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FLORESAN OZELLIiK GOSTEREN BAZI SENTETIK BILESIKLERIN
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Hacer BORA

Karamanoglu Mehmetbey Universitesi
Fen Bilimleri Enstittsu
Biyoloji Ana Bilim Dah

Damisman: Do¢. Dr. Gokhan Sadi
Eylul, 2019, 74 sayfa

Bu c¢alismada yeni sentezlenen karbonat iyonu sensori DHMC, Hg?* ve Fe®* sensorii
APICP ve tiyol grubu sensorii PDI/Arg bilesiklerinin antioksidan, antibakteriyel ve
sitotoksik etkileri arastirilmistir. Ayrica bu bilesiklerin antioksidan enzimler (zerine
etkileri ve canli hiicre sistemlerinde ¢esitli iyonlarm ve fonksiyonel gruplarin
tammlanmasinda  kullanilabilirlikleri arastiilmistir.incelen {i¢ bilesik igerisinde
antioksidan ozellikleri en yliksek olan bilesigin DHMC oldugu, DPPH radikal stpuricu
etkiler ve toplam antioksidan kapasite sonuglarindan anlagilmaktadir. APICP bilesiginin
toplam antioksidan kapasitesinin DHMC bilesigi ile benzerlik gosterdigi,PDI/Arg
molekilinidn ise yiiksek Ol¢lide indirgeme potansiyeline sahip oldugu bulunmustur.
Antimikrobiyel etkilerinin incelendigi ¢alismalarda DHMC bilesiginin test edilen
mikroorganizmalarin hepsi (zerinde kuvvetli etkisi oldugu, APICP bilesiginin
iseS.aureus, B.subtilis ve Salmonellagibi mikroorganizmalar (zerinde antibakteriyel
etkiye sahip oldugu belirlenmistir. Gergeklestirilen enzim kinetigi ¢alismalari, DHMC,
APICP ve PDI/Arg bilesiklerinin CAT enzimini karisik inhibisyon mekanizmasiyla doz
bagiml bir sekilde baskiladigini gostermistir. Ayrica, DHMC ve APICP bilesiklerinin
CDNB bagimli GST enzim aktivitesinde birer yarismali inhibitor, PDI/Arg bilesiginin ise
yarismasiz (non-competatif) inhibitér oldugu belirlenmistir. Iincelenen bilesiklerin hepsi,
biitlin konsantrasyonlarindaGSH bagimli GST aktivitesi i¢in Vmax degerini azaltirken,
gorece GSH Km degerini arttirmistir. Bu sonuglar ii¢ bilesigin de GSH bagimli GST
aktivitesini karigik tip yarismasiz inhibisyon mekanizmasi (uncompetatif) ile
baskiladigin1 gostermektedir. HepG2 ve MCF-7 hiicreleri lizerine gergeklestirilen
sitotoksisite ¢alismalarinda PDI/Arg bilesiginin oldukca yiksek sitotoksik etki (HepG2
icin 1Cs0:0,307 mM; MCF-7 igin ICs: 0,016 mM) gosterdigi bulunmustur. Calisma
kapsaminda ayrica biyosensor olarak kullanilabilecek bilesiklerin hiicre icerisindeki
cesitli iyonlari ve fonksiyonel gruplarin in vivo tayininde kullanilabilme potansiyelleri
floresan hiicre goriintiileme ¢alismalariyla ilk defa ortaya ¢ikarilmistir.

Anahtar Kelimeler: Biyosensér, Kumarin, Perilen, Antioksidan, Antimikrobiyal,
Sitotoksisite, Floresan goriintuleme.
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INVESTIGATION OF BIOLOGICAL ACTIVITIES OF SOME SYNTHETIC
COMPOUNDS HAVING FLUORESCENT PROPERTIES

Hacer BORA

Karamanoglu Mehmetbey University
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Department of Biology

Supervisor: Assoc. Prof.Dr. Gokhan SADI
September, 2019, 74 pages

In this study, antioxidant, antibacterial and cytotoxic properties of newly synthesized
carbonate ion sensor DHMC, Hg?* and Fe®* sensors and thiol group sensors PDI/Arg
compounds were investigated. In addition, the effects of these compounds on antioxidant
enzymes and their utility in the identification of various ions and functional groups in
living cell systems were determined. DHMC has the highest antioxidant properties among
the three compounds examined according to DPPH radical scavenging and total
antioxidant capacity results. The total antioxidant capacity of the APICP compound was
found to be similar to that of the DHMC. Besides PDI/Arg molecule had a high reduction
potential among the three compounds. In studies investigating antimicrobial effects,
DHMC has a strong effect on all microorganisms tested, and APICP has an antibacterial
effect on S. aureus, B. subtilis and Salmonella. Enzyme kinetics studies have shown that
DHMC, APICP and PDI/Arg compounds suppress CAT enzyme in a dose-dependent
manner with mixed inhibition mechanism. In addition, DHMC and APICP compounds
were found to be competitive inhibitors of CDNB-dependent GST enzyme activity and
PDI/Arg were non-competitive inhibitors. All of the compounds examined decreased
Vmax for GSH-dependent GST activity at all concentrations, while increasing relative
Km value for GSH. These results show that all three compounds suppress GSH-dependent
GST activity by a mixed-type uncompetitive inhibition mechanism. Cytotoxicity studies
on HepG2 and MCF-7 cells showed that the PDI/Arg compound exhibited a very high
cytotoxic effect (ICso: 0.330 mM for HepG2; I1Csp: 0.016 mM for MCF-7). Additionally,
the potential of the biosensor compounds for in vivo determination of various ions and
functional groups in the cell has been revealed for the first time by fluorescent cell
imaging studies.

Keywords: Biosensor, Coumarin, Perylene, Antioxidant, Antimicrobial, Cytotoxicity,
Fluorescent imaging.
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hlcrelerin parlak alan (c) ve floresan (d) gorintileri; 60 dakika boyunca 100 pM
PDI/Arg-Hg?" ile inkiibe edilmis hiicrelerin parlak alan (e) ve floresan (f) goriintiileri; 60
dakika boyunca 100 pM NEM ile 6nceden inkiibe edilmis ve daha sonra 60 dakika
boyunca 100 uM PDI/Arg-Hg?* ile inkiibe edilmis hiicrelerin parlak alan (g) ve floresan
(M) GOTUNTUIETT. 1.ttt 59
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1.GIRIS
1.1.Biyosensorler

Biyosensorler,biyolojik bir bilesigi algilayan veya biyolojik bir bilesik kullanilarak bir
maddenin kalitatif ve/veya kantitatif tanimlanmasini yapabilen sistemlerdir. Ayrica
Uluslararas1 Saf ve Uygulamali Kimya Birligi (IUPAC) tarafindankimyasal bir
bilesige karsi verilen biyolojik yanit1 termal, elektriksel ya da optik sinyallere
doniistiiren bilesikler ve cihazlarolarak tanimlanmistir (Sekil 1.1)(Kilig, 2011).Son
zamanlarda teknoloji gelisimi g6z oniinde bulunduruldugunda biyosensor tasarimlari
daha da hizlanarak gelismeye ve ilerlemeye baglamistir. Teknolojik ilerlemelerin
sonucunda; biyomedikal uygulamalar, gida giivenligi, tip, ¢evre kirliligi, eczacilik,
askeri uygulamalar gibi farkli bir¢ok alanda biyosensorlerin kullanimi artmigtir
(Tuylek, 2017). Canlilarin bulunduklar1 alanlarin degisimini ayirt ederek bu alanlara
cevap verme mekanizmalari, biyosensdrlerin gelistirilmesinde Onemli bir temel
olusturmaktadir(Tarimeri, 2019). Biyosensorler, hassas, hizli, tekrarlanabilir ve ucuz
analizlerin yapilmasini oldukg¢a kolay hale getirmesi agisindan olduk¢a umut verici

sistemler olarak ongorulmektedir(Fan ve ark., 2008).

elektroaktil — g  Elektrot ||
madde oo W4
o Yar iletken pH ——
PH dedisimi —m~  glo)troty \Elektnhmpsal
Sicaklk . termistor g simyal
dedisimi \
Igik — Foton sayat i
Sl e
dedisimi
e cihaz
Bivolojik
kl‘g:*m‘*l‘ Fiziksel kisim

Sekil 1.1. Biyosensorlerin yapist (Kilig, 2011).

1.2.Biyosensorlerin Simiflandirilmasi

Biyosensorler basitce iki bilesenli sistemlerden meydana gelmektedir. Biyosensoriin

birinci kismi; biyoreseptor (ligand) olarak adlandirilir ve ligand, hedef molekiiliin
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tutundugu biyolojik baglanma alanidir. Biyosensoriin ikinci kismi ise hedef molekile
baglanarak biyokimyasal/fizikokimyasal titresimleri yaptig1 6l¢iimle gozlenebilen ve
bu titresimleri elektronik sinyallere ¢eviren doniistiiriicli (transduser)’diir. Ligand ve
doniistiiriiciiniin ¢esidi ise biyosensoriin hangi sinifa ait oldugunu gostermektedir
(Thakur ve Ragavan, 2013). Biyosensorler, calisma prensipleri dikkate alinarak
biyoreseptori ve fiziksel transduserlerine gore iki farkli sinifa ayrilmaktadir (Sekill.2)
(Ozoglu, Unal ve Altutas, 2017).

BIiYOSENSORLER

BiYORESEPTORUNE GORE FiZIKSEL TRANSDUSERLERINE GORE |

1. Enzim Temelli 1. Elektrokimyasal Transduser
a. Spesifik Substratlann Katalitik | Patansiyometrik
Transformasyonlan (Tirozinaz fenol belirleyici b. Amperometrik

olarak kullaniimaltadir )

b. Hedef Analit Tarafindan Enzim Aktivitesinin
==Spesifik Inhibisyonu (Crgancfosfatlar
tarafindan inhibe edilen Asetilkolin Esteraz)

¢ Kofaktr Enzimin (HPR (Holding Period 2. Optik/ Optoelektronik —
Return) icin Mn(ll}) Modiilator Olarak a. Isik Bazli Patansiyometrik Sensdrler

Davranan Analiti Tarafindan Enzim b. Yiizey Plazmon Rezonans (SPR)
Aktivitesinin Etkilenmesi e UV-Gérinir Absorbans

d. Liminisans ve Floresan
e. Tam Ig Yansima (TIRF)

c. Kalorimetrik

2. Tum Hiicre Temelli
|__a. Hicresel Solunumun Genel inhibisyonu

b. Spesifik Katalitik Proteinin indikleyici Olarak 3. Piezoelektrik
Davranan Analiti —a. Quartz Kristal Mikroterazi

b. Yiizey Akustik Dalga Sensarii

3. Afinite Biyomolekiil Temelli X
a. Antikorlar 4. Termal Sensorler

~ b Reseptorler |_a. lzotermal Titrasyon Kalorimetrisi
c. Mikleik Asitler b. Palimer Film Rengindeki Is1 Hassasiyet

Degisiklig
Sekil 1.2. Biyosensorlerin siniflandiriimasi.

Optik biyosensorler, etkilesim sonucunda meydana gelen absorplanan ya da agiga
cikan 151k siddetinin Ol¢ililmesi temeline dayanan, absorpsiyon, floresans,
biyoliiminesans gibi temel prensipler ¢ergevesinde ¢alisan sistemlerdir (Tung, 2017).

Bu sistemler biyomedikal arastirmalar, saglik hizmeti, tibbi iiriinler, ¢evre izlenmesi,



ulusal giivenlik ve savas alanlar1 gibi genis uygulamalara sahip kuvvetli algilama ve
analiz cihazlaridir. Elektromanyetik parazitlerden etkilenmedikleri gibi uzaktan
algilama da yapabilmektedirler. Bu baglamda da tek bir cihazda c¢oklu algilama
potansiyeline sahiptirler (Fan ve ark., 2008). Optik biyosensorlerin avantajlari; ¢ok
hizli olmalari, sinyalin elektriksel ya da manyetik parazitlere karsi dayanikli olmasi ve
guclubilgi icermesidir. Optik transduserler; absorbans, floresan/fosforesans,
kemiliiminesans, reflektans, 1s1k sagilimi veya kirilma indisindeki degisimleri
olcebilmektedirler (Ozoglu ve ark., 2017). Optik biyosensor olarak smiflandirilabilen
floresans goriintiileme, canli sistemlerdeki biyoaktif turlerde goruntu elde etmek ve
antitiimor ilaclarin etkilerini izlemek gibi oldukca farkli kullanim alanlarina sahip

biyosensor uygulamalarindandir.
1.3.Kumarin

Kumarin, “benzopiran-2-on” ¢ekirdegine sahip, kapali ester yapisinda olan ve hetero
halkali (Sekil 1.3) oksijen bilesiklerinin basit yapisal birimlerine verilen bir addir.
Kumarinin IUPAC ismi 2H-kromen-2-on’ dur(Camur, 2005)

e O

s

Sekill.3. Kumarinin yapisi

Kumarin, vanilyaya benzeyen hos ve giizel kokusuyla bilinen bir fitokimyasaldir
(Goswami ve Hangirgekar, 2010). ilk defa 1822°de Vogel tarafindan, Tonka baklas:
(Semen Tonca) ismi verilen drogtan elde edilmistir(Smania, ve ark., 2008). Drog,
Giliney Amerika’da yetisen Fabaceae familyasindan Dipteryx odorata (Coumarouna
odorata) adli agacin kurutulmus giizel kokulu tohumlaridir. Tonka baklasi, lavanta,
tath yonca otu ve meyan kokii gibi ¢esitli bitkilerde; cilek, kiraz, kayis1 ve tar¢in gibi
birgok yiyeceklerde yaygin olarak bulunmaktadir (Mihaylov ve Trendafilova, 2006).
Cimler yeni bigildigi zaman ortaya ¢ikan hos kokunun sebebi de kumarindir. Ayrica
yapay aroma bileseni olarak da kullanilmaktadir(Seifi, Rabori ve Sheibani, 2013). Pek

cok kumarin ttrevinin hidroksil radikalleri, stiperoksit radikalleri veya hipokloroz asit
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gibi zararli serbest radikalleri kapsayan prosesleri engelleyici 06zellikleri
bulunmaktadir(Refat ve ark., 2009). Tibbi olarak kumarin glikozitlerinin
antibakteriyel, anti-fungal, anti-inflamatuar, anti-timér ve kan inceltici gibi farkli
ozelliklerinin de oldugu bulunmustur(Goswami ve Hangirgekar, 2010; Kulkarni, Patil,
ve Badami, 2009; Sma ve ark., 2008). Ayrica optik parlaklik verici ajan olarak,
floresans ve lazer boyar maddeleri olarak da kullanilmaktadirlar (Kulkarni, Patil ve
Badami, 2009).

1.4.Perilen

Perilen, bes halkadan olusarak CooHiokapali molekil formiline sahip, komdar

katraninda dogal olarak bulunabilen polisiklik aromatik diizlemsel bir hidrokarbondur

(Sekil 1.4).
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Sekill.4.Perilen molekiiliiniin yapis1

Perilenler, 1913 yilinda ilk kez Kardos(Kardos, 1913) tarafindan sentezlenmis olup
boyar Ozellikleri ve yiiksek derece foto-karaliliklart nedeniyle varil boyasi olarak
kullanilmaktadir(Lee ve ark., 1999). Perilen tiirevi bilesikler kirmizidan mora, saridan
kahverengiye-siyaha ¢ok fazla renk ve maksimumumderecede renk verme kabiliyetine
sahiptirler. Ozellikle Perilen-3,4,9,10-tetrakarboksilik asit diimit turevleri (PDI)
yiiksek konjugasyon 6zelliginde olan kromoforik boyalardir (Sekil 1.5).
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Sekill.5.Perilen dimit (a) ve bazi tiirevlerinin (b-c¢) molekiiler yapilari(Karuk-Elmas,
2019).

PDI, donor bir ¢ekirdege ve akseptor kabiliyeti olan karbonil gruplara sahiptir
(Aleshinloye, Bodapati ve Icil, 2015).Birbirinden farkli PDI tarevleri, imit bolgelere
ve yan gruplara modifikasyonu sonucunda meydana gelmektedir. Bu nedenle perilen
tirevlerinin her biri farkli fiziksel ve biyokimyasal 6zelliklere sahip olmaktadir. Imit
gruplarina azot atomu modifikasyonu gergeklestirilirse PDI’nin optik ve elektronik
oOzellikleri degismektedir. Bu durum PDI tirevlerinin ¢ozinurltklerini etkilemekte,
elektronik ve optik oOzelliklerinin yaninda fotofiziksel degisikliklere de neden
olmaktadir (Zhao ve ark., 2015). PDI turevleri ilk defa endistriyel boyalarda
kullanilmaya baslanmasina ragmen yiiksek kuantum verimleri, kuvvetli absorpsiyon
ozellikleri, giiglii yar iletkenlikleri, termal ve fotokararli Ozellikleri nedeniyle
glinimiizde foto elektronik cihazlar, boya lazerleri, giines pilleri, biyomalzemeler gibi

pek ¢cokalanda yer edinmistir(Saeed ve ark., 2015; Yu ve ark., 2013).

