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SIMGELER VE KISALTMALAR LISTESI

Abs : Sogurum (Absorbans)

ABTS : 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiyazolin-6-siilfonik asit)
ADP . Adenozin difosfat

APAF-1 . Apoptoz aktive edici faktor

ArEs . Aril esteraz

ATP . Adenozin trifosfat

BHT - Butillenmig hidroksitoluen

Ca : Kalsiyum

CAD - Kaspazla aktiflegsen deoksriboniikleaz
CAT : Katalaz

CKI - Siklin bagimli kinaz inhibitora

cm? : Santimetrekare

CTL - Sitotoksik T lenfosit

°C - Santigrat derece

CuSO04 - Bakar stlfat

DMEM : Dulbecco’s Modified Eagle Media
DMF : Dimetil formamid

DMSO : Dimetil sulfoksit

DNA : Deoksiriboniikleik asit

dPBS : Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (Dulbecco Fosfat Tamponu)
DPPH : 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil

DPPH-H - Indirgenmis DPPH

EDTA : Etilen diamin tetra asetik asit

DTA : Differansiyel termal analiz

EDTA : Etilen diamin tetraasetik asit

ESR - Elektron spin rezonans

FBS : Fetal Bovine Serum, Fétal si8ir serum
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NaCl
Na2COs
NBT
NMR
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: Floresanizosiyanat

: Gaz kromatografi-Ktle spektrometresi
: Glutatyon peroksidaz

: Glutatyon peroksidaz
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:Hidrojen peroksit

: Sulfirik Asit

: Perklorik Asit
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: Meme Kanseri hiicre hatt

: Malondialdehit
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:Milimolar

: Sodyum klorir
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:Nitroblue tetrazolium

:Nikleer manyetik rezonans spektroskopisi
: Organofosfor

. Stperoksit radikali

- Hidroksil radikali

: Oksidatif stres indeksi

: Fosfat tamponu

:Fenazin meta sulfat

Ac-DEVD-pNA: Kaspaz-3 substrati



pNA : Kromofor p-nitroanilit

Ac-DEVDCHO : Kaspaz-3 inhibitori

PON : Paraoksonaz

RO- : Alkoksil radikali

ROO : Peroksil radikali

ROT : Reaktif oksijen turleri

SD : Standart sapma

SH : Standart hata

SOD : Superoksit dismutaz

SOR : Serbest oksijen radikalleri
TAS : Total antioksidan seviyesi
TBA : Tiyobarbitlrik asit

TCA : Triklorasetik asit

TOS : Total oksidan seviye
XTT : 2,3-Bis-(2-metoksi-4-nitro-5-silfofenil)-2H-tetrazolyum-5-

karboksanilid tuzu

4a: etan-1,2-diilbis{imino[(2-hidroksifenil)metandiil]})bisfosfinik asit

4b: etan-1,2-diilbis{imino[(4-metoksifenil)metandiil]})bisfosfinik asit

4c: etan-1,2-diilbis[imino(tiyofen-2-ilmetandiil)]} bisfosfinik asit

4d: propan-1,3- diilbis{imino[(2-hidroksifenil)metandiil]})bisfosfinik asit

4e: propan-1,3-diilbis{imino[(4-metoksifenil)metandiil]})bisfosfinik asit

4f: propan-1,3-diilbis[imino(tiyofen-2-ilmetandiil)]} bisfosfinik asit

49: 2,2-dimetilpropan-1,3-diilbis[imino(4-metoksifenill)metandiil)]bisfosfinik asit
4h: 2,2-dimetill propan-1,3-diil)bis[imino(tiyofen-2-ilmetandiil)]} bisfosfinik asit
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BAZI BiS(a-AMINOALKIL-FOSFINIK ASiT) TUREVLERININ
SENTEZI VE BiYOLOJIK AKTiVITELERININ ARASTIRILMASI

OZET

Bu ¢alismada; ilk 6nce diamin bilesikleri ile aldehitlerin reaksiyonundan 8 adet Schiff bazi
sentezlenmis ve sentezlenen bu bilesiklerin hipofosfordz asit ile etkilestirilmesi sonucunda 8 adet
bis(a-aminoalkil-fosfinik asit bilesigi elde edilmistir. Hedeflenen bisfosfinik asitlerin 77 vizo
antioksidan aktiviteleri, bes farkli yontem kullanilarak karsilastirmali olarak degerlendirilmistir.
Sentezlenen bilesikler igerisinde ethan-1,2-diilbis[imino(tiyofen-2-ilmetandiil)|} bisfosfonik asit
(4¢), propan-1,3-diilbis[imino(tiyofen-2-ilmetandiil) |} bisfosfonik asit (4f) ve 2,2-dimetil propan-
1,3-diil)bis[tiyofen-2-ilmetandiil)|} bisfosfonik asit (4h) bilesiklerinin serbest radikalleri
temizleme aktivitelerinin yiiksek oldugu belirlenmistir. Diger taraftan bilesiklerimizin antikanser
aktiviteleri, insan meme kanseri (MCF-7) hiicre hatt1 ve normal endotelyal (HUVEC) hiicre hattt
tizerinde degerlendirilmistir. Bilesiklerin hiicre kiiltiirleri tizerindeki etkileri, hiicre biiylimesi ve
gelismesi bakimindan mikroskobik goriintiileme teknikleri kullanilarak, hiicredeki sitotoksik ve
antiproliferatif etkileri XTT yontemi kullanilarak, hiicre kiiltiirlerindeki etki mekanizmalarinin
gosterilmesi kaspaz-3 aktivitesine ve apoptotik etkinliklerine bakilarak arastirilmistir. Tim
fosfinik asit bilesiklerinin MCF-7 ve HUVEC hiicrelerinde sitotoksik olarak etkili oldugu,
ozellikle 4¢, propan-1,3-diibis{imino|(4-metoksifenil) methandiil|}) bisfosfonik asit (4e) ve 4f
bilesiklerinin kuvvetli aktivite gosterdikleri, 4e, 4h ve 2,2-dimetilpropan-1,3-diilbis[imino(4-
metoksifenil) methandiil) |bisfosfinik asit (4g) fosfinik asitlerinin yiiksek dozlarda apoptotik
etkinliklerinin oldugu, kaspaz-3 aktivitelerini arastirdigimizda, AO/EB boyamasi sonuglarina
gore, sadece 4e bilesiginin gergekte apoptoz olusturdugu belirlenmistir. Ayrica 4f ve 4h fosfinik
asit bilesiklerinin topoizomeraz I {izerinde hafif bir inhibisyon etkisi oldugu, 4e ve 4h fosfinik asit
bilesiklerinin  topoizomeraz II’ yi yiizde elliye yakin, ethan-1,2-diilbis{imino|(2-
hidroksifenil)metandiil ]} )bisfosfinik asit (4a) bilesiginin ise hafif olarak inhibe ettigi
goriilmektedir. Boylelikle sentezlenen fosfinik asit bilesiklerinin, ileriki ¢alismalar igin model
molekiillerin se¢imi ve tasariminda faydanilabilecek nitelikte oldugunu, ayrica biyomalzeme ve
biyouyumlu malzeme olarak baska 6zelliklerinin de arastirilmasiyla birlikte saglik ve/veya diger
endiistri sektorlerindeki katkilarmin da ilerleyen calismalarla degerlendirilmesi gerektigini
disiinmekteyiz.

Anahtar Kelimeler: antioksidan, fosfinik asit, HUVEC, hiicre kiiltiirii, MCF-7, organofosfor.
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SYNTHESIS AND INVESTIGATION OF BIOLOGICAL
ACTIVITIES OF SOME BIS (a-AMINOALKYL-PHOSPHINIC
ACID) DERIVATIVES

ABSTRACT

In this study, firstly 8 Schiff base synthesized from the reaction of diamine compounds with
aldehydes and then 8 bis (a-aminoalkyl-phosphinic acid) compounds were obtained via the
reaction of these Schiff base with the hypophosphorous acid. After being synthesised, these 8 bis
(a-aminoalkyl-phosphinic acid) compounds were evaluated comparatively by five different
methods for 77 vizzo antioxidant activities. Among the synthesised compounds, it was determined
that the free-radical scavenging activities of the ethane-1,2-diylbis[imino(thiophen-2-
ylmethanediyl)|} bisphosphinic acid (4¢), propane-1,3-diylbis|imino(thiophen-2-
ylmethanediyl)|} bisphosphinic acid (4f) and 2,2-dimethyl propane-1,3-diyl)bis[imino(thiophen-
2-ylmethanediyl)]} bisphosphinic acid (4h) were high. On the other hand, the anticancer activities
of the bis(a-aminoalky- phosphinic acid) compounds were evaluated on human breast cancer
(MCF-7) cell lines and normal endothelial (HUVEC) cell line. Also, the effects of bis (a-
aminoalkyl-phosphinic) compounds on the cell cultures were investigated by using microscopic
screening techniques in terms of cell growth and development; cytotoxic and antiproliferative
effects in the cell were investigated by using the XTT method; demonstrating the action
mechanisms on the cell culture was investigated by observing the kaspaz-3 activity and apoptotic
effects. When we investigated the kaspaz-3 activities, that all the phosphinic acid compounds
were effective as cytotoxic in MCF-7 and HUVEC cells, that especially 4¢, propane-1,3-
diylbis {imino[(4-methoxyphenyl) methanediyl]}) bisphosphinic acid (4e) and 4f compounds
demonstrate a strong activity, that 4e, 4h and 2,2-dimethylpropane-1,3-diylbis[imino(4-
ethoxyphenyl)methanediyl) |bisphosphinicacid (4g) had apoptotic activities at a high dose,
according to the AO/EB staining results, that only 4e actually compound formed apoptosis were
determined. Also, it is observed that 4f and 4h phosphinic acid compounds had a slight inhibitory
effect on Topoisomerase, 4e and 4h phosphinic compounds inhibited the Topoisomerase II at a
rate close to fifty percent, and Ethane-1,2-diylbis{imino[(2-hydroxyphenyl)methanediyl]})
bisphosphinic acid (4a) compound inhibited it slightly. Hereby, we are in the opinion that the
synthesised phosphinic acid compounds have the quality to be benefited from in the selection and
design of the model molecules for the studies in the future, and it is necessary to evaluate their
contributions in health and/or other industrial sectors by investigating their other properties as
biomaterial-biocompatible materials in the future studies.

Keywords: antioxidant, cell culture, HUVEC, MCF-7, organophosphorus, phosphinic acid.
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1. GIRIS

Canlilarin yasam sireclerinde onemli yapisal ve fizyolojik roller tstlenen, tasima,
savunma, dolagim, bosaltim, sinir sistemi gibi pek ¢ok sistemin diizenli olarak ¢aligmasini
saglayan ¢esitli proteinlerin temel bileseninin amino asitler oldugu ¢ok iyi bilinmektedir.
I-aminofosfinik asit molekiilleri de dogal amino asitlerin fosfor analoglaridir ve 6zellikle
metaloproteazlar gibi ¢esitli proteolitik enzimlerin de segici inhibitorleridir (Latajka et al.
2008; Cates and Li 1985; Ye et al. 2008; Sarac et al. 2016). Bu sebeple, son zamanlarda
potansiyel antibakteriyal, antitiméral ve antiviritik materyaller olarak gelistirilmek
tizere, aminofosfinik asitler siklikla arastirilmakta ve biyolojik streclerdeki rollerinin
anlagilmasiyla birlikte glin gectikge onem kazanmaktadirlar (Gittens et al. 2005; Sanders
et al. 2003; Collinsova and Jiracek 2000). Aminofosfinik asit ligantlar1 ve onlarin
kompleksleri hakkinda, tasidiklart kendilerine 6zgii orijinal yapilart ve niteliklerinden
dolay1 ¢ok fazla fikir ileri strilmektedir (Kafarski et al. 1995; Luckman et al. 1998;
Katoh et al. 1996; Kabuodin and As-Habei 2003; Kabuodin et al. 2007; Kabuodin and
Jafari 2008). Aminofosfinik asitler, ayrica dogal urunlerin bilesenleri olarak da
bulunabilmektedirler (Kukhar and Hudson 2000). Farmakolojik olarak aktif olmalari
kanitlanmasina ragmen, genis bir sekilde arastirilan a-aminofosfonik asitlerin aksine a-
diaminofosfinik asitler/aril-alkildiaminofosfinik asitler ile ilgili rapor edilen daha az
caligma vardir. Genellikle yaygin olarak caligilmig olan 1-aminofosfonik asit tiirevlerinin
(Hyun-Joon and Gong-Shil 1992; Gancarz and Wieczorek 1978; Seyfert et al. 1971,
Worms and Schmidt-Dunker 1976) tam aksine, nispeten daha az sayidaki makalede a-
aminofosfinik asit tirevlerinin kimyast bildirilmistir. Siiperoksit, hidrojen peroksit ve
hidroksil vb gibi reaktif oksijen tiirleri (ROT), oksijenli solunum yapan tiim hiicrelerin
metabolik siireclerinde veya eksojen kaynakli ¢esitli ajanlarin etkisiyle olugsmaktadir.
Dugstk ROT seviyeleri, hiicre fonksiyonlarinin gergeklesmesi i¢in gerekliyken, reaktif
oksijen tirlerinin ¢ok fazla yikselmesi kardiovaskiiler bozukluklar, kanser,
norodejeneratif bozukluklar gibi pek ¢ok hastaligin ve yaglanmanin sebeplerinden biri

olarak gosterilen oksidatif strese sebep olur. Superoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT)



ve glutatyon peroksidaz (GPx) enzimleri, yasayan organizmalarda oksidatif hasarlara
karst primer hiicresel savunma sistemi olarak hareket etmektedir. Organofosfor bilesikleri
ve heterosiklik bilesikler, ozellikle, antioksidan ilaglar olarak kabul edilmektedir (James
et al. 2013; Katoh et al. 2007; Sarac et al. 2016). Onlarin mekanizmalari1 ve yapi-aktivite
iligkileri (structure activity relationships, SAR) yaygin bir sekilde c¢alisiimaya devam
etmektedir (Abduo et al. 2015). Organofosforlu bilesikler sahip olduklart biyolojik ve
fiziksel ozelliklerinin yaninda sentetik ara urtn olarak da kullanilmasindan dolayi
endustriyel, tartmsal ve tibbi kimya alanlarinda genis bir uygulama alani bulmustur
(Palacios et al. 2004). a-aminofosfonik ve fosfinik asitler, a-aminokarboksilik asitlerin
fosfor analoglaridir ve bu yiizden de 6nemli biyolojik éneme sahiptirler (Orek, 2012).
Bir¢ok dogal ve sentetik aminofosfinik asit bilesikleri, enzim inhibitéra, HIV-proteaz
(Atherton et al. 1987), renin (Allen et al. 1989) ve antibiyotik (Kukhar and Hudson 2000)
gibi ¢esitli biyolojik 6zellikler gostermektedir. Organofosfor bilesiklerin yap1 ve serbest
radikal temizleme niteliklerine bagli olarak, fosfitler ve fosfonatlar hem primer ve hem
de sekonder antioksidanlar olarak hareket edebilirler. Genel olarak fosfitler, hidroperoksit
pargalayict molekiller (sekonder antioksidan) olarak duiginilirler, fakat belirli aril
fosfitlerinde peroksil radikalleri yakalama yoluyla aroksil radikalleri Gretmek seklinde
radikal zinciri sonlandirict (primer antioksidan) olarak hareket etme kapasitesi tagidiklar
distinilmektedir. Son zamanlardaki bazi ¢aligmalar bir takim organofosfor bilesiklerinin
reaksiyon modlart ve yapisi, reaksiyon mekanizmasi ve antioksidan aktiviteleri arasindaki
iliskiyi aydinlatmistir (Katoh et al. 2007, Abdou et al. 2015). Calisma grubumuz
tarafindan siklobiitan ve 1,3-tiyadizol i¢eren yeni aminofosfinik asitlerin sentezi ve in
vitro antimikrobiyal aktiviteleri rapor edilmistir (Koparir et al. 2011, 2012). Bu tez
caligmasi kapsaminda onceki ¢aligmalart gelistirerek, bir dizi bis (a-aminofosfinik asit)
tirevleri hazirlanmigtir (Sekil 1.1). Fosfinik asit tirevlerinin 6nemi agisindan, bu tez
caligmasinin amact, yeni biyolojik olarak aktif, ilag olma potansiyeli tagiyan molekiilleri
cesitli in vitro antioksidan aktiviteleri, antitimoral ozellikleri, apoptotik ve kaspaz
aktiviteleri, yine c¢esitli antioksidan enzimlerle verdikleri etkilesimleri ve de bunlar
tamamlayict bir yontem olarak topoizomeraz aktiviteleri agisindan aragtirarak

degerlendirmektir.
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Sekil 1.1. Sentezlenen bis(a-aminoalkil-fosfinik asit) bilesiklerinin (4a-h) sentez semasi

Burada bis (1-aminofosfinik asitler) ve bunlarin antioksidan, antimikrobiyal, antitiméral
aktiviteleri ile yine bu konularla baglantili olacak sekilde topoizomeraz aktivitelerinin
degerlendirildigi bir 6n biyolojik ¢aligma ve organik kimya alaninda ilag¢ sentezlemeye ve
yeni ilag modellerinin olusturulabilmesine yoénelik giincel bir aragtirma sunulmustur.
Nitekim giinimiizde; organik sentezlerde genig antimikrobiyal, antitiimoral ve biyolojik
aktiviteye sahip polifonksiyonel bilesiklerin sentezi énemli bir alan olusturmaktadir. Bu
acidan bakildiginda sentezlenen bu maddelerin, tip, eczacilik, ilagbilim ve toksikoloji vb
gibi farkli disiplinlerde yeni arastirma konular1 olusturacag ve farkli calisma alanlar
ortaya cikarabilecegi kanaatindeyiz. Diger taraftan tip ve farmakoloji caligmalarinin
buyik bir kismi, ginimizde olduk¢a yaygin gorillen ve ne yazik ki ¢oziimii hentiz
bulunamamis olan kanser tizerinedir. Bilimsel literatiiriin 6nemli bir kismini bu hastaligin
gelisiminin altinda yatan nedenler ve olast tedavi yoOntemlerinin aragtirilmast
olusturmaktadir. Ancak, yogun caligsmalara ragmen kanser de dahil pek ¢ok hastalik i¢in
radikal tedavilere heniiz ulagilamamistir (Bulbil 2011). Kanser hala giiniimiizde
milyonlarca kisiyi etkileyen ve yiiz binlerce insanin hayatin1 kaybetmesine neden olan
cok onemli bir saglik sorunudur. Elde edilen veriler bu durumun gelecek zaman dilimi
igerisinde de artarak devam edecegini gostermektedir. Hastaligin etkin tedavisi i¢in yeni
ve etkin bilesiklerin kesfi ve gelistirme c¢aligmalart devam etmektedir. Vakit
kaybedilmeden yeni bilimsel kesiflerin kanser tedavisinde kullanilmasi adina yeni
yaklagimlara dontstirilmesinin 6ni agilmali ve kanserle savasta etkin tedbirlerin

belirlenmesi gerekmektedir. Genel olarak ¢esitli hastaliklarin veya cesitli kanserlerin



gelisiminde hiicre i¢i birtakim yolaklarin etkili oldugu bilinmektedir. Cesitli farmakolojik
caligmalar bu yolaklart inhibe ederek etkileyebilecek cesitli etkili bilesiklerin varligini
ortaya koymustur. Baz1 bilinen inhibitor bilesikler ise g¢esitli yolaklart aninda etkileyip,
bulunduklar alanda ters etki olugmasina da sebep olabilmektedir. Nitekim hiicre kultira
arastirmalari, ¢esitli hiicrelerin in vitro kilturlerini yaparak aragtirmacilarin kanser, kok
hiicre, hiicre mekanigi ¢aligmalart gibi konularda hiicre i¢i ve hiicreler arast biyokimyasal
olaylarin molekiiler diizeyde inceleyebilmelerini ve bu incelemelerini devamli olarak
hiicre uretimleriyle surekli halde yapabilmelerini saglamaktadir. Hiicrelere istenilen
deneysel uygulanmalarin kontrolli bir gekilde ve kolaylikla yapilmasina olanak
saglamaktadir. Bu sekilde in vifro toksikoloji calismalari, sitogenetik, biyokimyasal,
molekiler biyolojik duzeydeki c¢alismalar kolaylikla planlanabilmekte ve takibi
yapilabilmektedir. Agt uretimi, kok hicre tedavileri gibi pek ¢ok aragtirmayi
kolaylastirmakta ve neticelendirmesine yardimci olmaktadir. Bu nedenle tarafimizdan
sentezlenen amino fosfinik asit tirevlerinin hicre kiltirine uygulanarak ¢esitli
analizlerle kapsamli olarak incelenmesi, antimikrobiyal, antitiméral o6zelliklerinin,
invitro antioksidan aktivitelerinin ve topoizomeraz aktivitelerinin kapsamli olarak
arastirildigi bu tez ¢aligmasinin orijinal ve 6zgiin bir organik kimya aragtirmasi oldugunu
disinmekteyiz. Calismamizda kullanilan bis (a-aminoalkil-fosfinik asit) tiirevlerinin
daha ileri aragtirmalarla ila¢ sektoriinde onem arz edebilecegine inanmaktayiz. Ayrica
temel arastirma dizeyinde bile olsa bu konunun literatiire kazandirilmast da énem arz

etmektedir.



2. KAYNAK OZETLERI (GENEL BILGILER)

1.1. Organofosfor Kimyasi

Fosfor atomu pek ¢ok elementle bag yapabilir, farkli degerlikler alabilir ve bos d-orbitali
nedeniyle ¢ok iyi bir elektron alicist olarak bilesiklerin yapisina katilabilir. Organofosfor
bilesikleri, karbon fosfor baglan igeren kimyasal molekillerdir. Organofosfor kimyast,
organofosfor bilegiklerinin reaktifligini ve o6zelliklerini kegfetmeye c¢alisan bilimsel bir

alan olup asagida baz1 organofosfor bilegiklerinden 6rnekler verilmigtir (Sekil 2. 1).
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Sekil 2.1. Organofosfor bilesiklerinden baz1 drnekler (Mazzacurati et al. 2007)

Organofosfor kimyasi, inorganik fosforlu asitlerin organik turevleri veya fosforkarbon
bagi igeren ¢ok sayida kararli fonksiyonel gruplarin varligina dayanir. Genis ve bir hayli
dinamik olan bu alani, akademik ve endustriyel kimyacilar cazip bulmaktadirlar.
Organofosfor bilesiklerinin ¢ok sayida ticari uygulama alaninin olmast ve bu bilesiklerin
fosforsuz organik bilesiklerin sentezinde reaktif olarak kullanilmalari, organofosfor
kimyasint heyecan verici kilmaktadir. Organik kimyanin ¢ogunda oldugu gibi
organofosfor kimyasindaki c¢aligmalar da ondokuzuncu yulzyilda baglamistir. Fosfor

kimyast ile ilgili ¢aligmalar uluslararasi diizeydedir ve bu konuda 6ne ¢ikan iki tlke ise



Almanya ve Rusya’dir. 1. Diinya savasi sonraki dénemde bazi fosforik ve fosfonik asit
esterlerinin glclu insektisidal etkilerinin kesfi bu alandaki énemli gelismelerin baslangici
olmus ve 1970’lere kadar yaklasik 100.000 organofosfor bilesigi bulunmustur. Diger
taraftan pek cok organofosfor ve fenoksi bilesikleri sahip olduklari biyolojik aktif
molekul o6zellikleriyle bilinmektedir ve genellikle herbisit olarak yaygin olarak
kullaniimaktadir (Bonarska et al. 2002). En c¢ok bilinen herbisit 6zellikli organofosfor
bilesikleri olarak 2,4-diklorofenoksiasetik asit ve onun tirevleri (Suwalsky et al. 1996;
Medyantseva et al. 1997; Oruc ve Uner 1999), glifozat (N-fosfonometilglisin; gliserol
fosforik asit) (Cole 1985), Trakephon (dietil-1-butilamino-1-siklohekzanfosfonat)
(Perkov 1988) ve fluorene’in aminofosfonik asit tlrevleri taninmaktadir (Lejczak et al.
1988; Gancarz and Dudek 1996). Organofosfor maddelerin pestisit olma niteliklerinin,
lipofilik o©zellikleriyle yakindan iliskili oldugu anlasiimistir. Nitekim esas olarak
organofosfor bilesigin hicre membranindan iceri girisini lipofilik  dzellikleri
belirlemektedir.  Ayrica organofosfor bazi bilesiklerin, eritrosit membranindan iceri
girmesiyle birlikte, eritrosit hicrelerini UV hasarindan kaynaklanan oksidasyona karsi
koruduklari da gozlenmistir (Kleszczynska et al. 1998, 2000; Kleszczynska and Sarapuk
2001). Bu yuzden organofosfor ve fenoksi pestisitlerin antioksidatif ajanlar olarak hareket
ettigi de bilinmektedir, belkide bu sebepten o&tird tillapia baliklarinin karacigerinde
uygulanan oksidatif stres calismalarinda, organofosfor bilesikleri uygulandi§i zaman bazi
antioksidan enzimlerin azaldigi gézlenmistir (Orug ve Uner 2000). Diger taraftan
asetilkolinesteraz tzerinden gerceklesen organofosfor zehirlenmelerinde oksidatif stresin
hastalik patolojisinde ko-letal faktdr olarak tanimlandigi bilinmektedir (Dandapani et al.
2003; Vidyasagar et al. 2004; Ranjbar et al. 2005; Possamai et al. 2007; Shadnia et al.
2007; Nurulain et al. 2013). Ayrica pek ¢cok makalede organofosfor zehirlenmelerinde
oksidatif stresin arttigi bildirilmekte, zehirlenme prognozunda klinik kanit olarak
oksidatif stres indeksinin roli vurgulanmaktadir (Kovacic 2003; Abdollahi et al. 2004;
Pena-Llopis 2005; Soltaninejad and Abdollahi 2009; Lukaszewicz-Hussain 2010;
Karami-Mohajeri and Abdollahi 2011). Bu yizden tedavide organofosfor antidotlari
olarak antioksidan madde kullaniminin yararli olabilecedi 6nerilmektedir (Cankayali et
al. 2005; Nurulain et al. 2013). Bundan baska organofosfor bilesikler &zellikle
fosfonatlar, farmasotik ilaclar icin mihenk tasi niteligindedir. Pek ¢ok fosfonat grubu
madde antifungal, antibakteriyal, antikanser ve analjezik/antiinflammatuvar etkilere

sahiptir. Fosfitler ve fosfonatlar hem primer hemde sekonder antioksidan molekiller



olarak hareket edebilirler ve pek ¢ok fosfonat molekiiliiniin rat beyin homojenatlarinda
eritrositlerdeki lipit peroksidasyonunu inhibe ettigi gosterilmistir (Kamel 2015). Zaman
igerisinde organofosfor bilesiklerinin aktiviteleri lizerine olan g¢aligmalar hizla devam
etmektedir ve bunun sonucunda da ¢ok sayida kullamim alani kesfedilmistir (Orek 2012).
Bu kullanim alanlart su sekilde siralanabilir:

» Ziral kimyasallar olarak: Bitki biiyiime diizenleyicileri, herbisit ve insektisit
seklinde,

* Tibbi bilesikler olarak: Kemik hastaliklari tedavisi i¢in kullanilan reaktifler ve
antikanser, antibakteriyel ve antiviral reaktifler seklinde,

» Birgok endustriyel iglemde (oksohidroformilasyon, olefin hidrojenasyonu,
Reppe olefin polimerizasyonu, asimetrik sentez vb) kullanilan katalizorlerin
hazirlanmasinda ve de optikce aktif fosfin ligandlarini igeren metal
katalizorleri bigiminde asimetrik sentez stirecinde,

* Yanmay1 geciktirici olarak, kumas ve plastiklerde,

* Plastik endustrisinde plastiklestirme ve kararlilastirma reaktifi olarak,

* Maden cevherlerinden metal tuzlarinin 6zellikle uranyumun segici ekstraktani
olarak,

= Petrol tirinlerinde katki maddesi olarak,

» Korozyon Onleyicisi olarak organofosfor bilesikler kullanilmaktadir.

Fosfinler ve kalkojenitleri fosfora bagli gruplarin alfabetik sirayla ifade edilmesiyle baska
bir yorum gerektirmeden kolaylikla adlandiriimaktadir. RoP- i¢in dialkilfosfino, R2P(O)-
icin dialkilfosfinil, R2P(S)- icin dialkiltiyofosfinil éneki vb kullanilabilir. Fosfonyum
tuzlan da siibstitiientlerin alfabetik sirayla sdylenmesiyle basit bir sekilde adlandirilir ve
“trialkilfosfino” oneki kullanilmaktadir. Fosfonyum tuzlar, heteroatomlar: ile ayni
sekilde adlandirilmaktadir. Fosfor kimyasindaki ana asitlerin adlandirilmasi, bagli olan
karbon sayisina (bir C-P bagt -on, iki C-P bag1 —in takisi ile belirtilir) ve oksidasyon
basamagina (yitksek oksidasyon basamaginda —ik, diisiik oksidasyon basamaginda —6z
takist) bagl olarak ifade edilmektedir. Asitlerin bir¢ok tlirevi siibstitiientlerin bir karigimi
ile bilinmektedir. Bu nedenle gerekli olan yerlere alfabetik sirayla son ekler
getirilmektedir. Yaygin olarak bilinen son eklere amit veya amido-, hidrazid(o), flor(o),
klor(o), brom(o), siyano, tiyo, seleno gibi 6rnek verilebilir. Bunlar oksidasyon basamagi

takisinin tam 6ncesinde ismin i¢inde yer almaktadir (Hartley 1990). Bes koordinasyonlu



PHs ve turevleri olan yapilar fosforan diye adlandirilirken, suibstittientleri alfabetik sirayla

verilmektedir (Quin 2000; Orek 2012).

2.2. Organik Fosfinik Asitler

Bisfosfonatlar (BP) ve amino-fosfonatlar, ilging farmasotik niteliklere sahip bisfosfonik
ve bisfosfinik asitlerin énemli bir baslangi¢c maddesidir. Fosfonatlar ve fosfonik asitler,
C-PO(OH): veya C-PO(OR)2 gruplart (R grubu, alkil veya aril olabilir) tasiyan
organofosfor bilesiklerdir ve prokaryotlardan, okaryotlara, mantarlara, yumusakcalara,
boceklere kadar ¢ok farkli organizma gruplarinda olduk¢a yaygindirlar (Mader and
Bartlett 1997; Orek ve Koparir 2012; Gilard et al. 1999). Bisfosfonatlar (difosfonat olarak
da bilinmektedir)’in kesfi 19. yiizyilda olmustur ve ilk olarak 1960 yilinda ¢aligilmistir.
Bis veya polifosfonatlarin dogal olarak meydana geldigi tespit edilmemistir.
Bisfosfonatlar, P-C-P bagiyla karakterize olan sentetik organik bilesiklerdir. Iki adet
fosfonat (PO3) grubu tasidiklar i¢in bisfosfonatlar olarak adlandiriimaktadirlar. P-C-P
bag yapisi, karbon atomu uzerindeki iki lateral zincirin degistirilmesiyle birlikte ¢ok
sayida molekill varyasyonunun olugmasina imkan tanimaktadir. Bisfosfonatlarin
yapisindaki kiguk degisiklikler, fizikokimyasal, biyolojik, terapotik ve toksikolojik
karakteristiklerinde olduk¢a 6nemli degisiklikler meydana getirmektedir. Bisfosfonat
bilesikleri yeni nesil antioksidan ve antidiyabetik etken maddeler olarak da
parlamaktadirlar. (Kamel 2015). Bunlara ilaveten bisfosfonat bilegiklerinin osteoklastik
olarak meydana gelen fokal kemik hasarlarinin olustugu romatoid artrit ve osteoporoz
gibi bazi hastaliklarin tedavisinde etkili oldugu belirtilmektedir (Breuil and Euller-Ziegler
2006). Gunimiizde bazi metabolik kemik hastaliklari, osteoporéz, multiple myeloma,
ankilozan spondilit, paget hastaligi, malignansiye bagli olarak gelisen hiperkalseminin
tedavisi ile meme-akciger- prostat kanserleri gibi ¢esitli timorlere ait kemik
metastazlarinin  bulundugu olgularda genel olarak bisfosfonat grubu ilaglardan
yararlanilmaktadir (Migliorati et al. 2006; Sezer ve Sen 2011). Burada kemik kayiplari
strecinde bisfosfonat bilesiklerinin ana hedefi fokal kemik rezorpsiyonundan sorumlu
hiicre tipi olan osteoklast hiicreleridir ve bisfosfonat bilesikler bu hiicrelerde potansiyel
olarak antirezorptif ajan olarak etki etmektedir. Her ne kadar bisfosfonat bilesiklerinin
insanlar tizerinde yapilan ¢aligmalart ¢ok az sayida olsa da, aminobisfosfonat gibi yeni

nesil bisfosfonat bilesikleriyle hayvanlar tizerinde yapilmig caligmalar Gmit vericidir.



Bisfosfonat bilesikler temel olarak amino-bisfosfonatlar (alendronate, ibandronate,
risedronate, pamidronate, zoledronate, ve icandronate gibi) ve non-amino-bisfosfonatlar
(etidronate, tiludronate ve clodronate gibi) olmak tzere iki kategoride incelenmektedir.
Bisfosfonatlar kemik rezorpsiyonunu inhibe eden endojen pirofosfatazlarin analogudur ve
tip alanlarinda kullanimlart yaklasik 30 yillik bir gegmise dayanmaktadir. Kimyasal
yapisinda karbon atomuna bagli iki fosfor atomu bulunmakta ve spesifik olarak kemik
dokusuna olan ¢ekim gigleri negatif yiikli fosfat gruplarindan kaynaklanmaktadir. Her
ne kadar molekiiler mekanizmalari farkli olsa da, her iki kategorideki etken maddelerde
osteoklastik apoptoz olayiyla ger¢eklesen kemik rezorpsiyonunu inhibe etmektedir (Sezer
ve Sen 2011). Diger taraftan bisfosfonat grubu ilaglarin yitksek dozda intra venoz olarak
kullanildigr hastalarda tedavi sirasinda ve sonrasinda ozellikle ¢ene kemiklerinde
osteonekroz gibi istenmeyen yan etkiler gelisebilmektedir (Ergiin vd 2008; Sezer ve Sen
2011). Kemik rezorpsiyonunu engellenmesi diginda bisfosfonat bilesikler, insan meme
kanseri hiicre hatlarinda hiicre proliferasyonunun engellenmesi ve apoptozun uyarilmasi

seklinde antitimoral etkilerde sergilemektedirler.

