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OZET

Bu ¢alismada; sentezlenmis bis-hidrazinkarbotiyoamit tiirevleri ve bu bilesiklerin
halkalasmasinda olusan bis-1,2,4-triazol tiirevlerinin antioksidan aktiviteleri 4 farkl
parametre ile incelenmistir. Her bir maddenin in-vitro antioksidan aktiviteleri, Serbest
Radikali Giderme aktivitesi, Indirgenme Giicii, ABTS™ Giderme Aktivitesi, Metal
Selatlama parametreleri ile tayin edilmistir. Bu c¢aligmada kullanilan metodlar; DPPH
serbest radikal giderme aktiviteleri Blois metoduna gére, Indirgeme giicii tayini Oyaizu
metoduna gore, ABTS™ radikali giderme aktivitesi Re ve arkadaslarinin yaptig1 yonteme
gore, Metal Selatlama aktivitesi ise Dinis metoduna gore yapildi.

Bu bilesiklerin antioksidan aktiviteleri incelenirken her bir numune sentetik
antioksidan maddeler olan BHT, BHA, o tokoferol ve trolox ile karsilastirildi. Elde edilen
veriler degerlendirildi.

Bu tez ¢alismasinda elde edilen veriler, bu alanda calisan bilim adamlarinin daha

sonraki caligmalarina 6nemli katkilar saglayacaktir.

Anahtar Kelimeler: Tiyosemikarbazit, Triazol, Hidrazinkarbotiyoamit, DPPH,
Indirgenme Giicii, ABTS, Metal Selatlama.



ABSTRACT

The Investigation of Antioxidant Activity of Bis-1,2,4-triazole Derivatives

Master Thesis
Hiiseyin KARCI .
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Ahmet CETIN

University of Bingol
Faculty of Art and Science
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2013, Page: XII+57

In this study, the previously synthesized of bis-hydrazinecarbothioamide and bis-
1,2,4-triazole derivatives, that formed by cyclization of these compounds examined
antioxidant activity with four different parameters. Each in-vitro antioxidant activity of a
substance, Free Radical Reduction Activity, Reduction Power, ABTS * ~ Reduction
Activity, Metal Chelating Parameters were determined. The methods used in this study,
reduction of free radical scavenging activity according to the method of Blois, reduction
according to the method Determination of power Oyaizu, ABTS « + radical, the method of
removal activity Re et all., metal chelating activity was performed according to the method
of Dinis.

Antioxidant activities of these compounds were examined for each sample with
synthetic antioxidants BHT, BHA, a-tocopherol and Trolox were compared. The data
obtained were evaluated.

The results of this thesis will make significant contributions to scientists working in

this field for further studies.

Key Words: Thiosemicarbazide, 1,2,4-triazole, Hydrazinecarbothioamide, Free
Radical Reduction, Reduction Power, ABTS ** Reduction, Metal Chelating.
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1. GIRIS

1,2,4-triazol kimyas1 ve onlarin heterosiklik tiirevlerinin biyolojik dneminden dolay1
son yillarda 6nemi giderek artmaktadir (Cetin, 2009). 1,2,4-triazol halkas1 igeren birgok
bilesik; uyarici, yatistirici, rahatlatici, antimikrobiyal etki (Heindel, 1980; Holla, 1994) ve
fulukonazol, intrakonazol, vorikonazol (Merck Index, 1996; Haber, 2001) gibi antimikotik
ozellik gosteren ilaglar1 gibi tedavi edici olarak kabul edilmistir. 1,2,4-triazol bilesiklerinin
antibakteriyel ve antifungal etkilerinin yan1 sira antiviral, antienflamatuar, antitiiberkiiloz
ve antitiimor, antikonviinsan, ditretik, antitiiberkiiler ve platelet agregasyonunu inhibe
edici etkileri oldugu bilinmektedir. Triazol halkasinin siibstitiisyonu ile biyolojik aktivitesi
modifiye edilir. Amin, tiyon ve alkil siibstitiie triazoller antiiilser ve kan basincini disiiriicii
aktiviteler gosterdigi gozlenmistir (Cavalito, 1973; Prasad, 1989; Gates, 1988; Meguro,
1975; Dattrich, 1989; Kacaaliler, 2008).

Yiiksek aktiviteye sahip bilesikler olan serbest radikaller, yasamsal faaliyetler
sirasinda veya solunum, enzim reaksiyonlari, otooksidasyon reaksiyonlart gibi endojen
kaynaklar ile sigara dumani, hava kirliligi, UV isinlari, iyonize radyasyon ve
ksenobiyotikler gibi ¢esitli gevresel kaynaklarin etkisiyle meydana gelebilmektedirler.
Serbest radikaller notralize edilmediklerin de viicutta hiicre membrani proteinlerini yikarak
hiicreleri 6ldiirmek, membran lipit ve proteinlerini yok ederek hiicre membranini
sertlestirip hiicre fonksiyonunu engellemek, g¢ekirdek membranini yararak niikleustaki
genetik materyale etki edip DNA’y1 kirilma ve mutasyonlara agik hale getirmek, bagisiklik
sistemindeki hiicreleri yok ederek bagisiklik sisteminin etkisini azaltmak yoluyla ciddi
hasarlara neden olabilirler (Serteser ve Gok, 2003). Bu dengelenmemis serbest radikal
saldiris1 ve hiicre zarinin tahribati “oksidatif stres” olarak adlandirilir. Oksidatif stres,
oksidatif lezyonlara, doku hasarina, mutasyonlara ve hiicre 6liimlerine yol agabilen reaktif
oksijen ve reaktif azot tiirlerinin (cogunlukla serbest radikallerin) asir1 liretimiyle tetiklenir
(Halliwell, 1994).

Oksidatif strese kars1 giincel tip biliminde biiyiik 6l¢lide sinama-yanilma yontemiyle
bazi tedaviler 6nerilmekte ise de aslinda tedavi yaklasimlarinin molekiiler mekanizmalara
(yani molekiiler tibba ve biyokimyaya) dayandirilmasi gittikge 6nem kazanmaktadir. Bu da

gerek hastalarin ve gerekse saglikli insanlarin diyetlerinin koruyucu ve tedavi edici



hekimlik baglaminda dogal ve yapay antioksidanlarla takviye edilmesini gerekli
kilmaktadir (Ardag, A,.2008).

Antioksidanlar, serbest radikallerin olusumunu engelleyerek veya mevcut radikalleri
stipiirerek hiicrenin zarar gormesini engelleyen ve yapisinda genellikle fenolik fonksiyon
tasityan molekiillerdir ( Nagai vd., 2005).

Antioksidanlarin 6zelligi, kendi elektronlarini vererek serbest radikalleri ndtralize
etmeleri ve bu sirada serbest radikal haline gelmemeleridir.

Antioksidanlarin insan sagligindaki yerini belirleyen en 6nemli faktorler, onlarin
kimyasal yapilari, ¢Oziiniirliikkleri, yap1 aktivite iliskileri ve dogal kaynaklardan elde
edilebilmeleridir (Kaur ve Kapoor, 2001).

Antioksidanlarla 1ilgili bilimsel makaleler incelendiginde farkli arastirmacilar
tarafindan antioksidan kapasiteyi tanimlamak icin farkli terimlerin kullanildigi goriiliir.
Karsilagilabilecek terimler ¢’total antioksidan’’, “kapasite”, “etkinlik”, “gii¢”,
“parametre”, “potansiyel”, “potens” ve “aktivite” dir. Bir kimyasalin “aktivitesi” basing,
sicaklik, reaksiyon ortami, diger reaktifler gibi spesifik reaksiyon kosullar belirtilmedikce
anlamsizdir. Tek bir analiz yontemi ile dlgiilen “antioksidan aktivite” o yontemde
uygulanan spesifik kosullardaki kimyasal reaktiviteyi yansittigindan verileri “total
antioksidan aktivitenin” gostergesi olarak genellemek uygun olmayabilir ve yaniltici
olabilir. Bu nedenle ‘“aktivite” terimi yerine farkli deneylerde elde edilen sonuglar
“kapasite” olarak sunmak oOnerilmektedir. Yada “peroksil radikal siipiiriicii kapasite”,
“sliperoksit siipiiriicii kapasite”, “demir iyonu indirgeme kapasitesi” gibi dl¢lim yontemini

daha spesifik olarak belirten terimlerin kullanilmasi da 6nerilmektedir (Koleva vd., 2002).

1.1. SERBEST RADIKALLER

Radikaller, dis orbitallerinde bir veya daha fazla paylasilmamis elektron igeren
kimyasal yapilardir. Boyle bir kimyasal tiir basit bir atom ya da kompleks yapili bir
organik molekiil olabilir. Dis orbitaller de paylasilmamis elektron bulunmasi, s6z konusu
kimyasal tliriin reaktivitesini olaganiistli arttirdigi igin, radikaller reaktivitesi ¢ok yiiksek
olan kimyasal tiirlerdir (Kiling, 2002).

Kuantum kimyasma gore iki elektron bir bagin yapisina girebilir. Ayrica iki
elektronun ters doniis dogrultusunda olmasi gerekir. Yani yukariya dogru doénen bir
elektronun esi, asagiya dogru donen bir elektrondur. Elektron ¢iftleri oldukca kararhidir.

Bir bag koptugunda elektronlar ya birlikte kalir ya da ayrilirlar. Eger birlikte kalirlarsa



olusan atom bir iyon olur, yok eger ayrilirlarsa da serbest radikaller olusur. Bu eslesmemis
elektronlar yiiksek enerjilidir ve eslesmis elektronlart ayirip islerine engel olurlar. Bu islem
serbest radikalleri hem tehlikeli hem kullanish yapar. Radikaller yiiksek enerjili, ¢ok etkin,
kisa 6miirli, izole edilemeyen ara tirtinlerdir (Akkus, 1995).

Icinde bulundugumuz gevrede cesitli fiziksel etkenler ve kimyasal olaylar nedeniyle
devamli bir radikal yapimi vardir. Nerede ve nasil iiretildiklerine bakilmaksizin, radikaller
baslica 3 temel mekanizma ile olusurlar (Kiling, 2002).

Kovalent Baglarin Homolitik Kirilmasi: Yiiksek enerjili elektromanyetik dalgalar
ve yiksek sicaklik (500 - 600 °C) kimyasal baglarin kirilmasina neden olur. Kirilma
sirasinda bag yapisindaki iki elektronun her biri ayr1 ayr1 atomlar tizerinde kaliyorsa, bu tiir
kirllmaya homolitik kirtlma denir ve her iki atom tizerinde de paylasilmamis elektron kalir.
Paylasilmamais elektron tastyan tiirler radikalik 6zellik gosterirler (Kiling, 2002).

Y+ Z —®» Y + Z7°

Normal Bir Molekiiliin Elektron Kaybetmesi: Radikal 6zellik gostermeyen bir
molekiilden elektron kaybetmesi sonucu dis orbitalinde paylasilmamis elektron kaliyorsa,
radikal formu olusur (Kiling, 2002).

Y: ——> Y +e

Normal Bir Molekiile Elektron Transferi: Radikal 6zelligi tasimayan bir molekiile
tek elektron transferi ile dis orbitalinde paylasiimamis elektron olusturuluyorsa, bu tiir

indirgenme radikal olusumuna neden olabilir (Kiling, 2002).