Perilen tlrevlerinden en fazla kullanilan perilen diimit (PDI) (Sekill.5), elektron alicisi
ve dondr Ozelliklerinden dolay1 oldukga popiilerdir. Perilen diimit tiirevleri gesitli
kullanim alanlari, yiiksek fonksiyonel kuantum verimleri(Dinalp ve ark., 2011; Dubey
ve ark., 2011)yiiksek molar emme katsayisi(Refiker ve Icil, 2011), yiiksek fotograf
stabilitesi ve goriiniir 151k 1s1masi altinda 1s1l kararlilik, yiiksek Kkimyasal
kararliliklariyla (Huang, Barlow ve Marder, 2011) pek ¢ok kullanim alanina sahiptir.
Hem simetrik hem de asimetrik perilen diimit tirevleri, boya hassaslastirilmis giines
pillerinde(Cukurovali ve Kirbag, 2006), organik 151k yayan diyotlarda, sivi kristal
ekranlarda, boya lazerlerinde(Jin ve ark., 2009), fotokopi makinelerinde, fotovoltaik



cihazlarda(Wang ve ark., 2011), pillerin sarj edilmesinde, floresan boyalarinda yaygin

olarak kullanilmaktadir.

Su ana kadar, literatirde Hg?" ve Fe3*(Tian ve ark., 2014; Sahin ve ark., 2016)
iyonlari1 belirleyen bazi1 floresan sensorler tanmimlanmistir. Ancak bildigimiz
kadariyla Hg®* ve Fe®* eszamanli tespiti i¢in kumarin tiirevi bilesikler heniiz
bildirilmemistir. Saglik ve cevresel etkileri nedeniyle Hg®* ve Fe3*iyonlarinin
eszamanli olarak belirlenmesi i¢in hassas ve segici bir sensor gelistirilmesi oldukca

Oonem teskil etmektedir.

1.5.Kumarin tiirevi bilesiklerin cesitli iyonlarin belirlenmesinde biyosensor

olarak kullanimlari

Karbonat iyonlar1 gibi anyonlarin, Hg?* ve Fe3* iyonlarmin belirlenmesi igin pek ¢ok
analitik yontem gelistirilmistir. Bildirilen bu yontemler arasinda, floresan molekiiler
algilama yontemleri, yiliksek hassasiyet, basitlik, diisitk maliyetli, hizl1 ger¢ek zamanli
izleme nedeniyle en fazla tercih edilenidir(Karuk-Elmas, 2019). Bu yontemler floresan
olusturma (a¢) ve floresan sondiirme (kapat) olarak iki farkli sekilde siniflandirilabilir.
Kumarin ve perilen tiirevi bilesiklerin ¢esitli anyon tiirlerinin, demir ve civa gibi agir
metallerin belirlenmesinde kullanildiklar1 ¢aligmalar giincel arastirma konulari

arasinda yer almaktadir.

Cesitli anyonlar arasinda karbonat iyonlari, 6zellikle jeolojik ve endUstriyel alanlarin,
farkli dallarinda yararlanilan 6nemli minerallerdendir(Chen ve ark., 2011; He, Liu ve
Xin, 2015). Atmosferik karbon dioksit, su olusturan karbonik asit ile reaksiyona
girdikten sonra bikarbonat ya da karbonata doniisiir ve genellikle karbonatlar olusur.
Kalsiyum karbonat, toprak, tebesir, kire¢tasi ve mermerin yapisinda bulunan
mineraller arasinda yer almaktadir. Ayrica plastik, yapistirict ve kagit gibi cesitli
endustriyel alanlarda genellikle tercih edilmektedir. Her ne kadar florir(Li ve ark.,
2017), asetat(Ni ve ark., 2016) ve siyanid (Jeong ve ark., 2016)dahil olmak Uzere
kolorimetrik ve floresans algilamaya dayanan birden fazla anyon sensorii gelistirilse
de, karbonat anyonunun florimetrik tespiti i¢in yalnizca birka¢ sensér mevcuttur.
Literattirde karbonat anyonu i¢in etkili reseptorlerin eksikligi goriilmesi nedeniyle yeni
karbonat floresan kemosensorleri gelistirmeye acil ithtiyag duyulmaktadir. Kumarin

tiirevleri, yiiksek kuantum verimi, biiyiik 6lgekli stok kaymasi ve fotograf kararlilig
6



gibi mikemmel floresan o6zellikleri nedeniyle floresan sensorler yaygin olarak

kullanilmaktadir (Biswas ve ark., 2016).

1.5.1. Kumarin turevi 7,8-dihidroksi-3-(3-klorofenil) kumarin (DHMC)

bilesiginin karbonat sensorii olarak kullanimi

Literatirde kumarin turevi floresan “ag-kapa” Ozeligine sahip karbonat sensori
bildigimiz kadariyla henliz bulunmamaktadir. Bu nedenle arastirma ekibimiz
tarafindan karbonat iyonlarma duyarli floresan “ag-kapa” 0Ozelliklerine sahip 7,8-
dihidroksi-3- (3-klorofenil), yani kisaca DHMC olarak tanimladigimiz bilesik Prof.
Dr. Ibrahim YILMAZ ve ekibi tarafindan ilk defa sentezlenmistir(Karuk Elmas ve
ark., 2018). Yeni sentezlenen ve karbonat sensorii olarak kullanilan bu bilesigin agik

formiilii Sekil 1.6’da gosterilmektedir.
HO Oo.__0O
O P

Sekill.6. Karbonat floresan senséri 7,8-dihidroksi-3- (3-klorofenil) kumarin (DHMC)
bilesiginin kimyasal yapisi.

CHj

DHMC bilesigi 500-600 nm ekzitasyon dalga boyu araliginda floresan o6zellik
gostermezken, CO32 ve HCO3™ gibi karbonat iyonlarmin varhginda floresan 1s1ma
yapmaktadir. Bu nedenle karbonat iyonlar1 i¢in floresan “ag-kapa” sensorii olarak

kullanilabilmektedir (Sekil.1.7).
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Sekil 1.7. DHMC bilesiginin karbonat iyonlar1 varliginda floresan spektrumunda
meydana gelen degisimler(Karuk-Elmas, ve ark., 2018).

1.5.2. Kumarin tdrevi 2-amino-4-fenil-6- (izookumarin-3-il)-3
siyanopiridine (APICP) bilesiginin demir ve civa sensorii olarak

kullanimi

Demir ve Civa metal iyonlarina duyarli floresan “ag-kapa” ozelliklerine sahip 2-
amino-4-fenil-6-(izookumarin-3-il)-3 siyanopiridine (APICP) bilesigi ilk defa Prof.
Dr. ibrahim YILMAZ ve ekibi tarafindan sentezlenmistir (Karuk Elmas ve ark., 2019).
Yeni sentezlenen ve Fe**/Hg?*sensorii olarak kullanilan bu bilesigin agik formiilii
Sekil 1.8a’da gosterilmektedir.
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Sekil 1.8.Fe®*/Hg?* floresan sensorii 2-amino-4-fenil-6- (izookumarin-3-il)-3
siyanopiridine (APICP) bilesiginin kimyasal yapisi (a) ve bu bilesiginin
Fe**'Hg?* iyonlar1 varhiginda floresan spektrumunda meydana gelen
degisimler (b) (Aex=355 nm, Aem=455 nm)

Ozgiin olarak ekibimiz tarafindan sentezlenen APICP bilesigi 355 nm eksitasyon ve

455 nm emisyon dalga boylarinda kuvvetli floresan 6zellige sahip bir bilesiktir (Sekil

1.8b). Bu bilesigin floresan &zellikleri Fe**/Hg?* iyonlar1 varliginda yok olmaktadir.

Bu nedenle APICP, Fe*/Hg?" iyonlar1 igin floresan “ag-kapa” sensorii olarak

kullanilabilecek nitelikte bir bilesiktir.

1.6.Biyolojik tiyol gruplarmin belirlenmesinde PDI tlrevlerinin biyosensor

olarak kullanimlar:

Sistein, homosistein ve glutatyon birgok hicresel ve fizyolojik stregte 6nemli
gorevleri olan biyotiyoller igerisinde yer almaktadir. Yuksek sistein seviyeleri
norotoksisiteyle iliskiliyken(Wang ve Cynader, 2001) diisiik sistein seviyeleri ise
biiylime geriligi, sa¢ ve cilt problemleri, karaciger hasari, 6dem ve kas zayiflig1 gibi
bircok hastaliga sebep olmaktadir(Shahrokhian, 2001). Ayrica, kan plazmasindaki
homosistein seviyelerinin artmasinin kardiyovaskiiler hastaliklar igin bir risk faktord
oldugu, gebelik komplikasyonlarinasebep oldugu ve osteoporoz riskini arttirdigi da
bilinmektedir(Refsum ve ark., 2004). Tiyollerin biyoloji ve
farmakolojidekioneminden dolay1, tespit edilme yontemlerinin gelistirilmesine
yonelik c¢aligmalar hizla artmaktadir. Biyolojik sistemlerdeki tiyollerin analizi
icinkullanilan klasik yontemler karmasik, pahali ve &6lgme sureci g¢ok zaman
almaktadir (Wei ve ark., 2013). Biyolojik sistemlerdeki, 6zellikle canli hiicrelerde ve

dokularda, glutatyon, sistein ve homosistein gibi tiyol gruplari iceren bilesiklerin,
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duyarl ve herhangi bir komplikasyon yapmayan yontemlerle tespit edilmesi, bircok
hastaligin  teshis ve tedavisini kolaylastiracaktir. Bu sebeple biyolojik
tiyolleribelirleyebilen yontemlerin gelistirilmesi son derece 6nemlidir(Jiang ve ark.,
2014).

1.6.1.Arg konjuge Perilen dimit turevi PDI/Arg bilesiginin biyolojik
tiyollerin tayininde biyosensor olarak kullanimi

Biyolojik tiyollerin (glutatyon, sistein, homosistein) tespiti i¢in kullanilabilecek
floresan ag-kapa sensorlerinden birisi de Prof.Dr. Ibrahim YILMAZ ve ekibi
tarafindan sentezlenen arjinin konjuge perilen diimit (PDI/Arg) bilesigidir (Sekil 1.9).
Bu bilesigin sentezi daha Onceden tanimlanan yontemle (Karuk Elmas ve ark.,

2018)gergeklestirilmistir.

PDI/Arg bilesigi ardisik olarak Hg?" iyonlarmi ve biyolojik tiyolleri (GSH, Cys ve
Hcy) taniyarak floresan karakteri degisen konjuge bir molekiildiir. Bu bilesigin 400-
450 nm arasinda floresan spektrumu, Hg®* iyonlar1 varliginda baskilanmaktadir.
Ancak, biyolojik tiyollerin (GSH, Cys ve Hcy) varliginda Hg?" tarafindan saglanan

soniimleme tekrar geri kazanilmaktadir (Sekil 1.10).
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Sekil 1.9.Biyolojik tiyollerin tayininde kullanilabilecek PDI/Arg (2S,2°S)-2,2’-
(1,3,8,10-tetraoxoanthra[2,1,9-def:6,5,10-d’e’f’]diisoquinoline
2,9(1H,3H,8H,10H)-diyl)bis(5-(3-nitroguanidino)pentanoic acid)
molekiiliiniin kimyasal yapisi.
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Sekil 1.10.PDI/Arg bilesiginin Hg?* iyonlar1 varliginda floresan spektrumunda
meydana gelen sonimleme (a) ve biyolojik tiyollerin (GSH, Cys ve Hcy)
uygulamasiyla floresan 1g1manin tekrar geri kazanilmasi (b).

Civa ve biyotiyollerin sirali olarak PDI/Arg tarafindan tespiti geri doniistimliidiir ve

birgok dongude tekrarlanabilmektedir. Ayrica PDI/Arg bir¢ok kez tekrar tekrar
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kullanilabilmektedir. Sonu¢ olarak, bu kompleks sulu ortamdaki biyotiyollerin

belirlenmesi igin floresan ag-kapa kemosensorii olarak gorev alabilen bir bilesiktir.
1.7.Serbest radikaller ve oksidatif stres

Serbest radikaller, bir veya daha fazla eslesmemis elektron bulunduran atom veya
molekiillerdir. Bu tip maddeler, ortaklanmamis elektronlarindan dolay1 oldukca
reaktiftir. Biyolojik sistemlerde en fazla elektron transferi sonucu meydana
gelmektedirler (Munne-Bosch ve Pinto, 2017). Serbest radikaller organik/inorganik
molekiiller seklinde pozitif yukli, negatif yUkli veya elektriksel olarak nétral
olabilirler. Cu** Fe®, Mn* ve Hg*’gibi gecis metallerinin de ortaklanmamis
elektronlari olmasina ragmen serbest radikal olarak kabul edilmezler (Wu, Kosten ve
Zhang, 2013).Ancak, bu iyonlar reaksiyonlari katalize etme yeteneklerinden dolay1
serbest radikal olusumunda da 6nemli rol oynamaktadir. Biyolojik sistemlerdeki en
onemli serbest radikaller, oksijen molekiiliinden meydana gelen radikallerdir. Serbest
oksijen radikali biyokimyasinda 6nemli rol oynayan maddeler oksijenin, siiperoksit,
hidrojen peroksit, gecis metallerinin iyonlar1 ve hidroksil radikalidir(Bajpai, Baek ve
Kang, 2017). Biyolojik sistemlerde serbest radikaller endojen (organizma tarafindan
sentezlenen)metabolik olaylarla meydana geldigi gibi ekzojen olarak (dis kaynakli)
organizmanin c¢esitli dis etkenlere maruz kalmasiyla da meydana gelir. Vicutta
mitokondrial elektron sizinti, solunumsal patlama, enzim reaksiyonlar1 ve
otooksidasyon reaksiyonlar1 endojen serbest radikaller kaynaklaridir(Halliwell, 2011).
Hava kirliligi, UV 1511, agir metaller, sigara dumani, giibre, radyasyon, asir1 fiziksel
egzersiz, ilag kullanimi, yaslanma gibi eksojen kaynaklar da serbest radikal tretimini
arttiran etmenlerdir(Ren ve ark., 2015; Wu ve ark., 2013). Neden olduklar
zararlarindan dolay1 kalp-damar hastaliklari, yashlik hastaliklari, katarakt, kanser,
bagisiklik sisteminde zayiflama, romatizmal hastaliklar, diyabet, Alzheimer ve sinir
sistemi hastaliklari gibi pek ¢ok hastaliga ya da hastaligin ikincil komplikasyonlarina
neden olurlar (Birben ve ark., 2012).

Reaktif oksijen tiirleri (ROS) canli hiicreler tarafindan normal hiicresel metabolizma
sonucu Uretilmektedir(Birben ve ark., 2012; Niu ve ark., 2018). Diisiik ve orta
konsantrasyonlarda fizyolojik hiicre islemlerinde islev gormekte, fakat yiiksek

konsantrasyonlarda lipitler, proteinler ve DNA gibi hiicre bilesenleri {izerinde olumsuz
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degisiklikler ortaya c¢ikmaktadir (Valko ve ark., 2006).Hicresel metabolizma
esnasinda olusan hidroksil radikali, siiperoksit radikali ve hidrojen peroksit gibi reaktif
oksijen tdrlerinin artis1 (ROS) ile onlar1 detoksifiye eden, antioksidanlarin yetersizligi
sonucu oksidatif dengenin bozulmasina oksidatif stres denilmektedir (Ansar ve ark.,
2019). Oksidatif stres, kanser, norolojik rahatsizliklar, ateroskleroz, hipertansiyon,
iskemi/perflizyon, diyabet, akut solunum sikintis1 sendromu, kronik obstriiktif akciger

hastalig1 ve astim gibi ¢esitli hastaliklara neden olmaktadir (Huang ve Nan, 2019).
1.8.Antioksidanlar

Insan viicudunda oksidatif strese kars1, reaktif oksijen tiirlerinin olusumu ve bunlarin
meydana getirdigi hasar1 6nlemek tizere birgok savunma mekanizmasi bulunmaktadir.
Serbest radikallerin hedefi olan yilkseltgenebilen maddeye gére nispeten daha az
miktarda bulunup bu maddelerin oksidasyonunu ciddi derecede engelleyen veya
yavaglatan maddelere antioksidan savunma sistemleri ya da antioksidanlar denir(Han,
Hashimoto ve Fukushima, 2016; Oliveira ve ark., 2016).Bu mekanizmalar;
radikallerin veya baska bir ifade ile oksidanlarin biyolojik hedeflerle reaksiyona
vermesini, radikal zincir reaksiyonlar1 olusturmalarini yada oksijenin oldukca reaktif
tirtinlere doniismesini engelleyerek olusacak hasart minimum seviyeye indirmeye
caligirlar (Wu ve ark., 2013).Dogal antioksidanlar; etki mekanizmalarina gore
enzimatik ve enzimatik olmayan (nonenzimatik) antioksidanlar olarak iki gruba
ayrilmaktadirlar. Bu antioksidanlardan enzimler ve kiigiik molekiiler agirlikli olanlar
vicutta Uretilmektedir. Enzimatik olmayan antioksidanlar ise genellikle vicuda
beslenme yoluyla disaridan alinmaktadir. Bu molekiillerin basinda polifenoller gelse
de vitaminler, karotenoidler, organosiilfiirlii bilesikler ve mineraller de enzimatik
olmayan antioksidan sinifinda yer almaktadirlar. Serbest radikaller ve tarafindan
gelebilecek hasarlari, antioksidan bilesiklerle birlikte antioksidan enzimler
denetlemektedir(Birben ve ark., 2012; Harsh ve ark., 2016; Mirto ve ark., 2017; Ren
ve ark., 2015).

