR-OOL +LOO" —— LOO -CAR-OOL —=— LOO  -CAR- OOL |

B - karoten ile peroksil radikalinin reaksiyonundan olusan iiriinlerin bazis1 son zamanlarda

ESR ile tarif edilmistir. Uriinler baz1 epoksitler ile B - karotenin karbonil tiirevleridir

[138,139].

2.5.3. C Vitamininin Antioksidan Etkisi

Vitamin C, kapali formiil CgHgOg olan bir ketolaktondur. Kollajenin prolin ve lizin
birimlerinin hidroksilasyon reaksiyonlarinda koenzim olarak gorev alir. Suda ¢6ziinebilen
vitaminlerden olan askorbik asit, 6zellikle yesil taze sebze, patates, domates, meyve ve
turunggillerde bol miktarda bulunur. Askorbik asit yeterince alinmadigi zaman skorbut
hastaligi, kansizlik ve uyusukluklar baslar ilerledik¢e kanamalar olur, bag dokular1 zayiflar

ve kemikler kirilgan olur. C vitamininin besinlerle fazla alinmasi, koroner kalp hastalig: ve
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bazi kanserler gibi kronik hastaliklarin goriilme sikligini azaltir. C vitamini fazlasi idrar ve
terle disar1 atilir. Boylece alinan fazla miktar depo edilmez (134).

C vitamini gii¢lii indirgeyici aktiviteye sahip oldugundan ayni1 zamanda gii¢li bir
antioksidandir. Stiperoksit ve hidroksil radikali ile kolayca reaksiyona girerek onlarin
temizlenmesinde rol oynar. C vitaminin etkili bir singlet oksijen temizleyicisi oldugu da
belirtilmektedir [62]. insanlar, diger primatlar, kobaylar ve meyve yiyen yarasalarin, L-
glukonolakton oksidaz enzimini icermedikleri igin sentezleyemedikleri gerekli bir diyet
vitaminidir. Askorbik asit giiclii bir indirgeyici ajan ve antioksidan olup siiperoksit,
peroksit ve hidroksil radikalleriyle reaksiyona girerek bir ara riin olan
semidehidroaskorbat yoluyla metaboliti dehidroaskorbik asiti (DHA) olusturur.

C vitamini (askorbik asit) bir ketolaktondur. Kollajenin prolin ve lizin birimlerinin
hidroksilasyon reaksiyonlarinda koenzim olarak gorev alir [140,141].

Stiperoksit radikali ve hidroksil radikali ile reaksiyona girerek onlari ortamdan
temizler. C vitamininin etkili bir singlet oksijen temizleyicisi oldugu da belirtilmektedir.
[142]. Askorbik asit antioksidan etkisinin yaninda oksidan etki de gosterir. Askorbik asit
proteine bagli ferri demiri uzaklagtirarak ya da dogrudan ferri demiri indirgeyerek Fenton
reaksiyonunda hidrojen peroksit ile etkilesmeye ve sonunda hidroksil radikali olusturmaya
uygun ferro demire doniistiiriir. Bu 0Ozelliginden dolay1r vitamin C, serbest radikal
reaksiyonlarinin 6nemli bir katalisti veya bir prooksidan olarak degerlendirilir [143].
Ayrica C vitamini askorbat radikali olusturarak, radikalik tokoferollerin yenilenmesini
saglar [144].

Asc +TocO" ——>AsC” +TocOH

2.5.4. Biitillenmis hidroksitoluen (BHT)

Biitillenmis hidroksitoluen en ¢ok kullanilan antioksidantlardandir. BHT ilk defa
soya yaginin otoksidasyonunda bozunma ftriinlerinin tayin edilmesiyle fark edilmistir.

BHT igeren soya yagi ultraviyole 1sigina maruz birakilacak olursa bozunma tiriinleri olan

BHT- 1, BHT-2, BHT-3 ve BHT-4 olugmaktadir [145].
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Sekil 2.10 BHT, BHT- 1, BHT-2, BHT-3 ve BHT-4 yapilar1 [145].

BHT vyaglar ve yag asitlerinin oksidasyonunda okside olmus lipidlerle verdigi

reaksiyon sonucu peroksit radikallerinin etkisini yok eder [145].
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Sekil 2.11 BHT ‘nin peroksit radikallerinin etkisini yok edis mekanizmasi[145].

2.6. Kanser

Kanser kompleks bir hastaliktir. Molekiiler ve hiicre biyolojisine gore kanser
anormal bir gen ekspresyonu hastaligidir [146]. Kanser genelde normal olmayan hiicre
cogalmasina verilen isimdir. Hiicreler viicudumuzun yap1 taslaridir. Cekirdegin iginde ise
kromozom adi verilen igsi parcalar bulunur. Her normal hiicre 46 kromozom igerir.
Kromozomlar, molekiil yapilar1 ¢ok iyi bilinen DNA (deoksiriboniikleik asit) zinciri ile
histon denilen protein zincirinden olusur. DNA zincirleri de 0zgill proteinleri
sentezlemekle gorevli gen adi verilen birimlerden olugsur. DNA kontrol edicidir ve
kromozomlardaki genetik karakterleri ebeveynlerden ¢ocuklara gececek sekilde aktaran bir
tastyicidir  [147].  Kromozomlar, viicudumuzun biiylimesini, fonksiyonlarint ve

davraniglarin1 nasil yapacagii anlatan milyonlarca mesaji igerir. Cogu zaman bu genler
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diizgiin calisir ve dogru mesajlar génderirler. Kromozomlarin kendilerini ¢ogaltmasi hiicre
boliinmesi ile gergeklesir. Hiicre boliinmesi kompleks bir olaydir ve boliinme safhalari bir
seylerin yanlig gitmesi i¢in biiylik bir firsattir. Hiicre boliinmesi sirasindaki bu hatalarin
biiyiik bir kismi dis kaynakli faktorlerin neden oldugu hatalardir ve viicut ¢ogu zaman bu
hatalar1 kendi kendine tamir ediyor olabilse de bazen bu tamir gergeklesmez ve bir ya da
daha fazla gen mutasyona ugrar. Sonugta bir hiicredeki kromozomun zarar gérmesi ve
genetik degisime ugramasindan dolay1 kanser ortaya ¢ikar. Degisen gen hatali ya da farkli
mesaj gonderir ve o hiicre hizla biiylir ve tekrar boliiniir. Bu durum kanser veya malign
tiimdr ad1 verilen bir yumru olusuncaya kadar tekrarlanir. Hizli hiicre ¢ogalmasi her zaman
anormal olarak degerlendirilmez. Viicut dokularinin normalden hizli biiytidigi normal
durumlar mevcuttur. Bunlardan birincisi; tek bir hiicreden insan viicudunun olustugu
dokuz aylik evredir. Ikincisi ise; viicudun normal ergin boyutta yetiskin insan olusturdugu
gelisme donemidir. Bunun diginda viicutta meydana gelen yaralanma ve doku tahribi
durumlarinda dokularin hizla yenilenmesi sirasinda da hizli hiicre ¢ogalmasi goriiliir.
Yalniz bu normal siireglerin sonunda, genler hiicre ¢ogalmasini durdurma komutu verirler.
Fakat kanserli hiicre bu ‘dur’ komutuna uymaz ve kontrolsiiz sekilde biiylimeye baglar.
Son calismalar herhangi bir kanser tipi i¢in viicuttaki 300-500 arasi normal genin
modifikasyona ugramasi sonucu kanserin ortaya ¢iktigina isaret etmektedir [148] . Tiimér
kelimesi kanser olusumu ve yeniden olusum anlamina gelen neoplazm olarak da bilinir
[146]. Neoplazmlar temelde ikiye ayrilir. Bunlar;
1- Benign (iyi huylu) neoplazmlar: Sigil veya papilloma gibi
2- Malign (koti huylu) neoplazmlar: Kati tiimorler veya 16semi gibi

Tirkiye'de elde edilen bulgulara gore, erkeklerde akciger, mesane ve larinks gibi
sigara kullanimu ile iligkili kanserler ilk siralarda yer almaktadir. Kadinlarda ise meme
kanseri en sik goriilen kanserdir. Kolorektal kanserler, hem erkeklerde hem de kadinlarda
ist siralarda bulunmaktadir. Bu bulgular, iilkemizde en yaygin goriilen kanserlerin
Onlenebilir nitelikteki kanserler oldugunu ortaya koymaktadir [148]. Giinlimiizde kanserli
bir hastanin tedavisinde cerrahi ve 1s1n tedavisi oncelikli olarak siklikla kullanilmaktadir.
Bu tedavilere ek olarak kemoterapi de siklikla uygulanmaktadir. Kemoterapi, genellikle
cok sayida ilagla gergeklestirilen, kanser hiicrelerini o6ldiirmek amaciyla uygulanan
tedavidir. Kemoterapide kanser hiicrelerini ortadan kaldiran ilaglar kullanilir. Ideal ilacin

normal hiicrelere zarar vermeden sadece kanser hiicrelerini oldiirmesi beklenir, ancak bu
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ozellik su anda klinikte kullanilan ilaglarin ¢ogunda bulunmaz. Ciinkii malign kanser
hiicresi ile normal insan hiicresi arasinda nicelik olarak ¢ok fark yoktur. Kanser tedavileri
siklikla saglikli hiicre ve dokulara hasar verir. Yan etkiler temel olarak tedavinin tip ve
kapsamina baglhdir ve herkeste ayni sekilde seyretmez, hatta aymi kiside bir seanstan
digerine degisebilir. Ornegin, sitotoksik ilaglarla gerceklestirilen tedavi siklikla bulanti,
kusma, istah kaybi, zayiflama, halsizlik ve kansizlik ile enfeksiyon riski artisina yol agan
kan hiicrelerinde azalmaya neden olur. Kemoterapi yapilan kisilerin ¢ogunun sagi
dokiiliirken, diger yan etkiler ilag tipine gore degisiklik gosterir. Sonug olarak giiniimiizde
kanserin herhangi bir seklini tamamen tedavi edecek kimyasal bir bilesik heniiz
bulunamamistir [149]. Meme kanseri kadinlarda en yaygin goriilen kanser tipi olup, tiim
kanserlerin %18’ini olusturmaktadir. Meme kanserinin tedavisi oldukg¢a zordur, ¢ilinkii
tedavide farkli cevaplar sergileyen, farkli timdr siniflar1 vardir. Meme kanser geligiminde,
apoptoz ve hiicre proliferasyonu arasinda bir dengesizlik s6z konusudur. Hiicre siklusunun
sorunsuz olarak caligmasi, hiicre biiyiimesi ve hiicre proliferasyonu i¢in 6nemlidir [150-
153]. Meme kanseri, kadinlar arasinda kanser nedenli 6liimlerin basinda yer almaktadir.
Meme kanseri, semptom gostermeden metastaz yapabilir. Ozellikle, nonsteroidal anti-
ostrojen tedavide kullanilan tamoksifen’in, meme kanser hastalarinin yalnizca 1/3’tinde
etkili oldugu ag¢iklanmustir [154]. Kanser tedavisinde amag, hem selektif (segici) toksisitesi
artirilarak ¢ok daha etkili bir tedaviye olanak veren hem de tedavi siireci ve sonras1 ortaya
¢ikan bir¢ok istenmeyen yan etkisi azaltilmis veya olmayan bilesiklerin gelistirilmesidir.
Bu nedenle, meme kanserinin tedavisinde ve dnlenmesinde de yeni alternatif ajanlarin
arastiritlmasina ihtiyag duyulmaktadir. Yeni ila¢ etken maddelerinin arastirilmast meme
kanserinin tedavisinde potansiyel kanser ilaglarinin olusumuna yeni yaklasimlar
saglayacaktir.

Tez c¢alismamizda, biyolojik etkisini arastirdigimiz bilesiklerin yukarida genel
bilgiler olarak bahsettigimiz reaktif oksijen tiirlerine ve meme kanserine kars1 potansiyel

antioksidan ve antitiimor aktivitelerini arastirmay1 planladik.
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3. MATERYAL ve METOT

3.1. In vivo Antioksidan Aktivite Olciimleri

Arastirmada 12-14 haftalik ortalama 250 g agirliginda Long Evans cinsi erkek
ratlar kullamldi. Ratlar Firat Universitesi Deneysel Arastirma Merkezi (FUDAM) nden
temin edildi ve ayn1 yerde deneysel uygulama gergeklestirildi. Ratlar havalandirma sistemi
bulunan bir ortamda 6zel olarak hazirlanmis ve her giin altlar1 temizlenen kafeslerde
beslendi. Yemler, 6zel ¢elik kaplarda ve su ise paslanmaz ¢elik bilyeli biberonlarda normal
¢esme suyu olarak verildi.