Y+e —» Y

En sik karsilagilan serbest radikaller, bazi reaktif oksijen tiirleri ve onlarin bazi
temel Ozellikleri tablo 1.1. de verilmistir (Diindar ve Aslan, 1999). Hiicresel kosullarda
onemli miktar ve cesitlilikte serbest radikal tiretilir. Biyolojik sistemlerdeki en 6nemli serbest
radikaller, oksijen ve azottan olusan radikallerdir (Halliwell ve Auroma, 1998).

Biyolojik sistemdeki radikallerin ¢ogunlugunu serbest oksijen radikalleri olusturur.
Bunlarin biiyiik kismi aerobik solunum sirasinda mitokondrilerde indigenmis karbon

birimlerinden alinan elektronlarin gesitli elektron tasiyicilarindan gegerek en son elektron



alicist olan molekiiler oksijene transferi esnasinda meydana gelir. Oksijenin kismi
indirgenmesi sonucu serbest oksijen radikalleri olusur. Oksijenin tam olarak indirgendigi

reaksiyonlarda ise son iiriin daima sudur.

Tablo 1. 1. Bazi serbest radikaller, bazi reaktif oksijen tiirleri ve temel 6zellikleri

Adi Simgesi Ozelligi

Hidrojen Radikali He Bilinen en basit radikal

Siiperoksit Radikali Oy Oksijen metabolizmasinin ilk ara tiriinii

Hidroksil Radikali *OH En toksik oksijen metaboliti radikali
Reaktivitesi  diisikk, molekiiler

Hidrojen Peroksit H,0, hasar yetenegi zayif

Singlet Oksijen '0, Yarilanma 6mrii kisa, giiglii oksidatif form
Perhidroksile oranla daha zayif etkili,

Peroksil Radikali ROO-

lipitlere lokalize olma yetenegi giigli
CCl, metabolizmas: iiriinii, karacigerde
Triklorometil Radikali CClse iiretilen bir radikal

Silfurli  ve ¢iftlenmemis elektron

Tiyil Radikali RS- iceren tiirlerin genel adi
Organik peroksitlerin pargalanmasi
Alkoksil Radikali RO- ile olusan oksijen metaboliti
Azot Monoksit NO L-arjininden viicut i¢inde iiretilir
Azot Dioksit NO; NO’in oksijen ile reaksiyonundan tiretilir

1.1.1. Siiperoksit Anyon Radikali (Oz'_)

Molekiiler oksijen (Oy), iki ¢iftlesmemis elektron igerir, bu sebeple kendisi de bir di
radikaldir. Bu ozelliginden dolay1 diger serbest radikallerle kolayca reaksiyona girebilir.
Molekiiler oksijenin bir elektron indirgenmesiyle siiperoksit (Oz ), iki elektron

indirgenmesiyle hidrojen peroksit (H20,) ve ii¢ elektron indirgenmesiyle hidroksil radikali



(*OH) meydana gelir. Hidrojen peroksit (H,0;) ve hipoklorik asit (HOCI) gibi bazi oksijen
tirevleri radikalik 6zellik gostermemesine ragmen son derece aktif olmalar1 sebebiyle
diger oksijen radikalleri ile birlikte siniflandirilirlar.

Stiperoksit radikali aerobik hiicrelerde oldukga sik olusur. Fakat daha c¢ok elektron
transfer sistemlerinde meydana gelir. Bunu yaninda pek ¢ok enzimatik ve enzimatik
olmayan yollarla da meydana gelebilir (Tekkes, 2006).

Hem ¢evresel etkenler, hem de organizmalardaki enzimatik ve enzimatik olmayan
tepkimelerle en ¢ok ve en kolay olusan oksijen radikali siiperoksit radikalidir. Serbest
stiperoksit radikal anyonu (O ) hemen hemen tiim aerobik hiicrelerde oksijenin bir
elektron alarak indirgenmesi sonucu meydana gelir. Siiperoksit anyonu ve hidroksil
radikali diger molekiillerden elektronlar1 ¢ektiginden, oksitleyici ajanlar olarak kabul
edilirler. Ayrica siiperoksit radikali aldig1 elektronu bagka bir elektron aliciya vererek

tekrar oksijene oksitlenebilir ve bdylece bir indirgeyici (rediiktdr) olarak da davranabilir
(Tekkes, 2006).

1.1.2. Hidrojen Peroksit (H,0,)

Molekiiler oksijenin ¢evresindeki molekiillerden iki elektron almasi veya
stiperoksidin bir elektron almasi sonucu peroksit meydana gelir. Peroksit molekiilii de iki
hidrojen atomu ile birleserek hidrojen peroksidi (H,O,) olusturur.

H,0,, membranlardan gegebilen uzun émiirlii oksidandir. Kendisi bir serbest radikal
olmadig1 halde, reaktif oksijen tiirleri i¢ine girer ve serbest radikal biyokimyasinda énemli
bir rol oynar. Gegis metal iyonlar1 varliginda daha da hizla gergeklesen bir reaksiyonla

stiperoksit anyon radikali ile birlikte en reaktif radikal olan hidroksil radikalini olusturur.
H,0,+0,, — s -OH+-OH+O0,
Bu reaksiyona Haber-Weiss reaksiyonu adi verilir. “Haber-Weiss” reaksiyonu
katalizorlii veya katalizorsiiz olusabilir. Fakat, katalizorsiiz reaksiyon oldukga yavas ilerler.

Katalizor olmayinca ortamdaki H,O, ve O, antioksidanlar tarafindan kolayca ortamdan

uzaklastirilir.

1.1.3. Hidroksil Radikali (*OH)
Hidroksil radikali, kimyada en aktif radikal olarak bilinir. Bu nedenle viicut
igerisinde olusan bir *OH radikali hemen her molekiile saldirir ve etkilestigi yerde de

bliyiik hasara neden olur.



Hidroksil radikali, hidrojen peroksitin geg¢is metalleri varliginda indirgenmesi ile
(Fenton reaksiyonu) olugan son derece reaktif bir radikaldir. Ayrica hidrojen peroksitin
stiperoksit radikali ile reaksiyonu sonucunda da Haber-Weiss reaksiyonu meydana gelir.

Bu reaksiyon katalizorsiiz ¢ok yavas oldugu halde Fe* katalizérliigiinde ¢ok hizli olusur.

1.1.4. Singlet Oksijen (*O,)

Singlet oksijen, ortaklanmamis elektronu olmadigi i¢in radikal olmayan reaktif
oksijen molekiiliidiir. Oksijenin yliksek enerjili ve mutajenik formudur. Oksijenin
eslesmemis elektronlardan birinin verilen enerji sonucu bulundugu orbitalden baska bir

orbitale veya kendi spininin ters yoniinde yer degistirmesiyle olusur (Tekkes 2006).

1.2. ANTIOKSIDANLAR

Antioksidanlar, serbest radikallerin olusumunu engelleyerek veya mevcut radikalleri
stiptirerek hiicrenin zarar gérmesini engelleyen ve yapisinda genellikle fenolik fonksiyon
tastyan molekiillerdir (Nagai, 2005).

Antioksidanlarin 6zelligi, kendi elektronlarini vererek serbest radikalleri noétralize
etmeleri ve bu sirada serbest radikal haline gelmemeleridir.

Antioksidanlarin insan saglhigindaki yerini belirleyen en 6nemli faktorler, onlarin
kimyasal yapilari, ¢oziiniirliikleri, yap1 aktivite iligkileri ve dogal kaynaklardan elde
edilebilmeleridir (Kaur ve Kapoor, 2001).

Canli sistemlerde gerceklesen biitiin fizyolojik siiregler; enzim, hormon ve
izelementler gibi farkli ajanlar tarafindan yoOnetilen oksidasyon ve indirgenme
reaksiyonlariin  kompleks kombinasyonlarmi igerir. Canlilarda redoks dengesinde
meydana gelebilecek herhangi bir degisiklik, hiicrelerin ve doku fonksiyonlarinin
bozulmasina sebep olabilir. Antioksidan maddeler dokularda dogal olarak bulunur ve farkl
oksidasyon reaksiyonlarmi diizenler. Ayrica, antioksidan maddeler veya antioksidan
savunma sistemlerinde bulunan bazi bilesenlerin endojen sentezinde meydana gelebilecek
bir yetersizlik, farkli hastalik tiirlerini meydana getirebilir (Cuttler ve Pryor, 1984).

Besin endiistrisinde antioksidanlarin kullanilmasinin nedeni genellikle istenmeyen
kokusmalarin ve bozunmalarin Onlenmesidir. Bu istenmeyen Ozellikler bitkilerde
enzimatik olmayan peroksidasyon veya lipoksigenaz enzimlerinin ¢aligmasi sonucu ortaya
cikan hidrojen peroksit nedeniyle goriilir. Bu nedenlerle antioksidanlar lipid

peroksidasyonunu engelleyen ve bdylece besin bozunmasini 6nleyen maddelere esdeger



tutulmustur. Ancak, insan gastrointestinal sisteminde ve viicut dokularinda protein ve
DNA’larda olusturulacak oksidatif hasar da en az besin bozunmasi kadar Snemlidir.
DNA’nin oksidatif olarak hasar gérmesi kanser olusumu i¢in 6nemli bir risk faktori
olusturabilir. Bu nedenle diyette bulunan ve bu tiir hasarlar1 engelleyebilen maddeler
antikanser etkileri nedeniyle Onemlidir. Bunun sonucu olarak antioksidan tanimi
genisletilmis ve “oksitlenebilen substratlarla karsilastiginda, diisiik derisimlerde, substratin
oksidasyonunu geciktiren veya onleyen madde” olarak tanimlanmistir. “Oksitlenebilen
madde” terimi besin ve canli dokulardaki proteinler, lipitler, karbohidratlar ve DNA’da

dahil olmak tizere her seyi (su hari¢) icerir (Karagozler ve Aktas, 2005).

1.2.1. Antioksidanlarin Siniflandirilmasi

Antioksidanlar1 birgok kategoride siniflandirabiliriz. Yapilarina gore, enzimatik ve
nonenzimatik; ¢oziiniirliiklerine gore, suda ve yagda ¢oOziinenler; yerlesimlerine gore,
intraselliiler (hiicre i¢i) ve ekstraselliiler (hiicre dis1), kaynaklarina gore endojen ve eksojen
olarak siniflandirilabilirler. Normal fizyolojik kosullarda hiicreler, serbest radikal tiriinleri
ve peroksitler gibi molekiillerin neden olabilecegi oksidatif hasara karsi, antioksidan
savunma sistemleri tarafindan korunur. Antioksidan savunma sistemleri enzimatik ve

enzimatik olmayan iki kategoride incelenebilir (Rice-Evans, 1997).

Tablo 1. 2. Antioksidanlarin siniflandirilmasi

Enzimatik Antioksidanlar Enzimatik Olmayan Antioksidanlar
Dogal Antioksidanlar Yapay (Sentetik) Antioksidanlar

Siiperoksit dismutaz (SOD)

Selenyum bagimli glutasyon peroksidaz Vitamin C Biitillenmis hidroksiasinol (BHA)
(GPx) a- tokoferol Biitillenmis hidroksitoluen (BHT)
Glutasyon- S- transferz (GST) Polifenolik bilegikler Gallik asit tiirevleri

Katalaz Karotenoidler Tersiyer biitilhidrokinon (TBHQ)
Glutasyon rediiktaz (GR) Nordihidroguareyetik asit (NDGA)




1.2.1.1. Enzimatik Antioksidanlar
a) Siiperoksit dismutaz (SOD): Siiperoksiti hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene

geviren reaksiyonu Kkatalizleyen bir metaloenzimdir.