1.8.1. Enzimatik antioksidanlar

Endojen olarak Gretilen stiperoksit dismutaz (SOD) enzimi, superoksit radikallerinin
katalitik olarak hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene doniisiimiinii katalizleyen ve

lipit peroksidasyonu inhibe etme yetenegine sahip bir enzimdir(Han ve ark., 2016;
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Oliveira ve ark., 2016).Katalaz (CAT) enzimi ise karaciger, bobrek, miyakard ve
eritrositlerde yliksek miktarda olmasina ragmen hemen hemen tum doku ve hiicrelerde
bulunmaktadir. Hidrojen peroksiti su ve molekiler oksijene indirgemektedir. SOD
aktivitesinin CAT aktivitesi artmadan yukselmesi hidrojen peroksit birikerek OH-
radikallerinin olusmasina neden olmaktadir (Hadwan ve Abed, 2016; Shen ve ark.,
2015). Hidrojen peroksit ve biylk molekdlli lipid hidroperoksitlerinin
indirgenmesinde gorevli olan Glutatyon peroksidaz (GPx) enzimi, mitokondri, sitozol
ve hicre zarlarinda bulunmaktadir. Selenyuma bagimli ve bagimsiz olmak tizere iki
gruba ayrilmaktadir. GPX, ¢ok fazla hidrojen peroksit varliginda glutatyonun (GSH)
okside glutatyona (GSGS, glutatyon dislfit) oksidasyonunu katalize ederek hidrojen
peroksitin detoksifiye edilmesini saglar. Glutatyon rediktaz (GR) enzimi ise GPx
araciligryla hidroperoksitlerin indirgenmesi sonucu olusan okside glutatyonun (GSSG)
tekrar indirgenmis glutatyona (GSH) doéntisimiinii Katalizler (Harris ve Regulation,
1992; Mathur, 2002). Glutatyon-S-transferazlar (GST) basta arasidonik asit ve lineolat
hidroperoksitleri olmak {izere lipid peroksitlerine karsi selenyum-bagimsiz GPx
aktivitesi gosteren bir antioksidan savunma sistemidir (Harsh ve ark., 2016;
Mitsuyoshi ~ ve ark., 1999). Ksenobiyotiklerin  (yabanct  maddeler)
biyotransformasyonu ve detoksifikasyonunda énemli rol almalar1 ve basta arasidonik
asit ve linoleat hidroperoksitleri olmak tizere lipid peroksitlere karsi selenyumdan
bagimsiz GPx aktivitesi gostermeleri antioksidan savunma mekanizmas: agisindan

o6nemli gorulmektedir (Ezemonye ve Tongo, 2010; Pugazhendhi ve ark., 2017).
1.8.2. Enzimatik olmayan antioksidanlar

Onemli bir antioksidan olan glutatyon (GSH); organizmanin biitin hiicrelerinde
bulunan glutamik asit, sistein ve glisinden olusan diisiik molekiil agirligina sahip bir
tripeptitdir (Sekil 1.11) (Ezemonye ve Tongo, 2010; Heusler ve ark., 2019).Hucre
icinde en ¢ok sitozol, mitokondri ve gekirdekte bulunan glutatyonun, dnemli bir kismi
indirgenmis olarak az bir kismi1 da okside glutatyon (GSSG) halinde bulunur
(Apostolova ve Victor, 2015).Glutatyon, eritrositlerde hemoglobinin ve diger
proteinlerin tiyol gruplarini (-SH) indirgeyerek onlar1 oksidasyona kars1 korumaktadir.
Bu sebepten dolayr da hemoglobinin methemoglobine doniisiimiinii, fonksiyonel
protein ve enzimlerin de inaktivasyonunu onler (Atere ve ark., 2018; Stocker ve ark.,
2015).
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Sekil 1.11.Glutatyonun (GSH) molekiil sekli

E vitamini dogada a, P, y, 6- dort farkli formda bulunan ve tokoferol olarak
adlandirilan bilesiklere verilen genel bir addir. Bu bilesikler icinde en aktif olan1 a-
tokoferoldir ve yapisinda bulunan fenolik hidroksil grubu igeren aromatik halka (Sekil

1.12), vitaminin aktif kismini olusturmaktadir(Smith ve ark., 2019).

Sekil 1.12. Tokoferoliin genel yapisi

Membranca zengin olan mitokondri ve mikrozom gibi yapilarda ¢ok fazla
bulunmaktadir. Yagda ¢6ziindiigii halde suda ¢oziinmeyen bu bilesikler oksijen
olmayan ortamlarda asit ve sicaklia dayaniklidir.a-Tokoferol, hidroksil, singlet
oksijen, stperoksit, lipid peroksil radikalleri ve diger bazi serbest radikallerin
stiplirilmesini  saglar (Alzoubi ve ark., 2019). Yalmz bitkiler tarafindan
sentezlenebilen E vitamini, hayvanlar ve insanlar icin esansiyel olup biyolojik
yapilarda oldukca gucli antioksidan o6zellik gostermektedir (Caddeo ve ark.,
2018).Askorbik asit (C vitamini), biyolojik sistemler i¢in 6nemli indirgen ajandir
(Sekil 1.13) ve organizmada pek ¢ok hidroksilasyon reaksiyonunda indirgeyici olarak

gorev yapar(Yue ve ark., 2018).

He

Sekil 1.13. Askorbik asitin genel yapisi
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Gok gugli bir indirgeyici olan vitamin C, semihidroaskorbat radikal ara urini
sayesinde rahatlikla dehidroaskorbik aside okside doniisebilir. Askorbik asit

organizmalar i¢in oldukga gii¢lii bir antioksidandir (Fraga ve ark., 2018).
1.9.Kanser

Kanser, bir organizmadaki hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde bdliinmesi, ¢ogalmasi ve
biyimesidir (Gu ve ark., 2016). Hicrelerin bélinmesi ve kontroli genlerin kontroli
altinda oldugu icin kanser genel olarak genlerle baglantili bir hastaliktir. Bazen bir
organi etkileyebilirken bazen de birden fazla organi da etkisi altina alabilir. Kanser
tedavisinde bazi standartlar belirlenmis olsa da her kanser tiirtine 6zgii olarak degisik
yaklagimlar ve tedaviler uygulanmaktadir. Cevresel faktorler, diyet, somatik
mutasyonlar ve kalitim yapilan mutasyonlar gibi pek ¢ok etken kanser olusumuna
sebep olmaktadir(Al-shamsi ve ark., 2016).Dinya’ da kanserin birgok tlri
yayginlasmaya baglamistir ancak kadinlarda en sik rastlanan kanser tiiri meme
kanseridir. Gliniimiizdeki kadinlarin birgogunda meme kanseri olma riski ¢ok fazla ve
meme kanserine yakalanan kadinlarin bu hastaliktan dolay1 hayatin1 kaybetme olasiligi
giin gectikce artmaktadir. Bu sebepten dolayr kanser tedavisi ve farkli tedavi
yontemlerinin 6nemi her gecen giin artmaktadir ( Jurcak ve Zheng, 2019; Sources,
2008).
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2. KURAMSAL TEMELLER VE KAYNAK ARASTIRMASI

Dogal iiriinlerin ana bir parg¢asini olusturan izokumarinler, farmakolojik ve optik
ozellikleri sayesinde, Ozellikle tibbi kimya ve ila¢ kimyasinda bir¢cok bilimsel ve
teknolojik alanda yararlanilmaktadir. [zokumarinler, antifungal(Pal ve Pal, 2019),
antienflamatuvar (Qadeer, Rama ve Gardufio-Ramirez, 2007), antimikrobiyal
(Arunpanichlert ve ark., 2015), fitotoksik (Rudianto ve ark., 2018), sitotoksik (Singh
ve ark., 2013)ve diger baz1 6zellikler gostermektedir (Karuk-Elmas ve ark., 2017).

Sentetik tlrevlerinin antikoagulan, spazmolitik ve bakteriyostatik ajanlar olarak da pek
¢ok uygulama alani bulunmaktadir. Ayrica antibiyotikler, mantar éldurdiculer, anti-
inflamatuar, antikoagiilan ve antitiimor ajan olarak kullanim alanlar1 da bulunmaktadir
(Mihaylov ve Trendafilova, 2006; Refat vd., 2009).Rehman ve ark., 2005’ te yaptiklari
calismada kumarin ve metal komplekslerinin Bacillus cereus, Pseudomonas aeruginos

ve Eschericha coli gibi bakterilerde iremeyi inhibe ettigi tespit edilmistir.

Kumarin tlirevi bilesiklerin enzim aktivitelerini diizenleyici etkileri cesitli
calismalarda gosterilmistir. Ornegin Abenavoli ve arkadaslari, 2003°de yaptiklari
calismada kumarinin hicre kiltiriinde serbest amino asitler ve amonyum birikimine
neden oldugu ve glutamin sentetaz, glutamat dehidrojenaz, glukoz-6-fosfat
dehidrogenaz ve fosfoenolpiruvat karboksilaz aktivitelerini uyardigi ve malat
dehidrogenazin aynmi kosullar altinda inhibe ettigi bildirilmistir. Saleh ve Kebeish,
2017°de yaptiklart arastirmada kumarin ve tiirevlerinin o-amilaz Gretimini
indiikledigini, fakat siiperoksit dismutaz, katalaz ve askorbat peroksidaz aktivitelerini
inhibe ettigini ac¢iklamislardir. Bu ¢alismada kumarin ve tiirevinin (GA3) antioksidan
enzimleri baskilayarak hidrojen peroksit ve malondialdehit birikimine neden oldugu
da gosterilmistir. Antioksidan enzimleri baskilayict etkilerinin yansira, bazi
caligmalarda reaktif oksijen tilirlerinin olusumunda ve bunlarin siiptiriilmesinde gorev
aldigi, CAT, SOD, GPx ve GST gibi antioksidan enzimlerin aktivitelerini diizenledigi
de degerlendirilmistir(Traykova ve Kostova, 2005; Wu, Zhang ve Lin, 2007). Buna
ilave olarak bagisiklik sisteminde gorev yapan kinon oksirediiktaz, glutatyon-S
transferaz, glutatyon sentetaz gibi enzimlerin aktivitesinin kumarin tiirevi bilesiklerce
artabilecegi gosterilmistir. Lin ve ark., (2011) ve Traykova ve Kostova, (2005)’ te

yaptiklar1 caligmalarda kumarinin lipit peroksidasyonunu engelledigi ancak Fe*
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iyonunun varliginda hidroksil radikali tiretimine neden oldugunu ve bir oksidan gibi
davrandigini gostermislerdir. Bundan dolay1 kumarinlerin yapisina ve oksidatif stresin
kaynagina bakilarak hem antioksidan olarak hem de oksidan olarak goérev

alabilecekleri degerlendirilmistir.

Kumarin ve tiirevi bilesiklerinin optik ozellikleri de c¢esitli aragtirma gruplarina
calisma konusu olmustur. Ornegin Jones ve ark., (1985)bazi kumarin tiirevlerinin lazer
boyalarinda ve organik 151k yayan diyotlarda (LED) kullanilan goriiniir 151k aralifinda

etkili floresans 6zellik gosterdigini rapor etmislerdir.

Demir, dogada yaygin bulunan elementlerden biridir ve biyolojik sistemlerde 6nemli
fonksiyonlara sahiptir (Maleki, Movahed, ve Ravaghi, 2016). Elementel veya bilesik
demir formunun pek cok maddenin ve farkli biyolojik sistemlerin dogas1 iizerinde
faydali veya zararl etkileri bulunmaktadir. Bitki, hayvan ve insan metabolizmasinda
kritik gorevler yapar. Ornegin, molekiiller arasinda elektron transfer eder, enzimlerin
aktivitelerini dizenler ve hemoglobin ve miyoglobin gibi kompleks biyolojik
bilesiklerin yapisinda bulunur(Khaksar ve Yaghoobi, 2012). Demir -eksikligi
kansizliga sebep olurken, viicuttaki fazlaligi ise karaciger ve bobrek gibi baz1 dokulara
zarar verir. Bundan dolay1, tibbi, ¢evresel ve endiistriyel drneklerde Fe* 'ii tespit
etmek icin hassas yontemlere her gecen giin daha fazla ihtiya¢ duyulmaktadir(Diana
ve ark., 2018; Khaksar ve Yaghoobi, 2012).

Civa, kursun ve arsenikten sonra ti¢iincli en toksik element ve cevresel bir kirletici
olarak gorilmektedir (Zhang ve ark., 2018). Civanin tim formlar1 beyin ve
bobreklerde birikerek insan sagligi i¢in potansiyel tehlike yaratmaktadir.
Organizmanin tiim sistemlerini etkiler ve tedavisi miimkiin olmayan hastaliklara sebep
olur (Powers ve Buchanan, 2019). Ayrica sanayiden gelen ve ekosistem dongusiinde
dolasan baslica ¢evre kirleticileri olarak da bilinir. Ayrica metalik 6zellikleri sebebiyle

hi¢bir zaman yikilamaz(Conway ve Henderson, 2019).

3. AMAC VE GEREKCE

Biyolojik sistemler icin son derece dnemli fonksiyonel gruplar olan tiyoller; sistein
(Cys), homosistein (Hcy) ve glutatyon (GSH) canlilar i¢in son derece Onemli
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bilesiklerdir. Bu bilesikler, hiicre ici sinyal iletimi, gen reglilasyonu ve hicre ici redoks
aktiviteleri gibi hiicresel islevlerin ger¢eklesmesinde gorev yapmaktadir. Karbonat
iyonu, Fe** ve Hg?" gibi metal iyonlar1 biyolojik sistemlerde ve ekosistemde oldukga

onemli gorevleri olan ve cevre kirliligine de neden olabilen maddelerdir.

Gergeklestirilen bu ¢alismanin amaci, kumarin tlrevi olarak yeni sentezlenen,
karbonat iyonu, Fe®* ve Hg?* agir metal elementlerini floresan 6zelliklerinde meydana
gelen degisimler nedeniyle algilayabilen DHMC ve APICP bilesiklerinin ve ayrica
biyolojik tiyol gruplarinin tayini i¢in kullanilabilecek PDI/Arg molekilinin
antioksidan ve antibakteriyel etkilerinin arastirilmasidir. Bu kapsamda adi gegen
bilesiklerin serbest radikal yakalama etkinlikleri, toplam antioksidan kapasiteleri
(TAK), indirgeme giigleri incelenmistir. Ayrica bu bilesiklerin viicutta Onemli
antioksidan enzimlerden olan katalaz ve glutatyon S-transferaz enzimleri tizerine in
vitro baskilayici etkileri de arastirilmistir. Bu bilesikler gesitli gram pozitif ve gram
negatif bakterilerin  blylitiildiigli ortamlara eklenerek mikroorganizmalarin

blyumelerine etkileri de (antibakteriyel) aragtirilmistir.

Son olarak yeni sentezlenen ve biyosensor olarak kullanilabilecek bu ii¢ bilesigin
HepG2 ve MCF-7 kanser hiicreleri tGzerine in vitro sitotoksik etkileri de arastirilmas,
floresan ozelliklerine bagli olarak canli hiicre sistemlerinde karbonat, Fe** ve Hg?*
iyonlar1 ve biyolojik tiyollerin tayininde kullanilabilirliklerinin incelendigi floresan

hiicre goriintiileme ¢alismalar1 gergeklestirilmistir.

