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Ik Defa Sentezlenen Eperezolid Benzeri Bilesiklerinin Antioksidan ve Anti-

iireaz Aktivitelerinin incelenmesi

OZET

Eperezolid, Pfizer tarafindan 2000°’li yillarin basinda linezolid ile birlikte gelistirilen
bir antibiyotiktir. Eperezolid, linezolidden sonra piyasaya ¢ikan ikinci oksazolidinon
tiirevi antibiyotiktir. Organik sentez yoluyla elde edilen bir antimikrobialdir.
Bakteriyel protein sentezini inhibe ederek etki gostermektedir.

Serbest radikaller, organizmada normal metabolik yollarin isleyisi sirasinda veya
cevresel ajanlar, stres, radyasyon gibi cesitli dis faktorlerin etkisiyle meydana
gelmektedir. Antioksidanlar, serbest radikallerin olusumunu engelleyerek néotralize
eder ve boylece viicudun serbest radikallerden etkilenmesini engeller.
Antioksidanlar, insan sagligina faydalarinin yanisira gidalarin raf Omriinii de
uzatarak besin degerlerindeki kaybi azaltirlar.

Ureaz, iirenin amonyak ve karbondioksite hidrolizini katalizleyen enzimdir.
Amonyak, bircok doku ve organda metabolik fonksiyon bozukluguna yol
agmaktadir. Ornegin; idrar yollarinda tas olusumu ve mide iilseri. Bu hastaliklarin
tedavisi icin lireaz enziminin inhibisyonu temeline dayali olarak tireaz inhibitorleri
gelistirilmektedir.

Bu c¢alismada, yeni sentezlenmis eperezolit benzeri bilesiklerin antioksidan
Ozelliklerinin yani sira anti-lireaz aktiviteleri de incelendi. Antioksidan demir
indirgeme giicti Oyaizu, DPPH radikal giderme aktivitesi Brand-Williams ve ark.,
ABTS radikal giderme aktivitesi Arnao ve ark., iireaz inhibisyon aktivitesi ise Van
Slyke ve Archibald’in yontemlerine gore spektrofotometrik olarak belirlendi.

Anahtar Kelimeler: Eperezolid, Antioksidan, Anti-lireaz, ABTS radikal giderme
aktivitesi



The Investigation of Antioxidant and Antiurease Activities of Firstly
Synthesized Eperezolide Derivatives

SUMMARY

Eperezolide is an antibiotic developed with linezolid in the early 2000’s by Pfizer.
Eperezolide is the second oxazolidione derivative antibiotic go on the market then
linezolid. It is an antimicrobial obtained via organic synthesis.
It effects by inhibiting bacterial protein synthesis.

Free radicals occur during the processing of normal metabolic pathways in organism
or by the effects of various external factors such as environmental agents, stress,
radiation. Antioxidants neutralize by preventing the formation of free radicals and so
on it prevents body from being effected by free radicals. Antioxidants reduce the loss
of nutritional value by extending the shelf life of foods as well as human health
benefits.

Urease is the enzyme that catalyzes the hydrolysis to ammonia and carbon dioxide of
urine. Ammonia causes metabolic dysfunction in many tissues and organs. For
example; stone formation in the urinary tract and stomach ulcer. For the treatment of
these diseases inhibitors based on the inhibition of the urease enzyme are being
developed.

In this study, in addition to antioxidant properties of newly syntesized eperezolit
compounds, anti-urease activities have also been examined. Antioxidant iron
recuding power was determined according to Oyaizu method, the DPPH radical
scavenging activity was determined according to the method described by Brand-
Williams et al., the ABTS radical scavenging activity was determined according to
the method described by Arnao et al., the urease inhibition activity was determined
according to the method described by Van Slyke and Archibald as
spectrophotometrically.

Keywords: Eperezolide, Antioxidant, Anti-urease, ABTS radical scavenging activity
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BOLUM 1. GIRiS

1.1. Serbest Radikaller

Atom; cekirdekte proton ve nétron, c¢ekirdegin etrafinda donen yoriingelerde ise
elektronlardan meydana gelir. Bu elektronlar, orbital olarak bilinen belirli enerji
seviyelerinde bulunur. Orbitallere elektronlarin yerlesimi, bir orbitale en ¢ok iki tane

olacak sekilde ve zit spinlidir [1].

Iki veya daha fazla elementin aralarinda kimyasal bag olusturmasiyla kimyasal
bilesikler olusur. Kimyasal baglar elektronlar ile ¢evrelenmistir. Bu da bilesigin
kararli olmasinin nedenidir. Kararli bilesiklerin dis yoriingelerinde elektronlar ¢ift
yani eslesmis halde bulunurlar. Eger dis yoriingedeki elektron c¢ift degilse, bu
molekiiliin kararsiz oldugunu gosterir. Bir ya da daha fazla tek yani ¢iftlenmemis
elektronu olan yapilara serbest radikaller denir [2]. Serbest radikalin eslesmemis
elektronu bulundugu atom ya da grubun yanina veya {izerine bir nokta (*) konularak

gosterilir [3, 4].

Kimyasal olarak serberst radikaller kararsiz yapidadir. Stabil hale donebilmek i¢in
ise eslesmemis elektronlarint diger molekiiller ile paylagsmak {izere reaksiyon
verirler. Bu molekiillerin de bir elektronu azaldigi icin reaktif hale gelirler.
Zincirleme reaksiyon olarak devam eder. Oksijenden olusan serbest radikaller,
biyolojik sistemde yer alan Onemli serbest radikallerdir [5]. Oksijen kullanan
organizmalarda meydana gelen reaksiyonlar neticesinde serbest radikaller
olusmaktadir. Azot kaynakl radikaller (RAT) ve oksijen kaynakli radikaller (ROT)
biyolojik sistemlerde iki etkilidir. Sisteme hem yararlar1 hem de zararlar1 olmaktadir.
Eger serbest radikaller, yiiksek derisimde ise sisteme farkli sekillerde (protein ve
niikleik asitlerin yikimi) zararlar1 olabilmektedir. Bu zararlar1 ise enzimlere ilave

olarak non-enzimatik antioksidan sistemler ile denge saglanmaktadir [6, 7]. Oksijen



radyasyonuna maruz kalan bakteri ve hayvan hiicrelerinde radyasyona bagli hasarin

arttig1 goriilmektedir [8].
1.2. Serbest Radikal Kaynaklar:

Molekiiler halde bulunan oksijen, elektron dizilimi nedeni ile reaktif degildir.
Elektron vererek enerji ile aktive olur. Molekiiler oksijene elektron verildikten sonra
reaktif tiirlerin kendiliginden olustugu goriilmektedir. Gegis metal iyonlar1 Fe" ve
Cu”" gibi elektron dondrleri sayesinde tepkimeler gerceklesir. Oksijen kaynakh
radikallerin olusumu enzimatik ya da nonenzimatik olabilir. Bunun yaninda,
mitokondride, kloroplastlarda, plazma membranindaki elektron transport zincirinde

yan {iriin olarak da ROT’lar olusabilirler [9].

Oksijenli ortamda, oksidatif fosforilasyon ile ATP yani adenozintrifosfat {iretimi
biiyiik 6l¢tide yarar saglamaktadir. Bunun yaninda bazi tehlikeleri de bulunmaktadir.
Serbest radikal kaynaklar1 biyolojik, hiicre i¢i sivis1 veya toksik madde olabilir. Bu

kaynaklar endojen ve eksojen olarak ikiye ayrilmaktadir.

1.2.1. Endojen Kaynaklar

1.2.1.1. Mitokondriyal Elektron Transport Zinciri

Hiicre solunumunun gergeklestigi organel, mitokondridir. Mitokondrideki enerji
metabolizmasi sirasinda oksijenin %95°1 suya indirgenir. %1-5 civar ise siiperoksit
yapiminda kullanilir. Bunun nedeni, NADH dehidrojenaz ve koenzim Q gibi elektron
tastyicilardan oksijene elektron sizintist olmasidir [10, 11].

1.2.1.2. Mikrozomal Elektron Transport Zinciri

Bircok P4so ve flavin mono oksijenaz (FMO) enzim sistemleri, endoplazmik

retikulumda ve niikleer membranlarda bulunur. Bu sistemler doymamis yag asitlerini

ve metabolizma i¢in yabanci maddeleri okside eder. Serbest radikal olusturur [12].



1.2.1.3. Proteinler

Glisin, histidin ve prolin gibi bir¢ok aminoasit kalintisindan veya peptid omurgasinda
olusan oksidatif hasar neticesinde protein karbonil tiirevleri, reaktif oksijen tiirlerinin
proteinlerle etkilesmesi sonucu olusur. Fakat serbest radikaller proteinlerdeki tiyol

gruplarinin (-SH) oksidasyonu nedeni ile oksidatif protein hasarina sebep olur [13].

1.2.1.4. Arasidonik Asid Dongiisiiniin Aktivasyonu

Reaktif oksijen tiirlerinin tretildigi onemli nokta, arasidonik asid dongiisiidiir.
Fagositik hiicreler uyarilarak protein kinaz ve fosfolipaz enzimleri aktive olur. Bu
sekilde plazma membranindan arasidonik asid salinimi gergeklesir. Serbest radikal

iirtinleri ise arasidonik asidin enzimatik oksidasyonu ile agiga cikar [14].

1.2.1.5. Oksidatif Stres Yapici1 Durumlar

Serbest radikal iiretimi, metabolizmada her zaman vardir. Fakat bu serbest radikaller,
endojen ve eksojen antioksidan sistemler ile elimine edilir. Boylece denge olusur.
Denge serbest radikaller lehine bozulursa buna oksidatif stres denir. Termal,
kimyasal ya da kinetik enerjinin dokulara transfer olmasi ile hasar meydana

gelmesine travma denir.

1.2.1.6. Fagositik Hiicreler

Enfeksiyona kars1 viicudun hiicresel cevabini veren hiicrelere, fagositik hiicreler
denir. Bunlar; makrofajlar, eozinofiller, notrofiller, monositler ve lenfositlerdir. Bu
hiicreler, fagositoz sirasinda bakterileri 6ldiirmek amaciyla hipokloréz asid ya da

hidrojen peroksit tiretirler.

1.2.1.7. Peroksizomlar



Oksidazlar yiiksek derisimde bulunmaktadirlar. Bu sebeple hiicresel hidrojen
peroksid kaynagidir. Bunlar; D-aminoasid oksidaz, L-a-hidroksi asid oksidaz, agil
CoA oksidaz ve tirat oksidaz’dir. Bu yapilardan olduk¢a fazla miktarda

bulunmaktadir [15].

1.2.1.8. Plazma Membrani

Intraselliiler olarak ortaya ¢ikan serbest radikaller hiicrenin diger boliimleriyle
tepkimeye girmek isterler. Bunu gergeklestirebilmek i¢in plazma membraninm
gecmelidirler. Bir baska yol ise, toksik reaksiyonlart membranda baslatmaktir.
Membran yapisinda doymamis yag asidleri, gliserol, fosfolipidler, glikolipidler ve
steroller okside olabilen amino asid igeren membran proteinleri, serbest radikal

hasarina kars1 duyarhdir [14].

Plazma membraninda bulunan lipoksijenaz, prostaglandin sentetaz, fagositlerde
bulunan NADPH oksidaz, lipid peroksidasyonuna sebep olan serbest radikallerin
kaynaklaridir. Fagositoz sirasinda oksijen tiiketiminde artis olmaktadir. Bunun
sonucunda aciga c¢ikan, oksijenden siiperoksid dolayisiyla hidrojen peroksid

miktarida artar [14].

1.2.1.9. Transizyon Metalleri

Baz1 ge¢is metalleri (bakir ve demir gibi), oksido-rediiksiyon reaksiyonlarinda yer
alirlar. Lipitlere ve proteinlere elektron tasiyarak oksidatif hasar1 hizlandiran,

deoksiriboniikleik asit (DNA) dir.

Hiicre lizisi sonucunda hiicre i¢inde demir, ferritin ve hemosiderin olarak depolanir.
Seruloplazminin yapisinda ise bakir vardir ve proteinlerin yikimi ile bakir ve demir
serbest hale gecer. Cevre dokulara salinan Cu ve Fe katalizor gorevi gorerek

oksidatif hasar1 arttirmasi bunun bir sonucudur [12].



1.2.2. Eksojen Kaynaklar

1.2.2.1. ilaclar

Serbest radikal olusumuna yol acan ilaglar bulunmaktadir. Bunlardan bazilari;
pestisitler, hiperbarik oksijen, herbisitler, klonazin, bleomisin, klosapin, parasetamol,
aminotriazol, doksorubisin, klosaptin, nitrofurantoin, 3,4-metilendioksi
metamfetamin, siklosporin, trisiklik antideprasanlar ve siprofloksasin’dir [16].

1.2.2.2. Metal iyonlar1

Serbest radikal olusumuna sebep olan bazi metaller sunlardir: Krom, nikel, demir,

kadmiyum, bakir ve civa’dir [16].

1.2.2.3. Kirleticiler

Serbest radikal olusturan bazi kirleticiler sunlardir: mineral tozlar, nitrik oksid, azot
dioksit, karbonmonoksit, silika, ozon, hipoklorid, parakuat, dikuat, baz1 ¢oziiciiler,
juglone ve plumbagin’dir [16].

1.2.2.4. Radyasyon

UV yani ultraviyole 11k, gama 1sinlar1 ve X 1sinlar radikal olusumuna neden olur

[16].

1.3. Serbest Radikallerin Olusum Mekanizmalari

Kimyasal olaylar ve fiziksel faktorler sebebi ile ¢evrede ve hiicresel kosullarda

stirekli bir radikal yapim1 olmaktadir.

Serbest radikallerin olusumu ¢ yol ile gerceklesir [17].



1. Kovalent Baglarin Homolitik Kirilmasi ile:

Kovalent bagin kopmasi esnasinda, bag yapisinda bulunan iki elektronun ikisi de ayri

ayr1 atomlar tizerinde kalir.

X:Y— X'+ Y

2. Normal Bir Molekiiliin Elektron Kaybetmesi ile:

Bir molekiiliin radikal 6zelligi yoksa ve elektron kaybi esnasinda dis orbitalinde
eslesmemis elektron kaliyorsa radikal hale doniismektedir. Ornegin, hiicresel
antioksidanlardan olan olan tokoferol ve askorbik asit radikal tiirlere bir elektron

vererek radikalleri indirger. Bunun sonucunda radikal hale doniisiir.
3. Normal Bir Molekiilde Tek Bir Elektron Transferi ile:

Radikal ozelligi bulunmayan molekiile tek elektron gecisi ile dis orbitalde
ortaklasmamis elektron meydana geliyorsa bu indirgeme radikal olusumuna neden
olabilir. Ornegin, molekiiler oksijenin bir elektronunun indirgenerek radikal sekli

olan stireoksidin olusmasi.

