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ÖZET 

Yüksek Lisans Tezi 

FLORESAN ÖZELLİK GÖSTEREN BAZI SENTETİK BİLEŞİKLERİN 

BİYOLOJİK AKTİVİTELERİNİN ARAŞTIRILMASI 

Hacer BORA 

Karamanoğlu Mehmetbey Üniversitesi 

Fen Bilimleri Enstitüsü 

Biyoloji Ana Bilim Dalı 

Danışman: Doç. Dr. Gökhan Sadi 

Eylül, 2019, 74 sayfa 

Bu çalışmada yeni sentezlenen karbonat iyonu sensörü DHMC, Hg2+ ve Fe3+ sensörü 

APICP ve tiyol grubu sensörü PDI/Arg bileşiklerinin antioksidan, antibakteriyel ve 

sitotoksik etkileri araştırılmıştır. Ayrıca bu bileşiklerin antioksidan enzimler üzerine 

etkileri ve canlı hücre sistemlerinde çeşitli iyonların ve fonksiyonel grupların 

tanımlanmasında kullanılabilirlikleri araştırılmıştır.İncelen üç bileşik içerisinde 

antioksidan özellikleri en yüksek olan bileşiğin DHMC olduğu, DPPH radikal süpürücü 

etkiler ve toplam antioksidan kapasite sonuçlarından anlaşılmaktadır. APICP bileşiğinin 

toplam antioksidan kapasitesinin DHMC bileşiği ile benzerlik gösterdiği,PDI/Arg 

molekülünün ise yüksek ölçüde indirgeme potansiyeline sahip olduğu bulunmuştur. 

Antimikrobiyel etkilerinin incelendiği çalışmalarda DHMC bileşiğinin test edilen 

mikroorganizmaların hepsi üzerinde kuvvetli etkisi olduğu, APICP bileşiğinin 

iseS.aureus, B.subtilis ve Salmonellagibi mikroorganizmalar üzerinde antibakteriyel 

etkiye sahip olduğu belirlenmiştir. Gerçekleştirilen enzim kinetiği çalışmaları,DHMC, 

APICP ve PDI/Arg bileşiklerinin CAT enzimini karışık inhibisyon mekanizmasıyla doz 

bağımlı bir şekilde baskıladığını göstermiştir. Ayrıca, DHMC ve APICP bileşiklerinin 

CDNB bağımlı GST enzim aktivitesinde birer yarışmalı inhibitör, PDI/Arg bileşiğinin ise 

yarışmasız (non-competatif) inhibitör olduğu belirlenmiştir. İncelenen bileşiklerin hepsi, 

bütün konsantrasyonlarındaGSH bağımlı GST aktivitesi için Vmax değerini azaltırken, 

görece GSH Km değerini arttırmıştır. Bu sonuçlar üç bileşiğin de GSH bağımlı GST 

aktivitesini karışık tip yarışmasız inhibisyon mekanizması (uncompetatif) ile 

baskıladığını göstermektedir. HepG2 ve MCF-7 hücreleri üzerine gerçekleştirilen 

sitotoksisite çalışmalarında PDI/Arg bileşiğinin oldukça yüksek sitotoksik etki (HepG2 

için IC50:0,307 mM; MCF-7 için IC50: 0,016 mM) gösterdiği bulunmuştur. Çalışma 

kapsamında ayrıca biyosensör olarak kullanılabilecek bileşiklerin hücre içerisindeki 

çeşitli iyonların ve fonksiyonel grupların in vivo tayininde kullanılabilme potansiyelleri 

floresan hücre görüntüleme çalışmalarıyla ilk defa ortaya çıkarılmıştır. 

Anahtar Kelimeler: Biyosensör, Kumarin, Perilen, Antioksidan, Antimikrobiyal, 

Sitotoksisite, Floresan görüntüleme. 
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ABSTRACT 

MsThesis 

INVESTIGATION OF BIOLOGICAL ACTIVITIES OF SOME SYNTHETIC 

COMPOUNDS HAVING FLUORESCENT PROPERTIES 

Hacer BORA 

Karamanoğlu Mehmetbey University 

Graduate School of Natural and Applied Sciences 

Department of Biology 

Supervisor: Assoc. Prof.Dr. Gökhan SADİ 

September, 2019, 74 pages 

In this study, antioxidant, antibacterial and cytotoxic properties of newly synthesized 

carbonate ion sensor DHMC, Hg2+ and Fe3+ 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 (IC50: 0.330 mM for HepG2; IC50: 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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1.GİRİŞ 

1.1.Biyosensörler 

Biyosensörler,biyolojik bir bileşiği algılayan veya biyolojik bir bileşik kullanılarak bir 

maddenin kalitatif ve/veya kantitatif tanımlanmasını yapabilen sistemlerdir. Ayrıca 

Uluslararası Saf ve Uygulamalı Kimya Birliği (IUPAC) tarafındankimyasal bir 

bileşiğe karşı verilen biyolojik yanıtı termal, elektriksel ya da optik sinyallere 

dönüştüren bileşikler ve cihazlarolarak tanımlanmıştır (Şekil 1.1)(Kılıç, 2011).Son 

zamanlarda teknoloji gelişimi göz önünde bulundurulduğunda biyosensör tasarımları 

daha da hızlanarak gelişmeye ve ilerlemeye başlamıştır. Teknolojik ilerlemelerin 

sonucunda; biyomedikal uygulamalar, gıda güvenliği, tıp, çevre kirliliği, eczacılık, 

askeri uygulamalar gibi farklı birçok alanda biyosensörlerin kullanımı artmıştır 

(Tüylek, 2017). Canlıların bulundukları alanların değişimini ayırt ederek bu alanlara 

cevap verme mekanizmaları, biyosensörlerin geliştirilmesinde önemli bir temel 

oluşturmaktadır(Tarımeri, 2019). Biyosensörler, hassas, hızlı, tekrarlanabilir ve ucuz 

analizlerin yapılmasını oldukça kolay hale getirmesi açısından oldukça umut verici 

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

 

Şekil 1.1. Biyosensörlerin yapısı (Kılıç, 2011). 
 

1.2.Biyosensörlerin Sınıflandırılması 

Biyosensörler basitçe iki bileşenli sistemlerden meydana gelmektedir. Biyosensörün 

birinci kısmı; biyoreseptör (ligand) olarak adlandırılır ve ligand, hedef molekülün 
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tutunduğu biyolojik bağlanma alanıdır. Biyosensörün ikinci kısmı ise hedef moleküle 

bağlanarak biyokimyasal/fizikokimyasal titreşimleri yaptığı ölçümle gözlenebilen ve 

bu titreşimleri elektronik sinyallere çeviren dönüştürücü (transduser)’dür. Ligand ve 

dönüştürücünün çeşidi ise biyosensörün hangi sınıfa ait olduğunu göstermektedir 

(Thakur ve Ragavan, 2013). Biyosensörler, çalışma prensipleri dikkate alınarak 

biyoreseptörü ve fiziksel transduserlerine göre iki farklı sınıfa ayrılmaktadır (Şekil1.2) 

(Özoğlu, Ünal ve Altutaş, 2017).  

 

Şekil 1.2. Biyosensörlerin sınıflandırılması. 

 

Optik biyosensörler, etkileşim sonucunda meydana gelen absorplanan ya da açığa 

çıkan ışık şiddetinin ölçülmesi temeline dayanan, absorpsiyon, floresans, 

biyolüminesans gibi temel prensipler çerçevesinde çalışan sistemlerdir (Tunç, 2017). 

Bu sistemler biyomedikal araştırmalar, sağlık hizmeti, tıbbi ürünler, çevre izlenmesi, 
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ulusal güvenlik ve savaş alanları gibi geniş uygulamalara sahip kuvvetli algılama ve 

analiz cihazlarıdır. Elektromanyetik parazitlerden etkilenmedikleri gibi uzaktan 

algılama da yapabilmektedirler. Bu bağlamda da tek bir cihazda çoklu algılama 

potansiyeline sahiptirler (Fan ve ark., 2008). Optik biyosensörlerin avantajları; çok 

hızlı olmaları, sinyalin elektriksel ya da manyetik parazitlere karşı dayanıklı olması ve 

güçlübilgi içermesidir. Optik transduserler; absorbans, floresan/fosforesans, 

kemilüminesans, reflektans, ışık saçılımı veya kırılma indisindeki değişimleri 

ölçebilmektedirler (Özoğlu ve ark., 2017). Optik biyosensör olarak sınıflandırılabilen 

floresans görüntüleme, canlı sistemlerdeki biyoaktif türlerde görüntü elde etmek ve 

antitümör ilaçların etkilerini izlemek gibi oldukça farklı kullanım alanlarına sahip 

biyosensör uygulamalarındandır. 

1.3.Kumarin 

Kumarin, “benzopiran-2-on” çekirdeğine sahip, kapalı ester yapısında olan ve hetero 

halkalı (Şekil 1.3) oksijen bileşiklerinin basit yapısal birimlerine verilen bir addır. 

Kumarinin IUPAC ismi 2H-kromen-2-on’ dur(Çamur, 2005) 

 

Şekil1.3. Kumarinin yapısı 

Kumarin, vanilyaya benzeyen hoş ve güzel kokusuyla bilinen bir fitokimyasaldır 

(Goswami ve Hangirgekar, 2010). İlk defa 1822’de Vogel tarafından, Tonka baklası 

(Semen Tonca) ismi verilen drogtan elde edilmiştir(Smania, ve ark., 2008). Drog, 

Güney Amerika’da yetişen Fabaceae familyasından Dipteryx odorata (Coumarouna 

odorata) adlı ağacın kurutulmuş güzel kokulu tohumlarıdır. Tonka baklası, lavanta, 

tatlı yonca otu ve meyan kökü gibi çeşitli bitkilerde; çilek, kiraz, kayısı ve tarçın gibi 

birçok yiyeceklerde yaygın olarak bulunmaktadır (Mihaylov ve Trendafilova, 2006). 

Çimler yeni biçildiği zaman ortaya çıkan hoş kokunun sebebi de kumarindir. Ayrıca 

yapay aroma bileşeni olarak da kullanılmaktadır(Seifi, Rabori ve Sheibani, 2013). Pek 

çok kumarin türevinin hidroksil radikalleri, süperoksit radikalleri veya hipokloröz asit 
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gibi zararlı serbest radikalleri kapsayan prosesleri engelleyici özellikleri 

bulunmaktadır(Refat ve ark.,  2009). Tıbbi olarak kumarin glikozitlerinin 

antibakteriyel, anti-fungal, anti-inflamatuar, anti-tümör ve kan inceltici gibi farklı 

özelliklerinin de olduğu bulunmuştur(Goswami ve Hangirgekar, 2010; Kulkarni, Patil, 

ve Badami, 2009; Sma ve ark., 2008). Ayrıca optik parlaklık verici ajan olarak, 

floresans ve lazer boyar maddeleri olarak da kullanılmaktadırlar (Kulkarni, Patil ve 

Badami, 2009). 

1.4.Perilen 

Perilen, beş halkadan oluşarak C20H12kapalı molekül formülüne sahip, kömür 

katranında doğal olarak bulunabilen polisiklik aromatik düzlemsel bir hidrokarbondur 

(Şekil 1.4).  

 

 

 

 

 

Şekil1.4.Perilen molekülünün yapısı 

Perilenler, 1913 yılında ilk kez Kardos(Kardos, 1913) tarafından sentezlenmiş olup 

boyar özellikleri ve yüksek derece foto-karalılıkları nedeniyle varil boyası olarak 

kullanılmaktadır(Lee ve ark., 1999). Perilen türevi bileşikler kırmızıdan mora, sarıdan 

kahverengiye-siyaha çok fazla renk ve maksimumumderecede renk verme kabiliyetine 

sahiptirler. Özellikle Perilen-3,4,9,10-tetrakarboksilik asit diimit türevleri (PDI) 

yüksek konjugasyon özelliğinde olan kromoforik boyalardır (Şekil 1.5). 
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Şekil1.5.Perilen dimit (a) ve bazı türevlerinin (b-c) moleküler yapıları(Karuk-Elmas, 

2019). 
 

PDI, dönor bir çekirdeğe ve akseptör kabiliyeti olan karbonil gruplara sahiptir 

(Aleshinloye, Bodapati ve Icil, 2015).Birbirinden farklı PDI türevleri, imit bölgelere 

ve yan gruplara modifikasyonu sonucunda meydana gelmektedir. Bu nedenle perilen 

türevlerinin her biri farklı fiziksel ve biyokimyasal özelliklere sahip olmaktadır. İmit 

gruplarına azot atomu modifikasyonu gerçekleştirilirse PDI’nin optik ve elektronik 

özellikleri değişmektedir. Bu durum PDI türevlerinin çözünürlüklerini etkilemekte, 

elektronik ve optik özelliklerinin yanında fotofiziksel değişikliklere de neden 

olmaktadır (Zhao ve ark., 2015). PDI türevleri ilk defa endüstriyel boyalarda 

kullanılmaya başlanmasına rağmen yüksek kuantum verimleri, kuvvetli absorpsiyon 

özellikleri, güçlü yarı iletkenlikleri, termal ve fotokararlı özellikleri nedeniyle 

günümüzde foto elektronik cihazlar, boya lazerleri, güneş pilleri, biyomalzemeler gibi 

pek çokalanda yer edinmiştir(Saeed ve ark., 2015; Yu ve ark., 2013). 

Perilen türevlerinden en fazla kullanılan perilen diimit (PDI) (Şekil1.5), elektron alıcısı 

ve donör özelliklerinden dolayı oldukça popülerdir. Perilen diimit türevleri çeşitli 

kullanım alanları, yüksek fonksiyonel kuantum verimleri(Dinalp ve ark., 2011; Dubey 

ve ark., 2011)yüksek molar emme katsayısı(Refiker ve Icil, 2011), yüksek fotoğraf 

stabilitesi ve görünür ışık ışıması altında ısıl kararlılık, yüksek kimyasal 

kararlılıklarıyla (Huang, Barlow ve Marder, 2011) pek çok kullanım alanına sahiptir. 

Hem simetrik hem de asimetrik perilen diimit türevleri, boya hassaslaştırılmış güneş 

pillerinde(Cukurovali ve Kirbag, 2006), organik ışık yayan diyotlarda, sıvı kristal 

ekranlarda, boya lazerlerinde(Jin ve ark., 2009), fotokopi makinelerinde, fotovoltaik 
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cihazlarda(Wang ve ark., 2011), pillerin şarj edilmesinde, floresan boyalarında yaygın 

olarak kullanılmaktadır. 

Şu ana kadar, literatürde Hg2+ ve Fe3+(Tian ve ark., 2014; Sahin ve ark., 2016) 

iyonlarını belirleyen bazı floresan sensörler tanımlanmıştır. Ancak bildiğimiz 

kadarıyla Hg2+ ve Fe3+ eşzamanlı tespiti için kumarin türevi bileşikler henüz 

bildirilmemiştir. Sağlık ve çevresel etkileri nedeniyle Hg2+ ve Fe3+iyonlarının 

eşzamanlı olarak belirlenmesi için hassas ve seçici bir sensör geliştirilmesi oldukça 

önem teşkil etmektedir. 

1.5.Kumarin türevi bileşiklerin çeşitli iyonların belirlenmesinde biyosensör 

olarak kullanımları 

Karbonat iyonları gibi anyonların, Hg2+ ve Fe3+ iyonlarının belirlenmesi için pek çok 

analitik yöntem geliştirilmiştir. Bildirilen bu yöntemler arasında, floresan moleküler 

algılama yöntemleri, yüksek hassasiyet, basitlik, düşük maliyetli, hızlı gerçek zamanlı 

izleme nedeniyle en fazla tercih edilenidir(Karuk-Elmas, 2019). Bu yöntemler floresan 

oluşturma (aç) ve floresan söndürme (kapat) olarak iki farklı şekilde sınıflandırılabilir. 

Kumarin ve perilen türevi bileşiklerin çeşitli anyon türlerinin, demir ve civa gibi ağır 

metallerin belirlenmesinde kullanıldıkları çalışmalar güncel araştırma konuları 

arasında yer almaktadır.  