4. MATERYAL VE METOT

4.1 Kullamilan cihazlar

Tez Calismasinda; Thermo MultiScanGO marka mikroplaka spektrofotometre,
Thermal marka Soxhlet Ekstraktori, IKA RV 10 marka Rotary Evaporator, Nive
marka Otoklav ve Etiiv kullanilmistir. [lave olarak Dry Black marka Thermostat, Leica

DM IL-Led marka invert hiicre mikroskobu, Metisafe marka Class 2 Biyoguvenlik
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kabini, Sanyo marka CO: inkiibatorii, Sigma marka sogutmali Santrifiij, Bio-Rad

(TC10) marka hiicre sayim cihazi kullanilmistir.
4.2 Kullamilan kimyasallar

Deneylerde kullanilan kimyasallar ise su sekildedir: AppliChem marka DPPH (2,2-
difenil-1-pikril hidraliz); Sigma marka TCA (Trichloro acetic acid), KsFe(CN)s
(Potasyum ferrisiyanir), FeCls (Demir (111) kloriir), Sodyum Asetat. Merck marka
Gallik asid, Folin reaktifi, Sodyum karbonat (Na2COs), Aseton, Hekzan, Metanol,
Mueller Hinton Agar, Mueller Hinton Broth; Lonza marka RPMI-1640, Sodyum
piruvat ve PBS. Lonza marka FBS ve Trypsin K;HPO4 (Fosfat tampon), EDTA
(Ethylene daimine tetra acetic acid), Ferrozin, Tris (hydroxymethyl) aminomethane,
KCI (Potasyum Klortir), Ascorbat, Trolox, dimetil stlfoksit (DMSQO), Bioshop XTT.

4.3.Kullamlan PDI/Arg, APICP ve DHMC maddelerinin agik yapilari

Prof. Dr. Ibrahim YILMAZ ve ekibi tarafindan sentezlenen ve tez kapsaminda
calisilan karbonat sensérii DHMC (Sekil 3.1), Fe3* ve Hg?" iyonlar1 sensorii APICP
(Sekil3.2) ve tiyol gruplar sensorii PDI/Arg (Sekil 3.3) bilesiklerinin acik yapilar

asagida sirasiyla verilmektedir.

CH,

Sekil 3.1. Karbonat sensorii ve kumarin tiirevi DHMC bilesiginin (7,8-dihydroxy-3-
(3-methylphenyl) coumarin) agik yapisi.
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Sekil 3.2. Fe*" ve Hg?* iyonlari sensorii ve kumarin APICP bilesiginin (2-amino-4-
fenil-6- (izookumarin-3-il)-3 siyanopiridine) agik yapisi.
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Sekil 3.3.Biyolojik tiyollerin sensorl ve perilen diimit tiirevi PDI/Arg (2S,2°S) 2,2°-
(1,3,8,10-tetraoxoanthra[2,1,9-def:6,5,10-d’e’f’]diisoquinoline2,9
(1H,3H,8H,10H)-diyl)bis(5-(3-nitro-guanidino)pentanoic acid) bilesiginin
acik yapist.

4.4.Antioksidan aktivitesi tayin yontemleri

DHMC, APICP ve PDI/Arg bilesiklerinin antioksidan 6zelliklerinin belirlenmesi i¢in
DPPH (2,2-difenil-1-pikril hidrazil) radikali yakalama aktivitesi, ABST radikal

yakalama aktivitesi ve indirgeme giicii aktivitesi belirleme yontemleri kullanilmigtir
4.4.1. DPPH serbest radikal stpurucu aktivitenin belirlenmesi

Antioksidan kapasitesinin belirlenmesi tipik olarak, antioksidan bilesiklerin bir

karigimint igeren bir ¢ozeltinin hedef serbest radikallerle reaksiyona girmesiyle

saglanir. DPPH siipiiriicii radikal yontemi, antioksidan kapasiteyi belirlemek icin en

yaygin kullanilan yontemlerden biridir. Bu yontem, DPPH radikalinin tliketiminin bir

antioksidan bilesik (genellikle fenolik bilesikler) tarafindan 6l¢iilmesine dayanir(Akar,

Kiiciik ve Dogan, 2017). DPPH radikalini tiiketme yetenegini degerlendirmek i¢in en
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yaygin kullanilan bu yontem, reaksiyondan sonra DPPH radikalinin absorbansindaki
azalmanin spektrofotometrik Sl¢iimiine dayanmaktadir (Sridhar ve Charles, 2019).
Sekil 3.4’te DPPH radikalinin yapis1 ve antioksidan ile verdigi tepkime sonucu

renginde meydana gelen degisim gosterilmektedir.

2 NO2
. H
04N N—N 0OgN N—N
NO 4 NO 3
| e
I: Difentlpderilhidrazil (serbest radikal) 2. Dfenulptlerilhudrazin (radikal degl)

Sekil 3.4. DPPH radikalinin difenil-pikrilhidrazine doniisimii ve bu doniisiim
sonucunda meydana gelen renk degisimi.

DPPH ¢ozeltisindeki renk agilmasi ne kadar fazla ise reaksiyon karigimindaki
absorbans daha fazla diismeyecektir. Bu nedenle belirli standart degerler igerisinde
elde edilen diisiik absorbans daha fazla radikal siipiirme kapasitesi demektir. Bu renk
degisimi 517 nm’de spektrofotometrik olarak belirlenebilmektedir. Bu baglamda
maddelerin  DPPH radikalinin yarisin1 siipiirebildigi konsantrasyon yani ICso
degerleribelirlenir. ICsp degerinin diisiik olmasi antioksidan kapasitenin oldukga giiglii

oldugunu anlamina gelmektedir(Akar, Kiigiikk ve Dogan, 2017).

Tez ¢alismas1 kapsaminda DHMC, APICP ve PDI/Arg bilesiklerinin antioksidan
aktivitesi DPPH radikalini yakalama kabiliyetine dayanilarak o6l¢iilmistir. Bu
yontemde standart olarak gallik asit (0,005- 0,01- 0,02- 0,04- 0,06- 0,08- 0,1- 0,2 mM),
APICP bilesigi (0,025- 0,05- 0,1- 0,25- 0,5- 1- 2- 4- 6- 8- 10 mM), DHMC bilesigi
(0,02- 0,04- 0,06- 0,08- 0,1- 0,15- 0,2 mg/mL) ve PDI/Arg bilesigi (0,05- 0,1- 0,25~
0,5~ 1- 2 mg/mL) stok olarak hazirlanmistir. Yonteme gore maddelerden ve
standartlardan, her bir 96’11k mikro plaka kuyucuguna 20 pL koyulmus ve iizerlerine
180 uL DPPH (metanol igerisinde ¢oziinmiis 0,06 mM) eklenmistir. Karanlik oda
sicakliginda 60 dk inkiibasyonda bekletildikten orneklerin 517 nm’de absorbans
degerleri olgiilmiis ve DPPH radikalinin indirgenmesi belirlenmistir. DPPH radikal

yakalama aktivitesi i¢in 1Cso degerleri hesaplanmuistir.
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4.4.2. Toplam antioksidan kapasitenin (TAK) belirlenmesi

Toplam antioksidan kapasitesini dlgmek i¢in bu zamana kadar birgok farkli yontem
gelistirilmistir. Bu yontemlerden bir tanesi de Troloks (6-hidroksi-2, 5, 7, 8-
tetrametilkroman- 2-karboksilik asit) esiti antioksidan kapasitenin belirlenmesidir. Bu
yontemi ilk defa Miller ve arkadaslari tarafindan rapor edilmistir(Miller ve ark., 1993).
Yontem; 660, 734 ve 820 nm’de maksimum dalga boylu absorbsiyon spektrumu
gosteren ABST (2,2'-azino-bis(3-etilbenztiyoazolin-6-silfonik asit)) radikalinin
absorbans  degerlerinin  antioksidanlar  tarafindan  baskilanmasi1  temeline
dayanmaktadir. Bu baglamda da potasyum persiilfit ile ABTS nin oksidasyonu sonucu
ABTSe+ radikali olusturulur. Antioksidanlarin varliginda ¢ozelti absorbansinda ortaya
¢ikan azalma toplam antioksidan kapasite ile dogru orantilidir (Liang ve Kitts, 2014).
Yontemde E vitaminin suda ¢6ziinen analogu olan Trolox, standart referans olarak

kullanilmaktadir (Milajerdi ve ark., 2019).

Toplam antioksidan kapasite ABTS yontemi kullanilarak literatiire uygun olarak
belirlenmistir(Erel, 2004). Yonteme gore 96’lik mikroplaka kuyucuklarina ilk once
250 pL R1 reaktifi (0,4 M sodyum asetat, pH: 5,8) koyulmustur. Ardindan {izerlerine
15 puL degisik konsantrasyonlarda (0,01- 0,02- 0,06- 0,08- 0,10- 0,20 mM) Trolox,
DHMC (0,025- 0,05- 0,075- 0,10- 0,15- 0,25- 0,50- 1,00 mM), APICP (0,025- 0,05-
0,075- 0,10- 0,15- 0,25- 0,50- 1- 2- 4- 6- 8- 10 mM) ve PDI/Arg (0,05- 0,1- 0,25- 0,5-
1- 2 mM) konulmustur. Daha sonra 5 dk bekletilip 660 nm dalga boyunda kor tiipiine
kars1 absorbanslari belirlenmistir. Ardindan 35 pLL R2 (30 mM sodyum asetat, %35
H20., 10 MM ABTS, pH:3,6) eklendikten sonra 5 dk bekletilip 660 nm dalga boyunda
absorbanslar1 belirlenmistir. TAK degerleri umol Troloks eslenigi/mg protein olarak

hesaplanmuistir.

Trolox eq = (AAbsorb H20) — (AAbsorb Ornek)

TAK =
(mg protein (AAbsorb) — (AAbsorb Standart)
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4.4.3.Indirgeme giicii aktivitesinin belirlenmesi

Bu metotta antioksidan maddenin indirgeme giiciine bagli olarak antioksidan
kapasitesi belirlenir. Potasyum ferrisiyanid [KsFe(CN)s] maddesindeki Fe(lll)
iyonlariin antioksidan reaksiyon sistemi i¢erisinde Fe(II) iyonlarina indirgenmesi 700
nm de Olciilerek antioksidan aktivite belirlenir. Bu yontemde yiiksek absorbans degeri

yuksek indirgeme potansiyelini gostermektedir.

DHMC, APICP ve PDI/Arg bilesiklerinin indirgeme giicii Oyaizu metodu kullanilarak
belirlenmistir(Oyaizu, 1986). Yontemde standart olarak gallik asit kullanilmistir.
96’11k mikroplaka kuyucuklari i¢ine degisik konsantrasyonlarda (0,05- 0,1- 0,25- 0,5-
1,0- 2,0 mM) gallik asit ve degisik konsantrasyonlarda APICP, DHMC ve PDI/ARG
maddelerinden (0,025-10 mg/mL) 50 pL konulmustur. Uzerlerine 75 pL fosfat
tamponu (0,2 M pH:6,6) ve 75 uL KsFe(CN)s (%1 w/v) cozeltileri ilave edildikten
sonra vortekslenmistir. Daha sonra 20 dakika 50°C sicaklikta inkube edilen drneklerin
tizerine 75 pL trikloroasetik asit (%10 w/v) ¢ozeltisi eklenmis ve 10 dakika 1.000 g’de
sanrifiijlenmistir. Santrifiijlenen karigimin iizerinden 75 pL alinip baska bir mikro
plakaya konularak tizerine 75 pL distile su ve 15 pL FeClz (0,1% wi/v) ¢ozeltisi
eklenmistir. Ardindan spektrometrede 700 nm’de kore kars1 absorbanslar1 okutularak
0,50 absorbans veren 6rnek miktarlar1 (ECsp) belirlenmis ve 6rneklerin indirgeme giicii

tayin edilmistir.

4.5.DHMC, APICP ve PDI/Arg bilesiklerinin antimikrobiyal etkilerinin

belirlenmesi

45.1. Disk difuizyon yontemiyle antibakteriyel etkinliklerin belirlenmesi

Antimikrobiyal aktivitenin belirlenmesi amaciyla kullanilan en ¢ok kullanilan yontem
disk difuzyon metodudur (Behravan ve ark., 2019). Bu yontemde bakterilerin kati
besiyerine ekimi yapilmaktadir. Belirlenen konsantrasyonlarda hazirlanan maddelerin
emdirildigi kagit diskler ve standart antibiyotikler besiyerine yerlestirilerek belli bir
stire ve sicaklikta inkiibasyonda tutulur. Daha sonra besiyerlerinde olusan inhibisyon

zon caplari dlglim yapilarak karsilastirma yapilir(Ren ve ark., 2019).

Calismada kullanilan bes adet test bakterisi (Salmonella, Bacillus subtilis, Bacillus

licheniformis, Escherichia coli 0157:H7 43895, Staphylococcus aureus ATCC 2921)
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Mueller Hinton Broth (MHB) s1v1 besiyeriortaminda c¢alkalayicili inkiibatorde bir gece
inkiibe edilmistir. Test edilenmikroorganizmalardan B. subtilis, Salmonella, B.
licheniformis ve S. aureus ATCC 2921gram pozitif bakteri iken E. coli 0157:H7 ATCC
43895 gram negatifbakteridir. Sivi kiiltiireekilerek 35°C 175 rpm’de bir
geceinkiibasyonda c¢ogaltilan mikroorganizmalarin yogunluklari0,5 Mc Farland
(10°CFU/mL) standardina esit olacak sekilde ayarlanarakantibiyogramlarin yapilacagi
Mueller Hinton Agar besi yerlerine 100 pL yayma ekimydntemiyle ekimleri
yapilmistir. Disk difiizyon yontemi i¢in DHMC maddesi 75 mM, APICP maddesi 20
mM ve PDI/ARG 10mM olacak sekilde DMSO icinde c¢Ozdurilerek stok

hazirlanmstir.

Disklere hazirlanan mikroorganizmalar paralelli olmak iizere yayma ekim metodu
kullanilarak Mueller-Hinton agar besi yerlerine ekim yapilmistir. Hazirlanan DHMC,
APICP ve PDI/ARG maddeleri bos antibiyotik disklerine bir yiziine 20 uL olacak
sekilde emdirilmis ve bu diskler paralelli olacak sekilde ekilmis besi yerlerine
yerlestirilmistir. Standart antibiyotikler olarak gentamicin ve tetrasiklin kullanilmistir.
Hazirlanan test ekim yerleri bir gece35°C’de inkiibe edilmistir.Bu slirenin sonunda
disklerin gevresinde meydana gelen disk boyutu 6 mm olan inhibisyon zonlaridisk
etrafinda en kiiciik bosluktan cetvel yardimiyla 6lgiim mm olarak ol¢tilmiistiir. Elde
edilen sonuglar antimikrobiyal etkinlikleri bakimindan karsilastirilmistir. Kontrol
olarak da DMSO kullanilmistir.

4.5.2. Minimum inhibisyon konsantrasyonunun belirleme

Farkli konsantrasyonlarda test edilen antimikrobiyal maddelerin, mikrobiyal gelisimi
tamamen durdurdugu ya da engelledigi en kiigiik derisim Minimum Inhibisyon
Konsantrasyonu (MIiK) olarak ifade edilmektedir. MIK degerlerini belirlemek
amaciyla sivi besiyerlerinde ya da kati1 besiyerlerinde antimikrobiyal etkisi olan
bilesiklerin belirli seyreltme oranlarinda eklenmesiyle hazirlanan besi ortamlari
kullanilmaktadir. Bir antimikrobiyal madde igin MIK degeri mikroorganizma,
inkiibasyon sicaklig1r ve inokulum miktar1 gibi farkli analiz kosullarmin etkisiyle

degisiklikler gosterebilmektedir (Belete, 2019).

DHMC, APICP ve PDI/Arg maddelerinin cesitli mikroorganizmalar {izerine MIK

degerlerinin belirlenmesi icin c¢alisilacak konsantrasyonlarin iki kati O6rnek
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hazirlanmistir. Bir 6nceki agsamada hazirlanan DHMC, APICP ve PDI/Arg bilesikleri
baslangi¢ konsantrasyonlart 1 olarak kabul edilerek 1, ', Y4, 1/8, 1/16 seyreltme
yapilarak steril olarak hazirlanmistir. Bir giin 6nceden ekilen (18-24 saat) ve uygun
sicaklikta inkiibe edilen test organizmalarinin (Salmonella, Bacillus subtilis, Bacillus
licheniformis, Escherichia coli 0157:H7 43895, Staphylococcus aureus ATCC 2921)
konsantrasyonlar1, 0,5 Mc Farland standardi (10°CFU/mL) kullanilarak steril Mueller
Hinton broth besiyeri olusturulmustur. Mikro plaka 0zerinde kuyucuklar uygun
konsantrasyonlara gore belirlenmis, 96 kuyucuklu mikroplakalarda paralelli olacak
sekilde her kuyucuga 75uL test cozeltisi ve 75uL mikroorganzimali besi yeri
koyularak gerceklestirilmistir. Kontrol olarak 3 farkli ortam kullanilmistir: Bunlar, a)
75uL ornek + 75uL ekilmemis besi yeri, b) 75uL uygun hazirlanmis organizma +
75uL ekilmemis besi yeri, ¢) 150uL ekilmemis besi yeridir.