Dogal olarak meydana gelen fosfonatlardan 2-aminoetilfosfonik asit (amino-bis-fosfonat
grubu) ilk olarak 1959 yilinda bitkilerde ve pekc¢ok hayvansal organizmanin zar
yapilarinda lokalize olarak tespit edilmistir. Amino asitlerle yapisal benzerliklerinden
dolay1, ozellikle ziraat ve saglik kimyasi konularinda aminofosfonatlar son yillarda ilgi
cekmektedir (Prasad and Rao 2013; Moonen et al. 2004; Kafarski and Lejczak 2001;
Abdel-Monem 2010; Schug and Lindner 2005; Wrobleski et al. 2008). Aminofosfonik
asit tirevleri hapten olarak katalitik enzim-antikor yapilarinda, ge¢is fazi analoglarn
yapilarinda bulunarak, peptid hidrolizi gibi olaylar1 gergeklestirebilmektedir (Gouverneur
and Lalloz 1996). Bu ozellikleriyle de yeni enzim inhibitér maddelerinin gelistirilmesinde
cok onemli molekiiller olarak dustntlmektedirler (Meyer et al. 2004; Smith and Bartlett
1998). Son zamanlardakapsamli arastirmalarla a- ve B-aminofosfonik asitlerin sentezi
tiptan ziraate kadar pek ¢ok alanda ticari olarak kullanilabilecek yeni bir takim ilag
siniflarinin olugmasina sebep olmustur (Kafarski and Lejczak 2001; Kukhar and Hudson

2000; He et al. 2012).

Diger taraftan fosfinik asitler ise, biyolojik stireclerdeki rollerinin anlagilmast ile birlikte

gittik¢e artan bir 6neme sahip olmuslardir (Moonen et al. 2004). Son yillarda a-siibstitiite
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fosforil tirevlerinin sentezi, (fosfonik ve fosfinik asitler) enzim inhibitori, antimetabolit
ve antibiyotik (Collinsova and Jiracek 2000) gibi, genis biyolojik uygulama alanina sahip
olmalarindan dolay1 oldukg¢a dikkat ¢gekmiglerdir.

2.3. g-aminofosfinik Asitler

Aminoalkilfosfinik asitler, 1-amino karboksilik asitlerin fosfinik asit analoglaridir ve
sergiledikleri ilging ve yararli 6zelliklerinden dolay1r 6nemli bilesiklerdir. a-aminofosfinik
asitlerin farmakolojik olarak aktif olmalari kanitlanmasina ragmen genig bir sekilde

arastirilmis olan 1-aminoalkilfosfonik asit tiirevlerine nazaran daha az ¢aligmasi vardir.

Sekil 2.2° de 1-aminoalkilfosfinik asitlere ait genel olusum mekanizmast gosterilmistir.
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Sekil 2.2. Aminofosfinik asitlerin olusumuna ait genel mekanizma
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Fosfinik asitler arasinda a-aminoalkilfosfinik asit tirevleri, antibakteriyel (Collinsova and
Jiracek 2000), herbisit (Kafarski et al. 1995) ve antimantar (Kolodiazhnyi 2005) gibi
ozelliklerinden dolay1 bir biyolojik potansiyel tagimaktadirlar. (Dingwall et al. 1979;
Ishiguri et al. 1985; Kafarski et al. 1995). Bununla beraber fosfinik fonksiyonel grubun,
peptit hidrolizinin geg¢is halini taklit etmesi ve fosfinik asit tiirevlerinin simetrik
dogasindan dolayi, C> eksenli simetriye sahip olan HIV-proteaz homodimeri igin,
baglayici olarak yararli olmast beklenmektedir (Ishiguri et al. 1982). Proteolitik enzimler,
peptit substratlarindan bir amid baginin koparilmasindan sorumludur ve bu nedenle de
ilag tasariminda ve gelistirmesinde en dikkat ¢ekici hedeflerin basinda yer almaktadirlar
(Babine and Bender 1997; Leung et al. 2000). Yiiksek derecede se¢ici ve gii¢li proteaz
inhibitorlerinin kegfi siirekli bir sorun olmustur. Fosfinik kismin (-PO2—CH>-), peptit
baginin hidrolizindeki yuksek enerjili tetrahedral gecis halini taklit etmesi, fosfinat
yalanci peptitlerinin proteolitik enzimlerin giglii bir inaktivatori olarak énemli derecede
ilgi cekmesini saglamistir (Collinsova and Jiracek 2000; Kafarski et al. 2000, Yiotakis et
al. 2004).

Calismamizdaki organik fosfinik asitlerin sentezlenmesi ig¢in birinci basamakta schiff
bazlarinin sentezi gerceklestirilmistir. Schiff bazlar, azometin (-CH=N-) grubu igeren
bilesiklerdir. Schiff bazlar1 ilk defa 1860’da Alman kimyager Huge Schiff tarafindan
sentezlenmistir (Orek ve Koparir 2012). Schiff bazlari genellikle, karbonil bilesikleri ile
primer aminlerin kondenzasyonu ile olusmaktadir. Schiff bazlarinin olusumunda
reaksiyon sartlarinin etkisi kadar kullamilan aldehit miktarinin da o6nemli oldugu
bulunmustur. Schiff bazi olusumunda en fazla kullanilan karbonil bilegikleri,
salisilaldehit, p-metaksibenzaldehit, tiyofen-2-karbaldehit, fenoller, pridoksal, o-hidroksi
naftaldehit, piridin-2-aldehit, diasetil pridin, ve purtvik asittir. Kullanilan amin bilesikleri
ise diaminler, alkil aminler, aminoasitlerdir (Orek ve Koparir 2012). Aromatik
aldehitlerden olusan schiff bazlari daha stabil ve hidrolize kargi direngli iken, alifatik
aldehitlerden olusan schiff bazlari hizli bir sekilde polimerlesebilir ve kararsizdir (Orek
ve Koparir 2012). Bu ytzden schiff bazlarinin kolayca hidroliz olabildikleri géz oniinde
bulundurularak, sentezleri sirasinda susuz ortamda ¢alisilmalidir. Diger taraftan tepkime
esnasinda meydana gelen su ise azeotrop bir karigim olusturabilecegi bir ¢oziicu ile
uzaklagtirilmalidir. Ayrica aromatik aldehitlerin dusik sicakliklarda bile uygun bir

¢ozici ortaminda aminlerle kolaylikla reaksiyona girebilecekleri bilinmektedir. Aromatik
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aldehitlerin aromatik aminlerle kondenzasyon reaksiyonlarinda aldehitte para
pozisyonunda elektron g¢ekici bir siibstitiientin bulunmasi reaksiyon hizini arttirirken,
amin gibi elektron verici siibstitiienlerin bulunmasi reaksiyon hizini azalttigi anlagilmistir.
Aldehitlerin de ¢ok kolay bir sekilde primer aminlerle reaksiyon verip, schiff bazlarini
olusturdugu bilinmektedir. Ketonlardan schiff bazlar elde etmek i¢in de yuksek sicaklik,
uygun pH araligi, uzun reaksiyon suresi, katalizor se¢imi vb. gibi kosullarin iyi
ayarlanmast gerekmektedir. Aminofosfinik asitlerin eldesi sirasinda katalizor olarak
asidik katalizor kullanilir. Nitekim aldolize olmayan aldehit ve ketonlar ancak asidik
ortamda aminlerle kondenzasyon yapabilirler. Bunun disinda ultraviyole (UV) 1sinlarinin
da aldehitlerden schiff baz1 eldesinde katalizor gorevi yaptigi bildirilmistir. Ultraviyole
1siginin eser miktardaki aldehiti karboksilli asite yiikseltgedigi bulunmustur (Orek ve
Koparir 2012). Orek ve Koparir (2012) tez caligmasinda belirtildigi gibi bazi schiff
bazlarinin, ates dusiriicii, antitumoér, antibakteriyel ve antifungal gibi biyolojik etkiler
gosterdigi bildirilmistir. Schiff bazi olusumlari, bazi biyolojik yararli bilesiklerin,
cefaloporfirin, penisilin ya da azotlu bilesiklerin, poliazosikliklerin ve fosfinik asitlerin
sentezinde oOnemlidir ve birinci basamak olarak tanimlanmaktadir. Nitekim schiff
bazlarinin bir amino ya da karbonil grup substrati ile bir enzimin etkilesimini i¢eren
enzimatik reaksiyonlarda ¢nemli ara trtnler olarak olustugu bildirilmigtir. Ayni zamanda
schiff bazlan triptofan, transaminaz, transketolaz gibi bir¢ok enzimde de gozlenmistir

(Bukhari 2002; Orek ve Koparir 2012).

Aminoalkilfosfinik asitlerin ve bunlarin sentezlenmesinde birinci basamak olarak
sentezledigimiz schiff bazlarinin ilging fiziksel ve biyolojik ozelliklere sahip olmast,
onlarin proton transfer denge ve molekil i¢i hidrojen bagi gostermelerine baglidir.
Molekiil i¢i hidrojen baginin ¢ok spefisik sistemlerde kullanilmasinin en 6nemli
ozelliklerinden birisi ise termodinamik kararliliklaridir. Hidrojen bag ¢esitleri molekiilin
stereokimyasina ve imino (N) atomundaki substitiiente bagli degildir, kullanilan aldehitin
tirine baghdir. Aromatik halkadaki substitientler, konformasyon ve hidrojen bag

enerjisini etkilemektedir.

Caligmamizda sentezledigimiz organik fosfinik asitlerin sentezi, Michaelis-Arbuzov
reaksiyonu tizerinden, P-H grubunun C=N bagina katilmas: tizerinden ve hipofosforoz

asit ve fosfondz asitin mannich tipi reaksiyonu uzerinden gergeklestirilmektedir.
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Michaelis-Arbuzov reaksiyonunda, temel olarak bir fosfor(Ill) esteri ile haloalkilaminin
etkilegsmesinden bir fosfinik asit analogu olugur. P-H grubunun C=N bagina katilmasi
reaksiyonunda ise, aminoalkil fosfonik ve fosfinik asit sentezi igin genel olarak
iminlerdeki C=N bagina bir hidrojenfosfonat veya hidrojenfosfinat esteri katilmaktadir.
Bu reaksiyon sonucunda N-siibstitiite a-aminoalkilfosfinik asitler olusur. Diger taraftan
hipofosforéz asit ve fosfonoz asitin mannich tipi reaksiyonunda ise hipofosforoz asitin
formaldehit ve sekonder aminlerle olan reaksiyonu, ortam kosullarina bagli olarak

fosfonoz veya fosfinik asitleri vermektedir (Orek ve Koparir 2012).

P=0 fonksiyonel grubu ihtiva eden oksi asitler yapilarindaki oksijen atomlarinin sayisina
gore, fosforik asit [P(O)(OH)3], fosfonik asit [HP(O)(OH)2] ve fosfinik asit
[H2P(O)(OH)] seklinde isimlendirilmektedirler. Fosfonik asit, fosfinik asit ve bunlarin
izomerleri fosforoz asit ve fosfinoz asit ile tautomerik dengede bulunabilir. Bu dengeler
P=0 grubu igeren yapilar lehine olup, okso asitlerde, fosforun, ortaklagilmamig elektron
cifti tasimadigr bilinmektedir. Ancak OH gruplarn yerine OR gruplari gegince, fosforéz ve
fosfinoz asit iskeletleri kararli olabilmektedir. Nitkleer magnetik rezonans spektroskopisi
aminoalkil fosfinik asit bilegiklerindeki fonksiyonel gruplarin taninmasinda en ¢ok
kullanilan metotlardan birisidir. NMR spektrumlari spin-spin eglesmesi disinda kimyasal
kayma verileri de molekuliin yapisinin teshisinde 6nemli faydalar saglamaktadir. Alinan
'H-NMR spektrumlarinda reaktif olarak kullanilan schiff bazlarmin ve bunlarin
sentezinden sonra elde edilen fosfinik asit bilesiklerinin karakteristik hidrojen pikleri
gosterilebilmektedir. Ayrica 3C-NMR ve *'P-NMR spektrumlari incelendiginde kiral
karbonlarin farkli yerlerde rezonans olduklart ve simetrik olan fosforlarin kimyasal
kaymalarn da gozlenebilmektedir. Bu sekilde NMR ve FT-IR wverileri kullanilarak
aminoalkil fosfinik asit bilesiklerinin kayma degerleri, saflik dereceleri ve yapilarn

hakkinda aydinlatici bilgi edinilebilmektedir (Aydin ve Yilmaz 2007).
2.4. Serbest Radikaller ve Oksidatif Stres

Serbest radikaller orbitallerinde paylagilmamis elektron tagiyan diger molekillerle
kolayca birleserek dig yoriingelerindeki elektron sayisini eslestirmeye boylece kararlt
bilesiklere doniigsmeye ¢alisan, kararsiz yapili oksidan molekiillerdir (Kilinc 1985; Akkus
1995). Oksijen bulunan bir ortamda fiziksel ve kimyasal etkenlerle, zorunlu metabolik

reaksiyonlar sonucu oksijen radikalleri uretilir. Oksijen radikalleri biyolojik sistemlerde
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bulunan en onemli serbest radikallerdir ve reaktif oksijen turleri (ROT) olarak da
adlandirilmaktadir. ROT’ lar aerobik organizmalarin, oksijenli solunum elektron tagima
zinciri ve fagositoz (yeme) gibi metabolik yollarinda devamli olarak olusmaktadir
(Lichtenthaler et al. 2003; Albayrak et al. 2010, Uzunhan ve Celik 2014). Hucre
igerisinde olusan bu radikal molekller, kararli hale gelebilmek i¢in hiicrelerdeki lipit,
protein, DNA, karbohidrat ve enzim gibi fonksiyonel molekiillere saldirarak zarar verir
ve doku hasari olusturabilirler (Cavdar vd 1997; Burcak ve Andican 2004; Thirumalai et
al. 2011). Serbest radikallerin zararli etkilerinden en fazla zarar goren yapilar
membranlardir. Membranlardaki kolesterol ve yag asitlerinin doymamis baglar ile
kolaylikla reaksiyona girerek ¢esitli peroksidasyon urinleri meydana getirirken,
membranlarin  yapisini, permeabilitesini ve fonksiyonunu bozarlar. Membrandaki
enzimleri inaktif hale getirirler (Yokus 2012). Serbest radikaller pozitif yiikli, negatif
yukla veya notral olabilirler. Biyolojik sistemlerde en ¢énemli radikaller, serbest oksijen
radikalleri (SOR) olmakla beraber; C, N, S turevi olan radikaller ve inorganik molekller
de vardir. Cu?’, Fe*", Mn?" Mo>" gibi gecis metallerinin de ortaklanmamis elektronlar
oldugu halde serbest radikal olarak kabul edilmezler. Fakat bu iyonlar reaksiyonlar
katalizledikleri i¢in serbest radikal olusumunda 6nemli rol oynarlar (Isbilir 2008; Yokus
2012). Serbest radikaller ve reaktif karakterli maddeler ile bu maddeleri Ureten tim
faktorler “oksidan” veya “prooksidan” olarak tanimlanmaktadir (Mecoci et al. 1997).
Hidroksil radikali (OH"), hidrojen peroksit (H202) ve singlet oksijen ya da siiperoksit
anyon (1072, peroksil radikal (ROO"), alkoksil radikal (RO") ve peroksinitrit (ONOO")
onemli reaktif oksijen tiirleri (ROT)” dir (Aruoma 1998; Schoneich, 1999; Odabasoglu vd
2006; Albayrak vd 2010). Bunlardan bagka, Hidroperoksit (ROOOH), Hidroperoksil
radikali (ROOH?®), Hipoklorik asit (HOCI) gibi oksijen tasiyan énemli serbest radikaller
bulunmaktadir. Hiicrede elektron tagima sistemi yolaginda ya da oksidazlar gibi bazi
enzimlerin aktivitesi sonucu olusan Oz, hidrojen peroksite yikilir ve bu da gegis metalleri
varliginda daha ¢ok hasar verici radikallere doniiserek hiicrelere zarar vermektedir
(Scheibmeir et al. 2005). Molekiler oksijenin, etrafindaki gruplardan 2 e almast ya da
stperoksitin bir elektron alip 2 H atomuyla birlesmesi sonucu olusan hidrojen peroksit;
serbest radikal degildir, fakat hiicresel zarlardan kolaylikla gecerek zararli bazi etkiler
yaratabilmektedir (Akkus 1995; Deaton and Marlin 2003; Song 2004). Metal selatlama,
stperoksit radikali siipiirme aktivitesi, hidrojen peroksit temizleme aktivitesi, hidroksil

radikali temizleme aktivitesi, difenilpikrilhidrazil (Diphenylpicrylhydrazyl, DPPH)
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radikali siipirme aktivitesi in vifro kosullarda reaktif oksijen turlerinin giderilmesi i¢in
antioksidan kapasitelerin dl¢tilmesinde kullanilan yéntemlerdendir. DPPH (2,2-difenil-1-
pikrilhidrazil) ticari olarak elde edilebilen kararli organik azot radikalidir. Goriiniir alanda
(VIS) 517 nm’de maksimum absorbansa sahiptir (Huang et al. 2005; Albayrak et al.
2010; Uzunhan ve Celik 2014). Molekilde bir serbest elektronun yer degistirmesi
menekse renginin olugmasina neden olur. DPPH soliisyonu hidrojen atomu verebilen
madde (antioksidan) ile kanstirildigi zaman koyu menekse rengin kaybi ile indirgenmis
form olusur (MacDonald-Wicks et al. 2006, Scalzo 2008; Albayrak vd 2010). Peroksil
radikalleri ile hizla reaksiyona giren bir¢cok antioksidan DPPH ile yavas reaksiyona
girebilir, hatta hi¢ reaksiyona girmeyebilir (Prior et al. 2005; Huang et al. 2005;
Magalhaes et al. 2008; Albayrak vd 2010).

Canli sistemlerde serbest radikal olusumunun artmasi, yiksek doz ve/veya ROT’ un
elimine edilmesindeki yetersizlik sonucunda oksidan-antioksidan dengenin dengenin
oksidan lehine degismesi ile oksidatif stres olugsmaktadir. Toksin ya da patojenlere maruz
kalmak, zayif antioksidan savunma sistemi, diizensiz yasam sekli, agir1 yogun egzersiz ve
ginlik metabolik Grtnler, oksidatif strese neden olmaktadir. Oksidatif stres bir hastalik
olarak diiginilemez, ancak hastaliga yol acabilecek ya da hizlandiracak bir etkendir.
Genellikle koruyucu tip 6nlemleri i¢in énemli bir uyarandir. Bu durum tespit edilmez ve
diuzeltilmezse kanser, iskemi, endokrin fonksiyonlardaki yetersizlikler, molekiler
hasarlar gibi ¢esitli metabolik fonksiyon bozukluklarina, ciddi saglik sorunlarina ve
hastaliklara neden olabilir (Chopra and Wallace 1998). Serbest radikallerin zararli
etkilerinden korunmak i¢in hiicreler bunlar1 notralize eden antioksidanlar tiretmektedir.
Serbest radikallerin olusum hizi ve bunlarin antioksidanlar tarafindan nétralize edilme
hiz1 arasinda bir denge bulunmasi beklenir. Bu sekilde hiicreler hafif oksidatif stresi tek
baglarina tolere edebilseler de genellikle antioksidan enzim sistemlerini aktif hale

getirerek savunmaya galigirlar (Sun and Hu 2005).

2.5. Antioksidan Savunma Sistemleri

Oksijen, aerobik hayatin vazgecilmez bir yakitidir. Normal metabolik reaksiyonlar
sirasinda, serbest radikallerin hiicre icinde ortaya ¢ikmalar nedeniyle, tim aerobik
organizmalarda, ROT’ un olusumunu kontrol edecek ve giderecek bircok mekanizma

bulunmaktadir. Canli organizmalarin olusturdugu bu sisteme “Antioksidan Savunma
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Sistemi” veya kisaca “Antioksidanlar” denilmektedir. (Josept and Knight 1999; McLean
et al. 2005; Odabasoglu vd 2006). Vicutta serbest radikaller meydana geldiginde
organizmay1 oksidatif stresden korumak i¢in antioksidan sistem devreye girer. Birincil
antioksidan sistem elemanlari, peroksidaz ve metal baglayan proteinlerin sentezi ile
serbest radikallerin meydana gelmesini onleyen antioksidanlardan olusur. Ikincil
antioksidan savunma sistemi elemanlari, vitamin C ve vitamin E gibi radikal temizleyici
antioksidanlarin zincirleme reaksiyonlarin yayilimini énlemesi olusturmaktadir. Ugiincii
olarak da hasari onarma ve eski haline getirmeye calisan lipazlar, proteazlar, DNA
onarict enzimler ve tranferazlar gibi onarici ve yeniden yapilandirici enzimlerdir
(Fridovich 1975; Nadithea and Baea 2010). Melatonin, glutatyon ve albumin gibi endojen
molekiiller enzim olmayan antioksidanlar sinifinda yer almaktadirlar. Hiicrenin hemen
hemen tim organellerine ve bir¢ok dokuya rahatca girerek genis bir aktivite gosterebilen
melatonin, HO~ radikalini temizleyen ¢ok glg¢li bir antioksidandir (Halliwell and
Gutteridge, 2000; Cnubben et al. 2001). Vitaminler gida ile alinan ekzojen antioksidanlar
olup, E vitamini (o-tokoferol) yagda ¢oziinebilen temel antioksidanlardandir. Plazmada
baskin olarak bulunan ve en yiiksek antioksidan aktiviteye sahip olan o-tokoferol
membran lipitlerinde ¢oziinerek peroksidasyon zincirini kirar. A vitamini (B-karoten) nin
antioksidan etkisi tekil oksijeni yakalamasi, serbest radikalleri temizlemesi ve hiicre
membramt lipitlerini oksidatif dejenerasyona karst korumasi seklindedir. Suda
coziinebilen C vitamini (askorbik asit) ise Ozellikle detoksifikasyon metabolizmast

esnasinda meydana gelen serbest radikalleri etkisiz hale getirmektedir (Carr et al. 2000).

2.5.1. C Vitamininin Antioksidan Etkisi

Vitamin C, kapali formil CsHsOs olan bir ketolaktondur. Kollajenin prolin ve lizin
birimlerinin hidroksilasyon reaksiyonlarinda koenzim olarak gorev alir (Thomas 1995;
Keser 2012). Suda c¢oziinebilen vitaminlerden olan askorbik asit, ¢zellikle yesil taze
sebze, patates, domates, meyve ve turunggillerde bol miktarda bulunur. C vitamini fazlasi
idrar ve terle disart atilir. Boylece alinan fazla miktar depo edilmez (Tuzin 1997). C
vitaminin etkili bir singlet oksijen temizleyicisi oldugu da belirtilmektedir (Kiling 1985).
Askorbik asit antioksidan etkisinin yaminda oksidan etki de gosterir. Askorbik asit
proteine bagli ferri demiri uzaklagtirarak, hidrojen peroksit ile etkilesmeye ve sonunda

hidroksil radikali olusturmaya uygun ferro demire donistiriir. Bu 6zelliginden dolayi
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askorbik asit, serbest radikal reaksiyonlarinin 6nemli bir aktiflestiricisi veya bir

prooksidan olarak degerlendirilir (Levine 1997).

2.5.2. Biitillenmis hidroksitoluen (BHT)

Biitillenmig hidroksitoluen en ¢ok kullanilan antioksidanlardandir. BHT ilk defa soya
yaginin otoksidasyonunda bozunma urtnlerinin tayin edilmesiyle fark edilmigtir. BHT
iceren soya yagt ultraviyole 1s18ina maruz birakilacak olursa bozunma urtnleri olan

BHT-1, BHT-2, BHT-3 ve BHT-4 olugmaktadir (Hudson 1990).

2.5.3.Lipit Peroksidasyonu ve Malondialdehit (MDA)

Lipit peroksidasyonu, hiicrelerin membranlarindaki ¢esitli formlarda yer alan doymamis
yag asitlerinin serbest radikaller ile etkileserek peroksitler, alkoller, aldehitler, hidroksi
yag asitleri, etan ve pentan gibi ¢esitli peroksidasyon urlnlerini olusturmasidir. Lipit
peroksidasyon sonucu olusan triinler dogruca membran yapisina katilarak bir taraftan
hasar olustururken, diger taraftan da, reaktif aldehitler tireterek DNA, RNA, enzimler gibi
hiicre bilesenlerine veya hiicrenin tim bolumlerine zarar vermektedirler (Rikans and
Hornbrook 1997; Wang and Quinn 1999). Lipit peroksidasyonundaki artig serbest radikal
aktivasyonun indirekt bir igaretidir. Hiicresel bozulumun en 6nemli belirteclerinden olan
MDA (Malondialdehit); iyon aligverisine etki ederek membranda iyon gegirgenligi ve
enzim aktivitelerinde degisimlere sebep olmaktadir. Asirt lipit peroksidasyonuyla artan
MDA konsantrasyonu dokulara hasar vermektedir (Murray et al. 1996; Kalender et al.
2002). MDA ol¢umi ile lipit peroksidasyonunun degerlendirilmesi yapilabilmektedir.
Lipid radikallerinin hidrofobik yapida olmast dolayisi ile reaksiyonlarin ¢ogu membrana
bagli molekilllerde meydana gelir. Peroksil radikalleri ve aldehitler, membran
komponentlerinin ¢apraz baglanma ve polimerizasyonuna neden olur. Boylece
membranlarda, reseptorleri ve membrana bagli enzimleri inaktive etmek suretiyle
membran proteinlerinde de ciddi hasarlar meydana getirebilirler. Lipit peroksidasyonu ile
meydana gelen membran hasart geri doniisimsiizdir. Hem insandaki hem de dogadaki
lipit peroksidasyonunu kontrol etmek ve azaltmak i¢in antioksidanlar kullanilmaktadir

(Kose ve Dogan 1992).
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2.5.4. TAS — TOS — OSI

Organizmada, dokularda veya hiicre gibi daha alt dizeydeki organizasyon birimlerinde
metabolik ve fizyolojik aktiviteler sonucunda olusan veya eksojen kaynakli olarak
alinabilen oksidan molekillerin toplam yikii Total Oksidan Diizeyini (TOS), olusan veya
disardan alinan oksidan veya prooksidan molekiillere karst vicudun savunma
mekanizmalan olarak ortaya ¢ikan veya hazir olarak gidalarla alinan toplam antioksidan
molekillerin varligr ise Total Antioksidan Duzeyi (TAS) belirlemektedir. Her iki
parametrenin birbiriyle oranlanarak, istatistiksel dontsimler yapilmasiyla birlikte de
organizmanin, dokunun ya da arastirilan hiicrelerin genel olarak Oksidatif Stres Indeksi
(OSI) ortaya konulmaktadir (Robbins et al. 1992; Halliwell and Guttaridge 1996; Harma
2005). Hem antioksidan molekiiller hem de oksidan molekiller endojen olarak
organizmada uretilebildigi gibi, dig ¢evreden de alinmaktadir (Nobi 2005). Total
antioksidan kapasiteye en buyik katki plazmadaki antioksidan molekiillerden
gelmektedir. Plazmada bilirubin, transferin ve seruloplazmin, E vitamini, C vitamini ve

proteinler gibi antioksidanlarda bulunmaktadir (Dani et al. 2003).
2.5.5. Tiyol Grubu

Kiukdurt igeren tiyol gruplart (-SH grubu), antioksidan sistemin 6nemli bir tyesidir ve
oksidatif strese karsi koruyucu 6zellige sahiptir (Fang et al. 2002; Yardim vd 2003). Tiyol
gruplart enzimatik ve enzimatik olmayan mekanizmalarla ROT ve diger serbest
radikalleri yok ederek proteinlere bagli radikal peroksit stipirme etkinligini arttirirlar
(Kose et al. 2010). Plazma tiyolleri arasinda en ¢ok bulunan sistein aminoasidi olup bunu

takip eden homosistein ve glutatyondur.
2.5.6. Paraoksonaz ve Aril Esteraz

Paraoksonaz (PON; E.C.3.1.8.1), hem aril esteraz (E.C. 3.1.1.2) hem de paraoksonaz
(arildialkil fosfataz; organofosfat hidrolaz; paraokson hidrolaz) aktivitesine sahip bir ester
hidrolazdir. PON’un fizyolojik substratlart heniiz tanimlanmamis olmakla birlikte,
organofosfat bilesiklerinin hidrolizini katalizlediginden; toksikolojik ¢aligmalar igin
buyik onem tagimaktadir. Ayrica, plazmada yiiksek dansiteli lipoprotein (HDL)

yapisinda bulundugu belirlenmistir. Ginimizde PON’un kardiyovaskiiler fizyolojideki
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onemi, lipid ve lipoprotein metabolizmasiyla iliskisi, potansiyel antiaterojenik etkisi ve
peroksidatif hasara karsi antioksidan ozellikleri, siklikla aragtirilmaktadir (Bagkol ve
Kose 2004). Paraoksonaz reaksiyonunda organofosfat bilesiklerinden paraokson (o,0-
dietil-o-p-nitrofenil fosfat) substrati, aktivite tayininde kullanilmaktadir (Echerson et al.
1983, Bagkol ve Kose 2003). PON1’in hidrolik aktivitesiyle agiga ¢ikan p-nitrofenol veya
fenoliin konsantrasyonu tizerinden, PONI1 aktivitesi spektrofotometrik olarak tayin

edilebilmektedir (Gan et al. 1991).

Aril esteraz reaksiyonunda ise; aromatik karboksilik asit esterlerinden fenil asetat, aril
esteraz  aktivitesinin  tayininde siklikla  kullanilmaktadir.  Ayrica, PONI’in
gliserofosfolipid peroksitleri, kolesteril ester hidroperoksitleri ve hatta H202’yi
redukleyebilecegi bildirilmektedir. PON1, LDL yapisindaki fosfolipidlerin yapisinda
bulunan ve oksidasyona ugramig poliansatiire yag asitlerini hidroliz edebilmektedir.
Maksimum PON1 aktivitesi i¢in kalsiyum gereklidir (Aviram et al. 1998; Bagkol ve Kose
2003). Oksidatif stres altinda lipid peroksidasyonu sadece LDL’de degil, HDL deki
lipidlerde de meydana gelmektedir (Hahn and Subbiah 1994; Bagkol ve Kose 2003).
PONT’in hem LDL’yi hem de HDL’yi oksidasyondan korudugu bildirilmistir (Aviram et
al. 1998; Baskol ve Kose 2003). HDL-PONI1, uzun zincirli okside fosfolipidleri hidroliz
edebilme yetenegine sahiptir (Watson et al. 1995; Bagkol ve Kose 2003).