Çeşitli anyonlar arasında karbonat iyonları, özellikle jeolojik ve endüstriyel alanların, 

farklı dallarında yararlanılan önemli minerallerdendir(Chen ve ark., 2011; He, Liu ve 

Xin, 2015). Atmosferik karbon dioksit, su oluşturan karbonik asit ile reaksiyona 

girdikten sonra bikarbonat ya da karbonata dönüşür ve genellikle karbonatlar oluşur. 

Kalsiyum karbonat, toprak, tebeşir, kireçtaşı ve mermerin yapısında bulunan 

mineraller arasında yer almaktadır. Ayrıca plastik, yapıştırıcı ve kâğıt gibi çeşitli 

endüstriyel alanlarda genellikle tercih edilmektedir. Her ne kadar florür(Li ve ark., 

2017), asetat(Ni ve ark., 2016) ve siyanid (Jeong ve ark., 2016)dahil olmak üzere 

kolorimetrik ve floresans algılamaya dayanan birden fazla anyon sensörü geliştirilse 

de, karbonat anyonunun florimetrik tespiti için yalnızca birkaç sensör mevcuttur. 

Literatürde karbonat anyonu için etkili reseptörlerin eksikliği görülmesi nedeniyle yeni 

karbonat floresan kemosensörleri geliştirmeye acil ihtiyaç duyulmaktadır. Kumarin 

türevleri, yüksek kuantum verimi, büyük ölçekli stok kayması ve fotoğraf kararlılığı 
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gibi mükemmel floresan özellikleri nedeniyle floresan sensörler yaygın olarak 

kullanılmaktadır (Biswas ve ark., 2016).  

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

bileşiğinin karbonat sensörü olarak kullanımı 

Literatürde kumarin türevi floresan “aç-kapa” özeliğine sahip karbonat sensörü 

bildiğimiz kadarıyla henüz bulunmamaktadır. Bu nedenle araştırma ekibimiz 

tarafından karbonat iyonlarına duyarlı floresan “aç-kapa” özelliklerine sahip 7,8-

dihidroksi-3- (3-klorofenil), yani kısaca DHMC olarak tanımladığımız bileşik Prof. 

Dr. İbrahim YILMAZ ve ekibi tarafından ilk defa sentezlenmiştir(Karuk Elmas ve 

ark., 2018). Yeni sentezlenen ve karbonat sensörü olarak kullanılan bu bileşiğin açık 

formülü Şekil 1.6’da gösterilmektedir. 

 

Şekil1.6. Karbonat floresan sensörü 7,8-dihidroksi-3- (3-klorofenil) kumarin (DHMC) 

bileşiğinin kimyasal yapısı. 

DHMC bileşiği 500-600 nm ekzitasyon dalga boyu aralığında floresan özellik 

göstermezken, CO3
-2 ve HCO3

- gibi karbonat iyonlarının varlığında floresan ışıma 

yapmaktadır. Bu nedenle karbonat iyonları için floresan “aç-kapa” sensörü olarak 

kullanılabilmektedir (Şekil.1.7). 
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Şekil 1.7. DHMC bileşiğinin karbonat iyonları varlığında floresan spektrumunda 

meydana gelen değişimler(Karuk-Elmas, ve ark., 2018). 
 

1.5.2. Kumarin türevi 2-amino-4-fenil-6- (izookumarin-3-il)-3 

siyanopiridine (APICP) bileşiğinin demir ve cıva sensörü olarak 

kullanımı 

Demir ve Civa metal iyonlarına duyarlı floresan “aç-kapa” özelliklerine sahip 2-

amino-4-fenil-6-(izookumarin-3-il)-3 siyanopiridine (APICP) bileşiği ilk defa Prof. 

Dr. İbrahim YILMAZ ve ekibi tarafından sentezlenmiştir (Karuk Elmas ve ark., 2019). 

Yeni sentezlenen ve Fe3+/Hg2+sensörü olarak kullanılan bu bileşiğin açık formülü 

Şekil 1.8a’da gösterilmektedir. 
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Şekil 1.8.Fe3+/Hg2+ floresan sensörü 2-amino-4-fenil-6- (izookumarin-3-il)-3 

siyanopiridine (APICP) bileşiğinin kimyasal yapısı (a) ve bu bileşiğinin 

Fe3+/Hg2+ iyonları varlığında floresan spektrumunda meydana gelen 

değişimler (b) (λex=355 nm, λem=455 nm) 

Özgün olarak ekibimiz tarafından sentezlenen APICP bileşiği 355 nm eksitasyon ve 

455 nm emisyon dalga boylarında kuvvetli floresan özelliğe sahip bir bileşiktir (Şekil 

1.8b). Bu bileşiğin floresan özellikleri Fe3+/Hg2+ iyonları varlığında yok olmaktadır. 

Bu nedenle APICP, Fe3+/Hg2+ iyonları için floresan “aç-kapa” sensörü olarak 

kullanılabilecek nitelikte bir bileşiktir. 

1.6.Biyolojik tiyol gruplarının belirlenmesinde PDI türevlerinin biyosensör 

olarak kullanımları 

Sistein, homosistein ve glutatyon birçok hücresel ve fizyolojik süreçte önemli 

görevleri olan biyotiyoller içerisinde yer almaktadır. Yüksek sistein seviyeleri 

nörotoksisiteyle ilişkiliyken(Wang ve Cynader, 2001) düşük sistein seviyeleri ise 

büyüme geriliği, saç ve cilt problemleri, karaciğer hasarı, ödem ve kas zayıflığı gibi 

birçok hastalığa sebep olmaktadır(Shahrokhian, 2001). Ayrıca, kan plazmasındaki 

homosistein seviyelerinin artmasının kardiyovasküler hastalıklar için bir risk faktörü 

olduğu, gebelik komplikasyonlarınasebep olduğu ve osteoporoz riskini arttırdığı da 

bilinmektedir(Refsum ve ark., 2004). Tiyollerin biyoloji ve 

farmakolojidekiöneminden dolayı, tespit edilme yöntemlerinin geliştirilmesine 

yönelik çalışmalar hızla artmaktadır. Biyolojik sistemlerdeki tiyollerin analizi 

içinkullanılan klasik yöntemler karmaşık, pahalı ve ölçme süreci çok zaman 

almaktadır (Wei ve ark., 2013). Biyolojik sistemlerdeki, özellikle canlı hücrelerde ve 

dokularda, glutatyon, sistein ve homosistein gibi tiyol grupları içeren bileşiklerin, 
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duyarlı ve herhangi bir komplikasyon yapmayan yöntemlerle tespit edilmesi, birçok 

hastalığın teşhis ve tedavisini kolaylaştıracaktır. Bu sebeple biyolojik 

tiyolleribelirleyebilen yöntemlerin geliştirilmesi son derece önemlidir(Jiang ve ark., 

2014). 

1.6.1. Arg konjuge Perilen dimit türevi PDI/Arg bileşiğinin biyolojik 

tiyollerin tayininde biyosensör olarak kullanımı 

Biyolojik tiyollerin (glutatyon, sistein, homosistein) tespiti için kullanılabilecek 

floresan aç-kapa sensörlerinden birisi de Prof.Dr. İbrahim YILMAZ ve ekibi 

tarafından sentezlenen arjinin konjuge perilen diimit (PDI/Arg) bileşiğidir (Şekil 1.9). 

Bu bileşiğin sentezi daha önceden tanımlanan yöntemle (Karuk Elmas ve ark., 

2018)gerçekleştirilmiştir. 

PDI/Arg bileşiği ardışık olarak Hg2+ iyonlarını ve biyolojik tiyolleri (GSH, Cys ve 

Hcy) tanıyarak floresan karakteri değişen konjuge bir moleküldür. Bu bileşiğin 400-

450 nm arasında floresan spektrumu, Hg2+ iyonları varlığında baskılanmaktadır. 

Ancak, biyolojik tiyollerin (GSH, Cys ve Hcy) varlığında Hg2+ tarafından sağlanan 

sönümleme tekrar geri kazanılmaktadır (Şekil 1.10). 
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Şekil 1.9.Biyolojik tiyollerin tayininde kullanılabilecek 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) 

molekülünün kimyasal yapısı. 
 
 

 

Şekil 1.10.PDI/Arg bileşiğinin Hg2+ iyonları varlığında floresan spektrumunda 

meydana gelen sönümleme (a) ve biyolojik tiyollerin (GSH, Cys ve Hcy) 

uygulamasıyla floresan ışımanın tekrar geri kazanılması (b). 

Civa ve biyotiyollerin sıralı olarak PDI/Arg tarafından tespiti geri dönüşümlüdür ve 

birçok döngüde tekrarlanabilmektedir. Ayrıca PDI/Arg birçok kez tekrar tekrar 
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kullanılabilmektedir. Sonuç olarak, bu kompleks sulu ortamdaki biyotiyollerin 

belirlenmesi için floresan aç-kapa kemosensörü olarak görev alabilen bir bileşiktir. 

1.7.Serbest radikaller ve oksidatif stres 

Serbest radikaller, bir veya daha fazla eşleşmemiş elektron bulunduran atom veya 

moleküllerdir. Bu tip maddeler, ortaklanmamış elektronlarından dolayı oldukça 

reaktiftir. Biyolojik sistemlerde en fazla elektron transferi sonucu meydana 

gelmektedirler (Munne-Bosch ve Pinto, 2017). Serbest radikaller organik/inorganik 

moleküller şeklinde pozitif yüklü, negatif yüklü veya elektriksel olarak nötral 

olabilirler. Cu2+ Fe3+, Mn2+ ve Hg+2gibi geçiş metallerinin de ortaklanmamış 

elektronları olmasına rağmen serbest radikal olarak kabul edilmezler (Wu, Kosten ve 

Zhang, 2013).Ancak, bu iyonlar reaksiyonları katalize etme yeteneklerinden dolayı 

serbest radikal oluşumunda da önemli rol oynamaktadır. Biyolojik sistemlerdeki en 

önemli serbest radikaller, oksijen molekülünden meydana gelen radikallerdir. Serbest 

oksijen radikali biyokimyasında önemli rol oynayan maddeler oksijenin, süperoksit, 

hidrojen peroksit, geçiş metallerinin iyonları ve hidroksil radikalidir(Bajpai, Baek ve 

Kang, 2017). Biyolojik sistemlerde serbest radikaller endojen (organizma tarafından 

sentezlenen)metabolik olaylarla meydana geldiği gibi ekzojen olarak (dış kaynaklı) 

organizmanın çeşitli dış etkenlere maruz kalmasıyla da meydana gelir. Vücutta 

mitokondrial elektron sızıntı, solunumsal patlama, enzim reaksiyonları ve 

otooksidasyon reaksiyonları endojen serbest radikaller kaynaklarıdır(Halliwell, 2011). 

Hava kirliliği, UV ışını,  ağır metaller, sigara dumanı, gübre, radyasyon, aşırı fiziksel 

egzersiz, ilaç kullanımı, yaşlanma gibi eksojen kaynaklar da serbest radikal üretimini 

arttıran etmenlerdir(Ren ve ark., 2015; Wu ve ark., 2013). Neden oldukları 

zararlarından dolayı kalp-damar hastalıkları, yaşlılık hastalıkları, katarakt, kanser, 

bağışıklık sisteminde zayıflama, romatizmal hastalıklar, diyabet, Alzheimer ve sinir 

sistemi hastalıkları gibi pek çok hastalığa ya da hastalığın ikincil komplikasyonlarına 

neden olurlar (Birben ve ark., 2012). 

Reaktif oksijen türleri (ROS) canlı hücreler tarafından normal hücresel metabolizma 

sonucu üretilmektedir(Birben ve ark., 2012; Niu ve ark., 2018). Düşük ve orta 

konsantrasyonlarda fizyolojik hücre işlemlerinde işlev görmekte, fakat yüksek 

konsantrasyonlarda lipitler, proteinler ve DNA gibi hücre bileşenleri üzerinde olumsuz 
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değişiklikler ortaya çıkmaktadır (Valko ve ark., 2006).Hücresel metabolizma 

esnasında oluşan hidroksil radikali, süperoksit radikali ve hidrojen peroksit gibi reaktif 

oksijen türlerinin artışı (ROS) ile onları detoksifiye eden, antioksidanların yetersizliği 

sonucu oksidatif dengenin bozulmasına oksidatif stres denilmektedir (Ansar ve ark., 

2019). Oksidatif stres, kanser, nörolojik rahatsızlıklar, ateroskleroz, hipertansiyon, 

iskemi/perfüzyon, diyabet, akut solunum sıkıntısı sendromu, kronik obstrüktif akciğer 

hastalığı ve astım gibi çeşitli hastalıklara neden olmaktadır (Huang ve Nan, 2019). 

1.8.Antioksidanlar 

İnsan vücudunda oksidatif strese karşı, reaktif oksijen türlerinin oluşumu ve bunların 

meydana getirdiği hasarı önlemek üzere birçok savunma mekanizması bulunmaktadır. 

Serbest radikallerin hedefi olan yükseltgenebilen maddeye göre nispeten daha az 

miktarda bulunup bu maddelerin oksidasyonunu ciddi derecede engelleyen veya 

yavaşlatan maddelere antioksidan savunma sistemleri ya da antioksidanlar denir(Han, 

Hashimoto ve Fukushima, 2016; Oliveira ve ark., 2016).Bu mekanizmalar; 

radikallerin veya başka bir ifade ile oksidanların biyolojik hedeflerle reaksiyona 

vermesini, radikal zincir reaksiyonları oluşturmalarını yada oksijenin oldukça reaktif 

ürünlere dönüşmesini engelleyerek oluşacak hasarı minimum seviyeye indirmeye 

çalışırlar (Wu ve ark., 2013).Doğal antioksidanlar; etki mekanizmalarına göre 

enzimatik ve enzimatik olmayan (nonenzimatik) antioksidanlar olarak iki gruba 

ayrılmaktadırlar. Bu antioksidanlardan enzimler ve küçük moleküler ağırlıklı olanlar 

vücutta üretilmektedir. Enzimatik olmayan antioksidanlar ise genellikle vücuda 

beslenme yoluyla dışarıdan alınmaktadır. Bu moleküllerin başında polifenoller gelse 

de vitaminler, karotenoidler, organosülfürlü bileşikler ve mineraller de enzimatik 

olmayan antioksidan sınıfında yer almaktadırlar. Serbest radikaller ve tarafından 

gelebilecek hasarları, antioksidan bileşiklerle 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 üretilen süperoksit dismutaz (SOD) enzimi, süperoksit radikallerinin 

katalitik olarak hidrojen peroksit ve moleküler oksijene dönüşümünü katalizleyen ve 

lipit peroksidasyonu inhibe etme yeteneğine sahip bir enzimdir(Han ve ark., 2016; 
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Oliveira ve ark., 2016).Katalaz (CAT) enzimi ise karaciğer, böbrek, miyakard ve 

eritrositlerde yüksek miktarda olmasına rağmen hemen hemen tüm doku ve hücrelerde 

bulunmaktadır. Hidrojen peroksiti su ve moleküler oksijene indirgemektedir. SOD 

aktivitesinin CAT aktivitesi artmadan yükselmesi hidrojen peroksit birikerek OH· 

radikallerinin oluşmasına neden olmaktadır (Hadwan ve Abed, 2016; Shen ve ark., 

2015). Hidrojen peroksit ve büyük moleküllü lipid hidroperoksitlerinin 

indirgenmesinde görevli olan Glutatyon peroksidaz (GPx) enzimi, mitokondri, sitozol 

ve hücre zarlarında bulunmaktadır. Selenyuma bağımlı ve bağımsız olmak üzere iki 

gruba ayrılmaktadır. GPx, çok fazla hidrojen peroksit varlığında glutatyonun (GSH) 

okside glutatyona (GSGS, glutatyon disülfit) oksidasyonunu katalize ederek hidrojen 

peroksitin detoksifiye edilmesini sağlar. Glutatyon redüktaz (GR) enzimi ise GPx 

aracılığıyla hidroperoksitlerin indirgenmesi sonucu oluşan okside glutatyonun (GSSG) 

tekrar indirgenmiş glutatyona (GSH) dönüşümünü katalizler (Harris ve Regulation, 

1992; Mathur, 2002). Glutatyon-S-transferazlar (GST) başta araşidonik asit ve lineolat 

hidroperoksitleri olmak üzere lipid peroksitlerine karşı selenyum-bağımsız GPx 

aktivitesi gösteren bir antioksidan savunma sistemidir (Harsh ve ark., 2016; 

Mitsuyoshi ve ark., 1999). Ksenobiyotiklerin (yabancı maddeler) 

biyotransformasyonu ve detoksifikasyonunda önemli rol almaları ve başta araşidonik 

asit ve linoleat hidroperoksitleri olmak üzere lipid peroksitlere karşı selenyumdan 

bağımsız GPx aktivitesi göstermeleri antioksidan savunma mekanizması açısından 

önemli görülmektedir (Ezemonye ve Tongo, 2010; Pugazhendhi ve ark., 2017). 