Deney hayvanlar1 Elazig yem fabrikasinda 6zel olarak hazirlanan pelletler halindeki
rat yemleriyle beslendi. Ratlarin deneysel uygulama yapilacak sathaya kadar bakimlarina
bu sekilde devam edildi. Deney siiresince higbir nedenle denek oliimii yasanmadi. Ratlara

verilen yemin bilesiminde bulunan katki maddeleri ¢izelge 3.1.’de gosterilmistir.

Cizelge 3.1 Deney hayvanlarina verilen yemin bilesimi

Yem maddeleri Yiizdesi (20)
Bugday 10
Misir 21
Arpa 14
Kepek 8
Soya Kiispesi 25
Balik Unu 8
E-Kemik unu 4
Melas 4
Tuz 4
*Vitamin Karmasi 1
**Mineral Karmasi 1

3.1.2. Gruplarin Olusturulmasi ve Uygulamalar

Arastirmada kullanilacak ratlar 1 kontrol, 5 uygulama grubundan olusturuldu ve her
grupta 5’er denek olmak iizere toplam 30 rat yer aldu.
[lgili literatiir [155] taramasidan sonra uygulamalarin kontrol ve denek gruplar1 i¢in 0. giin,
3. giin, 6. giin, 9. giin olacak sekilde 3 giin ara ile yapilmasina karar verildi ve 30 giin

uygulandi. Uygun arastirma yerinde 3 giinliik araliklarla 30 giin boyunca belirli dozlarda
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deri alt1 enjeksiyon yapildi. Bu siirenin bitiminde ratlar dekapite edilerek karaciger ve
bobrek dokular1 ve kan 6rnekleri alindi. Ratlardan alinan kan 6rnekleri pihtilasma olayini
takiben santrifijlenerek serum ayrildi. Alman kan ornekleri saftrifiijlenerek serumlari
ayrildi. Ayrilan serumlar en geg ii¢ gilin igerisinde analizlendi. Analiz anina kadar serum
ornekleri - 20°C'de bekletildi.

Doku oOrnekleri ise uygun boyutta kesilerek hazir hale getirildi. Uygulama
maddelerinin dozlar literatiirden [156,157] faydalanilarak kararlastirildi ve sartlara uygun
olarak 25 mg/kg viicut agirlig1 olacak sekilde 6nce DMSO’te ¢oziildii ve DMSO miktar1 %
10'un altinda olacak sekilde musir 6zii yagi 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 igerisindeki
ligand derisimi 25 mg/kg viicut agirligi dozunu ihtiva edecek sekilde hazirlanan ¢ozeltiler

deri altina enjekte edildi.

3.1.3. Uygulamalarda Kullamlan Bilesikler

Uygulamalarda, bis-1,2,4-triazol igceren Mannich bazlar1 kullanildi. Ligand
teriminden esinlenerek bilesiklere L1-5 seklinde kodlama yapildi. Bu ligandlar Firat
Universitesi Fen Fakiiltesi Organik Kimya Anabilim dali arastirmacilar1 tarafindan
sentezlenmis ve karakterize edilmistir [158]. Ligandlarin yapisi asagida (sekil 3.1.)

gosterilmistir.
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Sekil 3.1 Ligandlarin yapis1
4 5,5'-biitan-1,4-diilbis(4-etil-2,4-dihidro-3H-1,2,4-triazol-3-tiyon

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

triazol-3-tiyon

L1

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

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

L4 5,5"-biitan-1,4-diilbis{4-etil-2-[(dipropilamino)metil]-2,4-dihidro-3H-1,2,4-triazol-3-tiyon

L5 5,5'-biitan-1,4-diilbis{4-etil-2-[(4-metilpiperidin-1-il)metil]-2,4-dihidro-3H-1,2,4-triazol-3-tiyon

Cizelge 3.2 Ligandlarin kodlar1 ve IUPAC adlandirilmasi
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3.2. In Vivo Ortamda Yapilan Deney Yontemleri

Analizler asagida belirtilen metotlara gore yapildi.

3.2.1.Doku érneklerindeki C Vitamini ve MDA Analizi

Yaklasik 0.3 gr pargalanmis doku Ornegi tizerine 0.5 M HCIO4'den 1,5 mL ilave
edildi. Proteinlerin ¢oktiiriilmesinden sonra 1,5 mL saf su ilave edilerek toplam hacim 3
mL'ye tamamlandi. Karistm 4500 devirde 25 dakika santrifiijlendikten sonra berrak
kistmdan dikkatlice alinarak viallere konuldu enjeksiyon hacmi 20 puL HPLC'de
analizlendi [159].

3.2.2. Doku érneklerindeki A ve E Vitamini Analizi

Pargalanmis 0,3 gr doku 6rnegi iizerine % 1'lik H,SO4 ihtiva eden etil alkolden 4
mL ilave edilerek proteinler ¢oktiiriildii. Karisim vorteks ile iyice karistirildiktan sonra
4500 devirde 25 dakika santrifiijlendi, sonra 6rnekler tizerine 0.3 mL n-hekzan ilave edildi.
Hekzan 1ilavesiyle ortamdaki yagda c¢oziinen vitaminler hekzan fazina ekstrakte
edilmektedir. Hekzan ilave edildikten sonra tekrar vorteksde karistirildi ve tiipler
santrifiijlendi. Santriflij sonunda hekzan fazi dikkatli bir sekilde ayrilarak cam tiipe alindi.
Ornek {izerine 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. Kalint1 100 pL. metanolde ¢oziildii [160]. Bu ¢ozeltiden 20 pL
alinip HPLC'ye enjekte edildi.

3.2.3. Kan Orneklerindeki C Vitamini ve MDA Analizi

Serum orneginden 0,3 ml alinip iizerine 0,3 ml 0,5 M HCIO4 ilave edilerek
proteinler ¢oktiirildii. 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 iizerindeki berrak kisimdan dikkatlice 20ul almarak HPLC’de
analiz edildi. Askorbik asit ve MDA, HPLC ’de analiz edildi. Analizler hareketli faz
olarak 30 mM KH,PO, - metanol (% 82,5 — 17,5; pH:4) karisiminda 250 nm'de inertsil Sp
C-18 (15 cm x 4.6 mm) kolonu kullanilarak akis hiz1 ml/dk yapildi [161].
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3.2.4. Kan Orneklerindeki A ve E Vitamini Analizi

Derin dondurucudan alinan serum ornekleri ¢oziinme islemi yapildiktan sonra 0,3
ml serum Ornegi tizerine %1 ‘lik H,SO,4 ihtiva eden etil alkolden 0,3 ml ilave edilerek
proteinler ¢oktiiriildii. Karisim vortekslendikten sonra 2500 devirde 5 dakika santrifiijlendi.
Sonra ornekler iizerine 250 pul n-hegzan ilave edildi. Hegzan ilavesiyle ortamdaki yagda
¢ozlinen 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. Kalinti 100 pl metanolde ¢oziildii.
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 hizi 1 mL/dak. olacak sekilde
analizlendi [162,163].

3.3. In Vitro Antioksidan Aktivitenin Belirlenmesi
3.3.1. Kullanilacak Yardimeci Aletler ve Cihazlar

Santrifuj, homojenizatér, HPLC cihazi, UV spektrofotometre, vorteks, otomatik

pipetler, derin dondurucu, vida kapakli deney tiipleri ve santrifiij tiipleri.

3.3.2. In vitro Yontemlerde Kullanmilan Cézeltiler ve Hazirlanmasi

1. 0.2 M Fosfat Tamponu (pH=6.6): 6,24 g NaH,PO,.H,O bir miktar distile suda
coziilerek 250 mL’ye yakin bir hacme tamamland: ve pH metre kullanilarak NaOH
cozeltisiyle pH=6.6"ya ayarlandi.

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

3. % 10’luk TCA ¢ozeltisi: 25 g TCA bir miktar distile suda ¢6ziildii, toplam hacmi 250
mL’ye tamamlandi.

4. % 0.1’lik FeCl; cozeltisi: 83 mg FeCl;.6H,0 distile suda ¢oziildii, toplam hacmi 50

mL’ye tamamland:.
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5. 60 uM PMS c¢ozeltisi: Once 18 mg PMS alind: ve toplam hacim 1 litreye fosfat
tamponuyla (pH=7.4, 0.1 M) tamamlandi. Daha sonra bu ¢ozeltiden 10 mL alind1 ve 100
mL’ye ayn1 tamponla seyreltildi.

6. 468 uM NADH c¢ozeltisi: 34 mg NADH alind1 ve toplam hacim 100 mL’ye kadar
fosfat tamponuyla (0.1 M, pH=7.4) tamamlandi.

7. 150 uM NBT ¢ozeltisi: 6.1 mg NBT alindi ve toplam hacim 50 mL’ye kadar
fosfat tamponuyla (0.1 M, pH=7.4) tamamlandi.

8. 0.1 M Fosfat Tamponu: 1,56 g NaH,PO,.2H,0, 80 mL distile suda ¢oziilerek, pH
metre yardimiyla pH=7.4’e ayarland: ve toplam hacim saf su ile 100 mL’ye tamamland.

9. 43 mM H,O, ¢bzeltisi: % 30’luk H,0,’den 343 pL alind1 ve 0.1 M’k fosfat
tamponu ile 100 mL’ye tamamland:.

10. 2 mM FeClI2 ¢ozeltisi: 0,02 g FeCl,.4H,0 alind1 ve hacim saf su ile 50 mL’ye
tamamlandi.

11. 5 mM Ferrozin ¢ozeltisi: 0,123 g Ferrozin alindi, bir miktar suda ¢6ziindii ve toplam
hacim saf su ile 50 mL’ye tamamlandi.

12. 200 mM, 5ml Deoksiriboz ¢ozeltisi: 0,135 gr alinip bir miktar suda ¢6ziindii vetoplam
hacim saf su ile 5 ml' ye tamamlandi.

13. 20 mM, 50ml FeS0O4.7H,0 ¢ozeltisi: 0,278 gr almip bir miktar suda ¢6ziindii ve
toplam hacim saf su ile 50 ml' ye tamamlandi.

14. 10 mM, 50ml EDTA Cozeltisi: 0,011 gr alinip bir miktar suda ¢6ziindii vetoplam
hacim saf su ile 50 ml' ye tamamland:.

15. 1 M, 50 ml H,0; ¢ozeltisi: 5,107 ml alinip 50 ml' ye tamamlanda.

16. 500 mM, 5ml Askorbik Asit ¢ozeltisi: 0,495 gr alinip bir miktar suda ¢oziindii ve
toplam hacim saf su ile 5 ml' ye tamamlandi.

17. 50 mM, 50 ml KH,POy ¢6zeltisi: 0,345 gr alinip bir miktar suda ¢6ziindii ve toplam

hacim saf su ile 50 ml' ye tamamlandi.
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3.3.3. In Vitro Antioksidant Aktivitenin Belirlenmesinde Kullanilan Y éntemler
3.3.3.1. indirgeme Kuvveti Tayini

Test bilesiklerinin (L1-L5) indirgeme kuvveti Oyaizu [164] metoduyla Fe**’iin
Fe+2’ye transformasyonuna gore yapildi. Farkli konsantrasyondaki DMSO’ da ¢6zlinmiis
orneklerden (50,100, 250 ug/ml) 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 (K3[Fe(CN)g] ) ilave ederek
karisim 50 °C’de 20 dk. inkiibe edildi. Bu islemden sonra reaksiyon karigimlaria 2,5 mL
% 10’luk triklor asetik asit (TCA) ilave edildi. 2000 rpm’de 10 dk santrifiij yapildi.
Cozeltinin st fazindan 2,5 mL aliarak iizerine 2,5 mL distile su ve % 0.1’lik 0,5 mL
FeCl; ilavesinden sonra absorbans 700 nm’de okundu. Kor olarak DMSO kullanildi.
Kontrolde ise bilesikleri icermeyen reaktifli DMSO’lu karisim kullanildi. indirgeme
kuvvetini karsilagtirmak i¢in numune yerine standart antioksidanlar olan a-tokoferol,
askorbik asit ve BHT ayni konsantrasyonda kullanildi. Her bir 6l¢iim 3’er kez yapilarak
ortalamalar1 alinarak hesaplandi. Bu metotta, yiiksek absorbans degeri yiiksek indirgeme

kuvveti olarak degerlendirilir.