Serbest radikaller biyolojik sistemlerde biiylik oranda elektron transferi sonucu
meydana gelirler. Serbest radikaller ti¢ sekilde bulunabilirler. Pozitif yiiklii, notr ya
da negatif yikli olabilirler. Serbest oksijen radikaller bu sistemlerde 6nemli
radikaller arasindadir. Bununla birlikte, C, S ve N tiirevi olan radikaller ve inorganik

molekiiller de bulunmaktadir.

Bazi gec¢is metallerinin; (Fe*™, Mn*", Cu* ve Mo>" gibi) ortaklanmamis elektronlari
bulunmaktadir. Ancak serbest radikal kabul edilmez. Bunlar tepkimeleri katalizledigi

icin serbest radikal olusumu i¢in olduk¢a 6nemlidir [5].



1.4. Serbest Radikal Tiirleri

Tablo 1.1. Serbest Radikal Tiirleri

Serbest Radikaller

Radikal Olmayan Reaktif Tiirleri

Reaktif Oksijen Tiirleri

Reaktif Oksijen Tiirleri

Singlet Oksijen (O,Y)
Stiperoksid Radikali (O;)
Hidroksi Radikali (HO®)
|Alkoksil Radikali (RO®)
Peroksil Radikali (ROO®)

Ozon (O3)

Hidrojen Peroksid (H,0,)
Organik Peroksidler (ROOH)
IPeroksinitrit Radikali (ONOQO")
IPeroksinitrik asid (ONOOH)

Hidroperoksil Radikali (HO,*®) IPeroksonitrat (O,NOQO")
Karbonat Radikali (CO5*") IPeroksomono karbonat (HOOCO,)
Karbondioksit Radikali (CO,*") Hipobromik asid (HOBr)
Hipoklorik asid (HOCI)
Reaktif Klortir Ttirleri Reaktif Klortir Ttirleri
Klor radikali (CI®) Hipoklorik Asid (HOCI) Klor gaz1 (Cly)
INitril klorit (NO,CI) Brom Kklortir (BrClI)
IKloraminler Klordioksit (C10,)
Reaktif Brom Tiirleri Reaktif Brom Tiirleri
Brom radikali (Br®) Hipobromik Asid (HOBr)
Brom gazi (Br,)
Brom klortir (BrCl)
Reaktif Azot Tiirleri Reaktif Azot Ttirleri
IAzot Dioksid (NO,*) Nitrik asid (HNO3) Peroksinitrat (OONOQO")
INitrat Radikali (NO;*) Nitrosil katyonu (NO") Nitril klorit (CINO,)
INitrik Oksid (NO®) Nitrosil anyonu (NO") Peroksinitrit (OONO")
Diazot Trioksid (N,O5°) Nitronyum katyonu (NO,")

Dinitrojen trioksit(N,O3)

Dinitrojen tetraoksit (N,Oy)

IAlkil peroksinitritler (ROONO)
IAlkil peroksinitratlar (RO,NO,)
IPeroksiasetil nitrat (CH;C(O)O,NO,)

IPeroksinitrik asid (ONOOH)




1.5. Reaktif Oksijen Tiirleri

Reaktif oksijenler, radikal olan ve radikal olmayan oksijen merkezli tiirler olmak
tizere ikiye ayrilir. Peroksi radikali (ROQO®), siiperoksid anyonu (O,*"), hidroksi
radikali (OH®) ve alkoksi radikali (RO*®) radikal olan tiirlerdendir. Hidrojen peroksid
(H,0,) ve singlet oksijen (O,') radikal olmayan tiirlerdendir. Nitrik dioksid (NO;*),
nitrik oksid (NO®) ve peroksinitrit (OONQ") diger tiirlere drnektir. Serbest radikaller
atomik ya da molekiiler orbitalinde tek veya daha ¢ok eslesmemis elektron
bulundurur. Bu radikaller yiiksek reaktivite gosterir ve genelde stabil degildirler.

Enerji yukludiirler [17, 18].

Molekiiler oksijen (O;) iki kovalent yapar. Molekiilin eslesmemis elektron
bulundurmas: paramanyetik 6zellikte oldugunu gosterir. Dis orbitalde yer alan iki
elektron ayni dogrultuda ve farkli orbitallerdeyken molekiill minimum enerji

seviyesindedir [19].

Oksijen, di-radikal olarak degerlendirilir (serbest radikal tanimina gore). Spin
kisitlamast nedeniyle di-radikal oksijen, radikal olmayan maddelerle yavas

tepkimeye girer. Ancak diger serbest radikallerle kolay tepkime verir [20].

f+0:0-}

Molekiiler O,

Sekil 1.1. Molekiiler Oksijen [20]

Organizmada birgok oksijenaz ve oksidazin aktif merkezlerinde bulunan Fe’™ ve
Cu®" gibi gecis metalleri araciligiyla bir elektron transfer edilerek molekiiler
oksijenin spin sinirlamasi asilabilir. Enerji absorpsiyonu ile oksijenin uyarilmis hale
getirilmesi de spin kisitlamasini agmanin bir baska yoludur. Sonug¢ olarak singlet

oksijen meydana gelir [21].



Oksijen bulunan bir ortamda kimyasal ve fiziksel faktorler yardimi ile zorunlu
metabolik tepkimeler sonucunda oksijen radikalleri meydana gelir. Biyolojik

sistemde yer alan en 6nemli serbest radikal, oksijen radikalleridir.

{-0:0-4 o, 140,0:0: |
0, {:9:9-}
.

H0, HIO0!O0!H

* # + &

"0H +0°'H

go H:0: H

Sekil 1.2. Oksijenin Suya Indirgenmesi ve Diger Oksijen Tiirlerinin Olusumu [21]



1.5.1. Siiperoksit Radikali (0,*)

Aerobik canlilarin neredeyse hepsinde oksijen tek elektron alarak indirgenir. Sonug
olarak stiperoksit radikali olusur. Bu radikal asagidaki yollarla meydana gelmektedir

[21, 22].

e Baz1 biyolojik molekiiller; hidrokinonlar, rediikflavinler, tiyoller,
tetrahidrofolatlar ve katekolaminler aerobik ortamda oksidasyon ile

kendiliginden siiperoksit olusturur.

e Monositler, makrofajlar, nétrofiller ve eozinofiller gibi aktive haldeki
fagositik hiicreler, virlis veya bakterinin aktivasyonu icin ¢ok miktarda

stiperoksit olusturur.

e Mitokondriyal enerji metabolizmasi sirasinda elektron kagagi ortaya cikar.
Bunun sonucunda %1-3 oraninda kullanilan oksijen, siiperoksit meydana

getirir.

e Indirgenmis haldeki transizyon metallerinin kendiliginden oksidasyonu

sonucunda siiperoksit meydana gelir.

Cu'/Fe*" + 0,———» Cu*'/Fe*" + 0,”

Transizyon metal iyonlarinin indirgenmesi ve H,O, kaynagi olmasi, stiperoksit
radikalinin 6nemidir. Hiicre ortaminda stiperoksit olusuyorsa oksitleyici ozellik
gostermesinin yaninda indirgeyici 6zellik de gosterebilir. Ornegin; ferrisitokrom C
ile tepkimesinde indirgeyici gibi davranarak bir elektron kaybederek oksijene
dontisiir. Epinefrinin oksidasyonunda ise bir oksidan gibi davranir. Sonug olarak tek

elektron alarak H,O,’ye indirgenir [23].

Diistik pH’larda siiperoksit radikali daha reaktiftir. Oksidan bir tiir olan perhidroksil

radikalini (HO,®*) meydana getirmek amaci ile protonlanir. Perhidroksi radikali ve
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stiperoksit radikali tepkimeye girdiginde, tiirlerden biri indirgenirken digeri

yiikseltgenir. Bu tepkime sonucunda ise H,O; olusur.
HO,*+ 0O, + H @ —— 0O, +H,0,
Stiperoksid radikali ile fizyolojik bir serbest radikal ¢esidi olan NO*®’nun tepkimesi
sonucu peroksi nitrit olusur. Peroksinitritler ayni zamanda dogrudan proteinlere etki
edebilirler. Peroksinitrit, reaktif oksijen tiirevidir. Bu sekilde NO® normal etkisini
keybeder.
0,* + NO®* —— ONOO*

1.5.2. Hidrojen Peroksit (H,0,)

Molekiiler oksijen, ¢evresindeki molekiillerden iki elekton alarak veya siiperoksid bir

elektron alarak olusturdugu yapi, H,O, dir.

O, +2¢ + 2H" —H,0,

0" + ¢ +2H —H,0;
H,0,, biinyesinde eslesmemis elektron ¢ifti bulundurur. Bu nedenle radikal degildir.
Ancak biyolojik membranlari rahatlikla gecer. Hiicre i¢i ve arasina difiize olabilir ve
olduk¢a uzun omiirli bir turdiir [21, 22].
Biyolojik sistemlerde H,O,’nin temel tiretimi siiperoksidin nonenzimatik veya SOD
(stiperoksit dismutaz) katalizli dismutasyonu yolu ile hidrojen perokside doniismesi

gerceklesir.

20, +2H" —— H,0,+0,*
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Baz1 oksidaz grubu enzimler; aminasit oksidaz ve ksantin oksidaz (XO) gibi

faaliyetleri sonucunda H,0,, in vivo ortamda tretilebilir [24].

Hipolsantin L Ksantin L Urilke Asit

TN TN

O H>0» O H>0)

H,0; radikal degildir. Serbest radikal biyokimyasinda 6nemli bir role sahip aym
zamanda ROT smifindadir. Nedesi ise, gecis metallerinin varligi ile Fenton
reaksiyonu, siiperoksit radikali varliginda Haber-Weiss reaksiyonu ile en reaktif ve

cok daha fazla hasar veren bir tiir olan hidroksil radikaline doniisiir [25].
1.5.3. Hidroksil radikali ("OH)

Transizyon metalleri varliginda, H>O,’in Feton reaksiyonu ile indirgenmesi sonucu
hidroksil radikali ortaya g¢ikar. Suyun yiiksek enerjili iyonlastirici radyasyonuna

maruz kalmasi sonucunda da hidroksil radikali olusur.

H—O—H ——m H* + «0OH

Bu tiirtin yarilanma 6mrii oldukga kisadir. Bulundugu ortamda karsilastigi neredeyse
her biyomolekiil ile tepkimeye girer. Sonug olarak geldigi yerde biiyiik hasara sebep
olmaktadir [21, 23].

Biyolojik sistemlere en cok zarar veren ayni zamanda en reaktif radikal, hidroksil
radikalidir. Bu radikal; organik peroksitler (RCOO®), yag asitleri ve tiyoller gibi
molekiilerden tek proton kopararak karbon merkezli organik radikaller (R*) ve tiyol

radikalleri (RS*®) gibi yeni radikallerin ortaya ¢ikmasinin sebebidir.

12



R-SH ++0OH — R-5+ + HED

H, H,
—C — +*OH - C— + HO

Bu tiirler, biyolojik molekiiller tepkimeye girmeleri durumunda bile elektronca
zengin molekiilleri segerler. Proteinler (aromatik yapili amino asitler) ve niikleik

asitler (piirin ve pirimidin bazlar) ile ¢esitli radikal tepkimeleri gerceklestirir.

1.5.4. Singlet oksijen ('O5)

Singlet oksijen, molekiiler oksijendeki elektronlardan birinin enerji alarak kendi

spininin zit yoniinde olan diger orbital ile yer degistirmesi sonucunda meydana gelir.

Oksijenin ¢iftlesmemis elektronlar paralel spinlidir. Bu nedenle oksijende bulunan
spin kisitlamasi singlet oksijende yoktur [23]. Bu tiir, sigma ve delta olmak {izere iki
sekilde bulunur. Delta daha diisiik (92 kj) enerjilidir. Sigma formunun enerjisi (155
kj) daha yiiksektir. Bu sebeple delta formu, sigma formundan daha uzun yar1 6miire

sahiptir [26].

L & - # L

0:0:H {+0:0-}|
IAO, >0,

Singlet Oksijen ('0,)
Sekil 1.3. Singlet Oksijen

1.5.5. Peroksil ve Alkoksil Radikalleri

Oksijenin alkil radikalleri (R*®) ile tepkimesi sonucunda peroksil radikalleri (ROO*)
olusur. Oksijen ve lipid radikalleri arasindaki reaksiyon buna 6rnek verilebilir. Alkil
peroksidlerinin (ROOH) dekompozisyonu sonucunda ise alkoksil (RO*®) radikalleri
ve peroksil (ROQO*®) radikalleri olusur.
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ROOH — ROO* +H"
ROOH + Fe** —» ROO*+ Fe*" + H'

1.5.6. Ozon (O5)

Bu dogal bilesik, atmosferin {ist kisminda ve ¢evre kirliligi olan yerlesimlerde ortaya
cikar. Azot oksitler ve hidrokarbonlar arasindaki fitokimyasal reaksiyonla olusan
neredeyse en biiyiik kirliliktir. Ozon, serbest bir radikal degildir. Ancak singlet

oksijen onlari iiretebilir. Lipid peroksidasyonunu stimiile edebilir.

Bu sekilde in vivo olarak lipid ve protein seviyelerindeki hasari indiikleyebilir.
Ozon’un stimiile ettigi peroksidasyonun asil kimyasi tam olarak bilinmemektedir.
Ozon, serbest bir radikalin olusumunu bozabilir. Ongoriilen mekanizma asagidadir

[27].

RI—CH==CH—R; + O » RI—CH—CH—R,

0-0-0

'

B
RF—CH—CH—R,;

Sekil 1.4. Ozonun Serbest Radikal Olusumunu Bozma Tepkimesi

1.6. Hiicredeki Reaktif Oksijen Kaynaklari

1.6.1. Biyolojik Kaynaklar

1.6.1.1. Solunumsal Patlama

Aktive halde bulunan; eozinofiller, makrofajlar ve nétrofiller biyolojik hedeflerin

parcalanmasina sebep olur. Enfeksiyonlara karsi viicudun hiicresel yanitini baslatir.

Cesitli oksijen radikaller, fagositik solunumsal patlama esnasinda olusur. Bakteri ve

14



tirevi trtinlerin etkisi ile fagosite edilmis mikroorganizma o6ldurilir. Fakat bu
oksidan {irtinler hiicrelerin antioksidan savunma giiclerini astigi zaman konake1

hiicrelere zarar verir. Bu yolla farkli hastaliklarin patogenezinde rol oynar.

L
0., g RESPIratory g
2 burst

s 2

\-

NADPH oxidase

\ spontaneous reaction or
/] SOD

%

.0 .
Vol Feb

Fenton reaction
L %Cl‘\ﬁ.' Fe?

myeloperoxidase - O+
Bacterium

b

Invagination of neutrophil's
cytoplasmic membrane

Sekil 1.5. Notrofil Membrani [28]

1.6.1.2. Radyasyon ve Cevresel Ajanlar

Anestezikler, pestisitler, hava kirliligi, sigara dumani, baz1 ¢oziiciiler ve aromatik

hidrokarbonlar serbest radikal olusumuna sebebiyet verir.
1.6.1.3. Antineoplastik Ajanlar

Bunlardan bazilari; bleomisin, adrioxmicine, nitrofurantoin ve doxorubicin’dir.