1.8.2. Enzimatik olmayan antioksidanlar 

Önemli bir antioksidan olan glutatyon (GSH); organizmanın bütün hücrelerinde 

bulunan glutamik asit, sistein ve glisinden oluşan düşük molekül ağırlığına sahip bir 

tripeptitdir (Şekil 1.11) (Ezemonye ve Tongo, 2010; Heusler ve ark., 2019).Hücre 

içinde en çok sitozol, mitokondri ve çekirdekte bulunan glutatyonun, önemli bir kısmı 

indirgenmiş olarak az bir kısmı da okside glutatyon (GSSG) halinde bulunur 

(Apostolova ve Victor, 2015).Glutatyon, eritrositlerde hemoglobinin ve diğer 

proteinlerin tiyol gruplarını (-SH) indirgeyerek onları oksidasyona karşı korumaktadır. 

Bu sebepten dolayı da hemoglobinin methemoglobine dönüşümünü, fonksiyonel 

protein ve enzimlerin de inaktivasyonunu önler (Atere ve ark., 2018; Stocker ve ark., 

2015).  
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Şekil 1.11.Glutatyonun (GSH) molekül şekli 

E vitamini doğada α, β, γ, δ- dört farklı formda bulunan ve tokoferol olarak 

adlandırılan bileşiklere verilen genel bir addır. Bu bileşikler içinde en aktif olanı α-

tokoferoldür ve yapısında bulunan fenolik hidroksil grubu içeren aromatik halka (Şekil 

1.12), vitaminin aktif kısmını oluşturmaktadır(Smith ve ark., 2019).  

 

Şekil 1.12.Tokoferolün genel yapısı 

Membranca zengin olan mitokondri ve mikrozom gibi yapılarda çok fazla 

bulunmaktadır. Yağda çözündüğü halde suda çözünmeyen bu bileşikler oksijen 

olmayan ortamlarda asit ve sıcaklığa dayanıklıdır.α-Tokoferol, hidroksil, singlet 

oksijen, süperoksit, lipid peroksil radikalleri ve diğer bazı serbest radikallerin 

süpürülmesini sağlar (Alzoubi ve ark., 2019). Yalnız bitkiler tarafından 

sentezlenebilen E vitamini, hayvanlar ve insanlar için esansiyel olup biyolojik 

yapılarda oldukça güçlü antioksidan özellik göstermektedir (Caddeo ve ark., 

2018).Askorbik asit (C vitamini), biyolojik sistemler için önemli indirgen ajandır 

(Şekil 1.13) ve organizmada pek çok hidroksilasyon reaksiyonunda indirgeyici olarak 

görev yapar(Yue ve ark., 2018).  

 

Şekil 1.13. Askorbik asitin genel yapısı 
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Çok güçlü bir indirgeyici olan vitamin C, semihidroaskorbat radikal ara ürünü 

sayesinde rahatlıkla dehidroaskorbik aside okside dönüşebilir. Askorbik asit 

organizmalar için oldukça güçlü bir antioksidandır (Fraga ve ark., 2018). 

1.9.Kanser 

Kanser, bir organizmadaki hücrelerin kontrolsüz bir şekilde bölünmesi, çoğalması ve 

büyümesidir (Gu ve ark., 2016). Hücrelerin bölünmesi ve kontrolü genlerin kontrolü 

altında olduğu için kanser genel olarak genlerle bağlantılı bir hastalıktır. Bazen bir 

organı etkileyebilirken bazen de birden fazla organı da etkisi altına alabilir. Kanser 

tedavisinde bazı standartlar belirlenmiş olsa da her kanser türüne özgü olarak değişik 

yaklaşımlar ve tedaviler uygulanmaktadır. Çevresel faktörler, diyet, somatik 

mutasyonlar ve kalıtım yapılan mutasyonlar gibi pek çok etken kanser oluşumuna 

sebep olmaktadır(Al-shamsi ve ark., 2016).Dünya' da kanserin birçok türü 

yaygınlaşmaya başlamıştır ancak kadınlarda en sık rastlanan kanser türü meme 

kanseridir. Günümüzdeki kadınların birçoğunda meme kanseri olma riski çok fazla ve 

meme kanserine yakalanan kadınların bu hastalıktan dolayı hayatını kaybetme olasılığı 

gün geçtikçe artmaktadır. Bu sebepten dolayı kanser tedavisi ve farklı tedavi 

yöntemlerinin önemi her geçen gün artmaktadır ( Jurcak ve Zheng, 2019; Sources, 

2008). 
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2. KURAMSAL TEMELLER VE KAYNAK ARAŞTIRMASI 

Doğal ürünlerin ana bir parçasını oluşturan izokumarinler, farmakolojik ve optik 

özellikleri sayesinde, özellikle tıbbi kimya ve ilaç kimyasında birçok bilimsel ve 

teknolojik alanda yararlanılmaktadır. İzokumarinler, antifungal(Pal ve Pal, 2019), 

antienflamatuvar (Qadeer, Rama ve Garduño-Ramírez, 2007), antimikrobiyal 

(Arunpanichlert ve ark., 2015), fitotoksik (Rudianto ve ark., 2018), sitotoksik (Singh 

ve ark., 2013)ve diğer bazı özellikler göstermektedir (Karuk-Elmas ve ark., 2017). 

Sentetik türevlerinin antikoagülan, spazmolitik ve bakteriyostatik ajanlar olarak da pek 

çok uygulama alanı bulunmaktadır. Ayrıca antibiyotikler, mantar öldürücüler, anti-

inflamatuar, antikoagülan ve antitümör ajan olarak kullanım alanları da bulunmaktadır 

(Mihaylov ve Trendafilova, 2006; Refat vd., 2009).Rehman ve ark., 2005’ te yaptıkları 

çalışmada kumarin ve metal komplekslerinin Bacillus cereus, Pseudomonas aeruginos 

ve Eschericha coli gibi bakterilerde üremeyi inhibe ettiği tespit edilmiştir.  

Kumarin türevi bileşiklerin enzim aktivitelerini düzenleyici etkileri çeşitli 

çalışmalarda gösterilmiştir. Örneğin Abenavoli ve arkadaşları, 2003’de yaptıkları 

çalışmada kumarinin hücre kültüründe serbest amino asitler ve amonyum birikimine 

neden olduğu ve glutamin sentetaz, glutamat dehidrojenaz, glukoz-6-fosfat 

dehidrogenaz ve fosfoenolpiruvat karboksilaz aktivitelerini uyardığı ve malat 

dehidrogenazın aynı koşullar altında inhibe ettiği bildirilmiştir. Saleh ve Kebeish, 

2017’de yaptıkları araştırmada kumarin ve türevlerinin α-amilaz üretimini 

indüklediğini, fakat süperoksit dismutaz, katalaz ve askorbat peroksidaz aktivitelerini 

inhibe ettiğini açıklamışlardır. Bu çalışmada kumarin ve türevinin (GA3) antioksidan 

enzimleri baskılayarak hidrojen peroksit ve malondialdehit birikimine neden olduğu 

da gösterilmiştir. Antioksidan enzimleri baskılayıcı etkilerinin yansıra, bazı 

çalışmalarda reaktif oksijen türlerinin oluşumunda ve bunların süpürülmesinde görev 

aldığı, CAT, SOD, GPx ve GST gibi antioksidan enzimlerin aktivitelerini düzenlediği 

de değerlendirilmiştir(Traykova ve Kostova, 2005; Wu, Zhang ve Lin, 2007).  Buna 

ilave olarak bağışıklık sisteminde görev yapan kinon oksiredüktaz, glutatyon-S 

transferaz, glutatyon sentetaz gibi enzimlerin aktivitesinin kumarin türevi bileşiklerce 

artabileceği gösterilmiştir. Lin ve ark., (2011) ve Traykova ve Kostova, (2005)’ te 

yaptıkları çalışmalarda kumarinin lipit peroksidasyonunu engellediği ancak Fe3+ 
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iyonunun varlığında hidroksil radikali üretimine neden olduğunu ve bir oksidan gibi 

davrandığını göstermişlerdir. Bundan dolayı kumarinlerin yapısına ve oksidatif stresin 

kaynağına bakılarak hem antioksidan olarak hem de oksidan olarak görev 

alabilecekleri değerlendirilmiştir. 

Kumarin ve türevi bileşiklerinin optik özellikleri de çeşitli araştırma gruplarına 

çalışma konusu olmuştur. Örneğin Jones ve ark., (1985)bazı kumarin türevlerinin lazer 

boyalarında ve organik ışık yayan diyotlarda (LED) kullanılan görünür ışık aralığında 

etkili floresans özellik gösterdiğini rapor etmişlerdir. 

Demir, doğada yaygın bulunan elementlerden biridir ve biyolojik sistemlerde önemli 

fonksiyonlara sahiptir (Maleki, Movahed, ve Ravaghi, 2016).  Elementel veya bileşik 

demir formunun pek çok maddenin ve farklı biyolojik sistemlerin doğası üzerinde 

faydalı veya zararlı etkileri bulunmaktadır. Bitki, hayvan ve insan metabolizmasında 

kritik görevler yapar. Örneğin, moleküller arasında elektron transfer eder, enzimlerin 

aktivitelerini düzenler ve hemoglobin ve miyoglobin gibi kompleks biyolojik 

bileşiklerin yapısında bulunur(Khaksar ve Yaghoobi, 2012). Demir eksikliği 

kansızlığa sebep olurken, vücuttaki fazlalığı ise karaciğer ve böbrek gibi bazı dokulara 

zarar verir. Bundan dolayı, tıbbi, çevresel ve endüstriyel örneklerde Fe3+ 'ü tespit 

etmek için hassas yöntemlere her geçen gün daha fazla ihtiyaç duyulmaktadır(Diana 

ve ark., 2018; Khaksar ve Yaghoobi, 2012).  

Civa, kurşun ve arsenikten sonra üçüncü en toksik element ve çevresel bir kirletici 

olarak görülmektedir (Zhang ve ark., 2018). Civanın tüm formları beyin ve 

böbreklerde birikerek insan sağlığı için potansiyel tehlike yaratmaktadır. 

Organizmanın tüm sistemlerini etkiler ve tedavisi mümkün olmayan hastalıklara sebep 

olur (Powers ve Buchanan, 2019). Ayrıca sanayiden gelen ve ekosistem döngüsünde 

dolaşan başlıca çevre kirleticileri olarak da bilinir. Ayrıca metalik özellikleri sebebiyle 

hiçbir zaman yıkılamaz(Conway ve Henderson, 2019).  

 

3. AMAÇ VE GEREKÇE 

Biyolojik sistemler için son derece önemli fonksiyonel gruplar olan tiyoller; sistein 

(Cys), homosistein (Hcy) ve glutatyon (GSH) canlılar için son derece önemli 
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bileşiklerdir. Bu bileşikler, hücre içi sinyal iletimi, gen regülasyonu ve hücre içi redoks 

aktiviteleri gibi hücresel işlevlerin gerçekleşmesinde görev yapmaktadır. Karbonat 

iyonu, Fe3+ ve Hg2+ gibi metal iyonları biyolojik sistemlerde ve ekosistemde oldukça 

önemli görevleri olan ve çevre kirliliğine de neden olabilen maddelerdir.  

Gerçekleştirilen bu çalışmanın amacı, kumarin türevi olarak yeni sentezlenen, 

karbonat iyonu, Fe3+ ve Hg2+ ağır metal elementlerini floresan özelliklerinde meydana 

gelen değişimler nedeniyle algılayabilen DHMC ve APICP bileşiklerinin ve ayrıca 

biyolojik tiyol gruplarının tayini için kullanılabilecek PDI/Arg molekülünün 

antioksidan ve antibakteriyel etkilerinin araştırılmasıdır. Bu kapsamda adı geçen 

bileşiklerin serbest radikal yakalama etkinlikleri, toplam antioksidan kapasiteleri 

(TAK), indirgeme güçleri incelenmiştir. Ayrıca bu bileşiklerin vücutta önemli 

antioksidan enzimlerden olan katalaz ve glutatyon S-transferaz enzimleri üzerine in 

vitro baskılayıcı etkileri de araştırılmıştır. Bu bileşikler çeşitli gram pozitif ve gram 

negatif bakterilerin büyütüldüğü ortamlara eklenerek mikroorganizmaların 

büyümelerine etkileri de (antibakteriyel) araştırılmıştır.  

Son olarak yeni sentezlenen ve biyosensör olarak kullanılabilecek bu üç bileşiğin 

HepG2 ve MCF-7 kanser hücreleri üzerine in vitro sitotoksik etkileri de araştırılmış, 

floresan özelliklerine bağlı olarak canlı hücre sistemlerinde karbonat, Fe3+ ve Hg2+ 

iyonları ve biyolojik tiyollerin tayininde kullanılabilirliklerinin incelendiği floresan 

hücre görüntüleme çalışmaları gerçekleştirilmiştir. 

 

 

4. MATERYAL VE METOT 

4.1.Kullanılan cihazlar 

Tez Çalışmasında; Thermo MultiScanGO marka mikroplaka spektrofotometre, 

Thermal marka Soxhlet Ekstraktörü, IKA RV 10 marka Rotary Evaporatör, Nüve 

marka Otoklav ve Etüv kullanılmıştır. İlave olarak Dry Black marka Thermostat, Leica 

DM IL-Led marka invert hücre mikroskobu, Metisafe marka Class 2 Biyogüvenlik 
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kabini, Sanyo marka CO2 inkübatörü, Sigma marka soğutmalı Santrifüj, Bio-Rad 

(TC10) marka hücre sayım cihazı kullanılmıştır. 

4.2.Kullanılan kimyasallar 

Deneylerde kullanılan kimyasallar ise şu şekildedir: AppliChem marka DPPH (2,2- 

difenil-1-pikril hidraliz); Sigma marka TCA (Trichloro acetic acid), K3Fe(CN)6 

(Potasyum ferrisiyanür), FeCI3 (Demir (III) klorür), Sodyum Asetat. Merck marka 

Gallik asid, Folin reaktifi, Sodyum karbonat (Na2CO3), Aseton, Hekzan, Metanol, 

Mueller Hinton Agar, Mueller Hinton Broth; Lonza marka RPMI-1640, Sodyum 

piruvat ve PBS. Lonza marka FBS ve Trypsin K2HPO4 (Fosfat tampon), EDTA 

(Ethylene daimine tetra acetic acid), Ferrozin, Tris (hydroxymethyl) aminomethane, 

KCI (Potasyum klorür), Ascorbat, Trolox, dimetil sülfoksit (DMSO), Bioshop XTT. 

4.3.Kullanılan PDI/Arg, APICP ve DHMC maddelerinin açık yapıları 

Prof. Dr. İbrahim YILMAZ ve ekibi tarafından sentezlenen ve tez kapsamında 

çalışılan karbonat sensörü DHMC (Şekil 3.1), Fe3+ ve Hg2+ iyonları sensörü APICP 

(Şekil3.2) ve tiyol grupları sensörü PDI/Arg (Şekil 3.3) bileşiklerinin açık yapıları 

aşağıda sırasıyla verilmektedir. 