3.3.3.2. Metal Selatlama Aktivitesi

Test bilesiklerinin (L1-L5) metal selatlama aktiviteleri, Dinis ve ark.,’nin
belirledikleri yonteme [165] gore yapildi. Bu islem i¢in farkli konsantrasyondaki
(50,100,250 pg/mL) 6rneklerden 0.4 mL alinarak 2 mM’lik 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 karistirildiktan sonra oda sicakliginda 10 dk
bekletildi. Inkiibasyondan sonra ¢dzeltinin 562 nm’de absorbansi ferrozin hari¢ geriye
kalan ¢ozeltiden olugsan kore karsi kaydedildi. Kontrol olarak test numuneler disindaki
geriye kalan c¢ozelti kullanildi. Metal selatlama aktivitelerini karsilastirmak i¢in aym
konsantrasyonda standart antioksidan olarak kabul edilen a-tokoferol ve BHT kullanildi.
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 hesaplanmustir:
% Metal Selatlama Aktivitesi=[(Ag-A1)/Ag]x100
Ao= Kontrol Absorbansi

A;= Numunelerin ve/veya standartlarin Absorbansi
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3.3.3.3. Hidrojen Peroksit Giderme Aktivitesi

Test bilesiklerinin (L1-L5) hidrojen peroksit giderme aktiviteleri Ruch ve ark.,’nin
belirledikleri yonteme [166] gore yapildi. Bunun igin pH=7.4 olan 0.1 M fosfat
tamponunda 43 mM’lik hidrojen peroksit ¢ozeltisi hazirlandi. Daha sonra farkli
konsantrasyondaki (50,100,250 pg/ml) test orneklerinden alinarak hacimleri 3,4 ml’ye
kadar tampon ¢ozelti ile tamamlandi. Bu islemlerden sonra 0,6 mL’lik 43 mM’lik H,O,
¢ozeltisi ilave edildi. 10 dk oda sicakliginda inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra hidrojen
peroksitin, 230 nm’deki absorbansi, hidrojen peroksit igermeyen fosfat tamponundan
olusan kore kars1 kaydedildi. Kontrol olarak test numunelerin disinda geriye kalan ¢ozelti
kullanildi. Hidrojen peroksit giderme aktivitelerini karsilastirmak i¢in test 6rnekleriyle ayni
konsantrasyonda standart antioksidan olarak kabul edilen askorbik asit ve BHT kullanild.
Olgiimler 3’er kez yapilarak ortalamalar1 alinarak hesaplandi. Bu metotta, diisiik absorbans
degeri yiiksek H,O, Giderme Aktivitesi olarak degerlendirilir. Yiizde H,O, Giderme
Aktivitesi su formiilden hesaplanmisgtir:

% H»0, Giderme Aktivitesi = [(Ao-A1)/Ag] x 100
Ao = Kontrol Absorbansi

A; = Numunelerin ve/veya standartlarin Absorbansi

3.3.3.4. Siiperoksit Radikali Giderme Aktivitesi

Test bilesiklerinin (L1-L5) siiperoksit radikali giderme aktivitesi Liu ve ark.,’nin
yapmis oldugu yonteme [167] gore bazi modifikasyonlarla gergeklestirildi. Buna gore;
calismada test bilesiklerin 50,100, 250 pg/mL’ ni iceren 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) ¢ozeltileri karistirild.

Reaksiyon bu karigima 100 pL 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 karigiminda test bilesiginin eksik oldugu kore karsi
560 nm’de okundu. Olgiimler 3’er kez yapilarak ortalamalar1 almarak hesaplandi.
Stiperoksit radikali Giderme Aktivitesini karsilastirmak i¢cin numune yerine standart
antioksidanlar olan a-tokoferol, askorbik asit ve BHT ayni konsantrasyonda kullanildi
Azalan absorbans, artan siiperoksit radikali giderme aktivitesini gosterir. Yiizde Siiperoksit

radikali Giderme Aktivitesi su formiilden hesaplanmustir:
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% Stiperoksit radikali Giderme Aktivitesi = [(Ao-A1)/Ao] x 100
Ao = Kontrol Absorbansi

A; = Numunelerin ve/veya standartlarin Absorbansi

3.3.3.5. Deoksiriboz Degredasyonu ile Hidroksil Radikali Yakalama Aktivitesi

Bu yontemde enzimatik olmayan, deoksiriboz degredasyonu ile olusan hidroksil
radikallerinin yakalanmasi esasina dayali olan metod kullanildi. Test bilesiklerin hidroksil
radikali (OH") yok etme aktiviteleri Halliwell ve ark. (168) metoduna gore bazi
modifikasyonlarla ger¢eklestirildi. Reaksiyon karigimi; Farkli konsantrasyondaki DMSO’
da ¢6ziinmiis 6rneklerden (50,100, 250 ug/ml) 50 uL alinip, 150 pL deoksiriboz (200mM
Sml), 60 pL FeSO4.7H,0 (20mM 50ml), 30 uL EDTA (10mM 50ml), 150 uL (1 M 50ml)
H,O, ve 60 uL (500mM 5ml) askorbik asit ¢ozeltisinden olusturuldu ve karigima 2.5 ml
KH,PO,4 tamponu (pH: 7,4) eklenerek son hacim 3 mL’ ye tamamlanip vorteksle iyice
kanigtirildi. 37 °C” deki etiivde 1 saat bekletilen tiiplerin iizerine 1 mL %210 TCA ve 1 mL
%2 TBA eklendi. Sicak su banyosunda 100 °C’ de 15 dk bekletilen 6rneklerin daha sonra
oda 1sisma geldiginde tampona karsi 532 nm dalga boyunda UV’de absorbanslari
kaydedildi. Hidroksil yakalama aktivitesini karsilastirmak i¢cin numune yerine standart
antioksidanlar olan a-tokoferol, askorbik asit ve BHT ayni konsantrasyonda kullanildi

% OH Radikali Yok Etme Aktivitesi = [(Ao-A1)/Ag] X 100

Ao kontroliin absorbansi, A; 6rneklerin absorbansi olarak alinmustir.

3.3.4. In vitro Antioksidan yontem olarak Saccharomyces cerevisiae Orneklerindeki
Olciimler

Antioksidan aktivitenin belirlenmesi igin Saccharomyces cerevisiae maya hiicreleri
kullanildi. Fungi alemine dahil olan Saccharomyces cerevisiae tek hiicreli bir
mikroorganizmadir. Saccharomyces cerevisiae askomisetik bir mayadir. Maya terimi
tomurcuklanma ve enine boliinme gibi yontemlerle aseksiiel (eseysiz) olarak iireyen, bir
zigotdan veya partenogenetik olarak tek bir somatik hiicreden olusmus serbest bir askus
icerisinde askorporlar {ireten, dominant olarak tek hiicreli bir tollusa sahiptirler.
Saccharomyces cerevisiae diger mayalar gibi karbonhidratlar1 fermente eder. Bira yapimi
ve firincilikta kullanilir. Mayalarin yiiksek vitamin icerigi, besin olarak degerlerini artirir.
Bir¢ok Saccharomyces cerevisiae tiirii diger vitaminler yaninda 6zellikle B vitaminini

sentezlerler. Saccharomyces cerevisiae malt extract broth'da asilanip etiivde 25 °C'de
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inkiibe edildi ve eksponensiyel fazda 10° hiicre/mL alinarak deneysel caligmalar
gergeklestirildi. Bu hiicreler siklikla molekiiler diizeyde oksidatif strese metabolizmanin
cevabi ¢alismalarinda bir model olarak kullanilmaktadir [169,170]. MDA olgiimleri igin
birer deney tiipline 2’ser ml hiicre iceren ¢ozelti konuldu. Maddeler DMSO da ¢d6ziilerek
belirli konsantrasyonlar da ¢ozeltileri hazirland1 ve son derisimler 50 uM ve 100 uM
olacak sekilde tiiplere ilave edildi. Tiim denemeler icin tiiplerdeki DMSO miktar1 esit
olacak sekilde ilaveler yapildi. Kontrol grubu olarak esit hacimde DMSO ilave edilen
tiipler kullamldi. Madde ilavesinden sonra belirli siireler beklendi. Ilgili literatiirlerle
kiyaslanarak ml deki hiicre sayisinin 10® hiicre/mL olmasina ve maddelerin ¢oziiniirligii de
g0z Oniine alinarak dozlara karar verildi. MDA analizi i¢in kimyasal maddelerle muamele
edilmis hiicrelere %15'lik trikloroasetik asitten 250uL ve 0.5 M HCIO4'den 750 pL ilave
edilerek calkalandi. Hiicreler kiigiik parcalara ayrildi ve lizat 4500 devirde 5 dakika
santrifiijlendikten sonra berrak kisim alinarak HPLC'de analizlendi [161].

3.3.5. In Vitro Antitiimér Ozelliklerin Arastirilmasi
3.3.5.1. MCF-7 Cozdiiriilmesi, Flasklara Ekimi, Beslenmesi ve Boliinmesi

Hiicre kiiltiir bankasindan (ATCC, ABD) aldigimiz donmus haldeki MCF-7 (insan
g0giis kanseri hiicreleri) oda sicakliginda c¢ozdiiriilerek 75 ml flask igerisine aktarildi.
Flask’in igerisine daha onceden hazirlanmis olan DC5 (25 ml) ilave edildi ve flasklar,
Nuaire marka bir %5 CO; - %95 O inkiibatoriine (Playmouth, MN, ABD) yerlestirildi.
Giinlik olarak hiicrelerin durumu Soif marka (Soif Optical Inc., Cin) bir inverted
mikroskop kullanilarak kontrol edildi ve ii¢iincii giliniin sonunda flasklarda bulunan DC5
cekilerek tazesiyle degistirildi. Bu islem {i¢ giin araliklarla siirekli tekrar edildi. Sayilari
artmaya devam eden hiicreler flaskin tabanmni tamamen kaplayarak iist iiste tabakalar
olusturmaya basladilar. 15. giinlin sonunda flasklardaki medyum c¢ekildi ve yerine 3 ml
tripsin ilave edilerek inkiibatore yerlestirildi. 2-3 dakikada bir flasklar hafif¢e sallanarak
hiicrelerin yapistiklar1 ylizeyden ayrilmalar1 saglandi. Tiim hiicreler flaskin yiizeyinden
ayrildiktan sonra flasklarin igerisine 12 ml DCS5 ilave edildi ve dikkatli sekilde triturasyon
(stispansiyonun pipet igerisine cekilip bosaltilarak yapilan ayristirma islemi) yapilarak
hiicrelerin homojen olarak soliisyona dagilmasi 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
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yerlestirildi. Hiicrelerin ekimleri, beslenmeleri ve deneyler steril bir Class II Laminair

Flow (Biolaf, Ankara) i¢erisinde gergeklestirildi [171,172].

3.3.5.2. Kullanilacak hiicre sayisi ve madde dozlarinin belirlenmesi

MCF-7 gogiis kanseri hiicreleri, flasklara tripsin ilave edilerek yerlerinden sokiildii
ve hiicre silispansiyonu 2000 rpm devirde 5 dk. santrifiij edildi. Tiiplerdeki tripsin-medyum
karisimi alinarak yerine DCS5 ilave edildi ve triturasyon ile hiicrelerin tek hiicre
stispansiyon haline gelmeleri saglandi. Hemositometre kullanilarak hiicreler sayildi ve
hiicre sayis1t MCF-7 hiicre deneyleri i¢in 1x10% / ml hiicreye ayarlandi. Bu sekilde dozlarin
0,1 uM, 1 uM, 10 uM ve 100 uM olmasina karar verildi [173].

Hiicre siispansiyonundan birer ml deney tiiplerine aktarildi ve iizerine test edilecek
ajanlar 0,1 uM, 1 puM, 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 miktar1
%1’den fazla degildi. 24 saat sonra tiipler inkiibatdrden ¢ikarilarak triturasyon yapildi ve
hiicre siispansiyonu % 0,4 tryphan blue ile 1:1 (v/v) oraninda karistirilarak rastgele segilen
100 adet hiicre hemositometrede sayildi. Hiicre canliligi orani1 yilizde olarak ifade edildi
[174].