Doxorubicin, antikarsinojen bir ajandir. Hiicrenin DNA replikasyonunu inhibe eder.

Bu esnada O, ve H,0O, olusumuna neden olur. Sonu¢ olarak lipid peroksidasyonu
baslar [29, 30].
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1.6.1.4. Stres

Sinirsel uyarilar katekolaminleri sentezinde yiikselise neden olur. Katekolamilerin
oksidasyonu, baslica serbest radikal kaynagidir. Bir¢ok hastaligin sebebinde stresin

rolii vardir. Bu da serbest radikallerin olusumuyla iliskilidir [5].

1.7. Serbest Radikallerin EtKileri

Serbest radikallerden kuvvetli reaktif olanlar, hiicrenin biitiin bilesenleriyle rahatlikla
etkilesime gecebilirler. Savunma mekanizmalar1 ile ortadan kaldirilmazlar ise,
biyolojik molekiiller ile reaksiyona girebilirler. Bunun sonucunda da yeni serbest

radikal tiirleri ortaya ¢ikar ve zincirleme bir tepkime baslar [30].

1.7.1. Oksidatif Stres

Organizmada serbest radikallerin olusum hizlar1 ve bunlarin ortamdan kaldirilma

hizlar1 denge halindedir. Bu dengeye oksidatif denge denir.

Serbest radikallerin olusum hizlarinda herhangi bir artma veya ortamdan kaldirilma
hizlarinda herhangi bir azalma meydana gelirse oksidatif denge bozulur. Bu durum
oksidatif stres olarak adlandirilir. Serbest radikallerin olusumu ile antioksidan
savunma mekanizmasi arasinda meydana gelen 6nemli bir dengesizligi gosterir. Bu

dengesizlik dokularda hasara sebep olur [31].

Oksidatif stres halinde azot ve reaktif oksijen tiirlerinin miktarinda artig goriiliir.
Yani bu tirtinlerin reaksiyon hizlari artar. Bu durumdan 6ncelikle lipidler daha sonra
proteinler ve niikleik asidler olmak {izere bunlarin yaninda metabolizmadaki pek ¢ok

sistem olumsuz yonde etkilenir [32].
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Sekil 1.6. Oksidatif Stres [33]

Oksidatif stresin etkileri 3 baglik altinda incelenebilir.

1.7.2. Lipid Peroksidasyonu

Organizmadaki serbest oksijen radikallerinin etkisi ile lipidlerin yapisindaki
doymamis yag asitlerinden bir hidrojen atomunun uzaklastirilmasina lipid
peroksidasyonu denir. Yag asidi zinciri bu sekilde bir lipid radikali (L*) kazanir. Bu
lipid radikali reaktiftir. Birtakim degisiklige ugrar. Sonrasida lipid radikallerinin
oksijen ile birlesmesi ile lipid peroksid radikalleri (LOO®) olusur (Sekil 1.6) [34].
Lipid radikalleri, membran yapisinda bulunan doymamis yag asilerine etki ederek

yeni lipid radikalleri olusturur [35].

Bir serbest radikal zincir reaksiyonu olan lipid oksidasyonunu reaktif oksijen tiirleri
hizlandirir. Hiicre membranlari, disinda protein bulunan fosfolipid ¢ift tabakalardan
olusan ve lipid oksidasyonunun direkt hedefi olan yapilardir [36]. Hiicre

membranlarinin lipid oksidasyonu artarsa, lipid fazin yiizey yiikiiniin polaritesi artar.
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Buna bagli olarak protein oligomerlerinin olusumunda artis meydana gelir. Bir lipid
oksidayosnu {iriinli de malondialdehiddir. Proteinlerle, fosfolipidlerle, niikleik

asitlerle tepkimeye girer.

Bunun sonucunda immun sistemin disfonksiyonuna yol agarak yapisal degisikliklere
sebebiyet verir. Lipid oksidasyon liriinlerindeki artma diabet, ateroskleroz, karaciger

hastalig1, apopleksi ve inflamasyon hastaliklarinin gériilmesine yol acar [37].

Protem
Hasan
Mitokondnal
Hasar
Membran
Hasan
L E I
DNA yikankk
Hasan

Sekil 1.7. Lipid Oksidasyonu
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Sekil 1.8. Lipid Peroksidasyonu



1.7.3. Lipid Peroksidasyonu

Reaktif oksijen tiirleri proteinlere saldirir. Karboniller, metiyonin siilfoksid, 2-
oksohistidin ve protein peroksidlerinde i¢inde bulundugu baska aminoasitlerin
modifikasyonunu sebep olurlar [38]. Proteinler, serbest radikallerden etkilenir.
Etkileme derecesi aminoasit kompozisyonuna baglidir [39]. Doymamis bag ve siilfiir
bulunduran molekiillerin serbest radikal reaktivitesi yiiksektir. Triptofan, tirozin,
fenil alanin, histidin, metionin, sistein gibi amino asidlere sahip proteinler serbest
radikallerden kolayca etkilenirler. Bu etkilenme sonrasinda ozellikle stlfiir
radikalleri ve karbon merkezli radikaller olusur. Bu tepkime sonrasinda
immunuglobulin-G ve albumin gibi fazla sayida distilfid bulunduran proteinlerin {i¢
boyutlu yapilar1 bozulmaya ugrar. Bu bozulma sonucunda normal fonksiyonlarini

yerine getiremezler [40].

Proteinlerde olusan yapisal degisiklikler ti¢ kisimda incelenir [ 14].

1-Amino asidlerin modifikasyonu

2-Proteinlerin fragmentasyonu

3-Proteinlerin agregasyonu veya capraz baglanmalar
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Sekil 1.9. Protein ve Peptit Baginin Kirilimi [24]

1.7.4. Niikleik Asitlere ve DNA’ya Etkisi

Serbest oksijen radikallerinin iyonize edici radyosyana maruz kalmasiyla DNA
etkilenir. Hiicrede mutasyon meydana gelir. Hidroksi radikali, deoksiriboz ve
bazlarla kolaylikla tepkimeye girebilir. Aktif olmus noétrofil kaynakli hidrojen
peroksid, membranlardan kolayca gecer. Hiicre c¢ekirdegine ulasir. Mutajenez,
karsinojenez ve hiicre oliimiine neden olur. Bu yiizden DNA, serbest oksijen

radikallerinin kolay zarar verdigi 6nemli bir hedeftir [41, 42].
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NH, NH; 0
H OH CH.
N OH N™ | HN OH
A Py oy R
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sitozin glikol 5-hidroksi sitozin timin glikol
NH-» O
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H . H
8-hidroksi adenin 8-hidroksi guanin
Sekil 1.10. Serbest Radikallerin Niikleik Asitlere ve DNAya Etkileri [40]
Tablo 1.2. Serbest radikallerin neden oldugu bazi hastaliklar [43]
| lltthabi ve Immiin Hasarlar 7. Iskemi-Reperfiizyon Sendromlan
-V azkiilitler -Romatowd Artnt -Stres Ulserleri -Serebral Iskemi
2. Solunum Sistenu N.Goz
- Amfizem -Akcifer kanseri -Katarakt -Retinopatiler
3. Kardivovaskiiler Sistem Y Karacifer
- Aderoskleroz -Keshan hastalifa -Endotoksin
4. Bobrekler 1 0.Sinir Sistemi
FOtoimmiin Nefrotik Sendromlar -Epilepsi -Parkinson -Alzheimer
5. Gastrointestinal Sistem 1 1.Cilt Bozukluklan
-Mide Mukozasi Ulserleri -Y aniklar -Porfiria
-Pankreatitler -Kontakt Dermatit
6. Eritrositler 12.Diger
-Sitma -Anemi -Kursun Zehurlenmes: FDivabet -Kas Distrofisi -Yaslanma
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1.7.5. Karbonhidratlara EtKisi

Karbonhidratlat {izerine serbest radikallerin, polisakkarid depolimerizasyonu ve
monosakkarid otooksidasyonu gibi etkileri vardir [44]. Monosakkaritlerin
otooksidasyonu sonucu oksoaldehitler, peroksitler ve hidrojen peroksid olusur.
Mannitol ve glukoz gibi monosakkaritlerin gec¢is metalleri katalizorliigii ile hidroksi
radikaliyle reaksiyona girmeleri, molekiiler oksijeni indirgeyerek ketoaldehit,
hidrojen peroksid, peroksidler ve oksoaldehitler olusumuna sebep olur.
Oksoaldehitler, RNA, DNA ve proteinlere baglanabilme ve aralarinda ¢apraz baglar
olusturabilme o6zelligine sahiptir. Bu sayede yaslanma ve kanser olaylarinda rol

oynarlar [14, 41].

1.8. Antioksidanlar

Son zamanlarda insanlar saglikli yasam ve saglikli yaslanma konularma biiyiik
merak ve ilgi gostermektedir. Bundan dolay1 disaridan alinan gidalarin ve bu gidalara

katilan katki maddelerinin biiyiik 6nemi bulunmaktadir [45].

Antioksidanlar serbest radikalleri nétralize eder. Viicudun onlardan etkilenmemesini
dolayisiyla da viicudun kendini yenilemesini saglayan maddelerdir. Antioksidanlar
hiicrelere zarar veren serbest radikalleri ve reaktif oksijen tilirlerini etken bir sekilde

indirger. Diisiik toksiteli ya da toksik olmayan iirtinlere dontistiirtir.

Antioksidanlar viicutta endojen olarak iiretilebilir. Bunun yaninda gida yolu ile
eksojen olarak da viicuda alinabilir. Besinlerde mevcut olan antioksidanlar insan
sagligina yararli oldugu gibi gida maddelerinin raf Omriinii uzatir. Oksidasyonu

geciktirir ya da inhibe ederek besin degerlerindeki kaybi azaltir [46, 47].
Besin maddelerinde bulunan ve insan viicudunu serbest radikallerden koruyan

baslica dogal antioksidanlar; flavonidler, polifenoller, vitaminler ve karotenoidlerdir.

Antioksidan iceren gida maddeleri ile beslenilirse onemli hastaliklarda azalma
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yaganmas1 miimkiindiir. Kanser, kalp ve damar hastaliklarindaki 6nemli o6lgiide

azalma buna 6rnektir [48, 49].

Yaslanmaya kars1 miicadelede ve bagisiklik sisteminin de olumlu yonde etkilemesi
sebebi ile antioksidanlar olduk¢a 6nemlidir. Antioksidanlar biyokimyacilar ve diger
saglik uzmanlar1 i¢in de O6nemli olan maddelerdir. Ciinkii viicudu reaktif oksijen
tirlerine (ROT), reaktif azot tiirlerine (RAT) ve reaktif klor igerikli maddelere karsi
koruma gorevi {istlenirler. Butillenmis hidroksianisol (BHA), butillenmis
hidroksitoluen (BHT), propil gallat (PG) ve tersiyer butiLhidrokinon (TBHQ)
piyasada en ¢ok kullanilan sentetik antioksidanlardir [50].

Antioksidanlarin oksidatif reaksiyonlara etkisi farkli sekillerde olabilir [51, 52].

a) ROT olusumunu onleyen sistemler: Demir ve bakir iyonlarmi baglayan metal
selatlayicilar, mitokondride dogal yoldan meydana gelen ROT’lar1 indirgeyebilen

mitokondriyal sitokrom oksidaz gibi.

b) ROT’lart yakalayip etkisini yok eden (notralize eden) antioksidanlar:
Flavonoidler, a-tokoferol, B-karoten, askorbik asit, indirgenmis glutatyon, metiyonin,
trik asit, mukus gibi. Bu grup antioksidanlar radikalik zincir reaksiyonunun
baslamasini inhibe eder ya da zincir reaksiyonunun ilerlemesini engelleyerek radikal

reaksiyonunu sonlandirirlar.

Antioksidanlar hiicrelere zarar veren serbest radikalleri, reaktif oksijen tiirlerinin
sebep olduklar1 zarar1 hiicre i¢i ve hiicre dis1 savunma ile etkisiz hale getirirler.
Hiicre i¢i savunma siiperoksid dismutaz, glutatyon-S-transferaz, glutatyon
peroksidaz, glutatyon rediiktaz, katalaz ve sitokrom oksidaz gibi enzimler tarafindan
saglanir. Hiicre dis1 savunma ise albiimin, bilirubin, transferin, seruloplazmin, {irik
asid gibi ¢esitli molekiillerle saglanir. Bazi antioksidanlarin hiicreye etkileri Sekil

1.11.°da gosterilmektedir.
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Vitamin £

|3~ karoten

_ Vitamin C ve E

[§- karoten
GSH
Katalaz
Vitamin C
SOD
Bolunme GSH-Px

SOD + GSH-Px + GSH

Vitammn E +
§ - karoten

Sekil 1.11. Baz1 Antioksidanlarin Hiicreye Etkileri

1.8.1. Antioksidanlarin Simiflandirilmasi
Antioksidanlarin smiflandirilmas: farklilik gostermektedir. Endojen ve eksojen

kaynakl1 antioksidanlar olarak siniflandirilabilir [5]. Bunun yaninda enzim ve enzim

olmayan antioksidanlar olarak da siniflandirilabilir [52].

Tablo 1.3. Antioksidanlarin Siniflandirilmasi

Radikal Tutucular Metal Iyonlarim
Enzimler Yagda Coziinenler Suda Coziinenler Baglayan Proteinler
Stiperoksiddismutaz E vitamini C vitamini Ferritin (Fe)
Katalaz B-Karoten Glutatyon Transferrin (Fe)
Glutatyon Peroksidaz Bilirubin Urik asit Laktoferrin (Fe)
Glutatyon Rediiktaz Ubikinon Sistein Albumin (Cu)
Glukoz-6-fosfat Melatonin Miyoglobin (Fe)
dehidrogenaz
Glutatyon-S-transferaz Flavonoidler Mannitol Seuloplazmin (Cu)
Lipoik asit
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1.8.1.1. Kaynaklarina Gore Antioksidanlar

Antioksidanlar kaynaklarina gore siniflandirildiklarinda endojen ve eksojen

olarak ikiye ayrilir. Bunlardan endojen antioksidanlar ise enzimatik ve nonenzimatik

olarak iki grupta incelenir. Endojen ve eksojen kaynakli antioksidanlar Tablo 1.4’te

gosterilmektedir:
Tablo 1.4. Kaynaklarina Gore Antioksidanlar
ENDOJEN EKSOJEN
ENZIMATIK Albumin
Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) Anestezikler

Glutatyon rediiztaz (GSH-R)

Asetil sistein

Glutatyce-S-transferaz (GST)

Besinlere eklenenler

Hidroperoksidaz -BHA
Katalaz (CAT) -BHT
Peroksidaz -Etoksiguin

Mitokondriyal Sitokrom Oksidaz

-Fe stiperoksid dismutaz

(Solunum zinciri son enzimi)

-Propil Gallat

Stiperoksit dismutaz (SOD)

-Sodyum benzoat

NON-ENZIMATIK

Desferroksamin (Fe tutucu)

Albumin DMSO
Askorbik asid (C vitamini) Ebselen
Alfa-tokoferol (E vitamini) Flavonoidler

Beta karoten

Kalsiyum kanal blokerleri

Bilirubin Ksantin Oksidaz Inhibitorleri
Ferritin -Allepiirinol
Glutatyon -Folikaisd
Haptoglobin -Oksipiirinal
Hemoglobin -Pterin aldehit
Laktoferrin Mannitol

Melatonin Frubukol

Retinoik asid Antioksidan enzimler
Seruploplazmin Sertiloplazmin
Sistein Troloks

Transferrin Taurin
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1.8.1.2. Endojen Kaynakh Antioksidanlar

Endojen kaynakli antioksidanlar, enzimatik ve enzimatik olmayan (nonenzimatik)

antioksidanlar seklinde ikiye ayrilirlar [53].