SOD
20,7 +2H" —» 0,70,

Bu reaksiyon “oksidatif strese karsi ilk savunma” olarak da isimlendirilir. Ciinkii,
stiperoksit zincirleme radikal reaksiyonlarinin gii¢lii bir baslaticisidir. Bu sistem sayesinde
hiicresel kompartmanlardaki O," diizeyleri kontrol altinda tutulur.

b) Katalaz: Katalaz, peroksizomlarda lokalize ve yapisinda 4 “hem” grubu bulunan
bir hemoproteindir. Karaciger ve eritrositlerde en yiiksek aktiviteye sahiptir. SOD aracilig1
ile olusan hidrojen peroksit bir radikal olmamasma karsin en reaktif tiir olan *OH
radikalinin Onciisii olmas1 nedeniyle en fazla oksidatif hasara sebep olur. Katalaz hidrojen
peroksiti su ve oksijene parcalar.

Katalaz
2H202 —_— 2H20 +Oz

c¢) Glutatyon peroksidaz (GPx): Glutatyon peroksidaz, hidrojen peroksit ve biiyiik
molekiillii lipid hidroperoksitlerinin indirgenmesinden sorumludur. GPx, asir1 hidrojen
peroksit varliginda glutatyonun (GSH) okside glutatyona (GSSG, glutatyon disiilfiir)
oksidasyonunu katalize ederken, hidrojen peroksiti de suya doniistiiriir (Demirsoy vd.,
2003).

GPx

d) Glutatyon rediiktaz (GR): GPx tarafindan H,O, ve diger lipid peroksitlerin
indirgenmesi esnasinda glutatyon okside glutatyona doniismektedir. Bu okside halin tekrar
rediikte GSH’a doniistiiriilmesi gereklidir. Clinkii organizmanin glutatyon deposu sinirlidir.
GR, NADPH varliginda glutatyon disiilfiti (GSSG) tekrar rediikte glutatyona (GSH)
cevirir.

GSSG +2GSH —SR 5 2GSH + NADP+

e) Glutatyon-S-transferaz (GST): Lipid hidroperoksitlere (ROOH) kars1t GST’ lar

Se-bagimsiz glutatyon peroksidaz aktivitesi gosterirler.



ROOH +2GSH GST e GSSG + ROH + H,0

1.2.1.2. Enzimatik Olmayan Antioksidanlar

1.2.1.2.1. Sentetik Antioksidanlar

Kimyasal prosesler sonucu iiretilen antioksidanlardir. Besinlerdeki sivi ve kati
yaglarin oksitlenerek bozunmasi istenmeyen koku ve tatlarin olugmasini takiben
sekonder olarak besin kalitesinde ve giivenliginde azalmaya neden olan toksik potansiyel
tagiyan bilesiklerin olugsmasina neden olur. Besinlerin tat, renk ve vitamin degerlerinin
korunmas1 icin antioksidan ilavesi gerekir. Endiistride daha c¢ok asagida agiklanan
sentetik antioksidanlar kullanilir.

a) Biitillenmishidroksitoluen (BHT): Biitillenmishidroksitoluen en ¢ok kullanilan
antioksidanlardandir. BHT ilk defa soya yaginin otoksidasyonunda bozunma tiriinleri tayin
edilerek fark edildi. BHT iceren soya yagi ultraviyole 1s1gina maruz birakilacak olursa

bozunma tirtinleri olan BHT-1, BHT-2, BHT-3 ve BHT-4 olusur (Hudson,1990).

OH OH OH o}
R\©/R R\©/R R\©/R R R
CH, CHO CH,OH o
BHT BHT-1 BHT-2 BHT-3

BHT-4

R:tert-butil

Sekil 1. 1. BHT ‘nin farkl tiirleri



BHT yaglar ve yag asitlerinin oksidasyonunda okside olmus lipidlerle verdigi

reaksiyon sonucu peroksit radikallerinin etkisini yok eder (Hudson,1990).

OH LOO. LOOH
R R (

CH, HsC OOL

BHT

R:tert-butil

Sekil 1. 2. BHT ’nin yag ve yag asitlerinin oksidasyonuna etkisi

b) Biitillenmishidroksianisol (BHA): Yiyeceklerde antioksidan olarak kullanilan
biitillenmishidroksianisol( 2-BHAve 3-BHA) 2- ve 3-izomerlerinin 9:1 karisimidir. 2-BHA
nin kimyasal oksidasyonunda bifenil tipi dimeri olan BHA-1 olusur. Alkolde 2-BHA ve 3-
BHA izomerleri ultraviyole ve goriiniir 1siktan etkilenir. Benzende 2- BHA ultraviyole
1s1kta iki farkli oksidasyon tiriinleri olan ve BHA-2 olusturur (Hudson,1990).

H3CO,

" QO

/ oCHs
OCHj,
/@\ OCHy,
H3CO

Sekil 1. 3. BHA ’nin farkl tiirleri

¢) BHT ve BHA’ min Antioksidan Aktiviteleri: BHT ve BHA sentetik antioksidan
madde olarak yaygin olarak kullanilmaktadir. Sekilde BHT ve BHA ile DPPH arasinda

meydana gelen reaksiyonlar gosterilmistir. 2-BHA ve BHT ortama hidrojen atomu
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verebilmesi sonucu farkli radikalik {iriinler meydana gelir. DPPH ve 2-BHA DPPH’1n agir1
miktarda 2-BHA ile reaksiyonundan DPPH, 2-BHA ve DM (2,6-diterbiitilkinon metit)
meydana gelir. 2-BHA ve DPPH arasindaki reaksiyondan kararli ara iiriin olusur. Bu ara
irlin peroksit radikalleri 2-BHA nin tekrar olusumu i¢cin BHT reaksiyona girer. Bu proses

DPPH’ 1n hidrojeni tutmas1 2-BHA ve BHT arasindaki etkilere baglhidir (Hudson,1990).

OH o}
R DPPH R DPPH
_— ARA URUN
DPPH-H DPPH-H
OCHs3 OCHs3
2-BHA
0 o) OH
R R R R R R
CH, CHs CHg3
DM BHT
R: tert-btil

Sekil 1. 4 BHT ve BHA’ nin DPPH ile meydana gelen reaksiyonlari

BHT ve 2- BHA karisimu, lipid peroksidasyonuna kars1 birlikte etki gostererek, peroksit
radikalleri ile olan reaksiyonlar1 engeller ve etkili reaksiyon verir. BHT ve 2- BHA’nin
hidrojen verici olmast BHT ve 2-BHA karisimmin antioksidatif etkisinin sonucudur

(Hudson,1990).
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OH o o
ROQ o R

Py
)
o)
Ol
Py
Py

ROO’

OCHj OCH, OCHs OCHj,

2-BHA
(BHA-1 + BHA-2)

o OH o
B — e
CH, CHj CHj ROO CHj;
DM BHT
R: tert-butil

Sekil 1. 5. BHA ve BHT nin peroksit radikallerine etkileri

d) Tersiyerbiitilhidrokinon (TBHQ): Kizartma yaglarimi oksidasyona Kkarsi
korumak icin en iyi antioksidan olarak bilinmektedir. Kizartma islemi bitmis {iriinleri de
korumaktadir. Bej renkli bir toz olan TBHQ, kat1 ve siv1 yaglarda ¢oziiniir. Diger sentetik
antioksidanlarin aksine bitkisel yaglar i¢cin en etkili sentetik antioksidandir. Yiiksek
sicakliklara dayaniklidir (Keskin ve Erkmen, 1987).

Tek basmma veya BHA, BHT ile birlikte kullanimi vardir. Sitrik asit ile
karistirildiginda, stabilize edici 6zellik kazanmaktadir. Avrupa Birligi iilkelerinde
kullanimi1 yasaklanmistir (Cakmake1 ve Celik, 2000).

e) Gallatlar: Gallik asitin en fazla kullanilan esterleri, propil gallat, oktil gallat,
dodesil gallat ve lauril gallattir. Bunlar suda ¢dziinmezler, yagda yalniz oktil ve dodesil
gallatlar iyi ¢Oziiniir. Propil galat, beyaz kristal toz olarak satilir ve suda ¢ok az ¢oziiniir.
Erime noktast 148 °C olup, bu derecenin iizerinde etkisini kaybeder. ABD Gida ve ilag
Idaresinin (FDA)min izniyle gidalarda 1947°den beri kullanimi giderek yayginlagmis
sentetik bir antioksidandir. (URL-1)

Gallatlarin kullanilmasinda toplum sagligi ve gida hijyeni agisindan olumsuz higbir
bilgi ileri siiriilmemektedir (Cakmakg1 ve Celik, 2000).

f) Nordihidroguareyetik asit (NDGA): NDGA, toksik etkisi yiiksek, yagdaki
¢Oziinlirliigli az olan bir antioksidandir. Gidalara % 0,01 oraninda katilir, pisirilmis

besinlerde bile etkisini korur (Keskin ve Erkmen, 1987).
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1.2.1.2.2. Dogal Antioksidanlar

Dogal antioksidanlar hemen hemen tiim bitkilerde, meyvelerde, sebzelerde,
mikroorganizmalarda, mantarlarda hatta hayvansal dokularda da bulunmaktadir.

Son yillarda sentetik antioksidanlarin kendilerinin ya da bulundurduklari ortamda
Olusturduklart yan firiinlerinin kanserojen oldugu veya sagliga olumsuz etkilere neden
oldugu pek cok arastirmaci tarafindan gozlemlenmistir. Bunun sonucu olarak da dogal
kaynakl1 antioksidanlara olan egilim gittik¢e artmaktadir.

a) C-Vitamini (L-askorbik asit): C vitamini suda ¢oziinen vitaminlerden olan
askorbik asit 6zellikle taze yesil sebze, meyve ve turunggillerde bol miktarda bulunur. Cok
giicli bir indirgeyici ajan olan C vitamini, siiperoksit ve hidroksil radikalleri ile kolayca
reaksiyona girerek onlari temizler.

Askorbik asit bitkisel ve hayvansal dokularda bulunur, mikroorganizmalarda
bulunmaz. Insanlarda askorbik asit sentezlenemez, disaridan alinmas1 gerekir. C
vitamininin koenzim sekli yoktur ve vitamin sekliyle etkisini gosterir, olduk¢a giiclii bir
asit ve giiglii bir indirgeciyidir, anyon halinde indirgenme giicii kat kat artar. Bu nedenle
metabolizmada antioksidan olarak etkindir.

