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OZET

ILK DEFA SENTEZLENEN 1,2,4-TRIAZOL SCHIFF BAZI BILESIKLERININ
ANTIOKSIDAN, ANTI-ELASTAZ VE ANTI-TIROZINAZ

AKTIVITELERININ INCELENMESI

ES, SIBEL
Giresun Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dali, Yiiksek Lisans Tezi
Danisman: Dog. Dr. Bahar SOKMEN

AGUSTOS 2013, 92 sayfa

Antioksidan, reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu ve bunlarin meydana
getirdigi hasar1 Onlemek icin viicutta bulunan savunma mekanizmasidir. Serbest
radikalleri notralize etmek i¢in kullanilirlar. Antioksidan aktivitesinin varlig1 viicutta
meydana gelebilecek cesitli hastaliklara kars1 savunma mekanizmasinin varoldugunu

gosterir.

Elastaz, akcigerde, damarda, lenflerde ve deride bulunan ve bag dokunun
onemli bir proteini olan elastini ayirma o6zelligine sahip bir grup serin proteazdir.
Anti-elastaz aktivitesi ciltte meydana gelen c¢esitli hastaliklarin olusumunu

engellemekte etkilidir.

Tirozinaz, bir oksijen oksidorediiktazdir. Tirozin ve dihidoksifenil alanine

kars1 spesifiktir. Bakir igeren bir enzimdir. Fenolleri gidermede {istliin yetenegi



vardir. Anti-tirozinaz aktivitesi cildin, sa¢in ve goziin pigmentasyonunda etkilidir.

Bitkilerde ve boceklerde melanin tabakasi olusturur.

Bu c¢alismada ilk defa sentezlenen 1,2,4-Triazol Schiff bazi bilesiklerinin
antioksidan aktiviteleri, elastaz ve tirozinaz enzimi {zerine inhibitor etkileri

spektrofotometrik olarak incelendi.

Yapilan ¢alismalar sonucunda 1,2,4- Triazol Schiff bazi bilesiklerinden 6 ve
ozellikle 8 bilesiklerinin antioksidan aktivite degerleri diger bilesiklere oranla daha
yiiksek bulundu. Enzim inhibisyon aktiviteleri incelendiginde ise 1 bilesiginin elastaz
enzimini en yiiksek oranda inhibe ettigi (1C5=0,201+0,005699 uM), anti-tirozinaz
aktivite tayini sonucunda ise en yiiksek 1 nolu bilesigin (1C50=0,2747+0,008697 uM)

tirozinaz enzimini en yiiksek oranda inhibe ettigi bulundu.

Anahtar Kelimeler: 1,2,4-Triazol Schiff Bazi, Antioksidan, Enzim Inhibisyonu,

Elastaz, Tirozinaz.
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Antioxidant is a defence mechanism in the human body preventing the
occurence of oxygen types and the damage generated by them. They are used for
neutralizing free radicals. The presence of antioxidants activity indicates the presence

of the defense mechanism against the various diseases in the human body.

Elastase in lungs, vein walls, lymphs and skin is a group of serine protease
and it has the feature of discrimination of elastin which is an important protein of
connective tissue. Anti—elastase activity is effective for preventing the occurance of

various diseases in skin.

Tyrosinase is an oxygen oxidoreductase. It is specific for tyrosine and
dihidroxiphyenil alanine. It is a copper containing enzyme. It has the superior ability
to remove phenols. Anti-tyrosinase activity is effective for pigmentation of skin, hair

and eye. It produces melanine layers on plants and insects.



In this study, activities of for the first time synthesized Schiff base
compounds containing of 1,2,4-triazole, inhibitor effects on elastase and tyrosinase

enzyme are investigated spectrophotometrically.

As the result of the study, antioxidant activity level of the compounds 6 and
especially 8 which are Schiff base compounds containing of 1,2,4-Triazole are found
higher extent to other compounds. It is also found that 1 compound inhibited the
elastase enzyme at the highest rate (IC5,=0,201+0,005699 uM) and 1 compound
(1C50=0,2747+0,008697 uM) inhibited the tyrosinase enzyme at the highest rate
when effects of enzyme inhibition are investigated.

Key Words: 1,2,4-Triazole Schiff Base, Antioxidant, Enzyme Inhibition, Elastase,
Tyrosinase
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1. GIRIS

1.1. SERBEST RADIKALLER

Atom, nétron ve protonlardan olusan bir ¢ekirdek ile bu c¢ekirdegin etrafinda
donen elektronlardan meydana gelir. Atomlardaki elektronlar, orbital olarak bilinen
belirli enerji seviyelerinde bulunurlar. Her bir orbital, zit spinli en ¢ok iki elektron
tutabilir. Bu sekilde stabil olan atomlar, stabilitelerini koruyabilmek ya da daha stabil
hale gelebilmek i¢in yoriingelerindeki elektron sayilarini tamamlarlar. Serbest
radikaller dis yoriingesinde bir ya da daha fazla eslesmemis elektron igeren atom,
iyon veya molekiiller olarak tanimlanabilirler [1]. Serbest radikalin eslesmemis
elektronu bulundugu atom veya grubun lizerinde ya da yaninda bir nokta (.) ile
gosterilir [2, 3]. Dis orbitallerde paylagilmamis elektron bulunmasi, s6z konusu
kimyasal tiiriin reaktivitesini olaganiistii arttirdig1 icin radikallerin reaktivitesi ¢ok
yiiksektir [4]. Serbest radikaller, kisa Omiirliidiirler ve elektriksel olarak pozitif
yiiklii, negatif yiikli veya notr olabilirler [5, 6]. Serbest radikaller kimyasal olarak
kararsiz yapidadirlar ve stabil hale gecebilmek icin eslesmemis elektronlarini
paylasmak {izere diger molekiillerle hizla reaksiyona girerler. Serbest radikallerle
reaksiyona giren molekiillerin bir elektronu azaldig1 icin onlar da reaktif hale gelir ve
bu reaksiyon zincirleme devam eder. Biyolojik sistemlerdeki en onemli serbest
radikaller, oksijenden olusan serbest radikallerdir [5]. Oksijenin onemi genel olarak
serbest oksijen radikalleri, kovalent bagli bir molekiiliin her bir par¢asmnin ortak
elektronlardan birini alarak boliinmesi, elektron eklenmesi ya da elektron kaybolmasi
ile meydana gelirken, biyolojik sistemlerde daha ¢ok elektron transferi sonucu olusur
[7]. Oksijen kullanan her organizmada, gergeklesen reaksiyonlarin bir sonucu olarak
serbest radikaller tiretilmektedir. Hem oksijen kaynakli serbest radikaller (ROT) hem
de azot kaynakli serbest radikaller (RAT), biyolojik sistemlerde ¢ift tarafli etkilidir,
yani hem yararl etkileri hem de zararli etkileri vardir. Serbest radikaller, yiiksek
konsantrasyonlarda olustuklar1 takdirde, membran lipidleri, protein ve niikleik
asidlerin yikimima yol agabilecek sekilde zararli olabilmektedirler. Bu etkileri de
antioksidan enzimlere ek olarak non-enzimatik antioksidan sistemler sayesinde

dengelenmektedir [8, 9].



Oksijenin radyasyona maruz birakilan hayvan ve bakteri hiicre kiiltiirlerindeki
radyasyon hasarmi arttirdign saptanmistir [10]. Molekiiler oksijenin oksidasyon
yetenegi nispeten az olmasina ragmen siiperoksid ve hidrojen peroksid gibi reaktif
oksijen tiirlerinin aktivitesi ¢ok daha yiiksektir. Yiiksek radikal konsantrasyonunda,
bu reaktif tiirlerini uzaklastiracak antioksidan sistemleri yetersiz kalmakta ve
Ozellikle doymamis yag asidleri oksidasyona ugramaktadir. Dolayisiyla yiiksek lipid
igerigine sahip olan sinir ve membran dokular1 yiiksek oksijen konsantrasyonunda
kolayca oksidatif hasara ugramaktadir [11]. Dengenin serbest radikaller lehine

bozulmasina oksidatif stres denilmektedir.

1.1.1. SERBEST RADIKAL KAYNAKLARI

Molekiiler oksijen, elektron konfigiirasyonu dolayisiyla reaktif degildir.
Oksijen elektron vererek veya enerjiyle aktive olur. Ancak oksijen molekiiliine enerji
ya da elektron saglanmasindan sonra bu smirlama ortadan kalkar ve reaktif tiirlerin
olusmasi kendiliginden gergeklesir. Gegis metal iyonlar (Fe**, Cu?") gibi elektron
donorleri ile bu reaksiyonlar gerceklesir. Reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) olusumu

enzimatik ve nonenzimatik olabilir.

ROT’lar, aym zamanda kloroplastlarda, mitokondride ve plazma
membranindaki elektron transport zincirinde yan {Uriinler olarak da meydana

gelebilirler [12].

Oksijenli ortamda yasam, oksidatif fosforilasyonla adenozintrifosfat (ATP)
tiretimi agisindan 6nemli 6lgiide yarar saglarken birtakim tehlikeleri de beraberinde
getirmektedir. Serbest radikal kaynaklari biyolojik, hiicre i¢i sivis1 veya toksik
maddeler olabilir. Bu kaynaklar endojen ve eksojen olmak {izere iki genel baslik

altinda siniflandirilabilir.



1.1.2. Endojen Kaynaklar

1.1.2.1. Mitokondriyal Elektron Transport Zinciri

Mitokondri, hiicre solunumunun gerceklestigi organeldir. Mitokondrideki
enerji metabolizmasi sirasinda oksijenin %95’i suya indirgenirken %]1-5 kadari
stiperoksit yapiminda kullanilir. Bunun nedeni NADH dehidrojenaz ve koenzim Q

gibi elektron tasiyicilardan oksijene elektron kacaginin olmasidir [13, 14].

1.1.2.2. Mikrozomal Elektron Transport Zinciri

Endoplazmik retikulumda ve niikleer membranlarda birgok P50 ve flavin
mono oksijenaz (FMO) enzim sistemleri bulunur. Bu enzim sistemleri doymamis yag
asidlerini ve organizma i¢in yabanci olan maddeleri okside ederek serbest radikal

olustururlar [15].

1.1.2.3. Proteinler

Reaktif oksijen tiirevlerinin proteinlerle etkilesimi sonucunda histidin, prolin,
arginin, glisin gibi ¢ok sayida amino asid bakiyesinden veya peptid omurgasinda
meydana gelen oksidatif hasar sonucunda protein karbonil tiirevleri olusur. Ayrica
serbest radikaller proteinlerdeki tiyol (-SH) gruplarmin oksidasyonuna yol agarak

oksidatif protein hasarina neden olurlar [16].

1.1.2.4. Arasidonik Asid Dongiisiiniin Aktivasyonu

Aragidonik asid dongiisii reaktif oksijen tiirlerinin iretildigi onemli bir
kavsaktir. Fagositik hiicrelerin uyarilmasi ile fosfolipaz ve protein kinaz enzimlerinin
aktivasyonuna ve plazma membranindan arasidonik asid salinimina neden olur.

Arasidonik asidin enzimatik oksidasyonu ile serbest radikal {irlinler agiga ¢ikar [17].



1.1.2.5. Oksidatif Stres Yapici1 Durumlar (Travma, iskemi, Reperfiizyon)

Metabolizmada her an serbest radikal iiretimi vardir. Ancak iretilen bu serbest
radikaller endojen ve eksojen antioksidan sistemler tarafindan elimine edilir ve bir
denge olusur. Eger denge serbest radikaller lehine bozulacak olursa buna oksidatif
stres adi verilir. Travma, ¢ogu zaman Kinetik, termal veya kimyasal enerjinin
dokulara transferi ile yapisal hasar olusturmasindan kaynaklanir. Normal
homeostatik mekanizmalarin kaybina, fizyolojik gereksinimlerin artmasina ve

anormallesmesine neden olur.

1.1.2.6. Fagositik Hiicreler

Fagositik hiicreler, enfeksiyona karst viicudun hiicresel cevabini baslatan
hiicrelerdir. Bu hiicreler: nétrofiller, monositler ve makrofajlar, eozinofiller,
lenfositler, endotelyal hiicrelerdir. Fagositik hiicreler, fagositoz sirasinda bakterileri

6ldiirmek i¢in hidrojen peroksid veya hipoklor6z asid meydana getirirler.

1.1.2.7. Peroksizomlar

Oksidazlarin yiiksek derisimlerde bulunmalarindan dolay: hiicresel hidrojen
peroksid kaynagidirlar. Bu yapilar, D-amino asid oksidaz, iirat oksidaz, L-alfa-
hidroksi asid oksidaz ve agil CoA (koenzim A) oksidaz olup, bunlardan oldukga fazla

miktarda bulunurlar [18].

1.1.2.8. Plazma Membrani

Intraselliiler olarak ortaya ¢ikan serbest radikaller, hiicrenin diger
boliimleriyle reaksiyona girebilmek i¢in ya plazma membranim1 ge¢gmek
durumundadirlar ya da toksik reaksiyonlart membranda baslatmalidirlar. Membran
yapisinda bulunan doymamis yag asidleri, fosfolipidler, glikolipidler, gliserol ve
steroller, okside olabilen amino asid igeren membran proteinleri, serbest radikal

hasarma karst duyarlhidirlar. Serbest radikaller tarafindan baslatilan lipid



peroksidasyonu veya yap1 proteinlerinin oksidasyonu, membran iyon gegirgenliginin
bozulmasina, sekresyon fonksiyonlarinda kayiplara ve hiicre i¢i metabolik olaylarin

inhibisyonuna neden olabilir.

Plazma membraninda bulunan lipoksijenaz, prostaglandin sentetaz, fagositlerde
bulunan NADPH oksidaz, lipid peroksidasyonuna sebep olan serbest radikallerin
kaynaklaridir. Fagositoz esnasinda, oksijen tiiketimi artis1 ile oksijenden siiperoksid
dolayisiyla hidrojen peroksid aciga ¢ikis1 da artar. Bu nedenle fagositik hiicrelerin
plazma membranlar1 NADPH oksidazin aracilik ettigi serbest radikal iiretiminde
onemli bir kaynaktir. Lipoksijenaz ve siklooksijenaz gibi mikrozomal ve plazma
membranina baglt olan enzimlerin predominant substrati olan arasidonik asidin
biyolojik olarak etkili iriinlere (prostaglandinler, lokotrienler, tromboksanlar)

doniisiimii sirasinda serbest radikaller meydana gelir [17].