1.8.1.3. Enzimatik Antioksidanlar

Hiicre i¢cinde oksijenin metabolize edildigi her yerde, antioksidanlar oksijen ara

metabolitlerini azaltmak amaciyla hizli ve spesifik olarak c¢alisitmaktadir Enzimatik

antioksidanlar, antioksidan savunmada oncelikli etkili olanlardir. Bunlar siiperoksid

dismutaz, katalaz, glutatyon peroksidaz ve glutatyon rediiktaz gibi enzimlerdir [5].

Tablo 1.5. Baglica Enzimatik Endojen Antioksidanlar

hadl serbest radikalinin (0.7 ] ve hidropn peroksit (H O, )

radikaberinmn malekibed aksijene donugLmuni §alaie b yeh
anlioksidan gneimdir {m,i- B b HF:* '7-',1'

Hidroperoksitiern indirgenmesnden somemiudur. Oeeilikle anitro-
sitlerde oksidadil strese karg on eikii antioksidan engzimidir
HO +268H - — — - GESG +2H O

- H Py vanilasvykn hﬂrup-ﬁpi.dﬂudn nderg Enmesi Sonuecd olugan
Okside Ghaatyonu (G55G) tekrar indirgenmis Ghiatyona (GSH)
dBnugumUny kataliz eder

Shvan Lipedl poroksitiers karg: GSH-Px akinites: gostererek antioksidan
i GBTI SAVUNITE IEKANIZmas ﬂ..l“w-ll'

HHIIIF’FI p-n:rhtll i ﬂ R hidiroskil (O ) ravdikaieriein =T THATH

L B e ]

S
Saluismun Enorinky san encimi olup. Superaksidi tﬂ} ¥
dEtokeiliye dder

1.8.1.3.1. Siiperoksid Dismutaz (SOD)

Stiperoksid dismutaz (EC 1.15.1.1), reaktifligi yiiksek olan siiperoksid serbest

radikalini daha sonra katalaz ve glutatyon peroksidaz tarafindan yok edilebilmesi i¢in

daha az reaktif olan hidrojen perokside doniistiirtir.

SOD
0;+07+2H —» H0; - 07

27



Stiperoksid dismutazin bir bagka gorevi ise dehidratazlari (dihidroksi asid dehidrataz,
akonitaz, 6-fosfoglukano dehidrataz ve Fumaraz A ve B) stiperoksid serbest radikali

tarafindan inaktivasyonuna kars1 korumaktir [53].

Stiperoksid dismutazlar kofaktorlerine gore diniikleer Cu, Zn igceren ve mononiikleer
Mn, Fe ve Ni igerenler olmak tizere dort sinifa ayrilmaktadir [54]. Cu/Zn siiperoksid
dismutaz agirlikli olarak okaryotlarin sitosollerinde, kloroplastlarda ve bazi bakteri
tiirlerinde, Mn siiperoksik dismuyaz ise dkaryot mitokondrisinde ve prokaryotlarda,

Fe stiperoksit dismutaz prokaryotlarda bulunur [55].

1.8.1.3.2. Mangan Siiperoksid Dismutaz

Mn-SOD her bir alt biriminde bir mangan atomu iceren homotetramer (96 kDa) bir
molekiildiir. Stiperoksidin iki asamali bozunmasi sirasinda oncelikle Mn*, Mn™ ye
sonrasinda da tekrar Mn™?, Mn"’e déniisiir. Mitokondrideki solunum zinciri oksijen
radikallerinin baslica kaynagidir. Mn-SOD siiperoksid radikalini gidermede
gorevlidir. Ayni zamanda primer bir antioksidandir [56]. Hiicresel Mn-SOD igerigi
beyin, kalp, karaciger ve bobrek gibi yliksek metabolik aktivitesi olan dokularda
daha fazladir.

1.8.1.3.3. Cu/Zn Siiperoksid Dismutaz,

Cu-Zn SOD, 32 kDa agirligindadir. Memelilerde en ¢ok bobrek, karaciger, eritrosit
ve santral sinir sisteminde bulunur. iki protein altbirimi igerir. Her bir altbirimde Cu

ve Zn atomlar1 bulunur [57, 58].

1.8.1.3.4. Ekstraselliiler Siiperoksid Dismutaz

Ekstraselliiler siiperoksid diismutaz, tetramerik yapida olup Cu ve Zn igeren bir
glikoproteindir. Heparin ve heparan siilfat gibi bazi glikozaminoglikanlara yiiksek
affinitesi vardir. Dokularda ve ekstraselliiler sivilarda bulunur. Plazma, lenf ve

sinovial stvilardaki SOD aktivitesinin 6nemli bir kismini olusturur [59].

28



1.8.1.3.5. Nikel Siiperoksid Dismutaz,

Ni-SOD, Streptpmyces sp. ve Streptomyces coelicolor’un sitosolik fraksiyonlarindan
asflastirilmistir. Ni-SOD, herbiri 13.4 kDa’luk dort alt birimden olusmustur. 70°C’ye
kadar ve pH: 4.0-8.0 arasi stabildir. Amino asid kompozisyonu Fe-SOD, Mn-SOD ve
Cu, Zn-SOD’dan farklilik gosterir [60].

1.8.1.3.6. Katalaz

Katalaz (EC 1.11.1.6), 60 kDa’luk 4 altbirimden olusur. Tetramerik bir enzimdir. Her
bir molekiiliinde 4 ferriprotoporfirin icerir. Molekiil agirhig 240 kDa’dur. Katalaz

bilinen en etkin enzimlerdendir [61]. Peroksizomlarda lokalizedir.

SOD’un olusturdugu H»0,’i, katalaz peroksidazlarla beraber su ve molekiiler

oksijene parcalar. Katalaz aktivitesi bobrek, eritrosit ve karacigerde yogundur [62].

CAT

2 H,0; 2 2H,0 + O

1.8.1.3.7. Glutatyon Peroksidaz (GPx)

Glutatyon peroksidaz (EC 1.11.1.19), selenyum igeren ve ¢esitli hidroperoksidlerin
glutatyon ile indirgenmesini katalizleyerek memelileri oksidatif strese karsi koruyan

bir enzimdir.

GPx
ROOH + 2 GSH ——— ROH + GSSG + H,O

1.8.1.3.8. Glutatyon-S-Transferaz (GST)

Glutatyon-S-transferazlar (EC 2.5.1.18), detoksifikasyon enzimlerinin 6nemli bir

simifidir. GST ler tripeptid glutatyonun lipofilik bilesiklerin elektrofilik merkezlerine
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konjugasyonunu katalizler. Boylece ¢0ziiniirligiiniin artmasint  ve hiicreden

salgilanmasina yardimci olur.

Oksidatif stres sirasinda, makromolekiillerin in vivo yikilma trtinleri olarak olusan
reaktif doymamis karboniller, reaktif DNA bazlari, epoksidler ve organik
hidroperoksidler gibi endojen substratlar1 da igeren genis bir substrat spesifitesine
sahiptirler. Glutatyon transferazlar dokular1 oksidatif hasarlara ve oksidatif strese

kars1 korumada hayati 6nem tasirlar.

1.8.1.3.9. Glutatyon Rediiktaz

Glutatyon rediiktaz (EC 1.8.1.7), yiikseltgenmis glutatyonu indirgenmis hale ¢evirir.
2 alt birimden olusan bir dimerdir. Her bir alt {inite NADPH baglayan alan, FAD

baglayan alan ve arayiiz alan olmak {izere 3 yapisal alan igerir.

Glutatyonun indirgenme tepkimesi esnasinda elektronlar siklikla NADPH’tan
FAD’ye transfer edilir [63]. Bundan dolayt NADPH serbest radikal hasarina karsi
gereklidir. Major kaynagi pentoz fosfat yoludur [42].

1.8.1.4. Non-Enzimatik Antioksidan Savunma

Non-enzimatik antioksidan savunmada esansiyel mikronutrient bilesiklerin 6nemli

rolii vardir.

Tablo 1.6. Enzimatik Olmayan (Nonenzimatik) Antioksidanlar

By s b bl ]

Lipofilik &zellik gbstermesindan dolayl hicrenin hemen hemen
bitin aorganellerine hatta hicrelerine kadar ulasarak genis bir
dagibm gdsteren melatonin, hidroksil ve siperoksit radikallerini
tutarak antioksidan etki gdsterir.

- L 3+
Ferra demiri (Fe ) ferri demire (Fe ) yiuksellgeyerek fenton
reaksiyonunu wve hidroksil radikali olusumunu engelier.
Serbest demir iyvonlann baglayarak fenton reaksiyonunu anler

Diasuk pH'h ortamlardaki demir iyvonlarim baglar.

Karacigerde sentezienen bir tripeptitdir. Hemoglobinin oksitiene-
rek methemoglobine doniksmesini dnler. Eritrositleri, Dkositleri,
goz lensini cksidadif hasara kars) korur.

Supercksit we hidroksil radikal toplayicissdir,

Genelde metal baglayicr clarak calisirken degisik radikalleride
toplar.

Hidroksil radikali gidericisidir.

HOCI radikalini toplar. Proteini ve metal ivoniarin: baglar.
COnemli bir peroksil radikali toplayicissdar.

M etmtoniin
Seruboplesmie
TracshorTe
LaktofeeTin
Churtatyon
1GSH)
S |
Uik am
Drikos
L -TV
Byt
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1.8.1.4.1. Tokoferoller ve Tokotrienoller (E vitamini)

Tokoferoller bir kroman halkast ve uzun doymus bir fitil zincirinden meydana
gelirler. Ayrica biyolojik membranlarin dogal bilesenlerindendirler. Bitkisel
yaglarda, ceviz, findik gibi yagh tohumlarda, siit ve yumurtada bulunur [64, 65].
Ayn1 zamanda membranlarda oksijen radikallerinin ana temizleyicisidirler.
Tokoferoller membranda ve LDL’deki ¢oklu doymamis yag asitlerini korur. Diiz kas

hiicreleri ¢ogalmasini saglar. Protein kinaz C aktivitesini inhibe edebilir.

Vitamin olarak en etkili olan a-tokoferol’diir. Sadece "E vitamini" denildiginde a-
tokoferol anlasilir (Sekil 1.12). a’dan y’ya vitamin Ozellikleri azalir. Fakat
antioksidan etkileri ise a’dan y ‘ya artar. y-tokoferol’iin antioksidan etkisi en fazladir.
[66]. En yiiksek vitamin E konsantrasyonu mitokondri ve mikrozomlar gibi
membrandan zengin hiicre kisimlarinda bulunur. E vitamini ayn1 zamanda ¢ok giiglii
bir antioksidandir. Hiicre membran fosfolipidlerinde bulunan ¢oklu doymamis yag

asitlerini serbest radikal etkilerinden koruyucu savunma elemanidir.

m

Sekil 1.12. Alfa Tokoferol (E Vitamini)

1.8.1.4.2. Askorbik Asid (Vitamin C)

Vitamin C veya L-askorbik asid suda ¢o6ziinebilir. Bir¢cok fizyolojik sartlarda
indirgenmis halde bulunur (Sekil 1.13.). Askorbik asid hiicre dis1 sivilarda en 6nemli
antioksidandir [67]. Bunun yaninda bir¢ok hiicresel aktiviteye de sahiptir. Askorbik
asid (vitamin C) siiperoksidi, hidrojen peroksidi, hipokloriti, hidroksi radikalini,
peroksi radikallerini ve singlet oksijeni etkin bir sekilde yakalayabildigi goriilmiistiir

[68, 69]. C vitaminini insan viicudu sentezleyemez [70].
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Bu sebeple C vitamini ihtiyaclarini taze sebze ve meyvelerden karsilarlar [71].
Viicutta hidroksilasyon reaksiyonlari, demir emiliminde askorbik asid gorev alir.
Ayrica sulu peroksil radikalleri ile reaksiyona girerek antioksidan goérevini de yerine

getirir [72, 73].

Vitamin C + Lipid-00 — ® Vitamin C +Lipid-O0H

Sekil 1.13. Askorbik Asit (C Vitamini)

1.8.1.4.3. Karotenoidler

Karotenoidler bitkiler ve mikroorganizmalar tarafindan sentezlenebilir. Ancak
hayvanlarca sentezlenemeyen dogal pigmentlerdir [74]. Yapisinda c¢ifte baglar
bulunur. Bu baglardan dolay1 sar1, portakal veya kirmizi renklerdedir. Yapilarindaki
konjuge ¢ift baglar, kimyasal, biyokimyasal ve fiziksel 6zelliklerini etkiler [75].

Karotenoidler teraterpenoidlerin bir grubudur.

Iki sinif karotenoid vardir. Bulardan birincisi karotenler, ikincisi ise ksantofillerdir.
Karotenler hidrokarbon karotenoidlerdir. Ksantofillerse hidroksil, metoksil,
karboksil, keto veya epoksi gruplar1 seklinde oksijen igerirler. Likopen ve B-karoten
tipik karotenlerdir. Yesil yapraklardaki lutein ve misirdaki zeaksantin ise

ksantofildirler (Sekil 1.14).
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p-Karoten

N N N RSN N NN D

Likopen

e ok s . b e Tl i -

Lutein

Zeaksantin

Sekil 1.14. B-Karoten, Likopen, Lutein ve Zeaksantin’in kimyasal yapisi

Karotenoidlerin ateroskleroz, katarakt, yasa bagli kas dejenerasyonlart ve

multiplskleroz gibi ¢esitli radikal kaynakli hastaliklar1 6nledigi bildirilmistir.
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1.8.1.4.4. Polifenoller

Bitkilerde, fenolik bilesikler veya polifenollerin 8000’den fazla tiirii bulunmaktadir.