Cesitli besin maddelerinde acilasma, eksime ve renk degisimini Onler. C
vitamininin koroner kalp hastaliklarina kars1 koruyucu oldugu diistiniiliir. Ciinkii LDL
oksidasyonunu onler. Ayrica doku yapiminda ve onariminda rol alir, bagisiklik sistemini
giiclendirir, kanserin Onlenmesinde etkilidir, demirin viicutta kullanilmasina yardimci
olur ve sigaranin olumsuz etkilerini azaltir (Tiitem ve Apak, 1991).

b) E-Vitamini (a-tokoferol) ve Trolox: Dogada en yaygin bulunan
antioksidanlardandir. Bitkisel yaglardaki en 6nemli antioksidanlari olustururlar. Hayvansal
yaglarda daha az miktarda tokoferol bulunur. Bu tokoferoller de hayvanlara bitkisel bazli
beslenmeleri sonucu bitkilerden hayvanlara gecer. E vitamini dogada o-, B-, 6-, v-,
tokoferol ve tokotrienollerin olusturdugu 8 farkli izomerik yapida bulunmaktadir. Ozellikle
a-tokoferol, yiiksek biyolojik aktivite gdstermektedir. a-Tokoferol vitaminlerin en giicliisii
ve yiyeceklerde en genis sekilde yayilmig olanidir (Landvik vd.,1998).

E vitamini, hiicre membran fosfolipitlerindeki, poliansatiire yag asitlerini serbest
radikal etkisinden koruyan ilk savunma hattin1 olusturur (Unlii, 2001). Bir molekiil a -
tokoferol 100 molekiil poliansatiire yag asidinin peroksidasyonunu engelleyebilir (Akkus,
1995).
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Hemen hemen tiim gidalarda eser miktarda bulunurlar. Bu gruptaki en 6nemli antioksidan
E vitamininin en aktif formu olan a-tokoferoldiir. Tokoferoller, hidroksil grubunun hidrojenini
lipid peroksil radikaline vererek antioksidatif aktivite gostermektedirler. Tokoferoller 1s1ya karst
olduk¢a dayanikhdirlar. a-tokoferoliin oksidatif stabiliteyi arttrmada ve sicaklik arttikca
oksidasyon hizin1 azaltmada etkili oldugu bildirilmistir.

Giiglii ve dogal bir antioksidan olan E vitamini, membran lipidlerini serbest oksijen
radikallerinden koruyan ilk savunmay1 gergeklestirir. Siiperoksit ve hidroksi radikallerini, singlet
oksijeni ve lipid peroksit radikallerini siiplirme yetenegi vardir. Tasidigi fenolik hidrojeni
peroksidasyona ugramis ¢ok doymamis yag asidindeki serbest peroksit radikallerine aktararak
serbest radikal zincir reaksiyonlarini sonlandirmaktadir. Olusan serbest fenoksi radikali daha
sonra bir serbest peroksit radikali ile reaksiyona girer ve bdylece geriye doniisiimlii oksidasyona
ugramayan o-tokoferol, kroman halkasi ve yan zinciri serbest radikal olmayan firiinlere
yiikseltgenmektedir. Olusan oksidasyon iiriinli, halka tizerindeki hidroksil grubu iizerinden
glukuronik asit ile konjuge olarak safra salgis ile atilmaktadir (Sekil 1. 6). Ozellikle yer fistig,
badem, pamuk gibi bitkilerin yaglarinda ve keten tohumlarinda bol bulunan E vitamini
antioksidan 0Ozelliginin yani sira, hiicrede sinyal iletim mekanizmasindaki bazi basamaklar
tizerinden hiicre ¢cogalmasin da etkilemektedir. Ayrica E vitamininin kalp hastaligi olusma

riskini azalttig1 birgok arastirma ile gdsterilmistir (Hudson,1990).

CHj ROO ROOH CH;s
HO \ j o
CHs CHg
HsC ) HsC o)
CigHas ° CieHas
CHg CHg
a-Tokoferol a-Tokoferol radikali

Sekil 1. 6. a-tokoferol radikalinin olusumu

a-tokoferoliin suda ¢ozilinen analogu troloxtur.
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Tokoferol

CH3
HO
WCH3
H.C O CO.H
CHg
Troloks

Sekil 1. 7. a-tokoferol ve troloxun yapisi

c) Polifenolik Bilesikler: En az bir aromatik halka ve buna bagl bir veya daha fazla
hidroksil grubu iceren kimyasal yapilardir. Bu maddeler bitkilerde yaygindirlar ve bitki
metabolizmasinda ikincil metabolit olarak ortaya ¢ikarlar. Bu bilesikler ve dzellikle bir alt
smif olan flavonoidler sahip olduklar1 ekolojik rol, antioksidan, kansere karsi gosterdigi
aktivite ve gida kalitesine olan katkilarindan dolayr 6nemlidirler. Polifenolik bilesikler
potansiyel antioksidan bilesiklerdir ve serbest radikalleri dnleyerek, metalleri tutuklayarak
ve lipid peroksidasyonunu 6nleyerek islev goriirler (Durmaz, 2002).

d) Karotenoidler: Bir¢ok bitki, alg ve kiigiik organizmalarda bulunan karotenoidler
yagda c¢oziinebilen dogal antioksidanlardir. 600°den fazla karotenoid ¢esidinin var oldugu
bilinmektedir. Karatenoidlerin ¢ogunun temel yapisi poliizoprenoidden olusmaktadir
(Deming vd.,2002). Yapida bulunan gifte baglardan dolayr sari, portakal veya kirmizi
renktedirler. ~ Karotenoidler, olduk¢a etkili reaktif oksijen tiirleri slipiiriiciileridir.
Karotenoidlerin antioksidan aktivitesi, yapisindaki konjuge c¢ifte baglardan ileri
gelmektedir. Karoten, karotendioksigenaz enziminin merkezdeki ¢ift bagi koparmasiyla A
vitaminine doniisiir.

Besinlerde bulunan en 6nemli karotenoidler B-karoten, a-karoten, likopen, lutein ve

B-kriptoksantindir.

1.3. TRIAZOLLER
Triazoller ilk olarak 1880°li yillarda Bladin (1885) ve Andreocci (1889)

tarafindan bilim diinyasina tanitilmis ve bu konudaki ¢alismalar giintimiize dek yogun bir
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sekilde devam etmistir. Konuyla ilgili olarak Potts tarafindan 1961 yilinda bir “Derleme”
(Pott, 1961) Temple tarafindan da 1981 yilinda “Triazols” adli kitap yayinlanmistir
(Temple, 1981)

Triazoller, zayif bazik karakter gosteren bilesiklerdir. 1,2,4-triazoller, aromatik
ozelliklerinde, bazliklarinda ve stabilliklerinde 1,2,3-triazollere benzerler. Oksitleyiciler
yan zinciri oksitler, halkayr pargalayamazlar. Triazoller, KMnO,, CrO; vs. gibi

oksidanlara kars1 genellikle dayanikli bilesiklerdir, ancak rediikleyicilere karsi hassastir.
Azot atomundaki hidrojen metaller ile yer degistirir (Ikizler, 1996; Cetin, 2004).

Aromatik karakterdeki 1,2,4-triazol halkasinda hidrojen tasiyan azot atomunun
elektronik durumu pirol halkasinin azot durumuyla aynidir. Halkadaki diger azot
atomlarinin elektronik durumu ise diazollerdeki hidrojen tasimayan azot atomuna benzer
(Fessenden, 1992; Cetin, 2004).

Triazol halkasi iizerinde ¢alismalar, 1885°de Bladin ve Pelizzari’nin hidrazin ve
formamidi reaksiyona sokarak ana halkay: sentezlemeleriyle baslar (Bladin, 1885; Fiilop,
1990; Cetin, 2004)

N
H,NCHO HNCHO NH3 (_\\N
H>NNH, —> H,NNHCHO —————> OCHNHNHCHO — > .
-NHg -NH; H

Bu reaksiyonda, verimin diisiik ve degisken olmasi nedeniyle 1,2,4-triazol yapisinin
sentezi igin farkli yontemler denenmistir. Sonraki yillarda, hidrazin siilfat ile formamid
reaksiyona sokularak verim % 53’e kadar yiikseltilmistir (Walker, 1990). Grundman ve
Ratz (Grundmann, 1956), triazin ve hidrazin hidrokloriiriin reaksiyonu ile % 95 verimle
1,2,4-triazol elde ettiklerini bildirmektedirler. Bu reaksiyonda iki ayri yontem
kullanilmistir. Ilkinde, olusan ara iiriin (amidrazon) bir mol s-triazin ile muamele edilerek
direkt olarak s-triazol elde edilmis; ikincisinde ise amidrazonun formamid ile reaksiyonu
sonucunda olusan iriinden bir mol amonyagin uzaklasmasiyla 1,2,4-triazol yapisi

kazanilmistir (Kocaaliler, 2008)
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Literatiirde triazol tiirevleriyle yapilan caligmalarda antimikrobiyal (Doub, 1958),
virostatik (Rusinov, 1990), sitostatik (Reader, 1987), antienflamatuar (Kathari, 1980),
analjezik (Lewenstein, 1954), antikalzunvan (Gall, 1976), merkezi sinir sistemi depresani
(Tantwy, 1988), antihistaminik (Bonjean,1987), hipotansif (Rusinov, 1990), diiiretik
(Shah, 1969), herbisit (Karyotikis, 1993), antihelmintik (EI-Dawy, 1983), antifungal (Al
Nakib, 1994), pestisit (Dedek, 1991), ve insektisital (Inaba, 1981) aktivitelere ulagilmustir.
Bohm ve Karow (Bohm, 1981), farmakolojik etki verebilen triazol tiirevleri tizerinde
yapilan aragtirmalar: bir “Derleme” de toplamustir.

Triazol gekirdegi iceren herhangi bir dogal bilesige rastlanamamustir. Ancak triazol
yapisi, pek ¢ok bilesigin yapisinda yer alan ve bazi 6nemli fizyolojik olaylarda rol
oynayan maddelerin (Histamin, Histedin, B,, vitamini) yapisinda bulunan imidazolin bir
izo esteri sayilabilir (Kocaaliler, 2008).

Son yillarda, antibakteriyel, fungisit, tuberkulostatik ve bitki biiyiime 6zellikleri gibi
cesitli biyolojik aktiviteleri igeren bis-heterosiklik bilesiklerin sentezi olduk¢a Onem
kazanmistir. Ayrica, son raporlar bisheterosiklik bilesiklerin, mono-heterosiklik
bilesiklerden daha iyi antibakteriyel aktiviteye Sahip oldugunu gosterilmistir (Reddy,
2010).

Azol bilesikleri i¢inde S-siibstitue triazoltiyonlar da antitiiberkiiloz ve antibakterial
ozeliklere sahip bilesikler olarak bilinmektedir (Reddy, 2010).

Ozellikle giiniimiizde mantar ilaclarina kars1 gelisen direng sebebiyle bu tiir triazol
veya imidazol igerikli yeni bilesiklerin dizaynina yonelik pek ¢ok ¢alisma yapilmaktadir.
Senteze yonelik olarak yapilan ¢alismalarda hemen hemen tiim triazol ve imidazol igerikli

antimantar ilaglarda triazol N-1 azotuna B- pozisyonunda bagl bir hidroksi yada epoks
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grubunun varlig1 géze ¢arpmaktadir. Yani pek ¢ok antimantar ilacin karbinol tiirevi oldugu
dikkat ¢cekmektedir. Buna yonelik bir ¢alismada o-kloroasetofenon ile triazoliin sodyum
tuzunun reaksiyonundan bazi asetofenon tiirevleri elde edilmis ve daha ileri basamaklarda
grignard bilesikleri iizerinden flukonazol benzeri triazol tiirevlerinin sentezi
gerceklestirilmistir (Itoh, 2004).