1.1.2.9. Transizyon Metalleri

Bakir ve demir gibi gecis metalleri oksido-rediiksiyon reaksiyonlarinda rol
alirlar. DNA (Deoksiriboniikleik asid), protein ve lipidlere elektron tasiyarak
oksidatif hasar1 hizlandirirlar. Hiicre lizisi sonucu hiicre iginde ferritin ve
hemosiderin seklinde depolanan demir ile yapisinda bakir bulunan seruloplazmin
proteinlerinin yikimiyla demir ve bakir serbest hale geger. Bunun sonucunda gevre
dokulara salinan Fe ve Cu katalizor islevi gorerek oksidatif hasari arttirir [15]. Metal
iyonlar1 aym: zamanda lipid peroksidlerinin (LOOH) pargalanmalarin1 ve lipid
peroksidasyonunun zincir reaksiyonlarinit katalize eder. Boylece radikal zararini

arttirir.

1.1.3.Eksojen Kaynaklar

1.1.3.1. flaclar
Herbisitler, pestisitler, parasetamol, aminotriazol, asetaminofen, bleomisin,

doksorubisin,  hiperbarik  oksijen,  klonazin, klosapin,  3,4-metilendioksi



metamfetamin, nitrofurantoin, siprofloksasin, siklosporin, trisiklik antidepresanlar ve

troglitazon serbest radikal olusumuna yol agan ilaglardir [19].

1.1.3.2. Metal iyonlan

Demir, bakir, kadmiyum, nikel, krom ve civa iyonlari serbest radikal

olusumuna neden olurlar [19].

1.1.3.3. Kirleticiler
Asbest lifleri, mineral tozlar, ozon, karbonmonoksit, nitrik oksid, azot dioksit,

silika, bazi ¢oziiciiler, toksinler, hipoklorid, kiikiirt dioksid, parakuat, dikuat,

plumbagin ve juglone gibi Kirleticiler serbest radikal kaynaklarindandir [19].

1.1.3.4. Radyasyon

Ultraviyole 151k, X 1sinlar1 ve gama 1ginlar1 da radikal olusumuna neden

olurlar [19].

1.1.4. SERBEST RADIKALLERIN OLUSUM MEKANIZMALARI

Cesitli fiziksel etkenler ve kimyasal olaylar nedeniyle ¢evrede ve hiicresel
kosullarda devamli bir radikal yapimi vardir. Serbest radikaller ii¢ temel yolla olusur

[20]:

a) Kovalent baglarin homolitik kirilmasi ile: Kovalent bagin kopmasi sirasinda

bag yapisindaki iki elektronun her biri ayr1 ayr1 atomlar {izerinde kalir.

XY — X+ +Y¥-

Sekil 1.1. Kovalent Baglarin Homolitik Kirilmasi [5]



b) Normal bir molekiiliin elektron kaybetmesi ile: Radikal 6zelligi bulunmayan
bir molekiilden elektron kaybi sirasinda dis orbitalinde eslesmemis elektron
kaliyorsa radikal formu olusur. Ornegin, askorbik asit ve tokoferol gibi
hiicresel antioksidanlar, radikal tiirlere tek elektron verip radikalleri
indirgerken, kendilerinin radikal formu olusur.

c) Normal bir molekiilde tek bir elektron transferi ile: Radikal &zelligi
tasimayan bir molekiile tek elektron transferi ile dis orbitalinde eslesmemis
elektron olusuyorsa bu tiir indirgenme radikal olusumuna sebep olabilir.
Ornegin molekiiler oksijenin tek elektron ile indirgenmesi, radikal formu olan

stiperoksidi olusturur.

Biyolojik sistemlerde serbest radikaller en fazla elektron transferi sonucu
olusurlar. Serbest radikaller pozitif yiikli, negatif yikli veya notr olabilirler.
Biyolojik sistemlerde en Onemli radikaller, serbest oksijen radikalleri olmakla
beraber; C, N, S tiirevi olan radikaller ve inorganik molekiiller de vardir. Cu®, Fe*",
Mn?*, Mo®* gibi gecis metallerinin de ortaklanmamis elektronlar1 oldugu halde
serbest radikal olarak kabul edilmezler. Fakat bu iyonlar reaksiyonlar

katalizlediklerinden dolayi serbest radikal olusumunda 6nemli rol oynarlar [5].



1.1.5. SERBEST RADIKAL TURLERI

Serbest Radikaller Radikal Olmayan Reaktif Tiirleri
Reaktif Oksijen Tiirleri Reaktif Oksijen Tiirleri
Singlet Oksijen (0" Ozon (Os)
Siiperoksid Radikali (O,") [Hidrojen Peroksid (H205)
Hidroksi Radikali (HO) Organik Peroksidler (ROOH)
Alkoksil Radikali ( RO") Peroksinitrit Radikali (ONOOQ)
Peroksil Radikali (ROO") Peroksinitrik asid (ONOOH)
Hidroperoksil Radikali (HO,") [Peroksonitrat (O.NOQO)
Karbonat Radikali (CO3") Peroksomono karbonat (HOOCO;)

Karbondioksit Radikali (CO,™) [Hipobromik asid (HOBr)
Hipoklorik asid (HOCI)

Reaktif Kloriir Tiirleri Reaktif Kloriir Tiirleri
Klor radikali (CI) Hipoklorik Asid (HOCI) Klor gazi (Cly)
Nitril Klorit (NO.Cl) Brom klortir (BrCl)
Kloraminler Klordioksit (CIO,)
Reaktif Brom Tiirleri Reaktif Brom Tiirleri
Brom radikali (Br’) [Hipobromik Asid (HOBr)
Brom gazi (Bry)
Brom klortir (BrCl)
Reaktif Azot Tiirleri Reaktif Azot Tiirleri
Azot Dioksid (NOy) Nitrik asid (HNO3) Peroksinitrat (OONOOQO)
Nitrat Radikali (NO3") Nitrosil katyonu (NO™) Nitril klorit (CINO,)
Nitrik Oksid (NO") Nitrosil anyonu (NO") Peroksinitrit (OONQO")
Diazot Trioksid (N2O3") Nitronyum katyonu (NO?*) Dinitrojen trioksit (N,O3)

[Dinitrojen tetraoksit (N,O,)

Alkil peroksinitritler (ROONO)
Alkil peroksinitratlar (RO,NO,)
Peroksiasetil nitrat (CH3C(O)O2NO,)
Peroksinitrik asid (ONOOH)




1.1.6. Reaktif Oksijen Tiirleri

Reaktif oksijen tiirleri, radikal olan ve olmayan oksijen merkezli tiirler olmak
tizere ikiye ayrilabilir. Radikal olanlar siiperoksid anyonu (O;"), hidroksi radikali
(OH), alkoksi radikali (RO’) ve peroksi (ROO) radikalidir. Radikal olmayanlar ise
singlet oksijen (O,") ve hidrojen peroksiddir (H;0,). Diger reaktif tiirler ise nitrik
oksid (NO), nitrik dioksid (NOy) ve peroksinitrit (OONQO") gibi azot bilesikleridir.
Singlet oksijen ve hidrojen peroksid gibi biyolojik sistemlerdeki reaktif oksijen
tiirleri, radikal olmasalar bile serbest radikallerle ilintilendirilmistir. Serbest radikal,
atomik veya molekiiler orbitalinde bir veya daha fazla eslesmemis elektron igerir.
Serbest radikaller genellikle stabil olmayan, yiiksek reaktivite gosteren, enerji yiiklii
molekiillerdir. Biyolojik sistemlerde reaktif oksijen tiirleri veya serbest radikaller
prooksidatif enzim sistemleri, lipid peroksidasyonu, irradyasyon, enflamasyon, sigara

icilmesi, hava kirleticiler ve glikoksidasyon sonucu olusabilir [20, 21].

Molekiiler oksijen (O), iki kovalent bag yapmasina ragmen, molekiiliin
paramanyetik Ozellikte olmasi eslesmemis elektron igerdigini gosterir. Dis
orbitallerinde bulunan iki elektron, spinleri ayn1 yonde ve farkli orbitallerde iken
molekiil minimum enerji seviyesindedir [22]. Serbest radikal tanimina gore oksijen
bir diradikal olarak degerlendirilir. Diradikal oksijen, spin kistlanmasindan dolay1
radikal olmayan maddelerle yavas reaksiyona girdigi halde, diger serbest radikallerle

kolayca reaksiyona girer [23].

f-0:0-}

Molekiiler O,
Sekil 1.2. Molekiiler Oksijen [23]

Organizmada pek¢ok oksidaz ve oksijenazin aktif merkezlerinde bulunan
gecis metalleri (Cu*? Fe® gibi) vasitasiyla molekiiler oksijene tek elektron transferi
suretiyle oksijenin spin kisitlamasi asilabilir. Spin kisitlamasimi asmanin diger bir
yolu, enerji absorpsiyonu ile oksijenin uyarilmis hale gegmesidir [24]. Bunun sonucu

singlet oksijen olusur.



Oksijen bulunan bir ortamda fiziksel ve kimyasal etkenlerle, zorunlu
metabolik reaksiyonlar sonucu oksijen radikalleri iretilir. Oksijen radikalleri
biyolojik sistemlerde bulunan en Onemli serbest radikallerdir. Bunlar arasinda
stiperoksit radikali, hidroksil radikali ve radikal olmayan hidrojen peroksit reaktif

oksijen tiirleri (ROT) olarak bilinirler.

313+ o 20,3151

AN

Oy,r :0:0«

H:'0:0-+ HO,

H,0, H:O0!0:H

*OH «0:H

Ho H :0:H

Sekil.1.3. Oksijenin Suya Indirgenmesi ve Diger Oksijen Tiirlerinin Olusumu [24]
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1.1.7. Hiicredeki Reaktif Oksijen Kaynaklari
1.1.7.1. Biyolojik Kaynaklar:

1.1.7.2. Solunumsal Patlama

Aktive olmus makrofajlar, noétrofiller, eozinofiller ve fagositik cesitli
biyolojik hedeflerin pargalanmasini saglayan ve enfeksiyona karst viicudun hiicresel
cevabini baglatan hiicrelerdir. Fagositik solunumsal patlama sirasinda ¢esitli serbest
oksijen radikalleri olusur. Fagosite edilmis mikroorganizma, bakteri bu iriinlerin
etkisiyle oldiirilir. Ancak bu oksidan iiriinler hiicrelerin antioksidan savunma
giiclerini astifinda normal konak¢i1 hiicrelerine zarar verirler ve ¢esitli hastaliklarin

patogenezinde rol oynarlar.

0, —ll Respiratory g
burst

.. £

NADPH oxidase

) spontaneous reaction or

) soD
/

H (

2+ ]
K Fe*" Fenton reaction
M : /‘Cl_\<\) Fe3o
S =
myeloperoxidase \\y OHe g u
acterium

Invagination of neutrophil's
cytoplasmic membrane

Sekil.1.4. Notrofil Membrani [70]
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1.1.7.3. Radyasyon ve Cevresel Ajanlar

Hava kirliligi, pestisitler, sigara dumani, ¢oziiciiler, anestezikler, aromatik

hidrokarbonlar serbest radikal olusumuna neden olurlar.

1.1.7.4. Antineoplastik Ajanlar

Nitrofurantoin, bleomisin, doxorubicin, adrioxmicine bunlardandir.
Antikarsinojen bir ajan olan doxorubicin hiicrenin DNA replikasyonunu inhibe eder.
Bu sirada H;0; ve O, olusumuna ve sonugta lipid peroksidasyonunun baslamasina

yol acgar [25, 26].

1.1.7.5. Stres

Sinirsel  uyarilar  katekolaminlerin  sentezinde artis yapar [27].
Katekolaminlerin oksidasyonu ise serbest radikal kaynagidir. Bu olay stresin
hastaliklarin patogenezindeki roliiniin serbest radikal iiretimiyle ilgili olabilecegini

gostermesi bakimindan 6nemlidir [5].

1.1.8. Intraselliiler Kaynaklar

a) Normalde hiicrelerde en biiyiik serbest oksijen radikali kaynagi mitokondriyal
elektron tasima zincirinden sizintidir. Hiicrelerde kullanilan oksijenin biiyiik bir
kismi (yaklasik %95) mitokondri i¢ zarinda yerlesmis oksidatif fosforilasyon
zinciri ile dort elektron alarak suya indirgenir. Bu sistemde olan elektron sizintisi

sonucu oksijenin % 1-3’ii siiperoksit radikalini tiretebilir [28].

b) Endoplazmik retikulum ve niikleer membranlarda serbest radikal iiretimi,

membrana bagl sitokromlarin oksidasyonundan kaynaklanir.

¢) Kii¢iik molekiillerin otooksidasyonu: Tiyoller, katekolaminler, tetrahidrofolatlar,

flavinler gibi bazi bilesiklerin otooksidasyonu da stiperoksit radikali kaynagidir.

12



d) Birgcok enzimin (ksantin oksidaz, aldehit oksidaz, flavoprotein dehidrogenaz,

f)

9)

aminoasit oksidaz, triptofan dioksijenaz gibi) katalitik dongiisii sirasinda H,O, ve
O, ortaya ¢ikar [27].

Ozellikle demir ve bakir gibi gecis metalleri, fizyolojik sartlarda
oksidorediiksiyon reaksiyonlarinda yer alirlar. Bu 6zelliklerinden dolay1 serbest
radikal reaksiyonlarini hizlandiran katalizorler olarak is goriirler. Demir ve bakir

ozellikle tiyollerden tiyil sentezini, H,O, ve O," den 'OH sentezini katalizler.

Toksik maddeler ¢esitli etkilerle hiicrede serbest radikal iiretimini arttirirlar;
toksinin kendisi bir serbest radikaldir, toksin bir serbest radikale metabolize
olabilir veya toksinin metabolizmasi sonucu serbest oksijen radikali meydana

gelir.