Daha sonra mikro plakalarin iizeri steril bir aliiminyum folyo ile kapatilarak 35 °C’de
inkubatorde bir gece bekletilerek inkiibe edilmistir.Siire sonunda her petri ayr1 ayri
degerlendirip goriintiileme cihazinda goriintiilenmistir. Ardindan, mikro plakaya 75
pL kristal violet (%0,1 seyreltilen) eklenmis, 5 dk inkiibasyonun ardindan 660 nm’de

absorbans degerleri okunmustur.

4.6.DHMC, APICP ve PDI/Arg bilesiklerinin antioksidan enzimler Uzerine
etkileri

4.6.1. DHMC, APICP ve PDI/Arg bilesiklerinin karaciger katalaz enzim

aktivitesi Uzerine etkileri

Katalaz, hidrojen peroksitin su ve oksijene doniistiiriilmesini katalizleyen ve boylece
hidrojen peroksitin hiicresel bilesiklere zarar vermesini engelleyen koruyucu bir
antioksidan enzimdir. Katalaz enzim aktivitesi Aebi' nin (1974) metodu kullanilarak
Olclilmiistiir ve bu aktivite 6l¢giimiinde substrat olarak hidrojen peroksit kullanilmistir.
240 nm de absorbans veren hidrojen peroksitin katalaz tarafindan suya
doniistiiriilmesinin  spektrofotometrik olarak Ol¢lilmesine dayanan bu yoOntemde
hidrojen  peroksitin  ekstinksiyon katsayisi  0.00364 (L/mmol.mm) olarak
kullanilmistir. Aktivite 6l¢iimii i¢in 96’lik UV gegirgen mikroplaka kuyucuklar
igerisine 230 pL fosfat tamponu (50 mM, pH: 7,0) 10 pL sigan karaciger homojenati
(400 kat seyreltilmis), 10 uL. degisik konsantrasyonlarda DHMC, APICP ve PDI/Arg
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bilesiklerinden farkli dozlarda (0-10,0 mg/mL) eklenmistir. Ardindan 50 pL H»>O>
degisik konsantrasyonlardaH>O>(400 mM, 300 mM, 200 mM, 100 mM, 50 mM, 20
mM,10 mM, 5 mM) eklenmis ve enzimatik reaksiyon baslatilmistir. Absorbans
degisimi 240 nm’de 2 dakika boyunca olgiildiikten sonra, katalaz spesifik aktivitesi 1
dakikada 1 mg protein iceren karaciger homojenatinin nétiirlestirdigi hidrojen peroksit
miktar1 olarak hesaplanmistir. DHMC, APICP ve PDI/ARG bilesiklerinin katalaz
enzimini hangi mekanizmayla baskiladigini belirlemek igin substrat bagimli enzimatik
hiz Olglimleri alinmis ve maddelerin yoklugunda ve farkli dozlu uygulamalarinda
Micheales-Mentan kinetigine uygun olarak Ky ve Vmax degerleri hesaplanmustir.
Farkli miktarlarda uygulanan DHMC, APICP ve PDI/ARG bilesikleri i¢in katalaz

enziminin nasil baskilandigi arastirilmis ve baskilama icin ICso degeri hesaplanmastir.

4.6.2. DHMC, APICP ve PDI/ARG bilesiklerinin karaciger toplam

Glutatyon-S-Transferaz (GST) aktivitesi Uzerine etkileri

Glutatyon S-transferaz (GST) enzimi bir glutatyon molekulli ile bir aromatik
elektrofilin konjugasyonunu katalizlemektedir. GST aktivite dl¢iimii i¢in en yaygin
kullanilan aromatik elektrofil, 1-kloro-2,4- dinitrobenzen (CDNB)’dir. Bu substratin
kullanilmasiyla elde edilen dinitrobenzen S-glutatyon (CDNB-SG) iiriinii 340 nm’de
maksimum absorbans gostermektedir ve bu dalga boyundaki absorbans artisindan

yararlanilarak aktivite 6l¢timii yapilabilmektedir (Sekil 3.5).
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Sekil 3.5. GST aktivitesinin belirlenmesinde kullanilan {irtiniin  olusum
mekanizmasi(Ren ve ark., 2015).

Toplam GST aktivitesi Habig ve arkadaslarinin(Habig ve ark., 1974)gelistirdigi
yonteme gére CDNB ve GSH substratlart kullanilarak belirlenmistir. Buna gére UV
gecirgen mikroplaka kuyucuklari i¢ine 240 pL fosfat tamponu (50 mM; pH:7,0) ve 10
uL degisik konsantrasyonlarda (0,1-10 mg/mL) DHMC, APICP ve PDI/Arg
maddelerinden eklenmistir. Uzerine 20 pL GSH (20 mM), 15 pL karaciger homojenat

(25 kat seyreltilmis) ve farkli konsantrasyonlarda 15 pL. CDNB (200 mM, 100 mM,
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50 mM, 20 mM, 10 mM, 5 mM, 2 mM, 1 mM), (3/2 etanol/su iginde ¢oziilmiis)
eklenmistir. Absorbans degisimi 340 nm’de 2 dakika 6l¢iilerek dakikadaki absorbans
degisimi hesaplanmistir. Ayrica enzimatik olmayan CDNB-GSH reaksiyonunu
belirlemek i¢in enzimsiz reaksiyon hizi da belirlenmis ve bu oran toplam reaksiyon
degisiminden ¢ikarilmistir. Karaciger dokulardaki toplam GST aktivitesi ise bir
dakikada bir mg protein igeren homojenatin olusturdugu iriin miktar1 olarak
hesaplanmistir. DHMC, APICP ve PDI/ARG bilesiklerinin GST enzimini hangi
mekanizmayla baskiladigini belirlemek igin siibstrat bagimli enzimatik hiz 6l¢timleri
alinmig ve maddelerin yoklugunda ve farkli dozlu uygulamalarinda Micheales-Menten
kinetigine uygun olarak Km ve Vmax degerleri hesaplanmustir. ilk olarak CDNB
konsantrasyonlar1 degistirilerek elde edilen Michealis-Menten grafikleri DHMC,
APICP ve PDI/Arg bilesiklerinin farkli dozlarda uygulamasiyla belirlenmis, ardindan
bilesiklerin CDNB bagimli GST aktivitesini nasil degistirdigi incelenmistir. Farkli doz
DHMC, APICP ve PDI/ARG bilesikleri igin GST-CDNB aktivitesi Km Ve Vmax

degerleri hesaplanmis ve enzimatik baskilamay1 gosteren ICso degeri hesaplanmaistir.

Glutatyon-S-Transferaz (GST) enziminin bir diger substrati ise indirge glutatyondur
(GSH). DHMC, APICP ve PDI/Arg bilesiklerinin GSH bagimli GST aktivitesini nasil
degistirdigi yine enzim kinetigi caligmalariyla belirlenmistir. Bu ¢alismalarda CDNB
konsantrasyonu sabit tutularak GSH bagimli toplam GST aktivitesi DHMC, APICP ve
PDI/Arg bilesiklerinin farkli dozlarinda belirlenmistir. Bu calismalarda DHMC,
APICP ve PDI/ARG bilesiklerinin farkli konsantrasyonlar1 (0,1-0,5-1-2-5-10 mg/mL),
GSH bilesiginin farkli konsantrasyonlari (200 mM, 100 mM, 50 mM, 25 mM, 10 mM,
5 mM, 2 mM, 1 mM) kullanilmistir. Her bilesik dozu i¢in Km ve Vmax degerleri

bulunmus ve ICso degerleri hesaplanmistir.

4.7.DHMC, APICP ve PDI/ARG bilesiklerinin HepG2 ve MCF-7 hicreleri

Uzerinein vitro sitotoksik etkisinin belirlenmesi

4.7.1. Hiicre kiiltiirii calismalan

DHMC, APICP ve PDI/Arg bilesiklerinin sitotoksik etkilerini incelemek i¢in insan
karaciger kanser hiicre hattt HepG2 ve meme kanser hiicre hattt MCF-7 kullanilmustir.
HepG2 hicrelerinin buyitiilmesi i¢in yiiksek glikoz icerikli DMEM ortami, MCF-7

hlcrelerinin yetistirilmesi i¢in ise RPMI besiyeri kullanilmistir. Her iki besiyeri de
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%10 (w/v) FBS, %1 (w/v) L-glutamin, %1 (w/v) Penicillin-Streptomycin ile
zenginlestirilmistir. Hiicrelerin biiyiitiilmesi %95 nem ve %5 CO; igeren 37°C’deki
inklibatorde (Panasonic MCO 17AIC, ABD) %90 doluluga ulasana kadar
stirdiiriilmiistiir. Tripsin/EDTA soliisyonu ile kaldirilan hiicreler bdliinerek yeni
bliyiime ortamlarina alinmistir.Hiicreleri saklamak igin, PBS ile yikanan hiicreler
tripsin yardimiyla yiizeyden kaldirildiktan sonra 15 mL’lik falkon tliplere alinmistir.
200g’de 5 dk santrifiij edilen hiicrelerin lizerine dondurucu besiyeri (freezing medium)
(dimetil stilfoksit (DMSO)/Besiyeri (1/9 (v/v)) eklenerek cryo tiiplerinde esit dagitim
yapilmugtir. Tiipler MrFrosty™ (Sigma, ABD) icine yerlestirilerek -85°C derin
dondurucuda 1 gece bekletildikten sonra sivi azot 6rnek saklama tankina alinmis ve
sonraki calismalarda kullanilmak {iizere saklanmistir. Sitotoksisite deneylerinde
kullanilacak hiicrelerin sayimi igin 10 pL hiicre siispansiyonu esit hacimde tripan
mavisi ile karigtirildiktan sonra hiicre sayim cihazinin (TC10, BioRad, Almanya)
slaytlarina yiiklenmistir. Slaytlara yiiklenen hiicrelerin sayist (canli ve olii)

belirlenerek esit sayida hiicre kullanilmak tizere sitotoksisite deneylerine geg¢ilmistir.
4.7.2. XTT sitotoksisite testi

XTT (2,3-Bis-(2-Methoxy-4-Nitro-5-Sulfophenyl)-2H-Tetrazolium-5-Carboxanilide)
sitotoksisite testinin temeli, mitokondri elektron tagima zincirinde bulunan koenzim
Q’dan PMS (phenazine metabisulphide)’nin elektron yakalayip XTT'nin
indirgenmesini saglayarak renk degisimine dayali absorbans Ol¢limii yapmaktir.
Saglam mitokondriyal ve hiicresel zar1 olan canli hiicreler aktif bir elektron tasima
zincirine sahiptir. Bundan dolayi, aktif hiicrelerin sayis1 fazlalastik¢a, hiicrelerin
mitokondriyal enzimlerinin aktivitesi ve olusan boyanin konsantrasyonu artar
(Sekil3.6). Bu yeni olusturulan boyanin yogunlugunun dl¢iimii 450 nm'de yapilir(Abe

ve Matsuki, 2000) ve renk yogunlugu hiicre canliligi ile dogru orantilidir.
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Sekil 3.6. XTT nin canli hiicrelerde enzimatik doniisiim reaksiyonu.

DHMC, APICP ve PDI/Arg bilesiklerinin HepG2 ve MCF-7 hcreleri lizerine in vitro
sitotoksik etkilerini incelmek i¢in laboratuvarimizda optimize ettigimiz XTT
sitotoksisite testi kullanilmistir. Yontemde Tripan mavisi ile boyanan hiicreler, hiicre
sayim cihazinda (TC-10, Bio-RAD, Almanya) sayilmis ve hiicre yogunlugu 5x10**
hicre/kuyu/100 pl olacak sekilde 96’lik kiiltiir plakalarina ekilmistir. Yiizeye
yapigmasi i¢in alt1 saat inkiibator icerisinde bekletilen hiicreler lizerine uygun besiyeri
icerisinde hazirlanmis farkli dozlarda (10, 25, 50, 100, 250, 500, 1000 pg/mL) 50 ul
DHMC, APICP ve PDI/Arg eklenmistir. 48 saat madde uygulamasmin ardindan
hicrelerin tizerine uygun besiyeri igerisinde hazirlanmis 25 pl XTT reaktifi (1 mg/ml
XTT, 25 uM PMS) eklenmis ve ilave olarak iki saat inkiibasyon gerceklestirilmistir.
Bu siirenin ardindan spektrofotometrik mikroplaka okuyucuda (MultiScanTM Go,
Thermo Scientifik, ABD) 450 nm de absorbanslari alinan hiicrelerde hiicre canliliklar

hesaplanarak ICsp degeri bulunmustur.
4.8.Floresan hiicre goriintiileme ¢calismalari

Tez ¢alismasi kapsaminda DHMC, APICP ve PDI/Arg bilesiklerinin hiicre igerisinde
sirastyla  karbonat, Fe®*/Hg?* ve tiyol gruplarmin tayini icin kullanabilme

potansiyelleri floresan hiicre goriintiilleme caligmalariyla ortaya ¢ikarilmistir.
4.8.1. DHMC i¢in hiicre kiiltiirii ve floresan goriintiileme ¢alismalar:

Tez calismamiz kapsaminda DHMC'nin hiicre i¢i goriintillemede kullanilabilme
potansiyeli, HepG2 hiicreleri kullanilarak floresan goriintiileme ¢alismalariyla
arastirilmistir. Bunun i¢in laboratuvarimiz hiicre stoklarinda yer alan HepG?2 hiicreleri

steril 12 kuyulu kiiltir plakalarina 1x10*° hiicre/500 pL olacak sekilde ekilmis ve
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yaklagik 4-6 saat hiicrelerin yiizeye (adezyon) tutunmasi i¢in inkiibator igerisinde
(%95 nem, %5 CO3, 37°C) (Panasonic MCO 17AIC, ABD) beklenmistir. Ardindan
hicreler bir saat boyunca DMSO-PBS tamponu (%5 DMSO, %95 PBS) ile hazirlanan
100 uM DHMC cozeltisiyle inkibe edilmis ve PBS tamponuyla iki kez yikanmuistir.
Bu islemin ardindan hiicreler, DMSO-PBS ile hazirlanan 100 pM sodyum karbonat
cozeltisiyle ilave bir saat daha inkiibe edilmistir. DHMC ve karbonat
inkiibasyonlarindan 6nce ve sonra, fliloresan hiicre goriintiileme sistemi (ZOE, Bio-
Bad, Almanya) kullanilarak hiicrelerin parlak alan faz kontrast ve floresan goriintiileri

alinmistir.
4.8.2. APICP icin hiicre Kkiiltiirii ve floresan goriintiileme calismalar:

HepG2 hucreleri 24 kuyulu kiiltiir plakalari igerisinde biiyiitiilmiis ve ardindan
hiicreler 400 uM APICP (DMSO-PBS tamponu igerisinde) ile 30 dakika streyle
inkiibe edilmistir. Daha sonra, ii¢ kez PBS ¢ozeltisi ile yikanmis ve ayrica 30 dakika
boyunca ayr1 ayr1 Fe*® ve Hg*? ¢Ozeltileri (her biri 100 uM) ile inkiibe edilmistir. PBS
ile bagka bir yikama agamasinin ardindan, floresan hiicre goriintiileme sistemi (ZOE,
Bio-Bad, Almanya) ile metal iyon uygulamalarindan 6nce ve sonra hiicrelerin parlak

bir alan faz kontrast ve floresan goriintiileri alinmistir.
4.8.3. PDI/Arg icin htcre kilttirt ve floresan goriintiileme ¢calismalari

Tez calismamiz kapsaminda ayrica PDI/Arg bilesiginin HepG2 hiicreleri igerisinde
tiyol gruplarinin tayininde kullanilabilme potansiyelleri arastirilmistir. Bunun igin
farkli HepG2 hiicreleri 100 uM PDI/Arg ve 100 uM PDI/Arg-Hg?* ¢ozeltileriyle 60
dakika inkiibe edilmistir. Ug¢ kez PBS soliisyonuyla yikanan hiicrelerin floresan
goruntdleri floresan hiicre gortinttileme sistemi (ZOE, Bio-Bad, Almanya) kullanilarak
alinmistir. Bununla birlikte bir bagka deney setinde benzer floresan goriintiilleme
caligmalari, hiicre i¢i tiyol gruplarinin baskilanmasimi saglayan 100 pM NEM (N-
ethylmaleimide) ¢ozeltisiyle 60 dakika boyunca 6n muamele edilen HepG2 hiicreleri
kullanilarak tekrarlanmistir. NEM bilesigi hiicre igerisinde tiyol gruplari baskilamis ve