3.4 istatistiksel Analiz

Istatistiksel analiz i¢in SPSS 15.0 yazilim programu kullanildi. Kontrol grubu ile
deneysel gruplar arasindaki karsilastirma 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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4. DENEYSEL BULGULAR

4.1. indirgeme Kuvveti Tayini Ile Tlgili Bulgular

Calismada kullanilan biitiin test bilesiklerinin indirgeme kuvveti Oyaizu metoduna
[164] gore, Fe"* un Fe**’ye doniisiimiine gore yapildi. Bir bilesik veya ekstrenin indirgeme
kapasitesi, 0 bilesik veya ekstrenin antioksidan aktivitesinin 6nemli bir indikatoru olarak
bilinir [142]. indirgeme kuvveti her bir test bilesigi i¢in 50, 100 ve 250 pg/ml’lerinin
icinde bulundugu cozeltilerinin 700 nm’de absorbanslarinin 6lgiilmesiyle belirlenmistir.

Elde ettigimiz bulgulara asagidaki ¢izelge ve sekillerde sunulmustur.

Cizelge 4.1 Test bilesikleri ve standart antioksidanlarin absorbans sonuglari.

Test Bilesikleri indirSggl;l;lrcnlivveti indili%%n:leg /kr:]llvveti indilz'gsgn:leg ;(r:]llvveti
L1 0,94 1,09 1,38
L2 0,52 0,73 0,91
L3 0,3 0,45 0,59
L4 0,43 0,58 0,89
L5 0,41 0,53 0,82
Askorbik asit 0,92 1,21 1,64
BHT 0,47 0,68 131
a-tokoferol 0,32 0,48 0,76

Bu metotta, yiiksek absorbans degeri yiliksek indirgeme kuvveti olarak
degerlendirilir. Yukaridaki c¢izelgeye baktigimizda her bir test bilesiginin indirgeme
kuvveti kapasitelerinin artan konsantrasyona bagl olarak arttig1 goriilmiistiir. Bilesiklerin
konsantrasyona bagli olarak kendi iclerinde ve kendi aralarindaki degisen indirgeme

kapasiteleri asagidaki sekillerde de gosterilmistir.
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Sekil 4.1 Test bilesikleri ve standart antioksidanlarin absorbans grafikleri.
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Sekil 4.2 Test bilesikleri ve standart antioksidanlarin karsilastirmali absorbans
grafikleri.
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Yukaridaki sekillerdeki grafikleri inceledigimizde, 50 pg/ml konsantrasyona gore
indirgeme kuvveti kapasiteleri su sekilde swralanmustir; L1>Askorbikasit>L2
>BHT>L4>L5>0 —Tokoferol>L3. 100ug/ml konsantrasyona gore ise; Askorbik asit>L1
> 2>BHT>L4>L5>a —Tokoferol>L3. En yiiksek konsantrasyona gore (250 pg/ml )
indirgeme kuvveti kapasiteleri su sekilde swalanmustir; Askorbik asit>L1>BHT
>L2>L4>L5>0 —Tokoferol>L3.

4.2. Metal Selatlama Aktivitesi Tayini ile Tlgili Bulgular

Metal selatlama aktivitesi lipit peroksidasyonuna sebep olan metalleri
tutukladigindan dolay1r énemlidir [146]. Fenton kimyasinda da goriildigii gibi antioksidan
kapasite acisindan OH’ radikallerinin olusmasina sebep olan Fe*? ve Cu* gibi metallerin
tutklanmasinda son derece onemlidir. Test bilesikleri veya standart antioksidantlarin
varliginda ferrozin-Fe*? kompleksi, tam meydana gelmez. Bu durum kullanilan bilesiklerin
metal selatlayici 6zelliklerini gostermektedir. Metal selatlama aktivitesi her bir test bilesigi
icin 50, 100 ve 250 ug/ml miktarlari ve onlarla ayni konsantrasyondaki standart
antioksidan olarak kabul edilen a-tokoferol ve BHT orneklerinin 562 nm’de absorbanslar:
alinmis ve tutuklanan metalin yilizdesi hesaplanmustir. Sonuglar asagidaki c¢izelge ve

sekillerde sunulmustur.

Cizelge 4.2 Test bilesikleri ve standart antioksidanlarin metal selatlama yiizdeleri.

Test Bilesikleri M.et.al §elatlama Me.tal §elatlama l\f[e.tal §elatlama
Aktivitesi 50 (ug/ml) | Aktivitesi 100 (ug/ml) | Aktivitesi 250 (ng/ml)

L1 43,25 48,22 51,09

L2 40,91 42,5 41,03

L3 19,8 23,71 31,33

L4 37,77 39,74 40,03

L5 38,08 38,37 40,22

BHT 65,42 70,33 75,42
a-tokoferol 55,88 60,58 65,02

Bu metotta, disiik absorbans degeri hesaplama sonucunda yiiksek aktivite
yiizdesine karsilik gelir. Yukaridaki cizelgeye baktigimizda her bir test bilesiginin metal
selatlama aktivitesi artan konsantrasyonla degiskenlik gostermistir. Bilesiklerin
konsantrasyona bagli olarak kendi iclerinde ve kendi aralarindaki degisen metal selatlama

yiizdeleri asagidaki sekillerde de gdsterilmistir.
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Sekil 4.3 Test bilesikleri ve standart antioksidanlarin metal selatlama yiizde
grafikleri.
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Sekil 4.4 Test bilesikleri ve standart antioksidanlarin karsilastirmali metal selatlama
ylizdeleri.

46



Yukaridaki grafikleri inceledigimizde, 50 pg/ml konsantrasyona goére metal
selatlama aktiviteleri su sekilde siralanmistir; BHT> o —Tokoferol>L1>L2 >L5>L4 >L3.
100ug/ml konsantrasyona gore ise; BHT> a —Tokoferol>L1>L2 >L4>L5>L3. En yiiksek
konsantrasyona gore (250 pg/ml ) metal selatlama aktivitesi su sekilde siralanmaktadir;

BHT >a —Tokoferol>L1>L2>L5>1L4>L3.

4.3. Hidrojen Peroksit Giderme Aktivitesi Tayini Ile Tlgili Bulgular

H20,, kendisi ¢ok reaktif bir {iriin olmamasina ragmen zaman zaman hiicrelerin

toksisitesine sebep olabilmekte ve hiicrelerde hidroksil radikallerinin artmasin

saglamaktadir [145]. Ozellikle Fe*? ve Cu® gibi metal iyonlarinin varliginda kolayca OH"e

doniisebilmektedir. Bu yiizden hiicre ve gida sistemlerinde H,O’nin giderilmesi ¢ok
onemlidir.

Hidrojen peroksit giderme aktivitesi her bir test bilesigi i¢in 50, 100 ve 250 ug/ml
miktarlar1 ve onlarla ayn1 konsantrasyondaki standart antioksidan olarak kabul edilen a-
tokoferol, ve BHT orneklerinin 230 nm’deki absorbanslari ahinmis ve yiizdesi

hesaplanmistir. Sonuglar asagidaki ¢izelge ve sekillerde sunulmustur.

Cizelge 4.3 Test bilesikleri ve standart antioksidanlarin hidrojen peroksit giderme

ylizdeleri.
Hidrojen Peroksit | Hidrojen Peroksit | Hidrojen Peroksit
Test Bilesikleri Giderme Aktivitesi | Giderme Aktivitesi | Giderme Aktivitesi
50 (ug/ml) 100 (ug/ml) 250 (ng/ml)
L1 49,58 50,23 51,55
L2 50,35 51,05 51,03
L3 24,88 2791 33,23
L4 34,89 39,31 42,03
L5 38,23 40,25 40,12
Askorbik asit 50,43 51,45 52,01
BHT 27,82 38,71 41,83
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Sekil 4.5 Test bilesikleri ve standart antioksidanlarin hidrojen peroksit giderme
ylizde grafigi.
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Sekil 4.6 Test bilesikleri ve standart antioksidanlarin karsilastirmali hidrojen
peroksit giderme yiizdeleri.
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Yukaridaki ¢izelge ve grafiklere baktigimizda 50 pg/ml ve 100ug/ml
konsantrasyonlarina gore hidrojen peroksit giderme aktiviteleri su sekilde siralanmistir;
Askorbik asit> L2>L1> L5>L4> BHT>L3. En yiiksek konsantrasyona gére (250 pg/ml )
H,O, giderme sekilde Askorbik

L4>BHT>L5>L3.

aktivitesi su siralanmaktadir; asit>L1>L2>

4.4. Siiperoksit radikali Giderme Aktivitesi Tayini Ile Tlgili Bulgular
PMS/NADH-NBT sisteminde, PMS/NADH ¢ifti tarafindan meydana getirilen

siiperoksit anyonlarinin NBT'yi indirgeme reaksiyonlarina dayanmaktadir. indirgenmis

NBT urunu ise 560 nm’de maksimum aktivite gostermektedir. Reaksiyon karigiminda

absorbans azalmasi, siiperoksit anyonlarinin giderildigini ve dolayisiyla antioksidant

aktiviteyi gostermektedir Stiperoksit radikali giderme aktivitesi her bir test bilesigi i¢in 50,

100 ve 250 pg/ml ‘larin ig¢inde bulundugu cozeltilerinin 560 nm’de absorbanslarinin

Olciilmesiyle belirlenmistir. Elde ettigimiz bulgulara asagidaki ¢izelge ve sekillerde

sunulmustur.

Cizelge 4.4 Test bilesikleri ve standart antioksidanlarin Siiperoksit giderme ytizdeleri.

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

L1 62,88 64,84 66,18
L2 62,11 63,98 67,01
L3 53,21 51,01 48,98
L4 60,33 60,77 62,19
L5 59,48 61,01 61,66
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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Sekil 4.7 Test bilesikleri ve standart antioksidanlarin Stiperoksit giderme ytiizde
grafigi.

90
80
70

60 -
50 -
40 - ™ 50 (ug/ml)
30 - M 100 (ug/ml)
20 - M 250 (pg/ml)

10 ~

o N & & SR S Q
g
N o
[9) ~
¥ ¢

Sekil 4.8. Test bilesikleri ve standart antioksidanlarin karsilastirmali Siiperoksit
giderme yiizdeleri.

Yukaridaki grafiklere baktigimizda siiperoksit radikali giderme aktivitesi artan
konsantrasyonla degiskenlik gostermistir. 50 pg/ml konsantrasyona gore siiperoksit radikal
giderme aktiviteleri su sekilde siralanmustir; Askorbik asit>BHT>L1>L2 >L4>L5>q —
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Tokoferol>L3. 100pg/ml konsantrasyona gore ise; BHT> Askorbik asit>L1>L2 >a —

Tokoferol>L5>L4>L3. En yiiksek konsantrasyona gore (250 pg/ml ) siiperoksit radikali

giderme aktivitesi su sekilde siralanmaktadir; BHT >Askorbik asit >L2>L1> a —

Tokoferol>L4>L5>L3

4.5. Hidroksil Radikali Yakalama Aktivitesi Tayini ile lgili Bulgular

Bu yontemde enzimatik olmayan, deoksiriboz degredasyonu ile olusan hidroksil

radikallerinin yakalanmasi esasina dayali olan metod kullanildi. Hidroksil radikali

yakalama aktivitesi her bir test bilesigi i¢in 50, 100 ve 250 pg/ml miktarlari ve onlarla

aym konsantrasyondaki standart antioksidan olarak kabul edilen a-tokoferol ve BHT

orneklerinin 532 nm’deki absorbanslar1 alinmis ve yiizdesi hesaplanmistir. Sonuglar

asagidaki ¢izelge ve sekillerde sunulmustur.

Cizelge 4.5 Test bilesikleri ve standart antioksidanlarin hidroksil Rad. Yakalama yiizdeleri

Hidroksil Radikali

Hidroksil Radikali

Hidroksil Radikali

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

L1 43,01 75,55 89,23

L2 42,11 74,52 90,25

L3 40,13 71,03 89,21

L4 44,33 73,58 87,77

L5 37,85 72,54 89,84
Askorbik asit 45,21 78,07 92,54
BHT 38,52 72,82 90,02

51




Hidroksil Radikali Yakalam Aktivitesi %

100

0 50 100 150 200 250

Konsantrasyon (mikrogram)

=11 —fl=|2 =h=|3 ==[4 =H=|5 —=@—Ask.Asit ==t=BHT

Sekil 4.9 Test bilesikleri ve standart antioksidanlarin hidroksil radikali yakalama
grafigi.
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Sekil 4.10 Test bilesikleri ve standart antioksidanlarin karsilastirmali hidroksil
radikali yakalama yiizdeleri.
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Yukaridaki sekillerde grafiklere baktigimizda hidroksil radikali yakalama aktivitesi
artan konsantrasyonla arttig1 gériilmiistiir. 50 pg/ml konsantrasyona gore hidroksil radikali
yakalama aktiviteleri su sekilde siralanmustir; Askorbik asit >L4>L1 >L.2> L3>BHT>L5
100ug/ml konsantrasyona gore ise; Askorbik asit >L1>L2>14 >BHT>L5>L3>. En yiiksek
konsantrasyona gore (250ug/ml) hidroksil radikali yakalama aktivitesi su sekilde
siralanmaktadir; Askorbik asit >L2>BHT >L5>L1>L3>1L4.

