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OZET

Bu ¢aligmada, yeni sentezlenmis ve daha 6nce herhangi bir biyolojik aktivite testine
tabi tutulmamis, bazi benzofuran siibstitiie a-f doymamis keton tiirevi bilesiklerinin,
Saccharomyces cerevisiae bulunan anaerobik kiiltiir ortaminda ve in vitro da antioksidan
etkileri arastirildi. Calismada lipit peroksidasyon (LPO), yag asidi diizeyi, lipofilik vitamin
degerleri, protein ve glutatyon miktarlari ve MDA diizeyleri 6l¢tildii. Bu amagla kontrol,
fenton reaktifi (FR) ve organik maddeleri igeren gruplar kullanildi.

Bulgularimiza gore organik maddelerin DPPH serbest radikal temizleme etkisi
karsilastirildiginda; D5 ve D6 kodlu maddelerin diger maddelere gore oldukga belirgin
oranda radikal temizleme etkisinin oldugu belirlendi. Artan konsantrasyonlara bagli olarak
bu gruplarin etkinligi karsilastirildiginda ise; D5, D6 ve D8 kodlu maddelerin DPPH
serbest radikal temizleme etkisinin belirgin diizeyde arttig1 saptanmistir (p<0.001).

Madde gruplarmin in vitro ortamda LPO iizerine etkileri kontrole gore
karsilastirildiginda; D5ve D8 kodlu maddelerin MDA miktarini 6nemli dlgiide azalttigi
saptandi (p<0,001).

D1, D2, D5, D7, D9, D8, D10, D11 kodlu maddelerin kontrole kiyasla; ergosterol
miktarinda belirgin diizeyde artisa neden oldugu (p<0,001), dolayistyla mayadan ergosterol
sentezini arttirmak i¢in yapilan ¢alismalara yardimer olabilecegi ve bdylece biyoteknolojik

alanda da 6nemli oldugu gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Benzofuran, pirazolin, glutatyon (GSH), malondialdehit (MDA),
antioksidan, fitosterol, lipid peroksidasyon, yag asidi,

Saccharomyces cerevisiae.
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SUMMARY

INVESTIGATION OF THE BIOLOGICAL EFFECTS OF SOME CHEMICALLY
SYNTHESIZED BENZOFURAN SUBSTITUTED a-p UNSATURATED KETONE
DERIVATIVES

In this study, the antioxidant effects of the newly synthesised benzofuran
substituted o - B unsaturated ketone derivative compounds which was not subjected to any
biological activity test before, was investigated in vitro on Saccharomyces cerevisiae under
anaerobic conditions. In the study lipid peroxidation (LPO), fatty acid levels, the lipophilic
vitamin values, protein and glutathione concentrations and MDA levels were measured.
For this purpose, Fenton 's reagent ( FR) and the organic substance containing groups were
used as the control.

According to our findings when DPPH free radical scavenging effect of the organic
matters were compared; D5 and D6 coded substances have significantly higher radical
cleaning ability than others. When the activities were compared in terms of increasing
concentrations of these groups; D5, D6 and D8 coded substances have significantly higher
DPPH radical cleaning ability (p< 0.001).

When the effects of the substance groups on the LPO were compared to control in
vitro, D5 and D8 coded substances reduced the amount of MDA significantly (p<0.001).

D1, D2, D5, D7, D9, D8, D10, D11 have shown remarkable level of increase in the
amount of ergosterol (p<0,001) which may assist the studies of increasing the synthesis of

ergosterol from yeast and thus supports that they are important in biotechnology field.

Keywords: Benzofurans, pyrazoline, glutathione (GSH), malondialdehyde (MDA),
antioxidant, phytosterol, lipid peoxidation, fatty acids, Saccharomyces

cerevisiae.
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1.GIRIS

Biyolojik sistemlerdeki aerobik metabolizma bazal kosullarda dahil, prooksidanlar
olarak bilinen reaktif oksijen tiirlerini (ROT) olusturur [1]. DNA, lipidler, proteinler gibi
biyolojik molekiillerin prooksidan hasarina karsi koymada endojen ve eksojen kaynakli
antioksidanlara gereksinim vardir. Eger prooksidanlar asir1 olusursa oksitatif stres ya da
oksitatif hasar meydana gelir. Insanlardaki bir¢ok hastalik (kanser, kardiyovaskiiler
diizensizlikler vb.) prooksidan hasara eslik eder. Bu hastaliklarin antioksidanlar tarafindan
Onlenmesi konusu son yillarda tibbi literatiirde onemli bir yer tutmaktadir. Antioksidanlar
etkilerini reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) olusumunu onleyerek ve/veya ROT'ni
temizleyerek gosterirler, Eksojen kaynakli antioksidanlann birgogu bugiin yaygin olarak
kullandigimiz gidalarda bulunmaktadir. Bunlar, bazi vitaminler, flavonoidler, polifenoller
ve diger bilesikleri kapsamaktadir [2]. Flavonoidler yillar 6nce arastirilmaya baslanmasina
ragmen son yillarda 6nem kazanan g¢alismalar flavonoidlerin antioksidan &zelliklerinin
yaninda antiinflamatuvar, antiviral, antiallerjik, antitrombotik ve diger Ozelliklerinin de
bulundugunu gostermektedir. Sayilar1 4000°in iizerinde oldugu tahmin edilen flavonoidler
cay, elma, sogan, baklagiller, domates ve kirmizi sarapta bol miktarda bulunmaktadir [2-
3]. Canli organizmalar veya hiicreler iizerinde antioksidan etkiye sahip olan aktif biyolojik
molekiilerden biri de kalkon tiirevleridir.

Dogal ya da sentetik bilesikler olan kalkonlar ve tlirevleri flavonoidlerin
heterosiklik C halkasina sahip olmayan bilesikleridir ve genis bir biyolojik aktivite
spektrumuna sahiptirler [4]. Flavonoidlerin temel yapisindaki propan zinciri iizerinde a,f3-
doymamis karbonil grubunun bulunmasi, yani bir ¢ift bag ve bir keton grubunun konjuge
bicimde yer almasi, kalkonlar1 ortaya ¢ikarir. Kalkon ifadesi 1,3-diari 1-2- propen-1-on
yapisi igeren biitiin bilesikler i¢in kullanilir.

Kalkonlarin, karsinogenezin gelisimini engelleyen ve dokularda iyilestirici etki
gosteren anti kanser ajanlarinin bir sinifi oldugu ileri siiriilmiistiir. Yenilebilir bitkilerde bol
olan flavonoid ve izoflavonoidlerin Onciisii olan molekiiller gibidir [S]. Yapilan
calismalarda kalkonlarin; antikanser [6] antienflamatuar [7] antiinvasiv, antitiiberkiiloz ve
antifungal aktivite gosterdigi saptanmigtir. Bunlarin yanisira; antioksidant, antimalarial,
antileishmanyal ve antitimdr ajan1 olduklar1 da rapor edilmistir.

Biyolojik olarak kullanildiklar1 kadar, polimerlerde UV-absorbsiyon filtreleri olarak
farkl tiirdeki optik materyallerde, yiyecek endiistrisinde ve holografik kayit teknolojileri



gibi bir¢ok uygulama alaninda da kullanilirlar [8]. Bir ketovinil grubuna sahip ¢ok sayida
bilesigin 6nemli derecede biyolojik aktivite gosterdigi iyi bilinen bir gergektir [9].
Kalkonlar da ketovinil grubu iceren bilesikler arasindadir ve gosterdikleri biyolojik
aktiviteden dolay1 kalkonlar {izerine yapilan ¢caligmalarin sayis1 giin gegtik¢e artmaktadir.

Lin vd. [10], bir dizi kalkon ve flavonoid tiirevinin 6ldiiriicii ve bulasici bir hastalik
olan tiiberkiiloza kars1 aktivitelerini incelemislerdir. Yaptiklar1 ¢alisma sonunda iki kalkon
tirevinin ve dort kalkon tipi bilesigin tiiberkiiloz bakterisine karst % 90’1in iizerinde
inhibisyon gosterdigini tespit etmislerdir. Florlanmis 3,4-dihidroksikalkonlar iizerinde
yaptiklar1 ¢alismada, kalkonlarin antiperoksidasyon ve in vitro (bir test tiipli igerisinde)
sartlarda antitimor olarak biyolojik aktivitelerini incelemislerdir. Bu kalkonlarin fare
bazofilik ldsemi-1 hiicreleri (RBL- 1) iizerinde 5-lipoksigenaz inhibisyonu ve fare
karaciger mikrozomlarinda Fe*>-ADP indiiklenmis NADPH-bagimli lipid peroksidasyon
tizerinde inhibisyon etkisi gosterdikleri belirlenmistir. Ayrica 6-floro-3,4-dihidroksi-2,4-
dimetoksikalkonun kullanilan bir insan kanser hiicre kiiltiirii paneli (HCC) iizerinde
oldukea etkili oldugu goriilmiistiir [11].

Kalkonlarin pek ¢ok faydali ozelliklerinin yani sira sitotoksik etkileri de
bulunmaktadir. Nam vd. [12], bir dizi 2,5-dihidroksikalkon tiirevlerinin timor hiicre
kiiltiirlerine (B16 fare cilt timori, HCT 116 insan kalin bagirsak kanseri, A31 insan
epitelyum tiimorii) karst ve insan goébegine ait damarli endotel hiicrelerine (HUVEC) karsi
sitotoksik etkilerini arastirmislardir. Incelenen kalkon tiirevleri arasindan birkag
molekiiliin, diisiik mikromolarda IC50 degerleri ile yalnizca tiimdr hiicre kiiltiirlerine kars:
degil endotel hiicre kiiltiirit HUVEC’e kars1 da belirgin sitotoksik secicilik gosterdigi rapor
edilmistir. Yeni kan damarlarinin endotel hiicrelerinden olusumu (anjiyogenez) kat1 timor
gelismesinin bir 6n kosuludur, anjiyogenezin inhibisyonu gelismeyi ve kanserli tiimorlerin
cogalmasini smirlayacaktir. Bu sonuglara dayanarak Nam vd. [12], kalkonlarin potansiyel
anjiyogenez inhibitorii olabilecegini 6ne siirmiislerdir.

Ayrica, kalkonlarin yapilarinda o,f-doymamis sistem igermeleri onlar1 kimyasal
olarak da onemli kilmaktadir ve ¢ok sayida hetero halkali bilesigin sentezinde ¢ikis

maddesi olarak kullanilmaktadirlar.



1.1 Benzofuran ve Tiirevi Bilesikler

Furanin monobenzen tiirevleri, 2,3-benzofuran ve 3,4-benzofurandir. Kumaron adi
verilen 2,3-benzofuran (benzofuran), kaynama noktast 170 °C olan bir sividir, kararsizdir,
kolay polimerlesir. Kumarondan elde edilen sentetik regine, yagliboya katki maddesi
olarak kullanilabilir [13]. Baz1 benzofuranlar, dogal olarak bulunmaktadir. Ornegin; 5-
metoksi benzofuran; 5-iiyeli halkali yap1 olup, anti-bakteriyal 6zelliklere sahip dogal bir
benzofurandir [13]. Bu ornekten de anlasildigi gibi dogada bulunan benzofuranlarin
biyolojik aktivite gosterdikleri ortadadir. Benzofuran tiirevleri, kozmetik ve sentetik ilag
kullaniminda genis bir kullanim alan1 bulmaktadir. Dogal benzofuranlarin ¢ogu, fizyolojik,
farmakolojik ve toksik 6zelliklere sahiptir [14].

Benzofuranin molekiil yapilari, halkanin numaralar1 ve rezonans katki formiilleri
asagida gosterilmistir.
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Sekil 1.1. Benzofuranin molekiil yapilari, halkanin numaralari ve rezonans katki formiilleri

Furanin 2,3-benzo tiirevi olan benzofuran birgok bakimdan furan ile benzerlik
gosterir. Rezonans formiiliinden goriildiigli gibi, pozitif yiilk O atomu iizerinde bulunur.
Elektrofilik siibstitiisyonda baslica a-siibstitiisyonuna ve ¢ok daha az olmak iizere [3-
stibstitlisyonuna ugrar. Bu durumda, elektrofilik siibstitiisyonda yapilan (2) ve (3) rezonans
formiillerinin katkis1 (4) ve (5)'den daha fazladir [15].

Karbofuran gibi benzofuran tiirevleri onemli antioksidan ve pestisit etkilere
sahiptir. Bu bilesikler 5-HT1 (5-Hydroxytryptamine ) antagonistlerinin temel taslar1 olarak

da 6nemli bir rol oynarlar [16].
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Sekil 1.2. Bezofuran tiirevleri

Benzofuranlarin ge¢mis birkag yil icinde en 6nemli dikkat ¢eken Ozelliklerinden
birisi de kemoterapik 6zellikler gostermeleridir [17].

Cok iyi bilinen bazi benzofuranlar, amiodarone, angelicin, xanthotoxin, bergapten,
nodekenetin ve usnik asit bilesikleridir. Bu benzofuranlar, kardiyovaskiiler aktivite
ozelligine sahiptirler. Amiodarone, kalp yetersizligi bulunan hastalarda, atar damar
sistemindeki ritimsizligin tedavisinde kullanilir [18].

Usnik asit, gram-pozitif organizmalarin ¢ogalmasini engeller ve Mycobacterium
tuberculosis lizerinde inhibisyon etkisi gosterir. Bergapten, nodakenetin, xanthotoxin bazi
deri hastaliklarin tedavisinde kullanilir.

Salvia miltorrhiza bitkisinden izole edilen bilesik Cin’de koroner kalp hastaligi
tedavisinde kullanilmaktadir [19].

Allanthoidol adli benzofuran tiirevinin, viriislere kars: etkili, kanserden koruyucu,
bocek oldiiriicii, ates diistirticii vs. gibi onemli 6zelliklere sahip oldugu ortaya konulmustur
[20].

Benzofuran tiirevlerinin, COX-2 inhibitorii, bocek oldiiriicii, ates diistiriicii, timor
olusumunu engelleyici, verem mikrobunu 6ldiiriicli, mikroorganizmalar1 inhibe edici [21],
iltihap kurutucu, antimikrobiyal, antiviral, antifungal ve antioksidan gibi etkilere sahip
oldugu bildirilmistir [22]. Yapisal izomerlerin sentezi, biyolojik aktivite ve kimyasal yap1
arasindaki iligkinin aydinlatilmas: i¢in gereklidir. Benzofuran tlirevlerinin sentezi de bu
amac1 hedeflemektedir.

Radl vd. [22], yaptiklar1 caligmada bu bilesiklerin agr1 kesici etkiye sahip
olduklarmi bildirmislerdir. Kirtlmis vd. [18] ile Wahab vd. [17] yapmis olduklari
aragtirmalarda benzofuran ve tiirevlerinin antimikrobial etkiye sahip olduklarim
bildirmiglerdir. Papadakivaliraki ve ark. [23] benzofuran tlirevi bilesiklerinin antiviral

etkiye sahip olduklarini rapor etmislerdir. Masubuchi vd. ile Singh vd. [24] bu bilesiklerin
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antifungal 6zelliklerinin oldugunu yapmis olduklari arastirmalarinda belirtmislerdir.

Baraldi vd. [25], Hayakawa vd. ile Radi vd. [26], benzofuran tiirevi bilesiklerin
antitimor etkilerini ortaya koymak i¢in yaptiklar1 aragtirmada bu bilesiklerin tiimor
gelisimini durdurdugu ve tiimorii gerilettigini belirtmislerdir. Connor vd. [27], yapmis
olduklar1 arastirmada bu bilesiklerin; antialerjik 6zellige sahip oldugunu ifade etmislerdir.
Davis vd. [28] ile Ohno vd. [29], bu bilesiklerin kan basincini diisiiriicii olduklarini
gozlemlemislerdir.

Grisar vd. [30] ile Bindoli vd. [31], benzofuran tiirevi bilesiklerin lipit
peroksidasyonu sonucu olusan oksidanlar1 ve siilfohidril grup oksidanlariyla etkileserek bu
oksidanlar1 yok ettigi ve dolayisiyla antioksidan oldugunu yapmis olduklari arastirmalarda
belirtmislerdir.

Cowley vd. [32], yapmis olduklar1 aragtirmada benzofuran tiirevi bilesiklerinin

tokoferoliin analogu gibi 6zellikler gosterdigini belirtmislerdir.

1.2. Pirazoller ve Pirazolin

Pirazoller, 2 azot ve 3 karbon atomunun olusturdugu besli halkay:1 iceren hetero halkali
bilesiklerdir. Pirazol’un izomeri imidazoldiir. Aralarindaki fark pirazoldeki iki azot atomu
birbirleriyle direk baglidir. Pirazol, ¢ok kararli bir bilesiktir. Polimerlesme ve reginelesme
gostermez. Zayif bir bazdir ve tuzlari vakum ile kolaylikla ayrilabilir. Ayrica suda
kolaylikla ¢oziiniir. Pirazol, 60-70 °C’de kaynar. Kokusu piridine benzer; alkol, eter ve
benzende ¢oziinilir [33]. Pirazol halkasinin kismen rediiklenmis tiirevleri olan pirazolinler

pirazoller gibi totomerik yap1 gosterirler, bu yapilarin en kararli olan1 2-pirazolin yapisidir.

ZZT

2-pirazolin

Sekil 1.3. Bezofuran tiirevleri



Pirazolin tiirevi bilesiklerin yiliksek diizeyde antibakteriyal aktivitelerinin yani sira
antifungal, antiinflamatuar, antidepresan, aneljezik vb. olmak {izere bircok aktiviteyi

yapisinda bulunduran 6énemli bir grup oldugu yapilan ¢alismalar sonucunda gosterilmistir

[34-35].