Ozellikle triazol bilesiklerinin suda ¢dziinme &zelliklerinin son derece diisiik olusu
sebebiyle suda c¢oziinebilir ozellikte antimantar aktiviteye sahip triazol tiirevlerinin
dizaynina yonelik ¢aligmalara hiz vermistir (Narayanan, 1993).

Son yillarda agirlikla imidazol halka sistemi ve daha diisiik oranda 1,2,4-triazol halka
sistemi esas alinarak ¢evreye uyumlu, son derece “’ilging ¢oziiciiler’” olarak adlandirilan
iyonik sivilarin dizaynina yonelik pek ¢ok sentetik ¢alisma yapilmistir (Nicholas, 2002;
Xue, 2005; Harjani, 2006; Digdi, 2007)

Son yillarda yapilan calismalarda iyonik sivilar yapisal olarak imidazol ve triazol
bilesiklerinin en yogunlukla kullanildig1 hetero halkalarin kuarterner tuzlarini igermektedir.
Bu tuzlar genellikle alkil amonyum, alkil fosfonyum, alkil 1,2,4-triazolyum, N,N-
dialkilimidazolyum ve N,N-dialkiltriazolyum katyonlaridir. Bu bilesiklerin sentezine
iligkin ana yol triazol ya da imidazol halkasinin birincil olarak alkillenmesi, ikincil olarak
olusan N-alkil azol bilesiginin kuarterner katyon olusturmak iizere yeniden alkillenmesini
igerir (Jin, 2005; Dugdii, 2007).

Tiyosemikarbazid yapisi igeren bilesiklerin siklizasyonunun 1,2 4-triazollerin
sentezinde kullanilabilecegi gdsterilmistir. Ornegin bu tiir bilesiklerin bazik ortamda halka
kapanmasi 1,2,4-triazol’lerin olusumu ile sonuglanmaktadir (Cetin, 2004; Cetin, 2009).

Aromatik gruplar igeren asit hidrazidlerin potasyum rodaniir ile reaksiyonundan
1,2,4-triazol-5-tiyon halkasini igeren bilesiklerin elde edildigi bildirilmistir (Amir, 2004,
Ceylan, 2006).

Giinlimiizde en ¢ok oliimle sonu¢lanan hastaliklardan biri olan kanserin tedavisi i¢in
de bugiine kadar degisik yontemler gelistirilmis ve bu baglamda degisik yapilara sahip
bilesikler tedavi edilme amaclariyla sentez edilmistir. Yakin zamanlarda yapilan bir
calismada, 1,2,4-triazol-5-on halkas1 iceren tipi arilidenhidrazidler, karsilik gelen
hidrazidlerin uygun aldehitlerle reaksiyonundan elde edilmis ve bu bilesiklerin meme

kanserine karsi etkili olduklar1 belirlenmistir (Ceylan, 2006).
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Triazoller baslica fungasid ve herbisid olarak kullanilan ve ekonomik olarak 6nemli
olan tarimsal kimyasallardandir (Robin, 1950; Mir, 1970; Kane, 1990). Triadimefon ve
triadimenoliin, memelilerin merkezi sinir sistemleri (MSS) iizerinde biyolojik aktivitesi
bulunduktan sonra diger triazollerin de benzer o6zellikleri gosterebilecegi diistiniilerek
calismalar bu yone kaydirilmistir. O nedenle tarim kimyasal: olarak kullanimlar: bir 6l¢iide
azalmistir (Hakan, 1989; Lagorce, 1992).

1,2,4-triazol halkas1 igeren bilesikler pek cok faydali pestisid aktiviteler ile siklikla
iliskilidir. 1970’lerin baslarinda azol mantar oldiiriiciiler sentezlenmis ve ¢esitli iirlinlerin
korunmasi i¢in kullanilmistir. Bu fungisitlerin bulunusundan bu yana gesitli diger 1,2,4-
triazol bilesikleri kesfedilmistir. Bu 1,2,4-triazol sterol biyosentez inhibitorlerinin tanitimi,
mantar hastaliklarinin kimyasal kontroliinde 6nemli bir ilerlemeyi temsil ediyordu. Diger
taraftan, 1,2,4-triazol halkasi1 igeren bazi yapilar, ayn1 zamanda miikemmel zararli ot
oldiiriicti aktivite gostermistir (Wang, 2010).

1,2,4-triazol bilesiklerinin antibakteriyel ve antifungal etkilerinin yanisira antiviral,
antienflamatuar, antitiiberkiiloz, antitimor, antikonviinsan, ditiretik, antitiiberkiiler ve
platelet agregasyonunu inhibe edici etkileri oldugu bilinmektedir. Triazol halkasinin
stibstitiisyonu ile biyolojik kaktivitesi modifiye edilir. Amin, tiyon ve alkil siibstitiie
triazoller antiiilser ve kan basincini diisiiriicti aktiviteler gosterdigi gozlenmistir (Cavalito,
1973; Prasad, 1989; Gates, 1988; Meguro, 1975; Dittrich, 1989).

1,2,4-triazoller ve tiirevlerinin, antikonviilsan, antifungal, antikanser, antiinflamatuar
ve antibakteriyel gibi ¢esitli biyolojik aktiviteleri ile iliskili oldugu elde edilmistir. 1,2,4-
triazol halkas1 igeren cesitli bilesikler de ilag olarak bilinir. Ornegin, flukonazol
antimikrobiyal bir ila¢ olarak kullanmilmistir, vorozole, letrozol ve anastrozol kanser
tedavisinde kullanilan non-steroidal ilaglar iken loreclezole, antikonvulsan olarak
kullanilir. Ayrica, son yillarda, 1,2,4-triazollerin bazi Schiff bazi tiirevleri ve bunlarin
indirgenmis tiirevleri, farmakolojik aktivitelere sahip oldugu tespit edilmistir (Bekircan,
2006).

1,2,4-triazollerin baz1 schiff bazi tiirevlerinin ve onlarin indirgenmis tiirevlerinin de
farmakolojik aktivitelere sahip oldugu bulunmustur. Bu biyolojik veriler, Bekircan ve
arkadaglarini, bazi yeni bis-1,2,4-triazollerin tiirevlerinin sentezlemesine tesvik etmistir.
Calismalarinda 1-bis-aldehit ile 4-amino-3-aril-5-fenil-4H-1,2,4-triazollerin reaksiyon-

larinin  sonucu olan bis-schiff bazli tiirevlerin bir serisini ve bunlarin indirgenmis
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tirevlerini IR, H-NMR, C-NMR ve kiitle spektrometrisi ile sentezlemis ve karakterize
etmiglerdir (Bekircan, ve Bektas, 2006).

Ayrica 1,2,4-triazoliin, tebuconazole, flutriafol, hexaconazole and cyproconazole gibi
pek ¢ok tiirevleri, potansiyel pestisit, herbisit ve antifungal 6zelliklere sahiptir (Yu, 2009).

1,2,4-triazol halka sisteminin degisik halka sistemleri ile kondanse edildigi
tirevlerde de antiinflamatuvar, antihelmintik, herbisit, sedatif ve kas gevsetici etkiler
gozlenmistir (Atkinson, 1954; Gall, 1976; George, 1984; Mori, 1985; Prasad, 1989).

1,2,4-triazoller tiitiin de hasarat kontrolii olarak kullanilmaktadir. Bu tiir bilesikler
hasaratin olusmasini % 98 oraninda azaltmistir (Fiilop, 1990).

3-amino-1,2,4-triazol bilesigi ve tirevleri bircok biyolojik ve fizyolojik etki
gosterdiginden genis bir kullanim alanina sahiptirler (Yazici, 1998).

Yakin zamanda yapilan bir ¢alismada 3—amino-1,2,4-triazol bilesiginin hiicrelere
zararh etkileri oldugu bildirilmistir. Ayrica, fareler tizerinde yapilan baska bir ¢alismada, 6
ay stresince farelerin igme suyuna belirli bir oran da amitrol ilave edilmis ve bu siire
sonunda farelerin karacigerinde kanserli hiicrelerin varligi saptanmstir (Yazici, 1998;
Erturan, 1997; Tezcan, 1974).

Yine fareler dzerinde yapilan bir c¢alismada 3-aminotriazoliin kolesterol
biyosentezine ve safra asitine etkisi invivo olarak incelenmistir. Sonug olarak, 3—amino—
1,2,4-triazolin farelere verilmesiyle safra asiti miktarinin % 70’e distiigii fakat
karacigerde degismedigi gozlenmistir. Ayrica, aym: ¢ahismada safradaki kolesterol
miktarinin yaklasik % 80’e kadar onemli bir diisiis gosterdigi, fakat karacigerdeki ve
serumdaki miktarinin 6nemli oranda degismedigi gozlenmistir (Yazici, 1998; Hadjoudis,
1979).

Son yillarda yapilan iki ayr1 c¢alismadan birinde, amitrolin H,O, varhiginda
laktoperoksidazlara inhibitor olarak etki ettigi digerinde ise 3-amino-1,2,4-triazol
bilesiginin beyindeki katalaz aktivitesini onledigi bildirilmistir (Ikizler, 1996; Yazici,
1998; Pandeya, 2000).
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2. MATERYAL VE METOT

2.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Trolox, 2, 2’-Azino-bis(3-etilbenztiyoazolin-6-siilfonik asit) (ABTS), butillenmis
hidroksianisol (BHA), biitillenmisetilhidroksitoluen (BHT), 1,1-difenil-2-pikril-hidrazil
(DPPH") radikali, 3-(2-piridil)-5,6-bis (4-fenil-siilfonik asit)-1,2,4-triazin (ferrozin), a-
tokoferol, ve trikloroasetik asit (TCA), [KsFe(CN)g], FeCls, FeCl,.4H,0, metanol, dimetil
stilfoksit (DMSO), etanol, NaH,PO, KH,PO,4 K;0sS,.

2.2. Kullanilan Cihazlar

UV-VIS Spektrofotometre : Shimadzu, UV-1208.

pH-metre : Thermo Scientifik Orion 3 Star PH Benchtop.
Hassas terazi : DenveSI-234.

Etiv : Niive Dry Heat Sterilizer FN 120

Otomatik pipetler : Biohit, Socorex ve Oxford Pipettors.

Vorteks : Fisons.

Saf su cihazi : Firstreem Calypso MK 1 Glass Still.
Magnetik karistirict : IKA C-MAG HS7.

UV-Spektrofotometre kiiveti : 3 cm*’liik Kuartz Kiivet.

2.3. Cozeltilerin Hazirlanmasi

2.3.1. Stok Cozeltiler
1 ve 2 nolu maddelerin her birinden 10 mg tartildi. Bu maddelerin {izerine 100 mL
DMSO eklendi ve ¢oziildii. 3 ve 4 serili maddelerin tamaminda 10 mg madde ve 100 mL

etanol eklenerek stok ¢ozeltiler hazirlandi.

2.3.2. Serbest Radikal Giderme Aktivitesi
1. DPPH ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 10mg DPPH 400 mL etil alkolde karanlikta
¢ozildi. Aliminyum folyo ile sarildi (Ma=394,5g/mol).



2.3.3. Indirgeme Giicii

1. 0,2 M Fosfat tamponu hazirlanmasi1 (pH:6,6) : 2,400 gr NaH,PO,4, 100 mL destile
suda ¢oziinerek toplam hacmi 100 mL tamalandi ve 1 M’ lik NaOH ¢o6zeltisi ile pH ’s1 6,6
’ya ayarlandi.