Arasidonik asit metabolizmas1 da reaktif oksijen metabolitlerinin 6nemli bir
kaynagidir. Arasidonik asit, membran yapisinda bulunan, 6nemli fizyolojik
fonksiyonlar1 olan eikozanoidler ailesinin sentezinde baslangic maddesi olan 20
karbonlu c¢oklu doymamis bir yag asididir. Fagositik hiicrelerin uyarilmasi
sonucu plazma membranindaki arasidonik asit serbestlesir ve enzimatik

oksidasyonla ¢esitli serbest radikal ana tirtinleri meydana gelir [5].

1.1.9. Serbest Radikallerin Etkileri

Giiglii reaktif ozellige sahip olan serbest radikaller tiim hiicre bilesenleriyle

kolayca etkilesebilirler. Hiicrenin savunma mekanizmalar1 ile ortadan

kaldirilmazlarsa, biyolojik molekiillerle reaksiyona girerek yeni serbest radikallerin

olustugu zincirleme bir reaksiyon baglatir.
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Sekil 1.5. Lipid Peroksidasyonu [25]

1.1.9.1. OKSIDATIF STRES

Organizmada siirekli reaktif oksijen ve azot tiirleri (ROT ve RAT)
tiretilmekte, buna karsilik antioksidan sistem tarafindan istenilmeyen bu etkiler
giderilmektedir. Bu durum bir denge halinde siireklilik arz eder. Bu dengenin
oksidanlar lehine bozulmasi durumu ise “Oksidatif Stres” olarak degerlendirilir.
Oksidatif stres durumunda reaktif oksijen ve azot tiirlerinin miktarinda artig olur ve
dolayisiyla bu tiriinlerin reaksiyon hizlart artar. Bu durumdan basta lipitler, proteinler
ve niikleik asitler olmak iizere metabolizmadaki bir¢ok sistem olumsuz etkilenir [39].
Olumsuz etkilenen bu sistemler, diger periferik sistemleri de etkilerler. Bu durum
zincirleme olarak, radikalik zincir reaksiyonu sonlanincaya kadar antioksidan sistem
tarafindan prosesin bir yerinde devam eder. Aksi durumda bu reaktif tiirler hiicrenin

dogrudan ya da dolayl1 olarak 6liimiine sebep olurlar [29].
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Yiiksek konsantrasyonlarda reaktif oksijen tiirleri hiicre yapilari, niikleik
asidler, lipidler ve proteinlerdeki hasarin énemli bir isaret¢isi olabilirler. Hidroksil
radikalinin DNA molekiiliiniin tiim bilesenleriyle reaksiyona girdigi ve purin ve
pirimidin bazlarina ve aym1 zamanda deoksiriboz iskelete de =zarar verdigi
bilinmektedir [30]. Son yillarda yapilan calismalarda oksidatif DNA hasarinin
gostergesi olarak baz hasarlari gosterilmektedir. Cu®* iyonlarit DNA’da G-C’den
zengin bolgelerde bulundugundan oksidatif hasara en fazla maruz kalan baz
guanindir. Bu nedenle en fazla 6lgiilen baz hasar1 8-hidroksi-2 -deoksiguanozindir (8-
OHdG). 8-OHdG, oksidatif DNA baz hasarinin bir biogéstergesi olarak kabul
edilmektedir [31]. Oksidatif hasar sonucu genetik materyalin kalici hasari,

mutajenez, karsinojenez ve yaslanmanin ilk adimidir.

Metal indiiksiyonlu ROT’lar, yalnizca DNA’ya degil oksidasyona son derece
duyarl olan ¢oklu doymamis yag asidleri ve fosfolipid kalintilar1 gibi diger hiicresel
komponentlere de saldirirlar [32]. Lipid peroksidasyonunun major aldehit iiriiniin
malondialdehitten (MDA) ¢ok 4-hidroksi-2-nonenal (HNE)’ dir. MDA, bakteri ve
memeli hiicrelerinde ve siganlarda karsinojenik 6zellik gdsteren bir maddedir. HNE

zay1f mutajenik 6zellik gosterir, fakat lipid peroksidasyonunun ana toksik {irtintidiir.

Reaktif Oksijen ve Azot
Tiirleri

|_|p|d Oksidasyonu Protein MOdiﬁkasyonU DNA Hasarn

Protein karbonilleri
Aldehitler Tirozin nitrasyonu
peroksidler Amino acil modifikasyonu

Baz modifikasyonlari;

8-
hidroksideoksiguanozin

Bitirozin olusumu

Sekil 1.6. Reaktif Oksijen ve Azot Tiirleri [29]
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1.1.9.2. Serbest Radikallerin Lipidlere Etkileri

Lipidler serbest radikallerin etkilerine kars1 en hassas olan biyomolekiillerdir.
Hiicre membranlarindaki ve gidalardaki kolesterol ve yag asitleri serbest radikallerle
kolayca reaksiyona girerek peroksidasyon iiriinleri olustururlar. Coklu doymamis yag
asitlerinin serbest radikaller etkisi ile oksidatif yikimi1 nonenzimatik lipid

proksidasyonu olarak bilinir ve zincir reaksiyonu seklinde ilerler.

Lipid peroksidasyonu organizmada olusan serbest radikallerin dzellikle OH
radiakalinin, membran yapisinda bulunan ¢oklu doymamis yag asitlerindeki (PUFA)
konjuge c¢ift baglardan bir H atomu ¢ikarmasiyla baslar (radikalik reaksiyonun
baslama asamasi). Bunun sonucunda yag asidi zinciri bir lipid radikali (L") niteligi
kazanir. Molekiil i¢i bir diizenleme ile daha kararli olan konjuge dienler olusur.
Aerobik sartlarda, konjuge dienin molekiiler oksijenle birlesmesi sonucu lipid
peroksil radikalleri (LOQO") olusur. LOO" olusumu o6nemlidir, ¢linkii membran
yapisindaki diger ¢oklu doymamus yag asitlerini etkileyerek, yeni lipid radikallerinin
(L") olusumuna yol acar. Kendisi de agiga ¢ikan hidrojen atomlarini alarak lipid
peroksitlere (LOOH) dontisiir. Ayrica membran proteinlerine de saldirabilir. Boylece
reaksiyon otokatalitik olarak devam eder. Bu lipid peroksidasyonunun ilerleme

asamasidir [24].

Lipid peroksidasyonu lipid peroksidlerinin aldehit ve diger karbonil
bilesiklerine yikilmasi ile sona erer (sonlanma basamagi). Yikildiklarinda, ¢ogu
biyolojik olarak aktif olan aldehitler olusur. Bu bilesikler ya hiicre diizeyinde
metabolize edilir veya ilk atak bolgesinden hiicreye difiize olup hiicrenin diger
boliimlerine hasari yayarlar. Ug veya daha fazla cift bag iceren yag asitlerinin
peroksidasyonu sonucu; lipid peroksidasyon seviyesinin indikatorii olarak kabul
edilen MDA olusur. Lipid peroksidasyonu, membran yapisina direk ve olusturdugu
reaktif aldehitlerle diger hiicre bilesenlerine indirek olarak zarar veren geri

doniistimsiiz bir olaydir [33].

Hiicre membranindaki ve intraselliiler membranlardaki lipid peroksidasyonu,
serbest radikallerin hepsiyle uyarilabilir ve redoks katalisti olarak gorev yapan gecis

metallerinin varliginda artar.
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Baglama: Coklu doymamig yag asidi (LH)

R'
& RH

/TN TV

Lipid radikali (L)

llerleme: /__\/__\/__\ Dien konjugat:

0.
l 0-0" _
/ \/ \/ \ Lipid peroksid radikali (LOO)
LH
0-0-H
I Lipid hidroperoksid (LOOH)

/N VT
1

Pargalanma firfinleri (aldehitler ve diger karbonil bilegikler, etan, pentan vs.)

Sekil.1.7. Lipid Peroksidasyonu Pargalanma Uriinleri [33]
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1.1.9.3. Serbest Radikallerin Proteinlere Etkileri

Proteinler serbest radikallere karsi ¢oklu doymamis yag asitlerinden daha az
hassastir, ancak proteinin aminoasit icerigine gore radikalik hasardan etkilenme
derecesi degisir. Triptofan, tirozin, fenilalanin, histidin gibi doymamis bag iceren ve
metiyonin, sistein gibi kiikiirt bulunduran aminoasitlere sahip proteinler serbest
radikallerden kolaylikla etkilenir [34]. Bunun sonucunda karbon merkezli organik
radikaller ve silfiir radikalleri olusur. Bu reaksiyonlar sonucu albiimin ve
immunoglobin G (IgG) gibi fazla sayida disiilfit bagi bulunduran proteinlerin tersiyer
yapist bozulur. Hemoglobinin ferro demiri (Fe+2) siiperoksit ve diger oksitleyici
ajanlarla oksitlenmeye duyarli olup, bunun sonucunda oksijen tasimayan

methemoglobin olusur [27].

at Protein baZ kanhrm
E O BE O E O
1 BT 11l
—_— = — o o— == — y —N=—C—=—
Lo ) P
H H OH H + O H O
H,O, l + H
B i B O B O
T v -H T - OH T
_H-{_-'-E-'_ "_ _h-l:-_‘—{_ .‘ _u-t.'-i.'_
1 I [ I | i |
H OH H O H OOH
Peptid bags kamhrua
g g
CHCHCHCHCHUHCH—CHUH
Sistein P-8SH - 5P
-~ OH

QH o Lizin  P-NH,

I 1]
i v " N L
CH:CHeCHACHCH.CHOCH=CHCH  ——  CHCHCHCH:CH-CHCH=CHCH

HM — P

Histidin P-His = OH 0
CHECHCERCHACHeCHCH— CHCH

Sekil 1.8. Protein ve Peptid Bagi Kirilimi [27]
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1.1.9.4. Serbest Radikallerin Niikleik Asitlere ve DNA’ya Etkileri

DNA serbest radikallerden kolay etkilenen bir hedeftir. Iyonize edici
radyasyonla olusan radikaller, DNA’y1 etkileyerek hiicre mutasyonuna ve 6liimiine
yolagabilirler. Aktive olmus nétrofillerden salinan H,O, membranlardan kolayca
gecebildigi i¢in hiicre ¢ekirdegine kadar ulasir burada olusan hidroksil radikali dort
DNA baziyla kolayca reaksiyona girerek baz modifikasyonlarina yol agar [28]. DNA

hasar1 onarilmazsa hiicre disfonksiyonuna ve hatta hiicre 6liimiine yol agabilir.

NH- NH o
H CH4
NtOH NﬁOH HNJ\J:OH
H H
O}\N S o)\N H O)\N S
H H H
sitozin glikol 5-hidroksi sitozin timin glikol
NH- 0
NZ N HN Ny
I{\)\l/LN%OH /Jﬁ\ | N>—C'H
NT N HNT N7 TN
8-hidroksi adenin 8-hidroksi guanin

Sekil 1.9. Serbest Radikallerin Niikleik Asitlere ve DNA’ya Etkileri [28]
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1.1.9.5. Serbest Radikallerin Karbohidratlara Etkisi

Serbest radikallerin karbohidratlar {izerinde polisakkarit depolimerizasyonu
ve Ozellikle monosakkarit otooksidasyonu gibi etkileri vardir. Monosakkaritlerin
otooksidasyonu sonucu meydana gelen siiperoksitler ve okzalaldehitler diyabet ve
sigara icimi ile ilgili patolojik olaylarda rol oynar. Okzalaldehitler ayrica DNA, RNA
ve proteinlere baglanabilme 6zelliklerinden dolayr antimitotik etki gosterirler.

Boylece kanser ve yaglanma olaylarinda da rol oynarlar.

Bag dokunun 6nemli bir mukopolisakkaridi olan hiyaliironik asit sinoviyal
stvida bol miktarda bulunmaktadir. Romatoit artrit gibi enflamatuar eklem
hastaliklarinda hiyaliironik asidin olusan serbest radikal tarafindan parcalandigi

gosterilmistir [35, 36].

Organizmada normal metabolizma sirasinda ve patolojik proseslerde serbest
radikaller iiretilir. Bu serbest radikaller hiicresel savunma mekanizmalar1 ile ortadan
kaldirildigi i¢in, ROT iiretimi antioksidan savunma sistemleri tarafindan
dengelenmektedir. Ancak bazen serbest radikallere metabolize olan toksinler, asiri
oksijen konsantrasyonuna maruz kalma, fagositik aktivasyondaki diizensizlikler, kotii
beslenme sonucu diyetle antioksidan etkili bilesiklerin yetersiz alimi gibi sebeplerle
hiicrede daha fazla reaktif oksijen tiirleri olusabilir. Hiicresel savunma
mekanizmalar1 vasitasiyla ortadan kaldirilandan daha fazla ROT olustugunda
“oksidatif stres” durumu ortaya ¢ikar. Oksidatif stres “oksidanlar ve antioksidanlar
arasindaki dengenin oksidanlar yoniine kaymasi ve hiicre hasarina yol agmasi” olarak
tanimlanir. Oksidatif stresin, ROT ’larin neden oldugu hiicre hasarlar1 olmak iizere
bircok hastaliga katkida bulundugu diistiniilmektedir. Yapilan pek cok calismada
tilseratifkolit [37], iskemi/reperfiizyon hasar1 [38, 39], arteroskleroz, yaslanma [40],
diabetes mellitus, Alzheimer hastaligi; Parkinson hastaligi [41, 42] sigara kullanimi
ve hava Kirliliginin neden oldugu rahatsizliklar ve KOAH [43] gibi akciger
hastaliklar1; ¢esitli kanser tiirleri; felg; hipertansiyon; romatoit artrit ve multiple
sklerosis gibi otoimmiin hastaliklar; alerji; astim; septik sok; inflamasyon; akut
pankreatit; yaslanmaya bagli molekiiler hastaliklar ve katarakt [44, 28, 24] gibi klinik
durumlara serbest oksijen radikallerinin katildigi belirtilmigtir. Ancak serbest

radikallerin hastaliklar tizerindeki 6nemi ve rolii incelenirken, serbest radikal
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olusumunun hastaligin nedeni mi, yoksa sonucu mu oldugunun ayrimina

varilmasinin 6nemi vurgulanmaktadir.