1.2.1. Etkinligi Arastirilacak Olan Organik Maddeler

Etkinligi arastirilacak olan organik maddeler asagida verilmistir. Bu calismada
biyolojik etkinligi arastirilacak olan organik maddeler sunlardir:

1-(2E)-1-(1-benzofuran-2-il)-3-(3-hidroksifenil)prop-2-en-1-on (D1)
2-(2E)-1-(1-benzofuran-2-il)-3-(2-hidroksifenil )prop-2-en-1-on (D2)
3-(2E)-1-(1-benzofuran-2-il)-3-(4-hidroksifenil )prop-2-en-1-on (D3)
4-(2E)-1-(1-benzofuran-2-il)-3-(1H-pirol-2-il)prop-2-en-1-on (D4)
5-(2E)-1-(1-benzofuran-2-il)-3-(4-hidroksi-3-metoksifenil)prop-2-en-1-on(D5)
6-3-[3-(1-benzofuran-2-il)-4,5-dihidro- 1H-pirazol-5-il]fenol (D6)
7-2-[3-(1-benzofuran-2-il)-4,5-dihidro-1H-pirazol-5-il]fenol (D7)
8-4-[3-(1-benzofuran-2-il)-4,5-dihidro- 1H-pirazol-5-il]-2-metoksifenol (D8)
9-4-[3-(1-benzofuran-2-il)-4,5-dihidro-1H-pirazol-5-il]fenol (D9)
10-1,4-Bis[3-(benzofuran-2-il)-2-pirazolin-5-ilJbenzen (D10)

11-3-(1-benzofuran-2-il)-5-(1H-pirol-2-il)-4,5-dihidro- 1H-pirazol (Dz11)

1-(2E)-1-(1-benzofuran-2-il)-3-(3-hidroksifenil) prop-2-en-1-on

OH
OH



2-(2E)-1-(1-benzofuran-2-il)-3-(2-hidroksifenil) prop-2-en-1-on

3-(2E)-1-(1-benzofuran-2-il)-3-(1H-pirol-2-il) prop-2-en-1-on
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Antioksidan, GSH, protein, vitamin, MDA gibi parametlerle biyolojik aktivitesine

bakilan benzofuran tiirevi bilesiklerin acik formiilleri yukarida gosterilmistir.



1.3. Serbest Radikaller

Serbest radikaller elektron diizenleri bozuldugu igin kararliliklarin1 kaybetmis ve bu
yilizden reaktif hal almis atom veya molekiil formlaridir. Stabil bir molekiilde elektronlar,
dis orbitalde ¢ift olarak bulunmakta, boylece her bir elektronun zit spine sahip bir esinin
olmasi saglanarak kararli bir yap1 olusmaktadir. Eger son yoriingedeki orbital elektron
alirsa veya kaybederse, yani atom veya molekiil bir veya daha ¢ok sayida ¢iftlenmemis
elektron tasir hale gelirse, yap1 artik bir serbest radikal halini almakta ve manyetik
momentum gostermektedir [36].

Serbest radikaller pozitif ve negatif yliklii veya yiiksiiz olarak bulunabilmekte, hem
oksidan hem de rediiktan olarak gorev yapabilmektedirler [36]. Kararli bir molekiil genel

olarak ti¢ sekilde serbest radikal halini almaktadir [37].

1. Kovalent bagli bir molekiiliin her bir parcasinda ortak elektronlardan birisinin

kalarak homolitik boliinmesi:
XY — X +Y

2. Tek elektron kayb1 veya heterolitik boliinme: Heterolitik boliinmede kovalent bagi

olusturan her iki elektron atomlardan birinde kalir.
A:A — A'+e

3. Tek elektron alma: Biyolojik sistemlerden en yaygin olan seklidir.

Hek £
A+e —™ A

4. Biyolojik sistemlerde radikal iiretimi daha ¢ok elektron transferi ile olmaktadir

[36].

Iki serbest radikalin reaksiyonunda her iki madde de radikal &zelliklerini kaybetmekte,
radikal olmayan diger bir yapiyla reaksiyonundan ise diger bir serbest radikal olugmaktadir

[38].



1.3.1. Serbest Oksijen Radikalleri ve Reaktif Oksijen Tiirleri

Oksijen atomunun dis yoriingesini olusturan p orbitalinde iki elektron eksik
oldugundan "diradikal" olarak kabul edilmektedir [36].

Oksijen diradikal durumunda iken radikal olmayan yapilarla yavas, serbest

radikallerle ise kolayca reaksiyona girebilmektedir [36].

Aslinda oksijen, aerobik hiicrelerde oksidatif fosforilasyon yoluyla eneiji
iiretiminde kullanilmasi zorunlu olan bir maddedir [37-39]. Oksijen molekiillerinin %95-
99'u oksidatif fosforilasyon sirasinda mitokondriyal sitokrom oksidazlar ile 4 elektron

alarak suya dontstiiriilmekte ve sonugta ATP sentez edilmektedir [34, 40]. Ancak bu

zincirden sizan oksijenin %1-5'i ¢esitli toksik maddelere donlismektedir [36, 39].

Solunum zincirindeki normal ve ROT olusturan reaksiyonlar asagidaki gibidir [41].

Normal Fizyolojik Reaksiyon:

Sitokrom oksidaz
O+ 4¢ +4H" ——» 2H,0

Reaktif Oksijen Tiirlerinin Olusumu:

e »e+2H - e e +2HO;,—-0, - H,0,— 20H—-2H,;0

Tablo 1.1. Reaktif Oksijen Tiirleri

Radikaller

Radikal olmayanlar

Siiperoksid anyon radikali (O;)
Hidroksil (HO )
Peroksil (ROO ")

Alkoksil (RO)

Nitrik oksit (NO )
Semikinon radikali (HQ )
Hemoproteine bagl serbest radikaller
Organik radikaller (R )
Organik peroksid radikali (RCOO )

Hidrojen peroksid (H, O,)
Singlet oksijen ('O, )
Ozon (O3)
Hipokloroz asit (HOCI)
Lipit hidroperoksid (LOOH)
Peroksinitrit (ONOO" )
Azot dioksit (NO,)
N-halojenli aminler (R-NH-X)
Hipohal6z asid (HOX)
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Oksidanlar, ortaklanmamis elektron icerdiklerinden dolay1r baska molekiillerle
kolayca elektron aligverisi yapabilenler (radikaller) ve ortaklanmamis elektronlar: olmadigi
halde bagka molekiillerle, radikallerden daha zayif bir sekilde bilesenler (nonradikaller)
olmak tizere iki grupta toplanmaktadirlar [42-43].

Olusan bu maddeler "reaktif oksijen serbest radikalleri" ya da oksidan molekiiller
olarak adlandirilmaktadir. Organizmanin oksijen ihtiyacinin artmasiyla mitokondriyal
elektrontransport zinciri ortaklanmamis elektron ¢iftinin artisina bagli olarak reaktif
oksijentlirleri meydana gelir. Normal seviyelerin lizerinde bir O, konsantrasyonu ile
kargilagsmanin viicutta cesitli toksik etkilere yol ag¢tig1 uzun zamandan beri bilinmektedir

[37].

AAPH+ v AHH*
| H+ H+ ‘ H+ H+ ‘
i ATP
synthase
(1 - (1Y (1IN
y ’ » r

;
h T

NAD+ NADH

-
H20+O2 -<— 02 02

ATP ADP + P,

Sekil 1.4. Elektron tagima zinciri ve sliperoksit radikalinin a¢iga ¢ikmasi
1.3.1.1. Siiperoksit Radikali (O, )

Oksijenin bir elektron alarak indirgenmesi sonucu siiperoksit radikali (O, )
meydana gelir [42-44].

Stiperoksit radikali bir oksitleyici gibi davranarak bir elektron daha alabilir.
Boylece olusan peroksi anyonu ortamdan iki proton alarak hidrojen peroksit (H,O,)
olusturabilir. Stiperoksit radikali aldig1 elektronu baska bir elektron aliciya vererek tekrar
oksijene oksitlenebilir. Boylece bir indirgeyici (rediiktor) olarak davranabilir. Stiperoksit

bir serbest radikal olmakla birlikte kendisi direkt olarak zarar vermez. Asil 6nemi, hidrojen
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peroksit kaynagi olmasi ve gecis metalleri iyonlarinin indirgeyicisi olmasidir. Siiperoksit

hem rediiktan hem de oksidandir [44].

0, + le —» 02_
dogal oksijen siiperoksit

Iki siiperoksit radikali birbiri ile etkileserek, biri oksitlenirken digeri indirgenir ve
boylece H,O, ve O, meydana gelir. Siiperoksit radikalinin ortamdan temizlendigi bu

tepkimeye dismiitasyon tepkimesi denir.

0, +0, —» H;0,+0,

1.3.1.2. Hidroksil Radikali (OH")

Hidrojen peroksitin, siiperoksit ile indirgenmesi sonucu olusur. Bu reaksiyona

Haber-Weiss reaksiyonu adi verilir [45].

H,0, + 02_—> OH +OH + (073

Hidroksil radikalinin yapimina neden olan 6nemli tepkimeler sunlardir:

a) lIyonlastirict radyasyonun suya etkisi:
H0 — H,O" +e

H20+ + HzO — ‘OH + H30+

b) Fenton tepkimesi:
Fe’ + H,0, —» ‘OH+HO
¢) Hidrojen peroksidin fotolizi:
H,0, —— 20H°

d) Ozona elektron transferi ile OH olusabilir. Bu nedenle ozon toksisitesinde OH’1n

Onemli roli vardir.
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e) Invivoda OH iiretimi bakimindan en 6nemli tepkime Haber-Weiss tepkimesidir.
In vivoda O, radikalinin H,O, ile OH iiretmesi selat yapmis demir tarafindan
katalizlenir.

Fe (selat)’* + 0, —»  Fe (selat)”* + O,

Fe (selat)** + H,0, —» Fe (selat)** + OH + OH ™

f) Radikal tepkimeleri sonucu olusabilen bir organik radikal, H,0O, ile tepkimeye
girerek OH {iretebilir.
COOH + HzOz —> COz + HzO + OH

g) Hidroksil radikalinin mekanizmasi ise iki reaksiyon sonucunda gergeklesir.

Fe** (veya Cu*? )+ indirgeyici ajan (O, , C vit. NAD(P)H)—Fe** (veya Cu*)(I)

Fe*?* (veya Cu' + H,0,— Fe* (veya Cu*®) + OH + OH™ (1D

Goriildiighi gibi O, radikalinin elektron verici oldugu tepkime Haber-Weiss
tepkimesi diginda da biyolojik molekiiller metal iyonlarin1 indirgeyerek H,O, varliginda
OH yapimini saglarlar [46].

Hidroksil radikali en reaktif ve en zarar verici oksidan radikaldir. Su dahil, ortamda
rastladig1 her molekiil ile tepkimeye girer. Hidroksil radikalinin sebep oldugu en 6nemli
hasar, lipit peroksidasyonu olarak bilinen serbest radikal zincir reaksiyonudur. Hiicre zari
su i¢ermediginden OH" radikalinin bagslica hedefi yag asididir. Zar lipitlerinin

peroksidasyonu zarin yapisini bozar ve gegirgenligini arttirip hiicre 6liimiine sebep olabilir
[47].

1.3.2. Non-Radikaller

1.3.2.1. Hipokloroz asit ( HOCI)

Hidrojen peroksit molekiiliiniin bir klor atomu (Cl) ile reaksiyona girmesi sonucu

hipokloréz asit olusur.

H,0,+Cl- — HOCI+OH
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HOCI, fagositik hiicreler tarafindan bakterilerin 6ldiiriilmesinde 6nemli rol oynar.
Aktive olan nétrofiller, monosit, makrofajlar ve eozinofiller O, radikalini fretirler.
Radikal tiretimi fagositik hiicrelerin bakterileri o6ldiirmesinde biiyiilk onem arz eder.
Ozellikle nétrofiller icerdikleri myeloperoksidaz enzimi araciligiyla O, 'nin
dismiitasyonuyla H,O;’i kloriir iyonuyla birlestirerek giiclii bir antibakteriyal ajan olan

HOCTI’e dontistiiriir [48].
1.3.2.2. Hidrojen Peroksit ( H ;0 )

Oksijenin cevresindeki molekiillerden iki elektron almasi veya siiperoksitin bir

elektron almast sonucu peroksit olusur.

0,+2¢ + —» O, *(peroksit)
veya

0, +1le — 0,2

Peroksit molekiilii, iki hidrojen atomu ile birleserek hidrojen peroksiti meydana

getirir.

0, 2+2H' —» H,0; ( Hidrojen peroksit )

H,0,, hiicre membranlardan kolay gecebilen bir oksidandir. Yiiksiiz ve boyutlarinin
kiiciik olmasi biyolojik membranlardan gecisini kolaylastirir. Kendisi bir serbest radikal
olmadig: halde, reaktif oksijen tiirleri i¢ine girer ve serbest radikal biyokimyasinda énemli
bir rol oynar. Gegis metal iyonlar1 varlifinda daha da hizla gerceklesen bir reaksiyonla
siiperoksit anyon radikali ile birlikte en reaktif ve en zarar verici serbest radikal olan

hidroksil radikaline kolayca yikilabilir [36, 44].

H202+02_ —» OH +0H + 0,

Haber- Weiss reaksiyonu katalizorli veya Kkatalizorsiiz olusabilir. Fakat
katalizorsiiz reaksiyon oldukc¢a yavas ilerlerken, demir gibi gecis metalleri ile katalizlenen

ikinci sekli ise oldukga hizlidir [44].
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Peroksizomlar ¢cok 6nemli hiicre i¢i H,O, kaynagidirlar. Bu organeldeki D- amino
asid oksidaz, iirat oksidaz, L- hidroksil asid oksidaz ve yag asidi agil- CoA oksidaz gibi
oksidazlar siiperoksit liretmeden bol miktarda H,O, iiretimine sebep olurlar. Fakat
peroksizomlarda katalaz aktivitesi ¢ok yiiksektir. Bu sebeple bu organelden sitozole ne

kadar H,O; gegctigi bilinmemektedir [44].

1.3.2.3. Singlet Oksijen

Enerji absorbsiyonu ile oksijenin paylasilmamis dis elektronlarini degistirerek ayni
veya farkli orbitale yerlesebilirler. Uyarilmis haldeki bu oksijene singlet oksijen denir.
Reaktif olmayan ancak reaktif oksijen radikallerinden biri olan singlet oksijenin sigma ve
delta olmak tizere iki tipi vardir [49].

Sigma formu ¢ok enerjik oldugundan yar1 émrii kisadir, hizlica bozunarak delta
formuna doniisiir [50].

Singlet oksijen radyasyon sonucu olusabilecegi gibi in vivo olarak sitokrom P-450,
prostaglandin  endoperoksit sentetaz ve miyeloproksidaz reaksiyonlariyla da
olusabilmektedir. Karotenler, bilirubin, histidin, methionin, 2-5-difenilfuran, 1,4-
diazbisikloalefan singlet oksijeni temizlerler [41]. Singlet oksijen, DNA, RNA, proteinler,
lipitler ve sterolleri kapsayan ¢ok sayida biyolojik hedeflerle reaksiyona girerek hiicrede

zararl etkilere sebep olur [50].

1.3.2.4. Nitrik Oksit

Nitrik oksit, yiiksek yapili canlilarda ¢ok 6nemli biyolojik fonksiyonlart yerine
getirmek iizere liretilen azot merkezli bir radikaldir. Paylagilmamis elektron aslinda azot
atomuna ait ise de, bu elektronun hem azot hem de oksijen atomu {izerinde delokalize
olmasi nedeniyle tam radikal 6zelligi tasimaz. Bunun sonucu, bilinen diger radikallere gore
reaktivitesi baskilandigindan daha uzun Omiirlidiir. Yukarida 6zetlendigi gibi, oksijen
radikalleri ¢ok sayidaki enzimatik ve enzimatik olmayan yollar ile fiziksel/kimyasal
mekanizmalarla olusturulurlar. Oysa viicudumuzda NO sentezini saglayan mekanizmalar
oldukca kisithdir. Viicuda giren nitro bilesiklerinin metabolize edilmesi sirasinda olusan

NO disinda, endojen NO olusturan tek kaynak nitrik oksit sentetaz (NOS) enzimleridir.
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Nitrik oksit NOS enzimi yardimi ile yar1 esansiyel amino asit olan L-argininden
oksidatif deaminasyon sonucunda sentezlenir [51].

Nitrik oksit sentetaz enziminin néronal (nNOS), endotel (eNOS) ve indiiklenebilir
(INOS)olmak iizere ii¢ formu vardir. eNOS ve nNOS enzimleri tarafindan iiretilen ¢ok
disiik derisimdeki NO sinir sistemi ve diiz kaslarda hiicre i¢i ve hiicreler arasi haberci
(messenger) molekiil olarak kullanilir. Haberci molekiil olarak sitoplazmik guanilat siklazi
aktive ederek hiicrelerde cGMP derisimini arttirir. cGMP ise ¢esitli enzimler yardimiyla

hiicre i¢i kalsiyum derisiminin diizenlenmesini saglar.

Arginine
O TULLTLLETUCIVERLY COugy KL
| \w\wwmmwA.w ?85%%;./;Of%;ﬁ{%‘f{k%)(#)f/(/?)ﬂ{fﬂ‘!f»’(/f/’% '
&\w\\\\ B L7
| Arginine
citrulline » ASA » Arginine ————— Citrulline
+
fumarate
NO
Arginine Arginine - ~ Nitrite
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Sekil 1.5. L-Arginin- NO yolag:

Nitrik oksit sentetazin indiiklenebilir (iNOS) formu ise basta fagositik 16kositler
olmak iizere cesitli hiicrelerde bulunur ve sentezi sitokinler ile bakteriyel toksinler
tarafindan indiiklenir [52].

iNOS enzimin aktivitesi kalsiyumdan bagimsiz olup kontrol edilemediginden
ortamda arjinin bulundugu siirece aktif olup uzun siireli ve yiiksek derisimde NO sentezini
katalizler. Radikal olarak aktivitesi diisiik olan NO, metal iceren merkezler ve radikaller ile

biiyiik bir hizla tepkimeye girer. Ozellikle lipid radikallerle (6rnegin hiicre zarinda)
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tepkimeye girmesi NO’e antioksidan bir etki kazandirir. Siiperoksit ile NO arasindaki
tepkime ile olusan peroksinitrit (ONOQO"), hidroksil radikali benzeri aktiviteye sahip olup
radikalik tepkimeleri baslatmaya ilave olarak biyomolekiillerin nitrasyonuna neden olur.
Fizyolojik (diisiik) derisimde tiretilen NO esas olarak oksihemoglobin tarafindan nitrata
(NO3") oksitlenerek aktivitesi sonlandirilir [53].