Bunlardan bagslicalar1 gosterilmistir (Tablo 1.6). Fenolik bilesiklerin antioksidan,

antimutajenik ve serbest radikal

giderme

etkilerinin oldugu goriilmustiir.

Epidemiyolojik calismalarda yiiksek oranlarda fenolik bilesiklerin tiiketilmesinin

kardiyovaskiiler hastaliklar1 ve belli kanser tiirleri riskini azalttigini gostermistir [51].

Tablo 1.6. Fenolik Bilesenlerin Siniflart

Samf Termel Iskelet Temel Yap:
-
Basit fencller Cs [}
Benzokinonlar Cs
Cs—Cy
_— -

Fenoik as:dler =3

-~ Ces—C2
Aserocfenoniar
Fem! asetik asidler s

Ce—C2 - ) j
Hidroksisinanuk asidler Ce-Cs
— p—
Fem! propenler Ce-Cs \_/_—’
Kumarmler Cs-Cs
Kromonlar Cs-Cs>
T
Antrakinonlar Ci~Ca -~
¥
.
Flavono:dler Ce-Cs5 -Cg
1.8.1.4.5. Flavonoidler

Flavonoidlerin insan sagligi iizerine olumlu
sekilde olusurlar. Insan metabolizmasinda

flavonoid bulunmustur.

etkileri vardir. Bitkilerde dogal bir

sentezlenemezler.

4000°den fazla

Flavonoidler, yapisal olarak genellikle C6- C3- C6 karbon iskeletiyle karakterize

edilirler (Sekil 1.15). Glikozid veya aglikon seklinde bulunabilirler. En ¢ok sebze,

meyve, findik, sarap, kakao, ¢ayda bulunurlar.
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Bitkilerin; tohum, cicek, yaprak ve koklerinde bulunurlar. Yapilar1 aromatik A
halkasina birlesmis heterosiklik C halkasindan ve buna bagl ikinci aromatik B

halkasinin birlesmesinden olusur.

Sekil.1.15. Flavonoid

Yapidaki aromatik halkalara hidroksi grubunun baglanmasi ile olusan flavonoidler

antioksidan aktivite gosterir [76].

Metal kelatlama, reaktif oksijen tiirlerini igeren diger siirecleri azaltma, lipid
peroksidasyonunu engelleme 6zellikleri vardir. Antioksidan, serbest radikal siiptiriicii
ve antienflamatuar etkilerinin yaninda, farkli enzimlerin aktivitelerini arttirirlar.
Ayrica spesifik reseptorlerle etkileserek insan saglhigina faydalari bulunmaktadir.

Flavonoidler, ayrica vazodilatator etki gosterirler.

Bakir ve demir gibi metal iyonlarini seletlama o6zelligine sahiptirler. Besinlerdeki
flavonoidler oksidatif strese karsi onemli eksojen savunma mekanizmalaridir.
Flavonoidlerin ateroskleroz, tromboz ve karsinojenez olaylarinda onemli etkisi

oldugu diistintilen LDL oksidasyonunu 6nledigi de bilinmektedir [77].

1.8.1.4.6. Glutatyon (GSH)

Karaciger basta olmak tizere pek ¢cok dokuda bulunur. Glutamat, sistein ve glisinden
sentezlenir. Tripeptid yapisindaki GSH oksidatif strese ve radyasyona karsi
hiicrelerin korunmasinda 6nemli rol oynar. Dokuda antioksidan savunmanin énemli
bir elemanidir. GSH peroksidaz, GSH rediiktaz ve GSH transferaz gibi enzimlerin

substrati1 veya kofaktoriidir. Hiicrelerin i¢inde toplanmis okside glutatyon ve
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GSH/GSSG orant organizmadaki oksidatif stresin bir Ol¢limiidiir. GSSG’nin

konsantrasyonunun ¢ok yiiksek olmasi oksidatif olarak bir¢ok enzime zarar verebilir.

1.8.1.4.7. Albumin

Viicutta bircok fonksiyona ek olarak bakir iyonunu baglama yetenegine sahiptir. Bu
sekilde bakir iyonuna bagl lipid peroksidasyonunu ve hidroksil radikali olusumunu

inhibe eder.

1.8.1.4.8. Bilirubin

In vivo ortamda bilirubin, lipid peroksidasyonunda antioksidan olarak gorev yapar.

1.8.1.4.9. Urik Asid

Insanlarda purin niikleozidleri olan adenozin ve guanozin katabolizmasinin temel

irtinii tirik asidir. Metal baglayici ve serbest radikal temizleyici olarak rol oynar.

1.8.1.4.10. Selenyum

Selenit ve selenometionin, UV 1simlan ile olusan oksidatif DNA hasarini 6nemli

Olctide azaltmaktadir.

1.8.1.4.11. Koenzim Q

Kanser ve belli basli norolojik hastaliklara pozitif etkileri vardir. Koenzim Q, énemli

bir antioksidandir. Viicut tarafindan tiretilebilir fakat diyet yolu ile de alinabilir.
Ciger, bobrek ve kalp gibi et irlinlerinde ve balikta yiiksek miktarda bulunur. Ancak

diyete takviye amaciyla alinan koenzim Q haplar1 ile viicuda alinmasi daha etkilidir

[78].
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Sekil 1.16. KoenzimQ

1.8.1.5. Sentetik Antioksidanlar

1.8.1.5.1. Butillenmis Hidroksianisol (BHA)

BHA, beyaz ve mumsu kat1 bir yapiya sahiptir. Erime noktas1 yaklasik 48-63°C’dir.
Hem hayvansal hem de bitkisel yaglarda ¢oziinebilen ancak suda ¢6ziinmeyen bir
antioksidan olarak tanimlanmaktadir (Sekil 1.17). Beyaz mumsu parcaciklar

halindedir.

H

—_y CHy
()

~ CHy

I

0

CHy

Sekil 1.17. BHA Molekiiltiiniin Kimyasal Yapisi

BHA C,1H;60,; 3-tersiyer biitil-4-hidroksi anisol (% 90) ve 2-tersiyer biitil-4-

hidroksi anisol (% 10) izomerlerinin karigim1 halinde bulunmaktadir.

Bitkisel ve hayvansal yaglarda kolaylikla ¢oziinebilen ancak suda ¢oziinmeyen
oldukca etkili sentetik bir antioksidandir. BHA gidalarda % 0,02 oraninda kullanilir.
Hayvansal yaglar ve bu yaglarla yapilan biskiivi, pasta ve patates cipsinde etkili

antioksidan olarak kullanilir [7].
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1.8.1.5.2. Butillenmis Hidroksi Toluen (BHT)

Beyaz renkli kristal yapida bir maddedir. (2,6 di tersiyer butil 4-metil fenol) C;sH»40
formiiliine sahip bitkisel ve hayvansal yaglarda coziinen, suda ¢6ziinmeyen bir

yaptya sahiptir.

BHT beyaz kristal goriiniimiindedir. BHT'nin gosterdigi 6zelikler biiyiik ol¢iide
BHA'ya benzemektedir (Sekil 1.18)

OH

(CH4,C CiCHy)y

CHJ
Sekil 1.18. BHT nin Kimyasal Yapist
1.8.1.5.3. Tersiyer Butil Hidrokinon (TBHQ)

TBHQ yaglarda orta derecede, suda ise ¢ok az ¢oziiniir. Beyaz ile sarims1 kahverengi
arast renktedir. Kristal yapida bir madde olup erime noktasinin 127°C oldugu

belirtilmektedir (Sekil 1.19). Yiksek sicakliklara dayaniklidir. Gidalara 9%0.02
oraninda katilir [78].

Sekil 1.19. TBHQ Molekdiliiniin Kimyasal Yapist
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THBQ, doymamis yag asitlerinde kullanildiginda diger antioksidanlara gore daha
etkilidir ve bir¢ok avantaji vardir. Bunlar;

* Yaglarda kullanildiginda tad1 ve kokusu fark edilmez.

* Yaglarda iyi ¢oziinebilme 6zelligine sahiptir.

* Demir ihtiva eden ortamda kullanildiginda renk degisimine ugramaz.

* Firinlanacak ve kizartilacak {irtinlerde de kullanilir.

* Tokoferollerden daha iyi stabilite etkisine sahiptir.

» Hayvansal yaglarda, kiimes hayvanlarinda ve bitkisel yaglarda etkilidir.

1.8.1.5.4. Propil Gallatlar (PG)

Propil gallat, ticari olarak gallik asidin propil alkol ile esterifikasyonu sonucu tiretilir
(Sekil 1.20.). Beyaz renkli kristal toz halinde bir maddedir. Suda az ¢oziiniir. Erime
noktasi da 148 “C’dir.

Propil gallat, demir iyonlar1 ile mavi-siyah renkte bir kompleks olusturur. Bunu
onlemek i¢in PG daima sitrik asidle birlikte kullanilir. Propil gallatlar, BHA ve BHT
ile 1yi sinerjist etki gosterirler. PG, bitkisel ve hayvansal yaglarda, et iirtinlerinde,

taze ve dondurulmus salam ve sosislerde antioksidan olarak kullanilmaktadir.

' 4
HO OH

O+

Sekil 1.20. Propil Gallatin Kimyasal Yapisi
1.8.1.5.5. Nordihidroguareyetik Asid (NDGA)

NDGA’nin toksik etkisi yiiksektir. Yaglardaki ¢ozliniirliigii azdir. Sentetik bir
antioksidandir. Ozellikle domuz yag: igin etkili bir antioksidandir. Gidalara % 0,01
oraninda katilir [78].
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Sekil 1.21. NDGA Molekiiliiniin Kimyasal Yapisi

1.8.1.5.6. Koenzim Q

Kanser ve belli basli norolojik hastaliklara pozitif etkileri vardir. Koenzim Q, 6énemli

bir antioksidandir. Viicut tarafindan iiretilebilir fakat diyet yolu ile de alinabilir.

Ciger, bobrek ve kalp gibi et tirlinlerinde ve balikta yiiksek miktarda bulunur. Ancak
diyete takviye amaciyla alinan koenzim Q haplar1 ile viicuda alinmasi daha etkilidir

[79].

Sekil 1.22. KoenzimQ

1.9. Iyi Bir Antioksidanin Ozellikleri

*Fizyolojik olarak zararsiz olmalidir.

*Yag veya yagh iirlinlerin kokusunu, tadin1 ve goriiniisiinii etkilememelidir.
*Yemeklerin pisirilmesi esnasinda yagi ve bununla hazirlanmis besinleri
etkilememelidir.

*Yagda yeterli miktarda ¢oziinmeli ve yag ile karigabilmelidir.

*Kiictik derisimlerde bile etkili olmalidir.

*Kolay elde edilebilmelidir.
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1.10. Antioksidanlarin Faydalar1 Nelerdir?

Antioksidanlar, serbest radikallerin neden oldugu biitiin rahatsizliklara kars1 viicudu
korur. Kalp rahatsizliklar1 basta olmak iizere diyabet, makuladejenerasyonu ve
kanser gibi hastaliklar1 ve bunlarin yaninda bulasict 6zellik gosteren hastaliklara
kars1 da koruyucu gorev yaparlar. Antioksidanlar, bu rahatsizliklarin tedavisinde
degil, bu rahatsizliklara yakalanmamak i¢in koruyucu bir o©nlem olarak

kullanilmalidir [80].
1.11. Enzimler Hakkinda Genel Bilgi

Enzimler, canli hiicrelerde olusan ve organizmadaki reaksiyonlarin normal
kosullarda gerceklesmesini sal§ayan protein yapisinda bulunan biyokimyasal
katalizorlerdir [81]. Reaksiyon esnasinda fiziksel degisiklikler gecirirler. Ancak
tepkime tamamlandiginda, orijinal hallerine geri donerler. Katalitik (RNA)
riboniikleik asit molekiilleri (ribozimler) ile katalizlenen birka¢ olay bilinmekle
beraber enzimlerin neredeyse timii protein yapisindaki katalizorlerdir [82].

“Substrat” tanimi ise, enzim tarafindan degisiklige ugratilan maddelerdir [83].

Enzim + Substrat — Erzim - Substrat — Enzim + Uriin

@+9:®:@+OD

Erzim Madde  Enzim -Zubstrat Enzim Tepkime
(=Lubstrat) kompleksi Lrnker

Sekil 1.23. Enzim-Substrat {liskisi

1.11.1. Enzimlerin Yapisi

Enzimde, proteini olusturan aminoasitlerin yapisi, dizilisi diizen igindedir. Bu da
enzim-substrat se¢iligini saglar. Bazi enzimler sadece proteinden olusur. Bazilari ise
protein yaninda protein olmaya kisim da igerir. Béyle enzimlere, enzimin protein
kismina ‘“apoenzim” denir. Protein olmayan kismina ise ‘“kofaktér” denir [84].

Enzimin, hangi maddeye etki edecegini apoenzim saptar ve 1s1 ile kolaylikla denatiire
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olabilir. Pepsin, tireaz, tripsin ve hidrolaz sinifi enzimler yapilar1 sadece protein olan

enzimlere 6rnektir [85].

Koenzimler, apoenzimden kolaylikla ayrilabilir. Fakat tek baslarina katalitik etki
gostemez [85]. Koenzime sikica bagli gruba, “prostetik grup” denir. Apoenzim ve
koenzim birlikte ise “holoenzim” adi verilir. Holoenzimin biiyiik bir kismim

apoenzim olusturur [86].

Enzim molekiiliiniin bir bolgesinde belirli aminoasitlerin olusturdugu bir kisim
bulunmaktadir. Protein zincirinin bu kism1 enzimin katalitik boélgesinden sorumludur.
“Aktif bolge” olarak tanimlanir. Substrat ve varsa koenzim buraya baglanir. Aktif
merkezin geometrik yapisi genellikle asimetrik veya cep seklindedir. Igerdigi girinti-
cikintilar substrat molekiiliiniin sekline ve onun aktif bolgeye baglanmasina

uygundur [87].

Enzimler katalizledikleri reaksiyonlarda denge konumunu ve sabitini degistiremez.

Ancak dengeye cabuk erisilmesini saglar.

Reaksiyon hizinin artmasi, kimyasal katalizorlerdeki gibidir. Mekanizmanin
degismesi neticesinde aktivasyon enerjisinin kiiciilmesinden kaynaklanir. Katalizorli

ve katalizorsiiz bir reaksiyon i¢in (Sekil 1.24) profil ¢izilmistir.

Katalizdrsuz

Katalizpria

Sekil 1.24. Katalizorli ve Katalizorsiiz Reaksiyon Profili
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Emil Fisher 1894 yilinda enzim substrat iligkisini ‘“anahtar-kilit” modeliyle
aciklamistir. Enzim aktif bolgesi substrat baglanmasina uygunsa, baglanma sirasinda
hem enzim konformasyonu hem de substratin sekli biraz degisiklige ugrar. Aktif

kompleksi olusturur. Bu modele “indiiksiyonla olusmus uygunluk modeli denir [88,
89].