 

 

 

 

Şekil 3.1. Karbonat sensörü ve kumarin türevi DHMC bileşiğinin (7,8-dihydroxy-3-

(3-methylphenyl) coumarin) açık yapısı. 
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Şekil 3.2. Fe3+ ve Hg2+ iyonları sensörü ve kumarin APICP bileşiğinin (2-amino-4-

fenil-6- (izookumarin-3-il)-3 siyanopiridine) açık yapısı. 
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Şekil 3.3.Biyolojik tiyollerin sensörü ve perilen diimit türevi 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) bileşiğinin 

açık yapısı. 

4.4.Antioksidan aktivitesi tayin yöntemleri 

DHMC, APICP ve PDI/Arg bileşiklerinin antioksidan özelliklerinin belirlenmesi için 

DPPH (2,2-difenil-1-pikril hidrazil) radikali yakalama aktivitesi, ABST radikal 

yakalama aktivitesi ve indirgeme gücü aktivitesi belirleme yöntemleri kullanılmıştır 

4.4.1. DPPH serbest radikal süpürücü aktivitenin belirlenmesi 

Antioksidan kapasitesinin belirlenmesi tipik olarak, antioksidan bileşiklerin bir 

karışımını içeren bir çözeltinin hedef serbest radikallerle reaksiyona girmesiyle 

sağlanır. DPPH süpürücü radikal yöntemi, antioksidan kapasiteyi belirlemek için en 

yaygın kullanılan yöntemlerden biridir. Bu yöntem, DPPH radikalinin tüketiminin bir 

antioksidan bileşik (genellikle fenolik bileşikler) tarafından ölçülmesine dayanır(Akar, 

Küçük ve Doğan, 2017). DPPH radikalini tüketme yeteneğini değerlendirmek için en 
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yaygın kullanılan bu yöntem, reaksiyondan sonra DPPH radikalinin absorbansındaki 

azalmanın spektrofotometrik ölçümüne dayanmaktadır (Sridhar ve Charles, 2019). 

Şekil 3.4’te DPPH radikalinin yapısı ve antioksidan ile verdiği tepkime sonucu 

renginde meydana gelen değişim gösterilmektedir. 

 

Şekil 3.4. DPPH radikalinin difenil-pikrilhidrazine dönüşümü ve bu dönüşüm 

sonucunda meydana gelen renk değişimi. 

DPPH çözeltisindeki renk açılması ne kadar fazla ise reaksiyon karışımındaki 

absorbans daha fazla düşmeyecektir. Bu nedenle belirli standart değerler içerisinde 

elde edilen düşük absorbans daha fazla radikal süpürme kapasitesi demektir. Bu renk 

değişimi 517 nm’de spektrofotometrik olarak belirlenebilmektedir. Bu bağlamda 

maddelerin DPPH radikalinin yarısını süpürebildiği konsantrasyon yani IC50 

değerleribelirlenir. IC50 değerinin düşük olması antioksidan kapasitenin oldukça güçlü 

olduğunu anlamına gelmektedir(Akar, Küçük ve Doğan, 2017).  

Tez çalışması kapsamında DHMC, APICP ve PDI/Arg bileşiklerinin antioksidan 

aktivitesi DPPH radikalini yakalama kabiliyetine dayanılarak ölçülmüştür. Bu 

yöntemde standart olarak gallik asit (0,005- 0,01- 0,02- 0,04- 0,06- 0,08- 0,1- 0,2 mM), 

APICP bileşiği (0,025- 0,05- 0,1- 0,25- 0,5- 1- 2- 4- 6- 8- 10 mM), DHMC bileşiği 

(0,02- 0,04- 0,06- 0,08- 0,1- 0,15- 0,2 mg/mL) ve PDI/Arg bileşiği (0,05- 0,1- 0,25– 

0,5– 1– 2 mg/mL) stok olarak hazırlanmıştır. Yönteme göre maddelerden ve 

standartlardan, her bir 96’lık mikro plaka kuyucuğuna 20 μL koyulmuş ve üzerlerine 

180 μL DPPH (metanol içerisinde çözünmüş 0,06 mM) eklenmiştir. Karanlık oda 

sıcaklığında 60 dk inkübasyonda bekletildikten örneklerin 517 nm’de absorbans 

değerleri ölçülmüş ve DPPH radikalinin indirgenmesi belirlenmiştir. DPPH radikal 

yakalama aktivitesi için IC50 değerleri hesaplanmıştır.  
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4.4.2. Toplam antioksidan kapasitenin (TAK) belirlenmesi 

Toplam antioksidan kapasitesini ölçmek için bu zamana kadar birçok farklı yöntem 

geliştirilmiştir. Bu yöntemlerden bir tanesi de Troloks (6-hidroksi-2, 5, 7, 8-

tetrametilkroman- 2-karboksilik asit) eşiti antioksidan kapasitenin belirlenmesidir. Bu 

yöntemi ilk defa Miller ve arkadaşları tarafından rapor edilmiştir(Miller ve ark., 1993). 

Yöntem; 660, 734 ve 820 nm’de maksimum dalga boylu absorbsiyon spektrumu 

gösteren ABST (2,2'-azino-bis(3-etilbenztiyoazolin-6-sülfonik asit)) radikalinin 

absorbans değerlerinin antioksidanlar tarafından baskılanması temeline 

dayanmaktadır. Bu bağlamda da potasyum persülfit ile ABTS’nin oksidasyonu sonucu 

ABTS•+ radikali oluşturulur. Antioksidanların varlığında çözelti absorbansında ortaya 

çıkan azalma toplam antioksidan kapasite ile doğru orantılıdır (Liang ve Kitts, 2014). 

Yöntemde E vitaminin suda çözünen analoğu olan Trolox, standart referans olarak 

kullanılmaktadır (Milajerdi ve ark., 2019). 

Toplam antioksidan kapasite ABTS yöntemi kullanılarak literatüre uygun olarak 

belirlenmiştir(Erel, 2004). Yönteme göre 96’lık mikroplaka kuyucuklarına ilk önce 

250 μL R1 reaktifi (0,4 M sodyum asetat, pH: 5,8) koyulmuştur. Ardından üzerlerine 

15 μL değişik 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) konulmuştur. Daha sonra 5 dk bekletilip 660 nm dalga boyunda kör tüpüne 

karşı absorbansları belirlenmiştir. Ardından 35 μL R2 (30 mM sodyum asetat, %35 

H2O2, 10 mM ABTS, pH:3,6) eklendikten sonra 5 dk bekletilip 660 nm dalga boyunda 

absorbansları belirlenmiştir. TAK değerleri μmol Troloks eşleniği/mg protein olarak 

hesaplanmıştır. 

 

𝑇𝐴𝐾(
𝑇𝑟𝑜𝑙𝑜𝑥 𝑒𝑞

𝑚𝑔 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑛
) =

(∆Absorb H2O) − (∆Absorb Örnek)

(∆Absorb) − (∆Absorb Standart)
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4.4.3. İndirgeme gücü aktivitesinin belirlenmesi 

Bu metotta antioksidan maddenin indirgeme gücüne bağlı olarak antioksidan 

kapasitesi belirlenir. Potasyum ferrisiyanid [K3Fe(CN)6] maddesindeki Fe(III) 

iyonlarının antioksidan reaksiyon sistemi içerisinde Fe(II) iyonlarına indirgenmesi 700 

nm de ölçülerek antioksidan aktivite belirlenir.  Bu yöntemde yüksek absorbans değeri 

yüksek indirgeme potansiyelini göstermektedir.  

DHMC, APICP ve PDI/Arg bileşiklerinin indirgeme gücü Oyaizu metodu kullanılarak 

belirlenmiştir(Oyaizu, 1986). Yöntemde standart olarak gallik asit kullanılmıştır. 

96’lık mikroplaka kuyucukları içine değişik konsantrasyonlarda (0,05- 0,1- 0,25- 0,5- 

1,0- 2,0 mM) gallik asit ve değişik konsantrasyonlarda APICP, DHMC ve PDI/ARG 

maddelerinden (0,025-10 mg/mL) 50 μL konulmuştur. Üzerlerine 75 μL fosfat 

tamponu (0,2 M pH:6,6) ve 75 μL K3Fe(CN)6 (%1 w/v) çözeltileri ilave edildikten 

sonra vortekslenmiştir. Daha sonra 20 dakika 50°C sıcaklıkta inkübe edilen örneklerin 

üzerine 75 μL trikloroasetik asit (%10 w/v) çözeltisi eklenmiş ve 10 dakika 1.000 g’de 

sanrifüjlenmiştir. Santrifüjlenen karışımın üzerinden 75 μL alınıp başka bir mikro 

plakaya konularak üzerine 75 μL distile su ve 15 μL FeCI3 (0,1% w/v) çözeltisi 

eklenmiştir. Ardından spektrometrede 700 nm’de köre karşı absorbansları okutularak 

0,50 absorbans veren örnek miktarları (EC50) belirlenmiş ve örneklerin indirgeme gücü 

tayin edilmiştir.  

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

belirlenmesi 

4.5.1. Disk difüzyon yöntemiyle antibakteriyel etkinliklerin belirlenmesi 

Antimikrobiyal aktivitenin belirlenmesi amacıyla kullanılan en çok kullanılan yöntem 

disk difüzyon  metodudur (Behravan ve ark., 2019). Bu yöntemde bakterilerin katı 

besiyerine ekimi yapılmaktadır. Belirlenen konsantrasyonlarda hazırlanan maddelerin 

emdirildiği kâğıt diskler ve standart antibiyotikler besiyerine yerleştirilerek belli bir 

süre ve sıcaklıkta inkübasyonda tutulur. Daha sonra besiyerlerinde oluşan inhibisyon 

zon çapları ölçüm yapılarak karşılaştırma yapılır(Ren ve ark., 2019). 

Çalışmada kullanılan beş 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) sıvı besiyeriortamında çalkalayıcılı inkübatörde bir gece 

inkübe edilmiştir. Test edilenmikroorganizmalardan B. subtilis, Salmonella, B. 

licheniformis ve S. aureus ATCC 2921gram pozitif bakteri iken E. coli 0157:H7 ATCC 

43895 gram negatifbakteridir. Sıvı kültüreekilerek 35℃ 175 rpm’de bir 

geceinkübasyonda çoğaltılan mikroorganizmaların yoğunlukları0,5 Mc Farland 

(106CFU/mL) standardına eşit olacak şekilde ayarlanarakantibiyogramların yapılacağı 

Mueller Hinton Agar besi yerlerine 100 μL yayma ekimyöntemiyle ekimleri 

yapılmıştır. Disk difüzyon yöntemi için DHMC maddesi 75 mM, APICP maddesi 20 

mM ve PDI/ARG 10mM olacak şekilde DMSO içinde çözdürülerek stok 

hazırlanmıştır. 

Disklere hazırlanan mikroorganizmalar paralelli olmak üzere yayma ekim metodu 

kullanılarak Mueller-Hinton agar besi yerlerine ekim yapılmıştır. Hazırlanan DHMC, 

APICP ve PDI/ARG maddeleri boş antibiyotik disklerine bir yüzüne 20 μL olacak 

şekilde emdirilmiş ve bu diskler paralelli olacak şekilde ekilmiş besi yerlerine 

yerleştirilmiştir. Standart antibiyotikler olarak gentamicin ve tetrasiklin kullanılmıştır. 

Hazırlanan test ekim yerleri bir gece35℃’de inkübe edilmiştir.Bu sürenin sonunda 

disklerin çevresinde meydana gelen disk boyutu 6 mm olan inhibisyon zonlarıdisk 

etrafında en küçük boşluktan cetvel yardımıyla ölçüm mm olarak ölçülmüştür. Elde 

edilen sonuçlar antimikrobiyal etkinlikleri bakımından karşılaştırılmıştır. Kontrol 

olarak da DMSO kullanılmıştır. 

4.5.2. Minimum inhibisyon konsantrasyonunun belirleme 

Farklı konsantrasyonlarda test edilen antimikrobiyal maddelerin, mikrobiyal gelişimi 

tamamen durdurduğu ya da engellediği en küçük derişim Minimum İnhibisyon 

Konsantrasyonu (MİK) olarak ifade edilmektedir. MİK değerlerini belirlemek 

amacıyla sıvı besiyerlerinde ya da katı besiyerlerinde antimikrobiyal etkisi olan 

bileşiklerin belirli seyreltme oranlarında eklenmesiyle hazırlanan besi ortamları 

kullanılmaktadır. Bir antimikrobiyal madde için MİK değeri mikroorganizma, 

inkübasyon sıcaklığı ve inokulum miktarı gibi farklı analiz koşullarının etkisiyle 

değişiklikler gösterebilmektedir (Belete, 2019). 

DHMC, APICP ve PDI/Arg maddelerinin çeşitli mikroorganizmalar üzerine MİK 

değerlerinin belirlenmesi için çalışılacak konsantrasyonların iki katı örnek 
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hazırlanmıştır. Bir önceki aşamada hazırlanan DHMC, APICP ve PDI/Arg bileşikleri 

başlangıç konsantrasyonları 1 olarak kabul edilerek 1, ½, ¼, 1/8, 1/16 seyreltme 

yapılarak steril olarak hazırlanmıştır. Bir gün önceden ekilen (18-24 saat) ve uygun 

sıcaklıkta inkübe edilen test organizmalarının (Salmonella, Bacillus subtilis, Bacillus 

licheniformis, Escherichia coli 0157:H7 43895, Staphylococcus aureus ATCC 2921) 

konsantrasyonları, 0,5 Mc Farland standardı (106CFU/mL) kullanılarak steril Mueller 

Hinton broth besiyeri oluşturulmuştur. Mikro plaka üzerinde kuyucuklar uygun 

konsantrasyonlara göre belirlenmiş, 96 kuyucuklu mikroplakalarda paralelli olacak 

şekilde her kuyucuğa 75µL test çözeltisi ve 75µL mikroorganzimalı besi yeri 

koyularak gerçekleştirilmiştir. Kontrol olarak 3 farklı ortam kullanılmıştır: Bunlar, a) 

75µL örnek + 75µL ekilmemiş besi yeri, b) 75µL uygun hazırlanmış organizma + 

75µL ekilmemiş besi yeri, c) 150µL ekilmemiş besi yeridir. 

Daha sonra mikro plakaların üzeri steril bir alüminyum folyo ile kapatılarak 35 ℃’de 

inkübatörde bir gece bekletilerek inkübe edilmiştir.Süre sonunda her petri ayrı ayrı 

değerlendirip görüntüleme cihazında görüntülenmiştir. Ardından, mikro plakaya 75 

μL kristal violet (%0,1 seyreltilen) eklenmiş, 5 dk inkübasyonun ardından 660 nm’de 

absorbans değerleri okunmuştur. 

4.6.DHMC, APICP ve PDI/Arg bileşiklerinin antioksidan enzimler üzerine 

etkileri 

4.6.1. DHMC, APICP ve PDI/Arg bileşiklerinin karaciğer katalaz enzim 

aktivitesi üzerine etkileri 

Katalaz, hidrojen peroksitin su ve oksijene dönüştürülmesini katalizleyen ve böylece 

hidrojen peroksitin hücresel bileşiklere zarar vermesini engelleyen koruyucu bir 

antioksidan enzimdir. Katalaz enzim aktivitesi Aebi' nin (1974) metodu kullanılarak 

ölçülmüştür ve bu aktivite ölçümünde substrat olarak hidrojen peroksit kullanılmıştır. 