4.6. In vitro Antioksidan yontem olarak Saccharomyces cerevisiae orneklerindeki
olciimler

Test maddeleriyle muamele edilmis Saccharomyces cerevisiae maya hiicrelerinin MDA

diizeylerine ait sonuglar cizelge ve sekillerde verilmistir.

Cizelge 4.6 Bilesiklerle muamele edilmis Saccharomyces cerevisiae maya hiicrelerinin
MDA Diizeylerinin Dozlara Gére Ortalama Degerleri

Gruplar

Parametre Kontrol L1 L2 L3 La L5

MDA 50 uM 0,55+0,02° 0,42+0,02° 0,43+0,09° 0,69+0,01% 0,50+0,01° 0,43+0,01° ***
(mg/2.10° hiicre)

MDA 100 pM 0,55i0,02b 0,44+0,02° 0,44+0,01° 0,70+0,01% 0,54i0,01b 0,46+0,01°¢ ***
(mg/2.10° hiicre)

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 4.11 Bilesiklerle muamele edilmis Saccharomyces cerevisiae maya
hiicrelerinin MDA Diizeylerinin istatistiksel grafikleri.
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Sonuglar incelendiginde, 50 uM ve 100 uM konsantrasyonda istatistiksel agidan
L1,L2 ve L5 maddeleri MDA degerini kontrole gore istatistiksel olarak anlamli olarak
diistiriirken L4 maddesininde kontrole yakin diizeyde oldugu bulunmustur. L3 maddesinin
ise kontrole gore MDA degerini anlamli sekilde arttirdigi ve diger test maddeleriyle de

anlamh farklilik gdsterdigi sdylenebilir.

4.7. In vitro Antitiimor o6zelliklerin arastirilmas1 MCF-7

Test maddeleriyle muamele edilmis MCF-7 ( insan meme kanseri ) hiicrelerinin canlilik

oranina ait sonuglar ¢izelge ve grafik olarak asagida verilmistir.

Cizelge 4.7 Bilesiklerle muamele edilmis MCF-7 hiicrelerinin doza gore % de oraninda
canlilik durumlar1

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

0,1 pM 100£0,00°  94,05+0,83®  84,33+1,21° 80,40+1,37%  88,72+2,17  9336+221®  75,67+3,56° Hwk
1pM 100+0,00*  94,05+0,83  88,08+1,72"  7571+2,04*  7349+42,45°  8390+1,53%  77,3443,90%  *xx
10 uM 100+0,00°  94,05+0,83° 67,23+1,76° 75,1042,14%  76,4543,41%  79,78+3,00° 76,11+1,83%  *xx

100 pM 100+0,00*  94,05+0,83% 34,25+1,58° 67,81+1,80° 37,77+1,56° 25,5442,58" 22,87+1,47° falaied

a-e Aymi satirda farkli harfi tagiyan grupla arasi fark istatistiksel olarak anlamlidir.
*P<0.05 ; **P<0.01 ; ***P<0.001 ;OD p>0.05
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Grafik 4.8 Maddelerle muamele edilmis MCF-7 hiicrelerinin doza gére % de oraninda
canlilik durumlarinin istatistiksel grafikleri.

Elde edilen sonuglar incelendiginde, 0,1 uM konsantrasyonda L5 maddesi, 1 uM
konsantrasyonda L3 maddesi, 10 pM konsantrasyonda L1 maddesi, 100 uM
konsantrasyonda L5 maddesinin istatistiksel agidan en anlamli sekilde (P<0.001 ) kanserli
hiicreleri yok ettigini tespit ettik. Bunun yaninda ¢izelgede de goriildiigii lizere bazi
konsantrasyonlarda L2 ve L4 maddelerinin de bilesiklerin kendi iginde ve kontrollerle

kiyaslandiginda yine anlamli farklilik gosterdigi de sdylenebilir.
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4.8.1n vivo Antioksidan Aktivite Ol¢iimleri
4.8.1. Karaciger Dokusundaki A, E ve C vitamini ve MDA Diizeyleri

Test bilesiklerinin karaciger dokusunda A,E ve C vitamini ve MDA {izerine

etkilerine dair elde edilen sonuglar asagida gizelge ve sekillerde verilmistir.

Cizelge 4.9 Bilesiklerle muamele edilmis karaciger dokusundaki A, E ve C vitamini ve

MDA diizeyleri.
Parametre Gruplar
R =
KONTRO L1 L2 L3 L4 L5
L
C Vit.(ng/g) 20,7214  25,18£1,14% 21,10+0,84° 7,16+0,95°  16,10£0,55% 16,28+1,27% ***

73
MDA(ug/g)  4.96+1,08 2244023  3,1040,31  6,01£1,61 5204095  4,96+0,68  OD
AVit. (ug/g)  024+0,01° 026+0,02°  023+0,01°  0,1140,02°  021+0,02°  021+0,012  ***

EVit (ngfg)  0.5540.06"  0.6620,06° 0,57+0,01%  031+0,10°  0,55£0,04°  0,62+0,01°  **

a-c Ayni satirda farkli harfi tagtyan grupla arasi fark istatistiksel olarak anlamlidir.
*P<0.05 ; **P<0.01 ; ***P<0.001 ;0D:Onemli degil, p>0.05

(ng/®) (hg/®)
301 81
a
a
= —
£
IS
S
g
o b
\:1’ \:b \>’ \/q/ \/{b
Gruplar Gruplar

Sekil 4.12. Bilesiklerle muamele edilmis karaciger dokusundaki C vitamini ve
MDA diizeylerinin istatistiksel grafikleri.
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Sekil 4.13. Bilesiklerle muamele edilmis karaciger dokusundaki A ve E vitamini
diizeylerinin istatistiksel grafikleri.

Yukaridaki ¢izelge ve sekillerde gosterildigi gibi kontrole ve bilesiklerin kendi
aralarindaki sonuglara baktigimizda L3 bilesiginin diger bilesiklere gore istatistiksel olarak
daha farkli bir etkisinin oldugunu belirledik. Diger bilesiklerin A, E ve C vitaminleri ve
MDA ‘ya etkilerinin birbirlerine ve kontrole gore farkli veya yakin oldugu goriilmistiir.

Bu sonuglarin detayli degerlendirilmesi tartisma kisminda yapilacaktir.

4.8.2. Bobrek Dokusunda A, E ve C vitamini ve MDA Diizeyleri

Test bilesiklerinin Bobrek dokusunda A, E ve C vitamini ve MDA {izerine etkilerine dair

elde edilen sonuglar agagida ¢izelge ve sekillerde verilmistir.

Cizelge 4.10 Bilesiklerle muamele edilmis bobrek dokusundaki A, E ve C vitamini ve

MDA diizeyleri.
Parametre Gruplar ---p---
KONTROL L1 L2 L3 L4 L5
CVit (ug/e)  9,26+1,09  7,40+1,60  8,76+0,29 840133  824+027  8,42+0,42 OD
MDA(ug/g)  2,90+0,05%  2,28+0,22°  2,44+0,16°  3,84+0,33%  2,58+0,17°  2,54+0,45" *x
AVit. (ug/g)  0,24+£0,02°  0,24+0,01°  023+0,05°  0,1120,01°  0,24+£0,02®  0,26+0,02° o
E Vit (ug/g). 0,74+0,06°  1,03£0,01*°  0,85+0,03®  0,31£0,05°  0,75+0,01°  0,71=0,08° *rx

a-c Aym satirda farkli 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 4.14 Bilesiklerle muamele edilmis bobrek dokusundaki C vitamini ve MDA
diizeylerinin istatistiksel grafikleri

(ng/g) (ng/e)
£ T : £ 2 b b
g : $ 1 Y

Sekil 4.15 Bilesiklerle muamele edilmis bobrek dokusundaki A ve E vitamini
Diizeylerinin istatistiksel grafikleri.

Yukaridaki c¢izelge ve sekillerdeki grafiklerde gosterildigi gibi kontrole ve
bilesiklerin kendi aralarindaki sonuglara baktigimizda L3 bilesiginin MDA’y1 artirdigini,
vitaminleri disiirdiigiinii diger bilesiklerin ise kontrole yakin diizeyde MDA’y diisiirdiigii,

vitaminleri de ayni1 seviyelerde tuttugunu bulduk.

4.9. Kan Orneklerindeki A, E ve C vitamini ve MDA Diizeyleri

Test bilesiklerinin kan orneklerindeki A, E ve C vitamini ve MDA iizerine

etkilerine dair elde edilen sonuglar asagida ¢izelge ve sekillerde verilmistir.

58



Asagidaki c¢izelge ve sekillerdeki grafiklerde gosterildigi gibi kontrole ve
bilesiklerin kendi aralarindaki sonuglara gore L3 bilesiginin diger bilesiklere gére daha
farkli bir etkisinin oldugunu belirledik. Diger bilesiklerin ise MDA’y1 ve vitaminleri

kontrole yakin diizeyde etkiledigini bulduk.

Cizelge 4.11 Bilesiklerle muamele edilmis Kan 6rneklerindeki A, E ve C vitamini ve MDA

Diizeyleri
Gruplar
—-P---
KONTROL L1 L2 L3 L4 L5

C Vit. 4,00£0,19%  4,52+024*  4,36+0,15®  3,00£0,71°  3,88+0,23" ;1,036i0,36a ok
(mg/1t)
MDA(mg/lt)  0,57+0,02°  0,48+0,03°  0,49+0,03°  0,68+0,03°  0,56+0,01°  0,56+0,02°  ***
A Vit. 0,57£0,02°  0,62+0,03*  0,59+0,02°  0,30£0,09°  0,53+0,06*°  0,55+0,02%  **
(mg/1t)

E Vit. (mg/lt)  3,34+£0,20%  3,93+0,05%  3,72+0,05®  2,07+0,04  2,91£0,10°  3,20£0,06°  ***

a-d Aym satirda farkl harfi tagiyan grupla arasi fark istatistiksel olarak anlamhdir.
*P<0.05 ; **P<0.01 ; ***P<0.001 ;0D p>0.05

(mg/1t) (mg/1t)
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Sekil 4.16 Bilesiklerle muamele edilmis kan 6rneklerindeki A, E ve C vitamini ve
MDA diizeylerinin istatistiksel grafikleri.
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5. TARTISMA

Insanlarin dogal metabolizmasinda enerji kaynagi olan karbonun oksijen ile
yanmasi sonucunda bazi etmenlerin etkisi ile; stiperoksit, hidroksil, hidrojen peroksit gibi
aktif oksijen formlar1 olan serbest radikal olarak adlandirilan bir takim bilesikler ortaya
cikmaktadir. Serbest radikaller; viicuttaki hiicrelerin membranina, hiicre yapisinda bulunan
lipidlere, proteinlere, niikleik asitlere ve DNA’ya zarar vererek, kanser, koroner hastaliklar,
diyabet, katarakt, karaciger tahribat1 gibi pekcok hastaliga neden olmaktadirlar.
Antioksidan maddeler; serbest radikallerin neden oldugu reaksiyonu durdurarak, singlet
oksijenini baglayarak, metallerin katalizledigi oksidasyon reaksiyonlarinda metali
baglayarak ve oksidasyonun tesvik etmis oldugu hasarlar1 hiicresel bakimdan engelleyerek
dejeneratif hastaliklarin olusumunu engellerler [175].

Triazol bilesiklerinin son derece dnemli antimikrobiyal, antitumor, antioksidan,
enzim inhibitorii, antidepresan, antitiiberkiiloz, antiinflamatuvar, antihipertansive gibi
biyolojik 6zelliklere sahip oldugu bilinmektedir [176-182].