E +» § — ES - E <+ P
(Enzim) (Substrat) <+~ (Enzim-Substrat) <  (Enam) + (Urtn)
ENZIM ENZIM
i 4
'
ENZIM
| &
Y
: .’{ > _

1. Enzum substrata yaklager 2 Enzinun yapisisubstratin 3 Substrat pargalanddktan sonra
ozel bir bolumtine uvar enzim aynlyr ve tekrar
kullamlabalur

(@)

Enzim jeiisel olarak en

—— 0 A

mnw” “

Substrat enzimin akuif Enzim-substrat En2im-urin xompieksi Urlnler aktif bolgeden
bolgesine baglanir. ramaleksi olusur. olugur. wzzklagiriar,

(b)

Sekil 1.25. Anahtar-Kilit (a) ve indiiksiyonla Olusmus Uygunluk (b) Modellerinin Sematik Gosterimi

Anahtar-Kilit Modeli: Fischer (1894) tarafindan onerilmistir. Bu modelde enzim-
substrat etkilesimi bir anahtarin 6zel bir kilidin anahtar deligine yerlestigi gibi,

substratin da enzimin aktif bolgesine yerlestigi seklinde aciklama yapilmistir. Bu
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model, enzim 6zglnliigiinii agiklayabilmesine ragmen enzim katalizini agiklamada

yeterli olamamustir.

Substrat

Enzim ¢ Q skl

Sekil 1.26. Anahtar-Kilit Modeli

Indiiklenmis Uyum Modeli: Koshland (1958) tarafindan onerilmistir. Bu modelde
hem enzim hem de substrat baglanma sonucu seklini degistirir. Substrata gecis halini
alacak sekilde bir konformasyona zorlanir. Bu sekilde, enzim substrati baski altinda
tutar. Dogrudan katalitik olayin olugsmasini saglar. Bu model i¢in bazen el-eldiven

benzetmesi de yapilmaktadir [90].

1.11.2. Enzimlerin Calismasina Etki Eden Etmenler

Enzimler biyolojik sistemlerde olduk¢a kiigiik miktarlarda bulunur. Bundan dolay1
enzim proteinin miktarindan ziyade biyolojik sistemde gosterdigi aktivite miktar
Olctlar [85].

Enzimler biyolojik sistemlerde diisiik miktarlarda bulunur. Bundan dolay1 enzim
protein miktarindan ziyade biyolojik sistemde gosterdigi aktivite miktar

Olciilmektedir [85].

Bir enzim aktivitesi birimi: 25°C’de 1 pumol substrati {iriine doniistiiren enzim

miktart olarak kabul edilmektedir.

Ozgiil (spesifik) aktivite: Miligram protein basma diisen enzim aktivitesidir. Bu

terim daha ¢ok izole edilen enzimin safliin1 kontrol etmek i¢in kullanilir.
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Doniisiim sayist (ky,): Her bir enzim molekiili tarafindan iiriine dontstiiriilen

substrat molekiillerinin sayisidir [90].

Enzim reaksiyon hizi tizerine enzim ve substrat konsantrasyonlarinin, sicakligin,
ortam pH’inin, zamanin, hormonlarin, reaksiyon {irlinlerinin, 151k vb. gibi fiziksel

faktorlerin etkisi vardir [85].

1.11.2.1. Enzim Konsantrasyonu

Substratin ¢ok fazla oldugu bir ortamda optimal sartlarda enzimatik bir reaksiyonun
olgiilen ilk hiz1 (V,), enzim konsantrasyonu ile dogru orantilidir. Belirli bir siire
sonra ortamda enzimin reaksiyona girebilecegi substrat sinirli oldugundan hiz

giderek azalmaya baglar [85].

\ Reaksivon
Hzi Substrat
- miktari
arttirlrsa

.

Substrat
miktari
sinirh ise

Enzim miktar

Sekil 1.27. Enzim Konsantrasyonunun Reaksiyon Hizina Etkisi [85]

1.11.2.2. Substrat Konsantrasyonu

Enzim konsantrasyonu ve diger biitiin sartlarin stabil oldugu bir ortamda enzimatik
tepkimenin hizi, substrat konsantrasyonunun arttirilmasiyla baslangigta dogrusal bir
artis gosterir. Ancak substrat ilave edildik¢e ortamda reaksiyona girebilecek enzim
bulunmadigindan hiz giderek daha az artar. Belirli bir maksimum hiz (Vi)

diizeyinde sabit kalir [85].
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4 FReaksiyon
Hizi

Vmax mikctan

Substrat miktari

Sekil 1.28. Substrat Miktariin Reaksiyon Hizina Etkisi [85]

1.11.2.3. Sicakhik

Enzimatik reaksiyonlarin hizinda sicaklik artisiyla belirli bir noktaya kadar artis
gozlenmektedir. Belirli bir sicaklik asildiktan sonra ise enzimler de diger proteinler
gibi denatiire olurlar. Dolayistyla etkilerini kaybederler. Her enzimin substratin1 en
fazla degisiklige ugrattig1 belirli bir maksimum sicaklik degeri bulunmaktadir. Bu
sicakliga “optimum sicaklik” denir. In vitro enzim reaksiyonlar1 genel olarak 37-

40°C’de yapilmaktadir [85].

& Tepkime Mzl

— -
40 50 60 =C
Sekil 1.29. Sicakligin Reaksiyon Hizina Etkisi [85]

1.11.2.4. Ortam pH"1

Her enzimin maksimum aktivite gosterdigi belirli bir pH araligi bulunmaktadir. Bu
pH’ya enzimin “optimum pH’1” denir. Pepsin pH 1-2 aralifinda, tireaz ise pH 6-7
araliginda en yiiksek aktiviteyi gostermektedir. Enzimin optimum pH’sinin altinda ve
ustiinde reaksiyon hizi azalir. Enzim belirli bir pH’da tamamen etkisiz kalir ve yapisi

bozulur [85].
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1.11.2.5. Zaman

Enzim tarafindan katalizlenen bir reaksiyonun hizi, zamanla azalmaktadir. Bunun
nedeni, tepkime tiriinlerinin kendi aralarinda birlesmesi ve aksi yonde bir reaksiyon
meydana getirmesidir. Sonrasinda ise enzimin zamanla inaktive olur ve reaksiyonu

onleyen maddelerin olusur. Substratin tiikkenir [85].
1.11.2.6. Reaksiyon Uriinleri

Enzim reaksiyonu devam ettigi siirece, reaksiyon {iriinleri enzimi inhibe eder.
Bundan dolay1 enzim reaksiyonunun hizi azalir. Bu inhibisyonun nedeni, reaksiyon
tirtinlerinin molekiil yapist bakimindan substrati andirmalar1 ve enzime substrattan

daha fazla baglanmalaridir [91].
1.11.2.7. Isik ve Diger Fiziksel Etkenler

Enzimlerin etkisi 1sikla arttirilabilir ya da azaltilabilir. Enzim ¢ozeltilerinin kuvvetli

calkalanmasi yoluyla da enzim denatiire olabilir [91].
1.12. Ureaz Enzimi

Ureaz; nikel bagli, hidrolaz sinifi bir metaloenzimdir. Ilk olarak 1926 yilinda Sumner
tarafindan soya fasulyesinden kristalize edilmistir. Boylece ilk kez bir enzim saf

olarak elde edilmis ve enzimlerin protein yapida oldugu kanitlanmistir.

H,N NH, -
Wi o Ureaz
ﬁ +H.O »2NH,+CO,
O

Ure
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Sekil 1.30.Ureaz Enziminin Aktif Kimyasal Formu [28].

1972 yilinda Uluslararast Biyokimya Birliginin aldig karar ile tireaz enzimi E.C.
3.5.1.5. olarak kodlanmistir. Bu siralamaya gore;

3: Tip no: hidrolaz sinifi bir enzimdir.

5: Grup no: Amidaz grubudur (C-N baglarina etki eder).

1: Alt grup no: Enzim bir agilamidazdir.

5: Sistematik ad: Enzimin sistematik ad:1 ‘lire aminohidrolaz’dir.

Ureazin  oncelikli amaci, iireyi amonyak ve karbondioksite parcalamaktir.
Organizmanin bu {riinleri azot kaynagi olarak kullanmasina izin vermektir. A¢ia
cikan amonyak topraktaki mikroorganizmalar ve bitkiler tarafindan da
kullanilabilmektedir. Bunun yaninda zirai giibrelemede tirenin hidrolizini
hizlandirmada ayrica insan ve hayvanlarda ¢esitli hastaliklarin olusmasinda da iireaz

enzimi 6nemli rol oynar.

Ureaz enzimi, iireyi hidroliz eder. Amonyak ve karbondioksit olusumunu katalizler.
Baslica; bitkiler, bakteriler ve funguslar tarafindan sentezlenmektedir. Insanlar ve
hayvanlar iireaz enzimi sentezleyemezler [92]. Yapilan bitkisel iireaz ¢alismalarinda
en 1yi karakterize edilen iireaz, Canavalia ensiformis tireazidir [93]. Bu calismalara
gore bu bitki topraktan azot emiliminin yetersiz oldugu durumlarda argininin aciga
cikardigr ireyi tireaz enzimi sayesinde amonyaga cevirerek azot kaynagi olarak

kullanilmasini saglar. Ureaz ile yapilan biyokimyasal calismalarda genellikle kristal
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yapisi, [94] iireaz inhibitorleri [95, 96] ve aktif nikel merkezi iizerine odaklanilmigtir
[97].

Arastirilan en yaygin tireaz iceren kaynaklar sunlardir:
1- Klebsiella aerogenes (Enterobacter aerogenes): Gevis getirenlerin sindirim

sisteminde yasayan ve icerdigi lireaz (Klebsilla a. tireazi, KAU) sayesinde azot

metabolizmasinda 6nemli rol oynayan bir bakteridir.

Sekil 1.31. KAU’nin Ug¢ Boyutlu Yapis1 [98, 99]

2- Bacillus pasteuril: Toprakta ve pis sularda yasar. Ozellikle ziraat igin ¢ok
onemlidir. Icerdigi tireaz (Bacillus p. iireazi, BPU) sayesinde bitkiler igin toprag

azot¢a zenginlestirir.

(a) (b)

Sekil 1.32. BPU’nin Ug Boyutlu Yapist (a) Ustten Goriiniim, (b) Yandan Goriiniim [100]
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Sekil 1.33. BPU’nin Ug Boyutlu yapisi [98, 99]

3- Canavalia ensiformis: Bir tiir fasulyedir. Bulundugu bitkide topraktan azot
emiliminin yeterli olmadig1 durumlarda azot deposu olarak kullanilan arginin agiga
cikardigi tireyi lireaz (Canavalia e. iireazi, JBU) sayesinde amonyaga ¢evirerek azot

kaynag1 olarak kullanilmasina yardim eder.

4- Helicobacter pylori (HP): Insanlarda mide rahatsizligma sebep veren bir
bakteridir. Midenin asidik yapisini etkileyerek iilser vb. rahatsizliklara sebebiyet
verir [101].

1.12.1. Ureaz Enziminin Molekiiler Yapisi

Ureazlar bulunduklar1 canli sinifina gore farkli kuaterner yapi gosterirler. Buna
ragmen benzer kataliz mekanizmalarina sahiptirler. Enzimde alfa, beta, gama olmak
tizere 3 alt birim bulunur. Aktif merkezler alfa alt biriminde bulunmaktadir. Aktif

merkezde bulunan iki nikel iyonu enzimaktivasyonunda énem tasir [102].

Sekil 1.34. Ureaz Enzimin Ug¢ Boyutlu Yapis1 [103]
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1.12.2. Ureaz Katalizi ve Aktivitesinde Nikel Iyonlarimin Onemi

Ureazin metaloenzimler arasinda nikel igeren ilk enzim oldugu yapilan ¢alismalarda
bulunmustur [104]. Ureaz enziminin aktif merkezinde iki nikel iyonu bulunur. Enzim

aktivasyonunda 6nemli rol oynar.

Reaksiyonun bu nikel iyonlarmin farkli gorevleri yoluyla gerceklestigi
diisiiniilmektedir. Ureaza bagl nikel iyonlarmndan bir tanesi iireyi baglayarak

aktiflestirir. Digeri de niikleofilik su molekiiliinii baglayarak aktiflestirir [105].

Ureaz katalizi i¢in ¢ok sayida mekanizma &nerilmistir [105, 106]. En fazla kabul
goren mekanizma Ciruli ve arkadaslar1 tarafindan onerilen nikel iyonlarmin farkli

rolleri tizerine olan yaklasimdir [105].

Daha sonra Klebsiella aerogenes ile yapilan bir calismaya gore, iire birinci nikel
atomuna karbonil oksijeni ile koordine olurken ikinci nikel atomuna ise hidrolitik su
baglanmistir. Bu durumda iken dort {ire protonu proteini ile hidrojen bagt olusturur.
Ucg proton ise oksijen atomlarina, dordiincii de hidrojen akseptorii olarak sistein 319
kalintisina hidrojen bag: ile baglanmistir. ikinci nikel atomunun -OH (hidroksil)

tarafl tiredeki karbonilin karbonuna saldirir.

Tetrahedral dehidrate tire meydana gelir. Hidrate {ire olusumunda iire azotu histidin
320 kalintist ile etkilesir ve protonlanir. Bu tepkime sonunda tetrahedral bir merkez
meydana gelir. Boylece amonyum iyonu ortamdan uzaklasir. Bagli karbamat ise

enzimden disosiye edilebilir hale gelir [107, 108].
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Y om

Pt

¢+ 4H20

Sekil 1.35. Ureaz Enziminin Kataliz Reaksiyon Mekanizmasi
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BOLUM 2. KAYNAK ARASTIRMASI

Soztidonmeztarafindan yapilan ¢alismada; 22 adet benzimidazol tiirevi eperezolit
bilesiklerinin antioksidan ozellikleri, DPPH ile etkilesim, siiperoksid radikalinin
stiptiriilmesi ve mikrozomal NADPH-bagiml lipid peroksidasyon inhibisyonu ile
incelenmistir. P-fluoro ya da 2-metoksifenilpiperazin tiirevleri siiperoksid anyon
radikal olusumunu goéreceli olarak indiiklerken, metil piperazin ve piperidin tasiyan

tiirevlerle farkl diizeylerde olmak tizere genel bir inhibisyon gézlenmistir [109].

Heves tarafindan yapilan c¢alismada, antioksidan aktivitenin goriilmesi nedeni ile
akyildiz bitkisinden dogal antioksidan kaynagi olarak yararlanilabilecegi ileri

stirlilmektedir [110].

Kerimov ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada; imidazol bilesiklerinin antioksidan
aktiviteleri DPPH rincelenmis ve bilesiklerin her iki aktivite radikali siiptiriicti
aktivitesi ve lipid peroksidasyon inhibisyonu acisindan orta derecede etki

gosterdikleri izlenmistir [111].