240 nm de absorbans veren hidrojen peroksitin katalaz tarafından suya 

dönüştürülmesinin spektrofotometrik olarak ölçülmesine dayanan bu yöntemde 

hidrojen peroksitin ekstinksiyon katsayısı 0.00364 (L/mmol.mm) olarak 

kullanılmıştır. Aktivite ölçümü için 96’lık UV geçirgen mikroplaka kuyucuklar 

içerisine 230 μL fosfat tamponu (50 mM, pH: 7,0) 10 μL sıçan karaciğer homojenatı 

(400 kat seyreltilmiş), 10 μL değişik konsantrasyonlarda DHMC, APICP ve PDI/Arg 
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bileşiklerinden farklı dozlarda (0-10,0 mg/mL) eklenmiştir. Ardından 50 μL H2O2 

değişik konsantrasyonlardaH2O2(400 mM, 300 mM, 200 mM, 100 mM, 50 mM, 20 

mM,10 mM, 5 mM) eklenmiş ve enzimatik reaksiyon başlatılmıştır. Absorbans 

değişimi 240 nm’de 2 dakika boyunca ölçüldükten sonra, katalaz spesifik aktivitesi 1 

dakikada 1 mg protein içeren karaciğer homojenatının nötürleştirdiği hidrojen peroksit 

miktarı olarak hesaplanmıştır. DHMC, APICP ve PDI/ARG bileşiklerinin katalaz 

enzimini hangi mekanizmayla baskıladığını belirlemek için substrat bağımlı enzimatik 

hız ölçümleri alınmış ve maddelerin yokluğunda ve farklı dozlu uygulamalarında 

Micheales-Mentan kinetiğine uygun olarak Km ve Vmax değerleri hesaplanmıştır. 

Farklı miktarlarda uygulanan DHMC, APICP ve PDI/ARG bileşikleri için katalaz 

enziminin nasıl baskılandığı araştırılmış ve baskılama için IC50 değeri hesaplanmıştır. 

4.6.2. DHMC, APICP ve PDI/ARG bileşiklerinin karaciğer toplam 

Glutatyon-S-Transferaz (GST) aktivitesi üzerine etkileri 

Glutatyon S-transferaz (GST) enzimi bir glutatyon molekülü ile bir aromatik 

elektrofilin konjugasyonunu katalizlemektedir. GST aktivite ölçümü için en yaygın 

kullanılan aromatik elektrofil, 1–kloro-2,4- dinitrobenzen (CDNB)’dir. Bu substratın 

kullanılmasıyla elde edilen dinitrobenzen S-glutatyon (CDNB-SG) ürünü 340 nm’de 

maksimum absorbans göstermektedir ve bu dalga boyundaki absorbans artışından 

yararlanılarak aktivite ölçümü yapılabilmektedir (Şekil 3.5).  

 

Şekil 3.5. GST aktivitesinin belirlenmesinde kullanılan ürünün oluşum 

mekanizması(Ren ve ark., 2015). 

Toplam GST aktivitesi Habig ve arkadaşlarının(Habig ve ark., 1974)geliştirdiği 

yönteme göre CDNB ve GSH substratları kullanılarak belirlenmiştir. Buna göre UV 

geçirgen mikroplaka kuyucukları içine 240 μL fosfat tamponu (50 mM; pH:7,0) ve 10 

μL değişik konsantrasyonlarda (0,1-10 mg/mL) DHMC, APICP ve PDI/Arg 

maddelerinden eklenmiştir. Üzerine 20 μL GSH (20 mM), 15 μL karaciğer homojenatı 

(25 kat seyreltilmiş) ve farklı konsantrasyonlarda 15 μL 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 içinde çözülmüş) 

eklenmiştir. Absorbans değişimi 340 nm’de 2 dakika ölçülerek dakikadaki absorbans 

değişimi hesaplanmıştır. Ayrıca enzimatik olmayan CDNB-GSH reaksiyonunu 

belirlemek için enzimsiz reaksiyon hızı da belirlenmiş ve bu oran toplam reaksiyon 

değişiminden çıkarılmıştır. Karaciğer dokulardaki toplam GST aktivitesi ise bir 

dakikada bir mg protein içeren homojenatın oluşturduğu ürün miktarı olarak 

hesaplanmıştır. DHMC, APICP ve PDI/ARG bileşiklerinin GST enzimini hangi 

mekanizmayla baskıladığını belirlemek için sübstrat bağımlı enzimatik hız ölçümleri 

alınmış ve maddelerin yokluğunda ve farklı dozlu uygulamalarında Micheales-Menten 

kinetiğine uygun olarak Km ve Vmax değerleri hesaplanmıştır. İlk olarak CDNB 

konsantrasyonları değiştirilerek elde edilen Michealis-Menten grafikleri DHMC, 

APICP ve PDI/Arg bileşiklerinin farklı dozlarda uygulamasıyla belirlenmiş, ardından 

bileşiklerin CDNB bağımlı GST aktivitesini nasıl değiştirdiği incelenmiştir. Farklı doz 

DHMC, APICP ve PDI/ARG bileşikleri için GST-CDNB aktivitesi Km ve Vmax 

değerleri hesaplanmış ve enzimatik baskılamayı gösteren IC50 değeri hesaplanmıştır. 

Glutatyon-S-Transferaz (GST) enziminin bir diğer substratı ise indirge glutatyondur 

(GSH). DHMC, APICP ve PDI/Arg bileşiklerinin GSH bağımlı GST aktivitesini nasıl 

değiştirdiği yine enzim kinetiği çalışmalarıyla belirlenmiştir. Bu çalışmalarda CDNB 

konsantrasyonu sabit tutularak GSH bağımlı toplam GST aktivitesi,DHMC, APICP ve 

PDI/Arg bileşiklerinin farklı dozlarında belirlenmiştir. Bu çalışmalarda DHMC, 

APICP ve PDI/ARG bileşiklerinin farklı konsantrasyonları (0,1-0,5-1-2-5-10 mg/mL), 

GSH bileşiğinin farklı konsantrasyonları (200 mM, 100 mM, 50 mM, 25 mM, 10 mM, 

5 mM, 2 mM, 1 mM) kullanılmıştır. Her bileşik dozu için Km ve Vmax değerleri 

bulunmuş ve IC50 değerleri hesaplanmıştır. 

4.7.DHMC, APICP ve PDI/ARG bileşiklerinin HepG2 ve MCF-7 hücreleri 

üzerinein vitro sitotoksik etkisinin belirlenmesi 

4.7.1. Hücre kültürü çalışmaları 

DHMC, APICP ve PDI/Arg bileşiklerinin sitotoksik etkilerini incelemek için insan 

karaciğer kanser hücre hattı HepG2 ve meme kanser hücre hattı MCF-7 kullanılmıştır. 

HepG2 hücrelerinin büyütülmesi için yüksek glikoz içerikli DMEM ortamı, MCF-7 

hücrelerinin yetiştirilmesi için ise RPMI besiyeri kullanılmıştır. Her iki besiyeri de 
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%10 (w/v) FBS, %1 (w/v) L-glutamin, %1 (w/v) Penicillin-Streptomycin ile 

zenginleştirilmiştir. Hücrelerin büyütülmesi %95 nem ve %5 CO2 içeren 37ºC’deki 

inkübatörde (Panasonic MCO 17AIC, ABD) %90 doluluğa ulaşana kadar 

sürdürülmüştür. Tripsin/EDTA solüsyonu ile kaldırılan hücreler bölünerek yeni 

büyüme ortamlarına alınmıştır.Hücreleri saklamak için, PBS ile yıkanan hücreler 

tripsin yardımıyla yüzeyden kaldırıldıktan sonra 15 mL’lik falkon tüplere alınmıştır. 

200g’de 5 dk santrifüj edilen hücrelerin üzerine dondurucu besiyeri (freezing medium) 

(dimetil sülfoksit (DMSO)/Besiyeri (1/9 (v/v)) eklenerek cryo tüplerinde eşit dağıtım 

yapılmıştır. Tüpler MrFrostyTM (Sigma, ABD) içine yerleştirilerek -85ºC derin 

dondurucuda 1 gece bekletildikten sonra sıvı azot örnek saklama tankına alınmış ve 

sonraki çalışmalarda kullanılmak üzere saklanmıştır. Sitotoksisite deneylerinde 

kullanılacak hücrelerin sayımı için 10 μL hücre süspansiyonu eşit hacimde tripan 

mavisi ile karıştırıldıktan sonra hücre sayım cihazının (TC10, BioRad, Almanya) 

slaytlarına yüklenmiştir. Slaytlara yüklenen hücrelerin sayısı (canlı ve ölü) 

belirlenerek eşit sayıda hücre kullanılmak üzere sitotoksisite deneylerine geçilmiştir. 

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 taşıma zincirinde bulunan koenzim 

Q’dan PMS (phenazine metabisulphide)’nin elektron yakalayıp XTT'nin 

indirgenmesini sağlayarak renk değişimine dayalı absorbans ölçümü yapmaktır. 

Sağlam mitokondriyal ve hücresel zarı olan canlı hücreler aktif bir elektron taşıma 

zincirine sahiptir. Bundan dolayı, aktif hücrelerin sayısı fazlalaştıkça, hücrelerin 

mitokondriyal enzimlerinin aktivitesi ve oluşan boyanın konsantrasyonu artar 

(Şekil3.6). Bu yeni oluşturulan boyanın yoğunluğunun ölçümü 450 nm'de yapılır(Abe 

ve Matsuki, 2000) ve renk yoğunluğu hücre canlılığı ile doğru orantılıdır. 
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Şekil 3.6. XTT’nin canlı hücrelerde enzimatik dönüşüm reaksiyonu. 

DHMC, APICP ve PDI/Arg bileşiklerinin HepG2 ve MCF-7 hücreleri üzerine in vitro 

sitotoksik etkilerini incelmek için laboratuvarımızda optimize ettiğimiz XTT 

sitotoksisite testi kullanılmıştır. Yöntemde Tripan mavisi ile boyanan hücreler, hücre 

sayım cihazında (TC-10, Bio-RAD, Almanya) sayılmış ve hücre yoğunluğu 5x10+4 

hücre/kuyu/100 µl olacak şekilde 96’lık kültür plakalarına ekilmiştir. Yüzeye 

yapışması için altı saat inkübatör içerisinde bekletilen hücreler üzerine uygun besiyeri 

içerisinde hazırlanmış farklı dozlarda (10, 25, 50, 100, 250, 500, 1000 µg/mL) 50 µl 

DHMC, APICP ve PDI/Arg eklenmiştir. 48 saat madde uygulamasının ardından 

hücrelerin üzerine uygun besiyeri içerisinde hazırlanmış 25 µl XTT reaktifi (1 mg/ml 

XTT, 25 µM PMS) eklenmiş ve ilave olarak iki saat inkübasyon gerçekleştirilmiştir. 

Bu sürenin ardından spektrofotometrik mikroplaka okuyucuda (MultiScanTM Go, 

Thermo Scientifik, ABD) 450 nm de absorbansları alınan hücrelerde hücre canlılıkları 

hesaplanarak IC50 değeri bulunmuştur.   

4.8.Floresan hücre görüntüleme çalışmaları 

Tez çalışması kapsamında DHMC, APICP ve PDI/Arg bileşiklerinin hücre içerisinde 

sırasıyla karbonat, Fe3+/Hg2+ ve tiyol gruplarının tayini için kullanabilme 

potansiyelleri floresan hücre görüntüleme çalışmalarıyla ortaya çıkarılmıştır.  

4.8.1. DHMC için hücre kültürü ve floresan görüntüleme çalışmaları 

Tez çalışmamız kapsamında DHMC'nin hücre içi görüntülemede kullanılabilme 

potansiyeli, HepG2 hücreleri kullanılarak floresan görüntüleme çalışmalarıyla 

araştırılmıştır. Bunun için laboratuvarımız hücre stoklarında yer alan HepG2 hücreleri 

steril 12 kuyulu kültür plakalarına 1x10+5 hücre/500 µL olacak şekilde ekilmiş ve 
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yaklaşık 4-6 saat hücrelerin yüzeye (adezyon) tutunması için inkübatör içerisinde 

(%95 nem, %5 CO2, 37°C) (Panasonic MCO 17AIC, ABD) beklenmiştir. Ardından 

hücreler bir saat boyunca DMSO-PBS tamponu (%5 DMSO, %95 PBS) ile hazırlanan 

100 µM DHMC çözeltisiyle inkübe edilmiş ve PBS tamponuyla iki kez yıkanmıştır.  

Bu işlemin ardından hücreler, DMSO-PBS ile hazırlanan 100 µM sodyum karbonat 

çözeltisiyle ilave bir saat daha inkübe edilmiştir. DHMC ve karbonat 

inkübasyonlarından önce ve sonra, flüoresan hücre görüntüleme sistemi (ZOE, Bio-

Bad, Almanya) kullanılarak hücrelerin parlak alan faz kontrast ve floresan görüntüleri 

alınmıştır. 

4.8.2. APICP için hücre kültürü ve floresan görüntüleme çalışmaları 

HepG2 hücreleri 24 kuyulu kültür plakaları içerisinde büyütülmüş ve ardından 

hücreler 400 μM APICP (DMSO-PBS tamponu içerisinde) ile 30 dakika süreyle 

inkübe edilmiştir. Daha sonra, üç kez PBS çözeltisi ile yıkanmış ve ayrıca 30 dakika 

boyunca ayrı ayrı Fe+3 ve Hg+2 çözeltileri (her biri 100 µM) ile inkübe edilmiştir. PBS 

ile başka bir yıkama aşamasının ardından, floresan hücre görüntüleme sistemi (ZOE, 

Bio-Bad, Almanya) ile metal iyon uygulamalarından önce ve sonra hücrelerin parlak 

bir alan faz kontrast ve floresan görüntüleri alınmıştır. 

4.8.3. PDI/Arg için hücre kültürü ve floresan görüntüleme çalışmaları 

Tez çalışmamız kapsamında ayrıca PDI/Arg bileşiğinin HepG2 hücreleri içerisinde 

tiyol gruplarının tayininde kullanılabilme potansiyelleri araştırılmıştır. Bunun için 

farklı HepG2 hücreleri 100 μM PDI/Arg ve 100 μM PDI/Arg-Hg2+ çözeltileriyle 60 

dakika inkübe edilmiştir. Üç kez PBS solüsyonuyla yıkanan hücrelerin floresan 

görüntüleri floresan hücre görüntüleme sistemi (ZOE, Bio-Bad, Almanya) kullanılarak 

alınmıştır. Bununla birlikte bir başka deney setinde benzer floresan görüntüleme 

çalışmaları, hücre içi tiyol gruplarının baskılanmasını sağlayan 100 µM NEM (N-

ethylmaleimide) çözeltisiyle 60 dakika boyunca ön muamele edilen HepG2 hücreleri 

kullanılarak tekrarlanmıştır. NEM bileşiği hücre içerisinde tiyol grupları baskılamış ve 

Hg2+ iyonlarının tiyol gruplarıyla yer değiştirmesi engellenmiştir. 
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4.9.İstatistiksel Analiz 

Aritmetik ortalamaları, standart sapmaları (SD) ve ortalamanın standart hataları 

(SEM) hesaplanan veriler ortalama ± SEM şeklinde ifade edilmiştir. Her ölçüm en az 

üç tekrarlı olarak gerçekleştirilmiştir. Km, Vmax, EC50 ve IC50 değerleri GraphPad 6.0 

programı kullanılarak hesaplanmıştır.    
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5. BULGULAR 

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

etkileri 

Test edilen floresan probların farklı konsantrasyonlarının serbest radikal DPPH’i 

indirgeme aktivitelerine bakıldığında, her madde için konsantrasyon oranı arttıkça 

radikal yakalama etkinliğinin de yükseldiği gözlemlenmiştir (Şekil 4.1). Test edilen üç 

maddenin DPPH yakalama aktiviteleri kıyaslandığında en yüksek oranı %86,22 

baskılamaylaDHMC 0,2 mg/mL'lik konsantrasyonunda göstermiştir. En yüksek ikinci 

DPPH yakalama aktivitesi ise (%74,81) PDI/Arg bileşiğinin 2 mg/mL’lik 

konsantrasyonunda görülmüştür. APICP bileşiğinin en yüksek kullanım dozu olan 10 

mg/mL’lik konsantrasyonda bile DPPH baskılamasının %55,69 oranında 

gerçekleştirdiği belirlenmiştir.  Bu bağlamda serbest radikal yakalama etkinliği en 

yüksek bileşik DHMC, en düşük ise APICP olarak değerlendirilmiştir.  