Oksijen radikalindeki durumun aksine, nitrik oksiti ortamdan temizleyen herhangi
bir 6zel enzim yoktur. Aerobik ortamda NO stabil degildir; derisimin artmasi ile
oksidasyon hizlanir. Bu nedenle ortamdaki derisimi ile kendi émrii arasinda ters bir oranti
vardir. Ozellikle iNOS enziminin indiiksiyonu sirasinda NO derisiminin artmasi ile
oksidasyonu da hizlanir ve gesitli reaktif azot oksit tiirleri olugur. Bu reaktif tiirler NO’in
dolayli etkilerinden sorumlu olup; hiicresel proteinlerin, enzimlerin inaktivasyonuna neden
olabilirler [54].

Cesitli kirleticilere maruz kalan organizmada ozon ve nitrojen oksitler gibi serbest
radikaller meydana gelir [55].

Ozonda bulunan biitlin elektronlar ¢iftlenmis olduklarindan, paramagnetik degildir
ve oksijenin aksine daha polardir. Bu nedenle suda daha fazla ¢6ziiniir [56]. Nitrik Oksit ve
Nitrojen Dioksit serbest radikaller olup, doymamis C = C baglarina saldirarak direkt olarak
lipit peroksidasyonuna neden olur. NO molekiiler oksijenle reaksiyona girerek NO,

olusturur. Bu da H,O, ile reaksiyona girerek OH meydana getirir [57].

NO+02+2H —> N02+H20

NO; +H,0,+e —» N,+20H

1.4. Serbest Radikal Kaynaklari

1.4.1. Endojen Kaynakh Serbest Radikal Kaynaklari

e Mitokondriyal elektron transport sistemi reaksiyonlari
¢ Oksijenaz enzimlerinin reaksiyonlari
o Antimikrobiyal aktivite sirasinda olusan solunum patlamasi

e Otooksidasyon reaksiyonlar
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1.4.2. Eksojen Kaynakh Serbest Radikal Kaynaklari

e Radyoaktivite
e Ultrason
» Ksenobiyotikler (Yabanci kimyasallar) [58].

Viicudumuzda olusabilen radikallerin sayisi yiizlerce farkli tiir seklinde ifade
edilebilirse de, bu radikaller arasinda siiperoksit, hidrojen peroksit, nitrik oksit ve hidroksil
radikalinin 6zel yerleri vardir [59].

Bu radikaller i¢inde siiperoksit ve nitrik oksit temel radikaller sayilabilir. Clinki
stiperoksit ve nitrik oksit enzimatik mekanizmalarla devamli olarak ve énemli derisimde
tiretilen radikallerdir. Ayrica bu iki radikal, biyolojik sistemlerde tanidigimiz diger biitiin
onemli radikaller ile radikal yapida olmayan reaktif tiirlerin olusumunu baglatabilecek
ozelliktedirler. Normal biyokimyasal tepkimeler sirasinda olusan oksijen radikalleri ile

cesitli biyolojik fonksiyonlari yerine getirmek iizere iiretilen nitrik oksitin derisimleri

OH

genellikle ¢ok diisiiktiir.

Gegcis metali

iyonlari

v

Sekil:1.6. Radikal tiretimi, hedef yapilar ve riskler
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Diisiik derisimlerdeki reaktif tiirler, hiicrelerin antioksidan sistemleri tarafindan
aktif olmayan sekle doniistiirtildiiklerinden 6nemli zararli etkilere neden olmazlar. Ancak
bu radikallerin yapimlar1 ¢esitli hastalik durumlarinda artabilir, ¢ogunlukla da her iki
radikal bilesik grubunun olusumu birbiri ile paraleldir. Ornegin iltihap durumlarinda
aktiflesen lokositler aynt anda hem oksijen radikallerini hem de nitrik oksiti yiiksek
konsantrasyonlarda sentezlerler. Nitrik oksit, oksijen radikalleri ile tepkimeye girerek veya

oksijenli ortamdaoksitlenerek, kendisinden ¢ok daha reaktif tiirlerin olusumuna neden olur.

1.5. Serbest Radikallerden Etkilenen Hiicresel Yapilar

Serbest radikaller savunma mekanizmalarinin kapasitesini asacak oranda
olustuklari zaman organizmada c¢esitli bozukluklara yol acarlar. Serbest radikaller
hiicrelerin; DNA, lipit, protein, karbonhidrat ve enzim gibi 6nemli biyomolekiillerin tiim
smiflar1 ve tiim hiicre bilesenleri ile etkilesme 6zelligi gostererek hiicrede yapisal ve
metabolik degisikliklere neden olurlar [36-60].

Serbest oksijen radikallerinin tiim bu etkilerinin sonucunda hiicre hasari olur.
Hiicrede reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) ve serbest radikallerin artist hiicre hasarinin
onemli bir nedenidir. Iskemi sonrasinda reperfiizyon da reaktif oksijen tiirlerinin (ROT)
artisina bagli olarak iskeminin olusturdugu hiicre hasarini artirir.

Serbest oksijen radikallerinin neden oldugu hiicre hasari; hiicre ve dokularda birgok

zarara yol agmaktadir. Bu zararlar asagidaki gibi siralanabilir:

a) DNA' nin tahrip olmasi,

b) Niikleotit yapili koenzimlerin yikimi,

c¢) Lipit peroksidasyonu zar yapisi ve fonksiyonunun degismesi,

d) Enzim aktivitelerinde ve lipit metabolizmasindaki degisiklikler,

e) Protein ve lipitlerle kovalent baglantilar yapmasi,

f) Zar proteinlerinin tahribi, tagima sistemlerinin bozulmasi,

g) Seroid ve yas pigmenti denilen baz1 maddelerin birikimi

h) Proteinlerin tahrip olmasi ve protein “turnover” nin artmasi

i) Tiyollere bagimli enzimlerin yap1 ve fonksiyonlarinin bozulmasi, hiicre ortaminin

tiyol/distilfit oraninin degismesi
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j) Kollogen ve elastin gibi uzun Omirlii proteinlerdeki oksido-rediiksiyon
olaylarinin bozularak kapillerlerde aterofibrotik degisikliklerin olusmast

k) Mukopolisakkaritlerin yikimi1 seklinde 6zetlenebilir [61-62].

Gegis Metalleri SERBEST
RADIKALLER
\ Hiicresel
homeoztazisinin
bozulmasi
Lipitler ve yag asitleri : membranlarda
PUFA peroksidasvonu
; e o Degisen
Proteinler : Siilfidril iceren enzimlerin .
. o . . . . Hiicresel
oksidasyon ile inaktive edilmesi >
Kosullar Yaslanma,
Karbonhidratlar : Polisakkaritlerin hastaliklar ve
depnolimerizasvonu radikallerin
Niikleik asitler : DNA iplikeiklerinde sorumlu oldugu
kirilma,mutasyon ve ¢capraz baglar patolojiler

Sekil 1.7. Gegis metallerinin katalizi ile radikal {iretimi ve lipit peroksidasyonu
1.5.1. Proteinlere Etkileri

Proteinler, radikallerin etkilerine lipidlere oranla daha az hassastir ve amino asit
dizilislerine bagl olarak etkilenirler. Ozellikle doymamis bag ve siilfiir ihtiva eden
molekiillerin serbest radikallerle etkilesimi yiiksektir. Bu nedenle triptofan, tirozin, fenil
alanin, histidin, metionin ve sistein gibi amino asitleri iceren proteinler serbest
radikallerden daha kolay etkilenirler. Albumin gibi disiilfit bag1 fazla olan proteinlerin iig

boyutlu yapilar1 bozulur [63].

1.5.2. Niikleik Asitler ve DNA’ya Etkileri

Radyasyonla olusan serbest radikaller, DNA’y1 etkileyerek mutasyona neden olur
ve hiicre 6liimiine yol acgarlar. Bu zararli etki kromozom degisiklilerine sebep olur.
Hidroksil radikali bazlar ile kolayca reaksiyona girer. Hidrojen peroksit ise membranlardan
kolayca gecip hiicre ¢ekirdegindeki DNA’ya ulasir ve hiicre fonksiyonlarinin bozulmasina

hatta 6liimiine yol agar. Bu nedenle DNA daha kolay zarar gorebilen bir molekiildiir [64].
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1.5.3. Karbohidratlara Etkileri

Serbest radikallerin karbonhidratlar iizerinde de 6nemli etkileri vardir. Oksidan
maddelerin karbonhidrat metabolizmasi tizerine etkisi, glikolitik ATP sentezinin azalmasi
ve ATP kullaniminin artmasi yoniindedir. Monosakkaritlerin otooksidasyonu sonucu
hidrojen peroksit, peroksitler ve okzoaldehidler meydana gelir. Bunlar diyabet ve sigara
icimi ile iligkili kronik hastaliklarda 6nemli rol oynarlar. Okzoaldehitler DNA, RNA ve
proteinlere baglanabilme ve aralarinda capraz baglar olusturma o6zelliklerinden dolayi
antimitoitik etki gostererek kanser ve yaslanma olaylarinda rol oynarlar [44]. Oksidatif
stres, diyabet ve diyabetin daha sonraki komplikasyonlarinin patogenezinde énemli bir rol
oynar. Ozellikle iyi kontrol edilemeyen diyabette oksidatif aktivitenin artmasi sonucu
serbest radikal olusumun arttig1 ve antioksidan savunma mekanizmalarinin yetersiz kaldig
bildirilmistir [65].

Yapilan bir aragtirmaya gore diyabetiklerde plazma ve eritrosit lipit peroksit

diizeylerinin saglikli kisilere gére anlamli derecede yiiksek oldugu gozlenmistir [66].

Tablo 1.2. Serbest radikallerin hiicredeki baslica zararli etkileri

Doymamis yaglar Kolesterol ve yag asitlerinde oksidasyon
Lipitlerde ¢apraz baglanmalar

Organel ve hiicrelerde ¢apraz baglanmalar

Karbonhidratlar Polisakkaritlerin depolimerizasyonu
Proteinler Peptid zincirlerinde kopma

Denatiirasyon
Kiikiirtlii aminoasitler Protein denatiirasyonu ve ¢apraz baglanma

Enzimlerde inhibisyon

Niikleik asitler Tek ve ¢ift iplik kirilmalari
Proteinlerde ¢apraz baglar

Baz icermeyen bolgeler

Niikleik asit bazlar Hidroksilasyonlar
Mutasyonlar, kimyasal modifikasyonlar

Sekerlerde benzer reaksiyonlar
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1.5.4. Lipitlere Etkisi

Cogu biyomolekiiller serbest radikallerden etkilenirler. Fakat lipitler serbest
radikallere karsi en hassas olanlaridir. Organizmada en ¢ok goriilen serbest radikal hasari
lipit peroksidasyonu seklinde olup, membranda doymamis yag asitlerinden bir hidrojen
cikmasiyla lipit (L) radikali olusur ve zincir seklindeki reaksiyonlarin sonunda sitotoksik
iiriinler olan aldehitler ayrica pentan gibi hidrokarbon gazlar1 meydana gelir. Bu toksik
tirinlerden aldehitlerin en son basamaginda yer alan malondialdehit (MDA) ise lipit
peroksidasyonunun saptanmasinda yaygin olarak kullanilmaktadir [67].

Serbest radikallerin olusumu hiicredeki antioksidan savunma sistemlerini asarsa,
membrandaki yag asitleri serbest radikallerle reaksiyona girerek peroksidasyon iirlinlerini
olustururlar. Bu bilesikler ya hiicre diizeyinde metabolize edilirler ya da baslangictaki etki
alanlarindan diffiize olup, hiicrenin diger bdliimlerine hasar yayarlar. Boylece birgok
hastaliga ve doku hasarina sebep olurlar. Orotik asit, etanol ve fosfor tarafindan meydana

getirilen karaciger hasarini lipit peroksidasyonu ile iliskili oldugu bildirilmistir [67- 68].

1.6. Lipit Peroksidasyonu

Biyolojik yapilar, o6zellikle membranlar yiiksek oranda doymamis yag asidi
icermektedir. Doymamis yag asidleri bir radikal baslaticisinin veya serbest oksijenin
varliginda oksidasyona ugramaktadirlar. Bu olay lipid peroksidasyonu olarak
tanimlanmakta olup peroksidasyon olay1 i¢in genellikle bir enzimin varlig1 gerekli degildir.
Lipid peroksidasyonunun siddeti lipidlerin doymamislik derecesi ile orantilidir [69-70].

Peroksidasyona ugramis olan poliansatiire yag asidlerinden olusan 3 karbonlu
bilesik malondialdehidtir. Bir¢ok biyolojik makromolekiile reaktivitesi olan malondialdehit
yogun olarak calisilmistir. Malondialdehid, arasidonik asid, birgok lipoksid, hidroperoksit,
endoperoksit, prostaglandin ve tromboksanlardan olusur.

MDA serbest olarak ya da degisik doku bilesenleri ile kompleks sekilde bulunabilir.
In vivo iyonize radyasyon ile serbest radikal iiretimi sonucu bazi makromolekiillerin
oksidatif yikilimi sonucu olusur. Prostaglandin biyosentezi de MDA olusumuna yol acar,
ancak unsatiire (doymamis) yag asidlerinin peroksidasyonu ana kaynaktir. Doku lipid
peroksidasyonu sonucu olusan MDA, seliilar diizeyde metabolize edilir. Karaciger aldehid

dehidrogenazi tarafindan enzimatik olarak yikilima ugrar. CO,'e metabolize olur,

22



mitokondriyal yolda yikilabilir, idrarda asit ile hidrolize edilebilen formda kiigiik
miktarlarda ekskrete edilir. MDA hiicre hasarinda yol aldig1 gibi yaslanma pigmentleri
olan lipofiisinlerin olusumunda da etkilidir. MDA' nin mutajenik 6zellikleri oldugu ve
kimyasal karsinojen gibi davrandigi da bilinmektedir [71].

Plazma lipid peroksid diizeylerine yas ve cinsiyetin etkili oldugu bildirilmektedir.

Yas arttikca lipid peroksidleri yiikselmektedir [72].
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Sekil 1.8. Serbest radikallerin olusumu, biyolojik molekiillerin hasara ugratilmasi ve lipid peroksidasyon
olay1 sonucunda sekonder iirlinlerin olugmast

Bu yiikselme VLDL ve LDL fraksiyonlarindaki lipid peroksidlerin artigina baghdir.
HDL lipid peroksidleri ise yasla degismemektedir. Okliiziv arter hastaligi bulunan
hastalarda lipid peroksid diizeyleri yiiksek bulunmustur [61]. Artmis olan lipid peroksidleri
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damar duvarindaki endotel ve intima hiicrelerinin hasar verdikleri bilinmektedir. Lipid
peroksidleri trombosid agregasyonunu da etkilemekte ve damar tonusunu azaltan bir
bilesik olan prostasiklin ( PGI2) sentezini de inhibe etmektedirler [73].

LDL' nin igerigindeki unsatiire yag asidlerinin lipid peroksidasyonu ile MDA ve diger
peroksidasyon {iriinleri olusur. Bu oksidasyon aterosklerozu baglatici hasarin 6nemli

nedenlerindendir [74].

1.6.1. Lipit Peroksidasyonunun Mekanizmasi

Biyolojik membranlarda serbest radikallerle uyarilan lipit peroksidasyonu baglama,

yayllma ve sonlanma reaksiyonlari olmak iizere ii¢ asamada gergeklesir [75].

1.6.1.1 Baslama

Peroksidasyon, serbest radikallerin doymamis yag asitlerinin yan zincirindeki
metilenik karbonlardan hidrojen atomu c¢ikartmak icin yaptiklari atakla baslar. Demir ve
bakir gibi eslenmemis elektronlara sahip olan ge¢is iyonlarinin varligi peroksidasyonun
baslamasi i¢in gereklidir. Hidrojen atomunun zincirden ¢ikarilmasi karbon atomu {izerinde
eslenmemis bir elektron birakir ve karbon merkezli radikal (L) olusumuna yol agar.
Aerobik hiicrelerde sik goriilen bu olay radikallerin molekiiler diizenlenme ile konjuge
dien sekline cevrildikten sonra molekiiler oksijenle reaksiyona girerek peroksi radikalini

(LOQO) tiretmesidir [ 75].

1.6.1.2. Yayilma

Bu peroksi radikali diger bir peroksi radikali ile birlesir ya da membran proteinleri
ile etkilesebilir. Fakat en oOnemlisi peroksi radikallerinin membrandaki komsu yan
zincirlerden hidrojen atomu ¢ikarabilmeleri ve peroksidatif zincir reaksiyonu yaymalaridir.
Boylece yan zincirlerden hidrojen atomunun ¢ikarilmas: ile her defasinda lipit
hidroperoksitleri (LOOH) ve yeni bir peroksi radikali olugsmaktadir. Peroksidasyon, bir
kere basladiktan sonra otokatalitik olarak yayilabilmekte ve yiizlerce yag asidi zincirleri
lipit hidroperoksitlerine ¢evrilebilmektedir.