2. % I'lik KsFe(CN)s Cozeltisi Hazirlanmasi: 1,000 gr KsFe(CN)g destile suda
¢ozlinerek toplam hacmi 100 mL’ye tamamlandi.

3. % 10’luk TCA Cozeltisi Hazirlanmasi: 7,500 gr TCA destile suda ¢oziinerek toplam
hacmi 100 mL’ye tamamlandi.

4. % 0,1’lik FeCls Cozeltisi Hazirlanmasi: 0,100 gr FeCls destile suda ¢oziinerek
toplam hacmi 10 mL’ye tamamlandi.

5. 1 M NaOH Cozeltisi Hazirlanmasi: 4,000 gr NaOH alind1 destile suda ¢oziinerek

100 mL tamamlanda.

2.3.4. ABTS™ Giderme Aktivitesi

1. 0,1 M’lik fosfat tamponunun hazirlanmasi (pH:7,4): 2,730 g. KH,PO,4, 180 mL
destile suda ¢oziindii. 1 M’lik NaOH ¢ozeltisi ile pH’s1 7,4’¢ ayarlandi. Toplam hacim
destile su ile 200 mL’ye tamamlandi.

2. ABTS ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 11 mg ABTS 0,1 M’lik ve pH’s1 7,4 olan fosfat
tamponunda tamamen ¢oziinlinceye kadar bir gece boyunca karigtirildi.

3. 2,45 mM’lik potasyum persiilfat ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 66,250 mg K,0sS;, 0,1
M’lik ve pH’st 7,4 olan fosfat tamponunda tamamen c¢oziiniinceye kadar manyetik

karistiricida karigtirildi. Toplam hacim destile su ile 100 mL’ye tamamlandi.

2.3.5. Metal Selatlama Aktivitesi
1. 2 mM’lik FeCl, ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 0,014 g FeCl.4H,0 alind1 ve 50 mL
Metanolda ¢oziildii.
2. 5 mM’lik ferrozin ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 0,0062 g Ferrozin 25 mL mutlak

etanolde tamamen ¢dziiniinceye kadar karistirildi.

2.4. Antioksidan Aktivite Tayin Yontemleri

2.4.1. Serbest Radikal Giderme Aktivitesi
Numunelerin serbest radikal giderme aktiviteleri Blois metoduna gére DPPHe
kullanilarak ¢aligildi (Blois, 1958). Metod prensibi serbest radikal toplayicilarin renkli

serbest radikal olan DPPH<’1 indirgenmesine dayanir. DPPHe kirmizi renkli kararli bir
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serbest radikaldir. Serbest radikaller, antioksidanlar tarafindan giderildiginde renk
kirmizidan sariya doner. Reaksiyon karisiminin 517 nm’deki absorbansin diismesi ytiksek
serbest radikal aktivitesinin gostergesidir.

DPPH radikali 517 nm dalga boyunda spektorfotometrede koyu menekse bir renk
verir. DPPH radikali sekil 2.1°de goriildiigii gibi antioksidan bir madde ile reaksiyona
girdigi zaman rediiklenerek koyu menekse olan rengi agik sartya doniigmekte ve bu renk

degisimi de UV visible spektrofotometrede 517 nm’de belirlenebilmektedir.

3,0 Q.0

+ RH —_— + .
O,N NO, O,N NO, R
NO, NO,
Antioksidant madde
DPPH
517 nm DPPH indirgenir ve agik sari renk olusur

Koyu menekse renkli

Sekil 2. 1. DPPH radikalinde renk degisimi

Serbest radikal olarak DPPH’in 1 mM’lik ¢ozeltisi kullanildi. Deney tiiplerine sirasi
ile 25, 50, 100 ve 200 pg/ul konsantrasyonlarinda ¢ozelti olusturacak sekilde stok
cozeltiler aktarildi ve toplam hacimleri 1 mL olacak sekilde destile etanol ile tamamlandi.
Daha sonra her bir numune tiipiine stok DPPHe ¢ozeltisinden 1 mL ilave edildi. 30 dakika
oda sicaklig1 ve karanlikta inkiibe edildikten sonra etanolden olusan kdre karst 517 nm’de
absorbanslar1 kaydedildi. Kontrol, numune ve sentetik antioksidan madde yerine 1 mL
etanol kullanilarak ayni sartlarda galisildi. Azalan absorbans geriye kalan DPPHe ¢ozeltisi
miktarini yani serbest radikal giderme aktivitesini verdi.

% DPPH radikali giderme aktivitesi asagidaki formiile gore hesaplandi.

Ornegin Absorbansi(517nm)
Kontrolun Absorbans:(517nm)

% DPPH Giderme aktivitesi =[1—
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2.4.2. indirgeme Giicii

Triazollerin indirgeme giici Oyaizu metoduna gore tayin edildi (Oyaizu, 1986). Bu
metodun prensibi antioksidan bilesiklerin KsFe(CN)s, TCA ve FeCls ile olusturdugu prusya
mavisi rengindeki kompleksin absorbansinin 700 nm’de O6l¢iimiine dayanmaktadir.
Reaksiyon karisiminin absorbansindaki artis numunenin indirgeme giicii ile dogru orantilidir.
Ortamdaki indirgen madde Fe®" iyonlarmi Fe?* iyonlarina indirger ve FeCls ilavesiyle
olusan yliksek absorbans degeri yliksek indirgeme kapasitesinin gostergesidir.

Bu amagla hazirlanan stok ¢ozeltiden 25, 50, 100 ve 200 pg/mL olacak sekilde
cozeltiler alindi, deney tiiplerine aktarildi ve hacim tampon ¢ozelti ile 1 mL’ye
tamamlandi. Daha sonra her bir tiipe 1 mL, % 1’lik potasyum ferrisiyaniir [KsFe(CN)g]
ilave edildikten sonra karisim 50 °C’de 20 dakika inkiibe edildi. Bu islemlerden sonra
reaksiyon karigimma 1 mL % 10’luk triklorasetik asit (TCA) ¢ozeltisi ilave edildi. Vortex
ile karistirildi. Daha sonra 3000 rpm 10 de dakika santrifiij edildi. Ve ¢o6zeltinin
stipernatant kisminda 1 mL alind1 ve bunun {izerinede 1 mL destile su ve % 0,1’lik 100 pl
FeCls ilave edildikten sonra absorbans 700 nm’de kore karsit okundu. Kor (TCA ¢ozeltisi,
FeCl; ¢ozeltisi ve deiyonize su) ve kontrol numuneler gibi hazirlandi. Bu islemden sonra

tiim maddelerin absorbanslar1 kaydedildi.

2.4.3. ABTS™ Giderme Aktivitesi

ABTS radikali giderme aktivitesi Re ve arkadaslarinin (1999) yaptigi calismaya gore
yapildi. ABTS™ radikal giderme aktivitesi de saf maddelerin radikal giderme
aktivitelerinin hesaplanmasinda siklikla kullanilmaktadir (Miller, 1996). Bunun igin
oncellikle ABTS *den ABTS™ radikallerinin elde edilmesi gerekmektedir.

Bu metotta oncellikle ABTS radikali olusturmak gerekmektedir. Burada tanimlanan
ABTS olusumu sekil 3.1. i¢in gelistirilen yontem, ABTS ve potasyum persiilfat arasindaki
reaksiyon sonucu mavi yesil ABTS kromoforunun dogrudan olusumu ve olusan bu radikal
katyonun spektrofotometrik olarak Olcililmesini igerir. Bu metodun esasi olusturulan
ABTS"" katyonik radikalinin 734 nm’de maksimum absorbans gostermesi esasina dayanir.

ABTS radikal katyonu K,S,0g kullanilarak hazirlandi. ABTS radikalleri su sekilde

olusmaktadir.
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S,0¢> + ABTS —» SO,> + SO, + ABTS™

Burada peroksidisiilfatin yikimi elektron transferinden sonra meydana gelebilir.

Asir1 ABTS varliginda, siilfat radikali asagidaki reaksiyona gore tepkime verir.

SO; + 2ABTS — SO, + 2ABTS™

net reaksiyon ise sOyle cereyan eder.
S,04> + 2ABTS ——» 2SO0, + 2ABTS™

ABTS radikalleri DPPH radikallerinden daha reaktifdirler ve bir H atom transferini
gerektiren DPPH ile reaksiyonlar: farklidir. ABTS radikalleri bir elektron transferini igerir
(Kaviarasan, 2007).

ABTS™ radikali olusturmak igin bir erlen igerisinde 0,1 M, pH 7,4 olan 200 mL
fosfat tamponu igerisine 11 mg ABTS eklendi. Cozelti bir gece magnetik karigtiricida
karistirildi. Daha sonra bu ¢ozeltiye 2,45 mM’lik 100 mL potasyum persiilfat ¢ozeltisi
ilave edildi. Erlenin dis yiizeyi aliminyum folyo ile kaplandi, manyetik karistiriciyla oda
sicakliginda 16 saat boyunca karistirildi.

H3C\\

N
HaNO5S - I:L
SRSt
N
\\CH3

SO3NH,

ABTS
Sekil 3. 1. ABST kimyasal yapisi

ABTS radikal ¢ozeltisi kullanilmadan 6nce ¢ozeltisinin 734 nm’de absorbans1 0,1 M
ve pH 7,4 olan fosfat tamponu ile 0,700+0,025 nm’ye ayarlandi. Farkli konsantrasyonlar
da numune ¢ozeltilerine stok ¢ozeltiden 2, 4, 8 ve 16 pg/uL olacak sekilde ¢ozeltiler
alindi, ABTS radikal ¢ozeltisi ile 1 mL’ye tamamlandi. Sonra 30 dakika inkiibe edildi.
Tampondan olusan kore kars1 737 nm’de absorbanslar kaydedildi.

Bu asamadan sonra ¢alismalarda kullanilan BHA, BHT, a-tokoferol ve troloks gibi
sentetik antioksidan bilesiklerin ABTS™ radikali giderme aktiviteleri tayini i¢in 6ncelikle
grafik 3.1’deki standart grafik olusturuldu.
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Grafik 3. 1. ABTS™ radikali i¢in standart grafik

ABTS™ radikali giderme aktivitesi tayininden sonra geriye kalan ABTS™ miktar

standart grafikten elde edilen asagidaki denklemden hesaplandi.

Absorbans = 0,3299 .[ ABTS™"] + 0,003

ABTS™ kalibrasyon grafiklerinden faydalanilarak ECsy degerleri (ortamdaki serbest
radikallerin konsantrasyonun yarisint inhibe ettigi konsantrasyon) hesaplanmistir. Caligilan
maddelerin, a tokoferol, trolox, BHA ve BHT ye gore ECsy degerleri Tablo 3. 3’de

verilmistir.