 

Şekil 4.1. Gallik asit, DHMC, APICP ve PDI/Arg bileşiklerinin DPPH radikal 

yakalama aktivitesi. 
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Ayrıca üç madde türünün çalışmada kullanılan tüm konsantrasyonları için DPPH 

radikallerinin inhibisyon etkileri hesaba katılarak IC50 değerleri hesaplanmıştır. 

Standart antioksidan olarak kabul edilen gallik asit için hesaplanan IC50 değeri 

0,075±0,005 mg/mL olarak hesaplanırken, DHMC bileşiği düşük IC50 değeri 

(0,076±0,003 mg/mL) ile gallik asite en yakın radikal yakalama aktivitesi göstermiştir. 

Analiz edilen bileşiklerden en düşük DPPH yakalama aktivitesini (IC50: 6,746 ± 

0,511mg/mL) APICP göstermiştir. Biyolojik tiyollerin tayininde kullanılabilecek 

PDI/Arg bileşiğinin IC50 değeri ise 0,389 ± 0,053 mg/mL olarak hesaplanmıştır. 

5.2.DHMC, APICP ve PDI/Arg bileşiklerinin ABTS radikali yakalama 

aktiviteleri: Toplam antioksidan kapasite belirlenmesi 

Hücrelerde bulunan antioksidanlar arasında güçlü bir etkileşim bulunmaktadır ve 

genellikle bu etkileşim sinerjik olarak çalışmaktadır. Bu sinerjik etkileşimler, 

hücrelerde bileşiklerin kendi başlarına yaptıkları etkinin toplamından daha fazla etki 

oluşturmasına sebep olmaktadır. Bundan dolayı, antioksidan kapasitenin 

değerlendirilmesinde antioksidanların tek başına olan değeri yerine genellikle toplam 

antioksidan değerini veren total antioksidan kapasite ölçümü yaygın olarak 

kullanılmaktadır. Çalışmamızda, DHMC, APICP ve PDI/Arg maddelerinin toplam 

antioksidan kapasiteleri ABTS yakalama yöntemine göre (TAK) Trolox eşdeğeri 

olarak belirlenmiş ve sonuçlar Çizelge 4.1’de özetlenmiştir. DHMC, APICP ve 

PDI/Arg maddelerinin total antioksidan kapasiteleri incelendiğinde DHMC bileşiğinin 

antioksidan kapasitesinin DPPH radikal yakalaması etkinliği sonuçlarıyla paralel 

olarak en yüksek düzeyde (6,742±0,021 μmol Trolox Equv/L) olduğu belirlenmiştir. 

Ancak DPPH radikal yakalama etkinliği sonuçlarından farklı olarak toplam 

antioksidan kapasitenin en düşük olduğu bileşik PDI/Arg’dır (0,132 ± 0,005μmol 

Trolox Equv/L). APICP bileşiğinin Trolox eşdeğeri toplam antioksidan kapasitesinin 

DHMC bileği ile benzerlik (6,680 ± 0,045 μmol Trolox Equv/L) göstermektedir. Bu 

durumun nedeni DHMC ve APICP bileşiklerinin her ikisinin de kumarin türevi 

bileşikler olması olarak açıklanabilir.   

Çizelge 4.1. DHMC, APICP ve PDI/Arg bileşiklerinin Trolox eşdeğeri total 

antioksidan kapasitesi sonuçları. Her ölçüm en az dört kez alınmış olup 

veriler bu ölçümlerin ortalaması ± standart hatası olarak ifade edilmiştir. 
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İncelenen Bileşik 
TAK değeri 

(μmol Trolox Equv/L) 

DHMC 6,742 ± 0,021 

APICP 6,680 ± 0,045 

PDI/Arg 0,132 ± 0,005 

5.3.DHMC, APICP ve PDI/Arg bileşiklerinin indirgeme gücü 

Potasyum ferrisiyanür [K3Fe(CN)6] içerisindeki Fe(III) iyonlarının antioksidan 

maddeler varlığında Fe(II) iyonlarına indirgenmesi sonucunda Gallik asit (GA), 

DHMC, APICP ve PDI/Arg bileşiklerinin indirgeme gücü aktivitesi belirlenmiştir. 

Kullanılan bileşiklerin indirgeme güçleri, kullanılan konsantrasyon miktarıyla doğru 

orantılıdır ve konsantrasyon miktarının artmasıyla indirgeme gücünün de yükseldiği 

görülmektedir (Şekil 4. 2). DHMC, APICP ve PDI/Arg bileşiklerinin indirgeme gücü 

aktivitesini belirlemek için maddelerin çalışmada kullanılan tüm konsantrasyonları 

için EC50 (absorbansın 0,50 olduğu etkin konsantrasyon) değerleri hesaplanmıştır. 

Buna göre indirgeme gücü etkinlikleri PDI/Arg (EC50: 0,024mg/mL)>GA (EC50:0,110 

mg/mL) > DHMC (EC50:0,186 mg/mL) > APICP (EC50:70,63 mg/mL) şeklinde 

sıralanmaktadır. Bu sonuçlar perilen türevi PDI/Arg bileğinin standart şelatlama 

molekülü gallik asitten bile yaklaşık 5 kat daha fazla indirgeme gücüne sahip olduğu 

görülmüştür. 
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Şekil 4.2. Gallik asit, DHMC, APICP ve PDI/Arg bileşiklerinin farklı 

konsantrasyonlarının indirgeme gücü grafikleri. 

5.4.DHMC, APICP ve PDI/Arg bileşiklerinin antimikrobiyal etkileri 

Antimikrobiyal test sonuçlarına göre DHMC bileşiğinin en yüksek antimikrobiyal 

etkiye sahip olduğu, B. licheniformis, S. aureus ve B. subtilis'e karşı yüksek derecede 

etkin olduğu gösterilmiştir. APICP bileşiğinin E.coli ve B. licheniformis’eüzerine 

antimikrobiyal etkisi bulunmamaktadır. Bu bileşik S. aureus, B. subtilis ve 

Salmonellaüzerine antimikrobiyal etki göstermiş ancak bu etki DHMC bileşiğinin 

yaklaşık yarısı kadardır. Bununla birlikte PDI/Arg bileşiğinin kullanılan dozlarda test 

edilen tüm bakterilerin üstüne hiçbir antimikrobiyal etkisi görülmemiştir. DHMC 

molekülü test edilen bütün bakteriler için antibiyotik etkinliğe sahip bir bileşiktir. Bu 

bileşik etki büyüklüğü olarak karşılaştırıldığında diğer maddelere oranla daha fazla 

inhibisyon zon alanı (IZ:mm) oluşturmuştur. Çalışılan madde örneklerinin 

mikrorganizmalar üzerine etkileri Çizelge 4.2’de özetlenmektedir. 
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Çizelge 4.2.APICP, DHMC ve PDI/Arg maddelerinin disk difüzyon yöntemi ile 

belirlenen antibiyogram sonuçları (İZ: İnhibisyon zonu-mm). S1: 

Gentamicin, S2: Tetrasiklin 
 

 APICP DHMC PDI/Arg DMSO STANDART 

E. coli  
Açılma 

yok 
6 mm 

Açılma 

yok 

Açılma 

yok 

S1= 15 mm,  

S2= 19 mm 

B. licheniformis  
Açılma 

yok 
16 mm 

Açılma 

yok 

Açılma 

yok 

S1= 21 mm,  

S2= 17 mm 

B. subtilis 7 mm 16 mm 
Açılma 

yok 

Açılma 

yok 

S1= 18 mm,  

S2= 27 mm 

S. aureus 7 mm 15 mm 
Açılma 

yok 

Açılma 

yok 

S1= 16 mm,  

S2= 26 mm 

Salmonella 7 mm 14 mm 
Açılma 

yok 

Açılma 

yok 

S1= 20 mm,  

S2= 27 mm 

 

Bir mikroorganizmanın görülebilecek şekilde üremesinin inhibe olduğu en düşük 

antimikrobiyal konsantrasyonu “Minimal İnhibitör Konsantrasyon (MİK)” olarak 

tanımlanmaktadır. MIK çalışması sonunda DHMC maddesi Salmonella üzerinde 

inhibe edici etki göstermemişken, E. coli, B. subtilis, B. Licheniformis üzerinde 0,0625 

kat seyreltme de inhibe edici etki göstermiş, S. aureus ise 1 kat seyreltmede inhibe 

edici özellik göstermiştir. DHMC maddesinin E. coli, B. subtilis, B. Licheniformis 

mikroorganizmaları üzerindeki etkisi S. aureus’ a göre daha fazla olduğu 

belirlenmiştir. APICP bileşiği Salmonella ve S. aureusüzerinde inhibe edici etki 

göstermemiştir. Fakat E. coli, B. subtilis, B. Licheniformis üzerinde 0,0625 kat 

seyreltme de inhibe edici etki göstermiştir. Bazımikroorganizmalar için kullanılan en 

yüksek konsantrasyonda bile tamamen baskılama gözlemlenmediğinden dolayı MIK 

değeri belirlenememiştir.  

5.5.DHMC, APICP ve PDI/Arg bileşiklerinin karaciğer katalaz enzim 

aktivitesi üzerine etkileri 

Çalışma kapsamında sıçan karaciğer doku homojenaları kullanılarak ana antioksidan 

enzimlerden biri olan CAT enzimi için kinetik çalışmalar gerçekleştirilmiş, farklı 

sübstrat (H2O2) konsantrasyonları kullanılarak V0 (ilk hız) düzeyleri belirlenmiştir. 

Buna göre Michaelis-Menten grafikleri oluşturulmuş, Lineweaver-Burk denklemi 

kullanılarak CAT için Vmax (541,1 ± 19,96 U/mg) ve Km (104 ± 10,81 mM) değerleri 

hesaplanmıştır. Çalışma kapsamında DHMC, APICP, PDI/Arg bileşiklerinin CAT 
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enzimi üzerinde nasıl bir etki gösterdiğini araştırmak amacıyla yukarıda belirtilen 

kinetik çalışmalar farklı miktarlarda (0,1-10 mM) DHMC, APICP, PDI/Arg bileşikleri 

kullanılarak tekrar edilmiş, her madde ve konsantrasyonu için Vmax ve Km değerleri 

hesaplanmıştır.  

DHMC bileşiğinin CAT enzim aktivitesine etkilerini gösteren Michaelis-Menten 

grafiği Şekil 4.3’te, bu grafiğin çift-ters dönüşümü yani Lineweaver-Burk grafiği ise 

Şekil 4.4’te gösterilmiştir. Elde edilen verilere göre DHMC miktarının artışına bağlı 

olarak CAT enziminin Vmax ve Km değerleri kademeli olarak azalmıştır (Çizelge 

4.3). Buna göre CAT aktivitesini %50 oranında azaltan DHMC miktarı IC50: 0,12 mM 

olarak hesaplanmıştır. Vmax ve Km değerlerinin DHMC verilmesiyle genel olarak 

paralel olarak düşüşü ve aynı zamanda Michaelis-Menten ve Lineweaver-Burk 

grafiklerinin davranışı, DHMC bileşiğinin CAT enzimini karışık inhibisyon (mixed-

inhibition) mekanizmasıyla doz bağımlı bir şekilde baskıladığını işaret etmektedir. 

Benzer bir şekilde APCP ve PDI/Arg bileşikleri de Vmax ve Km değerlerini eşzamanlı 

olarak düşürmüştür. APICP için hesaplanan IC50 değeri 5,27 mM iken, PDI/Arg 

bileşiği için IC50 değeri 0,79 mM’dır. APICP ve PDI/Arg bileşikleri Michaelis-Menten 

(Şekil4.5 ve Şekil 4.7) ve Lineweaver-Burk grafiklerinin (Şekil 4.6 ve Şekil 4.8) 

davranışı, Km ve Vmax değerlerindeki değişimler bu bileşiklerin de CAT enzimini 

karışık inhibisyon mekanizmalarıyla baskıladığını göstermektedir. DHMC, APICP ve 

PDI/Arg bileşiğinin CAT enzimini baskılama grafikleri Şekil 4.9’da özetlenmektedir. 
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Şekil 4.3. DHMC bileşiğinin CAT aktivitesi üzerine etkilerini gösteren Michaelis-

Menten grafiği. 

 

Şekil4.4. DHMC bileşiğinin CAT aktivitesi üzerine etkilerini gösteren.Lineweaver-

Burk grafiği. 



 

41 

 

 

Şekil 4.5. APICP bileşiğinin CAT aktivitesi üzerine etkilerini gösteren Michaelis-

Menten grafiği. 

 

Şekil 4.6.APICP bileşiğinin CAT aktivitesi üzerine etkilerini gösteren.Lineweaver-

Burk grafiği. 
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Şekil 4.7.PDI/Arg bileşiğinin CAT aktivitesi üzerine etkilerini gösteren Michaelis-

Menten grafiği. 

 

Şekil 4.8.PDI/Arg bileşiğinin CAT aktivitesi üzerine etkilerini gösteren. Lineweaver-

Burk grafiği. 
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Çizelge 4.3. DHMC, APICP ve PDI/Arg bileşiklerinin karaciğer katalaz enziminin 

kinetik parametreleri (Vmax, Km, IC50) üzerine etkileri. ND: Tayin 

edilemedi. 

 

KATALAZ 

  
DHMC 

(0 mM) 

DHMC 

(0,1 mM) 

DHMC 

(0,5 mM) 

DHMC 

(1 mM) 

DHMC 

(2 mM) 

DHMC 

(5 mM) 

DHMC 

(10 mM) 

Vmax 

(U/mg) 
541,1 ± 19,96 239,1 ± 7,285 198,6 ± 6,66 193,9 ± 5,63 172,2 ± 4,73 165,4 ± 4,99 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 

IC50 (mM) 0,12 

        

  
APICP 

(0 mM) 

APICP 

(0,1 mM) 

APICP 

(0,5 mM) 

APICP 

(1 mM ) 

APICP 

(2 mM) 

APICP 

(5 mM ) 

APICP 

(10 mM) 

Vmax 

(U/mg) 
541,1 ± 18,75 392,6 ± 16 362,3 ± 11,49 319,1 ± 10,26 284,5 ± 7,77 278,6 ± 5,31 252,2 ± 7,14 

Km (mM) 104 ± 10,15 90,58 ± 10,95 77,83 ± 7,721 68,57 ± 7,19 51,38 ± 5,01 31,35 ± 2,42 13,44 ± 1,85 

IC50 (mM) 5,27 

        

  
PDI/Arg 

(0 mM) 

PDI/Arg 

(0,1 mM) 

PDI/Arg 

(0,5 mM) 

PDI/Arg 

(1 mM) 

PDI/Arg 

(2 mM) 

PDI/Arg 

(5 mM) 

PDI/Arg 

(10 mM) 

Vmax 

(U/mg) 
541,1 ± 18,75 319,6 ± 15,98 318,9 ± 13,65 278,1 ± 11,16 234,3 ± 6,59 200,4 ± 5,35 161,4 ± 3,47 

Km (H2O2) 104 ± 10,15 70,83 ± 11,43 66,77 ± 9,54 59,81 ± 8,18 43,75 ± 4,60 23,77 ± 2,74 4,183 ± 0,61 

IC50 (mM) 0,79 

 

 

Şekil 4.9. DHMC, APICP ve PDI/Arg bileşiklerinin katalaz enzimini baskılayıcı 

etkileri. 
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5.6.DHMC, APICP ve PDI/Arg bileşiklerinin karaciğer GST (CDNB) ve 

GST (GSH) enzim aktivitesi üzerine etkileri 

Karbonat, Fe3+, Hg2+ ve tiyol gruplarının floresan tayinlerinde kullanılan DHMC, 

APICP ve PDI/Arg bileşiklerinin hücre ana detoksifikasyon enzimleri içerisinde yer 

alan GST enzimi üzerine etkilerini incelemek üzere enzim kinetiği çalışmaları 

gerçekleştirilmiştir. GST enzimi, CAT enziminden farklı olarak iki sübstratlı (GSH ve 

xsenobiotikler (CDNB)) bir enzimdir. Bu nedenle GST enzimi için yapılan kinetik 

çalışmalar, her iki sübstrat için ayrı ayrı gerçekleştirilmiştir. İlk çalışmada 

sübstratlardan birisinin (GSH) konsantrasyonu sabit tutularak CDNB için sübstrat 

bağımlı enzimatik hızlar belirlenmiş ve GST enziminin CDNB için Km ve Vmax 

değerleri hesaplanmıştır. İkinci aşamada ise CDNB konsantrasyonu sabit tutularak 

farkı GSH miktarlarında enzimatik hızlar hesaplanmış ve GST enziminin GSH için 

Km ve Vmax değerleri belirlenmiştir. Buna göre CDNB değiştirilerek hesaplanan 

Vmax değeri 503,70 ± 18,88 U/mg protein, Km değeri ise 16,54 ± 1,61 mM olarak 

belirlenmiştir. 