2.6. Hiicre Kiiltiirii ve Etken Madde Arastirmalar:

Hiicre kultira, canliligint kaybetmemis doku veya organdan alinan bir parganin belirli bir
besi ortaminda in vifro olarak buyitilmesinin saglanmasi islemidir. Basit olarak
cekirdege sahip olan her hiicre ¢ogalma kabiliyetine sahiptir. Hiicreler cogalma ozellikleri
dikkate alinarak i¢ grupta incelenebilirler. Bunlardan birincisi daima ¢ogalan hiicrelerdir.
Bu hitcrelere 6rnek olarak kok hiicreler, kemik iligi hiicreleri ve gastro-intestinal sisteme
ait olan epitel hiicreleri verilebilir. Ikincisi ise uyanldigi zaman g¢ogalan hiicreler
grubudur. Bunlar; karaciger, periferal lenfosit ve makrofajlardir. Son grup ise yasam
boyu sadece bir kez ¢ogalan hiicrelerdir. Sinir sistemi ve goziin bazi htcreleri bu grupta
yer alir. Bu ii¢ gruptan bagka bir de normal olmayan hiicreler olarak timoér hiicreleri
vardir. Bunlarin dogal olarak apoptoza ugramadiklart, 6limstz olduklar: ve siirekli olarak
cogalmalar bilinen en tipik 6zellikleridir. Hiicre kiltiri hazirlamak i¢in alinan kiigik

doku veya organ pargasina eksplant adi verilmektedir. Hiicre kultirleri primer doku
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eksplantlari veya hiicre stspansiyonlarindan meydana gelmektedir ve genel olarak
monolayer kiltiir ve siispansiyon kultiir olmak tizere ikiye ayrilirlar. Monolayer kiilturler;
kiltir kabina yapigma ihtiyact bulunan fibroblastlar ve amniyon hiicreleri gibi
hiicrelerden elde edilirler. Siispansiyon kiltiirler ise kultiir kabina yapigsmayan kan, kemik
iligi gibi hiicrelerden hazirlanirlar (Ovali ve Ugar 2003). Eksplantin doku veya organdan
alinarak ekiminin yapildigr ilk kultire primer kultir, burada meydana gelen yeni
hiicrelerin bagka besi yerine aktarilmast olusan kultiire pasaj veya subkultir adi
verilmektedir. Primer hticre kultiirlerinin belirli émiirleri vardir. Stiregen adin1 alan hiicre
serileri anormal ve olumstz hucre tipidir (Alberts et al. 2002). Hiicreler ¢ogalmak i¢in
igerisinde karbondioksit oran1 % 5 ile % 15 arasinda degisen ortama ihtiya¢ duyarlar.
Bunun nedeni olarak karbondioksit igeriginin sodyum bikarbonat (NaHCOs)/karbonik
asit (H2CO3) dengesini saglamasi gosterilebilir. Cogalmast i¢in inkiibatére konan hiicre
kiiltir kaplarnmin agizlan agik birakilmamali ya da ¢ok sikilmamalidir. Inkiibator
icerisinin nemi ortamda bulunan su ile saglanmaktadir. Genellikle 37 °C tercih
edilmektedir. Hiicre kiiltiriinde tercih edilen ve ticari olarak temin edilen besiyerleri,
hiicrelerin  canli viicudu digindaki bir ortamda yasamlarini devam ettirmeleri ve
cogaltilmast iglemlerini gergeklestirmek i¢in gerekli olan besin maddelerini ve vitaminleri
iceren, huicrelerin gelisimlerini saglayacagi uygun ozmolariteye ve pH’ya sahip olan 6zel
solisyonlardir. Genellikle hiicre kiltirinin vazgegilmezi olarak kullanilan temel
aminoasit karigimi olarak hiicre kultirlerinde Dulbecco’s Modified Eagle Media
(DMEM) besiyeri tercih edilmektedir. ik kez 1955 yilinda Eagler adinda bir arastirici
bulmug olup daha sonra Dulbecco tarafindan modifiye edilerek giinimiize kadar
gelmistir. Hucreler i¢in gereken glukoza, uygun ozmolariteye, aminoasitlere ve vitamine
sahiptir. Ayrica Fetal Bovine Serum solisyonu da igerigi tam olarak tanimlanamayan
zengin bir protein ¢ozeltisidir. Hiicrelerin ¢ogalmast ve ortama yapigmasint saglar.
Igerisinde hormonlar, enzimler ve biiyiime faktorleri vardir. Hiicre kiiltiiriinde genellikle
%10 oraninda tercih edilir. Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (dPBS) soliisyonu
intraselliiler ve ekstraselliiler ozmolariteyi saglayan bir tuz soliisyonudur. Igerisinde su ve
inorganik tuzlar bulunmaktadir. Tripsin, hiicre pasajlamada tercih edilen enzim grubudur.
Tripsin serin proteaz tipi enzim olup lizin ve arjinin aminoasitlerinin peptidlerini yikar.
Hiicrelerin beslenebilmesi i¢in serum L-glutamin ve antibiyotik igeren besi ortaminin
hazirlanmas1 gerekmektedir. Ortama siklikla eklenen antibiyotikler ise penisilin ve

streptomisindir.
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Gelisen teknolojiyle birlikte yeni nesil tibbi ugraslar ve yeni tedavi yontemleri
gelistirilmeye baslanmistir. Hicre kilttrleri dinyada uygulanan yeni nesil tedavi niteligi
tasiyan onemli tibbi yontemlerden biridir. Nitekim dinyada kesin tedavisi olmayan
kanser hastaliklarinda, hucre kultirleri yapilarak patolojiyi agiklamaya calisan cesitli
analiz yontemleriyle 6nemli sonuglar elde edilebilmektedir. Ayrica canlilarda olusan
hastaliklarin nedenlerini bulmak amach yapilan hicre kiltirleri sayesinde, hastaliklarin
islevleri hakkinda bilgiler elde edilmektedir. Guntmuzde hiicre kalturleri tek boyutlu, iki
boyutlu (2D) ve 3 boyutlu (3D) kiilttrler olarak hazirlanabilmekte ve bu sekilde bir araya
getirilen hicrelerden doku ve organ dretimini hedefleyen calismalar yapilmaktadir.
Cesitli hastaliklarin ve hastalik etkenlerinin detayli olarak incelenmesi disinda, hicre
kaltarleri virtslere uygun asilarin gelistirilmesi, doku, gen tedavilerinin gelistirilmesi ve
kisiye yonelik tedavi yodntemlerinin, kisiye yonelik ila¢ doz uygulamalarinin ayrintili
olarak gozlenmesi bakimindan da ¢ok énemlidir. Sagladigi butiin bu avantajlariyla hicre
kalturleri saghk bilimlerinde oldukca olumlu etkiler meydana getirerek giinimuz tibbinin
daha da gelismesini saglamakta ve gelecekte pek cok hastaliin tedavisinde faydali

olacagina inaniimaktadir.

2.6.1. Apoptotik Etkinlik

Hucre kilttrd calismalarinda ilag etken maddelerinin arastirilmasi konusunda ya da etken
maddelerin antioksidan, antitimoral 6zelliklerinin degerlendirilmesi konusunda en ¢ok
basvurulan analizlerden birisi de apoptotik etkinligin belirlenmesidir. Apoptoz hucrelerin
bulunduklar dokuya zarar vermeden kendi kendilerini yok ettikleri, genlerle diizenlenen,
programli, protein sentezi ve enerjiye gereksinim duyan, organizmada homeostazi
koruyan bir olaydir. Gelisme sirecinde nasil mitoz bdlinme organizmanin normal
blyumesi-gelisimi icin gerekli ise apoptozda, organizmanin bitinlugine karsi tehdit
olusturan hiicreleri uzaklastirmak igin gerekli bir mekanizmadir (Yuan et al. 1993).
Apoptozun basladi§i hiicreler bulundugu ortamdan uzaklasmakta, komsu hicrelerle
baglantisini koparmakta ve blzusmekte, kromatin yogunlasarak piknotik bir gérinim
almaktadir (Janicke 2012). Apoptoz sirasinda hicre organelleri yapisal buttnluklerini
korumakta ancak hucre zarinin i¢ kisminda lokalize olmus fosfotidil serin molekili
apoptotik uyarilar sonrasinda huicre zarinin dis yizine transloke olmaktadir. Cekirdek

kicultp, parcalara ayrilmaktadir. Hiicre zarla sarili tomurcuklar halinde kopar, apoptotik
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cisimciklere ayrilir. Apoptotik cisimcikler makrofajlar tarafindan taninir ve fagosite
edilir, bu sayede hiicrenin 6limi inflamasyona sebep olmamaktadir (Kerr et al. 1972).
Kaspazlar apoptozda gorev alan 6énemli proteinlerdendir. Sistein proteaz olan kaspazlar,
aspartik asitten sonraki peptit bagimi kirarlar. Normal durumlarda hiicrede inaktif halde
bulunurlar, ancak proteolitik olarak birbirlerini aktiflegtirirler. 100 farkli hedef proteini
keserek apoptoza neden olurlar. Kaspaz 2, 8, 9 ve 10: baslatic1 kaspazlar, kaspaz 3, 6 ve
7. efektor kaspazlar, kaspaz 1, 4, 5, 11, 12, 13 ve 14 ise inflamatuar kaspazlar olmak
tizere 3 kaspaz sinifi bulunmaktadir. Bunlar ayni zamanda DNA tamiri ve replikasyonu
icin gerekli enzimleri inaktive ederler. Hiicre iskeleti proteinlerini keserek hiicre zarinin
tomurcuklanmasina neden olmaktadirlar (Li and Yuan 2008). Kaspazlardaki bozukluklar
otoimmun hastaliklara, kansere ve bazi norolojik bozukluklarin olusumuna sebebiyet

vermektedir (Reed 2000).

2.7. Kanser

Molekiiler hiicre biyolojisine gore kanser normal olmayan hiicre ¢ogalmasina verilen
isimdir ve bir genlerin olagandist ifadelenmesi hastaligidir (Kandebu 1999). Canlilarin
genotipi, organizmanin biiyimesini, fonksiyonlarint ve davraniglarini nasil yapacagini
anlatan milyonlarca mesaj1 igerir. Genotip igerisindeki en kiigciik anlamli birimler olan
genler dizgln caligir ve fenotipin ortaya ¢ikmasini saglar. Kromozomlarin kendilerini
cogaltmasi hiicre bolinmesi ile gerceklesir. Hiicre boliinmesi sirasindaki olugan hatalarin
buytk bir kismi dis kaynakli faktorlerin neden oldugu hatalardir ve hiicrelerde DNA
onarim mekanizmalarn bulunsa da bazen tamir gerceklesmez ve bir ya da daha fazla gen
mutasyona ugrar. Sonugta hiicredeki genetik ve fizyolojik sireglerde meydana gelen
degismelerden dolay1 kanser ortaya ¢ikar. Degisen gen hatali ya da farkli mesaj gonderir
ve o hiicre hizla buytr ve tekrar boliniir. Bu durum kanserlesme olarak adlandirilir. Diger
taraftan kanserlerde organizmadaki hiicrelerin glikokalikslerindeki ytlizey antijenleri
farklilagir ve hiicrelerin birbirlerini tanimamasi nedeniyle, asirt ve kontrolsiiz bir sekilde
hiicre artmast meydana gelmektedir. Normal olarak hiicrelerin bliyimesi ve ¢ogalmasi bir
diizen igerisinde gerceklesir. Bunun sonucunda viicuttaki doku ve organlar gorevlerini
eksiksiz ve dogru bir sekilde yerine getirir. Ancak bu hiicrelerin anormal hizla biiytimesi
hiicrelerin kontrolsiiz ¢ogalmasina neden olacagindan viicutta timor olarak adlandirilan

kitle olusumlarina yol agacaktir. Kiigiik bir timériin olugmast i¢in sayilart ylz binleri
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bulan kanserli hiicrelerin bir araya gelmesi gerektiginden, erken asamalarda tespit
edilmesi oldukga zor olan bir hastaliktir. Saglikli bir hiicrenin kanserli hiicreye déniigme
isleminden oOnce sahip oldugu genetik bilgisinde birgok onemli degisikligin olmasi
gerekmektedir. Meydana gelecek her genetik degisiklik hiicreyi biraz daha kanserli hiicre
olma yolunda ilerletecektir. Butiin hiicreler farkli genetik 6zelliklere sahip olduklarindan

her hiicrenin kanserlesme siireleri de birbirlerinden farkli olacaktir.
2.7.1. Kanser Hiicrelerinin Ozgiin Nitelikleri

1. Kanserler genellikle tek bir normal hiicrenin farklilagmasi sonucunda meydana gelirler.

Buna klonsal orijinlenme denmektedir.

2. Normal hiicrelerin en belirgin yani, belirli donem ya da belirli bir yasa kadar olan
sinirli sayida bolinme yetenekleridir. Kanser hiicreleri ise sinirsiz ve asirt derecede hizli
bolinme ozellikleriyle goze carpmaktadir. Buna immortalite 6zelligi denilmektedir.
Immortalitenin en énemli unsuru kromozomum ug yapilarim olusturan telomer adini alan
yapilardir. Hiicreler cogalirken, normal hiicrelerde telomerler kisalir ancak kanser
ozelligine wulagmis hucrelerde telomer yapist yenilenebilir niteliktedir. Yapilan
caligmalarda bunu da telomeraz adli enzimin yaptigt bulunmustur. Béyle bir durumda da

telomerlerin boyu normal hiicredeki gibi kisalmayarak sabit kalmaktadir.

3. DNA tamirindeki sorunlardan kaynakli olarak, kanser hiicrelerinin homojen bir yapi

tastmamaktadir. Bu olaya kanser hiicrelerinde genetik instabilite ad1 verilir.

4. Bir dokuyu olusturan hucreler arasinda belirli noktalardan azalan belirli yerlerde
genigleyen bir hucreler arast bosluk bulunmaktadir. Huicre zarlari birbirine belirli
mesafede durmaktadir. Bu durum hiicre yiizey antijenlerini olusturan ve c¢ogunlukla
karbohidrat molekiillerden olusan glikokaliks yapilardan kaynaklanmaktadir. Komsu iki
hiicrenin glikokaliksleri birbirine temas ettigi zaman hiicrelerin ilerlemesi ve birbirine
karst hareketlilikleri tamamlanmis olur. Bu olaya kontakt inhibisyon denir ve kanser
hiicrelerinde kontak inhibisyon ve substratuma tutunarak biyime ozelliklerinin

kayboldugu gorilmektedir.
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5. Kanser hticrelerinde proliferasyonun bityiime faktorlerinden ve nitrientlerden bagimsiz
olarak devamli artist goriilmektedir. Bu durum kiltir ortaminda biiyiimeye birakilan
kanser hiicrelerinin bir 6zelligidir. Kanser hiicreleri besin yetersizliginde bile biiyiimeye

caligma 6zelliklerinden dolay1 bir bakima kendi sonlarint hazirlamaktadirlar.

6. Normal hiicrelerde karsilagilmayan bir durum olarak kanser hiicrelerinde metastaz
olgusu bulunmaktadir. Metastaz, hiicre i¢i matrikse yapismaktan sorumlu olan
proteinlerin kaybi sonucu veya hiicreler arasinda gerceklesen bozukluklar sonucunda

olusur (Lowitz and Cassiato 2000).
2.7.2. Kanser Tedavisi ve Etkili ila¢c Modelleri

Turkiye' de elde edilen bulgulara gore, erkeklerde akciger, mesane ve larinks gibi sigara
kullanimi ile iligkili kanserler ilk siralarda yer almaktadir. Kadinlarda ise meme kanseri
en stk gorilen kanser tipi olup, tim kanserlerin %18’ ini olusturmaktadir. Meme
kanserinin tedavisi olduk¢a zordur, ¢inkii tedavide farkli cevaplar sergileyen, farkli
timor siniflart vardir. Meme kanser gelisiminde, apoptoz ve hicre proliferasyonu
arasinda bir dengesizlik s6z konusudur (Love and Lin 2000; Patron et al. 2001; Yu et al.
2005; Sun and Liu 2005). Kolorektal kanserler de, hem erkeklerde hem de kadinlarda st
siralarda bulunmaktadir. Genel olarak tilkemizde en yaygin gorilen kanserlerin erken
teshisle onlenebilir nitelikteki kanserler oldugunu ortaya koymaktadir (Parlak ve Celik
2015). Kanser tedavilerinde cerrahi, radyoterapi (151n) ve kemoterapi yontemleri siklikla
kullanilmaktadir. Kemoterapi, genellikle ¢ok sayida ilagla gergeklestirilen, kanser
hiicrelerini  6ldirmek amaciyla uygulanan tedavidir. Hastaligin ilerledigi vakalarda
kemoterapi ve radyoterapi ya da farklt kemoterapotik ajanlar kombine kullanilmaktadir.
Ideal ilacin normal hiicrelere zarar vermeden sadece kanser hiicrelerini oldiirmesi
beklenir, ancak bu 6zellik su anda klinikte kullanilan ilaglarin ¢gogunda bulunmaz. Ciinka
malign kanser hiicresi ile normal insan hiicresi arasinda nicelik olarak ¢ok fark yoktur.
Kanser tedavileri siklikla saglikli hiicre ve dokulara da hasar verir. Nitekim her bir
yontemin buyik ve farkli yan etkileri bulunmaktadir. Yan etkiler temel olarak tedavinin
tip ve kapsamina baglidir ve herkeste ayni sekilde seyretmez, hatta ayni kiside bir
seanstan digerine degisebilir. Kemoterapi yapilan kigilerin ¢ogunun sag¢t dokuliirken,

diger yan etkiler ilag tipine gore degisiklik gosterir. Bu sebeple tedavide kullanilan
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kemoterapotik ajanlardan daha disik yan etkilere sahip yeni kemoterapdtiklerin

aragtirmalari kanser ¢aligmalarinin birincil konusudur (Poggi et al. 2001).

Antimetabolit kanser ilacglar, toplu halde hicrelerin 6lmesini saglayan onemli
kimyasallardir. Bu siniftaki maddelerden en ¢ok bilinen ve sik sekilde guntmiizde
kullanilan metil grubunun transferini gergeklestiren dihidrofolat reduktaz (DHFR)
enziminin inhibitori olarak gorev yapan metotreksattir. Bunun disinda taksol, vinkristin
gibitubulin iskeletinin kurulmasini engelleyen mitotik inhibitér madde niteligindeki
antikanser ilaglar kullanmilmaktadir. Hucreler mitoz sathasina ortamda bulunan DNA
miktarini iki katina ¢ikardiktan sonra girmektedirler. Burada tubulin proteinin gorevi
kromozomlar1 belirli bir diizene koyarak onlar siniflandirma iglemine tabii tutmaktir.
Ayrica doksorubisin gibi topoizomeraz inhibitorleri olarak DNA’nin ¢ozilmesini
engelleyen kanser ilaglar da tedavide kullanilmaktadir. Topoizomeraz inhibitérleri DNA’
nin sahip oldugu ¢ift zincirli yapiin replikasyon sirasinda agilmasinda gorevli
topoizomeraz enzimleri tGizerinde inhibitor etki yaparak kansere dontigmus ya da kansere
doniigmek tizere olan hiicre gruplarini oldirmektedir (Kerry et al. 1986). Fizyolojik
strecte hiicrelerin dogal bir 6lum sekli olan, programli hiicre 6lumu olarak da bilinen
apoptozu uyaran anti-kanser ajanlarmm kullanilmasi, yeni kemoterapotik ilag
geligtirilmesi caligmalarinda etkili bir yontemdir. Bu sayede kanserli hiicreler olirken
bulunduklar1 dokuya zarar vermemekte, ilacin yan etkileri azalmaktadir (Ellis et al. 1997,

Sen 2015).
2.7.3. Topoizomeraz Enzim Aktivitesi ve Kanser

Anti-kanser ajan ve antibiyotik olarak da kullanilabilen topoizomeraz inhibitorleri,
kanserle mucadelede genis bir yer edinmektedir. Hiicre bolinmesi esnasinda DNA
sarmalinin diiz iplikgikler halinde agilmasini saglayan topoizomerazlarin inhibisyonu,
bolinmeyi durdurarak hiicrenin ¢ogalmasini engellemektedir (Potmesil and Pinedo
1995). Topoizomerazlar tiim prokaryot ve okaryotlarda bulunan, yiiksek derecedekorunan
bir enzim ailesidir. Insan genomu 7 adet topoizomeraz geni tasimaktadir. Bu genler
nitkleer topoizomeraz 1, mitokondriyel topoizomeraz I, topoizomeraz Ilo ve I1If,
topoizomeraz Illa ve IIIf ve ureme hicreleriyle simirlt Spoll’i kodlamaktadir.
Topoizomerazlar DNA’nin tek ya da ¢ift iplik¢igi iizerindeki kesme ve baglama

islemlerine gore iki ana gruba ayrilmaktadir (Hande 2008). Birinci grup topoizomeraz I,
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mitokondriyel topoizomeraz 1 ve topoizomeraz III o/B yer alirken, ikinci grup
topoizomeraz II o/f ve Spol1’°dan olugsmaktadir. Mitokondriyel topoizomeraz I, DNA’nin
3" ucu ile kovalent bag kurarken, diger tim topoizomerazlar tirozin aminoasidi aracilig
ile DNA’'nin 5" ucunda 5'-fosfotirozil kovalent bagini kurmaktadir. Topoizomeraz II,
DNA ¢ift iplik¢iginin ikisini de kopararak disilfit bagiyla tamir ig¢in kopriler
kurmaktadir. Bu sayede ATP harcayarak replikasyon ve transkripsiyon esnasinda olusan
DNA bikiilmelerini diizeltmektedir (Elsea et al. 1997). ATP’ye ihtiyag duymadan
supersarmal DNA’y1 gevsemis forma geviren topoizomeraz I ise baglangi¢cta omega
proteini olarak adlandinlmistir. Insan topoizomerazi 1 geni 20. kromozom iizerinde,
20q11.2-13.1 lokusunda yer almaktadir ve 100 kDa’lik bir protein sentezlemektedir (Burt
et al. 1991). Protein, ATP’ye ihtiyag duymadan DNA’nin tek iplik¢igi tizerinde
endoniikleaz aktivitesi gostermektedir. Topoizomeraz I’ in hiicre canlilig i¢in en énemli
gorevlerinden biri DNA tamiri esnasinda siiper sarmali gevsetmesidir. Okaryot
DNA’sinin kromatin seklinde daginik olarak biikiilmesi, bazi durumlarda siiper sarmal
yapinin ag¢ilmasini gerektirmektedir. Topoizomeraz I'in katalitik kisminda yer alan tirozil
kalintist kovalent bag ile DNA’min 3" ucuna bag kurarak kirmaktadir. Enzim
aktivasyonun geri doniisimli olmasi inhibitorlerin etkili olabilmelerini saglamaktadir.
DNA’nin kesilerek serbestlestirilmesinin ardindan topoizomeraz 1 iplik¢igin geri
baglanmasini saglamaktadir. Geri baglanma hizi iplik¢igin koparilma hizindan ¢ok daha
hizlidir (Tao et al. 2003). Topoizomerazlarin ekspresyonu dogrudan tuimorler ile
baglantili olmamasina ragmen, topoizomeraz gen ifadelenmesi kanserli dokularda normal
dokulara gore daha yiksektir. Aymt zamanda yuksek metabolik aktiviteye sahip
hiicrelerde topoizomeraz 1 ekspresyonunun arttig1 gézlemlenmistir (Korwek et al. 2012).
En iyi bilinen topoizomeraz I inhibitérii olan kamptotesin, DNA tek iplik¢igini 3’
ucundan koparmasindan sonra geri baglama asamasinda topoizomeraz I enzimini inhibe
etmektedir (Hsiang et al. 1985; Sen 2015). Kamptotesinin topoizomeraz I ile olusturdugu
kompleks, DNA’ nin transkripsiyonu yapilacak olan iplik¢igi iizerinde oldugu zaman
RNA polimerazin aktivasyonu sebebiyle DNA tzerinde geri donisimstz kiriklar
olugsmaktadir. Kamptotesin-topoizomeraz 1 kompleksi transkripsiyon esnasinda
transkripsiyonda kullanilmayacak olan DNA iplik¢igi tizerinde yer aliyorsa RNA
polimeraz ile etkilesime girmemektedir. Topoizomerazin inhibisyonu ile dolayli yoldan
olusan DNA kiriklar transkripsiyonun durmasina sebep olmaktadir (Wu and Liu 1997;
Sen 2015).
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Sonug olarak giinimiizde kanserin herhangi bir seklini tamamen tedavi edecek kimyasal
bir bilesik hentiz bulunamamistir (Palaska 2004). Kanser tedavisinde amag, hem segici
toksisitesi artirilarak ¢ok daha etkili bir tedaviye olanak veren hem de tedavi siireci ve
sonrast ortaya ¢ikan birgok istenmeyen yan etkisi azaltilmig yeni bilesiklerin
geligtirilmesidir. Bu nedenle, yeni ila¢ etken maddelerinin aragtirilmasi, kanserlerin
tedavisinde potansiyel kanser ilaglarinin olusumuna yeni yaklagimlar saglayacaktir. Son
yillarda potansiyel antibakteriyal, antitimoral ve antiviritik materyaller olarak
geligtirilmek tizere, aminofosfinik asitler siklikla aragtirilmakta ve yeni sentezler
uretilmektedir. Aminofosfinik asit ligantlar1 ve onlarin komplekslerinin aminoasitlere
benzerlikleri ile birlikte kendilerine 6zgii orijinal yapilart ve niteliklerinden dolay1
hiicresel yolaklarda ve pek ¢ok fizyolojik strecte oldukc¢a etkili olabilecekleri
disinilmektedir. Bu yizden tez calismamiz kapsaminda, yeni sentezlenen bis(a-
aminoalkil-fosfinik asit) bilesiklerinin, reaktif oksijen tiirlerine ve meme kanserine karst
potansiyel antioksidan ve antitimor aktivitelerinin, ayrica topoizomeraz = ve
antimikrobiyal aktivitelerinin belirlenmesi, ila¢ olma potansiyellerinin degerlendirilmesi

hedeflenmistir.



3. MATERYAL VE METOD

Bu tez kapsaminda diizenli bir organik kimya laboratuvarinda, hiicre kiltiir laboratuvari
ve molekiiller biyoloji laboratuvarinda olmast gereken cihazlar ve donanimlardan

yararlanilmigtir.

3.1. Kullanilan Arac ve Gerecler

« Cam malzeme olarak; ¢esitli ebatlarda balonlar, sogutucular, damlatma hunileri, ayirma
hunileri, huniler, erlenmayerler, beherler, buretler ve kilcal borular,

* Tartim i¢in; Hassas Terazi (Precisa XB 3200 C)

» UV-Vis Spektrofotometre (Shimadzu UV-1800)

* Perkin Elmer Spectrum One FT-IR spektrofotometre

« Bruker 400 MHz NMR spektrometre ('H, °C, 3'P)

* pH metre (Hanna HI 221)

* Vorteks (IKA MS3 basic)

» Saf Su Cihazi (GFL D-30938 Burgvedel)

» Ultra Saf Su Cihazi (New Human Power 1)

» Manyetik ve mekanik karistiricilar,

* Sogutucu olarak; tuz-buz banyolari, Kriyostat

* Termostat

* 100 ve 360 °C'lik termometreler

* Desikator

* Etiiv (Memmert)

* Homojenizator (IKA, T10 basic)

» Vakum Pompas (KNF Neuberger D-79112 Freiburg)

* Calkalamali1 Su Banyosu (Memmert)

« Isitma i¢in; su banyolar, 1sitict mantolar, termostat, yag banyosu, manyetik 1sitici ve

karistiricilar
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« CU:z inkiibator (Nuaire)

 Laminar-flow kabin (Biohazard)

» Buzdolaplar1 (Bosch)

* Santrifuj (MSE Mistral 1000)

» Otomatik pipetler

* Derin dondurucular

* Vida kapakli deney tipleri

* Elisa-reader (Thermo Scientific-Multiskan FC ve Biotec, USA) kullaniimistir.

3.2. Hiicre Hatlari

Deneylerimizde Meme Kanseri Hicre Hatti (MCF-7) ve saglikli normal insan endotelyal
hicre hattt (HUVECs) kullanildi. Bu hicre hatlari ATCC (AmericanType Culture
Collection, Manassas, VA, USA) firmasindan temin edildi. Hicre kalturl ve diger
deneysel calismalar igin “Cumhuriyet Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik

Arastirmalar Etik Kurulu” izni alinarak (Karar no: 2015.01/10) deneylere baslanildi.

3.3. Reaktifler

3.3.1. Sentez ve Antikanser Aktivitelerin Saptanmasinda Kullanilan Reaktifler

Deneylerde kullanilmak zere DMEM-Low-Glucose (Sigma-Aldrich), FBS (Sigma-
Aldrich), Tripsin (Applichem), L-Glutamin Streptomisin (Sigma-Aldrich), RPMI 1640
(Sigma-Aldrich) XTT Sollisyonu (Applichem A-1080), asetonitril (Me-CN), Mutlak Etil
alkol (Sigma), Tris-Borik Asit-EDTA (TBE, 10x), Tris-Asetik Asit-EDTA (TAE, 5x), o-
salisilaldehit, p-metoksibenzaldehit, tiyofen-2-karbaldehit, etan-1,2-diamin, propan-1,3-
diamin, 2,2-dimetilpropan-1,3-diamin, aseton, dioksan, metanol, kloroform ve NMR
spektrumlari icin DMSO-d6, CDCls, NaOD, D20, Potasyum kloriir (KCI), Sodyum
hidroksit (NaOH), fosforik asit (HsPOa4), sodyum klorir (NaCl), sodyum fosfat
(NaH2POa4), etil alkol (C2HsOH), tiyobarbiturik asit (TBA) temin edildi.
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3.3.2. Invitro Antioksidan Aktivitelerin Belirlenmesinde Kullanilan Cozeltiler

1. 0.2 M Fosfat Tamponu (pH=6.6): 6,24 g NaH2PO4.H2O bir miktar distile suda ¢ozildi.

pH metre kullanilarak NaOH ¢ozeltisiyle pH=6.6"ya ayarlandi. Son hacim olarak 250

mL’ye tamamlandi.

2. % 1’lik K3Fe(CN)s gozeltisi: 2,5 g KsFe(CN)g alinarak, 250 mL’ye tamamlandi.

3. % 10’luk TCA ¢ozeltisi: 25 g TCA alinarak, son hacmi 250 mL’ye tamamlandi.

4. % 0.1’lik FeCl3 ¢ozeltisi: 83 mg FeClz.6H20 alinarak, son hacmi 50 mL’ye
tamamlandi.

5. 60 uM PMS c¢ozeltisi: Once 18 mg PMS alindi ve toplam hacim 1 litreye fosfat

tamponuyla (pH=7.4, 0.1 M) tamamlandi. Daha sonra bu ¢o6zeltiden 10 mL alindi ve 100

mL’ye ayn1 tamponla seyreltildi.

6. 468 uM NADH c¢ozeltisi: 34 mg NADH alinarak, son hacim 100 mL’ye kadar fosfat

tamponuyla (0.1 M, pH=7.4) tamamlandi.

7. 150 uM NBT ¢ozeltisi: 6.1 mg NBT alinarak, son hacim 50 mL’ye kadar fosfat

tamponuyla (0.1 M, pH=7.4) tamamlandi.

8. 0.1 M Fosfat Tamponu: 1,56 g NaH;P0O4.2H20, 80 mL distile suda ¢oztlerek, Ph metre

yardimiyla pH=7.4’e ayarland1 ve toplam hacim saf su ile 100 mL’ye tamamlandi.

9. 43 mM H20; ¢ozeltisi: % 30’luk H202’den 343 ul alindi ve 0.1 M’lik fosfat tamponu

ile 100 mL’ ye tamamlandi.

10. 2 mM FeCl: ¢ozeltisi: 0,02 g FeCl2.4H20 alindi ve son hacim 50 mL’ye tamamlandi.

11. 5 mM Ferrozin ¢ozeltisi: 0,123 g Ferrozin alindi, bir miktar suda ¢6ziindu ve toplam

hacim distile su ile 50 mL’ye tamamlandi.

12. 20 mM, 50mL FeSO4.7H20 c¢ozeltisi: 0,278 gr alinarak, son hacim 50 mL’ye

tamamlandi.

13. 10 mM, S0mL EDTA Cozeltisi: 0,011 gr alinarak, son hacim 50 mL’ye tamamlandi.

14. 1 M, 50 mL H202 c¢ozeltisi: 5,107 mL stok H2O2 c¢ozeltisi alinip 50 ml’ye

tamamlandi.

15. 500 mM, SmL Askorbik Asit ¢ozeltisi: 0,495 gr stok askorbik asit alinarak, son hacim

5 mL’ye tamamlandi.

16. 50 mM, 50 mL KH2POq4 ¢ozeltisi: 0,345 gr stok madde alinarak, son hacim 50 mL’ye

tamamlandi.
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3.4. Arastirmada Kullanilan bis(a-aminoalkil-fosfinik asit) Bilesikleri

Literatiire uygun yontemler kullanilarak 16 bilesigin sentezi ve karakterizasyonu
gergeklestirilmis olup hedeflenen 8 bis(a-aminoalkil-fosfinik asit) molekiliin anti oksidan
ve anti kanser ozelikleri arastinlmistir(Orek 2012; Sarac et al. 2016; Dastan et al. 2016).
Sentezlenen ve ¢esitli aktiviteleri bakimindan aragtirilan bis(a-aminoalkil-fosfinik asit)

tirevlerinin yapist asagida ayrintili olarak Tablo 3.1°de gosterilmistir.

3.4.1. Hedeflenen bis(a-aminoalkil-fosfinik asit) Bilesiklerinin Sentezinde

Yararlanilan Schiff Bazlarinin (3a-h) Genel Sentez Yontemi

CyHs-OHH'
R. ] X\ R~/
NH,R-NH, + 2 Ar-CHO 0 > NN My
1 2 Ja-h

R 'HZC'CHZ' 'HZCACHZ' H2C+CH2
Ar Q H3CO@‘ @\
S
OH

0,2 mol aldehit bilesigi reaksiyon balonuna alinarak 3-4 damla H2SO4 beraberinde 50 mL

mutlak etil alkol igerisinde ¢ozildi. Ortama etanolde ¢oziilmis 0.1 mol diamin bilesigi
reaksiyon ortamina damitilarak 4 saat geri sogutucu altinda kaynatildi. Olusan iiriin buz
banyosunda sogutulup suzildi, soguk su ile yikandiktan sonra kurutuldu ve urinler

alkol-su karistminda kristallendirildi.
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3.4.2. Hedeflenen bis(u-aminoalkil-fosfinik asit) Tiirevlerinin (4a-h) Genel Sentez

Yontemi

400 Ar Ar R | A

A O\\P N’R‘N*P//O L
CH3CN 7\ A -HyG-CHy-

" 0, H Ok ) zQ

"

ah 1 Chy
00

-HchrCHz- o\
s

50 mmol 3a-h schiff bazi reaksiyon balonuna alinarak 50 mL asetonitril igerisinde

¢ozildi. Ortama asetonitril igerisinde ¢ozilmiis 100 mmol hipofosforoz asit ¢ozeltisi
damla damla reaksiyon ortamina ilave edilerek 10 saat geri sogutucu altinda kaynatildi.
Olusan urtin buz banyosunda sogutulup suzildi, alkol ve eter ile yikandiktan sonra

kurutuldu ve etanolde kristallendirildi.



Tablo 3.1. Calismada kullanilan bis(a-aminoalkil-fosfinik asit) tirevlerinin (4a-h) genel 6zellikleri

Bilesigin  Bilesigin formuli
kodu

4a

4b

4c

4d

Kapali formil

C16H2N206P2

Ci18H26N206P2

C12H 18N 204P2S2

CITH2N206P2

Bilesik ismi Mp (CC)

Ethane-1,2-diylbis{imino[(2- 250-252 °C
hydroxyphenyl)methanediyl]})bis
phosphinic acid

Ethane-1,2-diylbis{imino[(4- 200-203 °C
methoxyphenyl)methanediyl]})bis
phosphinic acid

Ethane-1,2-diylbis[imino(thiophen- 220-222 °C
2-ylmethanediyl)]}bis phosphinic
acid

Propane-1,3-diylbis{imino[(2- 217-218 °C
hydroxyphenyl)methanediyl]})bis
phosphinic acid

Yield (%)

60

55

43

47

Molekuler
agirhk
(g/mol)

400,30320

428,35636

380,35984

414,32978
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Tablo 3.1.(devam): Calismada kullanilan bis(a-aminoalkil-fosfinik asit) tirevlerinin (4e-h) genel 6zellikleri

Bilesigin  Bilesigin formuli
kodu

de

4f

49

4h

Kapali formil

C19H28N206P2

C1BH2N204P 252

C2IH2N206P2

C15H2N204P 252

Bilesik ismi

Propane-1,3-diylbis{imino[(4-
methoxyphenyl)methanediyl]})bis
phosphinic acid

Propane-1,3-diylbis[imino
(thiophen-2-ylmethanediyl)]}bis
phosphinic acid

2,2-dimethylpropane-1,3-
diylbis[imino(4-methoxyphenyl)
methanediyl)]bis phosphinic acid

2,2-dimethylpropane-1,3-
diyl)bis[imino(thiophen-2-
ylmethanediyl)]}bis phosphinic
acid

Mp (CC)

256-258 °C

243-245 °C

244-246 °C

218-219 °C

Yield
(%)

45

45

55

49

Molekuler
agirhk
(g/mol)

442,38294

394,38642

470,43610

422,43958
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3.5. In Vitro Antioksidan Aktivitenin Belirlenmesi
3.5.1. Metal Selatlama Aktivitesi

Test bilesiklerinin (4a-h) metal selatlama aktiviteleri, Dinis ve ark. (1994)’nin
belirledikleri yonteme (Dinis et al. 1994; Parlak 2015) gore yapildi. Bu islem i¢in 0.1 M
NaOH eklenerek, etil alkol i¢inde hazirlanmig farkli konsantrasyonlardaki (50, 100, 250
ve 500 pg/mL) orneklerden 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 baglatildi.
Cozelti vortekste kuvvetli bir gekilde karistirildiktan sonra oda sicakliginda 10 dk
bekletildi. Inkiibasyondan sonra ¢dzeltinin 562 nm’ de absorbansi ferrozin hari¢ geriye
kalan ¢ozeltiden olusan kontrol ¢ozeltisine (kore) karst kaydedildi. Metal selatlama
aktivitelerini kargilagtirmak igin ayni konsantrasyonda standart antioksidan olarak kabul

edilen a-tokoferol ve BHT kullanildi.