Yapilan ¢alismalar giin gectikge serbest radikallerin yeni ve gesitli hastaliklarin
olusumu ve geligimi lizerindeki etkilerin ortaya koymaktadir.

Triazol bilesikleri, oldukg¢a genis farmakolojik Ozelliklere sahip olmalarindan
dolay1 biyokimya, organik kimya ve farmasdtik kimyada yaygin olarak kullaniimaktadir.

Bu tez ¢alismasinda bis 1,2,4- triazol iceren bazi mannich bazlarinin farkli in vitro
ve in vivo yontemler kullanarak antioksidan ve antitiimor aktiviteleri arastirilmistir. Elde

ettigimiz veriler ve degerlendirmeler asagida sunulmustur.

Indirgeme kuvveti aktivitesi

Test bilesiklerin yapilan indirgeme giicii testleri sonucunda ele gecen bulgular
cizelge 4.14. ve sekil 4.13 ve 4.14.” de verilmistir. Bu yontemde, reaksiyon karigiminin
absorbansindaki artis numunenin yiiksek indirgeme giicii olarak degerlendirilir. Cizelge 14.
ve sekil 13-14. de gosterilen bilesiklerden L1 test bilesiginin tiim konsantrasyonlarda
diger bilesiklerden daha yiiksek bir indirgeme kapasitesine sahip oldugu goriilmektedir.

Bilesikler kendi aralarinda kiyaslandiklarinda en diisiik indirgeme aktivitesi gosteren
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bilesigin L3, en yiiksek aktiviteye sahip bilesigin ise L1 oldugu goriilmiistiir. L1 bilesigini
L2, L4, L5 ve L3 bilesikleri takip etmistir. Her bir bilesigin kendi ig¢inde artan
konsantrasyonuna bagli olarak aktivitesinde artig gosterdigi goriilmiistiir. Test bilesiklerini
standart antioksidanlarla kiyasladigimizda ise tiim konsantrasyonda L1 test bilesigimizin
standart bir antioksidan olan askorbik asitin indirgeme kapasitesine yakin bir indirgeme
kapasitesine sahip oldugu goriilmiistiir. Ayrica tiim konsantrasyonlarda (50, 100 ve 250
ug/ml) L1 bilesiginin diger standart antioksidanlardan (BHT ve a-tokoferol) ¢ok daha
yiiksek indirgeme kapasitesine sahip oldugu goriilmiistiir. Buna gore, L1 bilesiginin iyi bir
indirgeme kuvvetine sahip oldugu sdylenebilir. L2 bilesiginin 50 ve 100pg/ml
konsantrasyonda standart antioksidanlardan BHT ve a-tokoferol den yiiksek degerde,
askorbik asitten ise daha diisiik bir degerde aktivite gosterdigi goriilmiistiir. L3 maddesinin
hem diger test bilesiklerinden hem de standart antioksidanlardan, tiim konsantrasyonlarda
diisiik bir aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir. L4 ve L5 bilesiklerinin aktivitesi tim
konsantrasyonlarda askorbik asit ve BHT den diisik o-tokoferol den ise yiiksek degerde
cikmustir.

Bilesiklerin indirgeme kapasiteleri potansiyel antioksidan aktivitelerinin anlamli bir
belirleyicisi olarak kullanilabilir [81]. Bu c¢aligmada indirgeyici ozellikleri arastirilan
bilesiklerden L3 bilesigi disindaki tiim bilesiklerin absorbanslarinin konsantrasyona ve
antioksidan c¢esidine bagli olarak degiskenlik gosterse de standart antioksidanlarin
absorbansindan yiiksek cikabildigi goriilmiistiir. Bir bilesigin indirgeme kapasitesi onun
elektron transfer edebilmesiyle iliskilidir ve potansiyel antioksidan aktivitesinin 6nemli bir
gostergesi olarak kabul edilir. Ozellikle L1 bilesiginin en iyi aktivite gosterdigi
goriilmiistiir. Bu nedenle bu yonteme goére bilesikler igerisinde L1 bilesiginin en iyi
potansiyel antioksidan olabilecegini diislinebiliriz. Literatiirde de elde etti§imiz sonugclarla
uyum gosteren 1,2,4-triazollerin ve mannich bazlarinin indirgeme kuvvetine bagh olarak
antioksidan etkisi oldugunu ortaya koyan caligmalar mevcuttur. Ornegin yapilan bir
calisgmada [183] 1,2,4-triazol tirevlerinin 1iyi indirgeyici aktivite gosterdikleri
gosterilmistir. Bagska bir ¢caligsmada[184] bazi mannich bazlarinin standart olarak kullanilan
BHT ve Troloxdan ¢ok daha iyi indirgeme giicli gostererek antioksidan etkilerinin oldugu
ortaya konulmustur. Diger bir ¢alismada [185] ise 1,2,4-triazol tiirevlerine bakilmis ve

standartlardan diisiik olmasina ragmen iyi sayilabilecek diizeyde indirgeme aktivitesine
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sahip olduklar1 belirlenmistir. Baska bir ¢alismada [186] da triazol tiirevlerinin iyi

indirgeyici olduklar1 gosterilmistir.
Metal selatlama aktivitesi

Cizelge 4.15. ve sekil 4.15 ve 4.16.” da test bilesiklerinin ve standartlarin metal
selatlama aktiviteleri % inhibisyon olarak gosterilmektedir. Test bilesiklerinin tiimiiniin
metal selatlama aktivitesine sahip olduklar1 goriilmektedir. Ancak test bilesiklerini standart
antioksidanlarla kiyasladigimizda tiim konsantrasyonlarda, tiim test bilesiklerinin standart
antioksidan olan BHT ve a-tokoferol den daha diisiik bir aktiviteye sahip oldugu
goriilmiistiir. Bu nedenle test bilesiklerin standart antioksidanlardan daha iyi selator
olduklarimi sdyleyemeyiz. Bu bilesikler arasinda L1 test bilesigimizin tiim
konsantrasyonlarda diger bilesiklerden daha yiiksek bir metal selatlama aktivitesine sahip
oldugu goriilmektedir. Bilesikler kendi aralarinda kiyaslandiklarinda en diisiikk metal
selatlama aktivitesine L3 bilesiginin, en yiiksek aktiviteye ise L1 bilesiginin sahip oldugu
goriilmiistiir. L1 bilesigini L2, L4, L5 ve L3 bilesikleri takip etmistir. Genel olarak
bakildiginda bu bilesikler arasinda L1 bilesiginin konsantrasyonu arttikga standart
antioksidanlara yaklasan degerde selatorliik gosterdigi icin test bilesikleri igerisinde L1
bilesiginin iyi seviyede metal selatlama aktivitesine sahip oldugu sdylenebilir. Literatiirde
de triazollerin antioksidan etkilerini ortaya koymak i¢in metal selatlama aktivitesine
bakilan ¢aligmalar mevcuttur. Bu ¢aligmalardan birinde [187] 1,2,4 triazol tlirevlerinin iyi
bir selator olup antioksidan potansiyeli oldugu gosterilmisir. Baska bir ¢aligmada [186] iyi
selator olarak ortaya ¢ikan triazol tiirevleri tespit edilmistir. Diger bir ¢alismada ise [188],
(1,2,4)-Triazol tiirevlerinin metal gelatlamalarina bakilarak antioksidan etkileri ortaya
konulmugtur. Calismamiz sonucunda elde ettigmiz veriler de literatiirdeki yapilan bu
caligmalar1 destekler nitelikte olup bis 1,2,4- triazol tiirevlerinin selator aktivitelerini ortaya

koymustur.

Hidrojen peroksit giderme aktivitesi

Test bilesiklerinin yapilan hidrojen peroksit giderme aktivitesi sonucunda elde
edilen bulgular ¢izelge 4.16. ve sekil 4.17. ve 4.18." de gosterilmektedir. H2O, giderme
aktivitesi artan konsantrasyonla degiskenlik gostermistir. Bilesikler kendi aralarinda
kiyaslandiklarinda L3 tiim konsantrasyonda en diisiik aktiviteyi gostermis, en yiiksek

aktiviteye sahip bilesigin ise L1 oldugu goriilmistiir. Elde edilen sonuglari inceledigimizde
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L1 bilesigini, en yiiksek konsantrasyonda (250 pg/ml ) en yiiksek aktiviteyi gosteren
bilesik olmustur. L4 ve L5 bilesikleri ise birbirlerine yakin diizeyde aktivite gostermis olup
L1 ve L2 bilesiklerinin ardindan siralanmislardir. Test bilesiklerini standart antioksidanlarla
kiyasladigimizda ise tiim konsantrasyonlarda, L3 disindaki tiim test bilesiklerinin standart
antioksidan olan BHT’ den daha yiiksek bir aktiviteye sahip oldugu gorilmiistiir. Buna
karsin tiim test bilesiklerinin standart antioksidan olan askorbik asitten daha diisiik bir
aktiviteye sahip oldugu goriilmiistiir. L3 bilesiginde ise diisiik diizeyde aktivite
belirlenmistir. Diger bilesiklerden L4 ve L5’ te ise aktivite orta diizeydedir. Diger taraftan
ozellikle L1 ve L2 bilesiklerinin askorbik asite ¢ok yakin diizeyde bir aktiviteye sahip
oldugu da goriilmiistiir. Bu sonuglara gére L1 ve L2’ nin tiim test bilesiklerin i¢inde en iy1
H.,0, giderme aktivitesine sahip bilesikler oldugu ortaya ¢ikmustir. Literatiirde bizim
sonuglarimizla uyum gosteren, 1,2,4, triazol bilesiklerinin H,O, giderme etkisine sahip
bilesikler oldugunu gosteren c¢esitli ¢alismalar vardir. Yapilan bir ¢alismada [189] bazi
mannich bazlarinin orta diizeyde H;O, giderme aktivitesi ortaya konulmustur. Ayrica
baska bir ¢caligmada [190] da antioksidan etkilerini degerlendirmek igin hidrojen peroksit

aktivitelerine bakilmig ve iyi sevide aktivite gosteren triazoller tespit edilmistir.
Siiperoksit radikali giderme aktivitesi

Test edilen bilesiklerin olgiilen siiperoksit radikalini giderme aktiviteleri
sonuglarinda elde edilen bulgular ¢izelge 4-17. ve sekil 4-19. ve 4-20.” de verilmistir.
Stiperoksit radikali giderme aktivitesi artan konsantrasyonla degiskenlik gostermistir. 50 ve
100 pg/ml konsantrasyonlarda en yiiksek aktiviteyi L1 bilesigi gostermis olmasina karsin
en yiiksek konsantrasyonda en iyi aktiviteyi ise L2 bilesigi gostermistir. Elde edilen
bulgulara gore L1 ve L2 bilesiklerinin 50 pg/ml’de yakin diizeyde aktiviteye sahip oldugu
goriilmiis olup benzer durum L4 ve L5 bilesikleri i¢in de gecerlidir. Test bilesikleri
icerisinde en diisiik aktivite L3 de goriilmistiir. L5 bilesigi i¢in 100 ve 250 pg/ml’lerdeki
aktivitesinin benzer oldugu tespit edilmistir. Ayni durumun L4 bilesigi icin 50 ve
100pg/ml’ de de oldugu belirlenmistir. Antioksidan standartlarla kiyaslandiginda higbir
test bilesiginin askorbik asit ve BHT aktivitelerini gecemedigi goriilmiistiir. Diger taraftan
L1 ve L2’nin tiim konsantrasyonlardaki aktivitelerinin a —tokoferol’ den daha iyi oldugu
bulunmustur. Bu sonuglara gore bilesikler arasinda L1 ve L2 bilesiklerinin siiperoksit

radikali giderme aktivitesinin en iyi oldugu sdylenebilir. Diger bilesiklerden L4 ve L5’in
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de artan konsantrasyona bagl olarak standart antioksidanlarin aktivitelerine yakin aktivite
gosterdikleri icin bu bilesiklerin de siliperoksit radikali tlizerine iyi bir aktivitesi
olabilecegini diistinmekteyiz. Literatirde de 1,2,4, triazol yapisndaki bazi tiirevlerin
siiperoksit radikalini giderme aktivitelerine bakilmistir. Ornegin bir ¢alismada 1,2,4, triazol
tiirevleri arastirildiginda bakilmis iyi olabilecek diizeyde bazi siiperoksit radikal giderme

aktivitesine sahip tiirevler tespit edilmistir [191].
Hidroksil radikali yakalama aktivitesi