GST (CDNB) için kinetik çalışmalar reaksiyon ortamına farklı dozlarda (0,1-10 mM) 

DHMC, APICP ve PDI/Arg bileşikleri uygulanarak tekrarlanmıştır. Çalışmalar 

sonucunda elde edilen farklı bileşik uygulamaları altında elde edilen Michaelis-

Menten grafikleri Şekil 4.10, 4.12 ve 4.14’te, bu grafiklerin çift-ters dönüşümü 

Lineweaver-Burk grafikleri ise Şekil 4.11, 4.13 ve 4.15’te verilmiştir. Bu grafikler ve 

denklemleri kullanılarak DHMC, APICP, PDI/Arg bileşiklerinin GST(CDNB) 

aktivitesi Vmax ve Km değerlerini nasıl değiştirdikleri incelenmiştir. Sonuçlara göre 

DHMC ve APICP bileşikleri GST(CDNB) için Vmax değerlerini belirli bir doza kadar 

önemli ölçüde değiştirmezken, görünen Km değerlerini normal değerlerin üzerine 

çıkarmıştır. Bu sonuçlar DHMC ve APICP bileşiklerinin CDNB için birer yarışmalı 

inhibitör olabileceklerini göstermektedir. Vmax üzerinde belirgin bir değişime neden 

olmadan Km değerlerindeki (Çizelge 4.4) artış, enzimatik aktivite için CDNB sübstratı 

ile olabilecek muhtemel bir yarışmayı işaret etmektedir. Bu sonuçlardan farklı olarak 

PDI/Arg bileşiği GST (CDNB) aktivitesi için Vmax değerini önemli ölçüde 

baskılarken, Km değerini görece olarak nispeten değiştirmemiştir. Yarışmasız 

inhibitörler, enzim-sübstrat kompleksi ile reaksiyona girer ve enzim-ürün kompleksi 

oluşturmak için reaksiyon hızını yavaşlatırlar. Deney sonuçlarımız PDI-Arg 
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bileşiğinin GST enzimini yarışmasız (non-competatif) olarak baskıladığını 

göstermektedir. DHMC, APICP ve PDI/Arg bileşiklerinin GST (CDNB) enzimini 

baskılama grafikleri Şekil 4.16’da özetlenmektedir. Bu baskılama grafikleri 

kullanılarak hesaplanan IC50 değerleri ise DHMC için 3,74 mM, APICP için 146,55 

mM ve PDI/Arg bileşiği için 49,09 mM olarak belirlenmiştir. 

Çizelge 4.4. DHMC, APICP ve PDI/Arg bileşiklerinin karaciğer toplam GST (CDNB) 

enzimi kinetik parametreleri (Vmax, Km, IC50) üzerine etkileri. 

GST (CDNB) 

 
DHMC  

(0 mM) 

DHMC  

(0,1 mM) 

DHMC  

(0,5 mM) 

DHMC  

(1 mM) 

DHMC  

(2 mM) 

DHMC ( 

5 mM) 

DHMC  

(10 mM) 

Vmax 

(U/mg) 
503,70 ± 18,88 444,40 ± 16,26 466,10 ± 35,30 477,6 ± 29,09 437,4 ± 51,28 277,4 ± 28,42 106,4 ± 21,36 

Km 

(CDNB) 
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 

IC50 (mM) 3,74 

        

 
APICP  

(0 mM) 

APICP  

(0,1 mM) 

APICP  

(0,5 mM) 

APICP  

(1 mM) 

 

APICP  

(2 mM) 

APICP  

(5 mM) 

APICP  

(10 mM) 

Vmax 

(U/mg) 
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 

Km 

(CDNB) 
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 

IC50 (mM) 146,55  

        

 
PDI/Arg  

(0 mM) 

PDI/Arg 

 (0,1 mM) 

PDI/Arg  

(0,5 mM) 

PDI/Arg 

 (1 mM) 

PDI/Arg 

 (2 mM) 

PDI/Arg  

(5 mM) 

PDI/Arg  

(10 mM) 

Vmax 

(U/mg) 
503,1 ± 26,4 363,6 ± 14,06 360 ± 20,05 346,7 ± 13,95 327,3 ± 16,86 286,3 ± 15,72 277,9 ± 12,75 

Km 

(CDNB) 
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 

IC50 (mM) 49,09  
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Şekil 4.10. DHMC bileşiğinin toplam GST aktivitesi (CDNB) üzerine etkilerini 

gösteren Michaelis-Menten grafiği. 

 

Şekil 4.11. DHMC bileşiğinin toplam GST aktivitesi (CDNB) üzerine etkilerini 

gösteren. Lineweaver-Burk grafiği. 
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Şekil 4.12. APICP bileşiğinin toplam GST aktivitesi (CDNB) üzerine etkilerini 

gösteren Michaelis-Menten grafiği. 

 

Şekil 4.13. APICP bileşiğinin toplam GST aktivitesi (CDNB) üzerine etkilerini 

gösteren. Lineweaver-Burk grafiği. 
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Şekil 4.14. PDI/Arg bileşiğinin toplam GST aktivitesi (CDNB) üzerine etkilerini 

gösteren Michaelis-Menten grafiği. 

 

Şekil 4.15. PDI/Arg bileşiğinin toplam GST aktivitesi (CDNB) üzerine etkilerini 

gösteren. Lineweaver-Burk grafiği. 
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Şekil 4.16.DHMC, APICP ve PDI/Arg bileşiklerinin toplam GST (CDNB) enzimini 

baskılayıcı etkileri. 

GST enziminin bir diğer ana sübstratı ise GSH molekülüdür. Bütün GST izozimleri 

detoksifiye edilecek bileşiklere GSH grubunu tiyol gruplarından konjuge ederek onları 

daha suda çözünebilir hale getirmektedir. DHMC, APICP, PDI/Arg bileşiklerinin 

karaciğer GSH bağımlı GST aktivitelerini nasıl etkilediğine dair çalışmalar CDNB 

konsantrasyonunun sabit tutulduğu ve GSH konsantrasyonun değiştirildiği kinetik 

çalışmalarla incelenmiştir. Deney sonuçları GST (GSH) aktivitesinin Vmax değerinin 

346,5 ± 10,88 U/mg, GSH için Km değerinin ise 8,38 ± 1,03 mM olduğunu 

göstermektedir.  

GST (GSH) aktivitesi için inhibisyon çalışmaları reaksiyon ortamına farklı doz 

DHMC, APICP ve PDI/Arg bileşikleri uygulanarak tekrarlanmıştır. Çalışmalar 

sonucunda farklı bileşik uygulamaları altında elde edilen Michaelis-Menten grafikleri 

Şekil 4.17, 4.19 ve 4.21’de, bu grafiklerin çift-ters dönüşümü Lineweaver-Burk 

grafikleri ise Şekil 4.18, 4.20 ve 4.22’de verilmiştir. Bu grafikler ve denklemleri 

kullanılarak DHMC, APICP, PDI/Arg bileşiklerinin GST(CDNB) aktivitesi Vmax ve 

Km değerlerini nasıl değiştirdikleri incelenmiştir. Sonuçlara göre GSH bağımlı GST 

aktivitesinin uygulanan bileşiklerinin tümü tarafından baskılandığı görülmüştür 

(Çizelge 4.5). DHMC, APICP, PDI/Arg bileşikleri bütün konsantrasyonlarında 

GST(GSH) aktivitesi için Vmax değerlerini azaltırken, görece GSH Km değerini 

arttırmıştır. Bu tür baskılama, karışık tip (mixed-type inhibition) baskılama türünün 

genel özelliklerindendir. Yarışmasız inhibitörlerin etkilerine benzer olmasına karşın, 

karışık tip inhibitörler sübstrat ile rekabet etmeden sübstratın enzime karşı olan 

afinitesini düşürürler. Vmax değerlerindeki azalış ve GSH için Km değerindeki artış, 
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bu üç bileşiğin de GST(GSH) aktivitesini karışık tip baskılama ile baskıladığını 

göstermektedir.  

DHMC, APICP ve PDI/Arg bileşiklerinin GST (GSH) enzimini baskılama grafikleri 

Şekil 4.23’te özetlenmektedir. Bu baskılama grafikleri kullanılarak hesaplanan IC50 

değerleri ise DHMC için 7,49 mM, APICP için 724,44 mM ve PDI/Arg bileşiği için 

21877,62 mM olarak belirlenmiştir. 

Çizelge 4.5. DHMC, APICP ve PDI/Arg bileşiklerinin karaciğer toplam GST (GSH) 

enzimi kinetik parametreleri (Vmax, Km, IC50) üzerine etkileri. 

GST (GSH) 

  

DHMC  

(0 mM) 

DHMC 

 (0,1 mM) 

DHMC 

(0,5 mM) 

DHMC 

 (1 mM) 

DHMC  

(2 mM) 

DHMC 

 (5 mM) 

DHMC  

(10 mM) 

Vmax 

(U/mg) 
346,5 ± 10,88 311,8 ± 12,11 282,7 ± 8,71 255 ± 7,96 216,3 ± 7,24 183,6 ± 6,53 158,2 ± 7,60 

Km (GSH) 
8,382 ± 1,03 9,952 ± 1,45 11,27 ± 1,26 14,25 ± 1,52 16,75 ± 1,83 23,91 ± 2,48 35,45 ± 4,31 

IC50 (mM) 
7,49 mM 

 
       

  

APICP 

 (0 mM) 

APICP 

 (0,1 mM) 

APICP 

 (0,5 mM) 

APICP  

(1 mM) 

APICP  

(2 mM) 

APICP 

 (5 mM) 

APICP  

(10 mM) 

Vmax 

(U/mg) 
346,2 ± 10,91 313,7 ± 9,55 301,3 ± 8,78 292,2 ± 8,88 278,4 ± 7,78 256,2 ± 4,90 231,9 ± 6,71 

Km (GSH) 
7,763 ± 1,01 8,526 ± 1,01 9,705 ± 1,07 11,94 ± 1,30 14 ± 1,34 17,24 ± 1,06 28,25 ± 2,25 

IC50 (mM) 
724,44 mM 

 
       

  

PDI/Arg 

 (0 mM) 

PDI/Arg 

 (0,1 mM) 

PDI/Arg  

(0,5 mM) 

PDI/Arg 

 (1 mM) 

PDI/Arg 

 (2 mM) 

PDI/Arg 

 (5 mM) 

PDI/Arg 

 (10 mM) 

Vmax 

(U/mg) 
348,80 ± 11,19 347,7 ± 13,05 325,1 ± 11,91 312,7 ± 10,78 302,1 ± 7,85 290,8 ± 6,64 285 ± 9,58 

Km (GSH) 
7,74 ± 0,99 14,4 ± 1,84 15,48 ± 1,89 20,85 ± 2,19 21,1 ± 1,66 25,52 ± 1,66 38,47 ± 3,17 

IC50 (mM) 
21877,62 mM 
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Şekil 4.17. DHMC bileşiğinin toplam GST aktivitesi (GSH) üzerine etkilerini gösteren 

Michaelis-Menten grafiği. 

 

Şekil 4.18. DHMC bileşiğinin toplam GST aktivitesi (GSH) üzerine etkilerini 

gösteren. Lineweaver-Burk grafiği. 
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Şekil 4.19. APICP bileşiğinin toplam GST aktivitesi (GSH) üzerine etkilerini gösteren 

Michaelis-Menten grafiği. 

 

Şekil 4.20. APICP bileşiğinin toplam GST aktivitesi (GSH) üzerine etkilerini gösteren. 

Lineweaver-Burk grafiği. 



 

53 

 

 

Şekil 4.21. PDI/Arg bileşiğinin toplam GST aktivitesi (GSH) üzerine etkilerini 

gösteren Michaelis-Menten grafiği. 

 

Şekil 4.22. PDI/Arg bileşiğinin toplam GST aktivitesi (GSH) üzerine etkilerini 

gösteren. Lineweaver-Burk grafiği. 
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Şekil 4.23. DHMC, APICP ve PDI/Arg bileşiklerinin GST(GSH) baskılayıcı etkileri 

5.7.DHMC, APICP ve PDI/Arg bileşiklerinin HepG2 ve MCF-7 hücreleri 

üzerine sitotoksik etkileri 

Antioksidan, antibakteriyel ve antioksidan enzimleri baskılayıcı etkileri belirlenen 

DHMC, APICP ve PDI/Arg bileşiklerinin karaciğer ve meme kanseri hücre hatları 

(sırasıyla HepG2 ve MCF-7) üzerine sitotoksik etkinliklerinin belirlenmesine yönelik 

in vitro sitotoksisite çalışmaları gerçekleştirilmiştir. Sitotoksisite çalışmaları genel 

olarak incelendiğinde, kullanılan bileşiklerin hepsinin belirli bir dozdan sonra hücreler 

üzerine sitotoksik etki gösterdiği görülmektedir. Ayrıca MCF-7 hücrelerinin kullanılan 

problara daha duyarlı olduğu ve çok daha küçük dozlarda ölmeye başladıklarını 

görülmüştür (Şekil 4.24). Bu bağlamda HepG2 hücrelerinin sitotoksik etkilere karşı 

daha dirençli olduğu belirlenmiştir. Kullanılan farklı dozlardaki bileşiklerin hücre 

canlılıklarını nasıl etkiledikleri Şekil 4.24’de açıkça gösterilmektedir. Farklı dozlarda 

floresan bileşiklerin in vitro sitotoksik etkilerini gösteren IC50 değerleri 

hesaplanmıştır. Hesaplanan IC50 değerleri ve değerlere ait %95 güven aralığı değerleri 

Çizelge4.6’da özetlenmiştir. 

IC50 değerlerine göre MCF-7 hücrelerinin HepG2 hücrelerine oranla çok daha duyarlı 

oldukları değerlendirilmiştir. HepG2 hücre canlılığı sonuçlarına göre en yüksek 

sitotoksik etkinin PDI/Arg bileşiği tarafından gerçekleştiği (IC50:0,3071 mM), DHMC 

ve APICP bileşiklerinin ise HepG2 hücreleri üzerine neredeyse benzer etkiler 

gösterdikleri belirlenmiştir. MCF-7 canlılık analizlerine göre ise yine en yüksek 

sitotoksik etki PDI/Arg tarafından sağlanmıştır (IC50: 0,0160 mM). Bu hücreler 
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üzerine en düşük sitotoksik etki ise APICP bileşiği (IC50:0,0883 mM) tarafından 

oluşturulmuştur.  

 

Şekil 4.24. DHMC maddesinin farklı konsantrasyonlarda 48 saat sonundaki HepG2 ve 

MCF-7 hücre canlılıkları üzerine etkileri. 
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Çizelge 4.6. DHMC, APICP ve PDI/Arg bileşiklerinin HepG2 ve MCF-7 hücreleri 

üzerine sitotoksik etkilerini gösteren IC50 değerleri (mM). CI: Güven 

aralığı. 
 