Her bir 6l¢iim 3 tekrarli olarak yapilarak ortalamalari hesaplandi. /Cso degerleri (bilesigin
% 50 inhibitor konsantrasyonu), bilesiklerin konsantrasyonuna kargi inhibisyon yiizdesi
cizilerek olusturulan grafiklere gore belirlendi. Bu metotta, diigik absorbans degeri
yiksek metal selatlama aktivitesi olarak degerlendirilmektedir. Yiizde metal selatlama
aktivitesi su formiilden hesaplanmistir:

% Metal selatlama aktivitesi=[(Ao-A1)/Ao]x100

Ao= Kontrol Absorbansi

A1= Numunelerin ve/veya standartlarin Absorbansi
3.5.2. Hidrojen Peroksit Giderme Aktivitesi

Test bilesiklerinin (4a-h) hidrojen peroksit giderme aktiviteleri Ruch ve ark. (1989)’nin
belirledikleri yonteme (Ruch et al. 1989; Parlak 2015) gore yapildi. Bunun i¢in pH = 7.4
olan 0.1 M fosfat tamponunda 43 mM’ lik hidrojen peroksit ¢ozeltisi hazirlandi. Daha
sonra 0.1 M NaOH eklenerek, etil alkol i¢inde hazirlanmis farkli konsantrasyondaki (50-
500 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 H2O> ¢ozeltisi ilave edildi. 10
dk oda sicakliginda inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra hidrojen peroksitin, 230 nm’deki

absorbansi, hidrojen peroksit icermeyen fosfat tamponundan olusan kére numuneye karst
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kaydedildi. Kontrol olarak test numunelerin disinda geriye kalan ¢ozelti kullanildi.
Hidrojen peroksit giderme aktivitelerini karsilagtirmak igin test ornekleriyle ayni
konsantrasyonda standart antioksidan olarak kabul edilen askorbik asit ve BHT kullanildi.
Olgiimler 3 tekrarli yapilarak ortalamalari hesaplandi. /Cso degerleri (bilesigin % 50
inhibitor konsantrasyonu), bilesiklerin konsantrasyonuna karst inhibisyon yiizdesi
cizilerek olusturulan grafiklere gore belirlendi. Bu metotta, diigik absorbans degeri
yiksek H2O»giderme aktivitesi olarak degerlendirilmektedir. Yizde H202 Giderme
Aktivitesi su formutlden hesaplanmisgtir:

% H202 Giderme Aktivitesi = [(A¢-A1)/Ag] x 100

Ao = Kontrol Absorbansi

A1 =Numunelerin ve/veya standartlarin absorbansi

3.5.3. Siiperoksit Radikali Giderme Aktivitesi

Test bilesiklerinin (4a-h) siiperoksit radikali giderme aktivitesi, Liu ve ark. (1997) nin
yapmis oldugu yonteme (Liu et al. 1997, Parlak 2015) gore bazi optimizasyonlar
yapilarak gergeklestirildi. Titrasyon yontemiyle 0.1 M NaOH eklenerek etanol ¢ozeltisi
icinde hazirlanmig test bilesiklerinin 50, 100, 250 ve 500 pg/mL olmak tzere farkli
derisimdeki ¢ozeltileri, 1 mL nitroblue tetrazolium (600 uM NBT, 100 mM fosfat
tamponunda, pH 7.4) ve 1 mL NADH (468 uM, 100 mM fosfat tamponunda, pH 7,4)
reaktifleri ile kanstirildi. Baglangi¢ reaksiyonu, bu karigtma 100 pl fenazin meta siilfat
(PMS) (100 mM fosfat tamponu i¢inde 60 uM PMS, pH 7,4) eklenmesiyle olusturuldu.
Ortaya c¢ikan reaksiyon karisimi 25 °C° de 5 dk bekletildi. Absorbanslar 560 nm’de
okundu. Olgtiimler 3 tekrarli yapilarak ortalamalari hesaplandi. Siiperoksit radikali
giderme aktivitesini kargilagtirmak i¢in numune yerine standart antioksidanlar olarak,
ayni konsantrasyonlardaki a-tokoferol, askorbik asit ve BHT kullanildi. /Cso degerleri
yukaridaki diger yontemlerde oldugu gibi hesaplandi. Azalan absorbansin, artan
stperoksit radikali giderme aktivitesini gosterdigi kabul edildi. Yizde superoksit radikali
Giderme Aktivitesi i¢in su formiil kullanildi:

% Stiperoksit radikali Giderme Aktivitesi = [(Ao-A1)/Ao] x 100

Ao = Kontrol Absorbansi

A1 =Numunelerin ve/veya standartlarin Absorbansi
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3.5.4. Hidroksil Radikali Yakalama Aktivitesi

Bu yontemde enzimatik olmayan, 2-deoxy-D-riboz’un oksidatif degredasyonu ile olusan
hidroksil radikallerinin yakalanmasi esasina dayali olan metod kullanildi. Test
bilesiklerin hidroksil radikali (OHe) yok etme aktiviteleri (Halliwell et al. 1987)
metoduna gore bazt modifikasyonlarla gerceklestirildi. Reaksiyon, 0.1 M NaOH
eklenerek etil alkol igerisinde hazirlanmig 50-500 pg/mL arasindaki farkli
konsantrasyondaki test bilesiklerinden 50 ul alinip, 150 pl deoksiriboz (200 mM), 60 uL
FeS04.7.H20 (20 mM), 30 uL EDTA (10 mM), 150 ul (1 M) H202 ve 60 pl (500 mM)
askorbik asit c¢ozeltilerinin kanstirilip vortekslenmesiyle baglatildi. Karigima 2.5 mL
KH2PO4 tamponu (pH: 7,4) eklenerek son hacim 3 mL’ye tamamlanip yeniden vorteksle
iyice karistirildi. 37 °C’ deki ettivde 1 saat bekletilen tiplerin tizerine 1 mL % 10 Trikloro
asetik asit (TCA) ve 1 mL % 2 Tiyobarbitiirik asit (TBA) eklenerek vortekslendi. Sicak
su banyosunda 100 °C’ de 30 dk bekletildi ve reaksiyon karigtmi daha sonra 5 dk buz
icerisinde dinlendirildi. Daha sonra oda 1sisina gelen orneklerin tampona kargt 532 nm
dalga boyunda absorbanslart kaydedildi. /Cso degerleri yukaridaki yontemlerde
belirtildigi gibi hesaplandi. Hidroksil yakalama aktivitesini karsilagtirmak i¢in numune
yerine standart antioksidanlar olarak ayni konsantrasyonlardaki a-tokoferol, askorbik asit
ve BHT ¢ozeltileri kullanildi.

% OH Radikali Stuptirme Aktivitesi = [(Ao-A1)/Ao] x 100

Ao : kontroliin absorbanst,

A1 : 6rneklerin veya standartlarin absorbansi olarak alinmistir.

3.5.5. Difenilpikrilhidrazil (Diphenylpicrylhydrazyl; DPPH) Radikali Siipiirme
Aktivitesi

Kararli serbest radikal 2,2-difenilpikrilhidrazil (DPPH) molekilinin elektron veya
hidrojen atomlar1 veren antioksidan kimyasallarin varliginda, bu kimyasallar tarafindan
temizlenmesi ile karakteristik mor rengin degisiminin spektrofotometrik olarak
ol¢iilmesiyle belirlendi (Cuendet et al. 1997). Sentezlenen organik bilesikler, damla
damla 0.1 M Sodyum hidroksit ilavesiyle etil alkol igerisinde farkli derigimlerde
hazirlanarak DPPH’1in seyreltik methanol ¢ozeltisiyle (% 0.004) karistirilarak 30 dk
inktbe edildi ve 517 nm dalga boyunda absorbanslart ¢l¢tldi. Pozitif kontrol olarak

BHT, askorbik asit kullanildi ve herbir maddenin /Cso degeri hesaplandi. 2,2-
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difenilpikrilhidrazil (DPPH) Radikali yakalama aktivitesini karsilagtirmak i¢in, agagidaki
formiil kullanildi.

% DPPH Radikali Stuiptirme Aktivitesi = [(Ao-A1)/Ao] x 100

Ay : kontroliin absorbanst,

A1 : 6rneklerin veya standartlarin absorbansi olarak alinmistir.
3.6. In Vitro Antitiimér Ozelliklerin Arastirilmasi
3.6.1. Hiicre Cozdiirme Protokolii

Donmug halde cryo tiipte bulunan hiicreler su banyosunda ¢ozuldi. Hiicreler falkonlara
aktarilarak tzerlerine 20 mL. DMEM konularak, falkonlar 5 dakika 800 rpm de santrifijj
edildi. Santrifij sonunda ustte kalan sivi kistm atildi. Falkonda kalan hiicrelerin izerine
15 mL DMEM eklenerek ortam 75°lik flasklara aktarildi. Flaskin icerisine 5 mL FBS ve
birka¢ damla antibiyotik konuldu. Flaskin kapag: kapatilarak, CO2 inkiibatore kaldirildi.

3.6.2. Hiicrelerin Yikanmasi

Flasklar igerisine gerekli soliisyonlar konuldugunda hticreler inkiibatorde hizli bir sekilde
buylr ve sayilart artar. Bununla birlikte flask igerisinde besiyerleri azalir ve hiicre
olimleri basglar. Bu durumun o6niine gegmek ig¢in belirli araliklarla hiicrelerin bakimi
yaptlmalidir. Eger hiicreler flaskin tamamini kaplamamis ve igerisinde bulunan
besiyerinin rengi degismigse yikama iglemi gerceklestirilir. Bu islem flow kabinde
yaptlmalidir. Bunun i¢in c¢alismalannmiz esnasinda, 75’lik flaskta bulunan ortam
bosaltildi. Flaskin igerisine 15 mL DMEM konuldu. Flaskin igerisine 5 mL FBS eklendi

ve lzerine birkag damla L- Glutamin eklenerek flask inktbatore kaldirildi.
3.6.3. Hiicrelerin Pasajlanmasi

Hiicreler flask igerinde ¢ogalmaktadir. Hiicreler flaskin butiin yiizeyini kapladigr anda
yeni bir flaska pasajlanmasi gerekmektedir. Aksi takdirde hiicreler besin yetersizligi ve
alan darlig1 nedeniyle kontamine olmaya baslayacak ve kisa bir siire sonra da dlecektir.
Pasajlama islemi igin, flaskta bulunan ortam bosaltildi. Flaska 5 mL Tripsin konuldu.
Hiicreler yuzeye, yapilarinda bulunan proteinler araciligi ile tutunarak yapisirlar. Tripsin

proteaz kaynakli tipik bir enzim oldugundan flaska yapisan hiicrelerin proteinlerini
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parcalayarak ortamdan ayrilmalarini saglar. Tripsinin tzerine 15 mL DMEM konuldu.
Bir flask yeni bir flask olacak sekilde pasajlama yapildi. Flaskin igerisinde toplam 20 mL
ortam bulundugundan eski flasktan 10 mL coklu pipet yardimiyla alindi ve yeni flaska
aktarildi. Batin flasklarin icerisine 8 mL DMEM konuldu. Flasklarin tamamina 4 mL

FBS eklendi ve ic¢lerine birka¢g damla L-glutamin konularak flasklar inkubatdre kaldirildi.
3.6.3.1. Thoma Lami ile Hiicre Sayimi

incelenecek hiicreler tripan mavi ile boyanmistir. Bu boya, canli hiicreler tarafindan disa
atilirken 6l hicreleri koyu mavi renge boyamaktadir. Thoma laminin esasi; 0,1 mm3
hacimde sayim yapilmasidir. Lamin ¢ukur bir kismi vardir. Sayim yapilacak alan cam
yuzeyindeki cizgilerle belirlenmistir. Thoma laminda 16 biyik kare, her blyuk karede 25
kiicuk kare olmak tzere toplam 400 kuglk kare vardir (Sekil 3.1). Sayim bu karelerde

yapiimaktadir. Sayim islemi icin asagidaki basamaklar uygulanmistir.

CoOzlnen hacreler, icerisinde 1:1 oraninda olacak sekilde besiyeri bulunan steril 15
mL’lik falkona aktarildi. 50 pl hucre, 50 pl tripan mavi ile birlikte mikrofuj tipine

konuldu. Tupte hafifce pipetaj yapildi. 50 pl hiicre /tripan mavi karisimi pipet ile cekildi.

Sekil 3.1. Thoma laminin sematik hali

20 pl’si, kilcal hareket ile lamele emdirilerek lamin her kenarina yayildi. Thoma lami faz
kontrast inverted mikroskoba yerlestirildi. 1 mm’lik alandaki 16 karedeki canl hicreler
sayildi. Toplam hicre sayisina gore hiicreler flaska alindi. T25 flask en az 200.000 en
fazla 300.000 hiicre kapasitesine T75 flask en az 300.000 ve daha fazla hiicre
kapasitesine sahiptir. Uygulamalarimizda bu oranlar dislntlerek pasajlamalar

gerceklestirildi.
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Hesaplama i¢in; A= Birinci Bolge ve B= Ikinci Bolge olarak adlandirildi.
[(A +B)] x 10*= 1 mL’deki hiicre sayis

3.6.4. Hiicrelerin 96 Kuyucuklu Platelere Ekilmesi

MCF-7 ve HUVEC htcreleri, 37 °C’ lik %5 COz igerigine sahip bir inkiibator iginde 25
cm? flasklarda, DMEM (yiiksek glukoz, 2mM L-glutamine ve sodyum piruvat) ve % 10
FBS igeren besiyerlerinde kiltire edildi. Pasajlama durumuna gelen flasklar segilerek
ekim iglemine baglandi. Bu iglem steril bir laminar Flow-kabinde gerceklestirildi. Ekim
i¢in tercih edilen flasklarin ortami bosaltildi. Flaska yapisan hiicrelerin kaldirilmasi amact
ile ortama 5 mL Tripsin-EDTA solisyonu (% 0.25) ve fosfat tamponu (PBS) eklendi.
Tripsinin tGzerine 15 mL DMEM eklendi ve pipetaj yapilarak flasklarin igerisinin iyice
yikanmasi saglandi. Flasklar daha sonra bir flask bir falkon olacak sekilde falkonlara
aktarildi. Falkonlar 2000 rpm hizda 8 dakika santrifiijlendi ve santrifiij isleminden sonra
hiicrelerin falkonlarin alt kisminda toplanmasi saglandi. Ust faz dokiilerek, falkonlara
yavag yavag vurularak hiicreler kaldirildi ve hiicrelerin tizerine 20 mL DMEM ve 5 mL
FBS eklendi. 96 kuyucuktan (100 pl/plate boslugunda 5x10° hiicre olacak sekilde) her
birine 200 ul lik karigtm konuldu. Islem bitiminde 96 kuyucuklu plateler inkiibatore
kaldirildi.

3.6.5. Hiicrelere Etken Madde Uygulanmasi ve Hiicre Biiyiime Performanslarinin

Belirlenmesi

Steril herhangi bir falkonun igerisine 40 mL DMEM ve 10 mL FBS konularak bir karigim
hazirlandi ve hazirlanan bu karigim pipetaj yapilarak iyice kanstirldi. Arastirmada
kullanilan bis(a-aminoalkil-fosfinik asit) bilesikleri, etil alkol igerisinde 0.1 M NaOH
ilavesiyle ¢oziunur hale getirildi. Olusan karisim kisa sureli vortekslendi, iyice homojen
olmasi saglandi. Maddeler 10 ile 10 M konsantrasyon araliginda farkli dozlar halinde
hiicrelere uygulandi. 96 kuyucuklu platelere ekilen hiicrelerin tizerine sirasiyla farkl
konsantrasyonlardaki test bilesikleri 3 tekrarli olacak sekilde eklendi ve iglem bitiminde
96 kuyucuklu plateler inkiibatore kaldirildi. Plateler tizerindeki hiicrelerin buyiime
performanslarini belirlemek i¢in farkli konsantrasyonlarda (1uM, 10 uM, 50 uM, 100
uM) test bilesigi (4a-h) ile muamele edilmis hicre kulturleri 24 saat inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonrasinda, hiicre biiyiime performanslari Zeiss Axio inverted mikroskop
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(10x)’lu gorintileme sistemi kullanilarak fotograflani ¢ekildi. Yasayan ve biyiyen
hiicrelerin sayiminin yapilmast amactyla Methylene blue boyas: kullanildi. Hiicreler % 1
SDS igeren PBS tamponu i¢inde izole edildi ve methylene blue soliisyonu ile boyandi.

Mikroplate okuyucuda 600 nm dalga boyunda absorbans degerleri olguldi.
3.6.6. Hiicrelere XTT Uygulanmasi ve Canlilik Tespiti

XTT, standart mikroplateokuyucu (Elisa Reader) kullanarak canli hiicre sayisini
belirlemek i¢in kullanilan bir yontemdir. XTT’nin igerisinde tetrazolium tuzu
bulunmaktadir. Bu tuz sadece metabolik aktiviteye sahip olan hiicreler tarafindan
formazana donustiirillerek canli hiicrelerin tespitini yapar. XTT suda ¢oziinme 6zelligine
sahip bir formazan tuzudur. Igerisinde fenol kirmizisi bulunmayan Medium’la birlikte
kullanildiginda portakal rengine yakin bir renk olusturur. Tetrazolium halkasinin
dehidrojenaz ile pargalanmasi sonucunda XTT formazana doniigiir. Bu donisim canlt
hiicrelerin sahip oldugu mitokondriler araciligi ile olmaktadir (Mosman 1983; Doyle and
Griffiths 1998). Metabolik olarak aktif olan hiicrelerin sar1 tetrazolium tuzu olan XTT’
nin turuncu formazan boyasina donistiirmesi prensibine dayanmaktadir. Bu dontisim
sadece canli hucrelerde meydana gelmektedir. Formazan boyast sulu c¢ozeltilerde
¢cozunebilir ve direk olarak mikroplate okuyucu ile olgulebilir. Deneylerimizde
kullanacagimiz Ticari kit Biotium Marka 30007 katalog numarali trinidir. Kit
igeriginde, Steril XTT Soliisyonu (5x10 mL) ve steril aktivasyon reaktifi (PMS) (5x50
pL) bulunmaktadir.

Deneylere baglarken, XTT soliisyonu kullanilmadan hemen o6nce hazirlandi. Eger
presipitasyon varsa 37 °C’ de 1sitilarak karigtirildi ve presipitasyonun ¢oziilmesi saglandi.
5 mL XTT soltusyonu tizerine 25 uLL PMS eklendi ve vortekslendi. XTT ¢ozeltisinden her
bir kuyucuga 50 ul konularak 96’lik plateler inkiibatore kaldirildi. Plateler inktibatorde 37
°C’de 5 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi bitiminde plate hafif bir sekilde sallanarak
boyanin kuyularda tekrar karigmasi saglandi ve Elisa cihazina yerlestirildi. Cihazda 450-

500 nm de absorbans okumast yapildi.
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3.6.7. Test Bilesiklerinin Apoptotik Etkinliklerinin Belirlenmesi

Meme kanseri (zerinde bis(a-aminoalkil-fosfinik asit) bilesiklerinin, apoptotik
etkinliklerinin belirlenmesi icin MCF-7 kanser hiicre hatlari, Acridine orange ve
ethidium bromide (AO/EB) kullanilarak boyandi ve olcimleri yapildi. Kanser hucreleri
12-well platelere ekilerek 2*105 hiicre/kuyucuk yogunluguna erisinceye kadar 24 saat
antibiyotik icermeyen besiyerinde inkiibe edildi. Standart yogunluga ulasan hicrelere
bis(a-aminoalkil-fosfinik asit) tlrevlerinin uygulamasi yapildi. Bu islemler 3 tekrarli
olacak sekilde gerceklestirildi. Daha dnce yapilan MCF-7 ve HUVEC hicre hatlarina test
bilesiklerinin uygulanmasiyla elde edilen hiicre canhilik analizleri sonucuna goére kanser
hicreleri Uzerinde bis(a-aminoalkil-fosfinik asit) bilesiklerinin etkin dozlari g6z 6niinde
bulundurularak, final konsantrasyonu 50 ~M olacak sekilde Kkimyasallar hiicrelere
uygulandl. 24 saatlik inkibasyondan sonra, hiicreler 1pg/mL AO/EB solisyonu ile
boyandi ve florasan yogunluklari Zeiss mikroskopta gorintilendi. Yasayan hicreler yesil
yogunluklu alanlar olarak gorunttlenirken, apoptotik hiicreler kirmizi yogunluklu olarak

gruplandiriidi.
3.6.8. Kaspaz Aktivitesinin Olguilmesi

MCF-7 hicreleri, 50-1000 |iM konsantrasyonda test bilesikleri iceren platelerde 36 saat
boyunca inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda hiicreler, hiicre lizis tamponuyla
parcalandi. Kaspaz-3 aktivite testi i¢in Invitrogen markali “caspase-3 activity assay kit”
uretici  firmanin talimatlarina uygun olarak kullanildi. Kaspaz-3 aktivite testi
spektrofotometrik tabanh bir belirleme yodntemi olup, Ac-DEVD-pNA bilesiginin
kesilerek,  kromofor p-nitroanilide  (pNA) bilesiginin  olusturulmasi  esasina
dayanmaktadir. Bu analiz icin ornekler, plate Uzerindeki herbir kuyucuga yuklendi. 3
tekrarl olarak kaspaz-3 inhibitéri (Ac-DEVDCHO) bulunan veya bulunmayan kaspaz-3
substratl (Ac-DEVD-pNA) iceren tampon igerisinde, 1 saat 37 OC de inkube edildi. pNA
cozeltisi standart olarak kullanildi. Ac-DEVD-pNA ile 1 saat 37 OC de inkube edildi.
pNA olusumu mikroplate okuyucu (Biotec, USA) ile spektrofotometrik olarak 405 nm de
takip edildi.
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3.7. Topoizomeraz Enzim Inhibisyon Testleri

Bu deneyler kapsaminda sipersarmal DNA relaksasyon ve dekatenasyon testleri
uygulandi. Sentezlenen bilegikler (4a-h), 0,1 M sodyum hidroksit igeren etanol ¢ozgeni
igerisinde ¢oziildii. Ilk olarak topoizomeraz reaksiyonlar tizerinde ¢ozgen etkisinin olup
olmadigi belirlendi. Enzim inhibisyon reaksiyonlarinda, Insan Topoizomeraz 1
Relaksasyon ve Insan Topoizomeraz II Dekatenasyon kitleri kullanildi (Inspiralis,
Norfolk, UK). Reaksiyon urtnleri % 1’lik, IXTAE tamponu kullanilarak hazirlanan
agaroz jelde yatay elektroforez aparati ile (5V/cm) ayristirildi (Thermo, Massachusetts,
USA). Siipersarmal DNA relaksasyon reaksiyon triinlerinin yuritildigi jelin ethidium
bromide ¢ozeltisi (0,5ug/mL) ile boyanmasini takiben UV altinda gorintileri alindi.

Dekatenasyon analizleri i¢in ise, reaksiyon durtnleri Et-Br varliginda yurutalip

2

gorintilendi. Deneyler, tip I ve tip Il topoizomeraz inhibisyon analizleri i¢in U¢ defa

tekrarlandi.
3.7.1. Siipersarmal DNA Relaksasyon Olciimleri

20 pL hacimde gergeklestirilen reaksiyonlar 1 tnite topoizomeraz enzimi ve 0,5 pg
stipersarmal plazmid substrati (pBR322), test bilesigi (reaksiyon i¢inde 1mM) varliginda
ve yoklugunda, 20 mM Tris HCI (pH 7.5), 200 mM NaCl, 0.25 mM EDTA, % 5 gliserol
igeren tampon ile gerceklestirildi. Bu testin temeli topoizomeraz I enziminin, sipersarmal
DNA’y1 relakse etme oOzelligine dayanmaktadir. Buna gore, topoizomeraz I enzim
aktivitesini inhibe eden bilesikler reaksiyon sonunda siipersarmal DNA’nin relakse
olmasini engelleyeceklerdir. Bir tinite enzim, 30 dk ve 37 °C’de 0,5 pg siipersarmal

pBR322 DNA substratinin relakse forma ge¢mesini saglamaktadir.
3.7.2. Dekatenasyon Olciimleri

Dekatenasyon aktivitesi testlerinde; test bilesigi varliginda ve yoklugunda enzimin
kinetoplast-katene DNA ile 37 °C’de, 30 dk inkibasyonu ile meydana gelen reaksiyon
urinleri analiz edildi. Dekatenasyon reaksiyonu, 0.2 pg katene DNA (k-DNA)’nin 1 tnite
tip II enzimi ile toplam 20 pl reaksiyon tamponu igerisinde (50 mM Tris HCI (pH=7.5),
125 mM NaCl, 10 mM MgCl,, 5 mM DTT, 1 mM ATP, 100 pg/mL albumin),
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gerceklestirildi ve rezollsyon urtinleri topoizomeraz 11 durdurma tamponu (% 5 sarkosil,

% 0,0025 bromfenol mavisi, % 25 gliserol) kullanilarak analiz edildi.

3.8. Antimikrobiyal Aktivitenin Belirlenmesi

3.8.1. Mikrobiyal Suslar

Arastirmamiz kapsaminda inceledigimiz test bilesiklerinin (4a-h) antimikrobiyal ve
antifungal aktiviteleri iki Gram-pozitif, ¢ Gram-negatif bakteri ve mantarlar kullanilarak
disk diffizyon yontemi ile degerlendirildi. Test edilen mikroorganizmalar olarak
Staphylococcus aureus ATCC-29213, Enterococcus faecalis ATCC-29212, Escherichia
coli ATCC-25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC-27853, Klebsiella pneunomoniae
ATCC-700603 ve Candida albicans ATCC-10231 drnekleri kullanildi. Bakteriyal suslar
gece boyunca (overnight) 37 °C’te Mueller Hinton Agar (MHA-Oxoid-CM 337) besiyeri
icinde kultire edildi. Mantar drnekleri ise gece boyunca 30 °C’te Sabouraud Dextrose
Agar (Oxoid-CM41) besiyeri icinde kultire edildi. Butiin deneyler iki tekrar halinde

yapildi ve bakteriyal buylimenin géstergesi olan inhibisyon zon caplari élgtldu.

3.8.2. Disk Diflizyon Yontemi

Test bilesiklerinin (4a-h), antimikrobiyal aktivitelerinin belirlenmesi igin Agar disk
difizyon metodu kullanildi (NCCLS, National Committee for Clinical Laboratory
Standards, 1999). Herbir kimyasal, 1 mL (1000 pg/mL) konsantrasyonda olacak sekilde
etanol c¢ozeltisinde, 0,1 M sodyum hidroksit eklenmesiyle ¢6zlnir hale getirildi.
Hazirlanan kimyasallar steril filtre kagidi diskler (6mm) lzerine 30 pg olacak sekilde
uygulandi. Test edilen mikroorganizmalarin bir stispansiyonu (0.1 mL, 108 hiicre/mL)
kati besiyeri dokilmuis petri kutular Gzerine yayildi. Kimyasallarin emdirilmis oldugu
filtre kagidi diskleri, mikroorganizma ekilmis besiyerleri tizerine yerlestirildi. Daha sonra
bu petri kutulari 4 °C’te 2 saat boyunca bekletildi ve bakteri denemeleri icin 37 °C’te 24
saat, mantar denemeleri icin ise 30 °C’te 48 saat inkiibe edildi. Pozitif kontrol olarak

gentamycin ve nystatin kullanildi. Butun testler tg tekrarl olarak yapildi.
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3.9. MCF-7 Hucre Kulttrlerinde Antioksidan Aktivitelerin Tespit Edilmesi

Calismamiz kapsaminda 1pM-100 pM araliginda farkli konsantrasyonlarda bis(a-
aminoalkil-fosfinik asit) tlrevlerinin MCF-7 hicre hattina uygulanmasi sonucu kanserli
hiicrelerde meydana gelen degisimlerin ve hiicrelerin antioksidan yikindeki degisimlerin
bazi biyokimyasal parametreler ile ¢esitli analiz kitleri kullanilarak ortaya konulmasi ve
en etkin test bilesigi konsantrasyonunun da belirlenmesi hedeflendi. Arastirmamizda
sentezledigimiz bis(a-aminoalkil-fosfinik asit) tirevlerinin MCF-7 kanser hiicrelerindeki
lipit peroksidasyonunun son Grund olan malondialdehit (MDA) duzeyinin belirlenmesi ve
tiyol duzeylerinin tayini, aril esteraz (Ar-Es) dizeylerinin ve PON-1 seviyesinin tayini
seklinde analizler yapildi. Sentezledigimiz kimyasallarin, toplam antioksidan seviye
(TAS), toplam oksidan seviye (TOS), oksidatif stres indeksini (OSi) ne sekilde
degistirdigini gostermek (izere Rel Assay marka ticari kitler kullanildi. MCF-7 hucre
kaltarleri Gzerinde test bilesiklerinin 1pM-100 pM araliginda farkli konsantrasyonlarda
uygulanmasiyla birlikte, biyokimyasal parametrelerin analizlerinin yapilabilmesi igin,
oncelikle hicre numunelerine 1/9 (v/v) oraninda fosfat tamponu (pH=7,4; 50 mM)
eklendi ve sogutuculu ortamda homojenizasyon islemleri  gerceklestirildi.
Homojenizasyondan sonra homojenizat ornekleri, 3000 rpm de 15 dakika boyunca
santrif(lj edildi. Santriftj sonucu elde edilen slpernatantlar biyokimyasal analizler igin
kullanildi.

3.9.1. Malondialdehit (MDA) Diizeylerinin Analizi

MCEF-7 hicre kilttrlerinde bis(a-aminoalkil-fosfinik asit) tirevlerinin uygulanmasiyla
birlikte lipit peroksidasyonun son uriini olan MDA diizeyleri, (Dastan et al. 2014)’ln
onerdigi metod ile belirlendi. Tiyobarbiturik asit (TBA) ile 90-95 °C’de reaksiyona giren
MDA’nin olusturdugu, pembe renkli kromojen molekdller, spektrofotometrik olarak 532
nm’de okundu ve absorbanslari kaydedildi. Elde edilen sonuglar nmol/g proteini olarak
ifade edildi (Esterbauer and Cheeseman 1990; Dastan et al. 2014).

3.9.2. Toplam Antioksidan Seviye (TAS) Analizi

MCF-7 hucre kulturlerinde bis(a-aminoalkil-fosfinik asit) turevlerinin uygulanmasiyla

birlikte olusan TAS, (Erel 2004) tarafindan gelistirilen yontemde ufak modifikasyonlar
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yapilarak saptandi (Dastan et al. 2014). Bu yontemde numunedeki antioksidanlar koyu
mavi-yesil renkli ABTS radikal soliisyonunu, renksiz ABTS formuna ¢evirir. 660 nm
absorbansdaki degisim total antioksidan miktariyla alakalidir. Kitin kalibrasyonu E
vitamini benzeri Trolox Equivalent adi verilen stabil antioksidan standardi ile yapildi.
Sonug olarak, elde edilen veri litre bagina esdeger Trolox (esdegerli mmol Troloks./1)

milimol olarak ifade edildi (Erel 2004).
3.9.3. Toplam Oksidan Seviye (TOS) Analizi

MCF-7 hucre kulturlerindeki TOS, (Erel 2005) tarafindan gelistirilen tam otomatik
kolorimetrik 6l¢iim yontemi kullanilarak belirlendi. Numunedeki oksidanlar ferrik iyonla
timlesik ferrdz iyon-kiskacini oksitler. Mevcut oksidanlar; demir iyonunu, demir iyon-o-
dianisidin kompleksine oksitlemektedirler. Oksidasyon reaksiyonu, reaksiyon ortaminda
bol olarak bulunan gliserol molekiilleri tarafindan arttirilmaktadir. Ortamda bulunan
gliserol, bu reaksiyonu hizlandirarak yaklasik ¢ katina ¢ikarabilmektedir. Ferrik iyonlar
asidik ortamda “ksilenol orange” ile kromojen renkli bir kompleks olustururlar. Analiz
hidrojen peroksitle kalibre edilip, sonuglar litre bagina denk mikromolar hidrojen peroksit

(umol H202 equivalent/l) olarak ifade edilmektedir (Erel 2005).
3.9.4. Oksidatif Stres Indeksi (OSI) Analizi

Total Oksidan Seviye (TOS)’nin, Total Antioksidan Seviye (TAS)’ye oranlanmasi
seklinde ifade edilerek, Oksidatif Stres Indeksi (OSI) belirlendi ve bu oran, Total Oksidan
Seviye (TOS)/Total Antioksidan Seviye (TAS) seklinde gosterildi (Harma et al. 2003).
Hesaplamalar yapilirken oncelikle, TAS degerleri umol/I” ye gevrildi.