2.4.4. Metal Selatlama Aktivitesi

Tiyosemikarbazit ve triazollerin metal selatlama aktivitesi Dinis ve arkadaslarinin
belirledikleri metoda goére yapildi (Dinis 1994). Metal selatlama 6zelligi olan antioksidan
maddeler serbest demiri baglamak suretiyle onu etkisizlestirler ve boylece fenton
reaksiyonlart sonucu olusan hidroksil ve peroksit gibi radikal olusumunu inhibe ederler.
Antioksidan aktiviteleri incelenilen bis-hidrazinkarbotiyoamit tiirevleri ve bu bilesiklerin
halkalagsmasinda olusan bis-1,2,4-triazol tiirevlerinin Fe*? selatlama etkisi incelenmistir. Bu
amagla FeCl, ¢ozeltisi kullamlmustir. Fe™ iyonu ve ferrozinin olusturdugu kompleksin 562

nm’de mor renk olusturmasina dayanilarak selatlama aktivitesi belirlenmistir.
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Ferrozin Fe™ ile kompleks olusturur. Selat olusturan ajanlarn varhgmnda ise
Ferrozin-Fe*? kompleks olusumu bu bilesikler tarafindan inhibe edilir. Selatér maddelerin
inhibisyonuna bagli olarak renkteki azalmanin Olgiilmesi bilesiklerin  selatlama
aktivitelerini ortaya koyar (Duh, 1999). Geg¢is metalleri canli organizmalarda oksijen
serbest radikallerinin iiretiminde dnemli rol oynar. Fe+3, Haber-Weiss reaksiyonlari ile Fe*?
’ye indirgenerek aktif hale ve dolayisiyla siliperoksit iyonlarinin olusumuna, Fenton
reaksiyonlar1 ile de tekrar okside olarak hidroksil radikallerinin {iretimine sebep olur. Canli
sistemlerde bu radikallerin iiretimi lipid peroksidasyonuna, protein modifikasyonuna ve
DNA hasarina sebep olur. Selator ajanlar, metal iyonlarinin inaktivasyonuna ve potansiyel
olarak metal-bagimli olaylarinin inhibisyonuna sebep olur. Ayni zamanda reaktif oksijen
tiirlerinin iiretimini de engellerler.

Bu islem igin, 25, 50, 100 ve 200 pg/ul konsantrasyonlar da numuneler alindi. Daha
sonra sirasi ile 1850, 1825, 1775 ve 1675 ul etanol ilave edildi. Vortexte karistirildi. Her bir
maddeye 25 ul stok FeCl, ¢ozeltisi ilave edildi ve tekrar vortexte karistirildi. 10 dakika oda
sartlarinda bekletildi. Daha sonra 100 pl ferrozin ¢ozeltisi eklendi. Ve vortexte tekrar
karigtirildi. Oda sartlarinda 25 dakika bekletildi ve 562 nm’de absorbanslar1 dl¢iildii.

Sentetik antioksidanlar: BHT, BHA a-tokoferol ve trolox numuneler gibi hazirlandi.

Kor : Ferrozin digindakiler (FeCl, ¢ozeltisi +etil alkol).

Kontrol . Ekstre disindakiler ( 1,875 mL etil alkol + 0,025 mL FeCl,
¢ozeltisi + 0,1 mL ferrozin ¢ozeltisi ) kullanildi.

Metal selatlama aktivitesinde azalan absorbans ferrozin baglanmadan 6nce metal
iyonlarinin selatlandigin1  gosterir. Selatlanan metal iyonu miktar1 asagida verilen
denklemden yararlanirak % inhibisyon degerleri asagidaki formiile goére hesaplandi.
Veriler tablo 3.6’ya aktarildi.

Numunenin Absorb<';1n51(562nm)]x100

Metal selatlama % inhibisyon =[1—
Kontrolun Absorbans:(562nm)

Bu metotda, numuneler ve sentetik antioksidan maddeler ferrozin ve demir
kompleksiyle yarigir, ferrozinden once demir iyonlarini yakalayarak onunla kompleks
yaparlar.

Metal selatlama aktivitesini etkileyen en Onemli oOzellik, fenolik bilesiklerin

yapisinda bulunan fonksiyonel gruplara ve bu fonksiyonel gruplarin pozisyonuna ve

bulunma miktarina baghdir. Yapisinda, -OH, -SH, -COOH, -PO3H;, C=0, -NRj, -S ve —O-
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fonksiyonel gruplarindan en az iki tane bulunduran ve bunlarin uygun yap1 ve fonksiyonel
konfiigrasyonundaki fenolik bilesiklerin, selatlama &zelliklerinin daha iyi oldugu
goriilmiistiir (Arora ve dig., 1998; Giilgin, 2005).

Metal selatlama 6zelligi olan antioksidan maddeler serbest demiri baglamak suretiyle
onu etkisizlestirler ve bdylece fenton reaksiyonlar1 onucu olusan hidroksil ve peroksit gibi
radikal olusumunu inhibe ederler. Bu nedenle metal selatlama 06zelligi antioksidan

aktiviteyi belirlemede 6nemli rol oynamaktadir (Arora vd, 1998).

Fe*2 + H,0, —> Fe®+OH’
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3. SONUC VE DEGERLENDIRME

Calismalarda kullanilan tiim tablo, grafikler ve hesaplamalar Microsoft Office 2010
programt ile yapilmistir.

Yapilan tiim deneyler 3 tekrarli olarak ¢alisilarak sonuglarin ortalamasi alinmistir.

3.1. Serbest Radikal Giderme Aktivitesi

Serbest DPPH- radikallerini giderme aktivitesi tayin metodu antioksidan aktivitenin
degerlendirmesinde kullanilan en yaygin metotlardan biridir. DPPHe kararli bir serbest
radikaldir ve bir elektron veya hidrojen radikali alarak kararli bir diamagnetik molekiile
dontigiir (Yildirim, 2001). Antioksidanlar vasitasiyla DPPHe radikallerinin indirgenmesi
517 nm’de absorbanstaki azalmaya gore degerlendirilir. DPPHe serbest radikali etanolde
517 nm’de maksimum absorbans verir. Antioksidan ve oksidan molekiilleri arasindaki
reaksiyonlar esnasinda hidrojen vermesi vasitasiyla radikaller giderildiginden antioksidan
molekiiller DPPHe radikalinin absorbansin da azalmaya sebep olurlar. DPPHe’1n kararl
serbest bir radikal olmasindan dolay1 antioksidan maddelerin antioksidan aktivitelerinin
degerlendirilmesinde substrat olarak kullanilirlar (Soares, 1997).

Antioksidan aktiviteleri incelenilen bis-hidrazinkarbotiyoamit tiirevleri ve bu
bilesiklerin halkalagsmasinda olusan bis-1,2,4-triazol tiirevlerinin sentetik antioksidan bir
maddeye kars1 DPPH rediikkleme kapasitesi renk azalimma gore calisilip sonuglar
degerlendirilmistir.

Bis-hidrazinkarbotiyoamit tiirevleri ve bu bilesiklerin halkalasmasinda olusan bis-
1,2,4-triazol tiirevlerinin antioksidan aktiviteleri serbest radikal giderici etkileri DPPH
radikali iizerinden tayin edildi. Sentetik antioksidan maddeler olarak BHT, BHA, o-
tokoferol ve trolox kullanildi.

Bis-hidrazinkarbotiyoamit tiirevleri ve bu bilesiklerin halkalasmasinda olusan bis-
1,2,4-triazol tiirevlerinin DPPH serbest radikali giderme aktivitelerine ait konsantrasyon -
% inhibisyon grafikleri ¢izildi (Grafik 3.2-13), (Tablo 3. 1).
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Tablo 3. 1. Serbest radikal giderme aktivitesi ve % inhibisyon degerleri

SERBEST RADIKAL GIDERME AKTIiVITESI (% inhibisyon)
MADDE ADI 25 pg/nl 50 pg/nl 100 pg/pl 200 pg/pl
a-tokoferol 91,76 93,08 95,43 95,72

trolox 96,14 97,11 98,03 98,64
BHA 94,24 95,93 96,51 97,58
BHT 58,67 64,03 76,06 91,00

1 50,32 55,42 56,05 58,70

2 88,17 91,51 95,16 95,30
3A 70,96 72,91 78,69 85,60
3B 72,41 73,42 78,94 85,29
3C 72,93 75,11 78,79 85,93
3D 71,14 76,09 79,69 89,92
3E 69,64 70,23 70,26 72,35
4A 71,34 77,09 83,63 88,27
4B 67,04 67,23 68,72 75,31
4C 57,66 59,45 66,09 83,78
4D 40,17 62,89 75,36 87,90
4E 41,37 50,14 54,45 55,23

Antioksidan aktiviteleri incelenen bis-hidrazinkarbotiyoamit tiirevleri ve bu
bilesiklerin halkalasmasindan olusan bis-1,2,4-triazol tiirevlerinin 25, 50, 100 ve 200 pg/ul
konsantrasyonlarinda ki maddelerin serbest radikal giderme aktivite testi sonucunda elde

edilen bulgulara gore % inhibisyon degerleri soyle ¢ikmustir.
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25 pg/ul konsantrasyon da;

trolox>BHA>q tokoferol>2>3C=3B>4A=3D>3A>3E>4B>BHT>4C>1>4E>4D

50 pg/ul konsantrasyon da;

a tokoferol> trolox>BHA>2>4A>3D>3C>3B>3A>3E>4B>BHT>4D>4C>1>4E

100 pg/ul konsantrasyon da;

a tokoferol> trolox>BHA>2>4A>3D>3B=3C=3A>BHT>4D>3E>4B>4C>1>4E

200 pg/ul konsantrasyon da;

a tokoferol> trolox>BHA>2>BHT>3D>4A>4D>3B=3C=3A>4C>4B>3E>1>4E

Triazollerin ve sentetik antioksidan maddelerin 517 nm’deki absorbans degerleri
incelediginde DPPH giderme aktivitelerinin % inhibisyonun degerlendirilmesinde 2 no’lu
maddenin her dort konsatrasyonda maksimun, 4E maddesinde minimum antioksidan
aktivite gosterdigi gozlemlenmistir.

Bu bulgulara gore; antioksidan oOzellikleri arastirilan bis-hidrazinkarbotiyoamit
tirevleri ve bu bilesiklerin halkalasmasinda olusan bis-1,2,4-triazol tiirevlerinin absorbansi
kontrol maddesinden daha diisiik absorbans vermislerdir. Sentetik antioksidan olan BHA,
trolox ve a-tokoferolden daha yiiksek absorbans vermistir. Uzerinde calisilan bilesiklerini
absorbans degerleri BHT ‘nin absorbans degerlerine yakin c¢ikmistir. Radikal toplayici
olarak, diger sentetik antioksidanlar kadar etkin bir aktiviteye sahip olmadiklar1 bu
bilesiklerin hidrojen vericiler olarak dikkate deger diizeyde aktiviteye sahip olduklari

saptanmuistir.

3.2. indirgeme Giicii

Bu calismada sentezlenen bilesiklerin indirgeyici 0zellikleri Oyaizu metoduna gore
yapildi. Bilesiklerin indirgeme kapasiteleri, potansiyel antioksidan aktivitelerinin anlamli
bir belirleyicisi olarak kullanilabilir (Meir, 1995). Antioksidan aktivite gosteren bilesikler
cesitli oksidan mekanizmalar tizerinde etkili olabilir. Bunlar arasinda radikal toplama ve
oksidan maddelerin indirgenmesi gibi mekanizmalar sayilabilir (Soares,1997).