Yayilma zincirinin uzunlugu birgok faktore baglidir;
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1. Membrandaki lipit/protein orani: Membran proteini ile etkilesen radikalin etkisi,
membranin protein igerigi arttikca yiikselir.

2. Yag asidi bilesimi radikalin membranda doymamis yag asidi i¢eriginin artmasi
peroksidasyona olan duyarliligi  arttirmaktadir.  Halbuki  kolesteroliin  varlig
peroksidasyonu baskilamaktadir. Normal insan eritrositlerinde lipit peroksidasyonunun
derecesi ile membran kolesterol konsantrasyonu arasinda belirgin bir negatif korelasyon
bulunmustur. Plazma membraninda kolesteroliin varligi bazi radikallerin yollarmin
kesilmesine neden oldugu gibi yag asidi zinciri ile kolesteroliin hidrofobik halkasinin
etkilesmesi membranin i¢ yapisini degistirir.

3. Oksijen konsantrasyonu.

4. E vitamini gibi zincir reaksiyonlarmi kiran antioksidanlarin varligi: Biyolojik
membranlarda serbest radikal toplayicist olarak gorev yapan E vitamini kendi hidrojen
atomunu peroksi radikallerine vererek hidroperoksitlerin olusumuna yol acar. Bu
hidroperoksitler daha sonra glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ile kendilerine karsilik gelen
nontoksik hidroksi bilesiklerine ayrilmaktadir [75].

1.6.1.3. Sonlanma

Demir ve bakir iyonlar1 veya bu iyonlarin fosfat esterleri ile olusturdugu basit
selatlar1 (Fe*> ADP), hem, hemoglobin ve miyoglobin iceren bazi demir proteinleri lipit
hidroperoksitlerini bozarak peroksidasyonu sonlandirmaktadir. Bu kompleks bozunma
reaksiyonlariin Uriinlerini; etan, pentan gibi hidrokarbon gazlari, ROOH, RCOOH, ROH
ve RCHO gruplarini igeren kisa zincirli yag asitleridir [75].

1.6.2. Biyolojik Sistemlerde Lipit Peroksidasyonunun Sonuclar:

Lipit peroksidasyonu sonucu agiga c¢ikan iriinler, membran permeabilitesini ve
mikroviskozitesini olumsuz yonde etkilemektedir. Membranlardaki yag asitlerinin
peroksidasyonuyla olusan kisa zincirli yag asitleri ve triptofan, tirozin, fenilalanin, histidin,
metiyonin ve sistein gibi aminoasitleri iceren yapisal proteinlerin oksidasyonu, membran
permeabilitesinin artmasina ve membrandaki akigskanligin azalmasina neden olmaktadir.
Lipit hidroperoksitleri ve lipit peroksi radikalleri serbest oksijen radikalleri gibi aym
hiicrenin bir¢ok komponentiyle reaksiyona girerek selliiler ve metabolik fonksiyonlar

tizerinde toksik etkilerini su sekilde gosterirler [75-79].
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* Membrana bagli reseptorlerin ve enzimlerin inaktivasyonuna yol acgarlar.

* Membranin salgilama fonksiyonunun kaybina neden olurlar.

« Trans membran iyon gradiyentini bozarlar. Ca* gibi iyonlara karsi non spesifik
permeabiliteyi arttirirlar.

* Mitokondride oksidatif fosforilasyonu olumsuz yonde etkilerler.

» Mikrozomal enzim aktivitelerinde degisikliklere yol acarlar.

* Subselliiler organellerin (lizozom gibi) biitiinliigiiniin kaybolmasina neden olurlar.

Yag asidi

Serbest radikal  x ) Hidrojen atomunun uzaklastirimasi
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Sekil 1.9. Biyomembranlarda serbest radikallerin uyardigi lipit peroksidasyonu
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1.6.2.1. MDA (Malondialdehit)

0 0
\ VAV
H H

Sekil 1.10. Manoldialdehit (MDA) yapist [77].

Reaktif oksijen tiirleri antioksidan savunma sistemleri ile ortadan kaldirilmazsa lipit
peroksidasyonu olusturarak hiicreye zarar verir [78].

Lipit peroksidasyonu, hiicre zarindaki ¢oklu doymamis yag asitlerinin reaktif
oksijen tiirleri tarafindan oksidasyonun ifade eden kimyasal bir olaydir. Lipit
peroksidasyonun artmis olmasi serbest radikalleri arttiginin gosterir [44,80].

Hiicre zarmin yapisinda lipit oldugu i¢in, lipit peroksidasyonu hiicre zarina zarar
verir. Membran zar yapisi ve fonksiyonlar1 bozulur. Lipit peroksidasyonu sonucu hiicre
zarinin akiskanligi, gecirgenligi bozulur. Membranda olusan hasar geri doniisiimsiizdiir
[78,81].

MDA (malondialdehit), biyolojik sistemde lipitlerin oksidasyonu sonucunda
olusmaktadir. MDA 0l¢timi ile LPO’nun degerlendirilmesi yapilabilmektedir. Bu
bilesikler ya hiicresel olarak metabolize olurlar ya da baglangicta etkili olduklar1 bolgeden
diffiize olup hasar1 hiicrenin diger boliimlerine yayarlar. Lipid radikallerinin hidrofobik
yapida olmasi dolayist ile reaksiyonlarin ¢cogu membrana bagli molekiillerde meydana
gelir. Peroksil radikalleri ve aldehitler, membran komponentlerinin ¢apraz baglanma ve
polimerizasyonuna neden olur [74]. Boylece membranlarda, reseptdrleri ve membrana
bagli enzimleri inaktive etmek suretiyle membran proteinlerinde de ciddi hasarlar meydana
getirebilirler. Iyon transportunu etkileyebilirler. Plazma lipoproteinleri ve dzellikle diisiik
dansiteli lipoproteinler de oksidasyona ugrayabilirler. Okside lipoproteinler hiicre
fonksiyonlarinin bozulmasina aracilik edebilirler [64].

LPO reaksiyonu ya toplayicti antioksidan reaksiyonlarla sonlandirilir veya

otokatalitik yayilma reaksiyonlari ile devam eder (Sekil 1.9.).
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Sekil 1.11. Linoleik asidin OHe radikalinin bulundugu ortamda lipid peroksidasyona ugramasi ve son iiriin
olarak farkli aldehid molekiillerinin olugmasi

MDA’nin artmast, lipit peroksidasyonunun arttigini gosteren bir belirte¢ olmakla
birlikte cesitli rahatsizliklarin ortaya ciktigini haber veren bir isaret¢i niteligindedir.
Ornegin; Etil alkol ve sigara dumanina maruz kalmmasinin bobreklere yaptifi etkinin
arastirildigl bir ¢calismada kontrol grubu, etanol grubu, etanol ve sigara kullanilan grup,
sigara kullanan grup olmak {izere 4 gruba ayrilmis olup, MDA seviyesi, kontrol grubuna

gore 3 grupta yiiksek bulunmustur [82].

1.6.3. Antioksidan Savunma Sistemleri

Serbest radikallerin zararli etkilerine karsi organizmada koruyucu mekanizmalar
vardir. Bu koruyucu mekanizmalarin bir kismi serbest radikal olusumunu oOnlerken, bir
kismi ise olusmus serbest radikallerin zararli etkilerini dnlemektedir. Bu islevleri yapan
maddelere genel olarak antioksidanlar denir. Diger bir ifadeyle, reaktif oksijen tiirlerinin
olusumunu ve bunlarin organizmada olusturdugu hasar1 énlemek i¢in viicutta sekillenen
savunma mekanizmalarina antioksidanlar veya antioksidan savunma sistemleri denir [83-

84].
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Bir sekilde olusturulan herhangi bir ilk radikal iirliniin reaktif karakterine bagl
olarak biyomolekiiller ve hiicresel yapilara saldirmasinin énlenmesi antioksidan savunma
sisteminin igidir [62].

Hiicrelerde oksidatif hasar1 Onleyen, yok eden veya kismen azaltan bazi
mekanizmalar bulunmaktadir. Direkt etki ile oksidanlar1 inaktif hale getiren maddelere

antioksidan adi verilmektedir.

Tiim antioksidanlar etkilerini baslica dort farkli sekilde gerceklestirmektedir:
e Toplayicr etki,
e Bastirici etki,
e Zincir kirici etki,
e Onarici etki

Zincir kirma reaksiyonlarinin her basamaginda kesinlikle az da olsa hidroperoksit
olugmasi, ortamdaki iirlinler ve haraplanmanin sifirlanamamasi nedeniyle oksidasyon
reaksiyonlar1 ve radikaller tamamen yok edilemez [63,85].

Antioksidan maddeler, organizmanin oksidan-antioksidan dengesini korumada rol
oynayan bes mekanizmanin en az biri lizerinden etkilidirler. Bu mekanizmalar lipit, protein
ve DNA molekiillerinde olusan hasarin onarilmasi; olusan serbest radikallerin etki
alanlarindan toplanarak temizlenmesi; hiicresel kinaz kayiplarinin 6nlenmesi; serbest
radikal tireten kimyasal reaksiyonlarin durdurulmasi ya da reaksiyon hizinin baskilanmasi;
organizmada SOD gibi endojen antioksidan enzimler ile enzimatik olmayan
antioksidanlarin sentezinin artirilmasi seklinde siralanabilir [63, 86-87].

Bazi otdrler, antioksidan savunmayi, komponentlerin enzimsel olup olmamasina
bakarak, katalaz, SOD ve GSH-Px’in rol aldig1 antioksidan aktiviteleri “enzimatik
antioksidan savunma”, glutatyon, iirik asit, glikoz, tokoferol, askorbat gibi maddelerle
gerceklestirilen deoksidasyon islemlerini “nonenzimatik savunma” olarak tanimlar [62].

Hiicresel homeostatik dengenin korunmasi, organizmanin canli ve saglikli
kalabilmesi i¢in gereklidir. Normal fizyolojik sartlarda i¢ ve dis kaynakli stresorler
hiicresel dengeyi stirekli degistirmektedir. Bu stresorlere karsi korunma, antioksidan
savunma olarak adlandirilan kompanentlerle gerceklestirilmektedir. Bu islemler, yok edici
enzimler ve membran nétralizan1 gibi bir ¢ok faktoriin harekete gegirilmesi ve spesifik

savunma kompanentlerinin fonksiyonel integrasyonunu icermekte ve kompanentler
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hiicresel i¢ karisikliklart yok edip ya da azaltip eksternal ve internal stresorlerin etkilerini
yok ederek hiicrenin uygun formda kalmasi i¢in ¢aligmaktadirlar [63].

Reaktif oksijen ortamlar ve oksijen metabolizmasi Uriinleri olarak iiretilen reaktif
tiirler, seliiler homeostasis i¢in baglica tehdit olarak sayilabilir. Bu reaktif {iriinler hiicre
icin olmazsa olmaz temel fizyolojik ve metabolik islemlerde iiretilmektedir [88].

Serbest radikal iiretimindeki artis, hiicresel kompanentler ve fonksiyonlara toksik
etkili goriilmektedir. Antioksidan sistemi olusturan maddelerin gérevi bu toksik etkilere
kars1 organizmayr ve reaktif molekiillerin oksidatif yipratmasma karsi hiicresel
homeostasisi korumaktir [89].

Koruma islemi; toksik etkili oksidan metabolit iiretiminin engelenmesi, sekonder
oksidan iireten zincir reaksiyonlarinin durdurulmasi, ortamdaki radikallerin temizlenmesi,
endojen antioksidan kapasitenin artirilmasi ve inflamatuvar mediatorlerin blokaji gibi

yollarla olusturulmaktadir [88,90].

1.7. Antoksidanlarm Simiflandirmasi

Antioksidanlar cesitli kriterlere gore siniflandirilabilir:
1. Yapilarina gore:
. Enzimsel

. Enzim olmayan proteinler

[ S = aE

. Kaynaklarina gore:
. Organizmaya ait olanlar (Endojen) (SOD, Katalaz, a tokoferol)
. Disardan alinanlar (Ekzojen) (Adenozin, Allopurinol, Glutatyon)

w T &

. Coziiniirliiklerine gore:

a. Suda ¢oziinenler (Glutatyon, Vit C, Urik asit, Glukoz, Sistein)

b. Lipitlerde ¢oziinenler (Vit E, B-karoten, Bilirubin, Flavonidler)

4. Yerlesimlerine gore:

a. Intraseliiler olanlar (SOD, Katalaz, Glutatyon peroksidaz)

b. Ekstraseliiler olanlar (Askorbik asit, Transferin, Albumin)

Giinliik yasamin rutin ilerleyisi sirasinda karsilasilan oksidatif stres faktorlerinin
giderilmesi ve fizyolojik isleyisin devaminda endojen olarak bilinen antioksidanlar
onemlidir. Hiicresel enzimler ve nonenzimatik yapilardan olusan endojen antioksidanlar ve

Ozellikleri Tablo 1.3 de listelenmistir [62, 91].
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1.7.1.Endojen Antioksidanlar
1.7.1.1. Enzimatik Antioksidanlar

Hiicrede, hiicresel karisikliklar1 azaltip, oksidatif strese neden olan etmenlerin
etkilerini yok ederek hiicrenin en uygun kosullarinda kalmasi i¢in ugrasan antioksidan
enzim sistemler mevcuttur. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px), Glutatyon-S-Transferaz
(GST), Siiperoksit Dismiitaz (SOD), Sitokrom Oksidaz ve Katalaz (CAT), lipit
peroksidasyonunu ve toksik oksijen radikallerini etkisiz hale getirebilen en Onemli

antioksidan savunma sistemleri arasindadir [44,83, 92].

1.7.1.1.1. Glutatyon-S-Transferaz (GST)

Ksenobiyotiklerin (yabancit maddeler) biyotransformasyonunda énemli rol alan bir
enzimdir. GST’lar antioksidan aktivitelerine ilave olarak c¢ok Onemli biyokimyasal
fonksiyonlara da sahiptirler. GST’lar temel olarak ksenobiyotik bilesiklerin, ilaglarin,
karsinojenlerin, pestisit ve herbisit gibi c¢evre kirleticilerin yer aldigi gruplarin

detoksifikasyonunda rol oynarlar [44].

GST
ROOH + 2GSH == GSSG + ROH + H,O

1.7.1.1.2. Glutatyon Peroksidaz ( GSH-Px )

GSH-Px, hidroperoksitlerin indirgenmesini saglayan ve yag asidi peroksitlerinin
alkollere doniisiimiinii katalize eden enzimdir. GSH-Px’in bu etkisiyle hiicresel ve
subselliiler membranlarin oksidatif etkiden korunmasii sagladig: belirtilmistir. GSH-Px

asagidaki reaksiyonlari katalizlemektedir [44,93].

GSH-Px

H;O0, + 2GSH =" GSSG + 2H;0
GSH-Px

ROOH + 2GSH = GSSG + ROH + H;O
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1.7.1.1.3. Glutatyon Rediiktaz (GSSG-R)

Hidroperoksitlerin rediikte olmasi esnasinda meydana gelen okside glutatyon
(GSSG), GSSG-R’1n katalizledigi reaksiyonla tekrar rediikte glutatyona (GSH) doniisiir.
Reaksiyonun ger¢eklesmesi icin NADPH’a ihtiyag vardir [44].

GSSG-R
GSSG + NADPH + H* == 2GSH + NADP"

1.7.1.1.4. Siiperoksit Dismutaz (SOD)

Bu enzim, siliperoksitin hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene doniisiimiinii

katalize eder.

SOD
202+ 2H" m— HzOz + 02

Enzimin fizyolojik fonksiyonu; oksijeni metabolize eden hiicreleri siiperoksit
serbest radikallerinin zararh etkilerine karsi korumaktir. Boylece lipit peroksidasyonunu
inhibe eder [44]. Saccharomyces cerevisiae’de diger okaryotlar gibi siiperoksit radikalini
etkisiz hale getiren iki siiperoksit dismutaz enzimine sahiptir (Sekil 1.12.) Bunlardan ilki,
total SOD aktivitesinin %5-15’ini olusturan SOD2 geni tarafindan kodlanan Mn-SOD’dur
ve bu enzim mitokondride siiperoksit radikalini etkisiz hale getirir. ikincisi ise, toplam
SOD aktivitesinin %90’ 11 olusturan ve SOD1 geni tarafindan kodlanan Cu,Zn-SOD’dur.
Bu enzimin kompleks yapili Okaryotik hiicrelere ilaveten farkli maya tiirlerinin
mitokondriyal intermembran bosluklarinda bulunur ve Cu, Zn-SOD mayada oksidasyona
kars1 mitokondriyal ve sitosolik yapilart korur [39]. Bu enzimin Saccharomyces
cerevisiae’deki sentezinin mayanin gelistigi ortam sartlarina bagli oldugu yapilan

caligmalarda belirlenmistir.
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Sekil 1.12. Reaktif oksijen tiirlerinin etkilerine kars1 Saccharomyces cerevisiae’de gerceklesen antioksidan
savunma mekanizmalar1 ve redoks tepkimeleri

1.7.1.1.5. Sitokrom Oksidaz

Solunum zincirinin bir enzimi olup, asagidaki reaksiyonla siiperoksidi detoksifiye
eder.

0, + 4e + 4H"' 2 H,0

Fizyolojik sartlarda siirekli cereyan eden bu reaksiyonda siiperoksit {iretimi ¢ogu
zaman bu enzimin kapasitesini asar. Bu durumda diger antioksidan enzimler devreye

girerek peroksitin zararl etkilerine engel olurlar [44].