 
HepG2 MCF-7 

 
IC50 

(mM) 

IC50 (%95 CI) 

(mM) 

IC50 

(mM) 

IC50 (%95 CI) 

(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 bileşiklerinin floresan hücre (HepG2) 

görüntüleme çalışmaları 

Yeni sentezlenen DHMC bileşiğinin canlı hücrelere girerek hücre içi görüntüleme 

uygulamaları için kullanılıp kullanılmayacağını değerlendirme amacıyla floresan 

görüntüleme çalışmaları yapılmıştır. Bunun için, HepG2 hücreleri DHMC ve karbonat 

iyonlarıyla inkübe edilmiştir. Şekil 4.25'de gösterildiği gibi, DHMC tek başına 

hücrelerde hücre içi floresansı değiştirmemiş ve neredeyse hiç floresans 

göstermemiştir.  

 

Şekil 4.25. DHMC ve sodyum karbonat ile inkübe edilen HepG2 hücrelerinin parlak 

alan faz kontrast ve floresan görüntüleri, Görüntüler floresan hücre 

görüntüleme sistemi (ZOE, Bio-Rad, λex = 480 nm, λem = 517/23 nm) 

kullanılarak alınmıştır. Uzunluk çizgisi 100 µm belirtmektedir. 
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Öte yandan, DHMC inkübasyonundan sonra hücreler eşit miktarda karbonat iyonu ile 

muamele edildiğinde, hücre içi yeşil floresansta çarpıcı bir artış gözlenmiştir. Bu 

sonuçlar DHMC' nin hücre zarına nüfuz edebileceğini ve spesifik olarak DHMC' nin 

canlı sistemlerde karbonat algılamasında kullanılabileceğini göstermektedir. 

APICP bileşiğinin hücre içi Hg2+ ve Fe3+ iyonlarını algılama için pratik 

uygulanabilirliğini değerlendirmek için HepG2 hücreleri kullanılarak floresan 

görüntüleme deneyleri yapılmıştır (Şekil 4.26). Bunun için HepG2 hücreleri 400 μM 

APICP ile 30 dakika boyunca inkübe edilmiştir. Şekil 4.26'de gösterildiği gibi, APICP 

tek başına HepG2 hücrelerinde hücre içi floresanı arttırmıştır. Öte yandan, HepG2 

hücreleri APICP'den sonra Hg2+ iyonları ile muamele edildiğinde hücre içi yeşil 

floresansta çarpıcı bir azalma gözlenmiştir. Benzer şekilde, APICP’in oluşturduğu 

hücre içi yeşil floresans Fe3+ iyonlarıyla da söndürülmüştür. Bu sonuçlar, bu iki metal 

iyonunun hücrelere dağıldığını ve floresansını gidermek için APICP ile bağlandığını 

göstermektedir. Dahası, APICP’nin sönümlenmesinde Hg2+ iyonunun daha etkili 

olduğu bulunmuştur.  

 

Şekil 4.26. APICP ve Hg2+/Fe3+ ile inkübe edilen HepG2 hücrelerinin parlak alan 

faz kontrast ve floresan görüntüleri, Görüntüler floresan hücre 

görüntüleme sistemi (ZOE, Bio-Rad, λex = 480 nm, λem = 517/23 nm) 

kullanılarak alınmıştır. Uzunluk çizgisi 40 µm belirtmektedir 
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Tiyol gruplarının hücre içi görüntülemesi için tasarlanan işlevselleştirilmiş probun 

(PDI/Arg) pratik uygulanabilirliğini daha iyi değerlendirmek için HepG2 hücreleri 

kullanılarak floresan görüntüleme deneyleri gerçekleştirilmiştir (Şekil 4.27). Buna 

göre, HepG2 hücreleri PDI/Arg ve PDI/Arg-Hg2+ ile bir saat boyunca inkübe edilerek 

floresan görüntüler alınmıştır. Şekil 4.27'de gösterildiği gibi, PDI/Arg tek başına 

HepG2 hücrelerinde hücre içi floresanı arttırmıştır. Bu durum PDI/Arg bileşiğinin 

hücre zarından geçebildiğini ve hücre içi görüntülemede etkili olabileceğini 

göstermektedir. Floresan ışıması Hg2+ ile söndürülmüş PDI/Arg-Hg2+kompleksi 

hücrelere verildiğinde ise yine hücre içi yeşil floresanı görülmüştür (Şekil 4.27f). Bu 

sonuç, PDI/Arg molekülü üzerindeki Hg2+ iyonlarının hücre içi tiyol gruplarıyla yer 

değiştirdiğini ve böylelikle floresan ışımanın oluştuğu düşüncesini oluşturmuştur.  

Bu hipotezi doğrulamak için HepG2 hücrelerinin hücre içi tiyol gruplarını bloke etmek 

için NEM molekülü ile ön işleme tabi tutulduğu ve daha sonra PDI/ Arg-

Hg2+kompleksi ile muamele edildiği negatif kontrol deneyi ile test edilmiştir. Bu deney 

sonucunda NEM ön işlemine tutulmuş PDI/ Arg-Hg2+ uygulanan hücrelerde floresan 

ışıma görülmemiştir (Şekil 4.27h). Bu durum, hücre içi serbest tiyol gruplarının Hg2+ 

ile yarışarak floresan aç-kapa probu olarak kullanılabileceğini göstermektedir.  

 



 

59 

 

 

Şekil 4.27. Farklı bileşik uygulamaları altında HepG2 hücrelerinin parlak alan faz 

kontrast ve yeşil floresan görüntüleri. Tek başına HepG2 hücrelerinin 

parlak alan (a) ve floresan (b) görüntüleri; 60 dakika boyunca 100 µM 

PDI/Arg ile inkübe edilmiş hücrelerin parlak alan (c) ve floresan (d) 

görüntüleri; 60 dakika boyunca 100 µM PDI/Arg-Hg2+ ile inkübe edilmiş 

hücrelerin parlak alan (e) ve floresan (f) görüntüleri; 60 dakika boyunca 

100 µM NEM ile önceden inkübe edilmiş ve daha sonra 60 dakika boyunca 

100 µM PDI/Arg-Hg2+ ile inkübe edilmiş hücrelerin parlak alan (g) ve 

floresan (h) görüntüleri. Görüntüler floresan hücre görüntüleme sistemi 

(ZOE, Bio-Rad, λex = 480 nm, λem = 517/23 nm) kullanılarak alınmıştır. 

Uzunluk çizgisi 100 µm belirtmektedir. 
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6. TARTIŞMA VE SONUÇ 

Teknolojinin gelişmesiyle birlikte; biyomedikal uygulamalar, gıda güvenliği, tıp, 

çevre kirliliği, eczacılık, askeri uygulamalar gibi birçok farklı alanda kullanımı artan 

biyosensörler hızla gelişmeye ve ilerlemeye başlamıştır(Behravan ve ark., 2019). 

Biyosensörler, hassas, hızlı, tekrarlanabilir ve ucuz analizlerin yapılmasını oldukça 

kolay hale getirmesi nedeniyle günümüzde yeni biyosensörlerin tasarımı ve 

geliştirilmesi de oldukça önem kazanmaktadır(Gupta ve ark., 2019; Wang ve 

ark.,2013). Bu bağlamda bu çalışmada, laboratuvarımızda biyosensör olarak yeni 

sentezlenen kumarin türevi olan DHMC ve APICP bileşikleri ile perilen türevi 

PDI/Arg bileşiklerinin antioksidan, antibakteriyel ve sitotoksik etkilerinin araştırması 

yapılmıştır. Ayrıca bu bileşiklerin canlı hücre sistemlerinde çeşitli iyonların ve 

fonksiyonel grupların tanımlanmasında kullanılabilme potansiyelleri floresan hücre 

görüntüleme çalışmalarıyla ortaya çıkarılmıştır. 

Çalışılan bileşiklerin antioksidan özellikleri incelendiğinde en yüksek kapasitenin 

DHMC bileşiğinde olduğu DPPH radikal süpürücü etkiler ve toplam antioksidan 

kapasite sonuçlarından anlaşılmaktadır. DHMC bileşiği düşük IC50 değeri ile standart 

antioksidan olarak kullanılan gallik asite yakın radikal yakalama aktivitesi 

göstermiştir. APICP bileşiğinin Trolox eşdeğeri toplam antioksidan kapasitesi DHMC 

bileşiği ile benzerlik göstermektedir. Bu durumun nedeni DHMC ve APICP 

bileşiklerinin her ikisinin de kumarin türevi bileşikler olması olarak açıklanabilir.  

İndirgeme gücü etkinlerine göre kıyaslandığında incelenen üç bileşikten PDI/Arg 

molekülünün yüksek ölçüde indirgeme potansiyeline sahip olduğu değerlendirilmiştir. 

İncelenen bileşiklerin çeşitli mikroorganizmalar üzerine etkilerinin incelendiği 

çalışma sonuçlarımız, DHMC bileşiğinin test edilen mikroorganizmaların çoğu 

üzerinde etkisi olduğunu göstermektedir. APICP bileşiği S. aureus, B. subtilis ve 

Salmonellagibi mikroorganizmalar üzerinde antibakteriyel etkilere sahip olmasına 

karşın bu etki DHMC molekülünün etkilerinden oldukça düşük bulunmuştur. PDI/Arg 

bileşiğinin ise kullanılan dozlarda test edilen tüm bakterilerin üstüne hiçbir 

antimikrobiyal etkisi görülmemiştir. 
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Karbonat, Fe3+, Hg2+ ve tiyol gruplarının floresan tayinlerinde kullanılabilecek 

DHMC, APICP ve PDI/Arg bileşiklerinin hücre ana antioksidan ve detoksifikasyon 

enzimleri içerisinde yer alan CAT ve GST enzim aktiviteleri üzerine etkilerini 

incelemek üzere enzim kinetiği çalışmaları gerçekleştirilmiştir. Sonuçlar her üç 

bileşiğin de incelenen enzimler üzerine baskılayıcı etkileri olduğunu göstermektedir. 

DHMC, APICP ve PDI/Arg bileşiklerinin CAT enzimini karışık inhibisyon (mixed-

inhibition) mekanizmasıyla doz bağımlı bir şekilde baskıladığı bulunmuştur. Enzim 

kinetiği çalışmaları DHMC ve APICP bileşiklerinin GST enzim aktivitesinde CDNB 

için birer yarışmalı inhibitör olabileceklerini göstermektedir. Bu sonuçlardan farklı 

olarak PDI/Arg bileşiği GST (CDNB) enzimini yarışmasız (non-competatif) olarak 

baskılamaktadır. DHMC, APICP, PDI/Arg bileşiklerinin karaciğer GSH bağımlı GST 

aktivitelerini nasıl etkilediğine dair yapılan çalışmalarda, enzimatik aktivitenin 

uygulanan bileşiklerinin tümü tarafından baskılandığı görülmüştür. DHMC, APICP, 

PDI/Arg bileşikleri, bütün konsantrasyonlarında GST(GSH) aktivitesi için Vmax 

değerini azaltırken, görece GSH Km değerini arttırmıştır. Bu tür baskılama, karışık tip 

yarışmasız (mixed-typeuncompetative inhibition) baskılama türünün genel 

özelliklerindendir. Yarışmasız inhibitörlerin etkilerine benzer olmasına karşın, karışık 

tip inhibitörler sübstrat ile rekabet etmeden sübstratın enzime karşı olan afinitesini 

düşürürler. Vmax değerlerindeki azalış ve GSH için Km değerindeki artış, bu üç 

bileşiğin de GST(GSH) aktivitesini karışık tip uncompetatifbaskılama ile baskıladığını 

göstermektedir.  

Antioksidan, antibakteriyel ve antioksidan enzimleri baskılayıcı etkileri belirlenen 

DHMC, APICP ve PDI/Arg bileşiklerinin karaciğer ve meme kanseri hücre hatları 

üzerine sitotoksik etkinliklerinin belirlenmesine yönelik gerçekleştirilen in vitro 

çalışmalar, MCF-7 hücrelerinin kullanılan bileşiklere daha duyarlı olduğunu ve çok 

daha düşük konsantrasyonda hücre ölümünün gerçekleştiğini göstermektedir. Bu 

bağlamda HepG2 hücrelerinin sitotoksik etkilere karşı daha dirençli olduğu 

söylenebilir. Sitotoksik etkinliği en yüksek olan PDI/Arg bileşiği HepG2 ve MCF-7 

hücreleri üzerine oldukça yüksek etki göstermiştir. APICP bileşiğinin ise incelenen 

diğer maddelere göre benzer veya daha az sitotoksik etki gösterdiği ortaya 

çıkarılmıştır. 
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Yeni sentezlenen DHMC, APICP ve PDI/Arg bileşiklerinin canlı hücrelere girerek 

hücre içi görüntüleme uygulamaları için kullanılıp kullanılmayacağını analiz etmek 

için floresan görüntüleme çalışmaları yapılmıştır. Bunun için, HepG2 hücreleri 

DHMC ve karbonat iyonlarıyla inkübe edilmiş ve elde edilen sonuçlar DHMC'nin 

hücre zarına nüfuz edebileceğini ve spesifik olarak DHMC'nin canlı sistemlerde 

karbonat algılamasında kullanılabileceğini göstermiştir. APICP bileşiğinin hücre içi 

Hg2+ ve Fe3+ iyonlarını algılama için pratik uygulanabilirliğini değerlendirmek için 

HepG2 hücreleri APICP, Hg2+ ve Fe3+ iyonlarıyla muamele edilmiştir. APICP 

tarafından sağlanan hücre içi floresans, Hg2+ ve Fe3+ iyonlarıyla azalmıştır. Bu 

sonuçlar, bu iki metal iyonunun hücrelere dağıldığını ve floresansını gidermek için 

APICP bileşiğine bağlandığını göstermektedir. Tiyol gruplarının tayini için 

kullanılabilecek PDI/Arg bileşiği ise tek başına HepG2 hücrelerinde hücre içi floresanı 

arttırmıştır. Bu durum PDI/Arg bileşiğinin hücre zarından geçebildiğini ve hücre içi 

görüntülemede etkili olabileceğini göstermektedir. Floresan ışıması Hg2+ ile 

söndürülmüş PDI/Arg-Hg2+kompleksi hücrelere verildiğinde ise yine hücre içi yeşil 

floresanı görülmüştür. Bu sonuç, PDI/Arg molekülü üzerindeki Hg2+ iyonlarının hücre 

içi tiyol gruplarıyla yer değiştirdiğini ve böylelikle floresan ışımanın oluştuğunu 

göstermiştir. Bu durum PDI/Arg’ın hücre içi tiyol gruplarının tanımlanması ve 

belirlenmesi çalışmalarında kullanılabileceğini göstermektedir. 

Sonuç olarak, DHMC, APICP ve PDI/Arg bileşiklerinin antioksidan, antimikrobiyal 

ve sitotoksik aktivitelerinin araştırıldığı bu çalışmada, bileşiklerin çeşitli oranlarda 

antioksidan, antimikrobiyal ve sitotoksik özellikler taşıdıkları tespit edilmiştir. Bu 

bileşiklerin insan vücudunda çeşitli metabolik faaliyetler sonucu meydana gelen 

oksidatif stresi azaltabilecekleri, zararlı mikroorganizmaları inhibe edebilecekleri, 

kanser hücreleri üzerine sitotoksik etki gösterebilecekleri değerlendirilmiştir. Ayrıca, 

bu bileşiklerin hücre içerisindeki çeşitli iyonların ve fonksiyonel grupların in vivo 

tayininde kullanılabilme potansiyelleri de bu çalışma kapsamında ortaya çıkarılmıştır. 

Bütün bu özelliklerinden ötürü incelenen bileşiklerin biyoloji, farmakoloji ve tıp 

alanlarında farklı kullanım alanları olabileceğini değerlendirmekteyiz. Ancak, sağlık 

açısından önemli potansiyele sahip olabilecek bu bileşiklerin antioksidan enzimler 

üzerindeki baskılayıcı etkileri göz önüne alındığında ileri çalışmaların yapılması ve 

kullanım alanlarının daha kapsamlı araştırmalarla desteklenmesi gerekmektedir. 
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