Test bilesiklerin yapilan deoksiriboz degredasyonu ile olusan hidroksil
radikallerinin yakalanmasi1 sonucunda ele gecen bulgular ¢izelge 4.20. ve sekil 4.19. ve
4.20.’de verilmistir. 532 nm’de yapilan Ol¢limlerde test bilesiklerinin absorbanslari,
50,100,250 pg/ml konsantrasyonlarda askorbik asit ve BHT standart antioksidanlarla
kiyaslanmustir. Hidroksil radikali yakalama aktivitesinin artan konsantrasyonla arttig
goriilmistiir. Elde edilen sonuglar1 inceledigimizde L4 test bilesigimizin 50 pg/ml
konsantrasyonlarda diger bilesiklerden daha yiiksek bir hidroksil radikali yakalama
aktivitesine sahip oldugu goriilmektedir. L1 bilesiginin 100pg/ml konsantrasyonlarda diger
bilesiklerden daha yiiksek bir hidroksil radikali yakalama aktivitesine sahip oldugu
goriilmektedir. L2 bilesiginin 250 pg/ml konsantrasyonlarda diger bilesiklerden daha
yiiksek bir hidroksil radikali yakalama aktivitesine sahip oldugu goriilmektedir. Diger
taraftan tiim bilesiklerin her konsantrasyonda birbirine yakin degerlerde aktiviteye sahip
oldugu da tespit edilmistir. Test bilesiklerinin tiimiiniin askorbik asite ve BHT’ ye yakin bir
aktiviteye sahip oldugu tespit edilmistir. Bu sonuglara gore bilesiklerimizin hidroksil
yakalama aktiviteleri iyi seviyede bulunmustur. Yapilan bir ¢alismada 1,2,4, triazol iceren

ve iyi hidroksil radikali yakalama aktivitesi gosteren tiirevlerin oldugu bildirilmistir [186].
Genel degerlendirme

Test bilesiklerimizin antioksidan etki gdsterebilme potansiyelini ortaya koyabilmek
icin bilesiklerimizi indirgeme kuvveti, metal selatlama, siiperoksit ve hidrojen peroksit
giderme, hidroksil radikali yakalama gibi in vitro yontemlerle arastirdik. Litertiirde
calismamizda planladigimiz bu yontemlerin tiimiinii ayn1 anda kullanarak ya da bir veya
birkagin1 kullanarak 1,2,4- triazol tiirevlerinin ve mannich bazlarinin potansiyel
antioksidan etkilerini arastiran ¢aligmalar mevcuttur. Ayrica 1,2,4-triazollerin antioksidan

ozelliklerini tezimizde ¢alistigimiz yontemlerden farkli metotlarla ortaya koyan bir ¢ok
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calismada mevcuttur. [58,183,185,197,198 - 209]. Ornegin triazollerle ilgili yapilan bir
caligmada 1,2,4-triazol-tiol(tion) tiirevlerinin yiiksek oranda antioksidan aktiviteye sahip
olduklar1 belirtilmistir.1,2,4-triazol halkasindaki azot ve merkapto gruplari niikleofil
merkezdir ve elektrofiller ile tepkimeye girebilmektedir. Ornegin S ve N atomunda bazi
alkilasyon ve mannich reaksiyonlarinin gergeklestirildigi  bildirilmektedir [58].
Calismalarin birinde 1,2,4-triazol halkasindaki fenilagil tiirevinin oksijen ve nitrikoksit
serbest radikalleri i¢in antioksidan aktiviteye sahip olduklari gozlenmistir [193]. Bir diger
caligmada 8-klor-[1,2,4]triazol tiirevlerinin antioksidan 6zellikleri ortaya konmustur [194].
Diger bir ¢caligmada [195] standart olarak askorbik asit yontem olarak hidrojen peroksit
giderme aktivitesini kullanarak 1,2,4-triazol tiirevlerinden iyi antioksidan etkiye sahip
bilesikleri tespit etmislerdir. Farkli bir c¢alismada ise [196] potensiyel antioksidan
1,2,4,triazol bilesikleri bildirilmistir. Antioksidan etkileri arastiran bir ¢alismada tarafindan
yapilmustir [197].

Literatiirdeki benzer calismalardaki antioksidan yontem farkliliklari ve triazol
halkasina bagli gruplarin farkliliklar1 nedenleriyle bu ¢aligmalarin sonuglarini tezimizdeki
bilesiklerin sonuglariyla birebir kiyaslayamiyoruz. Ancak literatiirde test bilesiklerimize
yakin gruplar ihtiva eden ayrica bizim de kullandigimiz yontemlerden bir veya birkacin
kullanarak 1,2,4 triazol tiirevlerin antioksidan etkisini gdsteren ve sonuglarimizi
destekleyen c¢alismalar mevcuttur [203,208]. Bu ¢alismalar1 ve sonuglarimizi
degerlendirdigimizde; elde ettigimiz veriler 1s1¢inda genel olarak oOzellikle piperazin
sekonder aminli bis 1,2,4 triazol tiirevi L1 ve L2 bilesiklerimizin potansiyel antioksidan
etkilerinin olabilecegi fikrini ileri siirebiliriz.

L4 ve LS5 bilesiklerinin ise standart antioksidanlara yakin degerlerde sonuglar
verebilmesini gozoniinde tutarak bu bilesiklerin antioksidan etkilerinin iy1 sayilabilecek bir
diizeyde oldugunu sdyleyebiliriz. L3 bilesiginin ise hidroksil yakalama aktivitesi disinda
diger tiim yontemlerde standart antioksidanlarin aktivitelerine gore ¢ok diisiik diizeylerde
kaldigin1 belirledik. Bundan &tiirii L3 bilesiginin diger bilesiklere gore potansiyel

antioksidan aktivitesinin diisiik oldugunu sdyleyebiliriz.
Saccharomyces cerevisiae érneklerindeki 6l¢iimler

S.cerevisiae hiicre dongiisiiniin arastirilmasinda ¢ok kullanishdir, ¢iinkii hem
kiiltiirlenmesi kolaydir, hem de, bir Okaryot oldugundan dolay1r hayvan ve bitkilerin

karmasik hiicre ici yapilarma sahiptir. Okaryotlar arasinda genomunun dizini ilk
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okunmustur. Maya genom veri tabani [210] bu ¢aligmanin iizerine insa edilmis, iginde
maya genlerinin ¢esitli 6zellikleri gayet ayrintili bir sekilde kaydedilmistir. Bu bilimsel
kaynak, okaryotik hiicre genetigi ve fizyolojisinin yapisi ve organizasyonu hakkinda temel
bilgilerin gelistirilmesinde ¢ok onemli bir konuma sahiptir. Bir diger S. cerevisiae veri
taban1 Munich Information Center for Protein Sequences [211]" dir. Genom yaklasik
13.000.000 baz ¢iftinden ve 6275 genden olusmaktadir, ancak bu genlerin yaklasik
5.800"iniin islevsel oldugu sanilmaktadir. Maya ve insan genomunun dizinleri %23
ortaktir. Bundan dolay1 ¢alismamizda Saccharomyces cerevisiae yontemini de kullanmay1
tercih ettik.

Saccharomyces cerevisiae orneklerindeki olgtimlerinden elde ettigimiz sonuglar
cizelge 4.21. ve sekil 4.23. de gosterilmistir. Buna gore, 50 puM ve 100uM
konsantrasyonlarda L4 bilesigi disindaki diger tiim test bilesiklerinde kontrole gore
istatistiksel olarak 6nemli farkliliklar ortaya ¢ikmistir. Buna gore, L1, L2 ve L5 bilesikleri
MDA diizeyini istatistiksel olarak anlamli sekilde diistirmistiir. L3 bilesigi ise kontrole
gore MDA diizeyini istatistiksel olarak anlamli sekilde arttirmistir. L4 bilesiginde ise
istatistiki agidan anlamli bulunmamasina ragmen kontrole gére MDA diizeyinde diisiis
gorlilmiistiir. Buna gore L3 bilesigi diger bilesiklere gére MDA diizeyini arttirarak pro
oksidan bir etki gostermistir. L3 bilesiginin diger antioksidan yontemlerde de diisiik bir
aktiviteye sahip oldugunu daha 6nce belirlemistik. Buna ilaveten L3 bilesiginin lipit
peroksidasyonunun bir gostergesi olan MDA y1 arttirmasi da L3 bilesiginin antioksidan
olarak etkisinin olmadig1 hatta negatif yonde bir etkisi oldugu fikrini disiindiirmiistiir. L1,
L2 ve L5 bilesikleri diger antioksidan yontemlerde iyi aktivite gostermislerdi. L1, L2 ve
L5 bilesiklerinin bu yontemde de MDA’y1 da disiirmesiyle bir baglant1 kurulabilir.
Bundan 6tiirti bu bilesiklerin antioksidan potansiyelinin oldugu fikri daha da gii¢lenmistir.
Literatiirde 1,2,4 triazollerin Saccharomyces cerevisiae hiicre kiiltiirinde MDA analizine
yonelik sinirli sayida ¢aligmalara rastladik. Bu nedenle ¢alismamiz bu yondeki eksikligin
giderilmesinde katki saglayacaktir. Bu galismalarin birinde 1,2,4 triazol bilesiklerinin
MDA diizeyini azalttigi belirlenmistir [212]. Triazol disinda baz1 Schiff bazlar tiirevlerin
de de bu yontem kullanilarak degerlendirmeler yapilmis, MDA’y1 diisiiren sonuglara
rastlanmigtir [213-216]. Bu bulgular bizim de L3 disinda bilesikler i¢in elde ettigimiz

sonuglar1 destekler nitelikte olmustur.
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In vitro antitiimor aktivitesi

Test maddeleriyle muamele edilmis MCF-7 (insan meme kanseri ) hiicrelerinin
antitimor diizeylerine ait elde ettigimiz sonuglar ¢izelge 4.22. ve sekil 4.24.” de verilmistir.
Elde ettigimiz sonuglara gore tiim test maddelerimizin kontrol ve ¢oziicli kontrole gore
istatistiksel acidan anlamli sekilde farkliliklar gosterdigini tespit ettik. Ayrica bilesikler
kendi aralarinda da istatistiksel olarak farklanmiglardir. Sonuglarimiza goére 0,1 pM
konsantrasyonda MCF-7 kanser hiicre canliligin1 en ¢ok azaltan L5 bilesigi olmustur.
Ayrica 0,1 uM konsantrasyonda L5 bilesigi kontrole ve diger bilesiklere gore istatistiksel
olarak ¢ok anlamli ¢ikmistir. Bu konsantrasyonda dikkat ¢eken ve kontrole gére anlamli
sekilde hiicre canlilign1 azaltan diger bilesik ise L1 bilesigi olmustur. Diger konsantrasyon
olan 1 uM ‘da ise MCF-7 kanser hiicre canliligini istatistiksel olarak anlamli derecede en
cok azaltan L3 bilesigi olmustur. L3 bilesigine L2 ve L5 bilesikleri de yakin degerde etki
gostermislerdir. 10 uM konsantrasyonda L1 bilesigi MCF-7 kanser hiicre canliligini
istatistiksel acidan anlamli bir sekilde en ¢ok azaltan bilesik olmustur. En yiiksek
konsantrasyon olan 100 uM da ise L5 bilesigi en iyi etkiyi gostererek kanserli hiicre
canliligin1 azaltmigtir. Tiim bu sonuglar dikkate alindiginda 6zellikle L5 maddesinin en
etkin antitimor aktivite gosterdigini tespit ettik. Ayrica L3, L1 ve L2 maddeleri de etkin
aktivite gosterdi. L4 ise oOzellikle 100 uM’ da iyi aktivite gosterdi. Bu nedenle tiim
bilesiklerimizin iyi antitiimor etkilerinin oldugunu soyleyebiliriz.

Bu veriler 1s1g1nda dikkati ¢eken en Oonemli bilesiklerin L3 ve L5 bilesiklerinin
oldugunu diisiinliyoruz. Ciinkii L3 bilesigi antioksidan yontemlerde etkisiz kalirken
Saccharomyces cerevisiae hiicre kiiltiirinde MDA’y1 artirdi. Bu yontemde de kanserli
hiicreleri yok etti. Bu sonuglar birarada degerlendirildiginde L3 bilesiginin sitotoksik bir
etkisi olabilecegi fikrini dogurmustur. L5 bilesigi en diisiik 0,1 puM ve 100 uM
konsantrasyonda en iyi antitimor aktivite gosteren bilesik olarak on plana g¢ikmustir.
Ayrica, LS bilesigi L3 bilesiginden farkli olarak hem antioksidan olarak iyi bir aktivite
gostermis hem de antitiimor olarak etkili aktivite gostermistir. Bundan dolay1 L3 bilesigine
gore, L5 bilesiginin, antioksidan etki gosterek hem zarar vermeyen hem de antitiimor etki
gosteren farkli bir mekanizmaya sahip oldugunu sdyleyebiliriz.