1.7.1.1.6. Katalaz (CAT)

Dort tane hem grubu bulunan bir hemoproteindir. Gorevi, hiicreler i¢in zararli olan

hidrojen peroksiti suya ve oksijene parcalamaktir.
CAT

2 H202 _>2 HZO + 02

Katalazin indirgeyici aktivitesi hidrojen peroksit ve metil, etil hidroperoksitleri gibi
kiiclik molekiillere karsi olup, biiylik molekiillii lipit hidroperoksitlerine ise etki etmez

[44].
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I_ GSH-Px Fe2+ B Fe3+* OH- 2GSH
Y see N  omiion F
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2H* 05 l

> Lipid peroxidation (TBARS) <

Sekil 1.13. Lipid peroksidasyonu ve katalaz’in etki mekanizmasi

1.7.1.2. Enzim Olmayan Antioksidanlar
1.7.1.2. 1. Lipit Fazda Bulunanlar

1.7.1.2.1.1. E Vitamini

E vitamini tokoferol yapisinda olup ilk olarak Evans ve Bishop tarafindan 1923
yilinda tanimlanmis ve daha sonra kimyasal yapis1 aydilatilmistir [96].

Tokoferol kelimesi tokos: dogurma ve phero: tagimak anlamlarina gelen
sozcliklerden kurulmustur. Alfa, beta, gama, delta, eta ve zeta gibi cesitli dogal tokoferoller
bulunmaktadir. o-tokoferol, tokoferoller icinde en aktif olamidir. Isiya dayaniklidir,
dondurma ve kizartma ile onemli 6l¢iide tahrip olur [98]. E vitamini, plazma ve tim
hiicresel membranlarda bulunan bir lipit-faz antioksidanidir [94].

Hiicrede siiperoksitlerin, ¢oklu doymamis yag asitlerini okside ederek, onlari
nonenzimatik olarak harap etmesini Onler. En Onemli kaynak bitkisel yaglar ve
tohumlardir. Ortalama diyetle giinde 5-10 mg kadar E vitamini alinmaktadir. Dogada ve
besinlerde olduk¢a yaygin olarak bulundugundan insanda eksikligi nadir olarak

gosterilmistir. Prematiire bebeklerde E vitamini eksikligine bagli hemolitik anemi
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gosterilmistir. Emilebilmesi i¢in yag emilimi ve safra asitlerinin normal olmasi gerekir.
Herhangi bir tasiyict protein olmadan pasif diflizyonla emilir. E vitamini en fazla LDL'de
(low density lipoprotein) bulunur. Bir LDL partikiiliinde ortalama 6 tane a-tokoferol
molekiilii vardir [95-96]. Plazma konsantrasyonu 0,4-0,5 mg/dl kadardir [97].

E vitamini zincir kirict bir antioksidan olarak bilinir. Yapisinda bulunan fenolik
hidroksi grubuna sahip aromatik halka, molekiiliin kimyasal olarak aktif kismin1 olusturur
ve antioksidan ozelligi bu gruptan kaynaklanir. Lipit peroksi radikalini (ROO)

parcalayarak lipit peroksidasyon zincir reaksiyonlarim sonlandirir.

ROO’ + a- tokoferol —-OH = ROOH + -a- tokoferol - O°

Olusan tokoferoksil radikali glukuronik asitle konjuge edilerek safra yoluyla atilir. E
vitamini okside olduktan sonra askorbik asit ve glutatyon tarafindan yeniden
indirgenebilmektedir. Glutatyon peroksidaz ile E vitamini serbest radikallere karsi
birbirlerini tamamlayic1 etki gosterirler. E vitamininin emilimi i¢in selenyum gereklidir. E
vitamini ise selenyumun kaybini Onleyerek veya onu aktif sekilde tutarak selenyum

ihtiyacini azaltir.

1.7.1.2.1.2. Karotenoidler ve Retinol

Bitkilerde karotenoidler, hayvansal besinlerde ise retinol esteri halinde bulunur.
Istya dayaniksizdir. Et, balik, karaciger gibi hayvansal besinlerde, havug, domates ve yesil
yaprakli sebzelerde bol bulunur. Retinol barsaktan tamamiyla absorbe edilirken,
karotenlerin yaklasik 1/3 kadar1 absorbe edilir [98].

A vitamininin metaboiik 6n maddesi olan (3-karotenin singlet oksijeni baskilama,
superoksit radikalini temizleme ozelliklerine ek olarak peroksil radikali ile etkileserek
antioksidan etki gdsterdigi belirlenmistir [99].

Boylece E vitamini ile birlikte hiicre membramm lipit peroksidasyon zincir
reaksiyonundan korur. Ayrica antikanserojen ve antiaterosklerotik oldugu da gosterilmistir

[100-101].

1.7.1.2.1.3. Ubikinon

Yagda eriyen, izoprenoid taki igeren kinon tiirevleridir. Rediikte formu koenzim Q'dur.

Lipoproteinlerde relatif olarak diisiik konsantrasyonlarda bulunur. Olasilikla tokoferol
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radikalinden, tokoferolii rejenere etmekte ve antioksidan etkinligini artirmaktadir. Ayrica
membran fosfolipitlerini oksidatif hasardan korudugu ve singlet oksijeni temizledigi

diistiniilmektedir [102].

1.7.1.2.1.4. Biluribin

Katabolik son {iriindiir. Ankonjuge biluribin dolasimda albiimine baglanir.

Albiimine bagl yag asitlerini lipit peroksidasyonuna kars1 korur [101].

1.7.1.2.1.5. Melatonin

OH’ radikallerini ortamdan uzaklastiran lipofilik ve giiglii bir antioksidandir.
Melatoninin hidroksil radikali ile reaksiyona girdikten sonra bir indolil katyon radikaline
doniistiigli ve bu radikalin stiperoksit radikalini tutarak antioksidan aktivite gosterdigi
bildirilmistir [103]. Tiim hiicre organellerine ve niikleusa ulasabildigi gibi kan-beyin

bariyerini de kolayca geger. DNA'y1 oksidatif hasardan korumasi acisindan énemlidir.

1.7.1.2.2. Sivi Fazda Bulunan Antioksidanlar

1.7.1.2.2.1. C Vitamini (Askorbik Asit)

Suda eriyen giiglii bir antioksidandir. Ince bagirsaklardan kolaylikla emilir. Plazma
konsantrasyonu 2 mg/dl'dir. Yiksek dozlarin daha diisiik dozlara istiinliigi belli
olmadigindan 100-500 mg/giin dozunda alimi yeterli goriilmektedir [35].

Is1, 151k, bakir varlig1 6zellikle alkali ortamda kolaylikla okside olmasina yol agar. C
vitamininin ateroskleroz, iskemik kalp hastalig1 ve kansere kars1 koruyucu etkisi oldugunu
gosteren cesitli caligmalar vardir [91].

Stiperoksit ve hidroksi radikali ile kolayca reaksiyona girerek onlari ortamdan
uzaklastirir. Tokoferoksil radikalinin, a-tokoferole rediiklenmesini saglar [35-37].

Reaktif bakterisidal molekiillerin hiicre i¢i diizeylerinde azalmaya yol agmadan
oksidatif pargalanma iiriinlerinin zarar verici etkilerini engeller. /n vivo olarak glutatyon,
askorbatin indirgenmis durumunu siirdiirmek icin gereklidir. Bu mekanizma, glutatyon
rediiktazin etkinligine baghdir.

Diger bir 6zelligi ferri demiri, ferro demire indirgeyen siiperoksit radikali disindaki

tek selliiler ajan olmasidir. Bu 6zelliginden dolay1, prooksidan olarak da degerlendirilir.
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Bunlarin disinda oksidasyonu ile direkt H»O, meydana gelebilir. Diyetle C vitamini
aliminin akut sigara i¢imi ile olusan LDL oksidasyonunu azalttig1 tespit edilmistir. Diger

antioksidanlar gibi C vitamininin de antikanserojen etkisi gosterilmistir [104-105].

1.7.1.2.2.2. Urik Asit

Normal plazma konsantrasyonunda hidroksil, siiperoksit, peroksi radikallerini ve
singlet oksijeni temizler. Bakir ve demir iyonlariyla olusan oksidasyona kars1 selat yaparak
C vitaminini oksidasyona karst korur [100]. Hemoglobin ve eritrositleri peroksidatif

hasardan korur [44].

1.7.1.2.2.3. Seruloplazmin

Bakir iceren bir proteindir ve plazmada bakirin %90 kadarini tasir. Ferrooksidaz

aktivitesi dolayisiyla Gnemli bir antioksidandir. Oksijen suya rediiklenirken, Fe**’nin

3 . . . . o 25 .
Fe™ ‘e oksidasyonunu katalizler. Bu transferline demir baglanmasini artirir ve Fe'“’nin

H,0, ile reaksiyonunu onler [106].

1.7.1.2.2.4. Transferrin

Viicutta demir tagiyan baglica proteindir. Bagli demir, OH" olusumu veya lipit

peroksidasyonunda rol alamamaktadir [101].

1.7.1.2.2.5. Ferritin

Dokuda demir baglayan bir proteindir.

1.7.1.2.2.6. Albiimin

Bakir baglama kapasitesi diisiiktiir. Redoks kapasitesi diigiiktiir ve lokal hasar
olusturabilir. Yiiksek konsantrasyonu ve yliksek turnoveri nedeniyle hasarin biyolojik
sonuglart sinirhdir. Plazmanin zincir kiricr antioksidan aktivitesine yol agan plazma
silfidril gruplarinin major komponentidir. Plazmada hipokloréz asitin giiclii  bir

temizleyicisidir [101].
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1.7.1.2.2.7. Glutatyon

Glutamik asid, sistein ve glisin amino asitlerinden olusmustur. Serbest radikaller ve
peroksitlerle reaksiyona girerek hiicreleri oksidatif hasara karsi korur. -SH gruplarini

rediikte halde tutarak, fonksiyonel protein ve enzimlerin inaktivasyonunu engeller.

1.7.1.2.2.8. Haptoglobulin-Hemopeksin

Hem bilesikleri lipit peroksidasyonunu hizlandirmaktadir [94,107]. Bu durumda
hemopeksin hemi, haptoglobulin hemoglobini baglayarak lipit peroksidasyonunu uyaran

bu bilesiklerin etkinligini azaltirlar [101,108].

1.7.2. Eksojen Antioksidanlar

1.7.2.1. Allopiirinol — Oksipiirinol

Ksantin oksidaz enzimi aracilifiyla siiperoksit olusumunu inhibe eder. Aynca

serbest radikal temizleme kapasitesine de sahiptir.

1.7.2.2. NADPH-Oksidaz inhibitorleri

Notrofil ve makrofajlarda mevcut NADPH-Oksidaz aracilifiyla siiperoksit
olusumunu inhibe eder. Adenozin, non-steroid antiinflamatuvar ilaglar, lokal anestezikler

ve bazi1 kalsiyum antagonistleri 6rnek verilebilir [106].

1.7.2.3. Tiyoller

Plazma proteinleri, 6zellikle de albiiminle tasinir. Tiim plazmaya oksidatif stres
uygulandiginda hemen okside olur. Glutatyon membranlan kolayca gecemez, ancak asetil

sistein gibi tiollerin uygulanmasiyla rejenere olur.

1.7.2.4. Flavonoidler

Flavonoidler ve diger bitki fenoliklerinin, O”, RO° ve ROOQO’, NO radikal
temizleme, demir ve bakir selasyonu, a-tokoferol rejenerasyonu gibi etkileri sz konusudur
[109]. Fostfolipaz-A,, siklooksijenaz ve lipooksijenaz enzimlerinin inhibisyonu yoluyla

antiinflamatuar ~ 6zellik gosterirler [110-111]. Tiim flavonoidler, 3'-4'dihidroksi
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konfigiirasyonu ile antioksidan aktiviteye sahiptir. Goérevi ROO" ve RO’ radikalini
pargalamak ve bdylece lipit peroksidasyon zincir reaksiyonunu sonlandirmaktir.
Flavonoidlerin, bakir iyonlartyla kompleks olusturma kabiliyeti gosterilmistir. Bu
kompleks olusumu, antioksidan etkilerine baglanabilir. Metal iyon selasyonu katalitik

olarak inaktivasyon saglar [112-113].

Flavonoid

(6] O

OH

OH

OH
HO I 0 O HO
OH OH

OH OH

Anthocyanin

Flavan-3-ol

Sekil 1.14. Flavonoidler

Flavonoidler, fenolik bilesikler i¢cinde en Onemli grubu olusturan flavan

(2fenolbenzodihidropiran) tiirevleridir. Yapisal olarak alt1 gruba ayrilirlar:

e antosiyanidinler,

e flavonoller,

e flavonlar

e flavanonlar,

o Kkatesinler (flavanoller),
e izoflavonoidler.
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Tablo 1.3. Baglica ekzojen antioksidanlar ve 6zellikleri [62,114].

\Antioksidan simifi  [Spesifik tipi islevi
/Allopurinol Ksantiz oksidaz reaksiyonunda siiperoksit iiretimini inhibe eder
.§ Oksipurinol Ksantiz oksidaz reaksiyonunda siiperoksit iiretimini inhibe eder
Z 5 Pterin aldehit Ksantiz oksidaz reaksiyonunda siiperoksit iiretimini inhibe eder
O —
=8 Tungsten Ksantiz oksidaz reaksiyonunda siiperoksit iiretimini inhibe eder
= 5
=
M .8
E) Soya tripsin inhibitorii Ksantin dehidrogenazdan oksidaz olusumunu bloke eder
=
% Serin proteai inhibitorleri  |Ksantin dehidrogenazdan oksidaz olusumunu bloke eder
35_: Fenilmetilsiilfonil (PMSF) [Ksantin dehidrogenazdan oksidaz olusumunu bloke eder
3
Q
J2
e
Adenozin Mmakrofajlarda NADPH oksidaz ile sliperoksit olusumunu 6nler
Lokal anestezikler Makrofajlarda NADPH oksidaz ile siiperoksit olusumunu dnler
_CE Kalsiyum kanal blokerleri |Makrofajlarda NADPH oksidaz ile siiperoksit olusumunu dnler
2 o Nonsteroid Makrofajlarda NADPH oksidaz ile siiperoksit olusumunu 6nler
é % antliinflamatuvarlar
E E Cetiedil Makrofajlarda NADPH oksidaz ile siiperoksit olusumunu 6nler
z
Dogal SOD Stiperokstten hidrojenperoksit dismutasyonunu katalizler
IgA bagimli SOD Stiperokstten hidrojenperoksit dismutasyonunu katalizler
Z N Polietilen glikol SOD Stiperokstten hidrojenperoksit dismutasyonunu katalizler
o =
g a Ginkgo Biloba (Egb 761)  [SOD ile benzer fonksiyon
Dogal katalaz H,O,'nin oksijen ve suya indirgenmesi ve notralizasyonu
PEG-katalaz H,O,'nin oksijen ve suya indirgenmesi ve notralizasyonu
=
% Lipzom kapsiillii katalaz H,0,'ni O, ve H,O'ya gevirir
<
E
<
4
Mannitol Hidroksil radikal giderici
g IAlbumin Genis capli oksidan toplayici
c_%‘ Dimetil sulfoksid Fe, siiperoksit, hidroksil toplayici
3 17-aminosteroit lazaroidler [H,O, ve hidroksil giderici
'M . . . . .
= glutatyon Siiperoksit giderici
E Urik asit Siiperoksit ve hidroksil giderici
N
é Spin tuzaklari Tiim radikalleri toplar
zo Bilirubin Peroksidasyon zincirini bozar
o Deferoksamin Serbest Fe’* atomlarin1 baglayarak radikal reaksiyonlarini onler
g IApotransferrin Serbest Fe’+ atomlarini baglayarak radikal reaksiyonlarini onler
E = 3;5, S Seruloplazmin Serbest Fe’+ atomlarini baglayarak radikal reaksiyonlarini onler
0T =g
A ER.E
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Tablo 1.4. Bilinen endojen antioksidanlar ve etkinlikleri [62,114].

IAntioksidanlar |Yapisi 'Y erlesimi islevi

Stkrm oksdz Tetramerik protein [Plazma Siiperoksit notralizan
SOD Cu, Zn, Mn SOD  Mitokondri, serum, Stiperoksiti H,0,'e ¢evirir
Katalaz hemoprotein IPeroksizomlar Peroksit notralizani
GSH-Px Selenoprotein Sitosol, mitokondri L P dirlinlerini indirger

GSH-rediiktaz

Dimerik protein

Citool, mitokondri

Disiilfitleri indirger

o-tokoferol

Yagda ¢6ziinen vit.

Membranlar,eks.sel. ortam

Peroksidasyonu azaltir

[-karoten Vit A prekiirsorii  [Hiicre membranlari Peroksil temizleyicisi
Glutatyon Tripeptid Intraseliiler ortam, alveoller (GSH redoks substrati
|Askorbik asit Suda ¢o6ziinen vit. |[Hiicre i¢i ve dis1 sivilari Vit E'yi rejenere eder

Urik asit Okside piirin baz1  |Genis bir dagilim gosterir  |Hidroksil toplar, vit C korur
Sistein IAmino asit Genis bir dagilim gosterir  |Organik bilesikleri indirger
IAlbumin IProtein Plazma, serum Serbest radikalleri giderir
Bilirubin Hemoprotein iiriinii [Dolasim kani, dokular Zincir kirict antioksidan
Seruloplazmin  [Protein IDolasim kani, dokular Stiperoksiti H,O,'e gevirir
Transferlin Glikoprotein Plazma Demir iyonlarini baglar
Laktoferrin Protein Plazma Demir iyonlarini baglar
Ferritin Glikoprotein Dolasim kani, dokular Doku demiri baglaycist

1.7.3. Oksidan-Antioksidan Dengenin Bozulmasi

Cevresel kimyasal maddelere maruz kalma, hiicrelerde radikal olusumu ve
reaksiyonlarini arttirarak oksidatif strese yol a¢maktadir [85-115]. Hava kirliligi,

kimyasallara maruz kalma, organik yanik madde alimi (yanmis gidalar, sigara dumani gibi)

ve iyonize edici radyasyon baglica ekzojen radikal kaynaklaridir [85,115-117].