1.2. Antioksidanlar

ROT olusumu ve bunlarin meydana getirdigi hasar1 onlemek igin viicutta bircok
savunma mekanizmalar1 vardir. Bu mekanizmalar “antioksidan savunma sistemleri”
veya kisaca “antioksidanlar” olarak bilinirler. Antioksidanlar serbest radikalleri
notralize etmek i¢in karsilikli etkilesim halinde olan endergonik ve ekzergonik
kaynakli, ¢ok c¢esitli bilesiklerdir. Bu bilesikler gida kokenli antioksidanlar (C
vitamini, E vitamini, karotenoidler, lipoik asit gibi), antioksidan enzimler (SOD,
glutatyon peroksidaz, glutatyon rediiktaz gibi), metal baglayici proteinler (ferritin,
albiimin, laktoferrin, seruloplazmin gibi) ve bitkilerde yaygin sekilde bulunan cesitli

antioksidan fitonutrientlerdir.

“Antioksidan” terimi uluslararast1 kabul edilmis herhangi bir tanim ile
siirlandirilmamistir. Gidalardaki antioksidanlar “yaglar gibi kolaylikla okside
olabilen materyallerin oksidasyonunu Onleyebilen veya geciktirebilen kiiciik
miktardaki maddeler” olarak tanimlanmustir. Lipidlerin yani sira protein, DNA ve
karbohidrat gibi okside olabilen diger tiim bilesikleri de igeren diger bir tanim okside
olabilen substratlara kiyasla diisilk konsantrasyonlarda bulunan ve substratlarlarin
oksidasyonunu 6nleyen veya geciktiren maddeler” seklindedir [45]. Antioksidanlarin

oksidatif reaksiyonlara etkisi farkli sekillerde olabilir [46, 47]:

a) ROT olusmasini engelleyen sistemler: Demir ve bakir iyonlarini baglayan metal
selatorleri, mitokondride dogal olarak olusan ROT’lar1 indirgeyen mitokondriyal

sitokrom oksidaz gibi.

b) ROT’lar yakalayip noétralize eden antioksidanlar: Flavonoidler, a-tokoferol,
askorbik asit, metiyonin, iirik asit, B-karoten, indirgenmis glutatyon, mukus gibi. Bu
tiir antioksidanlar radikalik zincir reaksiyonunun baglamasini inhibe eder veya zincir

reaksiyonunun ilerlemesine engel olarak radikalik reaksiyonu sona erdirirler.
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¢) Olusan radikalleri detoksifiye eden sistemler: ROT’lar1 daha az toksik iiriinlere

doniistiiren enzim sistemleridir. Siiperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon peroksidaz,

glutatyon rediiktaz, glutatyon-S-transferaz ve glukoz-6-fosfat dehidrogenaz.

1.2.1. Antioksidanlarin Siniflandirilmasi

Antioksidanlarin smiflandirilmasi ¢esitlilik gostermektedir. Dogal (endojen

kaynakli) ve eksojen kaynakli antioksidanlar olarak smiflandirilabildigi [5] gibi

enzim ve enzim olmayan antioksidanlar [47] seklinde siniflandirmalar da mevcuttur.

Viicudumuzdaki antioksidan savunma sisteminde yer alan baslica elemanlar ise;

enzimler, metal iyonlarin1 baglayan proteinler ve suda ve yagda ¢6ziinen radikal

tutuculardir [48].

Tablo 1.1. Antioksidanlarin Smiflandirilmasi

Enzimler Radikal Tutucular Metala iyonlarin
Yagda ¢oziinenler | Suda c¢oziinenler | baglayan proteinler
Stiperoksid E vitamini C vitamin Ferritin (Fe)
dismutaz
Katalaz B-karoten Glutatyon Transferrin (Fe)
Glutatyon Bilirubin Urikasit Laktoferrin (Fe)
Peroksidaz
Glutatyon Ubikinon Sistein Albumin (Cu)
Rediiktaz
Glukoz-6-Fosfat Melatonin Miyoglobin (Fe)
Dehirdogenaz
Glutatyon S Flavonidler Mannitol Seuloplazmin (Cu)
Transferaz
Lipoik Asit
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1.2.2. Kaynaklarina Gore Antioksidanlar

Antioksidanlar kaynaklaria gore siniflandirildiklarinda endojen ve eksojen

olmak fiizere ikiye ayrilir. Bunlardan endojen antioksidanlar ise enzimatik ve

nonenzimatik olarak iki grupta incelenir.

Tablo 1.2. Kaynaklarina Gére Antioksidanlar

ENDOJEN
Enzimatik
Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px)
Glutatyon Rediiktaz (GSH-R)
Glutatyon-S-Transferaz (GST)
Hidroperoksidaz
Katalaz (CAT)
Peroksidaz
Mitokondriyal Sitokrom
(Solunum zinciri son enzimi)
Stiperoksid Dismutaz (SOD)

Nonenzimatik

Albumin

Askorbik asid (C vitamini)
Alfa- Tokoferol (E vitamini)
Beta-Karoten

Bilirubin

Ferritin

Glutatyon

Haptoglobin

Hemoglobin

Laktoferrin

Melatonin

Oksidaz|Toluen)

EKSOJEN
Albumin
Aneztezikler
Asetil Sistein
Besinlere Eklenenler
-BHA  (Biitilllenmis  Hidroksil,

Anilin)
-BHT (Biitillenmis Hidroksil
- Etoksiguin
- Fe Siiperoksid Dismutaz (SOD)
- Propil Gallat

- Sodyum Benzoat
Desferroksamin (Fe tutucu)
DMSO (Dimetil Siilfoksit)
Ebselen
Flavonoidler
Kalsiyum Kanal Blokerleri
Ksantin Oksidaz Inhibitorleri

- Allopiirinol

- Folik asid

-Oksipiirinal

- Pterin Aldehit
Mannitol
Probukol
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Retinoik asid Rekombinant

Seruloplazmin Antioksidan Enzimler (r-SOD)

Sistein Seriiloplazmin

Transferrin Steroid Yapida Olmayan Antienflamatuarlar
Ubikinol Troloks

Urat Taurin

1.2.3. Enzimatik Savunma

Hiicre i¢inde oksijenin metabolize edildigi her yerde, antioksidanlar oksijen
ara metabolitlerini azaltmak ic¢in hizli ve spesifik olarak calisirlar. Antioksidan
savunmada Oncelikli etkili olanlar enzimatik antioksidanlardir. Bunlar SOD, katalaz,

GPx ve glutatyon rediiktaz gibi enzimlerdir.
1.2.3.1. Siiperoksid Dismutaz (SOD)

SOD (EC 1.15.1.1), reaktifligi yiiksek olan siliperoksid serbest radikalini daha
sonra katalaz ve GPx tarafindan yok edilebilsin diye daha az reaktif olan hidrojen

perokside dontistiirtir.

SOD
O, +0y +2H" —» H,0, + O,

Sekil 1.10. Siiperoksid Dismutazin Hidrojen Perokside Dontisiimii [50]

SOD’mm bagka bir gorevi ise dehidratazlari (dihidroksi asid dehidrataz,
akonitaz, 6-fosfoglukano dehidrataz ve Fumaraz A ve B) siiperoksid serbest

radikalinden kaynaklanan inaktivasyona karsi korumaktir [49].

24




SOD’lar kofaktdrlerine gore diniikleer Cu, Zn igeren ve mononiikleer Mn, Fe
ve Ni icerenler olmak iizere dort sinifa ayrilmistir [50]. Cu/Zn-SOD agirlikli olarak
Okaryotlarin sitosollerinde, kloroplastlarda ve bazi bakteri tiirlerinde, Mn-SOD

okaryot mitokondrisinde ve prokaryotlarda, Fe-SOD ise prokaryotlarda bulunur [51].
1.2.3.2. Mangan Siiperoksid Dismutaz

Mn-SOD, her bir altbiriminde bir mangan atomu igeren homotetramer (96
kDa) bir molekiildiir. Siiperoksidin iki asamali bozunmasi esnasinda Once Mn*,
Mn*?ye, sonra tekrar Mn*>’de Mn**’¢ déniisiir. Mitokondrideki solunum zinciri
oksijen radikallerinin baglica kaynagidir. Mn-SOD siiperoksid radikalini ¢ikarmada
gbrev yapan niikleer olarak kodlanmis primer bir antioksidandir [52]. Hiicresel Mn-
SOD igerigi kalp, beyin, karaciger, bobrek gibi yiiksek metabolik aktivitesi olan
dokularda daha fazladir.

1.2.3.3. Cu/Zn Siiperoksid Dismutaz

Cu-Zn SOD, 32 kDa agirliginda olup memelilerde en ¢ok karaciger, bobrek,
eritrosit ve santral sinir sisteminde bulunur. Iki protein altbirimi igerir ve her bir

altbirimde Cu ve Zn atomlar1 bulunur [53, 54].
1.2.3.4. Ekstraselliiler Siiperoksid Dismutaz

Ekstraselliiler SOD, tetramerik yapida, Cu ve Zn igeren bir glikoproteindir.
Heparin ve heparan siilfat gibi bazi glikozaminoglikanlara yiliksek afinitesi vardir.
Dokularda ve ekstraselliiler sivilarda bulunarak, plazma, lenf ve sinovial sivilardaki

SOD aktivitesinin 6nemli bir kismini olusturur [55].
1.2.3.5. Nikel Siiperoksid Dismutaz

Ni-SOD, Streptomyces sp. ve Streptomyces coelicolor’un sitosolik
fraksiyonlarindan saflastirilmistir. Herbiri 13.4 kDa’luk dort alt birimden olusmustur.
Amino asit kompozisyonu Fe-SOD, Mn-SOD ve Cu/Zn-SOD’dan farklilik gosterir
[56].
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1.2.3.6. Katalaz

Katalaz (CAT) (EC 1.11.1.6), 60 kDa’luk 4 altbirimden olusan HEM grubu
iceren tetramerik bir enzimdir. Bu nedenle, her bir molekiiliinde 4 ferriprotoporfirin
igerir ve molekiil agirligi 240 kDa’dur. Katalaz bilinen en etkin enzimlerdendir [57].
Peroksizomlarda lokalizedir ve SOD’un olusturdugu H,O,’i, katalaz peroksidazlarla
beraber su ve molekiiler oksijene pargalar. Katalaz aktivitesi eritrosit, bobrek ve

karacigerde yogundur [58].
CAT
2H,0p ——» 2H,0 + O,

Sekil 1.11. Katalaz Aktivitesi [57]

1.2.3.7. Glutatyon Peroksidaz (GPx)

Glutatyon peroksidaz (GPx) (EC 1.11.1.19), selenyum igeren ve g¢esitli
hidroperoksidlerin glutatyon ile indirgenmesini katalizleyerek memelileri oksidatif

strese kars1 koruyan bir enzimdir.
GPx
ROOH + 2 GSH —  ROH + GSSG + H,0

Sekil 1.12. Glutatyon Peroksidaz Aktivitesi [57]

GPx’in HyOz’e karst Km’i katalaza gore daha distiktir. Diisiik
konsantrasyonlarda H,O,’1 glutatyon peroksidaz pargalar, yiiksek konsantrasyonlarda

ise katalaz aktivite gosterir.
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1.2.3.8. Glutatyon-S-Transferaz (GST)

Glutatyon-S-transferazlar (GST) (EC 2.5.1.18), detoksifikasyon enzimlerinin
onemli bir sinifidir. GST’lar bir tripeptid olan glutatyonun lipofilik bilesiklerin
elektrofilik merkezlerine konjugasyonunu katalizleyerek, ¢6ziiniirliigiiniin artmasina
ve hiicreden salgilanmasina yardim eder. Oksidatif stres esnasinda,
makromolekiillerin in vivo yikilma iriinleri olarak olusan reaktif doymamis
karboniller, reaktif DNA bazlari, epoksidler ve organik hidroperoksidler gibi endojen
substratlar1 da igeren genis bir substrat spesifitesine sahiptirler. GST’ler dokular

oksidatif hasarlara ve oksidatif strese kars1 korumada hayati 6nem tasirlar.

1.2.3.9. Glutatyon Rediiktaz

Glutatyon rediiktaz (EC 1.8.1.7), yiikseltgenmis glutatyonu indirgenmis hale
geviren 2 alt birimden olusan bir dimerdir. Her bir altiinite NADPH baglayan alan,
FAD baglayan alan ve arayiiz alan olmak tiizere 3 yapisal alan igerir. Glutatyonun
indirgenme reaksiyonu sirasinda elektronlar siklikla NADPH’tan FAD’a transfer
edilir [58]. Bu nedenle NADPH serbest radikal hasarina karsi gereklidir ve major
kaynagi pentoz fosfat yoludur [59].

1.2.4. Non-Enzimatik Antioksidan Savunma

Non enzimatik antioksidan savunmada esansiyel mikronutrient bilesiklerin
onemli pay1 vardir. Askorbat (C vitamini), suda ¢dziinen 6nemli bir antioksidandir.

Indirgeyici giicii radikal ve radikal olmayan redoks reaksiyonlarinda kullanilir.
1.2.4.1. Tokoferoller ve Tokotrienoller (E vitamini)

Tokoferoller bir kroman halkast ve uzun doymus bir fitil zincirinden
olusurlar. Biyolojik membranlarin dogal bilesenlerindendirler. Membranlarda oksijen
radikallerinin ana temizleyicisidirler. Tokoferoller membranda ¢oklu doymamis yag
asidlerini koruyabilir ve diiz kas hiicreleri cogalmasin1 ve protein kinaz C aktivitesini

inhibe edebilirler.
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CHs
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CHs

Sekil 1.13. a-Tokoferol [59]

Rl
HO

RZ o
RE

Sekil 1.14. Tokotrienollerin Genel Yapisi [59]

1.2.4.2. Askorbik Asid (C Vitamini)

C vitamini veya L-askorbik asid suda ¢6ziinebilir ve birgok fizyolojik
sartlarda indirgenmis halde bulunur. Hiicredisi sivilarda en 6nemli antioksidandir
[60] ve antioksidan Ozelliginin yani sira birgok hiicresel aktiviteye sahiptir. C
vitaminin siiperoksidi, hidrojen peroksidi, hipokloriti, hidroksi radikalini, peroksi

radikallerini ve singlet oksijeni etkin bir sekilde yakalayabildigi gorilmistiir.