3.9.5. Toplam Tiyol Diizeylerinin Analizi

MCF-7 hiicre kiltirlerindeki serbest siilfidril gruplarimin dizeyleri, Hu et al. (1993)
tarafindan modifiye edilen metoda gore analiz edildi. Bu yontem, numunelerdeki serbest
tiyol gruplarinin bazik ortamda o-5,5-ditiyobis2-nitrobenzoik asit (DTNB) ile sar renkli
bir kompleks olusturmast ve olusan bu renkli bilesigin 412 nm dalga boyundaki
absorbansinin spektrofotometrik olarak olgiilmesi esasina dayanir ve bu yontem ile elde

edilen sonuglar milimolar olarak ifade edilmektedir (Dastan et al. 2014).
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3.9.6. Aril Esteraz (ArEs) Enzimi Analizi

MCF-7 hiicre kulturlerindeki aril esteraz enzim miktari, “Rel Assay Aryl Esterase Kiti”
kullanilarak, tretici firmanin talimatlart dogrultusunda belirlendi. Rel Assay Aril Esteraz
Kiti ile olgtim proseduri kapsaminda Reaktif 1 ve 2 olmak tzere 2 adet kit bilegent
kullanildi. Tlk olarak 548 nm de daha sonra 700 nm dalga boylarinda absorbans 6l¢timleri
yapildi. Bu test, 6rnekte mevcut olan Aril esteraz enziminin, fenil asetat substratini fenol
ve asetik asite doniistiirmesi prensibine dayanmaktadir. Uretilen fenol kalorimetrik
olarak, 4-aminoantipirin ve Potasyum ferrisiyanid ile okisaditif kompleks yapilarak
olculir. Fenil asetatin nonenzimatik olarak hidrolizi, total hidroliz oranindan ¢ikarilir. 1
unite aril esteraz aktivitesi, 37 °C de 1 dakikada 1 litre bagina hidrolizlenen 1 mmol fenil
asetata esittir. Caligmamizdaki aril esteraz analizleri i¢in 6l¢iim yapmak i¢in Rel Assay
Laboratuvarinda otomatik biyokimya analizérii kullanildi. Kalorimetrik olarak olgiilen
nonenzimatik hidroliz degeri, 6érnek degerinden ¢ikarilarak enzimatik aktiviteye ait net
degerler hesaplandi. Sonuglar dakikada bir mikromolar substratin hidrolizine esit olan

kU/litre cinsinden ifade edildi.
3.9.7. Paraoksonaz (PON1) Enzimi Analizi

MCF-7 htcre kiilturlerindeki paraoksonaz enzimi miktari, “Rel Assay Paraoxonase Kiti”
kullanilarak, aretici firmanin talimatlari dogrultusunda belirlendi. Rel Assay Paraoxonase
kiti ile ol¢iim yapmak i¢in Rel Assay Laboratuvarinda otomatik biyokimya analizéri
kullamldi. Ornekteki paraoksonaz enzimi reaksiyon ortamindaki paraokson (o,o-dietil-o-
p-nitrofenil fosfat) substratini hidroliz etmesi prensibine dayanmaktadir ve agiga ¢ikan
uriiniin absorbans artigi, absorbans spektrumuna uygun dalga boyunda kinetik olarak
izlenerek sonuglar kaydedilir. 412 nm dalga boyunda, kinetik okuma modu olan agik
sistem biyokimya otoanalizoriinde aktivite tayini yapildi. Paraokson c¢ozeltisi giinlik
hazirland1 ve ¢oziici olarak aseton kullanildi.  Substrat ¢ozeltisi igerisinde 2 mM
kalsiyum kloriir ve 2 mM Paraokson bulunmasina dikkat edildi. Aktivite dlgimi i¢in
optimal pH 8 olarak ayarlandi (Giirsu ve Gulci 2003). Nonenzimatik hidroliz degeri,
ornek degerinden ¢ikarilarak enzimatik aktiviteye ait net degerler hesaplandi. Sonuglar

dakikada bir mikromolar substratin hidrolizine esit olan tnite/litre cinsinden ifade edildi.



48

3.10. istatistiksel Analiz

Verilerin analizinde SPSS 22.0 (IBM Corparation, Armonk, New York, United States) ve
Paleontological statistics (PAST3; Hammer et al. 2001) programlart kullanildi. Tek
degiskenli verilerin normal dagilima uygunlugu Lilliefors dizeltmeli Kolmogorov-
Smirnov testi, Shapiro-Wilk testi ve Degiskenlik katsayilari ile ¢ok degiskenli normal
dagilima uygunlugu i¢in Mardia; (Dornik and Hansen omniblis) testi, varyans
homojenligi i¢in Levene testi kullanildi. Bagimsiziki grubun karsilagtirilmasinda
Independent-Samples T testi Bootstrap sonuglariyla birlikte kullamldi. Ikiden fazla
gruplarin birbiriyle karsilagtriimasinda One-Way Anova (Robust Test: Brown-Forsythe)
testi Bootstrap sonuglartyla birlikte kullanilir iken Post Hoc analizleri i¢in LSD, Dunnett
ve Games Howell testleri kullanildi. Nonparametrik yontemlerden Kruskal-Wallis H
Testi Monte Carlo similasyon teknigi kullanilir iken Post Hoc analizler igin
nonparametrik posthoc test (Miller, 1966) testi kullanildi. Bagimli degisken (Derigim) ile
bagimsiz degisken (Inhibisyon %) arasindaki nedenselligi matematiksel model seklinde
ortaya koyabilmek i¢in Linear Regression analizi ile test edildi ve liner ve kiibik modeller
kullanilarak /Cso degerleri hesaplandi. Kantitatif veriler tablolarda ortalama + S.D.
(standart sapma) degerleri seklinde ifade edilmistir. Kategorik veriler ise n (say1) ve
yizdelerle (%) ifade edilmistir. Veriler % 95 gtiven diizeyinde incelenmis olup p degeri

0,05 ten kugiik ise anlamli kabul edilmistir.



4. DENEYSEL BULGULAR

Sentezledigimiz bilegiklerimize ait FT-IR ve NMR karakterizasyon bilgisi Tablo 4.1°de
belirtilmistir. Ornek olarak sadece 4g bilesigimize ait spektrumlara asagida yer verilmistir

(Sekil 4.1-4.4).

4.1. 2,2-dimetilpropan-1,3-diilbis[imino(4-metoksifenil ) metandiil) |bisfosfinik asit’in
Karakterizasyonu (4g)

2,2-dimetilpropan-1,3-diilbis[imino(4-metoksifenil )metandiil)|bisfosfinik  asit’in IR
spektrumu Sekil 4.1., 'TH-NMR spektrumu Sekil 4.2., *C-NMR spektrumu Sekil 4.3., 3!P-
NMR  spektrumu Sekil 4.4°de wverildi. Sentezlenen aminofosfinik asitlerin
spektrumlarinda, maddemize 6zgi olan P-H bagina ait olan gerilme titregsimi 2300-2400

1

cm! arasinda, P=O bagmna ait titresim 1150-1200 cm™ arasinda ve P-O" bagina ait

titresim 1000-1100 cm™! arasindaki bolgede saptanmustir.
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Sekil 4.1. 4g’nin FT-IR spektrumu

IR (KB, u, cm-1): 3422 (-OH), 3220 (-NH), 3050-3024 (-Ar-H), 2933-2992 (-C-H),
2307 (-PH), 1609 (—C=C), 1162 (-P=0), 1054 (-P-0).

Sekil 4.2. 4g°nin IH-NMR spektrumu

iH-NMR (400 MHz, NaOD/D:0, 5, ppm): 6.85 (m, 4H, 4 x Ar-H), 6.58 (m, 4H, 4 x Ar-
H), 5.83 (d, 2H, J=517.6 Hz, 2 x PH), 3.42 (s, sH, 2 x O-CHs), 3.19 (d, 2H, J = 12.4 Hz,
2 X PCH), 1.66 (s, 4H, 2 x N-CH2), 1.53 (m, 2H, 2 x NH), 0.38 (m, sH, CH2-C-CHs)



5l
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Sekil 4.3.4g’nin 13C-NMR spektrumu

13C-NMR (100 MHz, NaOD/D:0, 5, ppm): 157.73, 129.29, 128.14, 113.72, 64.51, 63.55,
57.42, 55.06, 33.75, 22.87.

Sekil 4.4. 4g°nin 3IP-NMR spektrumu

3P-NMR (162 MHz, NaOD/D:0, 5, ppm): 28.64, 24.44.



Tablo 4.1. Sentezlenen fosfinik asit bilesiklerine (4a-h) ait spektral veriler
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Bilesigin | FT-IR (KB, v, TH-NMR (400 MHz, C-NMR (100 STP-NMR (162
ad cm): NaOD/D-0, §, ppm) MHz, NaOD/D-O, | MHz,
3, ppm) NaOD/D-0, 5,
ppm)
4a 3400 (—OH), 3215 | 6.92 (m, 4H, Ar-H), 6.60 (d, | 163.3, 1282,
(=NH), 2384 2H, J=514.8 Hz, PH), 6.40 127.7,124.4, 118.6,
(—PH), 1597 (m, 4H, Ar-H), 3.99 (m, 2H, | 113.6, 55.9 46.1.
(—C=C), 1182 PCH), 2.71 (m, 4H, N-CH.).
(—P=0), 1017-
1042 (—P-O) e’
4b 3411 (—OH), 3266 | 6.88 (m, 4H, Ar-H), 6.57 (d, | 158.1, 1296,
(=NH), 2324 OH,J=516.4 HZPH),6.28 | 127.9, 114.0, 63.1,
(—PH), 1612 (m, 4H, Ar-H), 3.01 (m, 2H, | 623, 55.3, 44.8.
(—C=C), 1165 PCH), 2.87 (s, 6H, O-CH3),
(—P=0). 1046- 2.02 (m, 4H, N-CH.).
1069 (—P-O) e’
4c 3437 (—OH), 3241 | 7.10 (s, 2H, Ar-H), 6.75 (s, 138.5, 1267,
(=NH), 2318 2H, Ar-H), 6.71(d, 2H, J = 125.5,59.2, 582,
(—PH), 1617 518.4 Hz PH), 6.68 (s, 2H, 454,425,392,
(—C=C), 1180 Ar-H), 3.67 (m, 2H, PCH),
(—P=0), 1066 222 (m, 4H, N-CH.).
(—P-O)cm’!.
4d 3403 (—OH), 3258 | 6.84 (m, 4H, Ar-H), 6.62 (d, | 1652, 1281,
(=NH), 2335 2H, J=514.4 Hz, PH), 6.40 127.6, 124 3,
(—PH), 1605 (m, 4H, Ar-H), 3.94 (d, 2H,J | 1186, 113.5, 55.5,
(—C=C), 1179 = 12.8 Hz, PCH), 2.07 (m, 44.6,282.
(—P=0), 1049 4H, N-CH>), 1.23 (s, 2H, N-
(—P-0) cm’. CH,-CH)).
de 3414 (—OH), 3252 | 7.30 (m, 4H, Ar-H), 7.05 (m, | 158.1, 129.6,
(=NH), 2315 4H, Ar-H), 6.95 (d, 2H, 127.9, 114.0, 63.1,
(—PH), 1613 J=520Hz, PH), 3.77 (s, 6H, | 62.3,55.3, 44 8,
(—C=C), 1181 O-CH3), 3.70 (m, 2H, PCH), | 27.7.
(—P=0), 1070 2.15 (m, 4H, N-CH»), 1.24
(—P-0) e (m, 2H, N-CH»-CH>).
4f 3400 (—OH), 3224 | 7.55 (d, 2H, Ar-H), 7.21 (t, 138.6, 1272,
(=NH), 2328 2H, Ar-H), 7.13 (s, 2H, Ar- | 127.0, 1257, 59.5,
(—PH), 1613 H), 6.99 (d, 2H, /=524.4 Hz, | 58.6, 45.0,27.7.
(—C=C), 1198 PH), 4.06 (m, 2H, PCH), 2.39
(—P=0), 1054 (m, 4H, N-CH>), 1.65 (in, 2H,
(—P-0) cm!, N-CH2-CH>).
4g 3417 (—OH), 3221 | 7.50 (m, 4H, Ar-H), 7.25 (m, | 157.7, 1292, 28.64, 24.44.
(=NH), 2307 4H, Ar-H), 6.53 (d, 2H, 128.1, 113.7, 64.5,
(—PH). 1609 J=517.6 Hz, PH), 3.42 (s, 6H, | 63.5, 57.4, 55.0,
(—C=0), 1163 O-CH»),3.19(d, 2H,J=124 | 33.7,228.
(—P=0), 1054 Hz, PCH), 1.66 (s, 4H, N-
(—P-0) e’ CH>), 0.38 (m, 6H, CH,-C-
CH3).
4h 3400 (—OH), 3215 | 7.01 (m, 2H, Ar-H), 6.60 (m, | 139.59, 127.0, 27.55, 243 1.
(=NH), 2351 4H, Ar-H), 6.54 (d, 2H, 126.3, 125.2, 61.1,
(—PH), 1697 J=525.2 Hz, PH), 3.50 (d, 2H, | 60.2, 57.6,33.7,
(—C=C), 1197 J=152Hz, PCH), 1.76 (m, | 23.4,22.8.
(—P=0), 1054 4H, N-CH>), 0.40 (m, 6H,

(—P-0) cm’.

CH»-C-CH3).
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4.2. In Vitro Antioksidan Aktivitelerin Degerlendirilmesi

Bitin fosfinik asit turevleri (4a—h) ve standart ¢ozeltiler 50 pg/mL ile 500 pg/mL
araliginda farkli konsantrasyonlarda hazirlanmistir. Sentezlenen fosfinik asit tiirevlerinin
ve standart ¢ozeltilerin antioksidan kapasiteleri asagida belirtilen 5 farkli yonteme gore
ortaya konulmustur. Farkli invitro antioksidan aktivite yontemlerinin karsilagtinlmasiyla
elde edilen ve her bir antioksidan aktivite testlerinde gozlenen sonuglarin ifade edildigi

1Cs0 degerlerini gosteren veriler, Tablo 4.2°de ayrintili olarak verilmistir.

Tablo 4.2. Cesitli in vitro antioksidan aktivite metodlarindan elde edilen, test bilesikleri ve standart
cozeltilere ait /C50 degerleri

_ _ ICso degerleri = Standart sapma
M | Raiial | SRR o | v statams | i P
Yak_al_ame_t Akiivitasi Yakalama Aktivitesi Aktivitesi Akiivitesi
Aktivitesi
Askorbik ;f):igj 44.43+20,65% | 19238+ 1925 ; 5208 + 9.64*
BHT ;?igjf 3970+ 17.88% | 7535+ 11.04% | 4524 +27.98* 2381:6185;
8 g e R B ety
4h ?éggj 6644+ 2437% | 4373+ 1625% | 66.85+ 12,41 23,@93;
4d ngj: 61.86+4947% | 47645+ 11.81% | 62.61 % 30.16* 265,1715#}**
4a gzé: 62,10+ 47.97% | 483.02+1428% | 13473 £5.95+% 239,%612**
4b fg;;j: 38506+ 8.31% | 61,20+ 18.71* 3?3:3638; 333?6411*i
dc jﬁz 5 . 51.62+9.14% | 42070+9.99% | 37.51%301% 64(3{,851:
de ?i %: 52.41+48.16% | 37.03+ 18,07+ 4;)56:219 = 265;’26535
af jﬁzjﬁf 55.91+48.94% | 424.22+9.97* fi’;‘gi 63%:
o-tokoferol 57,40 &+ 64,11% - 35,12 + 26,94 -

Linear Regresyon (*Kiibik Model **Linear Model)

4.2.1. Metal Selatlama Aktivitesi

Metal selatlama aktivitesi lipit peroksidasyonuna sebep olan metalleri tutukladigindan
dolay1 6nemlidir (Kandepu 1999). Lipit peroksidasyonuna sebep olan radikaller, zararli
protein modifikasyonlarina ve DNA hasarlarina sebep olabilmektedir. Selatlama

yapabilen reaktifler, sekonder antioksidan molekiller olarak belirlenmistir ve bunlar
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redoks potansiyelini distirmektedirler. Bu yizden metal iyonlarinin oksitlenmig
formlarini stabilize ederler. Ferrozin molekiilii Fe*" molekiiliiyle miktarsal olarak tayin
edilebilecek kompleksler olusturabilmektedir. Kompleks olusumu, ortamda selatlama
ajaninin bulunmasi durumunda engellenir ve bu da kompleksin belirteci olan kirmizi
rengin miktarinda azalma meydana getirir. Bu yizden kirmizi renkli kompleksin
azalmasinin Ol¢ilmesiyle selator ajanin, selatlama aktivitesi hesaplanmaktadir (Shawmi
and Parhangi 1980). Bu calisma kapsaminda yapilan deneylerde, test bilesikleri veya
standart antioksidanlarin varliginda ferrozin-Fe*? kompleksi, tam olarak olusmamaktadir.
Bu durum kullanilan bilesiklerin metal selatlayici 6zelliklerini gostermektedir. Metal
selatlama aktivitesi, her bir test bilesigi i¢in 50-500 pg/mL olmak itzere farkli
derisimlerde hazirlanmig fosfinik asit tirevleriyle degerlendirilmistir. Ayn1 zamanda test
bilesikleriyle ayn1 konsantrasyonda hazirlanmig standart antioksidan olarak kabul edilen
a-tokoferol ve BHT o6rnekleri referans olarak kullanilmigtir. Tim 6rneklerin 562 nm’de
absorbanslari alinmig ve tutuklanan metalin yizdesi hesaplanmistir. Bu metotta, dugsuk
absorbans degeri hesaplama sonucunda yiiksek aktivite yiizdesine karsilik gelir. Sonuglar
Tablo 4.2.°de sunulmustur. Bu calismada, denedigimiz tim bilesikler igerisinde, 4c
bilesigi en yiksek metal selatlama aktivitesi gostermektedir. Ayni zamanda 4c¢ bilesiginin
standart ¢ozeltilerle karsilagtinldiginda 1yi  bir aktivite degeri sergiledigi de
gorilmektedir. Calismamizda kullandigimiz standart ve test bilesiklerinin metal selatlama

kapasitelerine gore siralanmalart su sekildedir: o-tokoferol>4c>BHT>4f>4d>4h>4g
>4a>4b>4e (Tablo 4.3).

Tablo 4.3. Test bilesikleri ve standart antioksidanlarin metal selatlama aktiviteleri

bﬂel;‘i’lﬁeﬁ (50 pg/mL) (100 pg/mL) (200 pg/mL) (500 pg/mL) ICs
BHT * 77,28 £10,11 83,53 +9,13 85,14 + 9,10 87,75 + 7,85 45,24 + 27,98*
a-tokoferol* | 65,81 +9,13 72,60 £ 8,12 73,46 £ 6,54 75,56 + 6,81 35,12 + 26,94*
ag ** 49,29 + 8,46 50,02 + 10,11 52,19+7,13 59,05 + 4,56 77,96 + 19,92%*
ah * 40,91 + 4,56 42,65+ 5,43 55,81 + 7,10 60,33 £ 9,13 66,85 + 42,41%
ad * 37,58+ 8,12 50,12 + 7,48 54,69 + 6,45 58,61 + 8,42 62,61 + 30,16*
da * 4511+ 7,45 48,79+ 7,13 51,89 + 10,12 56,74 + 6,45 134,73 £ 5,95*
ab * 38,18 + 8,15 40,26+ 6,10 45,83 + 3,45 53,08 £ 5,10 353,68 + 10,33*
ac * 48,47 + 10,12 56,10 9,10 58,90 + 6,74 61,12 £ 5,48 37,51 + 30,01%
de * 40,01 12,11 42,54+ 8,14 46,81 £ 5,81 51,01 £ 6,13 406,09 + 15,41%
af ** 48,12 + 4,56 59,13 £ 5,12 61,28 £ 5,46 62,23 + 4,52 1 4418549%
Linear Regresyon (*Kiibik Model **Linear Model)
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Grafiklere baktigimizda her bir test bilesiginin metal gelatlama aktivitesi artan
konsantrasyonla degiskenlik gostermigstir. Bilesiklerin konsantrasyona bagli olarak kendi
iclerinde ve kendi aralarindaki degisen metal selatlama yuzdeleri agsagidaki grafiklerde de

gosterilmistir (Sekil 4.5).
4.2.2. Hidrojen Peroksit Giderme Aktivitesi

Hidrojen peroksit (H202), zayif bir substrat olmasina ragmen, kuvvetli bir oksitleyici
potansiyele sahiptir ve in vivo sartlarda stperoksit dismutaz gibi cesitli oksitleyici
enzimler tarafindan meydana getirilmektedir. Pek ¢ok farkli hiicre tipinde 20-50 mg
seviyesinde veya biraz daha dugtk hidrojen peroksit miktarlarinin sitotoksik etkili oldugu
ve hiicrelerde hidroksil radikallerinin ¢ogalmasina sebep oldugu bilinmektedir (Hudson
1990; Kilic vd 2014). Ozellikle Fe™? ve Cu" gibi metal iyonlarimin varliginda kolayca
hidroksil radikaline (OHe) doniisebilmektedir. Bu ytuzden canli sistemlerde H202 nin

giderilmesi ¢ok onemlidir.

Bu ¢aligmada hidrojen peroksit giderme aktivitesi her bir test bilesigi i¢in 50-500 pg/mL
olmak iizere farkli derigsimlerde hazirlanmis fosfinik asit tirevleriyle ve onlarla ayni
konsantrasyonda hazirlanmis standart antioksidan olarak kabul edilen Askorbik asit ve
BHT ornekleri ile 230 nm’deki absorbanslar alinarak belirlenmistir. Denedigimiz tiim
bilesikler i¢erisinde, 4f bilesigi (/Cso: 60,07 ng/mL) ve 4¢ bilesigi (/Cso: 60,87 pg/mL) en
yiiksek hidrojen peroksit giderme aktivitesi gostermektedir. Hatta bu 2 bilesigin H202
giderme aktivitesi, standart antioksidan olarak kullandigimiz BHT bilesiginden de
olduk¢a yiiksektir. Calismamizda kullandigimiz standart ve test bilesiklerinin hidrojen
peroksit giderme aktivitelerine gore siralanmalart su sekildedir:

Askorbik asit>4{>4c>BHT>4h>4g>4d>4e>4a>4b. Sonuglar Tablo 4.4 ve Sekil 4.6’deki

grafiklerde sunulmustur.
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Tablo 4.4. Test bilesikleri ve standart antioksidanlarin hidrojen peroksit giderme aktiviteleri

bile];;;c;eri (50 ug/ml) (100 ug/ml) (200 ug/ml) (500 ug/ml) ICs

Askorbikeasid | 4g 631315 51,12+4,12 54,01 £6.48 58,96 + 5,68 52,28 + 9,64*
BHT * 28,14 + 1041 39,16 + 9,10 4924 +8.12 56,58 £7,12 201,15 +28.68*
4g % 43,18 +1174 | 45841040 49,12 +8.41 54,01 £7,85 238,32 +8,51*
4h * 4649+2014 | 47331816 49,96 + 15,13 53,17+6,10 201,23 + 14.89%
4d ** 42,04+ 1513 | 44011324 48,18 + 10,14 59,09 £8,98 251,51 +6,71%*
4a ** 40381587 | 4120+12.23 46,89 +10,4 5816 10,17 | 293,19+ 13,06%*
4b * 32,81+ 10,11 43,68 +9.41 46,94 +7.85 52,84 £6,89 33341 £3,91*
4¢ * 49,16+ 9,12 50,14 £7,10 54,16 £6,12 56,10 £ 6,85 60,87 + 44,54%
4e * 25174541 37,11 £345 4998 +2,12 53,87 43,56 254,63 + 68,25%
4f 50,12 £720 54,19+ 6,54 58,67 +3,56 63,01 3,18 60,07 + 17,05%

Linear Regresyon (*Kiibik Model

**[ inear Model)
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Sekil 4.6. Farkh konsantrasyonlardaki test bilesikleri ve standart ¢ozeltilerin hidrojen peroksit giderme
aktiviteleri
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4.2.3. Siiperoksit Radikali Giderme Aktivitesi

Superoksit anyonlari oksijen merkezli radikallerdir ve doku hasarlarinda goriilen
biyolojik makromolekiiller ile etkilesim potansiyelinden dogan aktif serbest radikallerin
indikatoridir (Halliwell et al. 1987). Bu analizin prensibi PMS/NADH-NBT sisteminde,
PMS/NADH cifti tarafindan meydana getirilen siiperoksit anyonlarimin NBT’yi
indirgeme reaksiyonlarina dayanmaktadir. Indirgenmis NBT dirtinid 560 nm’de
maksimum aktivite gostermektedir. Reaksiyon karisitminda absorbans azalmasi,
stiperoksit anyonlarinin giderildigini ve dolayisiyla antioksidan aktiviteyi gostermektedir.
Superoksit radikali giderme aktivitesi her bir test bilegigi ve standartlar i¢in 50-500
ug/mL  konsantrasyonlarda hazirlanan ¢ozeltilerinin 560 nm’de absorbanslarinin
olgilmesiyle belirlenmistir. Fosfinik asit tirevleriyle ayn1 konsantrasyonda hazirlanmig
standart antioksidan bilesikler olarak a-tokoferol, BHT ve askorbik asit 6rnekleri referans
secilmigtir. Bu calismada denedigimiz tim sentez bilegiklerinin siiperoksit giderme
aktiviteleri hemen hemen birbirine esittir ve oldukc¢a yiksektir. Denedigimiz tim
bilesikler igerisinde, 4c, 4e ve 4f bilesikleri en yiiksek siiperoksit radikali giderme
aktivitesi gostermektedir. Hatta bu bilesiklerin stiperoksit temizleme aktivitesi, standart
antioksidan olarak kullandigimiz a-tokoferol bilesiginden de yiiksektir. Diger taraftan 4b
bilesigi en disik stuperoksit temizleme aktivitesi gostermigtir. Caligmamizda
kullandigimiz standart ve test bilesiklerinin siiperoksit radikali temizleme aktivitelerine
gore siralanmalart su sekildedir: BHT>Askorbik asit>4c>4e>4f>a—tokopterol>4d>4a>

4h>4g>4b (Tablo 4.5).

Tablo 4.5. Test bilesikleri ve standart antioksidanlarin siiperoksit giderme aktiviteleri

Test bilesikleri (50 ug/ml) (100 ug/ml) (200 ug/ml) (300 ug/ml) ICso

Askorbik asid * 5431+345 78,39+4.12 83,45+ 4,30 88.13 + 5,50 4443 £20,6*

BHT * 3936+4,12 85.54 £320 87.92+7.11 96,33+ 325 39,70 £ 17.8%

a-tokoferol * 5748 +587 5372 £341 67,78 £2.56 71,91 +£2.30 5740 £64.1%
4g ** 43,78 £4.12 5812 +3.72 59.99+5.13 65,11+ 341 95,48 £120,6%*

4h * 45,12 £4.56 57.04 £3.80 60,15 +2.20 7528 +£2.12 66,44 24 3*

4d * 40,49 £330 52,98 £4.10 66,81 £3.15 73,12 £3.47 61,86 49 4*

4a* 3848+ 3,56 51,06 £4.85 58.41+322 62,86 +2.98 62,10 £47,9*

4b * 40,11 £4,12 41,58 +6.40 43.89+5.15 57.95+ 371 385,06 + 8.3*

4c* 48,23 £10,01 64,11 +298 69.26+9.12 76,03+ 6,14 51,62+9.1%

e * 4715+751 4895 +8.12 60,09 + 3.30 63,47 £6.45 5041 +£48 1%

4f * 49.11+4.12 5623 £5.10 73,49 £ 345 80.01+4.11 5501 £48.9%

Linear Regresyon (*Kiibik Model

**Linear Model)




60

Fosfinik asit turevleri ve standartlardan elde edilen veriler, konsantrasyona karsilik %
inhibisyon degerleri olarak grafik haline getirilmistir. Grafiklere bakildiginda superoksit

radikali giderme aktivitesinin artan konsantrasyonla degiskenlik gosterdigi goriilmektedir
(Sekil 4.7 ve Sekil 4.8).

Sekil 4.7. Farkl konsantrasyonlardaki test bilesikleri ve standart ¢ozeltilerin stiperoksit giderme aktiviteleri
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Sekil 4.8. (devami) Farkli konsantrasyonlardaki test bilesikleri ve standart ¢ozeltilerin stiperoksit giderme
aktiviteleri
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4.2.4. Hidroksil Radikali Yakalama Aktivitesi

Bu yontemde deoksiriboz degredasyonu ile olusan hidroksil (¢OH) radikallerinin
yakalanmasi prensibine dayali bir metod kullanilmistir. Hidroksil radikali yakalama
aktivitesi, 50-500 pg/mL derisimlerdeki her bir fosfinik asit bilegiginin ve onlarla ayni
konsantrasyondaki standart antioksidan olarak kabul edilen o-tokoferol ve BHT
orneklerinin 532 nm’deki absorbanslart alinarak hesaplanmistir. Denedigimiz her bir
fosfinik asit bilesiginin hidroksil radikali stiptirme aktiviteleri birbirine ve BHT, askorbik
asit standartlarina olduk¢a benzerdir. Ayrica her bir fosfinik asit bilegiginin, standart
antioksidan maddeler kadar yiiksek hidroksil radikali temizleme aktivitesi gostermistir.
Denedigimiz tim bilesikler icerisinde, 4¢ ve 4f bilesikleri en yiiksek hidroksil radikali
(*OH) giderme aktivitesi gostermektedir. Calismamizda kullandigimiz standart ve test
bilesiklerinin hidroksil radikali temizleme aktivitelerine gore siralanmalart su sekildedir:
Askorbik asit>BHT>4c>4f>4h>4g>4d>4a>4e>4b (Tablo 4.6). Ayrica fosfinik asit
tirevleri ve standartlardan elde edilen veriler, konsantrasyona karsilik % inhibisyon

degerleri olarak grafik haline getirilmistir (Sekil 4.9).

Tablo 4.6. Test bilesikleri ve standart antioksidanlarin hidroksil radikali yakalama aktiviteleri

bilel;flitleﬁ (50 pg/mL) | (100 pg/mL) | (200 pg/mL) | (500 pg/mL) ICso
Aok 4414273 68114812 | 74794754 | 99.58+8.11 32.90 + 20,63+
BIT* | 367934 | 64872545 | 70962641 | 94.63£687 | 3827+ 21.36%
4" 20542102 | 64822916 | 71752963 | 93.5829.12 | 54.66 = 1687+
I 4108291 | 65242756 | 72132785 | 93.7528.12 | 52.45 % 16.28*
40 100481 | 64062712 | 7106811 | 92222811 | 54.85 % 16,14*
e 3012582 | 63.12£569 | 70182648 | 90.78£5.74 | 55.25 15,06
4" 3701 £11.1 | 61.89£ 1028 | 69.01 1071 | 90421020 | 60.56 = 15.54*
e 122838 | 66982458 | 7408441 | 95042398 | 48.15% 1531%
e 3801283 | 62.60£7.12 | 70122756 | 91422811 | 58.11 % 14.79%
I 1351229 | 67892384 |7490<3.12 | 95.9223.08 | 48.40% 15.94%

Linear regresyon (Kiibik model)
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Sekil 4.9. Farkh konsantrasyonlardaki test bilesikleri ve standart ¢ozeltilerin hidroksil radikali giderme

aktiviteleri
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4.2.5. DPPH Siipiirme Aktivitesi

Bir maddenin antioksidan o6zelliklerini degerlendirmek i¢in, DPPH radikalini stptrme
aktivitesine bakilmasi genellikle tercih edilen 6nemli bir metoddur (Orhan et al. 2011).
Bitin orneklerin stok ¢ozeltileri hazirlanarak, ardisik seyreltme yoluyla farkli
derisimlerdeki 6rneklerinin DPPH ¢ozeltisinin rengini agma kapasiteleri, % inhibisyon
olarak belirlenmistir. Ornek derisimlerine karst % inhibisyon grafikleri Sekil 4.6 ve tim
veriler Tablo 4.6 da gosterilmistir. Pozitif kontrol olarak BHT ve askorbik asit
kullanilmigtir. Bilegiklerin DPPH radikalini temizleme 6&zellikleri birbirinden ve
standartlardan ¢ok farkli ve degisken bulunmustur. 4a bilesigi, en dusuk DPPH
temizleme aktivitesi gosterirtken, 4e ve 4g bilesikleri ¢ok yiksek aktivite gostermistir.
Hatta 4a, 4g, 4h ve 4b fosfinik asit bilesiklerinin standart olarak kullandigimiz BHT
cozeltisinden bile daha yuksek aktiviteye sahip olduklar goérilmektedir. DPPH metoduna
gore en yiiksek antioksidan ozellik gosteren askorbik asit standardi olmustur. Ilging
olarak diger 4 yontemde de en diisik antioksidan aktiviteye sahip oldugu goriilen 4b
bilesiginin, bu yoéntemde BHT standardindan bile yiiksek miktarda aktiviteye sahip
olduiiu goralmustir. Bilegikler i¢in DPPH radikalini temizleme aktivitesi sirasiyla su
sekilde tespit edilmigtir: Askorbik Asit>4e>4g>4h>4b>BHT>4c>4f>4d>4a (Tablo 4.7 ve

Sekil 4.10).