Ornegin, herbisitler, paraquat ve diquatin uygulandig1 hayvanlarda, malondialdehit
(MDA), etan, pentan gibi peroksidasyon iiriinlerinin artmasi, bu maddelerin redoks devrine

girerek siiperoksit olusturdugu ve lipit peroksidasyonunda rol aldigmi gostermektedir

[118].

Oksidanlarin arttig1 veya antioksidanlarin yetersiz kaldig1 durumlarda organizmanin

maruz kaldig1 “oksidatif stres”, sonugta bozulan hiicresel metabolizma, molekiiler

yikimlanma ve doku hasarini getirir [34,119-120].
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Prooksidanlar ve antioksidanlar arasindaki dengenin bozulmasindan endojen faktor
olarak mitokondrial oksijen hareketleri sorumludur [79].

Organizmaya ani ve asir1 miktarda oksijen girisi, nonilfenol gibi kimyasal cevre
kirleticilerinin yogun oldugu ortamlardan uzun siire etkilenim, yogun stres, sigara ve alkol
kullanimi, laktik asit, laktat dehidrogenaz, diyette doymamis ve kolay peroksitlenebilen
yaglarin fazla miktarda bulunmasi, kreatin fosfokinaz gibi litik enzim aktivitelerinin
yiikselmesi; epinefrin ve diger katekolaminlerin artisi, egzersiz, gebelik, yashilik gibi
fizyolojik haller, antioksidan savunma sistemi yetmezlikleri veya savunma duvarinin
astlmasi gibi durumlarda hassas olan oksidan-antioksidan denge, oksidanlar lehinde
bozulabilir. Bu olgu serbest radikallerin olusumunun artisindan ya da antioksidan
aktivitesinin yetersizliginden ileri gelebilir [91,121].

Yasadigimiz atmosferdeki elektromanyetik alanlar, ozon ve kismi oksijen basinci,
UV, X ve giines 1sinlart gibi faktorlerle de oksidan-antioksidan dengenin radikaller lehine
bozulabilecegi gosterilmistir [122-123].

Birgok hastalik ve patolojik olgular da oksidanantioksidan dengeyi olumsuz
etkilemektedir [79,124]. Ancak tiim arastiricilarin birlestikleri konu herhangi bir nedenle
oksidan-antioksidan dengenin bozulmastyla olusan radikallerin dncelikle zar lipitleri olmak
tizere proteinler ve DNA gibi tiim biyomolekiiller i¢in bir risk faktorii olusturdugudur [85].

Oksidan-antioksidan dengenin radikaller lehine bozulmasi bir dizi zincirleme
reaksiyonlarla miimkiindiir. S6z konusu zincirleme reaksiyonlar1 baglatmak, serbest
radikallerin radikal olmayan maddelerle yeni radikaller olusturmak {izere girdikleri
reaksiyon tipleri Tablo 1.5’de gosterilmistir [89].

Interseliiler antioksidan enzimlerin artisi, bilirubin, transferrin, glikoz, trik asit ve
albumin gibi ekstraseliiler antioksidan diizeylerinin yiikselmesi, hipervitaminozis gibi
olgularda oksidan-antioksidan denge antioksidanlar lehine bozulmakta ve gergekte bir
“antioksidatif stres” tablosu olusmaktadir [85,107]. Viicut ¢ok hassas bir oksidan-
antioksidan dengeye sahiptir. Bir antioksidanin diizensiz dozlarda alinimi bu dengeyi
bozarak olumsuz etkiler olusturabilir.

Antioksidatif stres kavrami agir1 ve diizensiz antioksidan kullaniminda ortaya
cikmaktadir. Tehlikeli olan bu radikallerin asir1 artisidir. Bu zararin giderilmesi amaciyla

kullanilan antioksidan maddeler sanildig1 kadar saf degildir [126].
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Herbert [127], vitamin C ve B karotenin psikolojik seviyelerde antioksidan olarak
davrandigin1 fakat farmakolojik seviyelerde de prooksidan etkilerinin arttigini
vurgulamustir.

Antioksidan kullaniminda 6nemli olan, bir antioksidanin prooksidan olabilecegini

de bilmektir [89,128].

Tablo 1.5. Serbest radikallerin radikal olmayanlarla baska radikaller olusturmak iizere girebilecekleri
reaksiyonlar ve bazi 6rnekler [89].

Reaksiyon Tipi Genel Gosterim Ornek

Eklenme Xxty—[xy] DNA guaninine OH™ eklenmesiyle 8-
hidroksiguanin radikali olusmasi

Indirgeme (radikalin [ X +y —y-+x+ Paraquat radikalinin O, ’ni siiperoksit

elektron vermesi) radikaline indirgemesi

Yiikseltgeme(radikalin | x +y —> x-+y+ 0," + H" — askorbat + H,O, askorbik

elektron almast) asitin gosterimindeki gibi yiikseltgenmesi

Yikseltgenme x+y-H—x-H+y | Lipit peroksil radikali ile a-tokferoliin

(radikalin H atomu reaksiyonu

almasi) oTH + LOO — LOOH + aT

1.8. Glutatyon (GSH)

Glutatyon (g-glutamil sistein glisin) organizmada tiyol grubu i¢eren diisiik molekiil
agirhikli 6nemli bir tripeptitdir. Yapisim1 olusturan 3 aminoasit sirasiyla glutamik
asit+sisteintglisin’dir [128-129]. Dokularda ytikseltgenme ve indirgenme reaksiyonlarinda
onemli rol oynayan glutatyon, gliseraldehit fosfat dehidrogenaz enziminin prostetik
grubudur. Glutatyon dokularda oksijen taginmasinda rol oynayan glioksilaz adindaki

koenzimde bulunan bir tripeptittir.
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Sekil 1.15. Glutatyon’un (GSH) yapis1

Glutatyon kolaylikla hidrojen verebilen ve alabilen bir yapiya sahiptir. Bu 6zelligi
ile ¢esitli redoks olaylarina katkida bulunur. Bazi enzim sistemlerinin iginde yer alir, ayrica
eritrositlerde hemoglobinin doniisiimsiiz oksidasyonunu engeller ve bagirsaklardan demir
emilimini kontrol eder [131].

Glutatyonun DNA ve protein sentezleri, enzim aktivitelerinin diizenlenmesi, hiicre
ici ve hiicre dis1 transport gibi hiicresel fonksiyonlar1 disinda baslica antioksidan olarak
hiicre savunmasinda Onemli rolii vardir [128-132]. Glutatyon GSH-Px enziminin
kofaktoriidiir [129, 133].

Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) enziminin kofaktorliiglinii yaparak, H,O,’i; H,O
ve O;’ye ¢evirme tepkimesini metabolize eder [128-133].

DNA ve protein sentezleri, enzim aktivitelerinin diizenlenmesi, hiicre i¢i ve dist
transportlar gibi hiicresel fonksiyonlar1 disinda baslica antioksidan olarak hiicre
savunmasinda da 6nemli rolii vardir [128-133].

Indirgenmis glutatyon (GSH) igerdigi tiyol grubu aracilif1 ile hiicre i¢inde redoks
potansiyeli yiiksek bir ortam saglayarak, hiicreyi oksidatif hasarlara kars1 korur.

Son yillarda yapilan ¢aligmalarda, g¢esitli stres modellerinin reaktif oksijen
driinlerinin  (ROS) olusumunu hizlandirdigi ve lipid peroksidasyonlarina yol agtig1
gosterilmigtir [134-135].

ROS'un olusturdugu oksidatif hasar oksidan stres olarak tanimlanmaktadir. Oksidan
stres ile GSH diizeylerinin azaldig1 bilinmektedir. In vivo ve in vitro yapilan deneylerde,
endojen GSH'in ¢esitli hasarlarda mide mukozasi biitiinliigliniin korunmasinda énemli bir
mediatdr olabilecegi goriisii ileri siiriilmektedir. Diger yandan stres {ilserine bagl
iskeminin, hasara kars1 savunmada 6nemli bir faktdr olan mukozal enerji metabolizmasini

azalttig1 da gosterilmistir [136-137].
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1.8.1. Glutatyon Sentezi ve Dongiisii

GSH, tiim memeli hiicrelerinde bol miktarda (0,5-10 mM) sentezlenir. Bu sentez 2
basamakta gergeklesir. Birinci basamakta, y-glutamilsistein sentetaz isimli enzim GSH'n
prekiirsor (ana maddeyi olusturan 6ncii madde) amino asidleri olan glutamat ve sisteinden,
y-glutamilsisteinin olusumunu katalizler. ikinci basamakta ise, glutatyon sentetaz, glisin ve
v glutamil-sisteinden glutatyonu olusturur. GSH negatif feed-back ile glutamilsistein
olusum hizin1 ve bdylelikle kendi sentezini de denetler. Bu sentezde bir molekiil GSH i¢in
2 molekiil ATP'nin hidrolizi gerekir [138-139].

GSH siirekli olarak hiicreler tarafindan kullanildigindan, sentezinin inhibisyonu
hizl1 tilkenmesine yol agabilir [132-133]. Oksidatif stres sonucunda artan reaktif oksijen
tirleri (reactive oxygen substance (ROS)) olusumunun hiicre hasarlarindaki etkileri
bilinmektedir. Bu triinlerin detoksifikasyonu, glutatyonun indirgenmis formunun (GSH)
oksitlenmis dimer formuna (GSSG) doniisiimii ile saglanmaktadir. GSH-Px’1n katalizledigi
bu reaksiyonda, GSH'in enzim aktivitesi i¢in esas oldugu agiktir. Okdidasyon sonucunda
olusan GSSG (Glutatyon disiilfit) ise glutatyon radiiktaz isimli enzim araciligiyla ile geri
donen bir siklusla GSH'a rejenere olmaktadir [135, 138].

Hiicre yiiksek miktarda oksidana maruz kaldiginda, GSSG olusumu metabolik
siirini agmakta ve oksidatif stres olugsmaktadir. Detoksifiye olamayan oksidanlar membran
lipidlerinin ve hiicrenin ¢esitli fonksiyonel ve yapisal proteinlerinin bozulmasina neden
olmaktadir [135, 139]. Ayrica GSSG'nin kendisi de, proteinlerin siilthidril gruplariyla
(-SH) reaksiyonlasarak kalic1 zararl etkiler meydana getirmektedir [135,140].

Bu son olaya bagl hiicre i¢i GSSG birikiminin, ATP'ye bagimli bir tasiyici
mekanizmanin varligi ile bertaraf edildigi bildirilmistir [141].

Diger taraftan gastrik mukozada glikojen depolarinin az oldugu ve devamh glikoz

thtiyacinin karsilanmasi gerektigi bilinmektedir [142].
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Sekil 1.16. Glutatyon dongiisii

1.8.2. GSH’in Biyokimyasal Onemi

Glutatyon, hidrojen alip verebilme 6zelliginden dolayr redoks olaylarinda, cesitli
enzim sitemlerinde, eritrositlerde hemoglobinin donilistimsiiz oksitlenmesinde, DNA ve
protein sentezinde gesitli rollere sahiptir [132].

Glutatyon serbest radikallere karsi organizmay1 koruyan endojen bir antioksidandir.
Glutatyon (GSH) hiicrelerdeki serbest radikaller ile tepkimeye girerek GSSG’ye doniisiir,
boylece hiicreyi serbest radikallerin zararh etkilerine kars1 korur. Hiicrede cesitli sebeplerle
olusan serbest radikaller arttii zaman GSH konsantrasyonu azalirken GSSG
konsantrasyonu artmaktadir. Bu nedenle hiicrelerde GSH konsantrasyonu azalip, GSSG

konsantrasyonu arttiginda cesitli hastaliklarin habercisi olabilmektedir [130].

1.8.3. Glutatyonun Organizmadaki Biyolojik Gorevleri

e Serbest radikal ve peroksitlerin yikimi

e Proteinlerdeki —SH gruplariin korunmasi

e Organizmaya zararl bilesiklerin detoksifikasyonu
e Aminoasitlerin membran transportunda yer almasi
e Disiilfit degisim reaksiyonlarina katilmasi

e Bazi enzimler i¢in koenzim gorevi yapmasi.
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1.8.4. Glutatyona Bagh Enzim Sistemleri

GSH, biyolojik materyallerde indirgenmis siilfiir kaynagi olarak bulunan bir
bilesiktir. Bu nedenle oksijen metabolizmasi sirasinda meydana gelen toksik ve reaktif
bilesiklerin detoksifikasyonunda GSH ve GSH’a bagli enzimlerin rolii biiyiik olup, Sekil
1.16’da oldugu gibi 6zetlenebilir. GSH un canli organizmada ¢ok onemli ve kilit rolleri
vardir [130].

Tiyol gruplar1 hiicre igerisinde daima indirgenmis durumda bulunur. Sistein
aminoasidi ve CoA’nin protein sentezi ve bir takim enzimatik reaksiyonlar igin

indirgenmis durumda olmalar1 gerekir.

0
I
G-S-C-R
A
Glikozilaz
Formaldehit Tiyolesteraz GS-SR
dehidrojenaz GS—S-Protein
A
A\
Glu  y-glutamil GSH
Gys dongiisii
Gly Glutatyon Tiyoltransferazlar
peroksidaz
v
Glutatyon Glutatyon
Transfraz rediiktaz GS—SG
GS-H

Sekil 1.17. Glutatyon (GSH)’a bagli enzim sistemleri [78, 130]

Tiyoltransferaz

RSSR + GSH —=—=  RSSG + RSH

Tiyoltransferaz

RSSG + GSH == GSSG + RSH
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Formaldehit dehidrogenaz ve glikozilaza gelince, bu enzimler reaktif aldehitlerin
inaktivasyonunu katalizlerler. Reaksiyon esnasinda glutatyon tiyol grubu ile aldehit
arasinda bir tiyohemiasetal tiirevi meydana gelir. Glutatyon tiirevi enzimatik reaksiyon ile
bir tiyol estere doniistiiriiliir. Bu doniisiimde aldehit grubunun yiikseltgenmesi, karboksilik
asit yiikseltgenme diizeyine esdegerdir. Kinetik ¢aligmalarina gore glutatyon formaldehit
dehidrogenaz enziminin katalitik mekanizmasinda esas aktivator olarak goriilmektedir

[78].

1.8.5. Glutatyonun Tayin Yontemleri

1.8.5.1. Spektrofotometrik Yontem

Dokularda genis bir dagilim gosteren ve bazi 6nemli biyolojik fonksiyonlara sahip
GSH ve tiirevlerinin miktar tayini ¢alismalart GSH’un ilk kesfedildigi yillara dayanir. GSH
indirgenmis halde stilfiidril ve oksitlenmis glutatyon (GSSG) olarak da disiilfit gruplarina
sahip iki sekilde bulunur [145].

GSSG’nin miktar tayini GSH’a gore daha giictiir. Bunun nedeni de GSSG’nin
normalde hiicreler igerisinde ve diisiik miktarlarda bulunuyor olmasidir. GSSG’nin tayini
genel olarak GSSG’nin kimyasal elektrolitik ve enzimatik olarak indirgenip GSH’a
dontstiirilmesi ve olusan GSH lizerinde saptanmasi esasina dayanir. Enzimatik
indirgenme NADH veya NADPH tarafindan maya glutatyon rediiktazi varliginda
olusturulur. Daha sonra olusan GSH, 2-nitro -5-tiyobenzoik asit ile kromoforik bir bilesik
meydana getirir ve bu bilesigin 412 nm’de spektrofotometrik olarak (ng) diizeyinde

saptanmas1 miimkiindiir [78,143].

1.8.5.2. HPLC Yontemi

GSH, izokratik ters faz HPLC metodu ile tiimdr hiicrelerinden saglanan biyopsi
materyalinde Olctlilebilmistir. Materyal stilfosalisilat ¢ozeltisi ile 6n islemden gecirilir. GSH

icin konjugatlarin1 elde etmek amaciyla monobromobiman kullanilir ve florosans 6zellikli
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GSH konjugatlar1 ters faz oktadesilsilan kolonundan elde edilir. izokratik kosullar

asetonitril/amonyum fosfat tamponu tetrabutilamonyum hidroksit ile saglanir [78,144].

1.8.5.3. Fluorometrik Yontem

GSH ve GSSG’nin fluorometrik tayinini oftalaldehit gibi bir florosans bilesik
kullanilarak gelistirilmistir. Bu yontemde, GSH OPT ile pH: 8 ve GSSG OPT ile pH:12°de
reaksiyona girer. GSH N-etilmaleimit ile kompleks meydana getirir. Bu durumda GSSG
Olctimiinde GSH’un girisimi engellenmis olur. Bu yontemde GSH ve GSSG i¢in verim

%91-100 oranindadir [78, 144, 145].

1.9. Yag Asitleri

Yag asitleri viicutta serbest (esterlesmemis) veya triagil gliserol gibi daha karmagik
molekiillerde yag asit esterleri olarak bulunurlar. Serbest yag asitleri kiiciik miktarlarda da
olsa tim dokularda bulunur. Yag asitleri ayrica glikolipitler, fosfolipitler, sfingolipitler,
prostaglandinler ve kolesterol esterlerini igeren bir¢ok bilesigin dnciil maddesidir. Bir yag
asidi, terminal karboksil grubu bulunan bir hidrokarbon zincirinden olusur. Ug¢ karboksil
grubu COOH seklinde iyonize olur. Anyonik grubun suya karsi ilgisi vardir. Bu ilgi yag
asidine amfipatik Ozellik kazandirir. Bununla birlikte uzun zincirli yag asitlerinde
hidrofobik kisim baskindir. Bu molekiiller suda oldukga giiclii bir ¢oziinmezlik 6zelligi
gosterirler [146].

Yag asitler1 hiicreye yapisal biitiinliiglinii veren ve hiicresel komponentleri
ekillendiren hiicre membraninin temel bilesikleridir [146].