Es tarafindan yapilan calismada; triazol tiirevlerinin antioksidan aktiviteleri (DPPH
ve ABTS radikal giderme ve indirgeme giicii) incelenmis ve bilesiklerin orta diizeyde

antioksidan aktivite gosterdigi tespit edilmistir [112].

Baltas ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada; farkli tiir heterosiklik halkalar igeren,
bazi benzimidazol tlirevi bilesik sentezlendi. Sentezlenen bilesiklerin, antioksidan
radikal stiptirme aktiviteleri (ABTS, DPPH), incelendi. Sentezlenen bilesiklerden
bazilarinin ABTS metoduna gore cok iyi radikal siipirme aktivitesi sergiledigi

bildirilmistir [113].
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Serter tarafindan yapilan ¢alismada ilk defa sentezlenmis benzimidazol bilesiklerinin
biitiin testlerde antioksidan aktivite gosterdigi ve iyi bir antioksidan kaynagi

olabilecegi tespit edilmistir [114].

Sahin tarafindan yapilan calismada, tlireaz enzimini en yiiksek oranda inhibe eden
bitkilerden etken maddelerin izole edilerek yapi tayinlerinin yapilmasi ve bu
maddelerin enzim inhibisyonlarinin in vivo deneylerle de kanitlanmasi i¢in daha ileri

diizeyde ¢alismalara gereksinim oldugu saptanmistir [115].
Mentese ve ark., yeni sentezledikleri bir seri benzimidazol bilesiginin antiiireaz

aktivitesini incelemis ve bilesiklerin iyi iireaz inhibitorii aktivitesine sahip oldugunu

bildirmislerdir [116].
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BOLUM 3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Deneylerde Kullanilan Cihazlar

Buzdolabi . Arcgelik

Destile Su Cihazi : Niive-NS-108

Etliv : Binder

pH Metre : Butech

UV-VIS Spektrofotometre : T80+PG Instruments
Terazi : Schimadzu AUx220
Vorteks : Velp Scientifica
Hassas Terazi : Sartorius

Su Banyosu : Memmert

Otomatik Pipetler : Brand Pipetleri

3.1.2. Deneylerde Kullanilan Kimyasal Maddeler

Tiim deneylerde, MERCK veya SIGMA fiiriinler kullanildu.

3.1.3. Deneylerde Kullanilan Eperezolid Benzeri Bilesikler

Bu ¢alismada, Giresun Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Kimya Boliimii Organik
Kimya Laboratuarinda Do¢.Dr. Hakan BEKTAS tarafindan ilk defa sentezlenen

eperezolid benzeri bilesiklerin antioksidan aktiviteleri incelendi.

Bu calismada kullanilan eperezolid benzeri bilesiklerin numaralar1 ve adlari

asagidaki gibidir:

Tablo 3.1. Eperezolid Benzeri Bilesiklerin Numaralar1 ve Adlar1
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2-[4-(2-fluorophenyl)
piperazin-1-yl]

.|
@i acetohydrazide
A~ CHs | Bthyl[4-(2-
h"‘ H \/ fluorophenyl)

piperazin-1-yl] acetate

2-{[4-(2-fluorophenyl)
piperazin-1-yl]acetyl}-
N-phenylhydrazine

carbothioamide

5-{[4-(2-fluorophenyl)
piperazin-1-yl]
methyl}-4-phenyl-4H-
1,2,4-triazole-3-thiol

Cl

1-(4-chlorophenyl)-2-
[(5-{[4-(2-
fluorophenyl)
piperazin-1-yl]
methyl}-4-phenyl-4H-
1,2,4-triazol-3-yl) thio]

ethanone
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1-(4-chlorophenyl)-2-
[(5-{[4-(2-
fluorophenyl)
piperazin-1-
yl]methyl}-4-phenyl-
4H-1,2 4-triazol-3-
yl)thio]ethanol

2-[4-(2-fluorophenyl)
piperazin-1-yl]-N'-
[(2Z)-4-0x0-3-phenyl-
1,3-thiazolidin-2-
ylidene]

acetohydrazide

COOH

Ethyl-6-fluoro-7-{4-
[(3-{[4-(2-
fluorophenyl)piperazin-
1-yl]methyl}-4-phenyl-
5-thioxo-4,5-dihydro-
1H-1,2,4-triazol-1-
yl)methyl]piperazin-1-
yl}-4-oxo-1,4-
dihydroquinoline-3-

carboxylic acid

F

1-cyclopropyl-6-fluoro-
7-(4-{G-{[4--
fluorophenyl)piperazin-
1-yl]methyl}-4-phenyl-
5-thioxo-4,5-dihydro-
1H-1,2,4-triazol-1-
yl)methyl]piperazin-1-
yl}-4-oxo0-1,4-
dihydroquinoline-3-

carboxylic acid




5-{[4-(2-fluorophenyl)

/ \ /o piperazin-1-yl]

FN\A s methyl}-2-[(4-
10 N\) " methylpiperazin-1-yl)
methyl]-4-phenyl-2,4-

dihydro-3H-1,2,4-

F triazole-3-thione

— 5-{[4-(2-fluorophenyl)
N—N" N\

/ N N piperazin-1-
(\ N\A )\s — yl]methyl}-4-phenyl-2-
11 \ N [(4-phenylpiperazin-1-
yl)methyl]-2,4-
dihydro-3H-1,2,4-

F triazole-3-thione

Sentezlenen eperezolid benzeri bilesikleri bazi bilesiklerinin DMSO’teki stok
cozeltileri1 hazirlandi. Hazirlanan stok c¢ozeltilerden belirli oranlarda seyreltmeler

yapilarak antioksidan aktiviteleri spektrofotometrik olarak tayin edildi.
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3.2. Yontem

3.2.1. Antioksidan Aktivite Yontemleri

Bu c¢alisma kullanilan eperezolid benzeri bilesikler Giresun Universitesi Fen
Edebiyat Fakiiltesi, Kimya Boliimii Organik Kimya Laboratuarinda Dog¢. Dr. Hakan
BEKTAS tarafindan ilk defa sentezlenmistir [117]. Calismada ilk olarak eperezolid
benzeri bilesikler uygun bir ¢o6ziici (Dimetil siilfoksit, metanol, etanol, vs.)
kullanilarak ¢oziinmesi saglandi. Coziinmiis haldeki tiirevler, yine aymi ¢oziicii
kullanilarak farkli konsantrasyonlara seyreltildi ve asagidaki cesitli yontemler

kullanilarak antioksidan aktiviteleri incelendi.

3.2.1.1. DPPH Radikal Giderme Aktivitesi Tayini

DPPH radikal giderme aktivitesi Brand-Williams metoduna goére 1,1-difenil-2-
pikrilhidrazil (DPPH) radikali (Sekil 3.1.) kullanilarak yapildi [118,119].

DPPH, bir serbest radikaldir. Bir elektron veya hidrojen radikali ile etkileserek
stabildiyamagnetik bir molekiil olma egilimindedir [120, 121].

O,N O,N
R
* L ] |
N—N NO, <4+ R E— N—N
O,N OsN
Difenilpikrilhidrazil (serbest radikal) Difenilpikrilhidrazin (nonradikal)

Sekil 3.1. DPPH Radikalinin indirgenmesi

20 mg/L DPPH ¢ozeltisi metanolde ¢o6ziildii ve giinlik olarak hazirlandi. Bu
cozeltiden 1,5 mL alinarak iizerine farkli konsantrasyonlarda hazirlanan

benzimidazol tiirevlerinden 0.75 mL ilave edildi. 30 dakikada koére karsi absorbans
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degeri 517 nm’de spektrofotometrede 6l¢iildii. Kontrol olarak 0,75 mL metanol ve
1,5 mL DPPH c¢ozeltisi kullanildi. Koér olarak sadece metanol, standart olarak
Troloks kullanildi. Azalan absorbans degeri geriye kalan DPPH ¢6zelti miktarini
yani DPPH radikal giderme aktivitesini verdi.

DPPH radikal giderme aktivitesi asagidaki formiil yardimi ile hesaplandi:

DPPH Radikal Giderme Aktivitesi (%) = (Ao-A1) / Agx 100
Ao=Kontroliin absorbans degeri

A,=Ornek ve standardin absorbans degeri

SCsg degerleri (Bilesiklerin %50 inhibisyon etkisi gostermesi i¢in gerekli olan madde
miktar1) absise konsantrasyon, ordinata % {ireaz inhibisyon degerlerinin uygulanmasi

ile ¢izilen egrinin lineer kismindan elde edilen regresyon denkleminden hesaplandi.

3.2.1.2. Demir indirgeme Giicii Tayini

Eperezolid benzeri bilesiklerin indirgeme giicii tayini Oyaizu metoduna gore yapildi
[122]. Standart ve eperezolid benzeri bilesiklerden belli bir konsantrasyon araliginda

cozeltiler hazirlandi.

Standart olarak BHT kullanildi. Uzerine pH= 6,6 olan 0,2M fosfat tamponundan 2,5
mL ilave edildi. Daha sonra %!1’lik ferrisiyaniirden 2,5 mL ilave edilerek karisim su
banyosunda 50°C’de 20 dakika inkiibe edildi. Bu islemden sonra reaksiyon
karisimlarma 2,5 mL %10’luk triklorasetikasid (TCA) ilave edildi ve tiipler
karistirildi. 3000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Siipernatandan 2,5 mL alinarak
2,5 mL destile su ve 0,5 mL %0,1°lik FeCl; ilave edildi ve 10 dakika bekletildi.
Spektrofotometrede 700 nm’de kore karsi absorbans degerleri 6l¢iildii. Kor deneyin

hazirlanmasinda 5 mL destile su alinarak, iizerine 2,5 mL FeCls ilave edildi.

Eperezolid benzeri bilesiklerin  ve standartlarin  indirgeyici glic  egrileri,

konsantrasyonve bu konsantrasyonlara karsilik gelen absorbanslar arasinda ¢izildi.
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3.2.1.3. ABTS Radikal Giderme Aktivitesi Tayini

ABTS radikal giderme aktivitesi deneyi, antioksidanlarin dayamikli bir radikal
katyonu olan ABTS®" radikalini giderme aktivitesinin belirlenmesi esasina

dayanmaktadir (Sekil 3.2.) [123,124]. Deneyde standart olarak Troloks kullanildi.

¢ Ugl 5 03
048, t(_\::rs - s
O KiS0s el

i - —
I|II \
Gl + gntickswdan

B o
ABTS" (Amax =734 nm) ABTS ™ (renksiz)

Sekil 3.2. ABTS nin Persiilfatla Oksidasyonu Sonucu Radikal Olusumu (124)

HO O

OH
o

Sekil 3.3. Troloks’un Kimyasal Yapisi

I mL destile suda 7,4 mM ABTS (2,2’-Azino-bis (3-etilbenzenothiazoline-6-
stilfonik asid) ¢oziildii, tizerine 2,6 mM K,S,0g’den 1 mL ilave edilerek karistirildi
ve 12-16 saat karanlikta bekletildikten sonra bu karigimin {izerine 60 mL metanol
ilave edildi. Bu ¢ozeltinin 734 nm’de spektrofotometrede metanole kars1 absorbansi
okundu. Her deney i¢in bu karisim giinliik olarak hazirlandi. Bu sekilde hazirlanan
metanollit ABTS c¢ozeltisinden 2,850 mL alind1 ve iizerine 150 pL benzimidazol
tiirevlerinden konuldu. 2 saat karanlikta bekletildi. Spektrofotometrede 734 nm’de
absorbans degeri okundu. Kontrol olarak numune yerine metanol iceren reaksiyon
karistmi kullanildi ve ABTS radikal giderme aktivitesi (%), asagidaki formiil
yardimryla hesaplandi [125].

ABTS radikal giderme aktivitesi (%) = (Ao-A;) / Ag x 100
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Ao= Kontroliin absorbans degeri

A= Ornek ve standardin absorbans degeri

SCso degerleri (Bilesiklerin %50 inhibisyon etkisi gostermesi i¢in gerekli olan madde
miktar1) absise konsantrasyon, ordinata % tireaz inhibisyon degerlerinin uygulanmasi

ile ¢izilen egrinin lineer kismindan elde edilen regresyon denkleminden hesaplandi.

3.2.1.4. Anti-Ureaz Aktivitesinin Olciilmesi

Ureaz inhibitorii etkisi Van Slyke ve Archibald [127] metodundan yararlanilarak
spektofotometrik olarak tayin edildi. Calismamizda hazirlanan eperezolid benzeri
bilesikler DMSO’da ¢oziiliip yine DMSO ile farkli konsantrasyonlardaki ¢ozeltileri
hazirland1. Hazirlanan ¢ozeltilerden 0,5’er mL alindi. Uzerine iireazin 100 mM fosfat
tamponunda (pH=6.8) hazirlanan 16 mg/mL’lik ¢ozeltisinden 0,5 mL ilave edildi. Bu
karisim 30 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. Kontrol ¢ozeltisi olarak 500 mM
iire iceren fosfat tamponu (pH=6.8) c¢ozeltisinden 0,5 mL alindi. Ornek ve kontrol
cozeltilerinin tizerine 30 dakika inkiibasyondan sonra 1 mL’sinde 1 pg fenol
kirmizis1 bulunan {ire fosfat tampon ¢ozeltisinden (pH=6.8) 0,4 mL ilave edildi ve
spektrofotometrede 570 nm’de kore karsi absorbanst okundu. Kor olarak 100 mM
fosfat tampon (pH=6.8) c¢ozeltisi kullanildi. Yapilan c¢alismada farkh
konsantrasyonlarda hazirlanan 6rneklerin anti-lireaz inhibisyon aktivite degerleri

asagidaki denkleme gore hesaplandi:

% Inhibisyon = [1-(B/A)] x 100
A : Kontrol ¢6zeltisinin 570’nm de kore kars1 okunan absorbans degeri.

B: Numune ¢6zeltisinin 570’nm de kore karst okunan absorbans degeri.

Deneyler 3 kez tekrarland1 ve ortalamasi alindi. Hazirlanan eperezolid benzeri
bilesiklerin iireaz enzimi {izerindeki % inhibisyon degerleri hesaplandi. ICsy degerleri
(Enzimi %50 inhibe etmek i¢in gerekli olan madde miktar1) absise konsantrasyon,
ordinata % {ireaz inhibisyon degerlerinin uygulanmasi ile ¢izilen egrinin lineer

kismindan elde edilen regresyon denkleminden hesaplandi.
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BOLUM 4. ARASTIRMA BULGULARI

Bu calismada ilk defa sentezlenen eperezolid benzeri bilesiklerin antioksidan

aktiviteleri incelendi.
4.1. DPPH Radikal Giderme Aktivitesi Sonuclari

Eperezolid benzeri bilesiklerinin DPPH radikal giderme aktiviteleri % inhibisyon
olarak degerlendirildi ve Troloks ile karsilagtirildi. Bu degerler Tablo 4.1°de verildi.