Tablo 4.7. Test bilesikleri ve standart antioksidanlarin DPPH siipiirme aktiviteleri

bilfgf;litleri (50 ug/ml) (100 ug/ml) (200 pg/ml) (500 ug/ml) ICs
As{a{;’g’ﬂ{ 71,12 £ 20,12 86,49+ 21,45 95,45 + 19,12 112,45+ 1523 | 19,238 + 19,25*
BHT* 45,89+ 19,54 52,12 + 18,56 55,12 + 17,54 69,25 + 16,40 75,35 + 11,04*
4g* 29,89 + 20,14 31,54+ 21,84 32,89 + 20,85 61,12 + 19,13 38,59 + 21,33*
4h* 30,45 + 10,12 31,89+ 9,65 34,45 + 8,45 67,45+ 7,14 43,73 + 16,25*
4q* 29,11+ 20,14 30,12 + 19,12 32,78+ 18,71 63,15 + 16,40 476,45 + 11,81*
da* 28,10 + 21,42 29,15+ 22,31 33,45 + 20,14 65,15 + 20,10 483,02 + 14,28*
4b* 26,11+ 18,74 27,17 + 16,45 29,12 + 16,82 58,49 + 13,24 61,20 + 18,71*
4c* 31,78 £ 21,35 32,45+ 15,54 36,75 + 16,52 69,11 + 13,46 420,70 + 9,99*
de* 27,45+ 9,12 28,95 + 8,95 30,79+ 9,15 60,11+ 8,11 37,03 + 18,07*
4p* 32,76+ 9,87 33,89+ 7,56 37,15+ 9,30 69,72 % 6,43 42422 +9,97*

Linear Regresyon (Kiibik Model)




Sekil 4.10. Farkl konsantrasyonlardaki test bilesikleri ve standart ¢dzeltilerin DPPH giderme aktiviteleri
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4.3. In Vitro Antitiimér Ozelliklerin Degerlendirilmesi
4.3.1. MCF-7 ve HUVEC Hiicrelerinde Canlilik Degerleri

Test edilen bilesiklerin (4a—4h ) sitotoksitesi, MCF-7 ve HUVEC hiicre hatlarinda XTT
yontemi kullanilarak degerlendirilmigstir. 4¢, 4e ve 4f bis(a-aminoalkil-fosfinik asit)
turevleri, MCF-7 kanser huicrelerinde hemen hemen tim konsantrasyonlarda 24 ve 48
saat periyotlarinda hiicre proliferasyonunu azaltmistir. Ayrica yeni sentezlenen 4¢ ve 4f
bilesiklerinin doza ve zamana bagli olarak MCF-7 kanser hiicrelerinde proliferasyonu
daha etkili olarak inhibe ettigi goriilmektedir (P<0.01; Tablo 4.8; 4.9) 4e bilesigi ise 24
saat inkubasyon stresinde daha etkili sonuglar vermistir (P<0.05). Buna ragmen diger
bilesiklerin bu huicre hattinda diisiik bile olsa dikkate deger oranlarda aktivite gosterdigi
tespit edilmigtir (Tablo 4.8, 49 ve Sekil 4.11). Buna ilaveten, sentezlenen 8 sonug
bilesiginin normal fibroblast hiicrelerinden olusan HUVEC hiicre hattinda sadece en
yiiksek konsantrasyonlarda (103-10* M) hiicre proliferasyonu iizerinde etkili oldugu
gosterilmigtir. 4¢ ve 4e bilesiklerinin HUVEC hicre hatlart tizerinde de 24 saatlik
inkiibasyon siiresince, diger kimyasallara nazaran daha etkili oldugu belirlenmistir (Tablo
4.10, 4.11 ve Sekil 4.12). Inkiibasyon siiresi arttig1 zaman hiicrelerin etken madde ile
daha fazla etkilesim halinde kaldiklann goz onlinde tutulursa, bilesigin anti-kanser
aktivitesinin artmast beklenmektedir. Nitekim 24 saatlik inkiibasyon sonucunda goriilen
toksik etki ile karsilagtirnldiginda, 48 saatlik inkiibasyon sonucunda bilesiklerin
uygulanmig oldugu butin konsantrasyonlarda hiicreler tzerindeki anti-kanser
aktivitesinin mikemmel bir dizeyde arttigi bulunmustur. Test maddeleriyle muamele
edilmis MCF-7 ve HUVEC hiicre kultirlerinin canlilik oranlarina ait sonuglar

karsilagtirmali olarak da grafik halinde agagida verilmistir.
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Tablo 4.8. Test bilesiklerinin MCF-7 hiicre kiiltiirlerinde 24 saat uygulanmasiyla elde edilen canlilik
degerlerinin istatistiksel karsilagtirmasi

MCF7 - 24 Saat
Doz 4c de af 4g 4h 4d 4a ab

0=l 100,0+12,3 100,0+12,3 100,0+12,3 100,0+12,3 100,0+12,3 100,0£12,3 100,0£12,3 100,0+12,3
9=l 78,658  74,1+19  76,2+0,5 139,7+0,5 123,4+0,1 178,8t0,7 178,3t6,7 137,54,0
8=l 72,6£3,5 73,0£0,3 75,610,6 133,2+8,7 106,6+52 168,7+3,6 1450+1,2 133,310,3
-7=IV  64,8t0,4  63,4+4,7  72,0£0,4 122,7+0,8 76,319 138,8#4,4 130,9+2,5 122,3t0,1
-6=V  63,5t3,1  63,4+1,1  58,4+3,0 119,5¢59 64,8+1,5 130,6£14,6 127,5¢4,1 118,4+0,0
5=Vl 452+3,3  61,2+55 57,7+2,6 113,7#3,3 49,6+11,8 127,712 123,3#4,3 112,4+0,1
-4=VIl 32,7+11,5 50,115 56,7+1,0 104,5t0,8 47,4+0,1 115,3+2,0 117,2+0,2 98,1t1,5
-3=VIll 17,9+11,9 31,1+0,3  33,5¢t0,1  95,7+0,3 38,2+3,0 657+04  80,1t0,6  90,1t0,2

Pdegeri  <0,001 0,001 0,001 <0,001 <0,001 <0,001 0,038 0,001
Vil 0,005 0,010 <0,001 <0,001 0,010 0,068 0,254 0,737
VIl <0,001 0,091 <0,001 <0,001 0,021 0,425 0,343 1,000
VI <0,001 0,033 <0,001 <0,001 0,012 0,117 0,977 0,579

vV <0,001 0,057 <0,001 <0,001 0,062 0,164 0,108 0,300
-1V 0,060 0,043 <0,001 <0,001 0,170 0,037 0,085 0,198
-1 0,097 0,126 0,671 0,002 0,955 0,006 0,032 0,074
N 0,806 0,136 1,000 0,489 0,179 0,006 0,002 0,043

OneWay ANOVA (Brown-Forsythe) - (Method:Bootsrap )  Post Hoc Test: Dunnett - Games Howell Biitiin veriler Ortalama +
standart sapma olarak gosterilmistir.

Tablo 4.9. Test bilesiklerinin MCF-7 hiicre kiiltiirlerinde 48 saat uygulanmasiyla elde edilen canlilik
degerlerinin istatistiksel karsilagtirmasi

MCF7 - 48 Saat
Doz 4c de af 4g 4h 4d 4a ab

0=l 100,0+12,8 100,0+12,8 100,0+12,8 100,0+12,8 100,0+12,8 100,0£12,8 100,0£12,8 100,0£12,8
9=Il 49,6+0,7  45,8+2,4 41,946  63,0¢0,7 47,3+3,2 112,9+3,8 74,2+2,7 124,1+0,1
8=lll 39,446,1  49,4t44 34,588  61,910,2  43,310,7 92,1+4,3  651+0,3 115,9+1,3
7=V 39,5+9,6  51,3t+12  29,9+0,3 57,2+19,6 42,664  73,0+13  59,5¢0,3 110,0£0,4
-6=V  26,0+2,0 59,3+3,8  25,0+1,6 44,5t7,8 42,5+2,2 56,6£6,6 59,5t0,4  85,8t4,3
5=Vl 24,4+0,8  64,9t0,1  19,6+1,6  40,2¢+0,6  33,6+1,4 53,150  48,9+2,1  55,7+2,6
4=VIl 9,5t+6,4  66,4t0,4  14,0+1,0 18,6+1,8 30,4+0,1  49,2+0,1  39,0£2,2  49,7t7,7
-3=VIll  8,3%0,1  30,2¢+0,9  12,2+1,2  42,4+0,3  19,5¢2,6  22,6¢0,1 30,200  60,2%0,0

Pdegeri  <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 0,001 <0,001
VIl <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
Vil <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
VI <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

-V <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 0,002
LIV <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 0,019
- <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 0,066 <0,001 0,001

]| <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 0,004 <0,001 <0,001
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Sekil 4.11. Test bilesikleriyle muamele edilmis MCF-7 hicrelerinin doza ve inkiibasyon siresine gore
canlilik durumlarinin istatistiksel grafikleri
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Tablo 4.10. Test bilesiklerinin HUVEC hiicre kiiltiirlerinde 24 saat uygulanmasiyla elde edilen canlilik
degerlerinin istatistiksel karsilagtirmasi

Huvec - 24 saat

Doz 4c de af ag ah ad 4a ab

0=1 100,0+4,1 100,0+4,1 100,0+4,1 100,0+4,1 100,0+4,1 100,0+4,1 100,0+4,1 100,0+4,1
9=l 78,7131 63,0+3,8 84,2¢10 64,942 61,2+0,4 120,8+2,6 97,9+12,5 101,4+7,0
-8=lll 757+1,7 67,5£2,4 792#31 682+13 57,1#0,5 106,1%1,6 84,6+3,6  93,2%3,38
-7=IV  69,7+¢3,1 67,5:7,0 78,3t0,1 70,4+4,8 55449,7 992+34 78,003  88,9+2,2
-6=V  67,0+0,6 687+82 76,910,7 787+7,2 50,7¢8,1 92,526 71,9:0,6 76,5+7,8
5=Vl 65,1#0,9 69,1+6,6 70,1+1,6 80,103  46,2+2,4 90,0+16 66,7+2,2 74,757
-4=VIl 57,116 73,117 67,2+2,0 82,6+1,9 450%2,3 72,8+50 59,6¢0,2  66,3%2,8
-3=VIll 552+1,3 73,3%+25 64,0£2,5 84,6+2,2 31,2+3,8 64,4+1,7 46,0+1,5 64,3+43
P

degeri 002 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
Vil 0,001 0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
VIl <0,001 0,002 0,001 <0,001 <0,001 <0,001 0,002 <0,001
VI 0,002 0,005 0,002 <0,001 <0,001 <0,001 0,001 <0,001
-V 0,003 0,014 0,008 <0,001 0,002 <0,001 0,005 <0,001
LIV <0,001 0,006 0,011 <0,001 0,008 <0,001 0,011 0,005
- 0,003 <0,001 0,003 0,240 0,001 <0,001 0,015 0,071
N 0,246 <0,001 0,024 0,741 0,002 <0,001 1,000 0,693

OneWay ANOVA (Brown-Forsythe) - (Method:Bootsrap )  Post Hoc Test: Dunnett - Games Howell Biitiin veriler
Ortalama + standart sapma olarak gdsterilmistir.

Tablo 4.11. Test bilesiklerinin HUVEC hiicre kiiltiirlerinde 48 saat uygulanmasiyla elde edilen canlilik
degerlerinin istatistiksel karsilagtirmasi

Doz Huvec - 48 saat
4c de af ag 4h ad 4a 4b

0=l 100,0+10,8 100,0+10,8 100,0+10,8 100,0£10,8 100,0+10,8 100,0+10,8 100,0£10,8 100,0+10,8
9=Il 94,4436  89,6#0,1 120,442,3 64,6422  51,9¥25 68,0+2,3 79,6490 106,0+19,4
-8=lll 89,7+t0,5  85,9+4,4 102,9#18,8 65204 45514  59,64#0,5 63,6£7,0  79,246,3
-7=IVv  87,1+0,8 86,3%13,0  95,3+2,0  658:0,3  43,8#1,1  581+0,0 650#80  76,20,3
6=V 80,4+0,0 75,4%0,5 76,5#0,3 687+2,1 41,3x16 56,2#0,9 60,240,3 68,102
5=Vl 78,1+0,4  752#1,0  75,1%0,4 69,812  30,5#4,5  53,6¢0,3 52,5¢0,3 57,122
-4=VIl 76,0+1,4  76,2+0,7 67,1#0,3  77,5%0,3  23,4+30  41,1#¥0,2  454%12  50,1+1,8
-3=VIIl 68,9+1,2  757#0,6  58,4+0,5  780:0,3 17,2#0,4  39,9t0,0 36,440,9  45,9:0,7

P degeri 0,004 0,007 0,001 0,003 <0,001 0,001 <0,001 0,009
-Vl <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
AV <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
I-VI <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

-V <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 0,001
-IV <0,001 0,005 0,399 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 0,007
-1l 0,002 0,004 0,600 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 0,016

-1l 0,066 0,026 0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 0,465




70

250.00

200.00

150.00

100.00

50,00

086-4086-40-8-6-4038-6-40-8-6-40-8-6-40-8-6-40-8-=6-4

4c 4e 4 4 4 ad 4a 4

m Huvec 24 hour = Huvec 48 hour

Sekil 4.12. Test bilesikleriyle muamele edilmis HUVEC hicrelerinin doza ve inkiibasyon siresine gore
canlilik durumlarinin istatistiksel grafikleri
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4.3.2. Test Bilesiklerinin Apoptotik Etkinlikleri

Farkli konsantrasyonlarda bis(a-aminoalkil-fosfinik asit) bilesikleriyle muamele edilmis
MCEF-7 hucrelerinin morfolojik yapilari ve biyimeleri Zeiss Axio inverted mikroskop
(10x) altinda goruntilenmistir. Morfolojik degisiklikler apoptotik hiicre 6limlerine isaret
edebilmektedir. Kimyasallar tarafindan etkilenen hiicreler, normal birbirlerine yapisik
hiicre sekillerini kaybetmekte ve birka¢ saat icinde birbirlerinden ayrilmis yuvarlak
hiicrelere donlismektedir. Bu sekildeki ayrik hucreler plate yizeyinden kopmaktadir.
Calismamizda 24 saat boyunca 1-100pM bis(a-aminoalkil-fosfinik asit) bilesikleri
uygulanmis meme kanseri hicre hatlarinda meydana gelen morfolojik degismeler 10x
objektif buyutmesiyle inverted mikroskop altinda goérintilenerek fotograflari ¢ekilmis ve
blyime grafikleri hazirlanmistir (Sekil 4.13). Kontrol grubuyla karsilastirildigi zaman 4e,
4h ve 4g kimyasallarinin 100 pM konsantrasyonda uygulandigi gruplarda hicre biyime
yuzdelerinde istatistiksel olarak anlamh degismeler gdzlenmistir (p<0.05; Sekil 4.13).
Ayrica 4e kimyasalinin 50 pM konsantrasyonda uygulandigi gruptaki hicrelerde de
blylme ylzdeleri istatistiksel olarak anlamlidir (p<0.05; Sekil 4.14). Bu gruplarda
gOzlenen hicrelerin birbirinden ayrilmasi, sekillerinin degismesi ve yuvarlak, burusuk
bagimsiz hiicreler haline déntsmeleri, apoptoz goérunumi olarak kabul edilmistir. Diger
fosfinik asit kimyasallarinda ve 4e, 4h, 4g kimyasallarinin diger konsantrasyonlarinda,

kontrol grubu sonuglarina gore herhangi bir farklilik bulunmamistir (p>0.05; Sekil 4.13).
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a)
Kontrol 1uM 10 uM 50 uM i00 uM

49

4h

4a

4e
4f

4b

4c

4d

b)

120

4q 4h 4a 4e 4f 4b 4c 4d

Sekil 4.13. a) Farkli konsantrasyonlarda (1-100 ~M) bilesikleriyle (4a-h) inkiibe edilmis, MCF-7 meme
kanseri hicrelerinin  mikroskobik blylme gorintileri b) Farkh konsantrasyonlarda (1-100 ~M)
bilesikleriyle (4a-h) 24 saatboyunca inkiibe edilmis MCF-7 hiicrelerinin biiyime yizdeleri

Apoptoz, organizmanin gelisimi, hicre populasyonun korunmasi ve yaslanma gibi
hemostatik mekanizmalarin saglanmasi amaciyla dogal sulreclerde fizyolojik olarak
meydana gelir. Ayrica hucreler, cesitli hastaliklar veya zararli ajanlar tarafindan zarar
gorduginde de koruyucu bir mekanizma olarak ortaya ¢ikar (Vaux and Flavell 2000;
Elmore 2007; Giles ve Eren 2008). Apoptotik hiicreler organizmanin bazi dokularinda ve
hicrelerinde surekli olarak olusmaktadirlar ve bu olusum 6mur boyu devam etmektedir.

Apoptotik indeks, apoptotik hicre sayisinin  yasayabilir hicrelere orani ile
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belirlenmektedir. Bunun icin 0Oncelikle apoptozun hucrelerde gorinir hale getirilerek
belirlenmesi gerekir. Bu amagla c¢esitli morfolojik ve biyokimyasal yontemler
gelistirilmistir. (Gules ve Eren 2008). Diger taraftan, kanser terapilerine cevap
olusumunda hticre 6liminin kontrol edildigi en etkili temel mekanizmalardan birisi de
apoptozdur. Bu calismada bis(a-aminoalkil-fosfinik asit) bilesiklerinin ¢esitli hiicrelerde
apoptoz gelisimi Uzerindeki etkileri de arastirilmistir. Bu amagla MCF-7 kanser
hiicrelerine fosfinik asit bilesiklerinin uygulanmasiyla hiicrelerde gdzlenen apoptoz
yanitinin nasil oldugu acridine orange ve ethidium bromide boyamasi kullanilarak
arastirilmistir.  Ayrica hdcrelerin - apoptotik indeksinin belirlenmesi icin  AO/EB
boyamalarinin yaninda ticari “Kaspaz-3 kolorimetrik analiz kitleri” kullanilarak Kaspaz-3
seviyesine de bakilmistir. Hucre lizatindaki proteaz aktivasyonu, p-nitroanilin (pNA) ile
konjuge edilmis kaspaz 3 spesifik peptid ile belirlenmistir. Peptidin kaspaz 3 tarafindan
parcalanmasi sonucu kromofor madde olan pNA sertbest kalir. pNA’nin ortaya cikarttig
renk siddeti 405 nm’de spektrofotometrik olarak okunarak, absorbans degerlerine gore

kantitatif sonuclar elde edilmistir.

AO/EB sonuclarina goére, sadece 4e bilesiginin 50 pM konsantrasyonunda MCF-7
hiicrelerindeki cekirdek kondensasyonunu azaltti§i, ¢ekirdek bozunumlarini baslattigi ve
fragmentasyonun (pargalanmanin) goraldigi belirlenmistir (Sekil 4.14). Ayrica 4e ve 4h
bilesiklerinin, 50 pM ve 100 pM konsantrasyonlarinda MCF-7 hicrelerine 24 saat
stresince uygulandiklarinda, kontrol grubuyla Karsilastirildigi zaman kaspaz- 3
aktivitesinde artislara sebep oldugu gorilmdastir (p<0.05). Diger bilesikler icin Kaspaz-3
aktivitesi Uzerinde 6nemli ve anlamh bir istatistiksel farkhlik gdzlenmemistir (Sekil
4.14).
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Kontrol 49 "*h *ra

49 4h 4a 4e 4 f
Bilesikler

Sekil 4.14. a) AO/EB boyama mikroskop gorintiisi b) 50 pM  konsantrasyonlu sentezlenen fosfinik
asitlerle 24 sa inkibe edilmis MCF-7 meme kanseri hiicre hatlarinda AO/EB boyama oranlan c) 50 pM-
100 pM konsantrasyonlu sentezlenen fosfinik asitlerle 36 sa inkibe edilmis MCF-7 meme kanseri hicre
hatlarinda Kaspaz-3 aktivitesi (* p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001 her bir bilesik kontrol grubuyla

karsilastiriimistir)
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4.4. Topoizomeraz Enzimi Aktivite Degerleri

Sentezlenen bilesiklerin (4a-h) insan tip | ve Il topoizomeraz enzimlerinin aktivitesini
inhibe edip etmedigi belirlenmistir. Topoizomeraz | ve Il enzimlerinin 6ncelikle gercek
unite degerini bulmak igin aktivite testleri gerceklestirilmis olup enzimlerin bir tniteye
karsilik gelen konsantrasyonlari bulunmustur. Topoizomeraz | ve Il aktiviteleri icin
sirastyla Sekil 4.15 ve 4.16 elde edilmistir. Her uygulama standart reaksiyon
kompozisyonunda 0,5°"g pBR322 ve 1:12 oraninda seyreltilmis stok topoizomeraz |
enziminden sirasiyla 0; 1, 1.2; 1.5; 1.7; 2; 2.4 alinarak 37 oC’de 30 dk sire ile
inkubasyonu takiben % 1’lik agaroz jeli igerisinde ayristirilmis ve jel Etidyum-Bromid ile
boyanarak UV altinda goruntilenmistir. Topoizomeraz | stok enziminin asgari

aktivitesinin 5 u/~L, topoizomeraz 11’ nin ise 10 u/~L degerinde oldugu belirlenmistir.

Sekil 4.15. insan topoizomeraz | enzimi aktivite testi. Her uygulama standart reaksiyon kompozisyonunda
0,5"g pBR322 ve 1:12 oraninda seyreltilmis stok topoizomeraz | enziminden 0 (uygulama 1), 1 (uygulama
2), 1.2 (uygulama 3), 1,5 (uygulama 4), 1.7 (uygulama 5), 2 (uygulama 6), 2.4 (uygulama 7) alinarak
37 oC’de 30 dk sure ile inklibasyonu takiben % 1’lik agaroz jeli igerisinde ayristiriimis ve jel Etidyum-
Bromid ile boyanarak UV altinda gérintiilenmistir
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Sekil 4.16. insan topoizomeraz 1l enziminin asgari dekatenasyon aktivitesini belirlemeye yonelik aktivite
testi. Enzimin, 0 (uygulama 1), 1:120 seyreltme ile 2 (uygulama 2), 1:40 seyreltme ile sirasiyla 1 (uygulama
3), 1.3 (uygulama 4), 1.6 (uygulama 5), 2 (uygulama 6), 2.7 (uygulama 7), 4 (uygulama 8) ~L alinarak 37
oC’de 30 dk sire ile inkibasyonu 37 oC’de 30 dk inkiibasyon suresinde gosterdi§i asgari dekatenasyon
aktivitesi. 0,5 |ag/mL Etidyum-Bromid iceren % 1’ lik agaroz jeli icerisinde ayristirilimis ve jel Etidyum-
Bromid ile boyanarak UV altinda gorintilenmistir

4.4.1. interkalasyon Analizi

Sentezlenen bilesiklerinin (4a-h) DNA interkalasyonu yapmadigi belirlenmistir. Enzim
yoklugunda, DNA ile birlikte tampon icerisinde 1mM konsantrasyondaki bilesiklerin
varliginda reaksiyon uriinleri 37 oC’de, 30 dk sire ile inklibasyonu takiben, % 1’lik TAE

agaroz jeli icerisinde ayristirilmis ve jel Et-Br ile boyanarak UV altinda gérinttlenmistir
(Sekil 4.17).

Sekil 4.17. Bilesiklerin interkalatif 6zelliklerine belirlemeye yonelik interkalasyon analizi

4.4.2. Stipersarmal DNA Topoizomeraz | Relaksasyon Olgtimleri

Topoizomeraz | relaksasyon analizine gore 4a-h bilesiklerinin reaksiyon icerisinde 1mM

konsantrasyonda topoizomeraz | enzimi (zerinde belirgin bir inhibisyon etkisi
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gorulmemektedir. Bununla birlikte 4f ve 4h’in ¢ok hafif bir inhibisyon etkisi oldugu
kabul edilebilir fakat anlaml kabul edilebilmesi acisindan bu bilesikler daha yiksek

konsantrasyonda c¢alisilamamistir (Sekil 4.18 ve Sekil 4.19).

Sekil 4.18. Bilesiklerin topoizomeraz I’in aktivitesi (zerindeki etkisi. Sirasiyla 1. 0,5"g pBR322
supersarmal DNA, 2: 0,5°g pBR322 sipersarmal DNA ve 1 {inite topoizomeraz 1, 3: 0,5°g pBR322
supersarmal DNA ve 1 (nite topoizomeraz | varhiginda 4e, 4: 0,5"g pBR322 siipersarmal DNA ve 1 Unite
topoizomeraz | varhginda 4f, 5: 0,5°g pBR322 siipersarmal DNA ve 1 Uinite topoizomeraz | varhiginda 4h,
6:0,5"g pBR322 siipersarmal DNA ve 1 {inite topoizomeraz | varhiginda 4g etkinligi

Sekil 4.19. Bilesiklerin topoizomeraz 1’in aktivitesi Uzerindeki etkisi. Sirasiyla 1 05 ~g pBR322
supersarmal DNA ve 2: 0,5 ~g pBR322 silpersarmal DNA ve 1 (nite topoizomeraz | etkinligini
gostermektedir. 3-6. Jel paternleri: 0,5*g pBR322 siipersarmal DNA ve 1 Unite topoizomeraz | varliginda
sirasiyla 4e, 4f, 4h, 4a etkinligini géstermektedir

4.4.3. Topoizomeraz Il Dekatenasyon Olcumleri

Kinetoplast DNA (k-DNA) substratlari ile yapilan topoizomeraz Il dekatenasyon testinin
sonuglari Sekil 4.20°de verilmektedir. Bu deney sonucunda bilesiklerin topoizomeraz Il
aktivitesini yizde yiiz olarak inhibe etmedigi gorulmektedir. Bununla birlikte 4e ve 4h’in

yuzde elliye yakin, 4a’nin ise hafif olarak inhibisyon olusturdugu gérilmektedir.



78

Sekil 4.20. Bilesiklerin topoizomeraz I1’in aktivitesi Uzerindeki etkisi. Sirasiyla 1. 0,5°g pBR322
supersarmal DNA ve 2: 0,5°g pBR322 siipersarmal DNA ve 1 (nite topoizomeraz | etkinligini
gostermektedir. 3-7 jel paternleri ise, 0,5*g pBR322 slipersarmal DNA ve 1 (nite topoizomeraz Il
varhiginda sirasiyla 4e, 4f, 4h, 4a, 4g etkinligini gostermektedir

4.5. Antimikrobiyal Aktivite Sonuclari

Sentezlenen 8 farkli bis(a-aminoalkil-fosfinik asit) bilesigi, 6 farkli patojene Kkarsi
antimikrobiyal aktiviteleri bakimindan test edilmis olup bu kimyasallarin denedigimiz

patojenlere karsl herhangi bir antimikrobiyal etkisi belirlenmemistir.

4.6. MCF-7 Hiicre Kiltirlerinde Antioksidan Aktivite Olgtimleri

4.6.1. Malondialdehit (MDA) Duizeylerinin Degerlendirilmesi

Yeni sentezlenen 8 farkli fosfinik asit bilesiklerinin (4a-h) farkh konsantrasyonlarda (1-
50 |iM), MCF-7 kanser hiicre hatlarina uygulanmasiyla birlikte, genel olarak hiicrelerdeki
MDA degerlerinde kontrol grubuna gore istatistiksel farkliliklar bulunmamistir. Sadece
49 bilesiginde 10 |iM ve 50 |[iM konsantrasyon gruplarinda kontrol grubuna goére bir
miktar fazla artis gozlenmistir (P<0.05). 4c bilesiginde ise tim doz gruplarinda elde
edilen MDA degerleri, kontrol grubuna goére disik bulunmustur. Kontrol grubu ile
karstlastirildiginda; diger tum bilesiklerde hemen hemen tim doz gruplarinda benzer
degerler elde edilmistir (Tablo 4.12; Sekil 4.21).
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Tablo 4.12. Farkh konsantrasyonlarda fosfinik asit bilesikleri uygulanmis MCF-7 hiicre hatlarinda MDA
duzeyleri

MDA Degerleri (nmol/gP)

Fosfinik Uygulanan dozlar
asit OrtalametStd. Hata ~ Ortalama+Std. Hata OrtalametStd.
bilesikleri 1M 10"M SBI?\tlil/l Kontrol
4a 3,632+0,142 3,54240,222 3,634+0,033 3,173+0,163
4b 3,032+0,112 3,24240,192 3,334+0,093 3,173+0,163

4c* 3,140+0,074a* 2,867+0,076b*  2,893+0,136b* 3,173+0,163a

4d 3,332+0,122 3,242+0,202 3,334+0,013 3,173+0,163
4e 3,307+0,119 3,290+0,143 3,573+0,195 3,173+0,163
4f 3,497+0,080 3,411+0,221 3,336+0,095 3,173+0,163

4g** 3,136+0,070a 3,738+0,127b 3,790+0,123b 3,173+0,163a
4h 3,340+0,174 3,167+0,076 3,193+0,036 3,173+0,163

Her satirda farkl harflerle gosterilen rakamlar, istatistiksel olarak birbirinden farklidir (P<0,05).
* isaretiyle gosterilen gruplarda kontrol grubuna gére MDA seviyesinde azalma gorilmustr.
** jsaretiyle goOsterilen gruplarda kontrol grubuna gére MDA seviyesinde artma gorilmustr.

MDA (nmol/gP)

4.000
3.000
2.000
1,000

0,000
1Um 10 uM 50 uM Control

Sekil 4.21. Farkli konsantrasyonlarda fosfinik asit bilesikleri uygulanan hiicre kultirlerinde MDA
dizeylerindeki degisimlerin grafiksel gosterimi
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4.6.2. Toplam Antioksidan Seviyenin (TAS) Degerlendirilmesi

Yapilan deneysel c¢aligma sonucunda saptanan verilere gore, farkli konsantrasyonlarda
fosfinik asit bilesigi (4a-h) uygulanan MCF-7 hiicre hatlarinda, TAS degerlerinde kontrol
grubu verilerine gore bazi bilesiklerde istatistiksel olarak anlamli (P<0.05) degisiklikler
tespit edilmistir. 4a, 4b, 4d bilesiklerinin uygulandiklart butin  konsantrasyon
gruplarindan elde edilen verilere gore TAS degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir farkin olmadig (P>0.05) gozlenmistir. 4¢, 4e, 4f ve 4h bilesiklerinin uygulandiklart
tim konsantrasyon gruplarindaki TAS degerleri kontrol grubuna gore yuksek olmakla
birlikte uygulanan bilesigin dozuna gore artis gOstermistir. 4a ve 4g bilegiklerinde ise

uygulanan doz miktart arttik¢a elde edilen TAS degerinde diisme oldugu goriilmektedir
(Tablo 4.13; Sekil 4.22).

Tablo 4.13. Farkli konsantrasyonlarda fosfinik asit bilesikleri uygulanmis MCF-7 hiicre hatlarinda TAS
diizeyleri

TAS Uygulanan dozlar

Degerleri Ortalama=Std. Ortalama=Std. Ortalama=Std.

(mmol/L)) Hata Hata Hata Kontrol

1M 10uM 50uM

4a 0,554+0,003 0,596+0,002 0,509:+0,006 0,402+0,006
4b 0,454+0,013 0,496+0,012 0,409+0,016 0,402+0,006
4c 0,374+0,011°¢ 0,512+0,012° 0,550+0,011° 0,402+0,006°
4d 0,354+0,001 0,396+0,005 0,309+0,008 0,402+0,006
4e 0,531+0,007° 0,501+0,005° 0,577+0,006° 0,402+0,006°
4f 0,512+0,001° 0,465+0,004° 0,568+0,004° 0,402+0,006°
4g 0,668+0,001° 0,583+0,002° 0,515+0,033° 0,402+0,0062
4h 0,474+0,001° 0,612+0,002°¢ 0,650+0,001° 0,402+0,0062

Her satirda farkl harflerle gosterilen rakamlar, istatistiksel olarak birbirinden farklidir (P<0,05).
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Sekil 4.22. Kontrol grubu ve 24 saat boyunca farkl konsantrasyonlarda fosfinik asit bilesikleri uygulanan
MCF-7 hiicrelerinde TAS dizeylerini gosteren grafik

4.6.3. Toplam Oksidan Seviyenin (TOS) Degerlendirilmesi

Farkli konsantrasyonlarda fosfinik asit bilesikleri uygulanmis MCF-7 hiicre hatlarinda
toplam oksidan seviyeleri (TOS) kontrol grubu verileri ile Kkarsilastirildiginda, tim
deneysel gruplarda (1-50 [iM) istatistiksel olarak anlamli azalmalarin (P<0.05) oldugu
saptanmistir. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda, 1 |iM konsantrasyonlarda kimyasal
uygulanan gruplarda istatistiksel olarak en disiuk TOS degerleri tespit edilmistir
(P<0.05). Genel olarak 4e, 4f, 4g ve 4h bilesiklerinin uygulandigi gruplarda kontrol
grubuna gore TOS miktarlarinda en fazla dususlerin gerceklestigi gorilmektedir. (Tablo
4.14; Sekil 4.23).



Tablo 4.14. Farkh konsantrasyonlarda fosfinik asit bilesikleri uygulanmis MCF-7 hicre hatlarinda TOS

dizeyleri

TOS
Degerleri
(“mol/L)

4a
4b
4c
4d
4e
4f
49

4h

OrtalamatStd.
Hata

1M
0,731+0,002b
0,631+0,012b
0,354+0,012c
0,531+0,007c
0,493+0,002c
0,720+0,003c
0,783+0,002a

0,454+0,002d

Uygulanan dozlar

OrtalamatStd.
Hata

10"M
0,888+0,001a
0,788+0,011a
0,6110,014b
0,6880,006b
0,655:0,003b
0,565:0,003b
0,455:0,003¢

0,711+0,004c

OrtalamatStd.
Hata

50"M
0,913+0,003a
0,813+0,013a
0,856+0,011a
0,713+0,008b
0,477+0,004c
0,559+0,005b
0,504+0,003b

0,956+0,001b

Kontrol

0,838+0,005a
0,838+0,005a
0,838+0,005a
0,838+0,005a
0,838+0,005a
0,838+0,005a
0,838+0,005a

0,838+0,005a

Her satirda farkli harflerle gdsterilen rakamlar, istatistiksel olarak birbirinden farkhdir (P<0.05).