Yaglarin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerini igerdikleri yag asitlerinin kompozisyonu
belirlemektedir [147].

Dogada kirktan fazla yag asidi vardir. Yag asitleri ¢ift bag icerip icermemelerine
gore doymus ve doymamis yag asidi, insan viicudunda sentezlenip sentezlenememesine
gore de elzem (esansiyel-temel) ve elzem olmayan yag asitleri olarak siiflandiriimaktadir.
Yag asidi zinciri ¢ift bag icermiyorsa doymus (satiire), bir veya daha fazla ¢ift bag
iceriyorsa doymamis (ansatiire) oldugundan s6z edilir [148]. Doymamis yag asitleri ise
tekli doymamis (monoansatiire, tek ¢ifte bagli) ve coklu doymamis (poliansatiire) yag

asitleri olarak ikiye ayrilirlar [149].
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Sekil 1.18. Doymus ve doymamis yag asitleri

Zincirde cift baglarin bulunmasi durumunda, bu baglar trans konumundan ziyade
hemen hemen daima cis konumunda bulunurlar. Bu ¢ift bagin cis konumunda zincire girisi

yag asidinin burkulmasina neden olur [148].
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Sekil 1.19. Yag asitleri [150].

Doymus yag asitleri icinde en genel olanlar1 ise 16 karbonlu (C16) palmitik asit ve

18 karbonlu (C18) stearik asit ve de yine 18 karbonlu olan ve doymamais yag asitlerinin bir
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iiyesi olan oleik asittir. Ozellikle yiiksek organizasyonlu bitkilerde ve diisiik sicakliklarda
yasayan hayvanlarda, doymamis yag asitlerinin miktar1 doymus yag asitlerine oranla daha
fazladir.

Serbest yag asitlerinin doniisiimii ¢ok hizlidir ve dakikada plazmaya giren total
kitlenin %?20-40’1 oksidasyon ve reesterifikasyonda kullanilir veya diger yag asitlerine
doniistir. Baglica oksidasyon yerleri, dinlenme esnasinda karaciger ve kalp, egzersiz
stirasinda ise iskelet kasidir ve oksitlenme orani %20’den %60’a yiikselir. Karacigere gelen
serbest yag asitlerinin ¢ogu reesterifikasyona ugrayarak trigliseritleri olustursa da linoleik
asit gibi baz1 yag asitleri fosfolipit yapiminda da kullanilir [151-152].

Laurik asit (C12:0), miristik asit (C14:0), palmitik asit (C16:0), stearik asit (C18:0),
arasidik asit (C20:0) ve behenik asit (C22:0) bitkisel yaglarda bulunan en 6énemli doymus
yag asitleridir. Ozellikle palmitik ve stearik asit bitkisel yaglarda bulunan en yaygin
doymus yag asitleridir [153]. Doymamis yag asitleri, karbon zinciri iizerinde g¢esitli
konumlarda, karbonkarbon arasinda bir veya daha fazla kovalent ¢ift bag iceren yag asitleri
doymamis yag asitleri olarak isimlendirilir. Bu yag asitlerince zengin olan yaglara da
doymamis yaglar denir. Yapilarindaki ¢ift baglar nedeniyle, doymamis yag asitleri doymus
yag asitlerine gore daha reaktiftir. Bu reaktivite yag asidi zincirindeki ¢ift bag sayisina gore
artmaktadir [154]. Hidrokarbon zinciri ya palmitik asit de oldugu gibi doymustur veya
oleik asitte oldugu gibi bir veya birden fazla ¢ift bag ihtiva etmektedir. Yag asitleri ya
ihtiva ettikleri karbon zinciri uzunlugu veya ihtiva ettikleri ¢ift bag sayisi ile birbirinden
ayrilmaktadir [155-156]. Yapilarinda bir ¢ift bag iceren yag asitleri tekli doymamis
(MUFA, monounsaturated) yag asitleri veya monoenoik yag asitleri olarak isimlendirilir.
Bu grubun en 6nemli iki liyesi, palmitoleik asit (C16:1) ile oleik asittir (C18:1). Bunlardan
palmitoleik asit daha ¢ok deniz hayvanlar1 yaglar icin karakteristik bir bilesen oldugu
halde, oleik asit bugiine degin bilinen biitlin dogal yaglarin yapisinda yer almistir almistir.
Yapilarinda, birden fazla ¢ift bag iceren yag asitleri ise ¢oklu doymamis (PUFA,
polyunsaturated) yag asitleri olarak isimlendirilir. Linoleik (C18:2), linolenik (C18:3),
arasidonik (C20:4) ve eikosapentaenoik (C22:5) asitler ¢oklu doymamis yag asitlerinin en
onemlileridir. Coklu doymamis yag asitlerinin omega-3 ve omega-6 yag asitleri olmak

tizere iki ana grup vardir [157].
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Sekil 1.20. Doymus yag asitleri

1.9.1. Omega-3 Yag Asitleri

Omega-3 yag asitleri 18-22 karbonlu uzun zincirli yag asitleridir. ik cift bag 3.
karbon atomundan sonra basladigi icin bu seriden olan yag asitleri omega—3 olarak
adlandirilir. Karbon atomlarinin sayisi arttikga doymamislik derecesi de artar. Omega-3
yag asitlerinin en yaygin formu, eikosapentoenoik asit (EPA) ve dokosaheksaenoik asit
(DHA; 22:6) ve bu iki yag asidinin de kaynagi olan alfa-linolenik asittir (ALA;18:3).
Keten tohumu, ceviz ve 6zelikle planktonlar ile yagl baliklarda bol miktarda bulunur,
keten tohumu ve cevizde alfa- linolenik asit, balik yaglarinda ise EPA ve DHA en 6nemli
yag asitleridir. Baliklar temel olarak, insanlar tarafindan tiiketilen ¢oklu doymamis yag
asitlerinin tek kaynagidirlar [158]. Coklu doymamis yag asitlerinden (PUFA) olan omega—
3, kirmiz1 kan hiicre zarlarinin esnekligini artirmaya yardimci olur, bdylece kan daha
tortusuz ve akici olur. Bu beyni de igeren viicudun her yerinde dolasan kanin daha saglikli
bir sekilde sirkiilasyonuna yardimci olmakla kalmaz, ayn1 zamanda siirekli kan

pompalayan kalbin isini de kolaylastirir.
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Sekil 1.21. Omega-3 ve Omega-6 yag asitleri

1.9.2. Omega-6 Yag Asitleri

Omega-6 yag asitlerinin en yaygin formu ise gama linoleik asittir. Diger omega—6
yag asidi olan arasidonik asit (ALA) GLA’dan sentezlenmektedir. Genellikle bitkisel
kaynakli bir yag asididir. Omega-6’larin ana kaynagi linoleik asit iceren misir ve soya

fasiilyesi yagidir [159].

1.9.3. Steroidler

Steroidler, hayvansal ve bitkisel dokularda ¢ok yaygin olarak bulunan maddelerdir.
Bunlar steroller (sterinler), safra asitleri, cinsiyet hormonlari, adrenal korteks hormonlari
ve D vitamini grubu olmak {izere bes grup altinda toplanirlar [80].

Steroller, li¢ numarali karbonda alkolik bir hidroksil grubu bulunan steroitlerdir;

e zoosteroller (kolesterol, lanesterol)

e mukosteroller (ergesterol) ve

o fitosteroller (stigmasterol sitosterol, kampesterol) olarak ii¢ grup olustururlar.
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Mukosteroller, mantar ve mayalarda bulunan sterollerdir. Mukosterollerin en 6nemli
tiyesi, ergesteroldiir (Sekil 1.20.) [160].
H3C

C H3 CH3

CH3 CH3

HO
Cholesterol B - Sitosterol
CH3
HaC e CHsz
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Sekil 1.22. Steroidler [161].

Lanosterol, ozellikle koyunlarin yiinlerinde bol miktarda bulunan lipitlerden elde
edilmektedir [80].

Fitosteroller, bitkisel kaynakli sterollerdir. Fitosterollerin en 6nemli ii¢ iiyesi,
stigmasterol, sitosterol ve kampesteroldiir.

Stigmasterol, ozellikle soya fasulyesinde bol miktarda bulunur; bu maddenin
progesteron hormonuna c¢evrildigi laboratuar deneyleriyle gosterilmistir. Sitosterol

ozellikle tahil tanelerinde bol miktarda bulunmaktadir.

1.10. Vitaminler

Vitaminler organizmadaki biyokimyasal reaksiyonlarin hizli ve diizenli olarak
yiirlimesi i¢in ¢ok az miktarlar1 yeterli olan ve genelde organizmanin sentezini yeterli
miktarda yapamadigi, disaridan alinmasi zorunlu olan organik bilesiklerdir [162].

Vitaminlerin yapilarinin ve viicuttaki fonksiyonlarinin birbirinden ¢ok farkli
oluslari, gidalarda eser miktarda bulunmalar1 ve 1s1, 151k oksidasyon gibi dis etmenlerden

asir1 derecede etkilenmeleri nedeniyle tayinleri oldukca zor, karmasik ve zaman alicidir.
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Normal beslenme kosullarinda vitamin eksikliginin ortaya ¢ikmasi s6z konusu degildir. Bu
daima tek yonlii beslenmenin bir sonucudur [163].

Vitaminler metabolik reaksiyonlarda koenzim olarak goérev yapan ya da kendilerine
0zgii fonksiyonlar1 olabilen, dogal olarak besinler icerisinde yer alan, biiyiik ¢ogunlugu ile
dis kaynakli, bliyime, ¢ogalma ve sagligin devami igin gerekli az miktarlari ile etki yapan
kiiciik organik molekiillerdir. Viicutta sentezlenmedikleri (veya yetersiz miktarlarda
sentezlenebildikleri) i¢in mutlaka besinlerle alinmalidirlar. Vitaminler yap1 tasi veya enerji
kaynagi olarak kullanilmazlar. Genellikle 1siya dayanikli maddelerdir. Parenteral yoldan
veya sindirim kanal1 ile viicuda dahil olabilirler [163].

Vitaminler, lipofil veya hidrofil olmalarina goére yagda ¢oOzlinenler ve suda
coziinenler diye iki grupta incelenir. Bu siniflandirma hangi tiir besin maddelerinin s6z
konusu vitamini yiiksek konsantrasyonda igerdigi hakkinda fikir vermesi bakimindan da
Oonemlidir [162].

A, D, E, ve K vitaminleri yagda c¢oziinen vitaminlerdir. Birka¢ yonden suda
¢oziinen vitaminlerden ayrilirlar. Gidalarin kati ve sivi yagh kisimlarinda yer alirlar.

Sadece safrada sindirilebilirler, ¢iinkii suda ¢éziinemezler.

1.10.1. A Vitamini

A vitamini organizmada retinol, retinal ve retinoik asit seklinde bulunur.
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Sekil 1.23. A vitamini ( retinol ) ii¢ boyutlu kimyasal yapisi [164].

Bunlardan retinoik asit diger formlara doniismez. Retinoidler, yaglarda ve yag
coziiclilerde c¢oziiniirler ve oksidatif kosullar disinda yiliksek 1s1  derecelerine
dayaniklidirlar. Ultroviyole 1511 tarafindan pargalanirlar ve kloroformdaki ¢ozeltileri 328

nm de karekteristik bir absorbsiyon verir. Saf halde acgik sar1 kristaller halindedir [44,165].
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A vitamini ¢ift bag icerdiginden dolayr degisik izomer formlarinda bulunur. All-
trans retinol memeli dokularinda en ¢ok bulunan ve en aktif olan formudur ve cis formuna
dontisebilir. A vitamini cis formuna doniistiiglinde aktivitesinde belirgin sekilde diisiis
goriliir. Nem, 1s1, sicaklik ve katalizorler molekiiliin yapisinda degisiklik olusturur. Bu
nedenle, saman ve silaj yapimi sirasinda olusan dehidrasyondan dolayr bu vitaminin

miktarinda azalma meydana gelir [166].

1.10.2. D Vitamini

D vitamini dort halkadan olusan bir sterol tlirevi olup, kemik-mineral
metabolizmasinda 6nemli rol alan hormon 6zellikli yagda eriyen bir vitamindir. Viicutta
bircok dokuda D vitamini reseptorii (DVR) saptanmistir [167]. D vitamini reseptorii
(DVR) steroid reseptdr ailesinin bir iiyesidir [168]. D vitamini aile tyeleri
siklopentanoperhydrofenantlirene halkasindan sentezlenir ve steroidlere benzer yapidadir.
Ancak dort halka yapilan olmadigindan dolay1 ger¢ek anlamda steroid degildir. 30’dan
fazla D vitamini metaboliti bildirmekle birlikte cogunlugu inaktif bilesiklerdir [169].

D vitamini, mayada ve mantarlarda ergosterolden (provitamin D;) ultraviole B
(UVB) 151k etkisiyle tiiremis ergokalsiferol (D, vitamini) ile hayvanlarda deri altindaki yag
dokuda 7-dehidrokolesterolden (provitamin D;) UVB 151tk etkisiyle tiiremis
kolekalsiferoliin (D3 vitamini) ortak adidir. D, vitamini ve D3 vitamininin her ikisi de
biiyiik 6lgiide ayn1 yolla metabolize olup, esit biyolojik giice sahiptirler. Insan viicudunda
sadece D5 vitamini sentezlenir [170].

D vitamininin deride sentezlenen kolekalsiferol (D3 vitamini) ve besinlerle alinan
ergokalsiferol (D, vitamini) olmak iizere iki kaynagi vardir. Diyetle alinan D, ve Dj;
vitamini, ince bagirsakta misellere katilir ve proksimal ince bagirsaktan emilir. Emilen D,
vitamini ve D3 vitamini, kandaki D vitamini baglayici protein (D-binding protein : DBP)
ile karacigere taginir [171].

Somon balig1, uskumru, ton baligi, sardalya gibi yagh balik tiirleri; yumurta sarisi,
stit, brokoli, yesil sogan, maydanoz, su teresi D vitamini yoniinden zengindir. Ancak higbir
besin maddesi giinliik D vitaminini karsilayacak kadar D vitamini igermez [172].

Normal kosullarda insan viicudunda bulunan D vitaminin %90-95' 1 giines 1sinlarinin
etkisi ile sentez edilir. Bu nedenle D vitamini sentezinde temel kaynak giines 1s181dir. Bu

sentez, lilkenin bulundugu enlem, mevsimler, giines 1sinlarinin yeryliziine geldigi aci
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(Zenith ag1s1), giineslenme saati ve siiresi, deri pigmentasyonu, hava kirliligi diizeyi, deriye
stiriilen koruyucu kremler, giyinme tipi gibi faktorlere baghdir. Faktor diizeyi 15 veya
tizerindeki koruyucu kremlerin kullanilmast %99 oraninda gilines 1sinlarinin deriye
ulagmasini engellemektedir [173].

Karacigerde kolesterolden sentez edilen 7-dehidrokolesterol (provitamin Dj3) kan
yoluyla derinin malpighi tabakasina gelir. Giines 1sinlarinda bulunan ultraviyole B (290-
310 nm dalga boyunda) etkisi ile kolekalsiferole (D5 vitamini) doniistiiriiliir [172].

7-dehidrokolesterol ultraviyole B 1sinlan etkisi ile deride once previtamin D' ye
daha sonra viicut 1sis1 ile hizla D vitaminine doniislir. Ayn1 zamanda bu dalga boyundaki
giines 1s1nlan D vitaminini pargalayarak inaktif tirtinlere (lumisterol, takisterol) doniistiiriir.
Bu mekanizma, gilineslenmenin neden D vitamini toksisitesine yol agmadigini agiklar
[174].

Glineslenmeye bagli deriden optimal D vitamini sentezi yapilabilmesi i¢in giines
isinlarinin atmosfere ulasma agis1 6nemli oldugu kadar, glineslenme siiresi ve giinese
maruz kalan deri yiizeyinin boyutlan da dnemlidir. Deriden D vitamini sentezi i¢in sinir

deger olarak cm bagina 18-20 mJ ultraviyole B (UVB) 151n1 gerekmektedir [175].

1.10.3. E Vitamini (a-tokoferol)

E vitamini, diger yagda eriyen vitaminlerden farkli olarak viicutta depolanma siiresi
fazla degildir. Baslica yag dokusu, karaciger ve kaslarda depolanmaktadir. Ana depolanma
yeri yag dokusudur. E vitaminine gereksinim oldugunda yag dokusundan ve karacigerden
salinir, yag dokusundan salinimi ¢ok yavas olur. Karacigerde depolanma hizlidir, fakat
¢evrimi de hizlidir. E vitamini, antioksidan, immiinomodiilatuar ve antitrombosit etkileri
olan bir vitamindir. E vitamini, lenfosit proliferasyonunu artirmakta, immiinosiipresif
prostoglandin E, yapimini azaltmakta ve immiinosiipresif serum lipit peroksitlerini
azaltmaktadir. Skar olusumunu engellemekte, yara iyilesmesini hizlandirmaktadir. En
onemli islevi, antioksidan islevidir. E vitamininin major bileseni olan a-tokoferol,
membran ve lipoproteinlerin i¢indeki en Onemli antioksidandir. Hiicre membranlarinda
poliansatiire membran lipitlerinin peroksidasyonunu onler. Antioksidan etkisi, selenyum
iceren GSH-Px’in etkisine benzemektedir. E vitamini, serbest O, radikalleriyle, ¢oklu
doymamis yag asitlerinden daha cabuk reaksiyona girer. Boylece yag peroksidasyonunu

engelleyebilir. Bir anlamda hiicre membranini stabilize edici etkisi vardir [176].
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E vitamini, LDL (Low Density Lipoprotein), i¢indeki lipitlerin oksidasyonunu
engellemektedir. LDL kolesterol igindeki lipitlerin oksidasyonu ile kardiyovaskiiler
hastaliklar arasinda iliski kurulmaktadir. LDL kolesteroliin oksidasyonunu azaltarak
koroner kalp hastalig1 riskini azaltmaktadir. Bitkisel yaglar, kuruyemisler, islenmemis
tahillar, yesil yaprakli sebzeler E vitaminince zengin besinlerdir. Anne siitiinde litrede 1.8
mg E vitamini bulunmaktadir. Inek siitiinde ise litrede 0.4 mg E vitamini bulunmaktadur.
Normalde plazma E vitamini diizeyleri on iki yasindan kii¢liklerde 3-15 gr/ml, 12 yasindan
bliyiiklerde ve erigkinlerde 5-20 gr/ml degerleri kabul edilen normal degerlerdir [176].