HO
Ho\/’-\?jifo
HO OH

Sekil 1.15. C Vitamininin Kimyasal Yapisi [60]

1.2.4.3. Karotinoidler

Karotinoidler bitkiler ve mikroorganizmalar tarafindan sentezlenebilen,

hayvanlarca sentezlenemeyen dogal pigmentlerdir. Karotinoidler tetraterpenoidlerin
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http://en.wikipedia.org/wiki/File:Tocotrienols.svg
http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/e/e7/L-Ascorbic_acid.svg

bir grubudur. ki smif karotinoid vardir; karotenler ve ksantofiller. Karotenler
hidrokarbon karotinoidlerdir, ksantofillerse hidroksil, metoksil, karboksil, keto veya
epoksi gruplart seklinde oksijen igerirler. Likopen ve B-karoten tipik karotenlerdir.

Yesil yapraklardaki lutein ve misirdaki zeaksantin ise ksantofildirler.

B-Karoten
T T T T ey T o X SN x x X x
Likopen
OH
ANV T "V VN N N
H
Lutein
OH
TR R RYTYY YY
HO

Zeaksantin

Sekil 1.16. B-Karoten, Likopen, Lutein ve Zeaksantin’in Kimyasal Yapis1 [63]
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Karotinoidlerin arteroskleroz, katarakt, yasa bagli kas dejenerasyonlar1 ve

multiple skleroz gibi ¢esitli radikal kaynakli hastaliklar1 6nledigi bildirilmistir.

Karotinoidlerin antioksidan aktivitelerinin peroksil radikallerini ve singlet
oksijeni tutmalarindan kaynaklanmaktadir [61]. Likopen, dogal Kkarotinoidler
arasinda en etkili singlet oksijen tutucularindandir [62]. B-karoten 6zellikle diisiik
oksijenden kaynakli gerilimlerde peroksil radikali tutucusudur. p-karoten, a-

tokoferolden daha diisiik antioksidan aktiviteye sahiptir.

Karotinoidler renkli meyve ve sebzelerde bulunmaktadirlar. Seftali, havug,
bal kabagi ve patates o ve B-karoten igerir. Domates, kavun ve greyfurt ise likopen
kaynagidir [63].

1.2.4.4. Polifenoller

Bitkilerde, fenolik bilesikler veya polifenollerin 8000°den fazla tiirii
bulunmaktadir. Fenolik bilesiklerin antioksidan, antimutajenik ve serbest radikal
giderme etkilerinin oldugu bildirilmistir. Epidemiyolojik calismalarda yiiksek
oranlarda fenolik bilesiklerin tiiketilmesinin kardiyovaskiiler hastaliklart ve belli

kanser tiirleri riskini azalttigin1 gostermistir [64].
1.2.4.5. Flavonoidler

Bitkilerin sekonder metabolitleri olan polifenolik bilesiklerdir. Giiniimiizde
bitkilerden izole edilen 4000’den fazla flavonoid bilinmektedir. Halka yapilaria
gore flavonoller, flavonlar, flavononlar, antosiyaninler, katesinler ve izoflavonoidler
olarak siniflandirilir. Flavonoidler ve diger bitki fenoliklerinin O;", lipid alkoksil
(RO), lipid peroksil (ROO’) ve NO' Radikallerini temizleme, Fe ve Cu selatlama, o-
tokoferol rejenerasyonu gibi fonksiyonlara katildig1 da bildirilmistir [65, 66].
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Sekill.17. Temel Flavonoid Yapisi [65]

Flavonoid ve fenolik antioksidanlar anomerik hidroksil grubundan lipid
radikallerine bir hidrojen atomu vererek lipid oksidasyonunu engeller. Bilesigin
yapist ile antioksidan kapasitesi iligkilidir, fenolik bilesiklerde -OH grubu sayisi,
flavonoidlerde B halkasinin 5-OH, 3-OH ve 4-OH gruplari olmasi antioksidan
aktivite lizerinde etkilidir [67, 68].

1.3. ENZIMLER VE GENEL OZELLIKLERI

Enzimler, hiicre ¢ogalmasi, enerjinin veya besinlerin ¢evreden alinmasi ve
enerjinin donligiimii, metabolitlerin tasinmasi ve kisaca metabolizma olarak
tanimlanan biitin hiicre fonksiyonlarinin gergeklestirilmesi i¢in gerekli olan
biyokatalizorlerdir [69]; biyokimyasal olaylarin viicutta yagam ile uyumlu bir sekilde

gerceklesmesini saglayan kimyasal ajanlardir [70].

Enzimler, canli hiicreler tarafindan biyolojik sartlarda sentez edilmektedir.
Fakat aktivite gostermeleri icin hiicre i¢inde bulunmalar sart degildir. Proteinlerin
onemli bir smifini olusturan enzimlerin peptid zincirleri halindeki temel yap:
elemanlar1 amino asitlerden olusur ve kendilerine 6zgii lic boyutlu yapilara sahiptir.
Bu ii¢ boyutlu tersiyer yapilar1 bu biyomolekiillere, baglanacaklar1 ve degisime

ugratacaklar1 substrat molekiillerini se¢gme 6zgiinliigii kazandirmaktadir.

Enzimler oldukga yiiksek diizeylerde reaksiyon hizlari gosterirler. Enzimlerle

katalizlenen reaksiyonlarin hizlar1 katalizlenmemis reaksiyonlara gore genellikle 10°-
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10" kat daha biiyiiktiir. Enzimler ¢ogunlukla fizyolojik pH degerlerinde, 100°C nin
altindaki sicakliklarda ve atmosferik basinglarda biyokimyasal reaksiyonlari

katalizler.

Enzimler degisime ugrattiklar1 substratlarina karsi ¢esitli diizeylerde 6zgiinliik
gosterir. Bir enzim, sade tek bir substrat iizerinde rol oynadiginda ve sadece tek bir
reaksiyonu katalizlediginde “tam spesifiklik” gosterir. Yani aktif bdlgeye
yerlesebilecek tek bir tiirden substrat molekiillerine baglanabilir. Baz1 enzimler genel
bir fonksiyonel gruba sahip olan bir sinif substrat iizerinde rol oynayabilirler ki bu,
“grup spesifikligi” olarak ifade edilir. Baz1 enzimler ise belirli bir tiirden kimyasal
baglara kars1 Ozgiindiirler, buna da “bag spesifikligi” denir. Enzimler hiicredeki
reaksiyonlarla yan iiriin olugturmazlar, reaksiyonlarin %100 verimle sonuglanmasini
saglarlar [71]. Enzimler reaksiyon sirasinda fiziksel degisiklikler gegirselerde,

reaksiyon tamamlandiginda tekrar kendi orijinal hallerine geri donerler [72].

Enzim + Substrat = Erzim - Substrat == Enzim + Uriin

@l@:@:@()ﬂ

Enzim Madde  Enzim -Substrat Enzim Tepkime
tsubstrat) kompleksi Lriinkeri

Sekil 1.18. Enzim Substrat Iliskisi [72]

Enzimler, kimyasal reaksiyonlarin normalden en az milyon defa daha hizh
gerceklesmesini saglar. Katalizlenmemis bir reaksiyonun dengeye varmasi yavas

yavas olmasina ragmen enzimler varliginda denge birkag¢ saniyede saglanir.

1.3.1. ENZIiM INHIiBISYONU

Enzimlerin hem in vivo hem de in vitro aktivitelerinin baz1 bilesikler tarafindan
azaltilmasi ve hatta yok edilmesi olayma “inhibisyon” adi verilir. Buna sebep olan

bilesiklere de “inhibitér” denir. Enzim inhibitérleri, enzim aktivitesini azaltan ya da
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yok eden maddelerdir [73]. Inhibitdrler genellikle kiigiik molekiil agirliklarma sahip

bilesikler veya iyonlardir. Enzim inhibisyonu baslica iki sekilde meydana gelir.

1.3.2. Tersinir (Geri Doniisiimlii) Enzim Inhibisyonu

1.3.2.1. Kompetitif (Yarismah) Enzim inhibisyonu

Yarigmali inhibitor, siklikla yapisal olarak substrata benzeyen ve substrat gibi
enzime tersinir baglanma Ozelligi gosteren bir bilesiktir. Yarismali enzim
inhibisyonunda bir kompetitif inhibitor, enzimin aktif yeri i¢in substrat ile yarisir.
Enzimin aktif bdlgesine inhibitér baglaninca reaksiyon gergeklesmez. Inhibitdr aktif
bolgeyi isgal ederken substratin enzime baglanmasini onler. Inhibitér madde,
enzimin substrata olan ilgisini azaltir. Enzim-inhibitér (EI) kompleksi olusturmak
tizere enzim ile tersinir olarak birlesir. Buna bir 6rnek olarak siiksinat dehidrojenazin
malonik asitle inhibisyonu 6rnek verilebilir. Siiksinik asit, sitrik asit siklusu sirasinda
siiksinat dehidrojenaz ile ¢cok kolaylikla fumarik aside doniisebilir. Fakat ortamda
malonik asidin bulunmas1 formiil yap1 benzerliginden dolay1 bu doniisiimii yavaslatir
[73].

E+S =— ES

Sekil 1.19. Kompetitif Enzim Inhibisyonu [70]
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1.3.2.2. Nonkompetitif (Yarismasiz) Enzim inhibisyonu

Yarigmasiz enzim inhibisyonunun substratin konsantrasyonu ile iliskisi
yoktur. Yarigmasiz enzim inhibisyonunda hem substrat hem de inhibitér madde ayn
zamanda enzime baglanmaktadir. Enzime yarismasiz inhibitoriin baglanmasi substrat
baglanmasini bloke etmez. Inhibitdriin enzimin aktif yeri disinda bir yere baglanmasi
ile o enzimin molekiillerinin substratla reaksiyona girme hizinda bir azalma meydana
gelir. Yarigmasiz inhibisyonun en sik goriilen sekli, inhibitoriin enzimin yapisinda

bulunan fonksiyonel gruplarla, bu gruplarin yapisini bozmadan tersinir bir sekilde

birlesmesi halidir.

E4 8 — 1S > E + P

I I :

A1 / {/S> /7

i - =@

El + S —— ESI 3
o | @
s S T
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Sekil 1.20. Nonkompetitif Enzim Inhibisyonu [70]

1.3.2.3. Unkompetitif (Yar1 Yarismah) Enzim Inhibisyonu

Bu enzim inhibisyonunda inhibitdr, enzim iizerinde substrain baglandig aktif
yerden ayr1 bir yere tersinir olarak baglanir; fakat nonkompetitif inhibitor serbest
enzime veya ES kompleksine baglanabildigi halde unkompetitif inhibitér yalnizca
ES kompleksi olustuktan sonra substratin enzime bagl oldugu aktif merkezden baska

enzimin aktif bolgesine tersinir baglanarak enzimi inaktive eder.
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Sekil 1.21. Unkompetitif Enzim Inhibisyonu [70]

1.3.3.Tersinmez (Geri Déniisiimsiiz) Enzim Inhibisyonu

Tersinmez enzim inhibisyonu, tersinmez inhibitdriin enzim iizerine bulunan ve
aktive icin esas olan bir fonkisyonel grubu yikmasi veya onunla tersinmez olarak
birlesmesi sonucu meydana gelir. Bu tip inhibisyonlarda aktif bolgeye kovalent
olarak baglanan inhibitor, enzim yapisini bozdugu i¢in geri doniisiim olmamaktadir.
Sinir uyarilarinin iletilmesinde 6nemli rol oynayan asetil kolinesteraz enziminin sinir

gazi zehirleri tarafindan inhibisyonu buna 6rnektir.

1.4. ELASTAZ ENZiMi

Elastazlar, bag dokunun 6nemli proteini olan elastini ayirma 6zelligine sahip
bir grup serin proteazlardir. Serin proteazlar katalitik mekanizmalar1 ayrintili bir
sekilde bilinen proteolitik enzimlerdir. Aktif bolgelerindeki serin (Ser) biriminden
dolay1 bu adla bilinirler ve ¢cogunlukla akcigerlerde, damarlarda, lenflerde ve deride

dagilmig durumdadirlar [74, 75].

Bag doku, nispeten az sayida canli hiicrenin ekstraselliiler matriks denen bir
ortam i¢ine dagilmasiyla olusmus dokudur. Bag doku, deri, tendonlar, ligamentler,
kikirdak ve kemikte yaygin olarak bulunur. Bag dokunun baglica gorevi, diger
dokulara destek olmaktir ki bu gorevini ekstraselliiler matrikste yer alan kollojen ve
elastin gibi fibriler proteinlerle yerine getirir [76]. Bag doku galaktoz ve mannoz

igerir. Bag dokunun 6nemli bazi proteinleri, kollojen, elastin, fibronektin, laminin ve
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proteoglikanlardir [76]. Kollojen tendonlarda, kikirdakta, kemiklerin organik
matriksinde ve goziin korneasinda Onemli miktarlarda bulunan basit, fibriler
skleroproteindir. Kollajen molekiillerinin en belirleyici 6zelligi, ii¢ polipeptid alt

biriminden olusan biikliimlenmis kangal olan {i¢lii sarmaldir.

Kollojenin yapisin1 olusturan fibriller ve fiberler, deride ve tendonlarda
birbirlerine paralel demetler halinde; akcigerlerde diizensiz bir sekilde; korneada
ortogonal tabakalar halinde; kikirdakta gevsek ag yapisinda; kemik ve diglerde fosfat

kristalleri i¢inde matriks olusturacak sekilde yerlesirler.

Kollojen bulundugu dokulara dayanuklilik verir, doku seklini korur ve
dokuya gerilme direnci salar. Kollojen kanin pitilagsmasinda etkilidir. Kan pihtis1 ile
etkileserek yara deligini kapatir, kan pihtis1 zamanla biiziildiigii halde kollojen lifleri
ag1 zedelenme yeri lizerinde yeni bir hiicre tabakasi gelisinceye kadar yaray: orter.