Fe** iyonlariin indirgenmesi, bir maddenin antioksidan aktivite gosterebilmesi i¢in
onemli bir mekanizma olan elektron verebilme yeteneginin gostergesidir. Bis-
hidrazinkarbotiyoamit tiirevleri ve bu bilesiklerin halkalasmasinda olusan bis-1,2,4-triazol
tiirevleri ortamdaki Fe*® i indirgeme yetenegini belirlemek iizere dort farkli konsantrasyon

da calisildi ve olusan komplekslerin absorbansi 700 nm’de 6l¢iildi (Tablo 3. 2). BHA,
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BHT, o tokoferol ve trolox sentetik antioksidanlarla karsilastirilarak her bir madde igin
absorbans-konsantrasyon grafikleri ¢izildi (Grafik 3. 14-25).
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Tablo 3. 2. indireme giicii absorbans (700 nm) degerleri

INDIRENME GUCU (700 nm Absorbans)
MADDE ADI Kontrol 25 pg/nl 50 pg/nl 100 pg/pl 200 pg/pl
a- tokoferol 0,184 0,108 0,178 0,433 0,953
trolox 0,184 0,117 0,136 0,341 0,654
BHA 0,184 0,255 0,376 0,557 0,793
BHT 0,184 0,105 0,176 0,558 1,113
1 0,184 0,153 0,170 0,175 0,210
2 0,184 0,120 0,125 0,278 0,310
3A 0,184 0,557 0,873 0,947 1,081
3B 0,184 0,272 0,352 0,739 0,902
3C 0,184 0,135 0,158 0,181 0,213
3D 0,184 0,374 0,560 0,893 0,953
3E 0,184 0,125 0,193 0,226 0,265
4A 0,184 0,163 0,165 0,210 0,388
4B 0,184 0,252 0,435 0,636 1,001
4C 0,184 0,183 0,231 0,366 0,582
4D 0,184 0,190 0,237 0,300 0,430
4E 0,184 0,174 0,187 0,210 0,232

Indirgeme giicii tayininde yiiksek absorbans degerinin yiiksek indirgenme
kapasitesinin gostergesi oldugu kabul edilmektedir. Bu yontemde, c¢alisilan bilesiklerin
antioksidan aktiviteleri incelenmistir.

700 nm’de yapilan Ol¢iimlerde c¢alisilan bilesiklerin absorbanslari, sentetik
antioksidanlara gore ozellikle diisiik konsantrasyonlarda daha iyi Ol¢lide sonug vermesi

incelenen bilesiklerin indirgeyici 6zelliklerinin ¢ok iyi diizeyde oldugunu goéstermektedir.
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Antioksidan aktiviteleri incelenen maddelerin 25, 50, 100 ve 200 pg/ul
konsantrasyonlarda ki maddelerin indirgeme giicii kapasitesi degerleri;

25 pg/ul konsantrasyon da;

3A>3D>3B>BHA>4B>4D>4C>4E>4 A>1>3C>3E>2>trolox>a tokoferol>BHT

50 pg/ul konsantrasyon da;

3A>3D>4B>BHA>3B>4D>4C>3E>4E> a tokoferol>BHT>1>4 A>3C>trolox>2

100 pg/ul konsantrasyon da;

3A>3D>3B>4B>BHT>BHA>a tokoferol>4C>trolox>4D>2>3E>4E>4A>3C >1

200 pg/pl konsantrasyon da;

BHT>3A>4B>a tokoferol>3D>3B>BHA >trolox>4C>4D>4A>2>3E>4E>3C>1

seklinde siralanmastir.

Indirgenme giicii metoduyla antioksidan aktiviteleri incelenen bilesiklerin
antioksidan aktivite sonuclarinda genel olarak 3A maddesinin maksimun absorbans
gosterdigi, yani bu maddenin en yiiksek antioksidan aktivite sahip oldugu, 2 no’lu
maddenin 25 pg/ul ve 50 pg/ul konsantrayonda minimum absorbans gosterdigi, 1 no’lu
maddenin ise 100 pg/ul ve 200 pg/ul konsantrayonda minimum absorbans gosterdigi yani
minimun antioksidan aktiviteye sahip oldugu goriilmektedir.

Dolayisiyla bu bilesikler indirgeyici ozellige sahiptirler ve serbest radikallerin

temizlenmesinde elektron vericisi olarak gorev alabilirler.

3.3. ABTS™ Giderme Aktivitesi

Bis-hidrazinkarbotiyoamit tiirevleri ve bu bilesiklerin halkalasmasinda olusan bis-
1,2,4-triazol tiirevlerinin ABTS™ giderme aktivitesini tayini igin ilk 6nce stok ¢ozeltilerde
¢alisildi. a tokoferol, trolox, BHA, 1, 3D, 3E, 4A, 4C, 4D ve 4E maddeleri stok ¢ozeltilerin
absorbanslar1 6lgiildii. Stok ¢ozeltilerde iyi verim alinamayan diger maddelerin etanol ile
1/10 oraninda seyrelmesi sonucu olusan ¢ozeltilerin absorbanslari 6l¢iildii.

Calisilan bilesilerin, ABTS™ giderme aktivite testleri sonucunda elde edilen
absorbanslar birer sentetik antioksidanlar olan BHA, BHT, a-tokoferol ve troloks ile
karsilagtirildi. Absorbanstaki diisme antioksidanin aktif oldugunun gostergesidir.

ABTS™ kalibrasyon grafiklerinden faydalanilarak ECso degerleri (ortamdaki serbest
radikallerin konsantrasyonun yarisini inhibe ettigi konsantrasyon) hesaplanmistir.

Triazollerin, o-tokoferol, trolox, BHA ve BHT ye gore ECsy degerleri Tablo 3. 3 ‘de
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hesaplanarak verilmistir. Bu tabloda verilen ECso degerleri her bir maddenin absorbans—

konsantrasyon grafiklerinden yararlanilarak ¢izilmistir.

Tablo 3. 3. ABTS"" giderme aktivitesi ECs, degerleri

Sentetik antioksidan ve ¢alisilan maddeler

Ayni miktarda serbest radikali en diisiik konsantrasyon da siipiirebilen maddeler daha
kuvvetli aktivite gosterir (Pourmorad, 2006).

Baslangictaki ilk ABTS™ konsantrasyonunu % 50 azaltmak igin gerekli antioksidan
miktar1 antiradikal etkinligini ifade eder ve ECso (mg/mL) olarak isimlendirilir (Frankel ve
Meyer, 2000).

ECso degerleri;

4C<4A<3D<4D<3B<3A<BHT<a-tokoferol<4B<3C<3E<trolox<4E<2<1<BHA
seklinde siralanir.

ABTS™" giderme aktivite testleri sonucunda elde edilen bulgulara gore; ECsy degeri
en diisiik ¢ikan 4C’nin maksimun antioksidan aktivite gosterdigi tespit edilmistir. 1 no’lu
maddenin ise minimun antioksidan aktivite gosterdigi gorilmiistiir.

3.4. Metal Selatlama AKktivitesi

Metal selatlama aktivitesi, ortamda bulunan Fe*? tyonlarimin inhibisyonuna dayanir.
Aktivite kendini selat ajanlarinin demir iyonlarini selatlamasi sonucu kirmizi renkteki

azalmayla gosterir (Mathew ve Abraham, 2006).
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Tablo 3. 4. Metal Selatlama ( % inhibisyon) degerleri

METAL SELATLAMA ( % inhibisyon )
MADDE ADI 25 pg/pl 50 pg/pl 100 pg/pl 200 pg/pl
o tokoferol 28,13 11,25 7,50 4,38
trolox 80,63 73,75 60,63 30,00
BHA 86,88 73,13 56,88 38,75
BHT 92,50 90,00 86,88 86,25
1 93,75 90,63 88,75 83,13
2 34,38 26,88 24,38 20,00
3A 12,50 10,63 6,88 3,13
3B 50,63 37,50 13,13 3,75
3C 23,75 13,75 6,25 4,38
3D 34,38 15,00 10,63 5,63
3E 37,50 17,50 14,38 3,13
4A 79,38 70,63 68,75 48,13
4B 85,00 82,50 76,88 75,00
4C 81,88 69,38 54,38 48,13
4D 81,25 80,63 76,88 47,50
4E 83,75 82,50 81,25 79,38

Antioksidan aktiviterleri calisilan maddelerin ve sentetik antioksidanlarin metal
selatlama aktiviteleri % inhibisyon olarak tablo 3.4’de goriilmektedir.
Konsantrasyon arttik¢a selatlama aktivitesi artar. Buna bagli olarak % inhibisyon

degerleri azalir (Cansiz, 2012)
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Maddelerin antioksidan aktiviteleri,metal selatlama testleri sonucunda elde edilen
bulgulara goére 25, 50, 100 ve 200 pg/ul konsantrasyonlarda Ki metal selatlama %
inhibisyon degerlerini sdyle siralayabiliriz.

25 pg/ul konsantrasyon da;

1>BHT>BHA>4B>4E>4C=4D>trolox>4A>3B>3E>3D=2>q tokoferol>3C>3A

50 pg/ul konsantrasyon da;

1>BHT>4E>4B>4D>trolox>BHA>4A>4C>3B>2>3E>3D>3C>a tokoferol>3A

100 pg/pl konsantrasyon da;

1>BHT>4E>4D>4B>4A>trolox>BHA>4C>2>3E>3B>3D>a tokoferol>3A>3C

200 pg/pul konsantrasyon da;

BHT>1>4E>4B>4C=4A>4D>BHA>trolox>2>3D>a tokoferol=3C>3B>4E=3A

Calisilan maddelerin 562 nm’deki absorbans degerlerine gore metal selatlama
aktiviteleri maksimun 3A maddesinde, minimun ise 1 maddesin selatama aktivitesi
sagladig gozlemlendi.

562 nm’deki absorbanstaki artis, metal selatlama aktivitesi ile ters orantilidir.
Sentezlenen bilesiklerin 562 nm’deki absorbanslar1 sentetik antioksidan olan BHA, BHT,
trolox ve a-tokoferole gore tiim bilesikler a-tokoferol daha diisiik absorbans vermislerdir.
Tablo 3. 4’da gorildigi gibi sentetik antioksidanlarla karsilastirildiginda etkin metal
selatlama aktivitelerine sahip olduklari goriillmektedir. Bu bulgulara gore; demir baglama
kapasitelerinin yliksek olmasi1 peroksidasyon engelleyicisi olarak gorev yapabileceklerini
gostermektedir

Demir selasyonu, demir fazlaligina ve buna bagl olarak ortaya ¢ikan hastaliklarin
korunmasi1 ve tedavisinde Onemlidir. Klinik olarak demir fazlalig1 patolojilerinin
tedavisinde yaklasik elli yildir selator olarak yaygin olarak deforoksamin B mesilat
kullanilmaktir. Son yillarda koruma ve tedavi amaghh daha etkin ve daha az zararh
bilesiklerin kullanima girmesi amaciyla bu yondeki ¢alismalar artirilmistir. 1,2,4-triazol
tiirevleri metal selatorleri olarak kullanim alanina girmistir (Gray, 2003).

Sonug olarak; bu tez calismasinda ¢aligma grubumuz tarafindan sentezi yapilmis olan
12 adet maddenin, antioksidan aktiviteleri 4 farkli parametre ile incelenmistir. Bu tez
calismasinda elde edilen veriler, bu alanda ¢alisan bilim adamlarinin daha sonraki

caligmalarina 6nemli katkilar saglayacaktir.
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