Sekil 4.23. Kontrol grubu ve 24 saat boyunca farkl konsantrasyonlarda fosfinik asit bilesikleri uygulanan

MCEF-7 hucrelerinde TOS diizeylerini gosteren grafik
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4.6.4. Oksidatif Stres indeksinin (OSIi) Degerlendirilmesi

Yapilan deneysel calismaya gore, farkli konsantrasyonlarda fosfinik asit bilesigi (4a-h)

uygulanan MCF-7 hiicre hatlarinda, kontrol grubuyla Karsilastirildiinda OSi
degerlerinde istatistiksel olarak anlamli (P<0.05) azalmalar tespit edilmistir. Sadece 4g
bilesiginin kontrol grubu ve farkli konsantrasyonlardaki doz gruplari arasinda istatistiksel
bir farklihk bulunmamistir. Genel

gruplarinda en diisiik OSI degerleri elde edilmistir (Tablo 4.15; Sekil 4.24).

olarak tim bilesiklerde 1 |iM konsantrasyon

Tablo 4.15. Farkli konsantrasyonlarda fosfinik asit bilesikleri uygulanmis MCF-7 hiicre hatlarinda OSI

dizeyleri

Osi Uygulanan dozlar
Degeri Median (Max.-Min.) Median (Max.-Min.) Median (Max.-Min.) Kontrol
1*"M 10 "M 50 "M

4a 0,0013 (0,0013-0,0013)b  0,0015 (0,0015-0,0015)a  0,0018 (0,0018-0,0018)a 0,0022 (0,0023-0,0021)a
4b 0,0013 (0,0013-0,0013)b  0,0015 (0,0015-0,0015)a  0,0018 (0,0018-0,0018)a  0,0022 (0,0023-0,0021)a
4c 0,0010 (0,0010-0,0009b  0,0012 (0,0012-0,0012)a  0,0015 (0,0015-0,0015)a 0,0022 (0,0023-0,0021)a
4d 0,0013 (0,0013-0,0013)b  0,0015 (0,0015-0,0015)a  0,0018 (0,0018-0,0018)a  0,0022 (0,0023-0,0021)a
de 0,0009 (0,0009-0,0009)a  0,0013 (0,0013-0,0013)a  0,0008 (0,0009-0,0008)b  0,0022 (0,0023-0,0021)a
4f 0,0014 (0,0014-0,0014)a  0,0012 (0,0012-0,0012)a  0,0010 (0,0010-0,0010)b  0,0022 (0,0023-0,0021)a
4g 0,0011 (0,0011-0,0011)  0,0008 (0,0008-0,0008) 0,0009 (0,0011-0,0009)  0,0022 (0,0023-0,0021)
4h 0,0010 (0,0010-0,0009b  0,0012 (0,0012-0,0012)a  0,0015 (0,0015-0,0015)a 0,0022 (0,0023-0,0021)a

Her satirda farkl harflerle gdsterilen rakamlar, istatistiksel olarak birbirinden farkhdir (P<0.05).

Sekil 4.24. Kontrol grubu ve 24 saat boyunca farkli konsantrasyonlarda fosfinik asit bilesikleri uygulanan

MCEF-7 hicrelerinde OSI diizeylerini gdsteren grafik
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4.6.5. Toplam Tiyol Diizeylerinin Degerlendirilmesi

Elde edilen bulgulara gore, farkli konsantrasyonlarda fosfinik asit bilesigi uygulanan
meme kanseri hticre hatlarinda, kontrol grubu tiyol diizeyleri ile karsilastirildiginda, 4a,
4b, 4d, 4e, 4g bilesiklerinin uygulandig tiim konsantrasyon gruplarinda (1 pM-50 pM)
istatistiksel olarak anlamli degisikliklerin (£<0.05) oldugu gozlenmistir. 4¢, 4f, 4h
bilesiklerinde ise kontrol grubu verilerine gore herhangi bir farklilik bulunmamistir.
Istatistiksel olarak en fazla artis, 4b ve 4d bilesiklerinin 50 uM konsantrasyon
gruplarinda gortlmustir. En dusik toplam tiyol degerleri 4e ve 4g bilesiklerinin 1 uM
konsantrasyon gruplarinda tespit edilmistir (Tablo 4.16; Sekil 4.25).

Tablo 4.16. Farkli konsantrasyonlarda fosfinik asit bilesikleri uygulannus MCF-7 hiicre hatlarinda toplam
tiyol diizeyleri

Total Uygulanan dozlar

Tiy.()l . OrtalIfllgltiiStd. Ortalfalgzism. Ortallz_llgi?‘iStd. Kontrol

(lzrffﬁf)le“ 1uM 10uM S0pM
4a 315,968+0,508% | 376,987+0,075% | 428,402+1,183" | 336,260+10,838%
4b 305,968+0,518% | 356,987+0,085% | 408,402+1,193" | 336,260+10,838%
4c 349,479+0,317 | 210,569+0,489 | 354,559+0,723 | 336,260+10,838
4d 315,968+0,508% | 376,987+0,075% | 428,402+1,183" | 336,260+10,838%
4e 132,423+0,723% | 341,711+0,891° | 328,607+0,435% | 336,260+10,838*
4f 354,706+0,425 | 358,485+0,188 | 350,405+0,307 | 336,260+10,838
4g 156,130+0,115° | 380,902+0,419° | 344,840+0,543 | 336,260+10,838%
4h 379,479+0,317 | 210,569+0,289 | 394,559+0,223 | 336,260+10,838
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Sekil 4.25. Kontrol grubu ve 24 saat boyunca farkl konsantrasyonlarda fosfinik asit bilesikleri uygulanan
MCF-7 hicrelerinde toplam tiyol diizeylerini gésteren grafik

4.6.6. Aril Esteraz (ArEs) Enzimi Dizeylerinin Degerlendirilmesi

Avrilesteraz (ARE) aktivitesinin, PON1 aktivitesindeki degisikliklerden bagimsiz olarak
asil protein konsantrasyonunun bir gostergesi oldugu bildirilmektedir (Mackness et al.
1991). Paraoksonaz ve arilesteraz aktivitesi dlclimlerinde kullanilan yontemler temelde
ayni olmakla birlikte farkli pH’larda ¢ozeltiler kullaniimakta ayrica farkli sicakliklarda
reaksiyon olusturulmaktadir (Hernandez et al. 1993; Mackness et al. 1993; Kelso et al.
1994). Paraoksonaz enzim aktivitesi Olciminde, substrat olarak paraokson gibi
organofosfatlarin enzimatik hidrolizi sonucu olusan 4-nitrofenoliin spektrofotometrik
Olcumi esas alinmaktadir. Arilesteraz 6l¢cumdiinde ise substrat olarak paraokson yerine
fenil asetat kullaniimakta ve olusan fenol 6lctlmektedir. Calismamizin sonucunda elde
edilen verilere gore, farkli konsantrasyonlarda (1 [iM-50 [iM) fosfinik asit bilesigi
uygulanan meme kanseri hicre hatlarinda, kontrol grubu ARE dizeyleri ile
karsilastirildiginda, 4c bilesigi disinda diger tum fosfinik asit turevlerinde istatistiksel
olarak anlamli degisikliklerin (P<0.05) oldudu gozlenmistir. istatistiksel olarak en fazla
ARE degeri, 4g bilesiginde gorilmustir. En disik ARE degeri ise 4b ve 4c bilesiklerinin
1 [iM konsantrasyon grubunda tespit edilmistir (Tablo 4.17; Sekil 4.26).
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Tablo 4.17. Farkh konsantrasyonlarda fosfinik asit bilesikleri uygulanmis MCF-7 hucre hatlarinda Aril
esteraz enzimi duzeyleri

ArEs
Degerleri
(ku/L)

4a

4b

4c

4d

de

af

49

4h

Ortalama=Std.

Hata

M
16.331,333+2,028a
15.331,333+2,228a
15.553,667+2,733
17.331,333+2,048c
16.985,667+0,882b
16.435,667+0,882b

15.934,333+1,202a

16.553,667+2,333b

Uygulanan dozlar

Ortalama=Std.
Hata
107
17.994,333+1,202b
16.994,333+1,402b
15.821,333+2,528
18.994,333+1,252b
16.826,333+1,856b
17.094,000+1,528b

19.862,333+1,764b

16.821,333+2,028b

Ortalama=Std.
Hata
50"
18.258,000+2,517b
17.258,000+2,717b
15.393,667+1,964
18.258,000+2,547b
16.275,667+0,882b
16.786,667+1,764b

20.285,000+2,309b

16.393,667+1,764b

Kontrol

15.489,333+£256,048a
15.489,333+£256,048a
15.489,333+256,048

15.489,333+256,048a
15.489,333+256,048a
15.489,333+256,048a
15.489,333+£256,048a

15.489,333+£256,048a

Her satirda farkli harflerle gosterilen rakamlar, istatistiksel olarak birbirinden farkhdir (P<0.05).

Sekil 4.26. Kontrol grubu ve 24 saat boyunca farkl konsantrasyonlarda fosfinik asit bilesikleri uygulanan
MCF-7 hiicrelerinde Aril esteraz enzimi diizeylerini gosteren grafik

4.6.7. Paraoksonaz (PON1) Enzimi Duzeylerinin Degerlendirilmesi

Paraoksonaz (PON1) enzimi glikoprotein yapisinda olup, aromatik karboksilik asit

esterlerini hidroliz eden ve HDL’ye sikica bagli olan bir esterazdir (Hernandez et al.
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1993; Kelso et al. 1994; Mackness et al. 1991,1993). LDL’nin oksidasyonu ve dolayisiyla
lipid peroksitlerinin birikimi sirasinda HDL’nin bu enzimatik mekanizmalarla lipid
peroksitlerini azalttigr bilinmektedir (Eckerson et al. 1983; Mackness et al. 1991, 1993;
Navab et al. 1997, Odowara et al. 1997; Heinecke and Lusis 1998). Ornekteki
paraoksonaz enzimi reaksiyon ortamindaki paraokson substratini hidroliz eder ve agiga
¢itkan UrGnin absorbans artigi, absorbans spektrumuna uygun dalga boyunda kinetik
olarak izlenmektedir. Nonenzimatik hidroliz degeri, ¢mek degerinden ¢ikarilarak
enzimatik aktiviteye ait net degerler hesaplanir. Sonuglar dakikada bir mikromolar
substratin hidrolizine esit olan unite/litre cinsinden ifade edilmektedir. Yaptigimiz
caligmanin bulgularina gore, farkli konsantrasyonlarda (1 pM-50 uM) fosfinik asit
bilesigi uygulanan meme kanseri hiicre hatlarinda, kontrol grubu PON1 diizeyleri ile
karsilagtirildiginda, 4¢, 4f, 4e, 4g bilesiklerinde istatistiksel olarak anlamli degisikliklerin
(P<0.05) oldugu gozlenmistir. 4a, 4b, 4d, 4h bilesiklerinde ise kontrol grubu verilerine
gore herhangi bir farklilik bulunmamustir. Istatistiksel olarak en fazla PON1 degeri, 4¢ ve
4g bilesiklerinde goralmustir. En disik PON1 degeri ise 4e bilesiginin 1 uM
konsantrasyon grubunda tespit edilmistir (Tablo 4.18; Sekil 4.27).

Tablo 4.18. Farkli konsantrasyonlarda fosfinik asit bilesikleri uygulannus MCF-7 hiicre hatlarinda
Paraoksonaz enzimi diizeyleri

PON1 Uygulanan dozlar

Degerleri Ortalama=Std. Ortalama=Std. Ortalama=Std.

(U/L) Hata Hata Hata Kontrol

1nM 10pM 50uM

4a 3.024,000+£2,309 | 3.232,667+1,453 | 2.884,000+£2,309 | 2.450,667+£79,963
4b 3.024,000+£2,329 | 3.032,667+1,473 | 2.684,000+£2,329 | 2.450,667£79,963
4c 8.140,333+2.804° | 5.249,667+1,964> | 2.088,333+0,882* | 2.450,667+79,963%
4d 3.224,000+£2,312 | 2.432,667+1,445 | 2.794,000+£2,325 | 2.450,667£79,963
4e 1.848,000+1,155* | 2.774,333+£2,028" | 6.879,333+£5.207° | 2.450,667+79,9632
4f 5.008,333+0,882° | 5.844,667+1,764Y | 5.874,000+2,082" | 2.450,667+79,963%
dg 4.949,333+£2,603° | 8.872,667+1,764° | 2.690,667+2,728* | 2.450,667+79,9632
4h 9.140,333+£2,404° | 6.249,667+1,764> | 2.088,333+£0,882® | 2.450,667+79,9632

Her satirda farkli harflerle gosterilen rakamlar, istatistiksel olarak birbirinden farklidir (P<0,05).
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Sekil 4.27. Kontrol grubu ve 24 saat boyunca farkli konsantrasyonlarda fosfinik asit bilesikleri uygulanan
MCEF-7 hiicrelerinde Paraoksonaz enzimi diizeylerini gosteren grafik

4.6.8. MCF-7 Hucre Kulturlerinde Uygulanan Herbir Fosfinik Asit Bilesiginin

Antioksidan Aktivite Kapasiteleri Bakimindan Karsilastiriimasi

MCF-7 hicre kdltarlerinde uygulanan fosfinik asit bilesiklerinin farkli doz gruplarina
gore kontrol grubuyla karsilastiriimalari yukaridaki grafiklerde ayrintili olarak verilmistir.
Ayrica her bir bilesigi sahip oldugu toplam reaktif oksijen turleri bakimindan da
degerlendirmek ve Kkarsilastirma yapmak, her bir tirev bilesigin potansiyelinin
belirlenmesi acisindan son derece uygun olacaktir. Bu nedenle, her bir bilesigin deneme
yapilan doz gruplarinin ikiserli olarak karsilastiriimasi yapiimistir. Buradaki istatistiksel
farkhhklarin P<0,05 ve P<0,01 degerine gore dénemlilikleri derecelendirilerek Tablo 4.19

ile Tablo 4.26 arasindaki tablolarda rakamsal degerlerle ayrintili bir sekilde verilmistir.



Tablo 4.19. MCF-7 hiicre hattina uygulanan 4a bilesiginin toplam reaktif oksijen tiirleri bakimindan degerlendirilmesi

89

MDA Toplam tiyol
(Nmol/gP) TAS (mmol/L) TOS (umol/L) ArEs (ku/L) PON1 (U/L) (umol/L) osl
Bilesik Ornek Ort + SH Ort + SH Ort + SH Ort * SH Ort * SH Ort * SH Median (Max.-Min.)
4a
1pm =l 3,632+0,142 0,554+0,003 0,731+0,002 16.331,333+2,028 3.024,000+2,309 315,968+0,508 0,0013 (0,0013-
0,0013)
opM =l 3,542+0,222 0,596+0,002 0,888+0,001 17.994,333+1,202 6.232,667+1,453 376,987+0,075 0,0015 (0,0015-
0,0015)
50uM =l 3,634+0,033 0,509+0,006 0,913+0,003 18.258,000£2,517 2.884,000+2,309 428,402+1,183 0,0018 (0,0018-
0,0018)
Total =V 3,603%0,078 0,553+0,013 0,844+0,028 17.527,889£301,552  4.046,889+546,819  373,786%16,252 0,0015 (0,0018-
0,0013)
Kontrol =V 3,173+0,163 0,402+0,006 0,838+0,005 15.489,3331256,048  2.450,667+79,963 336,260+10,838 0,0022 (0,0023-
0,0021)
|-V NS NS NS NS NS NS 0,011
Post Hoc test =V NS NS NS 0,031 NS NS NS
N—V NS NS NS 0,025 NS 0,039 NS
VoV NS 0,001 <0,001 0,020 0,039 NS 0,010

OneWay ANOVA (Bootsrap ) Test - Post Hoc Test: Dunnett Tand T3 - Kruskal Wallis Test (monte Carlo) Post Hoc Test:nonparametrik posthoc test (Miller(1966) - Independent T test(Bootstrap) - Mann
Whitney U test (Monte Carlo)

- SH: Standart hata -

Max.:Maximum -Min.:Minimum - NS:Not Significant.



Tablo 4.20. MCF-7 hiicre hattina uygulanan 4e bilesiginin toplam reaktif oksijen tiirleri bakimindan degerlendirilmesi

90

MDA Toplam Tiyol
(Nmol/gP) TAS (mmol/L) TOS (umol/L) ArEs (ku/L) PON1 (U/L) (umol/L) osl
Bilesik Ornek Ort £ SH Ort * SH Ort * SH Ort * SH Ort * SH Ort + SH Median (Max.-Min.)
4e
1M =l 3,307+0,119 0,531%0,007 0,493+0,002 16.985,667+0,882 1.848,000%1,155 132,423+0,723 0,0009 (0,0009-
0,0009)
wopM =Nl 3,290+0,143 0,501+0,005 0,655+0,003 16.826,333+1,856 2.774,333+2,028 341,711+0,891 0,0013 (0,0013-
0,0013)
50uM  =lli 3,573+0,195 0,577+0,006 0,477+0,004 16.275,667+0,882 6.879,333+5,207 328,607+0,435 0,0008 (0,0009-
0,0008)
Total =Iv 3,390+0,090 0,536+0,011 0,542+0,028 16.695,889+107,545  3.833,889+773,014  267,580+33,844 0,0009 (0,0013-
0,0008)
Kontrol =V 3,17320,163 0,402+0,006 0,838+0,005 15.489,333£256,048  2.450,667+79,963 336,260+10,838 0,0022 (0,0023-
0,0021)
IV NS <0,001 <0,001 NS <0,001 0,008 NS
Post Hoc test -V NS <0,001 <0,001 NS 0,001 NS NS
ITERY; NS <0,001 <0,001 NS <0,001 NS 0,018
VoV NS 0,002 0,028 0,012 NS NS 0,004

OneWay ANOVA (Bootsrap ) Test - Post Hoc Test: Dunnett Tand T3 - Kruskal Wallis Test (monte Carlo) Post Hoc Test:nonparametrik posthoc test (Miller(1966) - Independent T test(Bootstrap) - Mann
Whitney U test (Monte Carlo)

- SH: Standart hata

Max.:Maximum -Min.:Minimum - NS:Not Significant.



Tablo 4.21. MCF-7 hiicre hattina uygulanan 4f bilesiginin toplam reaktif oksijen tiirleri bakimindan degerlendirilmesi

MDA TAS TOS Toplam Tiyol
(Nmol/gP) (mmol/L) (umol/L) ArEs (ku/L) PON1 (U/L) (umol/L) osl
Median (Max.-
Bilegik Ornek Ort £ SH Ort *SH Ort + SH Ort £ SH Ort ' SH Ort +SH Min.)
af
1M =l 3,497+0,080  0,512+0,001 0,720+0,003 16.435,667+0,882 5.008,3330,882 354,706+0,425 0,0014 (0,0014-
0,0014)
wopM =N 3,411+0,221 0,465+0,004  0,565+0,003 17.094,000+1,528 5.844,667+1,764 358,485+0,188 0,0012 (0,0012-
0,0012)
50puM =l 3,336+0,095 0,568+0,004  0,559+0,005 16.786,667+1,764 5.874,000+2,082 350,40520,307 0,0010 (0,0010-
0,0010)
Total  =IV 3,415+0,077  0,515+0,015 0,615+0,027 16.772,111+95,095 5.575,667+141,899 354,532+1,178 0,0012 (0,0014-
0,0010)
Kontrol =V 3,173+0,163 0,402+0,006  0,838+0,005 15.489,333+256,048 2.450,667+79,963 336,260+10,838 0,0022 (0,0023-
0,0021)
RY; NS <0,001 <0,001 NS <0,001 NS NS
Post Hoc test -V NS <0,001 <0,001 NS <0,001 NS NS
IR, NS <0,001 <0,001 NS <0,001 NS 0,011
VoV NS 0,002 0,036 0,002 0,014 NS 0,010

OneWay ANOVA (Bootsrap ) Test - Post Hoc Test: Dunnett Tand T3 - Kruskal Wallis Test (monte Carlo) Post Hoc Test:nonparametrik posthoc test (Miller(1966) - Independent T test(Bootstrap) -

Mann Whitney U test (Monte Carlo) - SH: Standart hata - Max.:Maximum -Min.:Minimum - NS:Not Significant.
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Tablo 4.22. MCF-7 hiicre hattina uygulanan 4g bilesiginin toplam reaktif oksijen tiirleri bakimindan degerlendirilmesi

MDA Toplam Tiyol
(Nmol/gP) TAS (mmol/L) TOS (umol/L) ArEs (ku/L) PON1 (U/L) (umol/L) osl
Bilesik Ornek Ort £ SH Ort £ SH Ort * SH Ort * SH Ort * SH Ort £ SH Median (Max.-Min.)
4g
1pM =l 3,13620,070 0,668+0,001 0,783+0,002 15.934,333+1,202 2.949,333+2,603 156,130+0,115 0,0011 (0,0011-
0,0011)
wopM =Nl 3,73820,127 0,583+0,002 0,455+0,003 19.862,333+1,764 8.872,667+1,764 380,902+0,419 0,0008 (0,0008-
0,0008)
50puM  =Iil 3,790+0,123 0,515+0,033 0,504+0,003 20.285,000+2,309 2.690,667+2,728 344,840+0,543 0,0009 (0,0011-
0,0009)
Total  =IV 3,555+0,118 0,589+0,024 0,581+0,051 18.693,889£692,582  4.837,556+1.009,469  293,957+34,848 0,0009 (0,0011-
0,0008)
Kontrol =V 3,173+0,163 0,402+0,006 0,838+0,005 15.489,333+256,048 2.450,667+79,963 336,260+10,838 0,0022 (0,0023-
0,0021)
Ry NS NS <0,001 0,001 <0,001 0,011 NS
Post Hoc test TERY; 0,032 0,010 <0,001 0,002 <0,001 NS 0,010
NV 0,021 0,009 <0,001 NS 0,007 NS NS
VoV NS 0,001 0,042 0,044 NS NS 0,008

OneWay ANOVA (Bootsrap ) Test - Post Hoc Test: Dunnett

Whitney U test (Monte Carlo)

- SH: Standar hata

Max.:Maximum -Min.:Minimum - NS:Not Significant.

Tand T3 - Kruskal Wallis Test (monte Carlo) Post Hoc Test:nonparametrik posthoc test (Miller(1966) - Independent T test(Bootstrap) - Mann



Tablo 4.23. MCF-7 hiicre hattina uygulanan 4h bilesiginin toplam reaktif oksijen tiirleri bakimindan degerlendirilmesi
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MDA Toplam Tiyol
(Nmol/gP) TAS (mmol/L) TOS (umol/L) ArEs (ku/L) PON1 (U/L) (umol/L) osl
Bilesik  Ornek Ort £ SH Ort * SH Ort * SH Ort £ SH Ort £ SH Ort * SH Median {Max.-Min.)
4h
1pM =l 3,640%0,174 0,474+0,001 0,454+0,002 16.553,667+2,333 9.140,333+2,404 379,479+0,317 0,0010 (0,0010-
0,0009)
0uM =l 3,167+0,076 0,612+0,002 0,711%0,004 16.821,333+2,028 6.249,667+1,764 210,569+0,289 0,0012 (0,0012-
0,0012)
50puM =l 3,193+0,036 0,650+0,001 0,956+0,001 16.393,667+1,764 2.088,333+0,882 394,559+0,223 0,0015 (0,0015-
0,0015)
Total  =IV 3,333:0,095 0,579+0,027 0,707+0,072 16.589,556£62,385  5.826,111+1.023,362  328,202+29,489 0,0012 (0,0015-
0,0009)
Kontrol =V 3,17320,163 0,402+0,006 0,838+0,005 15.489,333+256,048 2.450,667+79,963 336,260+10,838 0,0022 (0,0023-
0,0021)
-V NS <0,001 <0,001 NS <0,001 NS 0,011
Post Hoc test [l—-V NS <0,001 <0,001 NS <0,001 0,022 NS
-V NS <0,001 <0,001 NS 0,001 NS NS
V—V NS 0,033 NS 0,003 0,048 NS 0,008

OneWay ANOVA (Bootsrap ) Test - Post Hoc Test: Dunnett T and T3 - Kruskal Wallis Test (monte Carlo) Post Hoc Test:nonparametrik posthoc test (Miller(1966) - Independent T test(Bootstrap) -

Mann Whitney U test (Monte Carlo)

- SH: Standart hata - Max.:Maximum -Min.:Minimum - NS:Not Significant.



Tablo 4.24. MCF-7 hiicre hattina uygulanan 4c bilesiginin toplam reaktif oksijen tiirleri bakimindan degerlendirilmesi

MDA TAS Toplam Tiyol
(Nmol/gP) (mmol/L) TOS (umol/L) ArEs (ku/L) PON1 (U/L) (umol/L) osl
Bilesik Ornek Ort + SH Ort + SH Ort * SH Ort £ SH Ort + SH Ort * SH Median {Max.-Min.)
4c
1uM =l 3,140%0,074 0,374+0,011 0,354+0,012 15.553,667+2,733 8.140,333+2,804 349,479+0,317 0,0010 (0,0010-
0,0009)
0pM =Nl 2,867+0,076 0,512+0,012 0,611%0,014 15.821,333+2,528 5.249,667+1,964 210,569+0,489 0,0012 (0,0012-
0,0012)
50uM =i 2,89320,136 0,550+0,011 0,856+0,011 15.393,667+1,964 2.088,333+0,882 354,559+0,723 0,0015 (0,0015-
0,0015)
Total =V 2,93320,195 0,4790,037 0,607+0,082 15.589,55662,885  4.826,111+1.023,962  308,202+29,989 0,0012 (0,0015-
0,0009)
Kontrol =V 2,97320,163 0,302+0,016 0,738+0,015 15.489,333+256,948 2.450,667+79,963 336,260+10,838 0,0022 (0,0023-
0,0021)
-V NS <0,001 <0,001 NS <0,001 NS 0,011
Post Hoc test -V NS <0,001 <0,001 NS <0,001 0,022 NS
-V NS <0,001 <0,001 NS 0,001 NS NS
V—V NS 0,033 NS 0,003 0,048 NS 0,008

OneWay ANOVA (Bootsrap ) Test - Post Hoc Test: Dunnett T and T3 - Kruskal Wallis Test (monte Carlo) Post Hoc Test:nonparametrik posthoc test (Miller(1966) - Independent T test(Bootstrap) -
- SH: Standart hata - Max.:Maximum -Min.:Minimum - NS:Not Significant.

Mann Whitney U test (Monte Carlo)
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Tablo 4.25. MCF-7 hiicre hattina uygulanan 4b bilesiginin toplam reaktif oksijen tiirleri bakimindan degerlendirilmesi

MDA Toplam Tiyol
(Nmol/gP) TAS (mmol/L) TOS (umol/L) ArEs (ku/L) PON1 (U/L) (umol/L) osl
Bilesik  Ornek Ort £ SH Ort £ SH Ort £ SH Ort £ SH Ort * SH Ort £ SH Median (Max.-Min.)
4b
1M =l 3,032:0,112 0,454+0,013 0,631+0,012 15.331,333+2,228 3.024,000+2,329 305,968+0,518 0,0013 (0,0013-
0,0013)
wopM =Nl 3,242+0,192 0,496+0,012 0,788+0,011 16.994,333+1,402 6.032,667+1,473 356,987+0,085 0,0015 (0,0015-
0,0015)
50uM  =lII 3,334+0,093 0,409:0,016 0,813+0,013 17.258,000£2,717 2.684,000+2,329 408,402+1,193 0,0018 (0,0018-
0,0018)
Total =Iv 3,303:0,028 0,453+0,023 0,744+0,038 16.527,889+301,752  4.086,889+546,839  353,786+16,272 0,0016 (0,0018-
0,0013)
Kontrol =V 3,07320,103 0,402+0,016 0,738+0,015 15.189,3334256,248  2.250,667+79,983  316,260+10,858 0,0025 (0,0023-
0,0021)
|-V NS NS NS NS NS NS 0,011
Post Hoc test [I—V NS NS NS 0,031 NS NS NS
-V NS NS NS 0,025 NS 0,039 NS
V—V NS 0,001 <0,001 0,020 0,039 NS 0,010

OneWay ANOVA (Bootsrap ) Test - Post Hoc Test: Dunnett Tand T3 - Kruskal Wallis Test (monte Carlo) Post Hoc Test:nonparametrik posthoc test (Miller(1966) - Independent T test(Bootstrap) -
- SH: Standart hata - Max.:Maximum -Min.:Minimum - NS:Not Significant.

Mann Whitney U test (Monte Carlo)



Tablo 4.26. MCF-7 hiicre hattina uygulanan 4d bilesiginin toplam reaktif oksijen tiirleri bakimindan degerlendirilmesi

MDA Toplam Tiyol
(Nmol/gP) TAS (mmol/L) TOS (umol/L) ArEs (ku/L) PON1 (U/L) (umol/L) osl
Bilesik Ornek Ort + SH Ort * SH Ort * SH Ort * SH Ort + SH Ort * SH Median (Max.-Min.)
4d
1uM =l 3,332+0,122 0,354+0,001 0,531%0,007 17.331,333+2,048 3.224,000+2,312 315,968+0,508 0,0013 (0,0013-
0,0013)
0pM =Nl 3,242+0,202 0,396+0,005 0,688+0,006 18.994,333+1,252 6.432,667+1,445 376,987+0,075 0,0015 (0,0015-
0,0015)
50uM =l 3,334+0,013 0,309+0,008 0,713£0,008 18.258,000£2,547 2.794,000+2,325 428,402+1,183 0,0018 (0,0018-
0,0018)
Total =Iv 3,303%0,058 0,353+0,015 0,644+0,030 18.527,889£301,572  4.346,889+546,819  373,786£16,252 0,0015 (0,0018-
0,0013)
Kontrol =V 3,053+0,143 0,202+0,009 0,638+0,008 16.489,333£256,068  2.670,667£79,963  336,260£10,838 0,0022 (0,0023-
0,0021)
|-V NS NS NS NS NS NS 0,011
Post Hoc test -V NS NS NS 0,031 NS NS NS
-V NS NS NS 0,025 NS 0,039 NS
V-V NS 0,001 <0,001 0,020 0,039 NS 0,010

OneWay ANOVA (Bootsrap ) Test - Post Hoc Test: Dunnett T and T3 - Kruskal Wallis Test (monte Carlo) Post Hoc Test:nonparametrik posthoc test (Miller(1966) - Independent T test(Bootstrap) -
- Max.:Maximum -Min.:Minimum - NS:Not Significant.

Mann Whitney U test (Monte Carlo)

- SH: Standart hata



5. TARTISMA

Canlilarda oksijenli solunum mekanizmalariyla enerji kaynagi olan karbonun oksijen ile
yanmast sonucunda; serbest radikal olarak adlandirilan siiperoksit, hidroksil, hidrojen
peroksit gibi aktif oksijen formlart ortaya ¢ikmaktadir. Serbest radikaller; organizmadaki
hiicrelerin membranina, hiicre yapisinda bulunan lipidlere, proteinlere, niikleik asitlere ve
kalitsal materyal olan DNA’ya zarar vererek, pek ¢ok hastaliga neden olmaktadirlar.
Yapilan caligmalar gin gegtikce serbest radikallerin yeni hastaliklarin olusumu ve
gelisimi Uzerindeki etkilerin ortaya koymaktadir. Antioksidan maddeler; serbest
radikallerin neden oldugu zararli reaksiyonlari durdurarak, singlet oksijenini baglayarak
ve metallerin katalizledigi oksidasyon reaksiyonlarinda metalleri baglayarak dejeneratif

hastaliklarin olusumunu 6nlemektedir (Velioglu 2006).

Organofosfor bilesiklerinin farkli antimikrobiyal, antitumoral, antioksidan aktivitelerinin
oldugu ve enzim inhibitéri, antidepresan, antitiberkiloz, antiinflamatuvar,
antihipertansif ajan olarak farkli biyolojik 6zelliklere sahip oldugu bilinmektedir. Ayrica
baz1 metabolik kemik hastaliklari, osteoporoz, paget hastaligi, multiple myeloma, meme-
akciger-prostat kanserleri gibi ¢esitli timorlere ait kemik metastazlarinin bulundugu
olgularda bisfosfonat grubu ilaglardan yararlanilmaktadir (Migliorati et al. 2006; Sezer ve
Sen, 2011). Organofosfor bilesikleri, olduk¢a genis farmakolojik ozelliklere sahip
olmalarindan dolay1 biyokimya, organik kimya ve farmasotik kimyada yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bu tez calismasinda yeni sentezlenen bazi bis(a-aminoalkil-fosfinik
asit) tirevlerinin farkli in vitro yontemler kullanarak antioksidan, antitimor,
antimikrobiyal ve topoizomeraz aktiviteleri gibi bazi biyolojik etkinlikleri aragtirilmigtir.
Bu sekilde, sentezlenen bilesiklerin potansiyel bir terapotik antikanser ajani olarak etken
madde olma ozellikleri veya antioksidan ve biyoaktif bir madde olarak biyomalzeme
niteliginin  degerlendirilmesi  planlanmisgtir. In vitro antioksidan aktivitelerin
degerlendirilmesi bakimindan, yeni sentezledigimiz bis(o-aminoalkil-fosfinik asit)

bilesikleri, metal selatlama aktiviteleri, stiperoksit radikali sipiirme aktiviteleri, hidrojen
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peroksit giderme aktiviteleri, hidroksil ve DPPH radikali yakalama aktiviteleri gibi farkl

in vitro yontemlerle arastiriimistir.

Literatlre bakildigi zaman, ¢calismamizda kullandigimiz bu yontemlerden herhangi birini
kullanarak fosfinik asit tlirevlerinin potansiyel antioksidan etkilerini arastiran calismalar
mevcut degildir. Ancak ticari olarak satilan dimetil fosfinik asit (C2H7O2P, Sigma
aldrich) fenil fosfinik asit (CeH702P, Sigma aldrich), difenil fosfinik asit (Ci2H1102P,
Sigma aldrich), bis(4-metoksifenilfosfinik asit) (Ci14H1504P, Sigma aldrich), ve
diizooktilditiyofosfinik asit (CisHssPS2, Sigma aldrich) gibi kimyasallarin antioksidan
oldugu belirtilmistir (http://www.sigmaaldrich.com/chemistry/chemistryproducts. html?
TablePage=16251643). Bazi ¢alismalarda ise organofosfatlarin, hicresel reaksiyonlardaki
lipoksijenaz, peroksidaz, dehidrojenaz gibi enzimler tarafindan dretilen hidrojen peroksit,
superoksit, hidroksil radikali gibi reaktif oksijen tirlerini Gretmek yoluyla, oksidatif stresi
artirdiklari gosterilmistir (Abdollahi et al. 2004; Nurulain et al. 2013). Bizim
calismamizda bilesiklerin antioksidan kapasitelerini degerlendirmek amaciyla, 5 farkl in
vitro antioksidan aktivite analiz yontemi ayni anda kullaniimistir. Literatirdeki farkh
calismalarda, bazi sentetik veya bitkisel izolatlarin antioksidan aktivitelerinin
arastiritimasinda genellikle bu yodntemlerin bir veya birkacinin birlikte kullanildig
gorilmektedir. Bu sekilde calismamiz kapsaminda farkli antioksidan aktivite 6lgiim
yontemlerinin birbiriyle de kiyaslamasini yapmak mumkin olmustur. 4f ve 4c
bilesiklerinin bu yéntemlerin sonuclarina gore, standart antioksidanlara yakin degerlerde
hatta bazi testler icin standartlardan daha yiksek aktivite diizeylerinde sonuclar verdigini
g0z Onlnde tutarsak, bu bilesiklerin antioksidan etkilerinin iyi sayilabilecek bir diizeyde
oldugu soylenebilir. 4a ve 4b bilesiklerinin hemen hemen tim yéntemlerde dusuk
antioksidan aktivite degerlerine sahip oldugu gorulmastir. Bu ylzden 4a ve 4b
bilesiklerin antioksidan aktivitelerinin ¢ok iyi olmadigi belirtilebilir. DPPH radikali
yakalama aktivitesi metodunun sonuclarina gore c¢ok aktif olan bilesiklerin diger
yontemlerde c¢ok yuksek aktivite gostermedigi bulunmustur. Nitekim 4a ve 4b
bilesiklerinin DPPH radikali yakalama aktivitesi disinda diger tim ydntemlerde standart

antioksidanlarin aktivitelerine gore ¢ok distik duzeylerde kaldigi gortlmektedir.