Kollojen yaralarin iyilesmesinde rol oynar.

Kollojen, kondroitin siilfatla 1:1 oraninda birleserek kikirdagi, 9:1 oraninda
elastin alarak tendonlari, kendinin 4 katindan c¢ok hidrate kalsiyum fosfat alarak

kemikleri olusturur; deride ise kendisi kadar dermatan siilfat ve 9:1 oraninda elastinle

birliktedir [76].

Sekil 1.22. Tropokollojen Uclii Heliks Yapis1 [77]
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Elastin fibroplast hiicreleri tarafindan iiretilen yapisal bir proteindir. Elastik
bag dokunun en onemli fibriler skleroproteinidir. Elastin proteininde iki bolim

vardir:

1. Hidrofobik Béliim: Molekiiliin esneklik 6zelliginden sorumludur.
2. Alfa-Heliksidal Boliim: Bol miktarda ¢apraz baglarmm olusumunu

saglayan lizin ve alanin amino asitlerini igerir [78].

Elastin fonlleni

Esneme ] lC—cwdr.c

Elastin molekuin

-‘E g % ‘,-"‘Capn: bag._ E

Sekil.1.23. Elastin Fibrilleri [76]

Elastinin molekiil agirligi yaklasik 68 kDa’dir ve yaklasik 750 amino asit
kalintisindan olusur. Bunlarin en basinda alanin, prolin ve glisin gibi hidrofobik
amino asitler bulunur. Bu ylizden de elastinin diger bir 6zelligi hidrofobik ve fibriller
protein olmasidir. Daha az miktarda olmasina ragmen lizin amnioasiti, proteinin

yapisinda biiyiik 6nem tasimaktadir.

Elastin yikimi, elastaz vasitasiyla gerceklesir. Pankreastan salgilanan
proelastaz tripsin ile aktive edilerek elastaza g¢evrilir. Elastaz, 6zellikle elastin i¢in
proteolitik bir proteazdir; valin ile alanin gibi alifatik yan zincirli amino aistlerin
karboksil ucundan molekiilii pargalar; desmozin ve izodesmozin i¢eren ¢apraz bagh
peptitler olusturur. Elastin, pepsin ile yavas hidroliz olur; ancak tripsin ve

Kimotripsin ile pargalanmaz [76].

Elastin proteininin bozulmasi veya yoklugu bazi hastaliklara yol acar. Williams

Sendromunda eksik olan 25 genden biri elastindir ve bu sendromda goriilen bag doku
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kardiyovaskiiler bozukluklara neden olur. Alfaj-antitripsin eksikligi, elastinin
proteazlar tarafindan yikimina ve akciger anfizemine yol agar. Marfan Sendromu
fibrillin geni FBN1’deki bir mutasyondan kaynaklanir, bunun sonucu meydana gelen

bir enflamasyon reaksiyonunda elastin molekiilleri proteolize ugrar [78].

1.5. TIROZINAZ ENZIiMi

Tirozinaz enziminin (EC 1.14.18.1) sistematik adi; 1,2-benzendiol: oksijen
oksidorediiktazdir. Tirozinaz ayni zamanda polifenol oksidaz, fenolaz, katekol
oksidaz, kresoz ve katekolaz olarak da bilinir. Tirozinaz ilk olarak 1856 yilinda
Schobenbein tarafindan mantar i¢inde kesfedilmistir [79, 80].

Tirozinaz ismi substrat olarak enzimin tirozin (monohidroksifenilalanin) ve

dihidroksifenilalanine kars1 spesifikligi nedeniyle verilmistir.

Tirozinaz bakir i¢eren bir enzimdir. Tirozinazin aktif merkezinde her biri {i¢
histidin amino asidi grubuna baglanmig iki bakir atomu bulunmaktadir. Aktif

merkezdeki iki bakir atomu iki tane oksijen atomu ile etkilesim halindedir.

Sekil 1.24.°de tirozinaz enziminin yapis1 degisik agilardan gosterilmektedir.
Bakir atomlar yesil renkte, molekill ylizeyi kirmiz1 renkte, aktif merkezdeki bakir

atomlart ile koordine olmus histidin amino asitleri mavi ¢izgi seklinde belirtilmistir

Sekil 1.24. Tirozinaz [81]
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Tirozinaz, nétral tampon ve oda sicakliginda oldukga kararlidir. pH>8, pH<5
ve yiiksek sicaklikta kararsizdir. Tirozinaz enzimi, fenolleri gidermedeki {istiin
yetenegi ile son yillarda arastirmacilarin dikkatini ¢ekmistir. Tirozinaz enzimi fenol

doniistimiinii, pH:7’de etkin bir sekilde katalizler [81].

Tirozinaz bir¢ok bitki dokusunda, baz1 mantarlarda, {iziim, seftali, ayva, elma,
pancar, patates, 1spanak gibi meyve ve sebzelerde ayrica bocek ve insanlarin da dahil
oldugu baz1 yiiksek yapili canlilarda bulunur. Yiiksek yapili bitkilerde enzim, bitki de
bocek ve mikroorganizma ataklarmma olanak tanimayan ve kurumayi onleyici bir
melanin tabakasi olusturur. Tirozinaz boceklerde dis iskeletin sertlesmesine yardimci
olurken, 6te yandan mikroorganizmalara karsi, onlar1 sentezledigi melanin igerisine
hapsederek koruma sagladig ileri siiriilmiistiir. Insanlarda ise tirozinaz cildin, sagin

ve gbzilin pigmentasyonundan sorumludur [82, 83].

Gerek aritim gerekse gida, saglik ve kozmetik endiistrisinde olsun tirozinazin
giinimiizde bir¢ok uygulama alan1 vardir. Tirozinaz, meyve ve sebzelerin
islenmesinin ardindan enzimatik kararmaya ve buna bagl olarak maddi kayiplara yol
acmast nedeniyle, ilk olarak gida sektoriine yonelik arastirmalar yapan
arastirmacilarin ilgisini ¢ekmistir. Bu alandaki arastirmacilar hasat ve isleme sonrasi

enzimin aktivitesini minimuma indirebilmek i¢in bir¢ok arastirma yapmislardir.

Cogu tarimsal kokenli gida maddesi tirozinaz igerigi nedeniyle enzimatik
kararmaya maruz kalir ve bunun sonucunda iiriiniin kalitesi diiser. Ozellikle meyve
ve sebzelerin islenme silirecinde O, temasina neden olabilecek herhangi bir durum,
tirozinaz aktivitesine bagli olarak kararmaya yol agmakta ve maddi kayiplara neden
olmaktadir. Bu nedenle, gida sektorii i¢in cesitli inhibitorler kullanarak tirozinaz
enziminin aktivitesinin kontrolii ve buna baglh olarak enzimatik kararmanin
onlenmesi olduk¢a 6nemlidir. Tirozinaz aktivitesini inhibe etme yetenegine sahip
bircok bilesik bilinmesine karsin, bu inhibitorlerin enzimatik kararmayi kontrol
edebilme yetenekleri inhibitor, substrat ve O, konsantrasyonuna, pH’a, sicakliga ve
enzimin kaynagina bagl olarak farklilik gosterir. Tirozinaz, siyaniir, karbon

monoksit, sodyum dietil-ditiyokarbamat, tropolon, 2-merkaptobenzotiyazol gibi
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cesitli ajanlar tarafindan inhibe edilebilmektedir. Ayrica, tuzlarda dahil olmak iizere,
bazi inorganik iyonlar da tirozinazi inhibe edebilmekle birlikte; NaCl hari¢ bu
bilesiklerin bir¢ogu toksik olduklarindan, kullanimlari sinirhidir. Taze soyulmus
sebze ve meyvelerin kararmasim1i Onlemek icin kullanmigli olan NaCl, diisiik

konsantrasyonlarda zay1f bir inhibitordiir [84, 85].
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2. MATERYAL VE METOD

2.1. Deneylerde Kullanilan Cihazlar

Buzdolab1 : Argelik

Destile Su Cihazi : Niive-NS-108

Etliv : Binder

pH Metre : Butech

UV-VIS Spektrofotometre : T80+PG Instruments
Terazi : Schimadzu AUx220
Hassas Terazi : Sartorius
Ultrasonikasyon : Selecta

Su Banyosu : Memmert

Otomatik Pipetler : Brand Pipetleri

2.2. Deneylerde Kullamlan Kimyasal Maddeler:

Triazol bilesklerinin ¢ozmek i¢in ¢oziicii olarak dimetil siilfoksit (DMSO)
(MERCK) kullanildi. Deneylerde tampon ¢ozelti olarak fosfat tamponu,
hidroksimetil aminometan (Tris) (MERCK) ve hidroklorik asit (HCI) (MERCK) yine
¢ozeltilerde kullanilmak tizere Metanol (MERCK) kullanildi. Deneylerde substrat
olarak N-siiksinil-ala-ala-ala-p-nitroanilit (STANA) (SIGMA) ve L-Tirozin;
aktivitesi tayin edilecek enzimler olarak ise elastaz (SIGMA) ve tirozinaz (SIGMA)
kullanildi.
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2.3. Deneylerde Kullanilan Organik Maddeler

Bu calismada, Giresun Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Kimya Béliimii
Organik Kimya Anabilim Dali’nda Yrd.Dog¢.Dr. Hakan BEKTAS tarafindan ilk defa
sentezlenen 1,2,4-Triazol Schiff Bazi bilesiklerinin antioksidan aktiviteleri, yan1 sira

anti-elastaz ve anti-tirozinaz aktiviteleri incelendi.
Deneylerde kullanilan bilesiklerin adlar1 ise soyledir:

1—1,2-di-[3-fenil-5-siklopropil-4-(2-oksi-benzilidenamino)-4H-1,2,4-triazol-4-

il]-etan

2—1,2-di-[3-fenil-5-siklopropil-4-(2-oksi-benzilamino)-4H-1,2,4-triazol-4-il]-

etan

3—1,4-di-[3-fenil-5-siklopropil-4-(2-oksi-benzilidenamino)-4H-1,2,4-triazol-4-
il]-biitan

4—3-fenil-5-siklopropil-4-(p-bromofenilidenamino)-4H-1,2,4-triazol

5—1,4-di-[3-fenil-5-siklopropil-4-(2-oksi-benzilamino)-4H-1,2,4-triazol-4-il]-
biitan

6— 3-fenil-5-siklopropil-4-(p-bromofenilamino)-4H-1,2,4-triazol

7—3-fenil-5-siklopropil-4-(2,4-diklorofenilidenamino)-4H-1,2,4-triazol

8—4-Amino-3-fenil-5-siklopropil-4H-1,2,4-triazol

9— Etil siklopropionat benzoilhidrazon

10— 3-fenil-5-siklopropil-4-(2,4-diklorofenilamino)-4H-1,2,4-triazol.

2.3.1. 1,2,4-Triazol Schiff Baz1 Bilesikleri

1880’li yillarda tarafindan bilim diinyasina tanitilmis ve bu konuyla ilgili
caligmalar giintimiize kadar yogun bir sekilde sliregelmistir. Bes {iyeli bir halkada ii¢

azot atomu iceren sistem “triazosiklopentadien” veya kisaca “triazol” olarak bilinir.

Heteroatomlarin halkadaki durumlarma gore; 1,2,3-(visinal triazol) 1,2,4-
(asimetrik, asim-triazol) ve 1,3,4-(simetrik, sim-triazol) olmak {izere birbirine izomer

ti¢ triazol halkas1 mevcuttur [86].
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1,2,4-triazol renksiz kokusuz ve kristal yapili bir bilesiktir. 120°C’de erir ve
260°C’de kaynar, zayif bazik karakter gosterir.

Triazol ¢ekirdegi iceren herhangi bir dogal bilesige rastlanmamistir. Ancak
triazol yapisi pek ¢ok dogal bilesigin yapisinda bulunan ve bazi onemli fizyolojik
olaylarda rol oynayan (histamin, histidin, B12 vitamini gibi) maddelerin yapisinda
bulunan imidazoliin bir izoesteri sayilabilir. Buna ¢arpici bir 6rnek vermek gerekirse,
histamindeki imidazol halkas1 yerine biyoizoester olarak triazol c¢ekirdeginin
getirilmesiyle elde edilen bilesikte de histamine benzer etkiler gbézlenmistir [87].
Diger onemli bir 6rnek de, Onemli antifungal ila¢ grubunu olusturan 1-siibstitiie
imidazol tiirevinde imidazol yerine triazol’iin getirilmesiyle yine etkili antifungal
bilesiklerin elde edilmesidir [88]. Flukonazol tedavide kullanilmakta olan dnemli anti

fungal bir ilagtir.

Literatiirde 1,2,4-triazol halka sisteminin biyolojik aktivitesi iizerine ¢ok sayida
calismaya rastlanmaktadir. Yapilan bu calismalarda bu halka sisteminin
mikroorganizmalara kars1 onleyici [89], ates diisiiriicii [90], agr1 kesici [91], hiper
tansiyon Onleyici [92] ve virlis enfeksiyonlarina karsi direngli [93] olmak tizere
bir¢ok biyolojik aktivite oOzellikleri oldugu goézlenmistir. Bununla beraber 1,2.4-
triazoller ve Dbunlarin tiirevlerinin  antikonviilsan, antifungal, antikanser,
antiinflamatuar ve antibakteriyel 6zellikler gibi ¢esitli biyolojik aktiviteler ile iligkili
oldugu bulunmustur. Bu nedenle 1,2,4-triazol halkasi i¢eren ¢esitli bilesikler 1y1 birer
ilag olarak bilinir. Ornegin; varazole, letrozole, anostrozole gibi non-steroidal ilaglar
kanser tedavisinde kullanilirken fluconazole antimikrobial bir ila¢ olarak kullanilir.
Ayrica son yillarda 1,2,4-triazol tlirevleri ve bunlarin indirgenmis bazi schiff bazi

tiirevlerinin de farmakolojik aktivitelere sahip oldugu tespit edilmistir [94].
e SHIFF BAZI

Bu bilesikler, ilk defa 1864 yilinda Hugo Schiff tarafindan sentezlendiginden
Schiff bazlari olarak anilmaktadirlar. Koordinasyon kimyasinda sik karsilagilan
ligandlardandir. Bu ligandlar, karbonil bilesiklerinin, 6zellikle aldehit ve ketonlarin,
primer aminler ile kondenzasyonu ile olusurlar. Imino grubunun (C=N) karbon veya
azot atomlarma baglanan R gruplart alkil, aril substituentleri veya hidrojen atomu

olabilir.
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Schiff bazlar literatiirlerde karsimiza degisik adlarla cikabilirler. iminler,
azometinler, aldiminler, ketiminler, Schiff baz1 bilesiklerini belirtmek i¢in kullanilan

diger isimlerdir.
2.3.2. Triazollerin Hazirlanisi

Sentezlenen triazol Schiff bazi bilesiklerinin  DMSO’teki stok ¢ozeltileri
hazirlandi. Hazirlanan stok ¢ozeltilerden belirli oranlarda seyreltmeler yapilarak
antioksidan, anti-elastaz ve anti-tirozinaz aktiviteleri spektrofiotometrik olarak tayin
edildi.