Hg?* iyonlarinin tiyol gruplariyla yer degistirmesi engellenmistir.
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4.9 Istatistiksel Analiz

Aritmetik ortalamalari, standart sapmalar1 (SD) ve ortalamanin standart hatalar
(SEM) hesaplanan veriler ortalama + SEM seklinde ifade edilmistir. Her 6l¢tim en az
ti¢ tekrarl olarak gergeklestirilmistir. Km, Vmax, ECsg ve 1Cso degerleri GraphPad 6.0

programi kullanilarak hesaplanmistir.
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5. BULGULAR

5.1.APICP ve PDI/Arg bilesiklerinin DPPH serbest radikal yakalama

etkileri

Test edilen floresan problarin farkli konsantrasyonlarinin serbest radikal DPPH’i
indirgeme aktivitelerine bakildiginda, her madde i¢in konsantrasyon orani arttikca
radikal yakalama etkinliginin de yiikseldigi gézlemlenmistir (Sekil 4.1). Test edilen Ui¢
maddenin DPPH yakalama aktiviteleri kiyaslandiginda en yiiksek oranmi %86,22
baskilamaylaDHMC 0,2 mg/mL'lik konsantrasyonunda gostermistir. En yiiksek ikinci
DPPH vyakalama aktivitesi ise (%74,81) PDI/Arg bilesiginin 2 mg/mL’lik
konsantrasyonunda goriilmiistiir. APICP bilesiginin en yiiksek kullanim dozu olan 10
mg/mL’lik konsantrasyonda bile DPPH baskilamasmin %55,69 oraninda
gerceklestirdigi belirlenmistir. Bu baglamda serbest radikal yakalama etkinligi en

yuksek bilesik DHMC, en diisiik ise APICP olarak degerlendirilmistir.
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Sekil 4.1. Gallik asit, DHMC, APICP ve PDI/Arg bilesiklerinin DPPH radikal
yakalama aktivitesi.
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Ayrica ii¢ madde tiirliniin ¢alismada kullanilan tiim konsantrasyonlar1 icin DPPH
radikallerinin inhibisyon etkileri hesaba katilarak ICso degerleri hesaplanmistir.
Standart antioksidan olarak kabul edilen gallik asit icin hesaplanan ICso degeri
0,075+£0,005 mg/mL olarak hesaplanirken, DHMC bilesigi diisiik ICso degeri
(0,076+0,003 mg/mL) ile gallik asite en yakin radikal yakalama aktivitesi gostermistir.
Analiz edilen bilesiklerden en diisik DPPH yakalama aktivitesini (ICso: 6,746 *
0,511mg/mL) APICP gostermistir. Biyolojik tiyollerin tayininde kullanilabilecek
PDI/Arg bilesiginin ICso degeri ise 0,389 £ 0,053 mg/mL olarak hesaplanmistir.

5.2.DHMC, APICP ve PDI/Arg bilesiklerinin ABTS radikali yakalama
aktiviteleri: Toplam antioksidan kapasite belirlenmesi

Hiicrelerde bulunan antioksidanlar arasinda giiglii bir etkilesim bulunmaktadir ve
genellikle bu etkilesim sinerjik olarak caligmaktadir. Bu sinerjik etkilesimler,
hicrelerde bilesiklerin kendi baslarina yaptiklari etkinin toplamindan daha fazla etki
olusturmasina sebep olmaktadir. Bundan dolayi, antioksidan kapasitenin
degerlendirilmesinde antioksidanlarin tek basina olan degeri yerine genellikle toplam
antioksidan degerini veren total antioksidan kapasite Olg¢limii yaygin olarak
kullanilmaktadir. Calismamizda, DHMC, APICP ve PDI/Arg maddelerinin toplam
antioksidan kapasiteleri ABTS yakalama yontemine gore (TAK) Trolox esdegeri
olarak belirlenmis ve sonuglar Cizelge 4.1°de ozetlenmistir. DHMC, APICP ve
PDI/Arg maddelerinin total antioksidan kapasiteleri incelendiginde DHMC bilesiginin
antioksidan kapasitesinin DPPH radikal yakalamasi etkinligi sonuglariyla paralel
olarak en yiksek duzeyde (6,742+0,021 umol Trolox Equv/L) oldugu belirlenmistir.
Ancak DPPH radikal yakalama etkinligi sonuglarindan farkli olarak toplam
antioksidan kapasitenin en diisiik oldugu bilesik PDI/Arg’dir (0,132 + 0,005umol
Trolox Equv/L). APICP bilesiginin Trolox esdegeri toplam antioksidan kapasitesinin
DHMC bilegi ile benzerlik (6,680 £ 0,045 umol Trolox Equv/L) gostermektedir. Bu
durumun nedeni DHMC ve APICP bilesiklerinin her ikisinin de kumarin tiirevi

bilesikler olmasi olarak agiklanabilir.

Cizelge 4.1. DHMC, APICP ve PDI/Arg bilesiklerinin Trolox esdegeri total
antioksidan kapasitesi sonuglari. Her 6l¢tim en az dort kez alinmis olup
veriler bu 6l¢limlerin ortalamasi + standart hatasi olarak ifade edilmistir.
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. o . TAK degeri
Incelenen Bilesik (umol TroloxgEun /L)
DHMC 6,742 + 0,021
APICP 6,680 + 0,045
PDI/Arg 0,132 + 0,005

5.3.DHMC, APICP ve PDI/Arg bilesiklerinin indirgeme gtict

Potasyum ferrisiyanlir [KsFe(CN)e] igerisindeki Fe(IIl) iyonlarinin antioksidan
maddeler varliginda Fe(Il) iyonlarina indirgenmesi sonucunda Gallik asit (GA),
DHMC, APICP ve PDI/Arg bilesiklerinin indirgeme giicii aktivitesi belirlenmistir.
Kullanilan bilesiklerin indirgeme giicleri, kullanilan konsantrasyon miktariyla dogru
orantilidir ve konsantrasyon miktarinin artmasiyla indirgeme giicliniin de yiikseldigi
gorilmektedir (Sekil 4. 2). DHMC, APICP ve PDI/Arg bilesiklerinin indirgeme giicii
aktivitesini belirlemek i¢cin maddelerin ¢alismada kullanilan tiim konsantrasyonlari
icin ECsp (absorbansin 0,50 oldugu etkin konsantrasyon) degerleri hesaplanmistir.
Buna gore indirgeme gticu etkinlikleri PDI/Arg (ECso: 0,024mg/mL)>GA (ECs0:0,110
mg/mL) > DHMC (ECs0:0,186 mg/mL) > APICP (ECs0:70,63 mg/mL) seklinde
siralanmaktadir. Bu sonuglar perilen tiirevi PDI/Arg bileginin standart selatlama
molekill gallik asitten bile yaklagik 5 kat daha fazla indirgeme giiciine sahip oldugu

gorilmiistiir.
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Sekil 4.2. Gallik asitt DHMC, APICP ve PDI/Arg bilesiklerinin farkli
konsantrasyonlarinin indirgeme giicii grafikleri.

5.4 DHMC, APICP ve PDI/Arg bilesiklerinin antimikrobiyal etkileri

Antimikrobiyal test sonuglarina gére DHMC bilesiginin en yuksek antimikrobiyal
etkiye sahip oldugu, B. licheniformis, S. aureus ve B. subtilis'e kars1 yiiksek derecede
etkin oldugu gosterilmistir. APICP bilesiginin E.coli ve B. licheniformis euzerine
antimikrobiyal etkisi bulunmamaktadir. Bu bilesik S. aureus, B. subtilis ve
Salmonellaiizerine antimikrobiyal etki gdstermis ancak bu etki DHMC bilesiginin
yaklasik yaris1 kadardir. Bununla birlikte PDI/Arg bilesiginin kullanilan dozlarda test
edilen tiim bakterilerin istiine higbir antimikrobiyal etkisi goriilmemistir. DHMC
molekilu test edilen biitiin bakteriler i¢in antibiyotik etkinlige sahip bir bilesiktir. Bu
bilesik etki biiyiikliigii olarak karsilastirildiginda diger maddelere oranla daha fazla
inhibisyon zon alan1 (IZ:mm) olusturmustur. Calisilan madde O6rneklerinin

mikrorganizmalar tizerine etkileri Cizelge 4.2°de 6zetlenmektedir.
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Cizelge 4.2.APICP, DHMC ve PDI/Arg maddelerinin disk diflizyon yontemi ile
belirlenen antibiyogram sonuglar1 (IZ: Inhibisyon zonu-mm). S1:
Gentamicin, S2: Tetrasiklin

APICP DHMC PDI/Arg DMSO STANDART

E coli Acilma 6 mm Acilma Acilma S1=15 mm,
' yok yok yok S2=19 mm
B. licheniformis )‘;“g&lma 16 mm ?g&lma i‘g&lma géz i% mm
B. subtilis 7mm 16 mm ?g&lma ?g&lma géz ;3 mm
S. aureus 7mm 15 mm ?g&lma i‘g&lma 2;2 %g mm
Agilma Agilma S1=20 mm,

Salmonella 7mm 14 mm yok yok S2= 27 mm

Bir mikroorganizmanin goriilebilecek sekilde iiremesinin inhibe oldugu en diisiik
antimikrobiyal konsantrasyonu “Minimal Inhibitér Konsantrasyon (MIK)” olarak
tanimlanmaktadir. MIK ¢alismasi sonunda DHMC maddesi Salmonella zerinde
inhibe edici etki gostermemisken, E. coli, B. subtilis, B. Licheniformis tizerinde 0,0625
kat seyreltme de inhibe edici etki géstermis, S. aureus ise 1 kat seyreltmede inhibe
edici ozellik gostermistir. DHMC maddesinin E. coli, B. subtilis, B. Licheniformis
mikroorganizmalart tizerindeki etkisi S. aureus’ a gore daha fazla oldugu
belirlenmistir. APICP bilesigi Salmonella ve S. aureusiizerinde inhibe edici etki
gostermemistir. Fakat E. coli, B. subtilis, B. Licheniformis (zerinde 0,0625 kat
seyreltme de inhibe edici etki gostermistir. Bazimikroorganizmalar i¢in kullanilan en
yuksek konsantrasyonda bile tamamen baskilama gézlemlenmediginden dolayr MIK

degeri belirlenememistir.

5.5.DHMC, APICP ve PDI/Arg bilesiklerinin karaciger katalaz enzim

aktivitesi Uzerine etkileri

Calisma kapsaminda sigan karaciger doku homojenalar1 kullanilarak ana antioksidan
enzimlerden biri olan CAT enzimi icin kinetik calismalar gerceklestirilmis, farkl
stibstrat (H202) konsantrasyonlart kullanilarak Vo (ilk hiz) diizeyleri belirlenmistir.
Buna gore Michaelis-Menten grafikleri olusturulmus, Lineweaver-Burk denklemi
kullanilarak CAT igin Vmax (541,1 + 19,96 U/mg) ve Km (104 £ 10,81 mM) degerleri

hesaplanmigtir. Calisma kapsaminda DHMC, APICP, PDI/Arg bilesiklerinin CAT
38



enzimi lizerinde nasil bir etki gosterdigini arastirmak amaciyla yukarida belirtilen
kinetik ¢alismalar farkli miktarlarda (0,1-10 mM) DHMC, APICP, PDI/Arg bilesikleri
kullanilarak tekrar edilmis, her madde ve konsantrasyonu i¢in Vmax ve Km degerleri

hesaplanmustir.

DHMC bilesiginin CAT enzim aktivitesine etkilerini gosteren Michaelis-Menten
grafigi Sekil 4.3’te, bu grafigin ¢ift-ters donlisiimii yani Lineweaver-Burk grafigi ise
Sekil 4.4’te gosterilmistir. Elde edilen verilere gore DHMC miktarinin artisina bagl
olarak CAT enziminin Vmax ve Km degerleri kademeli olarak azalmistir (Cizelge
4.3). Buna gore CAT aktivitesini %50 oraninda azaltan DHMC miktar1 ICso: 0,12 mM
olarak hesaplanmistir. Vmax ve Km degerlerinin DHMC verilmesiyle genel olarak
paralel olarak diisiisii ve ayn1 zamanda Michaelis-Menten ve Lineweaver-Burk
grafiklerinin davranisi, DHMC bilesiginin CAT enzimini karisik inhibisyon (mixed-
inhibition) mekanizmasiyla doz bagimli bir sekilde baskiladigini isaret etmektedir.
Benzer bir sekilde APCP ve PDI/Arg bilesikleri de Vmax ve Km degerlerini eszamanl
olarak diigiirmiistiir. APICP i¢in hesaplanan ICso degeri 5,27 mM iken, PDI/Arg
bilesigi i¢in ICso degeri 0,79 mM’dir. APICP ve PDI/Arg bilesikleri Michaelis-Menten
(Sekild.5 ve Sekil 4.7) ve Lineweaver-Burk grafiklerinin (Sekil 4.6 ve Sekil 4.8)
davranigi, Km ve Vmax degerlerindeki degisimler bu bilesiklerin de CAT enzimini
karisik inhibisyon mekanizmalariyla baskiladigini gostermektedir. DHMC, APICP ve
PDI/Arg bilesiginin CAT enzimini baskilama grafikleri Sekil 4.9°da 6zetlenmektedir.
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Sekil 4.3. DHMC bilesiginin CAT aktivitesi tizerine etkilerini gdsteren Michaelis-

Menten grafigi.
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Sekil4.4. DHMC bilesiginin CAT aktivitesi lizerine etkilerini gosteren.Lineweaver-
Burk grafigi.
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Menten grafigi.

11V,

0.10

0.08

0.06

0.04

0.02

@ APICP (0 mM)

Sekil 4.6.APICP

0.05

1/[H20,]

8 APICP (0,1mM) A+ APICP (0.5 mM) ¥. APICP (1mM) <= APICP (2 mM)

@ APICP (5mM) s APICP (10 mM)

bilesiginin CAT aktivitesi lizerine etkilerini gosteren.Lineweaver-

Burk grafigi.