Sonuglarimizi degerlendirdigimizde kendi bilesiklerimizin meme (gogiis) kanserine
(MCF-7) kars1 etkili bir aktivite gosterdiklerini sOyleyebiliriz. Literatirde de bu

sonuglarimiz1 destekleyen 1,2,4 triazol halkali tlirevlerin antitlimér etkisinin gosterildigi
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caligmalar mevcuttur. Antikanser olarak kullanilan bazi ilaglarin yapisinda, 1,2,4-triazol
tiirevleri ve onlarin izosterleri olarak diisiiniilen tiyazol tiirevi oldugu yapilan ¢aligmalar
neticesinde ortaya konulmustur [217]. 1,2,4-triazol bilesiklerinin mannich baz tiirevlerinin
de antitiiberkiiler, antimalaryal, antikanser ve analjezik ila¢ olarak kullanildig:
bilinmektedir. Giinlimiizde en ¢ok oOliimle sonuglanan hastaliklardan biri olan kanserin
tedavisi i¢in her ne kadar degisik yontemler gelistirilmis ve bu baglamda degisik yapilara
sahip bilesikler terapdtik amaclarla kullanilmakta ise de kanser en ¢ok 6liimle sonuglanan
hastaliklardan biri olmaya devam etmektedir. Son zamanlarda yapilan ¢aligmalarin birinde
1,2,4-triazol halkasi i¢eren arilidenhidrazidler meme kanserine kars etkili bilesikler olarak
sentez edilmistir [218]. 1,2,4-triazol igeren bilesiklerin antitiimor amagli kullanilmalar1 i¢in
farkli  molekiiller sentezlenmistir. 1,2,4-triazol halkali bilesiklerin baz tiirevleri
sentezlenmis ve asetik asit hidrazidin baz tiirevlerinin sadece meme kanserinde, 2-fenil-
etilenamino ve 2-fenil-etilamino bilesiklerinin ise kiiglik hiicreli olmayan akciger
karsinoma ve meme kanserinde etkili bir antitumdr ajan1 olduklar: tespit edilmistir. 1,2,4-
triazol halkalar1 gibi azol halkalar1 da iceren terapotik ajanlardan Vorozol, Letrozol ve
Anastrozol gibi bazi bilesikler meme kanseri tedavisinde de kullanilmaktadirlar [219].
Antitiimor ilact olarak da kanser tedavilerinde kullanilmak i¢in gelistirilen 1,2,4-triazol
tirevleri bulunmaktadir. 4-amino-3-fenil-5-okso-4,5-dihidro-[1,2,4]triazol-1-il-asetik asit
2,4-diklorobenzilidenhidrazit meme kanserine karsi antikanser Ozelligine sahiptir [220].
Literatiirdeki bu calsmalar yaptifimiz ¢alismada buldugumuz antitiimor etkiyi destekler

nitelikte olup bu alanda katk1 saglayacagini diisiinmekteyiz.
Test bilesiklerinin in vivo etkileri
Karaciger dokusunda A, E ve C vitamini ve MDA iizerine etkileri

Test bilesiklerinin karaciger dokusunda A, E ve C vitamini ve MDA {izerine etkileri
cizelge 4.23. ve sekil 4.25. ve 4.26.°da verilmis olup kontrol ve bilesiklerin kendi
aralarindaki sonuglarina baktigimizda L3 bilesiginin hem kontrol hem de diger bilesiklere
gore istatistiksel olarak C vitamini konsantrasyonunu anlamli bir sekilde distirdiigiini
tespit ettik. L4 ve L5 bilesikleri uygulanan gruplarda ise istatistiksel agidan anlamli
olmamasina ragmen kontrole gére daha diisiik C vitamini konsantrasyonu oldugunu
belirledik. L1 ve L2 bilesikleri uygulanan gruplardaki C vitamini konsantrasyonunun ise

kontrole yakin seviyelerde oldugu goriildi. MDA tizerine etkilerine bakildiginda ise
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kontrole gore tiim test gruplarnda istatistiksel agidan anlamli farkliliklar bulunmadi. Buna
ragmen L3 bilesiginin kontrole gére MDA diizeyini arttirdigini tespit ettik. L3 bilesiginin
S.cerevisiae yonteminde de MDA diizeyini artirmis olmasi, bu bilesigin hem in vivo hem
in vitro da MDA’ y1 artiric1 bir aktiviteye sahip oldugunu ortaya ¢ikardi. L1 ve L2
bilesiklerinin ise istatistiksel olarak anlamli ¢ikmamasina ragmen kontrole gore MDA
diizeyini disiirdiglinii, L4 ve L5 maddelerinin ise kontrol diizeyine yakin degerlerde
bulundugunu belirledik.

A vitamini diizeyini arastirdigimizda; L3 bilesiginin hem kontrol hem de diger
bilesiklere gore istatistiksel olarak A vitamini konsantrasyonunu anlamli bir sekilde
diisiirdiigiinii tespit ettik. Diger test bilesiklerinin ise kontrole yakin seviyelerde oldugunu
belirledik. E vitamini iizerine etkilerine bakildiginda kontrole goére L3 bilesiginin
istatistiksel olarak E vitamini seviyesini kayda deger bir sekilde diisiirdiigiinii tespit ettik. E
vitamini seviyesinin diger bilesiklerde kontrol diizeyine yakin degerlerde bulundugunu
belirledik.

Bobrek Dokusunda A, E ve C vitamini ve MDA iizerine etkileri

Test Bilesiklerinin Bobrek Dokusunda A, E ve C vitamini ve MDA iizerine
etkilerini ¢izelge 24. ve sekil 27. ve 28.” de sunduk. Bu verileri inceledigimizde tiim test
bilesiklerinin hem kontrol hem de kendi aralarinda istatistiksel olarak C vitamini diizeyine
anlaml bir etkilerinin olmadigini belirledik.

Tim test gruplarinin birbirlerine ve kontrole sayisal olarak yakin diizeyde C
vitamini igerigine sahip oldugu tespit edildi. MDA iizerine etkilerine bakildiginda L3
bilesiginin kontrole gore istatistiksel olarak anlamli bicimde MDA diizeyini arttirdigini
tespit ettik. Bu sonuclar, L3 bilesiginin karaciger dokusunda oldugu gibi bobrek dokusunda
da MDA’ y1 arttirdigim1 gostermektedir. Diger test bilesiklerinin degerlerinin birbirleriyle
yakin seviyede olup istatistiksel agidan anlamli ¢ikmamasina ragmen kontrole gore MDA
diizeyini diistirdiigii gdzlenmistir. A vitamini diizeyini arastirdigimizda L3 bilesiginin hem
kontrol hem de diger bilesiklere gore istatistiksel olarak A vitaminini anlamli bir sekilde
diistirdiigiinii tespit ettik. Diger test maddelerinin ise kontrole yakin seviyelerde oldugunu
belirledik. E vitamini {izerine etkilerine bakildiginda kontrole gore L3 bilesiginin
istatistiksel olarak E vitamini seviyesini anlamli bir sekilde diistirdiigiinii belirledik. Diger

taraftan L1 bilesigindeki grupta istatistiksel olarak E vitamini seviyesini anlamli bir sekilde
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yiksek oldugu goriildii. L2, L4 ve LS5 bilesiklerinde kontrolle ayni diizeylerde
bulundugunu belirledik.

Kan Orneklerindeki A, E ve C vitamini ve MDA iizerine etkileri

Test bilesiklerinin kan orneklerindeki A, E ve C vitamini ve MDA {izerine
etkilerinin sonuglari ¢izelge 4.25. ve sekil 4.29.” da sunuldu. Kontrole ve bilesiklerin kendi
aralarindaki sonuclaria baktigimizda L3 bilesiginin hem kontrol hem de diger bilesiklere
gore istatistiksel olarak C vitamini konsantrasyonunu anlamli bir sekilde disiirdigiini
tespit ettik. Diger test maddelerinin uygulandig1 gruplarda ise kontrole yakin C vitamini
seviyelerinin oldugunu goézlemledik. MDA iizerine etkilerine bakildiginda kontrole gore
L1, L2, L4 ve L5 test grubunda istatistiksel agidan anlamli farkliliklar bulunamadi. Bu
bilesiklerde MDA diizeyi kontrole yakin diizeyde tespit edildi. L3 bilesiginin ise
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde MDA diizeyini arttirdigini belirledik.

A vitamini diizeyini arastirdiimizda L3 bilesiginin hem kontrol hem de diger
bilesiklere gore istatistiksel olarak A vitaminini anlamli bir sekilde diisiirdiigiinii tespit
ettik. Diger test bilesiklerinin uygulandig: gruplarda ise kontrol grubuna yakin seviyelerde
A vitamini oldugunu belirledik. E vitamini {izerine etkilerine bakildiginda kontrole gore L3
bilesiginin istatistiksel olarak E vitamini seviyesini anlamli bir sekilde diisiirdiiglinti
belirledik. E vitamini diizeyinin L1 ve L2 bilesiklerinde kontrole gore yakin diizeylerde

oldugunu belirledik.
Genel degerlendirme

Tim doku ve kan Orneklerindeki sonuglari degerlendirdigimizde test
bilesiklerimizden L3 bilesiginin uygulandig1 gruplarda kontrole gore istatistiksel olarak
anlamli bir sekilde MDA diizeyinin artti§1 aynt zamanda vitamin diizeylerinin azaldig1
goriilmektedir. Diger test gruplarinda ise genel olarak kontrole gére MDA diizeyini artirici
bir aktivite goriiliirken vitaminler agisindan kontrolle yakin diizeyler tespit edilmistir.

Literatiirde 1,2,4- triazolleri bizim invivo yOntemlerimizle kiyaslayacak bir
calismaya rastlamamakla birlikte baska grup ve tiirevlere ait calismalardaki sonuglara gore
serbest radikal olusumundaki artis MDA diizeyinde artmaya, E vitamini diizeyinde ise
azalmaya neden olmaktadir [221-223]. Baska bir calismada arastirmacilar [224],
antioksidan oOzellik gosteren maddeleri (naringin ve probukol) diyet ile tavsanlara

verdiklerinde bu maddelerin plazma MDA ve A vitamini diizeyini etkilemedigini, E
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vitamini diizeyini ise, kullanimimi azaltarak yiikselttigini gozlemislerdir. Buna gore L3
bilesiginin dokuda adeta radikal etkisi gostererek MDA’ y1 arttirdigin1 buna bagli olarak
vitaminlerin harcanarak azaldigini diistinebiliriz. Diger test bilesiklerinin de tam tersi adeta
antioksidan etki gosterereck MDA’y1 azalttigi ve buna bagli olarak vitaminlerin
harcanmamasindan Otiirii  kullanimin1 azaltarak kontrole yakin veya biraz yliksek

degerlerde ¢iktig1 fikrini diisiinebiliriz.
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6. SONUC

Bu calismada, dlgiilen invitro ve invivo antioksidan parametrelere ve antitimor
etkisine bakildiginda {imit verici sonuglar gozlendi. Ozellikle L1, L2, L4 ve L5
maddelerinin iyi antioksidan aktivite ile birlikte sergilemis olduklar1 iyi antitimor
ozellikleri bu bilesiklerin farmakolojik agidan onemli bir biyoaktivite sergilediklerinin
gostergesi olabilir. L3 bilesiginin antioksidan etkisi diisiik olsa da meme kanserine karsi iyi
antitimor etkisi oldugunu sdyleyebiliriz. Bu tez ¢alismasi kapsaminda test edilen bilesik
siniflarinin, arastirilan birgok farmakolojik 6zelliklerine ilave olarak arastirdigimiz bu
parametrelerin de literatiir bilgisine katkida bulunacagi kanisindayiz. Sonug olarak, test
bilesiklerimizin 1ileriki ¢alismalar i¢in model bilesiklerin se¢cimi ve tasariminda

faydanilabilecek 6zellikte oldugunu 6nerebiliriz.
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