2.4. DPPH Radikal Giderme Aktivitesi Tayini

Bilesiklerin DPPH radikal giderme aktivitesi, Brand-Williams ve arkadaslar1 [95]
tarafindan gelistirilen metoda gore 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH) radikali
kullanilarak tayin edildi. DPPH’nin metanoldeki 20 mg/L ¢ozeltisi giinliik olarak
hazirlandi. Hazirlanan bu ¢6zeltiden 1,5 mL alind1 ve {lizerine her bir 6rnekten 0,75
mL ilave edildi. Standartlar da ayni sekilde islem uygulandi. 30 dakika karanlikta
bekletildikten sonra kore karst 517 nm’de absorbanslar okundu ve asagidaki formiile

gore hesaplamalar yapildi.

DPPH Radikal Giderme Aktivitesi (%) = [(Ao-A1) / (Ao)] x 100
Ao = Kontrol absorbans degeri

A; = Ornek veya standardin absorbans degeri

2.5. Demir Indirgeme Giicii Tayini

Bilesiklerin indirgeme giicii tayini Oyaizu [96] metoduna gore yapildi. pH’1 6,6
olan 0,2 M fosfat tamponu ortaminda %1’lik potasyum ferrisiyaniir eklenerek su
banyosunda 50°C’de 30 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra %10’luk TCA
(Trikloroasetik asit) ilave edilip 3000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Cozeltinin

iist fazindan alinip, % 0,1’lik FeCl; ilave edilecek ve 700 nm’de absorbanslar kore
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karsi okundu (Standartlara da ayni islemler uygulandi). Sonug¢ absorbans

konsantrasyon grafigi ve tablosu olarak yorumlanda.

2.6. ABTS Radikal Giderme Aktivitesi Tayini

Bilesiklerin ABTS giderme aktivitesi Aruoma ve arkadaslar1 [97] tarafindan
gelistirilen metoda gore tayin edildi. 7,4 mM ABTS (2,2’-azino-bis (3-
etilbenzenothiazoline-6-siilfonik asid) ve 2,6 mM potasyum persiilfatin sudaki
cozeltileri karistirilip oda sicakliginda 12-16 saat karanlikta bekletildi. Bu karisimdan
1 mL almacak iizerine 60 mL metanol ilave edildi. Bu ¢ozeltinin absorbans1 734
nm’de spektrofotometrede metanole karsi okundu. Hazirlanan metanolli ABTS
¢ozeltisinden 2850 pL alinir, tizerine 150 plL ornek veya standart ¢ozeltilerinden
ilave edildi. 2 saat karanlikta bekletildikten sonra 734 nm’de kore karsi absorbans

degerleri okundu. Asagidaki formiile gére hesaplamalar yapildu.

ABTS Radikal Giderme Aktivitesi (%) = [(Ao-A1) / (Ao)] x 100
Ay = Kontrol absorbans degeri

A; = Ornek veya standardin absorbans degeri

2.7. CUPRAC Yontemiyle Serbest Radikal Giderme Aktivitesinin

Olciilmesi

Bilesiklerin CUPRAC tayini, Ozyiirek ve arkadaslarmin [98] gelistirdigi metoda
gore yapilacaktir. Once 250 uL sulu Cu (II) kloriir ¢ozeltisi, alkolde hazirlanmig 250
uL neokuproin ¢ozeltisi ve 250 pL sulu amonyum asetat tamponu (pH’1 7,0) eklenip
vortekste karistirildiktan sonra iizerine tayin edilecek drnek ve standart ¢ozelti ilave
edildi. Bunu takip eden 30 dakika sonunda, igerisinde antioksidan bulunmayan
referansa karst 450 nm’de absorbanslar 6l¢iildii. Sonug, absorbans konsantrasyon

tablosu olarak yorumlandi.
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2.8. Anti-Elastaz Enzim Aktivitesinin Olciilmesi

Elastaz inhibitorii etkisi, Ji-young ve arkadaglarinin [99] metodundan
yararlanilarak spektrofotometrik olarak tayin edildi. Calismamizda 6rneklerin farkli
konsantrasyonlardaki  ¢ozeltileri (DMSO’te) hazirlandi. Hazirlanan  farkli
konsantrasyondaki ¢ozeltilerden 0,05’er mL alindi. Uzerine elastaz enziminden 0,05
mL ilave edildi. Daha sonra 0,9 mL Tris-HCI tamponundan (pH: 7,8; 0,2 M) ilave
edildi. Kontrol ¢6zeltisi olarak 0,1 mL enzim ¢ozeltisi ve tizerine 0,9 mL Tris-HCI
karisimi ilave edildi. Hazirlanan bu karisim 15 dakika 37°C’de inkiibe edildi. Ornek
tiipleri ve kontrol ¢ozeltilerinin iizerine inkiibasyondan sonra 0,05 mL N-siiksinil-
(Ala)s-nitroanilide (STANA) ¢ozeltisi ilave edilecek ve 30 dakika 37°C inkiibe
edildi. 410 nm’de kore karsi absorbans degerleri okunup % inhibisyon degerleri

asagidaki formiilde absorbans degerleri yerine konularak hesaplandi.

% Inhibisyon = [(Ag-A1) / Ag] X 100
Ay = Kontrol absorbans degeri

A; = Ornek absorbans degeri

2.9. Anti-Tirozinaz Enzim Aktivitesinin Olciilmesi

Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan triazol bilesikleri, Vanni ve arkadaglarinin
anti-tirozinaz aktivite yontemine gore spektrofotometrik olarak yapildi [100]. Fosfat
tamponu (pH: 6,0) ortaminda L-tirozin substrati kullanilarak 490 nm’de okunan
absorbans degerlerinden % inhibisyon degerleri, asagidaki formiilde absorbans

degerleri yerine konularak hesaplanda.

% Inhibisyon = [(Ag-A1) / Ag] X 100
Ay = Kontrol absorbans degeri

A = Ornek absorbans degeri
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3. ARASTIRMA BULGULARI

Bu calismada ilk defa sentezlenen 1,2,4-Triazol Schiff Bazi Bilesiklerinin

antioksidan aktiviteleri, anti elastaz ve anti tirozinaz aktiviteleri incelendi.

3.1. DPPH Radikal Giderme Aktivitesi Sonuclari

1,2,4-Triazol Schiff Bazi1 Bilesiklerinin DPPH radikal giderme aktiviteleri %
inhibisyon olarak degerlendirildi ve BHA, BHT, Trolox ve Rutin ile serbest radikal
giderme aktiviteleri karsilastirildi. Bu degerler Tablo 3.1°de verildi. DPPH serbest
radikal giderme aktivitesinin 6 ve 8 bilesiklerinde en yiiksek oldugu goriildii.

Tablo 3.1. 1,2,4-Triazol Schiff Bazi Bilesiklerinin DPPH Radikal Giderme

Aktivitesi Sonuglari

Bilesikler | Konsantrasyo % Inhibisyon 1Cs0 Degerleri
n Degerleri* (nM)*
(ng/mL)

1000 8,09+0,40

1 2000 8,26+0,35 33,182+46,93
3000 8,53+0,08
4000 8,59+1,10
1000 9,81£3,19

2 2000 23,23+1,12 6677,47+77,17
3000 35,91+0,43
4000 45,91+0,26
1000 2,11+0,94

3 2000 2,61+0,24 2028,30+25,276
3000 8,86+0,36
4000
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6,56+2,36
1000 3,52+0,55
4 2000 2,96+0,39 1739,16+18452,54
3000 2,18+1,18
4000 4,97+1,18
1000 0,56+0,16
5 2000 1,00+0,31 76716,69+1008,64
3000 1,89+0,31
4000 3,50+0,39
1000 7,59£1,26
6 2000 17,08+4,26 11055,29+110,213
3000 29,58+0,79
4000 52,62+0,39
1000 0,44+0,31
7 2000 0,44+0,16 9299,64+6527,359
3000 0,50+0,08
4000 0,89+0,31
1000 40,37+0,24
8 2000 42,95+2,93 11221,25+980,001
3000 59,29+5,46
4000 67,17+0,08
1000 0,44+0,16
9 2000 0,67+0,15 57266,957+6571,6
3000 0,33+0,31
4000 0,83+0,08
1000 0,33+0,31
10 2000 1,72+0,39 3502,71+21418,54
3000 1,94+1,02
4000 6,36+4,75
10 33,35+3,23
BHA 20 45,71+0,83 162,275+25,44
30 56,10+2,12
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40 61,35+1,73
10 19,90+1,69
BHT 20 29,70+2,26 179,973+1,832
30 38,70+2,26
40 51,65+2,05
10 29,00+1,69
TROLOX 20 38,40+3,81 107,871+6,663
30 51,85+2,05
40 69,70+£0,70
10 30,502,54
RUTIN 20 42,00+0,42 551,965+159,24
30 52,45+1,62
40 59,95+1,76

* Standart sapma.

3.2. Demir Indirgeme Giicii Tayini Sonuclar

1,2,4-Triazol Schiff Bazi Bilesiklerinin Demir Indirgeme Giicii
konsantrasyona karsi absorbans tablosu olarak degerlendirildi ve BHA, BHT,
Trolox ve Rutin ile serbest radikal giderme aktiviteleri karsilastirildi. Bu degerler
Tablo 3.2.’de verildi. Demir indirgeme giicii radikal giderme aktivitesinin 8

orneginde en yiiksek oldugu goriildii.

Tablo 3.2. 1,2,4-Triazol Schiff Bazi Bilesiklerinin Demir Indirgeme Giicii
Aktiviteleri Sonuglari

Bilesikler Konsantrasyon Absorbans Degerleri*
(ng/mL)
1000 0,04+0,001
1 2000 0,040,002
3000 0,05+0,001
4000 0,06+0,004
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1000 0,03+0,005
2000 0,04+0,001
3000 0,05+0,001
4000 0,06+0,003
1000 0,03+0,004
2000 0,04+0,002
3000 0,05+0,002
4000 0,05+0,001
1000 0,040,004
2000 0,04+0,004
3000 0,05+0,002
4000 0,06+0,001
1000 0,03+0,002
2000 0,04+0,003
3000 0,05+0,003
4000 0,05+0,005
1000 0,060,002
2000 0,06+0,006
3000 0,08+0,007
4000 0,08+0,002
1000 0,04+0,002
2000 0,04+0,002
3000 0,05+0,001
4000 0,05+0,001
1000 0,32+0,021
2000 0,59+0,016
3000 0,74+0,032
4000 0,87+0,002
1000 0,12+0,013
2000 0,14+0,002
3000 0,160,004
4000 0,20+0,043

50




10 1000 0,05+0,004
2000 0,05+0,006

3000 0,06+0,001

4000 0,06+0,001

250 0,89+0,020

BHA 500 1,05+0,078
750 1,33+0,058

1000 1,47+,0523

250 0,72+0,004

BHT 500 0,81+0,028
750 1,10+0,007

1000 1,32+0,019

250 0,47+0,064

TROLOX 500 0,68+0,007
750 0,89+0,021

1000 1,00+0,011

250 0,59+0,004

RUTIN 500 0,71£0,018
750 0,84+0,035

1000 1,12+0,046

*Standart sapma
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3.3. ABTS Radikal Giderme Aktivitesi Tayini Sonuclari

1,2,4-triazol Schiff Bazi Bilesiklerinin ABTS radikal giderme aktiviteleri %
inhibisyon olarak degerlendirildi ve BHA, BHT, Trolox ve Rutin ile serbest radikal
giderme aktiviteleri karsilastirildi. Bu degerler ve 1Csq degerleri Tablo 3.3.’de verildi.
Demir indirgeme giicii radikal giderme aktivitesinin 8 6rneginde en yiliksek oldugu

gorilldii.

Tablo 3.3. 1,2,4-Triazol Schiff Bazi Bilesiklerinin ABTS Radikal
Giderme Aktiviteleri Sonuglari

Bilesikler Konsantrasyon % Inhibisyon ICso Degerleri
(ng/mL) Degerleri* (uM)*

1 1000 15,79+0,71
2000 20,43+0,20 | 24018,91+6830,185
3000 22,214+0,91
4000 25,07+1,11
1000 0,34+0,09

2 2000 6,55+1,85 11586,21+95,04223
3000 20,25+0,55
4000 25,50+0,70
1000 19,71+2,42

4 2000 22,57+1,21 64632,16+24777,64
3000 24,21+0,30
4000 26,71+0,20
1000 1,97+1,20

5 2000 3,36+0,91 38224,89+933,9749
3000 5,64+0,51
4000 9,29+0,81
1000 0,97+0,98

6 2000 3,32+0,57 48065,04+53,66526
3000 6,83+1,34
4000 11,68+1,28
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1000 23,82+2.46
7 2000 22,9240,39
3000 27,71+4,42 15079,36+2132,43
4000 28,69+4.61
1000 32,99+1,88
8 2000 78,96+2,46 6480,25+65,12453
3000 92,22+1,57
4000 94,17+0,79
1000 9,722+2,16
9 2000 12,083+5,50 40949,57+678,4548
3000 17,57+3,44
4000 26,53+0,40
1000 26,60+2,85
10 2000 22,85+6,97 8104,05+408,7219
3000 53,96+5,79
4000 72,36+4,52
25 42,80+2,62
BHA 50 55,20+2,12 199,184+3,962
75 88,70+0,42
100 97,95+0,35
25 45,90+3,25
BHT 50 58,05+1,90 144,833+10,326
75 84,15+2,89
100 91,25+1,62
25 21,35+1,48
TROLOX 50 41,50+1,69 262,501+0,240
75 59,50+1,13
100 69,35+1,20
25 40,00+1,83
RUTIN 50 50,80+0,28 62,8315+2,493
75 77,95+1,90
100 88,35+0,21
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3.4. CUPRAC Yontemiyle Radikal Giderme Aktivitesi Tayini Sonug¢lari

1,2,4-Triazol Schiff Bazi Bilesiklerinin CUPRAC metoduyla radikal giderme
aktiviteleri konsantrasyona karsi absorbans olarak degerlendirildi ve BHA ile serbest
radikal giderme aktiviteleri karsilastirildi. Bu degerler Tablo 3.7.’de verildi.
CUPRAC yontemiyle radikal giderme aktivitesinin 8 bilesiginde en yiiksek oldugu

goriildil.