Diger taraftan test bilesiklerinin timunun metal selatlama aktivitesine sahip olduklar

gorulmektedir. Ancak standart antioksidanlarla kiyasladigimizda tim konsantrasyonlarda,


http://www.sigmaaldrich.com/chemistry/chemistryproducts.%20html?%20TablePage=16251643
http://www.sigmaaldrich.com/chemistry/chemistryproducts.%20html?%20TablePage=16251643
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tim test bilesiklerinin standart antioksidan olan BHT ve a-tokoferol den daha diisiik bir
aktiviteye sahip oldugu gorulmugstir. Bu nedenle test bilesiklerin standart
antioksidanlardan daha 1yi gelator olduklart séylenemez. Ancak tiim maddeler arasinda 4¢
bilesiginin tim konsantrasyonlarda diger bilesiklerden ve BHT standardindan daha
yiksek bir metal gelatlama aktivitesine sahip oldugu goriilmektedir. Bilesikler kendi
aralarinda kiyaslandiklarinda en diigik metal selatlama aktivitesine 4e bilesiginin, en

yiiksek aktiviteye ise 4¢ bilesiginin sahip oldugu géralmustur.

H20, giderme aktivitesi artan konsantrasyonla degiskenlik gostermigtir. 4a ve 4b
bilesikleri tim gruplarda en dustk aktiviteyi gostermis, 4f ve 4¢ bilesikleri ise BHT
standardindan bile yiiksek aktivite gostermigtir. Test ettigimiz tim bilesikler hidrojen
peroksit giderme aktiviteleri bakimindan askorbik asitten daha diisiik aktiviteye sahiptir.
Diger taraftan ozellikle 4f ve 4c¢ bilesiklerinin askorbik asite ¢ok yakin diizeyde bir
aktiviteye sahip oldugu da gorilmustir. Test edilen bilesiklerin siiperoksit radikalini
giderme aktivitelerine bakildiginda ise en yiiksek aktiviteye sahip bilesikler 4¢, 4e ve 4f
olup, bunlar ayn1 zamanda standart olarak kullanilan a—tokoferolden bile yuksek aktivite
gostermislerdir. En dugik aktiviteli bilesikler ise 4g ve 4b bilesikleridir. Genel olarak in
vitro sartlarda yaptigimiz ¢alismada elde edilen bulgulara gore, fosfinik asit bilesiklerin
serbest radikallerin hasarlayict etkilerini azaltan ve engelleyen antioksidan aktivitelere

sahip oldugunu soylemek mimkiindur.

MCF-7 Hicre Kiltirlerinde Reaktif Oksijen Turlerinin degerlendirilmesi bakimindan,
test edilen fosfinik asit tirevlerinin hiicredeki farkli parametreler tizerinde bazi etkilerinin
oldugu goriilmustir. Buna gore 4¢ bilesigi MDA diizeyini istatistiksel olarak anlamli
sekilde dusturmugstir. 4a ve 4g bilesikleri ise kontrole gore MDA diizeyini istatistiksel
olarak anlamli duzeyde arttirmigtir. Diger bilesiklerde istatistiki a¢idan anlamli farklar
bulunmamasina ragmen kontrole goére MDA diizeyinde deSismeler gorilmustur. Lipit
peroksidasyonu sonucu olusan MDA, organizmada fizyolojik ve metabolik bozukluklara
yol agmaktadir. Buna gore 4a ve 4g bilesiklerinin, MDA diizeyini artirmalari bakimindan
diger bilesiklere gore prooksidan bir etkiye sahip olduklar soylenebilir. 4g, 4e, 4b, 4d
bilesiklerinin diger antioksidan yontemlerde de diisikk bir aktiviteye sahip oldugu
gorilmektedir. Buna ilaveten 4g, 4e, 4b, 4d bilesiklerinin lipit peroksidasyonunun bir

gostergesi olan MDA degerlerini bir miktar arttirmasi da, bu bilesiklerin antioksidan
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olarak etkisinin olmadig hatta negatif yonde bir etkisi oldugu fikrini digiindirmustur. 4c,
4f ve 4h bilesikleri diger antioksidan yontemlerde de iyi aktivite gOstermis olmakla
birlikte, MDA degerlerini azaltmasit bakimindan en etkili olan 4¢ bilesigi, reaktif oksijen
turlerinin noétralize edilmesini saglayarak hiicrenin zarar goérmesini engellemektedir.
MCEF-7 hiicrelerine uygulanan 4f ve 4h bilesiklerinin, meme kanseri hiicrelerinde MDA
degeri uizerinde anlamli bir etkisi olmamigtir. Farkli dozlarda fosfinik asit bilesiklerinin
uygulandigt MCF-7 hiicrelerindeki total antioksidan seviyesine bakildigi zaman, 4a, 4b
ve 4d bilesiklerinin uygulanmasinin kontrol grubuna gore dnemli bir istatistiksel fark
olusturmadig goriilmektedir. Diger taraftan 4c, 4e, 4f ve 4h fosfinik asit bilesiklerinin
MCF-7 hucrelerine eklenmesi sonucunda, kontrol grubuna gore hicrelerdeki total
antioksidan seviyesinin arttigr gorilmektedir. 4g bilesigi ise kontrol grubuna gore TAS
degerlerini digtirmektedir. Bu durum 4g bilesiginin prooksidan aktivite tasidigini
gostermekle birlikte, 4¢, 4e, 4f bilesiklerinin antioksidan maddeler olabilecegi gorigiini
desteklemektedir. Fosfinik asit bilesiklerinin uygulandigt MCF-7 hiicrelerinden elde
edilen total oksidan seviye (TOS) sonuglarina gore 4¢, 4b, 4e, 4d ve 4f bilesiklerinin TOS
degerlerini kontrol grubuna nazaran azalttiklart goriilmektedir. 4h bilesigi ise kontrol
grubuna gore TOS degerlerini istatistiksel olarak anlamli gekilde arttirmigtir. MCF-7
hiicrelerine uyguladigimiz fosfinik asit bilesiklerinin hiicrelerin oksidatif stres indeksi
(oksidan/antioksidan) tizerindeki etkilerine baktigimizda, 1 pM konsantrasyonlu doz
grubunun kontrol grubu degerlerinden genel olarak farkli oldugu gozlenmektedir. 4a, 4b,
4c, 4d ve 4h bilesiklerinin, hiicrelerdeki OSI degerlerini kontrol grubuna gore,
istatistiksel olarak anlamli derecede azalttig1 (P<0.05) saptanmistir. 4e ve 4f bilesiklerinin
1 uM konsantrasyon grubunda ise kontrol grubu verilerine gore, istatistiksel anlamli bir
artty gozlenmektedir (P<0.05). Oksidatif stres indeksi; toplam oksidan seviyenin, toplam
antioksidan seviyeye orami seklinde ifade edildigi icin, ¢alismada OSI degerlerinin
kontrol grubu degerlerine gore dusiik olmasi, fosfinik asit bilegiklerinin etkin antioksidan
kapasite gostermesinin bir sonucudur. OSI degerlerinde diismeye sebep olan fosfinik asit
bilesikleri, kararsiz yapidaki bilesiklerin hasar yapicit oksidan etkilerini daha az diizeye
indirir. OSI degerlerinin, kontrol grubu degerlerine gore onemli bir sekilde artis
gosterdigi gruplarda ise, bu durum; lipit peroksidasyonu ve reaktif oksijen triinlerinin
aciga c¢ikmasindaki artigla birlikte, organizmada hiicresel hasarlarin meydana geldigi
seklinde agiklanabilir. Farkli konsantrasyonlardaki fosfinik asit ¢ozeltilerinin MCF-7

meme kanseri hiicre hatlarinda peroksit stpiriici ozellikte olan tiyol dizeylerine
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etkilerini inceledigimizde, kontrol grubu degerlerine gore, 4f ve 4h disindaki bitin farkl
konsantrasyonlarda fosfinik asit uygulanan gruplarda istatistiksel olarak anlamli artiglarin
(P<0.05) oldugu belirlenmigtir. 4f ve 4h bilesiklerinin uygulandigi gruplarda da tiyol
seviyelerinde dozlara gore artiglar olmustur fakat P<0.05 seviyesinde anlamli degildir. En
yilksek tiyol seviyesi 4a ve 4d bilesiklerinin 50 uM konsantrasyonda uygulandig hiicre
grubunda tespit edilmistir. Tiyol gruplari, tek baglarina veya selator ajanlarla birlikte
bir¢ok toksik etkili agir metallerin zararli etkilerine karst antioksidan rol oynamaktadirlar
(Caylak 2010). Oksidanlarin engellenmesini saglayan tiyol gruplart dogal antioksidanlar
olarak etki ederler. Enzimatik antioksidan savunma sistemlerinin yani sira radikallerin
sebep oldugu hasarlarin 6nlenmesinde onemli biyolojik fonksiyonlara sahip olan tiyol
gruplan birgok fitokimyasalin antioksidan 6zelliginin arttirilmasinda da etkilidirler. Agir
metal iyonlariyla ¢okelti olusturabilme yeteneSine sahip olan tiyoller, biyolojik
yiikseltgenme ve indirgenme tepkimeleriyle de hiicrelerde onemli antioksidan aktiviteler
gosterirler.  Antioksidan etkili tiyoller, radikal hasarindan hiicreleri koruyarak
oksidasyonlarin engellenmesi ve radikallerin sebep oldugu hasarlarin giderilmesinde rol
oynayarak, lipit peroksidasyonu gibi olumsuz proseslerin engellenmesi ile hicreleri
oksidatif zararlardan korumaktadirlar (Manda et al. 2010). Bu nedenle tiyol grubu i¢eren
bilesikler, kuvvetli antioksidanlarin o6nemli bir kismini olusturmaktadir. Biyolojik
sistemlerde yer alan tiyollerin antioksidan savunma sistemlerinin koordinasyonunda esas
rol oynamasi basta olmak iizere sayisiz fonksiyonlart bulunmaktadir. Dolayisiyla, canlida
tiyol diizeylerinin artigina paralel olarak antioksidan seviyenin de artig gostermesi

beklenmektedir.

Paraoksonaz-1 (PON1; arildialkil fosfataz, [EC 3.1.8.1]) enzimi glikoprotein yapisinda ve
yiksek yogunluklu lipoprotein (HDL) e sikica bagli olan antioksidan ve antiatherojenik
(damar daralmasini, tikanmasini engelleyici) fonksiyonlari olan esterazdir. Ayrica
lipoproteinleri oksidatif zararlara kargt korumaktadir (Giilci ve Giirsu, 2003). Paraokson
gibi organofosfatlar: ve yag asitlerinin paration disinda, diizopropil florofosfat (DFP) gibi
organik fosforlu insektisitlerle, yine ayni kimyasal gruptan olan sarin, tabun gibi sinir
gazlarinin; gesitli karbamatlarin; fenilasetat, 4-nitrofenil asetat, 2-naftil asetat gibi birgok
aromatik karboksilik asit esterlerini hidrolizleyebilmektedir. PON’un, bir pestisid olan
paraokson gibi organofosfatli bilesiklerin detoksifikasyonuna katilmak ve lipit

peroksitleri hidrolize ederek LDL’yi oksidasyondan korumak gibi baglica iki fonksiyonu
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bulunmaktadir (Mackness et al. 1998). PON1’in lipit peroksitlerin yanmisira hidrojen
peroksit izerine de etkili olup, peroksidaz benzeri aktiviteye de sahip oldugu
dusuntlmektedir.  Ayrica lipopolisakkarid inaktivasyonu yolu ile bakteriyel
endotoksinlere karst koruma saglamaktadir. Paraoksonaz 1 enzim aktivitesindeki ve
miktarindaki disislerde, oksidatif hasarin yeterince engellenemedigi, bu yiizden de
diabet, kalp damar hastaliklari, hepatit, prostat kanseri ve bazi oto immun hastaliklarin
olustugu bildirilmistir (Gur vd. 2006; Hofer et al. 2006; Marchegiani et al. 2008).
Paraoksonaz ayrica aktivite polimorfizmi gostermeyen arilesteraz aktivitesine de sahiptir
(Gileci ve Gursu 2003). Arilesteraz (ARE) aktivitesinin, PONI1 aktivitesindeki
degisikliklerden bagimsiz olarak asil protein konsantrasyonunun bir gostergesi oldugu
bildirilmektedir (Mackness 1998). Calismamizda test edilen fosfinik asit tiirevlerinin
MCF-7 hucrelerindeki PON1 ve Aril esteraz enzimi aktivitelerinde bazi etkilerinin
oldugu gorilmiustiur. Aril esteraz enzim aktivitesi bakimindan 4¢ bilesiginin uygulandigi
grupta kontrol grubuna gore herhangi bir degigsme gozlenmezken, diger tim bilesiklerin
uygulandigr gruplarda Aril esteraz miktarlarinda artiglar bulunmugtur. PON1 aktivitesi
bakimindan gruplar degerlendirildiginde ise 4c¢, 4f, 4e, 4g bilesiklerinde istatistiksel
olarak anlamli degisikliklerin (P<0.05) oldugu gozlenmistir. 4a, 4b, 4d, 4h bilesiklerinde
ise kontrol grubu verilerine gore herhangi bir farklilik bulunmamustir. Ilging olarak her iki
enzim bakimindan da gruplardaki artiglarin dozlara gore diizenli bir degisiminden séz
edilememektedir. Cinkii bazi bilesiklerin 1 pM konsantrasyonunda en yuksek enzim
aktivitesi bulunurken bazi bilesiklerin 50 uM konsantrasyon gruplarinda en yiiksek enzim
aktivitesi gozlenmistir. Ayrica her iki enzimden elde edilen sonuglar birbiriyle ¢ok fazla
ortismemektedir. Bu durumun kimyasallarin uygulandigt htcre kultirt ortamlarinin
hazirlanmasi sirasinda kullanilan besiyeri ve tamponlardan kaynaklanabilecegini
disinmekteyiz. Ciinki literatire gore ¢esitli tuz solusyonlarinin paraoksonaz ve
arilesteraz  aktivitelerini  etkiledigi  belirtilmektedir.  Sodyum  kloriirin  artan
konsantrasyonlardaki ilaveleri PON1 aktivitesinde stimiilasyon olugturmasina ragmen,
ARE aktivitesi tizerinde inhibitor etki gosterdigi bildirilmistir (Eckerson 1983). Bu
nedenle; PON1 aktivite ol¢iimlerinde 1 molar NaCl ilave edilirken, ARE olgimlerinde
NaCl kullanilmamaktadir. PON1 aktivitesi i¢cin pH'nin etkisi glisin ve Tris-HCI
tamponlart ile aragtirilmistir. Yapilan bir ¢aligmada Tris-HCl tamponu i¢in optimal
pH:11.2 olarak tespit edilirken (Mueller et al. 1983); bir bagka arastirmada ise tam
aktivasyon i¢in optimal pH: 7.5-8 olarak belirlenmistir (Mackness 1998). Ayni sartlarda
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pH’nin 10.5 olmast aktiviteyi yaklasik % 26 oraninda azaltmaktadir (P<0.05). Ayrica bu
enzimler acisindan farkli sicakliklarda enzim aktivitesi ol¢imleri yapilarak, sicakligin
etkisi aragtirllmistir. Aktivite ol¢iimleri yapilirken absorbansin zamanla azaldigi dikkat
cekmektedir (Giilci ve Gursu 2003). Bu yuzden her iki enzimle caligilirken ortam
sartlarinin ¢ok iyi stabilize edilmesi gerekmektedir ve hiicre kultirt igeriklerine fazla
midahale edilemeyeceginden dolayi, normalden buyik sonuglar ortaya ¢ikmig
olabilecegini dusinmekteyiz. Bu yiizden fosfinik asit bilesiklerinin, meme kanseri
hiicrelerinde PON1 ve ARE degerlerinde anlamli bir etkisi olmamistir. Ancak
paraoksonaz ve arilesteraz gelecekte ¢ok calisilan ve ilgi ¢eken enzimler olacagindan,
calisgmamiz kapsaminda elde edilen paraoksonaz ve arilesteraz oOlgimleri, gelecekte

yapilacak hiicre kiiltiirii ve diger ¢aligmalar i¢in faydali olacaktir.

Fosfinik asit bilesikleriyle muamele edilmis MCF-7 hucrelerinin in vifro antitimor
diizeylerine ait elde ettigimiz sonuglar tablo 4.8-4.11 ve sekil 4.11-4.14 arasinda
verilmistir. Bilesikler dozlara gore ve uygulandiklari zamana gore istatistiksel olarak
farkli sonuglarin ortaya ¢ikmasina sebep olmuglardir. Ayni zamanda fosfinik asit
bilesiklerinden bazilarinda antitimér aktivitesi gozlenirken bazilarinda aktivite olmadigt
gozlenmistir. Sonuglarimiza gore 4¢, 4e ve 4f fosfinik asit turevleri, MCF-7 kanser
hiicrelerinde hemen hemen tim konsantrasyonlarda 24 ve 48 saat periyotlarinda
antitimor aktivitesi gostermigtir. Diger fosfinik asit tirevlerinin de MCF-7 hiicre
hatlarinda antiproliferatif etkilerinin istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlenmistir
(P<0.05). Ayn1 zamanda g¢aligmamizda denedigimiz fosfinik asit tirevlerinin HUVEC
endotelyal hiicre hatlari tzerinde de genellikle yiiksek dozlu uygulama gruplarinda
antiproliferatif aktivitelere sahip oldugu gorilmektedir. Dikkat ¢ekici bir nokta olarak 4¢
ve 4e bilesiklerinin HUVEC hiicre hatlan tzerinde de, diger kimyasallara nazaran daha
etkili oldugu belirlenmistir. Vaskiiler endotelyal hiicreler, bulunduklar yerler nedeniyle
fizyolojik ve patolojik siireclerde ¢ok kritik rollere sahiptir (Meng et al. 2010; Xuan et al.
2014). Endotelyal hiicreler pek ¢ok kimyasal ajan i¢in primer hedef bolgelerdir. Pek ¢ok
antikanser kimyasal ajan endotelyal hiicreler tizerindeki sitotoksik aktivitelerinden dolay1
klinikte kullanilamazlar. Ancak uygulanan sentetik yada dogal bilesigin sadece doza bagl
olarak HUVEC hiicre hattinda olumsuz etkileri olabilir. Nitekim propolis gibi ¢ok yararli
oldugu bilinen dogal antioksidan maddelerin bile, kanser hucrelerini oldirdigi

gorilirken ayni zamanda yiiksek dozlarda HUVEC hiicrelerinde de zararli oldugu
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goOsterilmistir (Xuan et al. 2014). Bu durumda arastirilan bilesigin etkilerinin doza veya
sureye bagh olarak deQisimi mutlaka belirlenerek ilag olarak  kullanimi
kesinlestirilmelidir. ~ Sentezledigimiz  bis(a-aminoalkil-fosfinik asit)  bilesiklerinin
apoptotik etkinliklerini belirlemek istedigimiz, hiicre kiltirlerinde biyime analizleri ve
morfolojik yapilarinin incelenmesi sonucunda ise 4e, 4h ve 4g kimyasallarinin 100 |iM
konsantrasyonda uygulandigi gruplarda hiicre buyiime yizdelerinde istatistiksel olarak
anlamli deg@ismeler gozlenmistir. Ayrica 4e kimyasalinin 50 |iM konsantrasyonda
uygulandigi gruptaki hicrelerde de buylme yuzdeleri istatistiksel olarak anlamhdir.
Hucrelerin morfolojileri ve gelisimleri inverted mikroskopta gorunttlenerek fotograflari
cekilmistir. Buradan elde edilen bulgular XTT Kkiti kullanarak, antiproliferatif
aktivitelerini belirlemeye calistigimiz deney sonuglarini destekler ve netlik kazandirir
niteliktedir. Clnkl fosfinik asit bilesiklerinin sitotoksik etkilerini arastirdigimiz, XTT
analizi sonucuna gore 8 farkli fosfinik asit bilesigimizin de MCF-7 hicre hatlarinda
ylksek derecede etkili oldugu gorulmektedir. Daha sonra yaptigimiz hicrelerin
morfolojik incelenmeleri ve biyiume grafiklerine gore 4e, 4h ve 4g kimyasallarinin esas
etkili oldugu ortaya ¢ikmistir. Antitimor calismalarindan elde edilen bulgularda, in vitro
antioksidan testlerinden ve reaktif oksijen tirlerini arastirdigimiz testlerden gelen
sonuclarla  uyumludur.  Fosfinik asit  bilesiklerinin  apoptotik  etkinliklerini
karsilastirdigimiz  AO/EB  sonuglarina gore, sadece 4e bilesiginin 50 |iM
konsantrasyonunda MCF-7 hiicrelerindeki cekirdek kondensasyonunu azalttigi, cekirdek
bozunumlarini baslattigi yani apoptoz olusumunun goruldugu belirlenmistir (Sekil 4.13).
Ayrica 4e ve 4h bilesikleri, 50 |iM ve 100 |iM konsantrasyonlarinda MCF-7 hiicrelerine
24 saat suresince uygulandiklarinda, kontrol grubuyla karsilastirildigi zaman kaspaz- 3
aktivitesinde artislara sebep olmustur (P<0.05). Diger bilesiklerin Kaspaz-3 aktivitesi
uzerinde 6nemli ve anlamh bir istatistiksel farklilik gozlenmemistir (Sekil 4.14). Ayni
zamanda 4e, 4h ve 4g kimyasallarinin da ancak yilksek dozlarda kanser hcreleri
uzerinde etkili oldugu g6zukmektedir. Cok yuksek dozlarda etkili olmalari hem de
HUVEC hiicre hatlari tzerinde de etkili olmalari onlarin ¢ok iyi niteliklerde antikanser
0zelliginde olmadiklarini gostermektedir. Diger taraftan apoptotik etkinlik bakimindan da
sadece 4e bilesiginde, Kaspaz aktivitesi bakimindan da sadece 4e ve 4h bilesiklerinde
aktivite bulunmasi da sadece bu 2 bilesigin antitumor etkili olabilecegini ama zayif
kapasitede bir antitimoral etkide olabilecegini gostermektedir. Bu veriler 1siginda 4e ve

4h bilesikleri disindaki fosfinik asit bilesiklerimizin antitimor etkili  olmadigi
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soylenebilir. Ancak su noktay1 da hi¢ unutmamak gerekir ki: farklt doku ve organlardan
koken alan huicrelerin metabolizma hizlari, detoksifikasyon yetenekleri, oksidatif strese
dayanikliliklari ve yasam stireleri birbirinden farklidir. Bu nedenle farkli hiicre hatlarinda
ayn1 kimyasal maddenin lethal dozlan farklilik gostermektedir. Bu yiizden test ettigimiz
fosfinik asit bilesiklerimizin, meme kanseri hiicre hattindan bagka kanser hiicre hatlarinda

da denemeleri yapilarak etkinlikleri hakkinda kargilagtirmalar ortaya konmalidir.

Antikanser ajan ve antibiyotik olarak da kullanilabilen topoizomeraz inhibitorleri,
kanserle miicadelede olduk¢a 6nemlidir. Hiicre bolinmesi esnasinda DNA sarmalinin diiz
iplikgikler halinde agilmasini saglayan topoizomerazlarin inhibisyonu, boliinmeyi
durdurarak hticrenin ¢ogalmasini engellemektedir (Potmesil and Pinedo 1995; Sen 2015).
Inhibitér maddeler, topoizomeraz 1 ve topoizomeraz II tiirevi enzimlerin galismasim
bozarak hiicre c¢ogalmasini  engellemekte, dolayisiyla kanserin ilerlemesini
durdurmaktadir (Alibadi et al. 2004). Bu sekilde c¢alisan bir antikanser nitelikli
topoizomeraz inhibitoéri, hastalik siirecinde sa¢ kaybi, kusma, mide bulantist ve vicut
direncinin diigmesi gibi negatif semptomlar1 da azaltmaktadir (Zhang et al. 2012). Bu tez
kapsaminda yeni sentezlenen fosfinik asit tiirevlerinin topoizomeraz inhibitor etkisinin
belirlenmesi de amaglanmistir. Bu sayede ila¢ adayi olan fosfinik asit bilesiklerinin
apoptotik etki mekanizmasinin belirli diizeyde aydinlatiimasi ve topoizomeraz inhibitori
olabilme nitelikleri literatiire kazandirilmistir. Bu noktada, 4f ve 4h fosfinik asit
bilesiklerinin Topoizomeraz I {izerinde hafif bir inhibisyon etkisi oldugu belirlenmistir.
Bununla birlikte 4e ve 4h fosfinik asit bilesiklerinin Topoizomeraz II'yi yiizde elliye
yakin, 4a bilesiginin ise hafif olarak inhibe ettigi gorilmektedir. Topoizomerazlarin
ekspresyonu timor ile baglantili olmamasina ragmen, kanserli dokularda normal dokulara
gore daha yiuiksektir. Aymt zamanda yiksek metabolik aktiviteye sahip hicrelerde
topoizomeraz 1 ekspresyonunun arttigt gozlemlenmistir (Korwek et al. 2012).
Topoizomerazin inhibisyonu ile dolayli yoldan olusan DNA kiriklart transkripsiyonun

durmasina sebep olmaktadir (Wu and Liu 1997; Sen 2015).



6. SONUC

Guniimtzde en ¢ok olumle sonuglanan hastaliklardan biri olan kanserin tedavisi i¢in her
ne kadar degisik yontemler gelistirilmis ve bu baglamda degisik yapilara sahip bilesikler
terapotik amaglarla kullanilmakta ise de kanser en ¢ok oliimle sonuglanan hastaliklardan
biri olmaya devam etmektedir. Meme kanseri de diinya genelinde kadinlan etkileyen en
yaygin timor tiplerindendir. Su an ig¢in kanser tedavisinde kullanilan kemoterapi ve
radyoterapi yontemlerinin buyik yan etkileri bulunmaktadir. Bu sebeple tedavide daha
disik yan etkilere sahip yeni kemoterapdétiklerin aragtirilmalart kanser caligmalarinin
birincil konusudur (Poggi et al. 2001). Fizyolojik siirecte hiicrelerin dogal bir 6lum sekli
olan apoptozu (programli hiicre 6limi) uyaran anti-kanser ajanlarin kullanilmasi, yeni
kemoterapotik ilag gelistirilmesi ¢aligmalarinda etkili bir yontemdir. Bu sayede kanserli
hiicreler olirken bulunduklart dokuya zarar vermemekte, ilacin yan etkileri azalmaktadir
(Ellis et al. 1997). Organofosfor bilesikler 6zellikle fosfonik asitler, fosfinik asitler,
bifosfonatlar, basta kanser olmak tlzere pek ¢ok hastalik tedavisinde terapotik amagla
kullanilan aktif fosfor gruplar tasiyan bilesiklerdir. Bu baglamda bizim ¢alismamiz da
sentezlenmig olan fosfinik asit bilegiklerinin ¢esitli biyolojik 6zelliklerinin anlagilmasi ve
in vitro kosullarda hiicre iginde c¢esitli biyokimyasal siireglerdeki etkinliklerinin
belirlenmesi bakimindan ¢ok onemlidir. Caligmamiz kapsaminda ilk olarak yeni
sentezlenen fosfinik asit bilegiklerinin in vifro antioksidan aktivitelerinin belirlenmesi ve
karsilagtirilmast gerceklestirilmistir. Genel olarak ¢aligmalarda bir maddenin antioksidan
kapasitesinin  degerlendirilmesi i¢in bir veya birka¢ farkli analiz yontemi
kullanilmaktadir. Bizim g¢alismamizda 5 farkli antioksidan yontem kullanilarak hem
bilesiklerin daha net olarak antioksidan kapasitelerinin ortaya konulmasina calisilmig
hemde yontemleri birbirleriyle karsilastirmak miimkiin olmustur. /n vifro antioksidan
aktivite sonuglarina gore 8 bilesikte farkli derecelerde aktif bulunmustur. Sitotoksik
aktivite ve in vifro antitimor ¢aligmalarinda ise sentezledigimiz fosfinik asit bilesiklerinin
meme kanseri hiicrelerinde ve normal endotelyal hiicrelerde uygulamalart yapilmistir.

Buna gore tiim fosfinik asit bilesiklerinin MCF-7 hucrelerinde sitotoksik olarak etkili
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oldugu, ozellikle 4c, 4e ve 4f bilesiklerinin kuvvetli aktivite gosterdikleri bulunmustur.
Ne yazik ki tum bilesikler kanser hiicrelerinin yaninda ayni zamanda normal endotelyal
hiicrelerinde de toksik etkili bulunmustur. in vitro antitimor ¢alismasinda da mikroskop
altinda fosfinik asit bilesikleri uygulanmis MCF-7 hucreleri morfolojileri ve buyumeleri
bakimindan degerlendirilmis, cesitli boyama yontemleri kullanilarak bilesiklerin
apoptotik etkinlikleri degerlendirilmistir. 4e, 4h ve 4g fosfinik asitlerinin yiuksek dozlarda
kullanildir  zaman antitimor  aktivitelerinin  olabilecegi anlasilmistir.  Ozellikle 4e
bilesiginin digerlerine kiyasla kanser hiicreleri izerinde daha aktif oldugu belirlenmistir.
Bilesenlerin apoptotik etkinliklerinin  bir belirteci olarak kaspaz aktivitelerini
arastirdigimizda, AO/EB boyamasi sonuclarina gore, sadece 4e bilesiginin apoptoz
olusturdugu belirlenmistir. Ancak 4e ve 4h bilesikleri de, 50 |iM ve 100 |iM
konsantrasyonlarinda MCF-7 hiicrelerine 24 saat siresince uygulandiklarinda, kaspaz- 3
aktivitesinde artislara sebep olmustur. Ozellikle 4c, 4e, 4f, ve 4h maddelerinin iyi
antioksidan aktivite ile birlikte sergilemis olduklari iyi antitimér 6zellikleri bu
bilesiklerin farmakolojik acidan 6nemli bir biyoaktivite sergilediklerinin gdstergesi
olabilir. Son yillarda Uzerinde durulan konulardan bazilari da kanser kemoterapisi
sirasinda takviye olarak Kisilere antioksidanlarin verilmesinin, antineoplastik etkinlik
uzerindeki etkilerinin arastirilmasi yada antioksidan takviyelerinin kemoterapi sirasinda
olusan yan etkilerin gelisimi (izerine etkileri olmaktadir. in vitro sistemlerde ve bazi
hayvan deneylerinde elde edilen sonuclar, kemoterapi sirasinda antioksidatif dozda
vitaminlerin kullaniimasinin yararli oldugunu goésterse de halen Kklinik calismalar devam
etmektedir. Burada en hassas nokta, disaridan verilen antioksidanlar, kullanilan
kemoterap0Otik ajanin oksidatif stres yaratarak apoptozis yoluyla 6ldirmeye calistig
kanser hucrelerinin dejenerasyonunu, apoptoza gitmesini engellememelidir. Bununla
beraber, eger kemoterapotik uygulamasi ile olusan radikaller ilacin sadece yan
etkilerinden sorumlu yani ilacin antineoplastik aktivitesinden sorumlu degilse,
antioksidanlarin kullanimi ilacin yan etkilerinin en aza indirilmesi igin yararh olabilir.
Diger taraftan farelerde tumor hicrelerinde yapilan bazi calismalarda, E vitamini gibi
bazi antioksidanlarin hicrelerdeki ROT ve DNA hasarini azalttigi ama ayni zamanda
tumaor hicrelerinin  proliferasyonunu artirdigi  gosterilmistir. Bu sonug¢ onkojenlerin
timorlerdeki ROT seviyesini, endojen antioksidanlari aktive etmek yoluyla azalttigina
yonelik gecmisteki dustnceleri degistirmistir. Bu yuzden ginimuizde antioksidanlarin,

hiicrelerdeki ROT ve DNA hasarini azaltmak yoluyla timoér hiicre proliferasyonunu
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artirmast neticesinde timor biyimesine sebep olduklarina inanilmaktadir. Dolayisiyla
antioksidan kullanimlarinin, erken donemdeki kanserlerde veya hastalik gelismesi
konusunda risk altinda olan insanlarda giivenilir olmadig1 sonucuna varilmigtir (Sayin et
al. 2014). Bu nedenle oksidatif stres olusturulan hiicrelerde antioksidanlarin etkilerinin
incelendigi ayrintili ¢aligmalara daha fazla yer verilmelidir (Kismali ve Sel 2012). Tam
olarak bu noktada, bu tez ¢aligsmasi ile sentezlenen bir seri fosfinik asit bilesikleri hem
antioksidan oOzellikleri bakimindan hem de antitiimoéral o6zellikleri bakimindan birlikte
butiin olarak incelenmeye caligilmigtir. Bu tez ¢aligmasi kapsaminda sentezlenip farkls
biyoaktif farmakolojik 6zelliklerini ortaya koymaya ¢alistigimiz bu arastirmanin mevcut
literatiir  bilgisine katki saglayacagina inanmaktayiz. Sentezlenen fosfinik asit
bilesiklerinin bu g¢alisma kapsaminda her tir hiicre i¢in kesin antioksidan ya da kesin
oksidan madde olduklar1 netlesmis olmasa da, ileriki ¢aligmalar i¢in model molekillerin
secimi ve tasariminda faydalanilabilecek nitelikte oldugunu disinmekteyiz. Ayrica
sentezledigimiz fosfinik asit bilesiklerimizin biyomalzeme ve biyouyumlu malzeme olma
gibi ozelliklerinin de arastinlarak saglik ve/veya diger endustri sektorlerindeki

katkilarinin da degerlendirilmesi gerektigine siddetle inanmaktay1z.
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