DPPH serbest radikal giderme aktivitesinin 2 (SCso= 221,994+23,81 uM), 3 (SCsop=

190,37+£17,45 uM) ve 4 (SCs5p=191,14£14,21 uM) bilesiklerinde en yiiksek oldugu
goriildii. En diistik aktiviteyi ise 1 (SCs50=870,60+76,31 uM) nolu bilesik gosterdi.

Tablo 4.1. Eperezolid Benzeri Bilesiklerin DPPH Radikal Giderme Aktiviteleri

Bilesik No Konsantrasyon % Inhibisyon* DPPH SCs
(pg/mL) (nM)

25 5,20+1,43

50 10,69+0,38 870,60+76,31
1 75 15,814+2,41
100 21,62+2,14
25 31,95+2,55

50 46,80+3,66 221,99+23,81
2 75 62,24+4,10
100 73,84+3,60
25 26,54+4,38

3 50 37,94+3,08 190,37+17,45
75 51,79+2,37
100 66,20+4,12
25 25,28+4,45

4 50 36,24+3,09 191,14+14,21
75 48,38+3,20
100 59,83+1,97
25 8,85+1,28

5 50 14,10+0,74 539,93+43,93
75 22,36+1,73
100 26,93+2,46
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25 20,82+2,24
‘ 50 27,70+2,34 252,31+14,50
75 34,97+1,01
100 42,26+2,84
25 15,08+2.55
; 50 21,08+3,69 310,18+10,43
75 28,77+2,02
100 34,5742,07
25 13,08+2,62
o 50 19,57+3,33 255,2642,33
75 26,7242,24
100 31,54+1,48
25 12,47+1,66
0 50 18,10+2,34 263,83+10,13
75 23,2842.48
100 30,58+1,41
25 16,65+1,85
N 50 23,62+4.68 320,13+20,96
75 30,05+2,95
100 36,64+2,14
25 7,04%1,30
" 50 11,84+0,70 434,36220,66
75 16,59+1,79
100 23,14+1,43
25 26,34+2,84
Troloks 50 32,6543,53 329,04425,87
75 44,66+321
100 60,242,56

* Standart sapma

4.2. ABTS Radikal Giderme Aktivitesi Tayini Sonuclar1

Eperezolid benzeri bilesiklerin ABTS radikal giderme aktiviteleri % inhibisyon
olarak degerlendirildi ve Troloks ile serbest radikal giderme aktiviteleri

karsilastirildi. Bu degerler ve SCsy degerleri Tablo 4.2.”de verildi.

2 (SCsp=88,38+43,08 uM) ve 3 (92,37+4,56 uM) nolu bilesiklerin ABTS radikal
giderme  aktivitesinin  birbirine ¢ok yakin oldugu ardindan 4 nolu
(SC5p=106,23+10,62 uM) bilesigin en yiiksek aktiviteye sahip oldugu goriildii. En
dusiik aktivite ise 1 (SC5p=939,98+87,18 uM) nolu bilesik gosterdi.
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Tablo 4.2. Eperezolid Benzeri Bilesiklerinin ABTS Radikal Giderme Aktiviteleri Sonuglari
Bilesik No Konsantrasyon Inhibisyon* ABTS SCs
(ng/mL) (uM)*

1 25 4,65+0,83
50 8,54+1,28 939,98+87,18
75 14,35+1,08
100 19,78+1,40

2 25 52,56+4,80
50 64,08+5,60 88,38+43,08
75 76,97+£5,97
100 94.24+1,47

3 25 44.28+1,80
50 61,25+4,44 92,37+4,56
75 71,18+2,05
100 91,20+2,19

4 25 36,08+2,07
50 56,41£5,09 106,23+10,62
75 70,66+0,86
100 85,28+1,56

5 25 5,97+0,05
50 9,39+1,44 657,04+80,00
75 15,61+£1,03
100 22,18+2.81

6 25 11,14+1,73
50 17,78+2,81 275,65+19,01
75 26,63+0,95
100 37,26+3,54

7 25 8,24+1,11
50 13,67+£0,93 376,54+28,15
75 18,76+1,43
100 28,00+1,72

8 25 7,93+0,25
50 13,02+1,39 308,04+18,63
75 17,61£0,70
100 25,50+1,14

9 25 7,61£1,35
50 10,56+0,46 357,52+16,98
75 14,41+0,90
100 22,57+0,65

10 25 10,74+0,58
50 16,19+1,15 362,67+19,23
75 22,87+2,12
100 31,60+0,02
25 25,79+3,10

Troloks 50 40,08+ 2,74 248,94 £ 10,58

75 61,95 £5,42
100 87,07+4,62
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4.3. Demir Indirgeme Giicii Tayini Sonuclar

Eperezolid benzeri bilesiklerin demir indirgeme giicli konsantrasyona karsi
absorbans tablosu olarak degerlendirildi ve BHT ile aktiviteleri karsilastirildi. Bu
degerler Tablo 4.3.”de verildi.

Demir indirgeme giici aktivitesi, 2 (0,499+0,013), 3 (0,454+£0,013) ve 4
(0,42240,008) nolu bilesiklerde (100 pg/mL konsantrasyondaki absorbans degerleri)

en ylksek oldugu goriildii. Konsantrasyon arttik¢a indirgeme giicli de artmaktadir.

Tablo 4.3. Eperezolid Benzeri Bilesiklerin indirgeme Giicii Aktiviteleri

Bilesik No Konsantrasyon (ug/mL) Indirgeme Giicii Absorbans
Degeri*
1 25 0,100+0,006
50 0,107+0,003
75 0,123+0,005
100 0,151+£0,012
2 25 0,257+0,016
50 0,332+0,028
75 0,464+0,035
100 0,499+0,013
3 25 0,219+0,008
50 0,270+0,013
75 0,402+0,023
100 0,454+0,013
4 25 0,198+0,012
50 0,251+0,008
75 0,323+0,027
100 0,422+0,008
5 25 0,114+0,006
50 0,131+0,012
75 0,142+0,010
100 0,166+0,010
6 25 0,169+0,014
50 0,199+0,018
75 0,235+0,020
100 0,275+0,020
7 25 0,124+0,008
50 0,147+0,013
75 0,169+0,008
100 0,220+0,012
8 25 0,121+0,008
50 0,139+0,013
75 0,164+0,007
100 0,189+0,010
9 25 0,118+0,008
50 0,134+0,008
75 0,152+0,016
100 0,182+0,010
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10 25 0,143+0,005
50 0,18440,010

75 0,22040,016

100 0,261+0,016

11 25 0,107+0,008
50 0,122+0,009

75 0,136+0,005

100 0,156+0,007

BHT 25 0,167 + 0,004
50 0,222 + 0,009

75 0,275 + 0,005

100 0,318 + 0,008

4.4. Ureaz Aktivitesi Tayini Sonuclar1

Eperezolid benzeri bilesikler arasinda en yiliksek antiiireaz aktiviteyi 8 nolu
(IC50=1,91x107 + 2,97x10™* pM) bilesigin, diger bilesiklere gére gore daha diisiik
anti-iireaz aktiviteyi 10 nolu (ICs0=6,03x10~ + 1,98x10™* uM) bilesigin gosterdigi

gozlendi.
Tablo 4.4. Eperezolid Benzeri Bilesiklerin Ureaz Aktivitesi
Bilesik No Konsantrasyon Inhibisyon* Anti-iireaz ICs,
(ng/mL) (nM)
1 0,000001 16,29+1,30
0,00001 22,29+1,58 3,99x107 +2,55x10™
0,0001 35,43+1,18
0,001 47,53+1,,64
2 0,000001 18,32+0,43
0,00001 25,81+1,83 3,5x107+ 2,40x10™
0,0001 37,74+1,97
0,001 52,26+1,61
3 0,000001 07,38+1,94
0,00001 16,05£1,19 4,14x107 + 5,80x10™
0,0001 25224294
0,001 37,24+2,82
4 0,000001 11,86+0,26
0,00001 16,52+1,46 3,92x107 £ 6,15x10™
0,0001 26,88+0,77
0,001 37,12+2,84
5 0,000001 06,90+1,49
0,00001 12,51£1,76 4,72x107 + 3,61x10™
0,0001 21,35+1,43
0,001 34,32+2,33
6 0,000001 09,22+1,68
0,00001 17,78+1,25 3,07x107 + 2,55x10™
0,0001 25,54+2,53
0,001 37,33+2,34
7 0,000001 10,52+1,47
0,00001 17,41+2,72 3,07x107° +2,12x10™
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0,0001 27,5542 24

0,001 37,63+0,67

8 0,000001 10,09+1,88
0,00001 15,86+2,51 1,91x107+2,97x10™

0,0001 31,1442,26

0,001 41,47+4,32

9 0,000001 06,81+1,97
0,00001 09,54+1,54 333x10°+ 1,41x10™

0,0001 17,02+1,54

0,001 26,91+1,68

10 0,000001 03,21+1,55
0,00001 07,76+1,68 6,03x107+ 1,98x10™

0,0001 15,49+1,79

0,001 22,3141,54

11 0,000001 05,55%1,66
0,00001 12,37+0,56 530x107+ 1,09x107

0,0001 16,61£0,38

0,001 24,7142,26

0,000001 16,86+2,28
Tiyoire 0,00001 22,5742,18 3.41 x107+ 1,03 x107

0,0001 26,32+1,64

0,001 29,44+1,98
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BOLUM 5. TARTISMA VE SONUC

Hizla gelisen ve durmaksizin ilerleyen teknoloji, ¢evre kirliligi, radyasyon,
kontamine sular, tarim ilaglari, agir metaller ve canli hiicrelerdeki oksijen
metabolizmast gibi birgok etken insan viicudunda kac¢imilmaz olarak serbest
radikallerin olusumuna neden olmaktadirlar. Serbest radikaller, oksijenin oldukca
reaktif formlaridir. Viicut hiicrelerini tahrip etmektedir. Bunun sonucunda kalp
damar hastaliklar, kanser, katarakt, diyabet, karaciger tahribati ve diger pek cok
hastaliga neden olmaktadir. Bu hastaliklara ¢oziim getirmek oOncelikle serbest
radikallerin olumsuz etkilerini yok etmek ve hastaliklarin olusumunu engellemek

gerekmektedir [128].

Antioksidanlar serbest radikallerin etkilerini yok edici etkiye sahiptir. Viicutta
ROT’larin olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi hasar1 6nlemek tizere enzimatik
veya enzimatik olmayan bircok endojen antioksidan savunma mekanizmasi
bulunmaktadir. Bunun yaninda baz1 ilaglar, vitaminler ve sentetik gida

antioksidanlar1 da ekzojen antioksidanlar olarak degerlendirilebilir [129].

Beslenmenin ¢esitli hastaliklarin 6nlenmesindeki rolii uzun zamandir bilinmektedir.
Bu konu ile yapilan ¢alismalarda besinlerin ¢esitli mekanizmalarla oksidatif stresi
azalttiklar1 tespit edilmistir. Lipidlerin oksidasyonu bircok besinde kalite-tat
bozulmasina ve zehirli bilesiklerin olusmasina neden olur boylece yiyeceklerin kalite
ve besin degerini diistiriir. Lipid oksidasyonu yas, membran hasari, kalp krizi ve
kanserle iligkilidir [130]. Antioksidanlar lipid oksidasyonunu engellemekte,
azaltmakta veya geciktirmektedir. Bu sekilde hem gidalarin kalitesi korunmaktadir.
Hem de bu gidalarin raf omrii uzamaktadir. Oksidasyonu Onlemek veya ortadan
kaldirmak amaciyla gidalara gesitli antioksidanlar ilave edilmektedir. Giiniimiizde en

cok kullanilan antioksidanlar BHA (biitil hidroksi anisol), BHT (biitil hidroksi
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toltien), PG (propil gallat), TBHQ (tersiyerbiitilhidrokinon)’dur. Son zamanlarda bu

antioksidanlarin giivenirlikleri toksisitelerinden dolay1 sorgulanmaktadir [131].

Ayrica BHA ve BHT’nin karaciger hasar1 ve kansere neden oldugu one

stirilmektedir [132, 133].

Yapilan bu ¢calismada yeni sentezlenmis bir seri eperezolid benzeri bilesiklerin (1-11)
DPPH radikal giderici aktivite, demir indirgeme giici ve ABTS radikal giderici
aktivite gibi ¢esitli yontemler kullanilarak antioksidan kapasitelerin ve anti-lireaz

aktiviteleri incelendi.

DPPH, kararli diyamanyetik molekiil haline gelmek i¢in bir elektron veya hidrojen
radikali alan serbest bir radikaldir [112]. Sebest radikaller lipid peroksidasyonda yer
alirlar ve birgok kronik hastalikta 6nemli rol alirlar [11]. Bundan dolay1 serbest
radikalleri temizleme giici 6nemli bir antioksidan o6zelliktir. Calisilan eperezolid

benzeri bilesiklerde DPPH orani en yiiksek 2, 3 ve 4 nolu bilesiklerde tespit edildi.

Indirgeyici giig, bilesiklerin potansiyel antioksidan aktivitesinin 6nemli bir
gostergesidir. Ayrica konsantrasyon arttik¢a indirgeyici giic aktivitesinde de artis
gozlendi. Bu calismada, eperezolid benzeri bilesiklerde indirgeme giiciine en fazla

olan 2, 3 ve 4 nolu bilesiklerin sahip oldugu bulundu.

DPPH serbest radikali, dogal bilesiklerin serbest radikal siiptirme aktivitesini
belirlemek i¢in kullanilmasina karsin; ABTS serbest radikali, genellikle ¢oziintirliik
ve girisim sorunu ortaya ¢iktiginda ve DPPH temelli tayinler yeterli gelmedigi zaman
kullanilir [134, 135]. Bu calismada, ABTS radikal giderme aktivitesi en yiiksek 2, 3

ve 4 nolu bilesiklerde goriildii.
Sonu¢ olarak; tiim bilesikler ve standartlar arasinda en yiiksek indirgeme giicii,

ABTS radikali siiptirme aktivitesi ve DPPH radikali stiptirme aktivitesi 2, 3 ve 4 nolu

bilesiklerde gozlendi. Diger bilesikler arasinda en diisiik indirgeme giicli, ABTS
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radikali stipirme aktivitesi ve DPPH radikali siipiirme aktivitesi 1 ve 11 nolu

bilesikler oldugu gorildi.

Tiim bilesikler ve standartlar arasinda en yiiksek antiiireaz aktiviteyi 8 nolu bilesik,
diger bilesiklere gore daha az anti-tireaz aktiviteyi 10 nolu bilesigin gosterdigi

gozlendi.

Elde edilen sonuglardan eperezolid benzeri bilesiklerin genel olarak antioksidan

ozellige sahip oldugu ve iyi bir iireaz inhibitorii oldugu sonucuna varildu.
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