41



500

400
-gg
D

S8 300
=
X 0O
<o

= E 200
33

100

0

=9« PDI/Arg (0 mM)

48- PDI/Arg (0,1 mM) =A-

200 300 400

[H20,] (mM)

- PDI/Arg (1 mM)

100

PDI/Arg (0,5 mM) <9+ PDI/Arg (2 mM)

4 PDIArg (5 mM) = PDI/Arg (10 mM)

Sekil 4.7.PDI/Arg bilesiginin CAT aktivitesi tizerine etkilerini gosteren Michaelis-

Menten grafigi.
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Sekil 4.8.PDI/Arg bilesiginin CAT aktivitesi iizerine etkilerini gosteren. Lineweaver-
Burk grafigi.
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Cizelge 4.3. DHMC, APICP ve PDI/Arg bilesiklerinin karaciger katalaz enziminin
Kinetik parametreleri (Vmax, Km, ICso) Uzerine etkileri. ND: Tayin

edilemedi.
KATALAZ
DHMC DHMC DHMC DHMC DHMC DHMC DHMC
(0 mM) (0,1 mM) (0,5 mM) (1 mM) (2 mM) (5 mM) (10 mM)
X;?rf]’é) 541141096 | 239,1+7285 | 1986666 | 19394563 | 1722+473 | 1654+499 ND
Km (mM) 104 + 10,81 160,4 + 11,68 97,65+ 9,45 76,91+ 7,01 36,35+3,92 | 16,12+2,28 ND
1Cso (MM) 0,12
APICP APICP APICP APICP APICP APICP APICP
(0. mM) (0,1 mM) (0,5 mM) (I mM) (2 mM) (5mM) (10 mM)
XJT;E) 541,1 18,75 392,6 + 16 362,3+11,49 | 319,110,226 | 2845+7,77 | 278,6+531 | 2522+7,14
Km (mM) 104 + 10,15 90,58 +10,95 | 77,83+7,721 68,57 + 7,19 51,38+501 | 31,35+242 | 1344+185
1Cso (MM) 5,27
PDI/Arg PDI/Arg PDI/Arg PDI/Arg PDI/Arg PDI/Arg PDI/Arg
(0. mM) (0,1 mM) (0,5 mM) (1 mM) (2 mM) (5mM) (10 mM)
XJT;E) 541,1+18,75 | 319,6+1598 | 3189+1365 | 2781+11,16 | 2343+659 | 2004%535 | 1614 +3,47
Km (H.0,) 104 £ 10,15 70,83 + 11,43 66,77 + 9,54 59,81 + 8,18 4375+ 4,60 | 2377+2,74 | 4,183%0,61
1Cs0 (MM) 0,79
80
Y S .o ®DHMC 500 = BRICR
60 P + PDI/Arg
I I — s e * PDI/Arg g Y Pl + DHMC
I S R — . ARIER £8 a0l  Eeel 1 .........
G 4ol 4w gi ,,,,,,, T ! : ~~~~~~ [
o o Thwegn I g
< b - £ 200 e S
20 o= =
100
0
0 2 4 6 -1.5 1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0
Konsantrasyon (mM) Log [X]

Sekil 4.9. DHMC, APICP ve PDI/Arg bilesiklerinin katalaz enzimini baskilayici

etkileri.
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5.6.DHMC, APICP ve PDI/Arg bilesiklerinin karaciger GST (CDNB) ve
GST (GSH) enzim aktivitesi Uzerine etkileri

Karbonat, Fe3*, Hg?* ve tiyol gruplarinin floresan tayinlerinde kullanilan DHMC,
APICP ve PDI/Arg bilesiklerinin hiicre ana detoksifikasyon enzimleri icerisinde yer
alan GST enzimi Uzerine etkilerini incelemek Uzere enzim kinetigi calismalari
gerceklestirilmistir. GST enzimi, CAT enziminden farkli olarak iki siibstratli (GSH ve
xsenobiotikler (CDNB)) bir enzimdir. Bu nedenle GST enzimi i¢in yapilan kinetik
calismalar, her iki siibstrat igin ayr1 ayr gerceklestirilmistir. Ik calismada
sibstratlardan birisinin (GSH) konsantrasyonu sabit tutularak CDNB i¢in slbstrat
bagimli enzimatik hizlar belirlenmis ve GST enziminin CDNB i¢in Km ve Vmax
degerleri hesaplanmustir. Ikinci asamada ise CDNB konsantrasyonu sabit tutularak
farki GSH miktarlarinda enzimatik hizlar hesaplanmis ve GST enziminin GSH igin
Km ve Vmax degerleri belirlenmistir. Buna gére CDNB degistirilerek hesaplanan
Vmax degeri 503,70 + 18,88 U/mg protein, Km degeri ise 16,54 = 1,61 mM olarak

belirlenmistir.

GST (CDNB) igin kinetik ¢aligsmalar reaksiyon ortamina farkli dozlarda (0,1-10 mM)
DHMC, APICP ve PDI/Arg bilesikleri uygulanarak tekrarlanmistir. Caligsmalar
sonucunda elde edilen farkli bilesik uygulamalar1 altinda elde edilen Michaelis-
Menten grafikleri Sekil 4.10, 4.12 ve 4.14’te, bu grafiklerin cift-ters donlisiimii
Lineweaver-Burk grafikleri ise Sekil 4.11, 4.13 ve 4.15°te verilmistir. Bu grafikler ve
denklemleri kullanilarak DHMC, APICP, PDI/Arg bilesiklerinin GST(CDNB)
aktivitesi Vmax ve Km degerlerini nasil degistirdikleri incelenmistir. Sonuglara gore
DHMC ve APICP bilesikleri GST(CDNB) i¢in Vmax degerlerini belirli bir doza kadar
onemli 6l¢iide degistirmezken, goriinen Km degerlerini normal degerlerin iizerine
¢ikarmistir. Bu sonuclar DHMC ve APICP bilesiklerinin CDNB i¢in birer yarismali
inhibitor olabileceklerini gostermektedir. Vmax tizerinde belirgin bir degisime neden
olmadan Km degerlerindeki (Cizelge 4.4) artis, enzimatik aktivite icin CDNB siibstrati
ile olabilecek muhtemel bir yarismayi isaret etmektedir. Bu sonuglardan farkli olarak
PDI/Arg bilesigi GST (CDNB) aktivitesi i¢in Vmax degerini 6nemli Olcilide
baskilarken, Km degerini gorece olarak nispeten degistirmemistir. Yarigmasiz
inhibitorler, enzim-slbstrat kompleksi ile reaksiyona girer ve enzim-iriin kompleksi
olusturmak icin reaksiyon hizin1 yavaslatirlar. Deney sonuclarimiz PDI-Arg
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bilesiginin GST enzimini yarigmasiz (non-competatif) olarak baskiladigini
gostermektedir. DHMC, APICP ve PDI/Arg bilesiklerinin GST (CDNB) enzimini
baskilama grafikleri Sekil 4.16’da Ozetlenmektedir. Bu baskilama grafikleri
kullanilarak hesaplanan 1Csg degerleri ise DHMC igin 3,74 mM, APICP igin 146,55
mM ve PDI/Arg bilesigi i¢in 49,09 mM olarak belirlenmistir.

Cizelge 4.4. DHMC, APICP ve PDI/Arg bilesiklerinin karaciger toplam GST (CDNB)
enzimi Kinetik parametreleri (Vmax, Km, 1Cso) lizerine etkileri.

GST (CDNB)
DHMC DHMC DHMC DHMC DHMC DHMC ( DHMC
(0 mMm) (0,1 mM) (0,5 mM) (1 mM) (2 mM) 5 mM) (10 mM)
E{Jr?ax) 503,70 + 18,88 | 444,40 +16,26 | 466,10 +3530 | 477,6+29,09 | 437,4+51,28 | 277,4+28,42 | 106,4 + 21,36
mg
Km 16,54 £ 1,614 20,94 +1,68 32,04 + 4,65 48,63 +4,99 66,54 £ 12,02 | 68,49 +10,75 | 85,06 + 24,63
(CDNB)
|C50 (mM) 3,74
APICP APICP APICP APICP APICP APICP APICP
(0 mM) (0,1 mM) (0,5 mM) (1 mM) (2 mM) (5 mM) (10 mM)
Vmax 500,8 + 31,39 531,9 49,79 542,3 £ 50,69 405,9 +36,31 | 398,5+37,31 391,7 +44 369,5 +27,91
(U/mg)
Km 19,11 £ 2,69 28,36 £5,28 35,79 £6,19 29,85 +5,23 35,38 6,16 54,12 £ 9,94 68,6 7,92
(CDNB)
1Cs (MM) | 146,55
PDI/Arg PDI/Arg PDI/Arg PDI/Arg PDI/Arg PDI/Arg PDI/Arg
(0 mm) (0,1 mM) (0,5 mM) (1 mM) (2mM) (5 mM) (10 mM)
Vmax 503,1 + 26,4 363,6 + 14,06 360 + 20,05 346,7+13,95 | 327,3+16,86 | 286,3+ 15,72 2779 +12,75
(U/mg)
Km 20,8 +2,39 12,35 +1,22 16,72 +2,18 12,49 +1,28 17,2+ 2,05 15,81 +2,07 18,23 +1,91
(CDNB)
|C50 (mM) 49,09
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Sekil 4.10. DHMC bilesiginin toplam GST aktivitesi (CDNB) {izerine etkilerini
gosteren Michaelis-Menten grafigi.
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Sekil 4.11. DHMC bilesiginin toplam GST aktivitesi (CDNB) iizerine etkilerini
gosteren. Lineweaver-Burk grafigi.
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Sekil 4.12. APICP bilesiginin toplam GST aktivitesi (CDNB) {izerine etkilerini
gosteren Michaelis-Menten grafigi.
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Sekil 4.13. APICP bilesiginin toplam GST aktivitesi (CDNB) {izerine etkilerini
gosteren. Lineweaver-Burk grafigi.
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Sekil 4.14. PDI/Arg bilesiginin toplam GST aktivitesi (CDNB) uzerine etkilerini
gosteren Michaelis-Menten grafigi.
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Sekil 4.15. PDI/Arg bilesiginin toplam GST aktivitesi (CDNB) iizerine etkilerini
gosteren. Lineweaver-Burk grafigi.
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Sekil 4.16.DHMC, APICP ve PDI/Arg bilesiklerinin toplam GST (CDNB) enzimini
baskilayici etkileri.

GST enziminin bir diger ana siibstrat1 ise GSH molekiiliidiir. Biitiin GST izozimleri
detoksifiye edilecek bilesiklere GSH grubunu tiyol gruplarindan konjuge ederek onlar1
daha suda ¢Oziinebilir hale getirmektedir. DHMC, APICP, PDI/Arg bilesiklerinin
karaciger GSH bagimli GST aktivitelerini nasil etkiledigine dair ¢calismalar CDNB
konsantrasyonunun sabit tutuldugu ve GSH konsantrasyonun degistirildigi kinetik
calismalarla incelenmistir. Deney sonuglart GST (GSH) aktivitesinin Vmax degerinin
346,5 + 10,88 U/mg, GSH i¢in Km degerinin ise 8,38 + 1,03 mM oldugunu

gostermektedir.

GST (GSH) aktivitesi i¢in inhibisyon calismalar1 reaksiyon ortamina farkli doz
DHMC, APICP ve PDI/Arg bilesikleri uygulanarak tekrarlanmistir. Caligmalar
sonucunda farkl bilesik uygulamalari altinda elde edilen Michaelis-Menten grafikleri
Sekil 4.17, 4.19 ve 4.21°de, bu grafiklerin ¢ift-ters doniisiimii Lineweaver-Burk
grafikleri ise Sekil 4.18, 4.20 ve 4.22°de verilmistir. Bu grafikler ve denklemleri
kullanilarak DHMC, APICP, PDI/Arg bilesiklerinin GST(CDNB) aktivitesi Vmax ve
Km degerlerini nasil degistirdikleri incelenmistir. Sonuglara gére GSH bagimli GST
aktivitesinin uygulanan bilesiklerinin tUmuU tarafindan baskilandig1 goriilmiistiir
(Cizelge 4.5). DHMC, APICP, PDI/Arg bilesikleri biitiin konsantrasyonlarinda
GST(GSH) aktivitesi i¢in Vmax degerlerini azaltirken, gérece GSH Km degerini
arttirmistir. Bu tiir baskilama, karisik tip (mixed-type inhibition) baskilama tiiriniin
genel Ozelliklerindendir. Yarigsmasiz inhibitorlerin etkilerine benzer olmasina karsin,
karisik tip inhibitorler siibstrat ile rekabet etmeden siibstratin enzime karsi olan

afinitesini diistliriirler. Vmax degerlerindeki azalis ve GSH icin Km degerindeki artis,
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bu ii¢ bilesigin de GST(GSH) aktivitesini karigik tip baskilama ile baskiladigini

gostermektedir.

DHMC, APICP ve PDI/Arg bilesiklerinin GST (GSH) enzimini baskilama grafikleri

Sekil 4.23’te 6zetlenmektedir. Bu baskilama grafikleri kullanilarak hesaplanan ICso
degerleri ise DHMC igin 7,49 mM, APICP igin 724,44 mM ve PDI/Arg bilesigi i¢in

21877,62 mM olarak belirlenmistir.

Cizelge 4.5. DHMC, APICP ve PDI/Arg bilesiklerinin karaciger toplam GST (GSH)

enzimi kinetik parametreleri (Vmax, Km, ICsp) Uzerine etkileri.

GST (GSH)
DHMC DHMC DHMC DHMC DHMC DHMC DHMC
(0 mM) (0,1 mM) (0,5 mM) (1 mM) (2 mM) (5 mM) (10 mM)
Xj}‘;’é) 3465+10,88 | 311,8+12,11 | 2827+871 255 + 7,96 2163+724 | 1836+6,53 | 1582 +7,60
8,382 £ 1,03 9952+145 | 1127+126 | 1425+152 | 16,75+1,83 | 2391248 | 3545431
Km (GSH)
7,49 mM
1Cs (MM)
APICP APICP APICP APICP APICP APICP APICP
(0 mMm) (0,1 mM) (0,5 mM) (1 mM) (2 mM) (5 mM) (10 mM)
Xj}‘;’é) 3462+1091 | 3137+955 | 301,3+878 | 2922+888 | 2784+778 | 2562+490 | 231,9+6,71
7,763+ 1,01 8526+101 | 9705+107 | 11,94+130 14+1,34 17,24 +1,06 | 28,25+225
Km (GSH)
724,44 mM
|C50 (mM)
PDI/Arg PDI/Arg PDI/Arg PDI/Arg PDI/Arg PDI/Arg PDI/Arg
(0 mMm) (0,1 mM) (0,5 mM) (1 mM) (2 mM) (5 mM) (10 mM)
XJ”/“aX) 348,80+11,19 | 347,7+13,05 | 3251+11,91 | 312,7+10,78 | 302,1+7,85 | 290,8+664 | 285958
mg
7,74 0,99 14,4 + 1,84 1548 +1389 | 2085+219 | 21,1+1,66 | 2552+166 | 3847%3,17
Km (GSH)
21877,62 mM
1Cs0 (MM)
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Sekil 4.17. DHMC bilesiginin toplam GST aktivitesi (GSH) iizerine etkilerini gdsteren
Michaelis-Menten grafigi.
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Sekil 4.18. DHMC bilesiginin toplam GST aktivitesi (GSH) tizerine etkilerini
gosteren. Lineweaver-Burk grafigi.
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Sekil 4.19. APICP bilesiginin toplam GST aktivitesi (GSH) lizerine etkilerini gosteren
Michaelis-Menten grafigi.
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Sekil 4.20. APICP bilesiginin toplam GST aktivitesi (GSH) lizerine etkilerini gdsteren.
Lineweaver-Burk grafigi.
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Sekil 4.21. PDI/Arg bilesiginin toplam GST aktivitesi (GSH) iizerine etkilerini
gosteren Michaelis-Menten grafigi.
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Sekil 4.22. PDI/Arg bilesiginin toplam GST aktivitesi (GSH) {izerine etkilerini
gosteren. Lineweaver-Burk grafigi.
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Sekil 4.23. DHMC, APICP ve PDI/Arg bilesiklerinin GST(GSH) baskilayici etkileri

5.7.DHMC, APICP ve PDI/Arg bilesiklerinin HepG2 ve MCF-7 hucreleri

Uzerine sitotoksik etkileri

Antioksidan, antibakteriyel ve antioksidan enzimleri baskilayici etkileri belirlenen
DHMC, APICP ve PDI/Arg bilesiklerinin karaciger ve meme kanseri hiicre hatlari
(sirasiyla HepG2 ve MCF-7) Uzerine sitotoksik etkinliklerinin belirlenmesine yonelik
in vitro sitotoksisite ¢alismalar1 gergeklestirilmistir. Sitotoksisite ¢alismalart genel
olarak incelendiginde, kullanilan bilesiklerin hepsinin belirli bir dozdan sonra hiicreler
tizerine sitotoksik etki gosterdigi goriilmektedir. Ayrica MCF-7 hiicrelerinin kullanilan
problara daha duyarli oldugu ve ¢ok daha kii¢iik dozlarda 6lmeye basladiklarini
goriilmiistiir (Sekil 4.24). Bu baglamda HepG?2 hiicrelerinin sitotoksik etkilere karsi
daha direncli oldugu belirlenmistir. Kullanilan farkli dozlardaki bilesiklerin hiicre
canliliklarini nasil etkiledikleri Sekil 4.24°de acikca gosterilmektedir. Farkli dozlarda
floresan bilesiklerin in vitro sitotoksik etkilerini gosteren 1Cso degerleri
hesaplanmigtir. Hesaplanan ICso degerleri ve degerlere ait %95 giiven araligi degerleri

Cizelged.6’da 6zetlenmistir.

ICs0 degerlerine gore MCF-7 hiicrelerinin HepG?2 hiicrelerine oranla ¢ok daha duyarli
olduklar1 degerlendirilmistir. HepG2 hiicre canliligi sonuglarina gore en yiiksek
sitotoksik etkinin PDI/Arg bilesigi tarafindan gergeklestigi (ICs0:0,3071 mM), DHMC
ve APICP bilesiklerinin ise HepG2 hiicreleri iizerine neredeyse benzer etkiler
gosterdikleri belirlenmistir. MCF-7 canlilik analizlerine gore ise yine en yiksek

sitotoksik etki PDI/Arg tarafindan saglanmistir (ICso: 0,0160 mM). Bu hicreler
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tizerine en diislik sitotoksik etki ise APICP bilesigi (ICs0:0,0883 mM) tarafindan

olusturulmustur.
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Sekil 4.24. DHMC maddesinin farkli konsantrasyonlarda 48 saat sonundaki HepG2 ve
MCEF-7 hiicre canliliklar1 iizerine etkileri.
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Cizelge 4.6. DHMC, APICP ve PDI/Arg bilesiklerinin HepG2 ve MCF-7 hicreleri
Uzerine sitotoksik etkilerini gosteren ICso degerleri (mM). Cl: Glven

aralig1.
HepG2 MCF-7
1Cs0 1Cs0 (%095 CI) 1Cs0 1Cs0 (%095 ClI)
(mM) (mM) (mM) (mM)
DHMC 0,5532 (0,4959-0,6170) 0,0399 (0,0304-0,0522)
APICP 0,5410 (0,5051-0,5795) 0,0883 (0,0691-0,1128)
PDI/Arg 0,3071 (0,0854-1,1050) 0,0160 (0,0107-0,0238)

5.8.DHMC, APICP ve PDI/Arg bilesiklerinin floresan hiicre (HepG2)

goriintilleme calismalar:

Yeni sentezlenen DHMC bilesiginin canli hiicrelere girerek hiicre i¢i goriintiileme
uygulamalari i¢in kullanilip kullanilmayacagini degerlendirme amaciyla floresan
goruntuleme galismalar1 yapilmistir. Bunun i¢in, HepG2 hiicreleri DHMC ve karbonat
iyonlariyla inkiibe edilmigtir. Sekil 4.25'de gosterildigi gibi, DHMC tek basina
hiicrelerde hiicre i¢i floresanst degistirmemis ve neredeyse hi¢ floresans
gostermemistir.