Tablo 3.4. 1,2,4-Triazol Schiff Bazi Bilesiklerinin CUPRAC Yontemiyle Radikal

Giderme Aktiviteleri Sonuglari

Bilesikler Konsantrasyon Absorbans*
(ng/mL)

1000 0,13+0,003

1 2000 0,19+0,009
3000 0,32+0,062

4000 0,38+0,001

1000 0,24+0,019

2 2000 0,33+0,090
3000 0,58+0,024

4000 0,68+0,004

1000 0,12+0,061

4 2000 0,10+0,021
3000 0,15:+0,004

4000 0,26+0,090

1000 0,16+0,011

5 2000 0,23+0,020
3000 0,240,006

4000 0,26+0,001

1000 0,48+0,007

6 2000 0,53+0,007
3000 0,70+0,009

4000 0,76+0,012
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1000 0,13+0,021

7 2000 0,13+0,021
3000 0,27+0,042

4000 0,42+0,066

1000 0,81+0,001

8 2000 0,81+0,003
3000 0,81+0,007

4000 0,82+0,006

1000 0,15+0,001

9 2000 0,52+0,069
3000 0,29+0,003

4000 0,32+0,148

1000 0,27+0,024

10 2000 0,26+0,004
3000 0,35+0,488

4000 0,48+0,066

250 0,63+0,001

BHT 500 0,69+0,074
750 0,80+0,073

1000 0,86+0,004

*Standart sapma.
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3.5. Anti-Elastaz Enzim Aktivite Sonug¢lari

1,2,4-triazol Schiff Bazi Bilesiklerinin anti-elastaz enzim aktiviteleri %
inhibisyon olarak degerlendirildi ve ICsy degerleri hesaplandi. Bu degerler Tablo
3.5’te verildi.

Tablo 3.5. 1,2,4-Triazol Schiff Bazi Bilesiklerinin Anti-Elastaz Aktiviteleri

Sonuglari
Bilesikler Konsantrasyon % Inhibisyon 1Cs0 Degerleri
(ng/mL) Degerleri* (uM)*
0,0001 28,49+1,78
1 0,001 31,64+3,38 0,201+0,005699
0,01 38,28+1,60
0,1 45,69+0,54
0,0001 26,13£1,40
2 0,001 34,02+3,08 0,29541+0,0047716
0,01 37,96+1,08
0,1 41,31+1,15
0,0001 23,32+3,10
4 0,001 29,63+2,11 0,60956+0,047899
0,01 34,4242 .55
0,1 37,76+0,71
0,0001 2,30+0,23
5 0,001 4,25+0,94 1,341085+0,100105
0,01 5,94+0,44
0,1 8,94+0,11
0,0001 2,21+0,36
6 0,001 3,30+£0,91 2,783845+0,445428
0,01 4,51+0,58
0,1 7,67+0,41
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0,0001 15,89+2,08
7 0,001 16,99+2,49 2,38581+0,21845
0,01 19,55+2,80
0,1 20,96+1,79
0,0001 7,10+1,75
8 0,001 13,61+3,35 1,5757+0,082661
0,01 16,26£1,41
0,1 23,59+0,95
0,0001 8,68+0,66
9 0,001 10,74+0,87 3,562773+1,340179
0,01 12,66+0,15
0,1 15,49+1,84
0,0001 9,97+0,49
10 0,001 11,65+0,57 1,4448+0,208215
0,01 14,93+0,95
0,1 19,04+0,85
*Standart sapma.

3.6. Anti-Tirozinaz Enzim Aktivitesinin Sonuclari

1,2,4-Triazol Schiff Baz1 Bilesiklerinin anti-etirozinaz enzim aktiviteleri %

inhibisyon olarak degerlendirildi ve ICsq degerleri hesaplandi. Bu degerler Tablo 3.6’

da verildi. En yiiksek inhibisyon 1 bilesiginde goriildii.
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Tablo 3.6. 1,2,4-Triazol Schiff Bazi Bilesiklerinin Anti-Tirozinaz Aktiviteleri

Sonuglari
Bilesikler | Konsantrasyon % Inhibisyon 1Cs0 Degerleri
(ng/mL) Degerleri* (uM)*
0,0001 0,67+0,54
1 0,001 12,36+1,59 0,2747+0,008697
0,01 17,11+1,42
0,1 31,82+0,81
0,0001 0,08+0,10
2 0,001 11,08+2,61 0,46255+0,025244
0,01 13,77+3,56
0,1 21,49+1,92
0,0001 4,62+0,727
4 0,001 10,06+1,632 0,41515+0,009829
0,01 17,34+1,532
0,1 35,57+0,908
0,0001 1,11+0,584
5 0,001 4,52+0,977 0,5575+0,083863
0,01 11,08+0,398
0,1 16,73+1,971
0,0001 2,44+0,985
6 0,001 9,18+1,310 1,15325+0,011667
0,01 11,90+2,886
0,1 17,00+1,085
0,0001 10,29+2,722
7 0,001 18,41+0,212 0,4449+0,272095
0,01 21,19+1,361
0,1 29,79+1,482
0,0001 13,92+1,059
8 0,001 17,760,716 1,4615+0,44972
0,01 23,32+1,421
0,1 28,89+3,599

58




0,0001 3,05+0,479
9 0,001 11,67+2,191 1,6981+0,284964
0,01 16,62+1,418
0,1 19,65+0,981
0,0001 3,18+0,665
10 0,001 11,36+1,678 0,89415+0,049285
0,01 15,92+2,389
0,1 21,63+0,579
*Standart sapma.
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4.  TARTISMA VE SONUC

Serbest radikaller; bir veya daha fazla eslesmemis elektrona sahip, kisa
Omiirli, kararsiz molekiil agirliklart diisiik ve ayni1 zamanda reaktif olan atom grubu
veya molekiiller olarak tanimlanir. Asir1 oksidatif stres, selliiler antioksidan-oksidan

dengeyi bozar [101].

Serbest radikallerin antioksidanlar tarafindan siipiiriilmesi miimkiindiir. Son
zamanlarda yaygin olarak antioksidan aktiviteye sahip maddelerin terapotik ajan
gelisimi ele alinmaktadir. E ve C vitaminleri, flavonoidler, B-karoten, ubikinon,
lipoik asit, indirgenmis glutatyon gibi bazi vitamin ve kimyasal maddeler enzimatik
olmayan antioksidan sistemlerdir [102]. In vitro ve in vivo ¢alismalarinda 6zellikle C
ve E vitamini eser elementler ve mineraller gibi mikro besin maddelerinin oksidatif

strese karsi koruyucu etkileri tanimlanmistir.

Bazi hastaliklarin 6nlenmesinde toplumlarin gida aliskanliklarinin 6nemli
rolii oldugu gozlenmistir. Bu konuda yapilan bilimsel bir ¢alismada, gida olarak
kullanilan bazi iriinlerin saglik tlizerine yararli etkileri oldugunu dogrulanmustir.
Bunun sonucu olarak gida olarak kullanilan bazi {iriinlerin bir kism1 besin destegi
olarak tibbi amagclarla pazarlanmaya baslanmistir. Kiiresellesen diinyada insanlarin
ve toplumlarin uzayan yasam siiresinin yani sira nitelikli yasam siirme ihtiyact 6n

plana ¢ikmugtir [103].

Yasam formlarinin pek c¢ogu i¢in esansiyel bir molekiil olan oksijenin
yasayan dokular icin toksik etkisi oldugu anlagilmaktadir. Oksijenin toksik etkisi,
oksidasyon tepkime sonucu olusan serbest radikaller ve diger reaktif oksijen
tiirlerinden kaynaklanmaktadir. Yapisinda eslesmemis elektron igeren ve son derece
reaktif olan bu molekiiller, baska molekiillerle reaksiyona girerek onlarin yapisini
bozmaktadir. Fazla miktarda serbest radikal olusumu membran lipidleri, hiicresel
proteinler, DNA ve enzimlerin oksidasyonuna neden olarak yikict ve oldiriicii
hiicresel etkilere neden olmaktadir. 35 yas iistii insanlarda goriilen patolojileri %95’ 1

serbest radikal olusumu ve birikimiyle ilgilidir [104].
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Niifusu hizla artmakta olan diinyada endiistrilesmenin yol actig1 baslica
sorunlardan biri de endiistriyel atiklardir. Bunlarin yani sira insan ve hayvan kaynakli
atiklar da diinyamiz ig¢in biiylikligi giderek artan bir sorun olusturmaktadir. Son
yirmi yil igerisinde atiklarin aritiminda enzimlerin kullanimina yonelik oldukga

dikkate deger caligmalar yiiriitilmiistiir.

Enzimler giinliik yasantimizda ©nemli rolii olan maddelerdir. Bugiin
enzimlerden; gida, ilag ve kimya endiistrisinde, dericilik, boya ve temizlik maddeleri
iiretimi gibi 6zel konularda, biyoloji ve biyoteknoloji bilim dallarinda, tip, tarim ve

veterinerlik alanlarinda yaygin olarak yararlanilmaktadir.

Deri ve cilt, insanlar ve hayvanlarin viicut ve doku tabakalarindan olusan bir
ortli sistemi organidir. Cilt bizi disartya karst koruyan bir bariyerdir. Ayn1 zamanda
viicut 1s1sin1 ve su dengesini korur, ¢esitli maddelerin ter yoluyla viicuttan atilimini
gerceklestirir [105]. Deri yaslanmasi, yasla birlikte deride olusan yapisal ve
molekiiler degisiklikler, genel durum ve tamir isleyisinin ilerleyen bir sekilde
azalmasi ve bozulmasidir. Deri yaslanmasi i¢sel ve dissal nedenlere bagli olarak
ikiye ayrilir. Icsel yaslanma genetik olarak programlanmis, kacimlmaz dogal bir
stiregtir. Cevresel faktorlerin etkisiyle daha hizli seyredebilir. Digsal deri
yaslanmasinda ise kas kaybi ve elastisite kayb1 gbzlenir. Fotoyaslanma olarak da
adlandirilan bu yaslanma daha ¢ok UV i1sinlarina maruz kalma sonucunda deride

gozlenen kronolojik yaslanma belirtilerinin abartilmis seklidir [106].

Gilines 1sinlart gibi UV 1smlarima maruz kalmak, sigara igmek ve c¢evre
kirliligi gibi ¢evresel faktorler ve dogal yaslanma siireci serbest oksijen radikallerinin
olusumuna katkida bulunmaktadir. Elastaz ve katepsin G gibi nétrofillerden salinan

proteazlar enflamasyon aktivasyonunu daha da arttirir [107].

Tirozinaz enzimi melanin olusumunda gorev almasi nedeniyle tibbi alanda
dikkatleri tizerine ¢ekmistir. Suda ¢dziinmeyen heteropolimer yapidaki melanin, 5,6-
dihidroksiindol ve 5,6-dihidroksiindol-2-karboksilik asit birimlerinden olusur ve
ozellikle kozmetik sanayinde giinesin ultraviyole 1sigindan korunmak amaciyla
tiretilir. Ayrica bazi kanser tiirlerinde kanserli hiicrede tirozinaz aktivitesinin oldukca

arttigi gozlenmis ve bu kanser tiirlerinin tedavisinde enzimin bu o&zelliginden
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faydalanilmasi glindeme gelmistir. Memelilerde tirozinazin aktif bicimi melanositler

icerisinde bulunan 6zellesmis sitoplazmik graniiller olan melanozomlarda yer alir.

Gerek tarim gerekse gida, saglik ve kozmetik endiistrisinde olsun tirozinazin
glinlimiizde bir¢ok uygulama alan1 vardir. Tirozinaz, meyve sebzelerin islenmesinin
ardindan enzimatik kararmaya buna bagli olarak maddi kayiplara yol agmasi
nedeniyle ilk olara gida sektoriine yonelik arastirmalar yapan arastiricilarin ilgisini
¢ekmistir. Bu alanlardaki arastirmacilar hasat ve isletme sonrasi enzimin aktivitesini

minimuma indirebilmek i¢in bir¢ok aragtirma yapmuislardir.

Bu ¢alismada ilk kez sentezlenmis olan 1,2,4-triazol Schiff bazi bilesiklerinin
antioksidan, anti-elastaz ve anti-tirozinaz aktiviteleri incelendi. Bilesiklerin
antioksidan aktiviteleri; DPPH radikal giderme tayini sonucunda en yiiksek 6 ve 8
nolu bilesikte, demir indirgeme giicii tayini sonucunda en yiiksel 8 nolu bilesikte,
ABTS radikal giderme tayini sonucu en yiksek 8 nolu bilesikte
(1C50=6480,25+65,13 uM), CUPRAC yontemiyle radikal giderme tayini sonucunda
en yiiksek 8 nolu bilesikte oldugu tespit edildi. Enzim aktiviteleri ise; Anti-elastaz
aktivite tayini sonucunda en yiiksek 1 nolu bilesikte (1C5,=0,201+£0,01 uM), anti-
tirozinaz aktivite tayini sonucunda ise en yiiksek 1 nolu bilesikte (IC50=0,2747+0,01
uM) oldugu goriildii.
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