DHMC (-), Na,CO, (-) DHMC (+), Na,CO; (-)

DHMC (+), Na,CO; (+)

Bright Field Phase Contrast Images

Green Fluorescent Images

Sekil 4.25. DHMC ve sodyum karbonat ile inkiibe edilen HepG2 hiicrelerinin parlak
alan faz kontrast ve floresan gorintileri, Gorlntiler floresan hiicre
goruntuleme sistemi (ZOE, Bio-Rad, Aex = 480 nm, Aem = 517/23 nm)
kullanilarak alinmigtir. Uzunluk ¢izgisi 100 pum belirtmektedir.
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Ote yandan, DHMC inkiibasyonundan sonra hiicreler esit miktarda karbonat iyonu ile
muamele edildiginde, hiicre ici yesil floresansta ¢arpict bir artis gozlenmistir. Bu
sonuglar DHMC' nin hiicre zarma niifuz edebilecegini ve spesifik olarak DHMC' nin
canli sistemlerde karbonat algilamasinda kullanilabilecegini gostermektedir.

APICP bilesiginin hiicre ici Hg?* ve Fe*" iyonlarmi algilama icin pratik
uygulanabilirligini degerlendirmek i¢in HepG2 hiicreleri kullanilarak floresan
goruntuleme deneyleri yapilmistir (Sekil 4.26). Bunun i¢in HepG2 hiicreleri 400 uM
APICP ile 30 dakika boyunca inkiibe edilmistir. Sekil 4.26'de gosterildigi gibi, APICP
tek basina HepG2 hiicrelerinde hiicre i¢i floresani arttirmistir. Ote yandan, HepG2
hiicreleri APICP'den sonra Hg?* iyonlar1 ile muamele edildiginde hiicre ici yesil
floresansta carpici bir azalma gézlenmistir. Benzer sekilde, APICP’in olusturdugu
hiicre i¢i yesil floresans Fe** iyonlarryla da sondiiriilmiistiir. Bu sonuglar, bu iki metal
iyonunun hiicrelere dagildigini ve floresansini gidermek i¢in APICP ile baglandigin
gdstermektedir. Dahasi, APICP’nin séniimlenmesinde Hg®" iyonunun daha etkili

oldugu bulunmustur.

APICP APICP + Hg?* APICP + Fe3*

Bright Field Phase Contrast Images

Green Fluorescent Images

Sekil 4.26. APICP ve Hg2+/Fe3+ ile inkibe edilen HepG2 hicrelerinin parlak alan
faz kontrast ve floresan goruntileri, Gorintller floresan hiicre
goruntuleme sistemi (ZOE, Bio-Rad, Aex = 480 nm, Aem = 517/23 nm)
kullanilarak alinmigtir. Uzunluk ¢izgisi 40 um belirtmektedir
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Tiyol gruplarinin hiicre i¢i gorlintiilemesi i¢in tasarlanan islevsellestirilmis probun
(PDI/Arg) pratik uygulanabilirligini daha iyi degerlendirmek icin HepG2 hiicreleri
kullanilarak floresan goriintiilleme deneyleri gergeklestirilmistir (Sekil 4.27). Buna
gore, HepG2 hiicreleri PDI/Arg ve PDI/Arg-Hg?* ile bir saat boyunca inkiibe edilerek
floresan goriintiiler alinmistir. Sekil 4.27'de gosterildigi gibi, PDI/Arg tek basina
HepG2 hiicrelerinde hiicre i¢i floresani arttirmistir. Bu durum PDI/Arg bilesiginin
hiicre zarindan gecebildigini ve hiicre i¢i goriintilemede etkili olabilecegini
gostermektedir. Floresan 1simasi Hg?" ile sondiiriilmiis PDI/Arg-Hg?"kompleksi
hiicrelere verildiginde ise yine hiicre igi yesil floresan1 goriilmistiir (Sekil 4.27f). Bu
sonug, PDI/Arg molekiilii Gizerindeki Hg?* iyonlarmin hiicre ici tiyol gruplariyla yer

degistirdigini ve boylelikle floresan 1s1manin olustugu diisiincesini olusturmustur.

Bu hipotezi dogrulamak i¢in HepG2 hiicrelerinin hiicre i¢i tiyol gruplarini bloke etmek
icin NEM molekiilii ile 6n isleme tabi tutuldugu ve daha sonra PDI/ Arg-
Hg*kompleksi ile muamele edildigi negatif kontrol deneyi ile test edilmistir. Bu deney
sonucunda NEM 6n islemine tutulmus PDI/ Arg-Hg?" uygulanan hiicrelerde floresan
1s1ma goriilmemistir (Sekil 4.27h). Bu durum, hiicre igi serbest tiyol gruplarmin Hg?*

ile yarisarak floresan ag-kapa probu olarak kullanilabilecegini gdstermektedir.
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Sekil 4.27. Farkli bilesik uygulamalar altinda HepG2 hiicrelerinin parlak alan faz
kontrast ve yesil floresan goriintiileri. Tek basina HepG2 hiicrelerinin
parlak alan (a) ve floresan (b) gorunttleri; 60 dakika boyunca 100 puM
PDI/Arg ile inkiibe edilmis hiicrelerin parlak alan (c) ve floresan (d)
goruntiileri; 60 dakika boyunca 100 uM PDI/Arg-Hg?* ile inkiibe edilmis
hlcrelerin parlak alan (e) ve floresan (f) gorintileri; 60 dakika boyunca
100 uM NEM ile 6nceden inkiibe edilmis ve daha sonra 60 dakika boyunca
100 uM PDI/Arg-Hg?" ile inkiibe edilmis hiicrelerin parlak alan (g) ve
floresan (h) goruntuleri. Gortntuler floresan hiicre gorintileme sistemi
(ZOE, Bio-Rad, Aex = 480 nm, Aem = 517/23 nm) kullanilarak alinmustir.
Uzunluk ¢izgisi 100 pum belirtmektedir.
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6. TARTISMA VE SONUC

Teknolojinin gelismesiyle birlikte; biyomedikal uygulamalar, gida giivenligi, tip,
cevre kirliligi, eczacilik, askeri uygulamalar gibi bir¢ok farkli alanda kullanimi1 artan
biyosensorler hizla gelismeye ve ilerlemeye baslamistir(Behravan ve ark., 2019).
Biyosensorler, hassas, hizli, tekrarlanabilir ve ucuz analizlerin yapilmasini oldukga
kolay hale getirmesi nedeniyle ginimizde yeni biyosensorlerin tasarimi ve
gelistirilmesi de olduk¢a 6nem kazanmaktadir(Gupta ve ark., 2019; Wang ve
ark.,2013). Bu baglamda bu calismada, laboratuvarimizda biyosensor olarak yeni
sentezlenen kumarin tirevi olan DHMC ve APICP bilesikleri ile perilen tirevi
PDI/Arg bilesiklerinin antioksidan, antibakteriyel ve sitotoksik etkilerinin arastirmasi
yapilmistir. Ayrica bu bilesiklerin canli hiicre sistemlerinde ¢esitli iyonlarin ve
fonksiyonel gruplarin tanimlanmasinda kullanilabilme potansiyelleri floresan hiicre

goriintiileme ¢alismalariyla ortaya ¢ikarilmistir.

Calisilan bilesiklerin antioksidan 6zellikleri incelendiginde en yiiksek kapasitenin
DHMC bilesiginde oldugu DPPH radikal siipiiriici etkiler ve toplam antioksidan
kapasite sonuglarindan anlagilmaktadir. DHMC bilesigi diisiik ICso degeri ile standart
antioksidan olarak kullanilan gallik asite yakin radikal yakalama aktivitesi
gostermistir. APICP bilesiginin Trolox esdegeri toplam antioksidan kapasitesi DHMC
bilesigi ile benzerlik gostermektedir. Bu durumun nedeni DHMC ve APICP
bilesiklerinin her ikisinin de kumarin tiirevi bilesikler olmasi olarak agiklanabilir.
Indirgeme giicii etkinlerine gore kiyaslandiginda incelenen ii¢ bilesikten PDI/Arg

molekilinin ylksek 6l¢iide indirgeme potansiyeline sahip oldugu degerlendirilmistir.

Incelenen bilesiklerin ¢esitli mikroorganizmalar iizerine etkilerinin incelendigi
calisma sonucglarimiz, DHMC bilesiginin test edilen mikroorganizmalarin c¢ogu
tizerinde etkisi oldugunu gostermektedir. APICP bilesigi S. aureus, B. subtilis ve
Salmonellagibi mikroorganizmalar {izerinde antibakteriyel etkilere sahip olmasina
karsin bu etki DHMC molekiiliiniin etkilerinden oldukga diisiik bulunmustur. PDI/Arg
bilesiginin ise kullanilan dozlarda test edilen tiim bakterilerin Ustline higbir

antimikrobiyal etkisi goriilmemistir.
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Karbonat, Fe®*, Hg* ve tiyol gruplarmin floresan tayinlerinde kullanilabilecek
DHMC, APICP ve PDI/Arg bilesiklerinin hiicre ana antioksidan ve detoksifikasyon
enzimleri icerisinde yer alan CAT ve GST enzim aktiviteleri zerine etkilerini
incelemek {lizere enzim kinetigi calismalar1 gergeklestirilmistir. Sonuglar her iig¢
bilesigin de incelenen enzimler {izerine baskilayici etkileri oldugunu gostermektedir.
DHMC, APICP ve PDI/Arg bilesiklerinin CAT enzimini karigik inhibisyon (mixed-
inhibition) mekanizmasiyla doz bagimli bir sekilde baskiladigir bulunmustur. Enzim
kinetigi calismalart DHMC ve APICP bilesiklerinin GST enzim aktivitesinde CDNB
i¢in birer yarigmali inhibitor olabileceklerini gostermektedir. Bu sonuglardan farkli
olarak PDI/Arg bilesigi GST (CDNB) enzimini yarigsmasiz (non-competatif) olarak
baskilamaktadir. DHMC, APICP, PDI/Arg bilesiklerinin karaciger GSH bagimli GST
aktivitelerini nasil etkiledigine dair yapilan c¢aligmalarda, enzimatik aktivitenin
uygulanan bilesiklerinin tiimii tarafindan baskilandig1 goriilmiistir. DHMC, APICP,
PDI/Arg bilesikleri, biitiin konsantrasyonlarinda GST(GSH) aktivitesi i¢in Vmax
degerini azaltirken, gérece GSH Km degerini arttirmistir. Bu tiir baskilama, karigik tip
yarismasiz ~ (mixed-typeuncompetative inhibition) baskilama tiiriiniin  genel
ozelliklerindendir. Yarigsmasiz inhibitorlerin etkilerine benzer olmasina karsin, karisik
tip inhibitorler siibstrat ile rekabet etmeden siibstratin enzime karsi olan afinitesini
diisiirtirler. Vmax degerlerindeki azalis ve GSH i¢in Km degerindeki artig, bu ¢
bilesigin de GST(GSH) aktivitesini karisik tip uncompetatifbaskilama ile baskiladigini

gostermektedir.

Antioksidan, antibakteriyel ve antioksidan enzimleri baskilayici etkileri belirlenen
DHMC, APICP ve PDI/Arg bilesiklerinin karaciger ve meme kanseri hiicre hatlari
tizerine sitotoksik etkinliklerinin belirlenmesine yonelik gergeklestirilen in vitro
calismalar, MCF-7 hiicrelerinin kullanilan bilesiklere daha duyarli oldugunu ve ¢ok
daha diisiik konsantrasyonda hiicre 6liimiiniin gerceklestigini gostermektedir. Bu
baglamda HepG2 hiicrelerinin sitotoksik etkilere karsi daha direngli oldugu
sOylenebilir. Sitotoksik etkinligi en yiiksek olan PDI/Arg bilesigi HepG2 ve MCF-7
hiicreleri tizerine oldukga yiiksek etki gostermistir. APICP bilesiginin ise incelenen
diger maddelere gore benzer veya daha az sitotoksik etki gosterdigi ortaya

cikarilmistir.
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Yeni sentezlenen DHMC, APICP ve PDI/Arg bilesiklerinin canli hiicrelere girerek
hiicre i¢i goriintiileme uygulamalari i¢in kullanilip kullanilmayacagini analiz etmek
icin floresan goriintiileme ¢alismalar1 yapilmistir. Bunun i¢in, HepG2 hiicreleri
DHMC ve karbonat iyonlariyla inkiibe edilmis ve elde edilen sonuglar DHMC'nin
hiicre zarma niifuz edebilecegini ve spesifik olarak DHMC'nin canli sistemlerde
karbonat algilamasinda kullanilabilecegini gostermistir. APICP bilesiginin hiicre i¢i
Hg?* ve Fe*" iyonlarmi algilama igin pratik uygulanabilirligini degerlendirmek igin
HepG2 hiicreleri APICP, Hg?* ve Fe®" iyonlariyla muamele edilmistir. APICP
tarafindan saglanan hiicre i¢i floresans, Hg?* ve Fe®" iyonlariyla azalmistir. Bu
sonuglar, bu iki metal iyonunun hiicrelere dagildigin1 ve floresansini gidermek igin
APICP bilesigine baglandigin1  gostermektedir. Tiyol gruplarmmin tayini igin
kullanilabilecek PDI/Arg bilesigi ise tek basina HepG2 hiicrelerinde hiicre i¢i floresani
artttrmistir. Bu durum PDI/Arg bilesiginin hiicre zarindan gecebildigini ve hiicre igi
goriintiilemede etkili olabilecegini gdstermektedir. Floresan 1simasi Hg?* ile
sondiiriilmiis PDI/Arg-Hg?*kompleksi hiicrelere verildiginde ise yine hiicre igi yesil
floresam goriilmiistiir. Bu sonug, PDI/Arg molekiilii iizerindeki Hg?* iyonlarinin hiicre
ici tiyol gruplartyla yer degistirdigini ve boylelikle floresan isimanin olustugunu
gostermistir. Bu durum PDI/Arg’in hiicre i¢i tiyol gruplarinin tanimlanmasi ve

belirlenmesi ¢aligmalarinda kullanilabilecegini gostermektedir.

Sonug olarak, DHMC, APICP ve PDI/Arg bilesiklerinin antioksidan, antimikrobiyal
ve sitotoksik aktivitelerinin arastirildigir bu ¢alismada, bilesiklerin ¢esitli oranlarda
antioksidan, antimikrobiyal ve sitotoksik Ozellikler tasidiklar1 tespit edilmistir. Bu
bilesiklerin insan viicudunda ¢esitli metabolik faaliyetler sonucu meydana gelen
oksidatif stresi azaltabilecekleri, zararli mikroorganizmalar1 inhibe edebilecekleri,
kanser hiicreleri izerine sitotoksik etki gosterebilecekleri degerlendirilmistir. Ayrica,
bu bilesiklerin hiicre icerisindeki gesitli iyonlarin ve fonksiyonel gruplarin in vivo
tayininde kullanilabilme potansiyelleri de bu ¢alisma kapsaminda ortaya ¢ikarilmistir.
Biitiin bu o6zelliklerinden o6tiirii incelenen bilesiklerin biyoloji, farmakoloji ve tip
alanlarinda farkli kullanim alanlar1 olabilecegini degerlendirmekteyiz. Ancak, saglik
acisindan 6nemli potansiyele sahip olabilecek bu bilesiklerin antioksidan enzimler
tizerindeki baskilayict etkileri gz oniine alindiginda ileri calismalarin yapilmasi ve

kullanim alanlarimin daha kapsamli arastirmalarla desteklenmesi gerekmektedir.
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