Insanlarda E vitamini eksikliginin baslica semptom ve bulgulari; iireme
bozukluklari, karaciger, kemik iligi, beyin islev anomalileri, hafif hemolitik anemi
(eritrosit frajilitesinde artis), embriyogenez bozukluklari, kapiller permeabilite artmast,
iskelet kas1 distrofisi, bazen kardiyomiyopati ve spinoserebellar hastalik seklinde ortaya

¢ikmaktadir [177].

1.10.4. K Vitamini

K vitamini yagda eriyen vitaminlerden biridir. Biyokimyasal olarak yapisinda 2-
metil-1,4-naftokinon grubu igerir. Dogada iki tane dogal, bir de sentetik olmak iizere ii¢
tipi mevcuttur. Temel olarak biitiin tiirevleri naftakinon yapisindadir [97].

K1 vitamini (fitonadion yada filokinon): 2-metil-3-fitil-1,4-naftakinon kimyasal
yapisina sahip olan oncelikle yiyeceklerden alinan ve alindig1 formuyla dolagima katilan K
vitamin tlriidiir. Yiksek yapili bitkilerde ve yesil yaprakli bitkilerde c¢ok yiiksek
konsantrasyonda bulunur. Bu vitamin yesil yaprakli bitkilerin yapraklarinda sentezlenir.

Fotosentezde ve fosforilasyonda rol oynar [97].

K2 vitamini (menakinon): Naftokinon grubuna eklenmis difanersil grubu igerir.
Bu gruptaki vitaminler MK-n olarak ifade edilirler, (n) alifatik yan zincirdeki izoprenoid
kalintilarinin sayisin1 belirler. Menakinonlar dogal olarak olusabilirler fakat bitkiler
tarafindan tretilmezler daha cok fermentasyon yapan mikroorganizmalar ve insanda

terminal ileum ve kolonda yerlesmis olan bagirrsak bakterileri tarafindan sentez edilir.
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Sekil 1.24. K vitamini tiirevleri

Menakinon orijinal olarak mikrobiyal sentez sonucu kokusmus balik yemeginde
izole edilmistir. Son yillardaki ¢aligmalar K vitamininin hayvanlardaki en yaygin formu
menaquinon-4 (MK-4) bagirsak bakterileri tarafindan egzojen naftakinondan firetilir ve K
vitamininin biyolojik olarak en aktif formudur. Japonyada osteoporoz tedavisinde
kullanilmaktadir. Son yillardaki c¢alismalar MK-4 iin diyetle alinan vitamin K1 den
dontistiigini ve daha sonra bircok dokuda yiiksek konsantrasyonda depolandigini
gostermektedir. Yiyeceklerden peynirde ve japon yoresel yiyecegi nattoda bulunur [178].

K3 vitamini (menadion): Yagda ¢oziinen sentetik olarak iiretilen en basit yapili K
vitamini tlirevidir. Bu vitaminden tiireyen MBS ve menadion sodyum difosfat suda

¢Oziinen K vitamini tiirevidir [97].

1.11. Saccharomyces cerevisiae
Bilimsel simiflandirma

Alem: Fungi

Boliim: Ascomycota

Alt boliim: Saccharomycotina
Simif: Saccharomycetes
Takim: Saccharomycetales
Familya: Saccharomycetaceae
Cins: Saccharomyces

Tiir: Saccharomyces cerevisiae [179].
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Mayalar mantar ailesinin genis bir boliimiinii olusturur. Dogada ¢ok yaygin olarak
bulunan mayalarin hiicre yapilar1 biiylik oranda proteinler, polisakkaritler, lipidler ve
nukleik asitlerden olusur. Maya bir hiicreli bir Okaryottur. Hiicre biiyiikliigline gore
bakterilerle yiiksek mantarlar arasinda yer alirlar [180]. Maya hiicre zar1 ise genellikle
protein, lipid ve fosfat yapidadir. Genel olarak maya hiicrelerinin %75’1 su, geri kalan1 ise
diger maddelerdir. Diger maddelerin yaklasik yarisim1 proteinler, geri kalan kismini da
karbonhidratlar, yaglar, aminoasitler, peptidler, vitaminler ve enzimler olusturur.
Mayalarda bulunan enzimler hidrolazlar ve desmolazlar olarak iki ana gruba ayrilabilir.
Hidrolaz enzimleri karbohidrolaz, proteaz ve esterazlardir. Karbohidrolazlardan olan
glikonaz yedek besin maddesi glikojeni glikoza, sakkaraz sakkarozu glikoz ve fruktoza,
maltaz maltozu glikoza doniistiiriir. Proteazlar yiiksek molekiillii proteinleri hidrolize
ederek pargalayan enzimlerdir. Esterazlardan olan lipaz, yaglar1 hidroliz eder, fosfataz ise
fosforik asitin organik bilesimlerini parcalayarak fosforik asit aciga cikarir. Desmolaz
enzimleri yiikseltgenme ve indirgenme tepkimelerini katalizler. Ayrica hiicre zarinda
permaazlarda denilen ve dig ortamdan hiicre icerisine madde transferini saglayan enzimler
de bulunmaktadir. Mayalarin {iremeleri bollinerek ya da tomurcuklanarak olmaktadir.
Boliinerek ¢cogalan maya hiicreleri, hiicre ortasindan boliinerek bir ara bolme olusturur ve
buradan hiicre ikiye ayrilarak ayni biiyiikliikte iki yavru hiicre olusur. Tomurcuklanarak
¢ogalan mayalar uygun ¢evre kosullar1 bulurlarsa tomurcuklanma ile bir hiicreden bir veya
daha ¢ok ¢ikintt meydana gelir ve bunlar yeni hiicreler halinde gelisir. Gelisen bu hiicreler
daha sonra ana hiicreden ayrilir. Tomurcuklanarak ¢ogalan bir maya hiicresi yaklagik 50-55
defa tomurcuklanabilmektedir [181].

Bazi mayalar eseyli olarak da iirer. Bu iiremede birbirine uygun iki haploid maya
hiicresi birlesir ve zigot olustururlar. Zigot kendi hiicresi igerisinde mayoz bdliinme gegirir
ve dort tane haploid askospor olusturur. Zigotun hiicre ¢eperi de askus olarak gorev yapar.
Askuslar pargalandiginda askosporlar serbest kalir. Askosporlar tomurcuklanmak suretiyle
eseysiz olarak ¢ogalabilir ve populasyonlarini arttirabilirler. Ayrica bunlar genetik olarak
kendilerine karsiik gelen diger askosporlarla birlesip yeniden diploid hiicreler
olusturabilirler. Bu hiicreler aktif sekilde tomurcuklanarak eseysiz iiremeye devam
edebildikleri gibi mayoz bolinme gegirerek yeniden askus ve askosporlari da
olusturabilirler. Bu durumda eseyli lireyen mayalarin hayat devrinde haploid ve diploid
olarak iki faz bulunmaktadir. En iyi arastirilmis maya tiirli Saccharomyces cerevisiae’dir.

Bu organizma tomurcuklanarak eseysiz olarak iireyebildigi gibi askospor olusturarak eseyli
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olarak da iirer. Hayat devresinde hem haploid hem diploid satha vardir [181]. Maya
hiicreleri haploit ve diploit bigimde varliklarini siirdiirebilirler. Haploit hiicreler mitoz ve
biiylimeden ibaret basit bir yasam dongiisiine sahiptirler ve yliksek stresli ortamda genelde
Oliirler. Diploit hiicreler de mitoz ve biiyiimeden olusan bir yasam dongiisline sahip
olmakla beraber stres halinde sporlanip mayoz boliinmeye giderler, cesitli haploit sporlar
olustururlar ve bu sporlar ¢iftlesip yeniden bir diploit hiicre olustururlar. Mayanin a ve o
olarak adlandirilan iki esey tipi vardir, haploit hiicrelerin eslesebilmek icin iki farkli esey
tipine sahip olmalar1 gerekir [182].

Mayalar genellikle sekerlerin bulundugu meyveler, ¢igekler ve agac kabuklart gibi
ortamlarda yaygindirlar. Birgok maya tiirli hayvanlarla, 6zellikle boceklerle birlikte
simbiyoz olarak yasar. Bazi tiirler ise insan ve hayvanlarda patojendir. Ticari olarak en
onemli mayalar hamur, bira ve sarap mayalari olup bunlar, Saccharomyce’ in tiirleridir.

Mayalarin orijinal habitatlar1 meyveler ve meyve sularidir. Ancak glinimiizde
kullanilan ticari mayalar, bu orijinal irklardan ¢ok farkli olup yillar boyunca seleksiyona
ugramis ve genetik olarak maniple edilmis kiiltiir irklaridir. Hamur ve alkollii i¢ki sanayinde
kullanilan mayalar biitiin funguslar icerisinde biyolojik olarak en 1iyi bilinen
organizmalardir. Bir hiicreli olduklarindan kolayca incelenirler. Saccharomyces cerevisiae
(E.coli gibi) biyolojide en ¢ok calisilmig model organizmalardan biridir. S. cerevisiae bu

konuma endiistrideki yaygin kullanimindan dolay1 ulagsmustir.
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Sekil 1.25. S. cerevisae' nin yagam dongiisii [179,181].

Insan biyolojisinde 6nemli olan pek c¢ok protein &nce mayada bulunan
karsiliklarinin arastirilmasi sonucunda kesfedilmistir. Okaryot biyolojisindeki problemler
en kolay sekilde bu organizmalar {izerinde calisilarak ¢oziilebilmektedir [179-181].

Saccharomyces cerevisiae genomu 1996’da tamamlanmistir [183]. 16 tane
kromozomu bir de mitokondri DNA’s1 vardir. CA enzimini kodlayan NCE103 geni XIV.
kromozom tizerinde bulunur ve intron bolge icermez. Enzim 221 aminoasit rezidiisiinden
olusur ve 24.8 kDa agirligindadir [184].

Maya hiicreleri, hiicre boyutlari, sekilleri ve renkleri bakimidan genis bir dagilim
gosterirler. Hiicre bicimleri genellikle kiiresel, elipsoidal, u¢ kisimlar1 kiiresel silindirik
(limon yapisina benzer) veya oval olabilmektedir. Mayalarin hiicre ¢aplar1 bazi tiirlerde
farklilik gostermesine karsin, genellikle 1-10 pm araliginda degismektedir. Mayalarin
gelisebilmeleri ve aktivitelerini devam ettirebilmeleri icin bazi ortam sartlarina ve bazi
besin maddelerine ihtiyaglar1 vardir. Mayalarin iiremelerini etkileyen en Onemli ortam
sartlart pH, sicaklik ve havalandirmadir. Mayalar asidik ortamda gelisebilen
mikroorganizmalardir. Mayalar i¢in en uygun iireme pH’1 4,0-4,5’tir. Ayrica mayalar 0-

50°C arasinda degisen genis bir sicaklik araliginda iireyebilir. Mayadan mayaya fark
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etmesine ragmen genellikle hepsi en iyi liremeyi 25-27 °C’de gosterir. Ancak daha diisiik
ve yiiksek sicaklik maya aktivitesini ve liremesini oldukca yavaslatir. Mayalarin {iremesini
etkileyen bir diger etken ise havalandirmadir. Mayalar oksijenli ve oksijensiz ortamda
ureyebilirler. Ancak havalandirmali ortamda daha hizli {irerler. Oksijensiz ortamda ise

besin maddesini etil alkole doniistiiriirler.

Sekil 1.26. Saccharomyces cerevisiae’ye ait makroskopik ve mikroskopik (fleurosanmikroskop, elektron
mikroskobu) goriintiiler
Maya biiylimesine ortam sartlar1 disinda bazi besin maddeleri de dogrudan etki
eder. Heterotrof bir mikroorganizma olan mayalarin en dnemli ve iiremesini kisitlayan ve
kontrol eden besin maddesi karbonhidratlardir. Bu karbonhidrat kaynagi glukoz, sakkaroz,
fruktoz, mannoz veya laktoz olabilir. Mayalarin iiremesine etki eden bir diger dnemli
madde ise azottur. Bunun yaninda potasyum, fosfor, kalsiyum, magnezyum gibi maddelere

de ihtiya¢ duyarlar [185].

Insanlik tarihinde ilk kullanilan mikroorganizmalar mayalardir. Giiniimiize kadar
yaklagik 700 c¢esit maya kiiltiirii belirlenmis olmakla beraber yeni maya kiiltiirlerinin
tanimlanmasina da halen devam edilmektedir. Mayalar binlerce yildir insanlar tarafindan
degisik amaclar icin kullanilmaktadir. Mayalarin ilk olarak Babil’liler, Sumer’ler ve
Misir’lilar tarafindan bira ve sarap iiretiminde ve hamurun mayalanmasinda kullanildig:
sanilmaktadir. Modern c¢agda ise mayalar geleneksel gida endiistrisinde (ekmek mayasi
iiretimi, gesitli enzimler, pigmentler, gida asitlendiricilerin elde edilmesi) kullanimlarmin
yanisira, bir¢ok fermentasyon prosesinde (bira, etanol) de kullanilmaktadir. Mayalarin
gelecekte yenilenebilir enerji kaynaklarinda, ¢evresel biyoteknolojide ve insan sagligini
ilgilendiren pek c¢ok biyolojik gelismede daha genis uygulama alam1 bulacagi

beklenmektedir. Enerji liretimi agisindan bakildiginda mayalarin metabolik olarak etanol
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tirettikleri  bilinmektedir. Bu  {iretimi  yenilenebilir  karbonhidratlar  iizerinden
gerceklestirdigi goz ontline alindiginda bunun biiyiik bir avantaj saglayacag1 goriilmektedir.
Mayalarin c¢evresel biyoteknolojide de gittikce artan Onemde kullanilacagi tahmin
edilmektedir. Atik sulardan biyosorpsiyon ve biyobirikim yontemleriyle agir metal
iyonlarinin ve boyar maddelerin giderimi ve geri kazanimi ¢aligmalarinda cesitli tiirdeki
mayalar basariyla kullanilmaktadir. Mayalarin zorlu ortam kosullarinda, 6rnegin, asidik ve
toksik etkiye sahip agir metal iyonu i¢eren ortamlarda iireyebilme dayanikliligi gostermesi
ve bu tiirlii maddeleri hiicre igerisine alabilme o6zelliginin bulunmasi (biyobirikim),
mayalarin diger mikroorganizmalara gore iistiinliigiinii gostermektedir. ilag endiistrisinde
as1 Uretimi ve Ozellikle insan tedavi amagl proteinlerin, hormonlarin ve kan faktorlerinin
iiretiminde de mayalar kullanilmaktadir. Tek hiicre proteinlerinin {iretilmesi ve bunlarin

farkli fonksiyonel gruplar icermesi 6nemli uygulamalardan sayilabilir [186].
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2. MATERYAL ve METOD

2.1. Kimyasal Maddeler ve Organik Coziiciiler

2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH), dimetil siilfoksid (DMSO), metanol
(CH30H), linolenik asit (18:3, n 3), Twin 40, B- karoten, kloroform (CHCls;), resveratrol,
Quarcetin, 2- tiyobarbiturik asit (TBA), asetik asit )CH3COOH), sodyum hidroksit
(NaOH), n-Butanol ( C4H9OH),Trisbase((HOCH,);CNH;), Tris HCl (hydroxymethyl
aminomethane hydrochloride), Potasyum kloriir (KCl), FeCl,, H,O,, butilhidroksitoluen
(BHT), n-hekzan, 2-propanol, siilfirik asit( H,SO4 ), KH,PO4, Pepton water, glukoz, malt
extract, nutrient broth, glutatyon (GSH), KOH, albumin, bakir siilfat (CuSO,4.5H,0), folin
reaktifi, Sodyum Karbonat( Na,COs3), sodyum potasyum tartarat, asetonitril, n-hekzan, n-
heptan, izopropanol, aseton, KHCOs3, sodyum sitrat, 5,5'ditiyobis 2-nitrobenzoik asit

(DTNB), Tris-EDTA tamponu, trikloroasetik asit (TCA), hiroklorik asit (HCI).

2.2. Kullanilan Yardimei Aletler ve Cihazlar

Cam malzemeler:

Pipet, erlen, beher, meziir, kapakli cam tiip, petri kabi, huni, baget,

Cihazlar:

Laminer flow kabin buzdolabi, derin dondurucu, etiiv, vorteks, pastor firini,
otoklav, santrifiij, sonikatér, UV spektrofotometre, gaz kromotografisi, HPLC cihazi,
ultrasonik su banyosu, su banyosu, hassas terazi, saf su cihazi.

Diger Malzemeler

Aliiminyum folyo, pamuk, eppendorf, 50 mI’lik falcon, 15 ml’lik falcon, piset,

2.3. inceleme Materyali

In vitro da sentezi yeni gergeklestirilmis olan 11 adet organik maddenin biyolojik
etkinligi arastirildi. Oncelikle organik maddelerin serbest radikal giderme aktivitesinin
Olciilmesi icin in vitro’da DPPH metodu uygulandi ve lipid peroksidasyon (LPO) 6l¢iimii
yapildi. In vivo’da yapilacak caligmalar icin Okaryotik bir hiicreli canli olan maya
(Saccharomyces cerevisia) kullanildi. Maya stok kiiltiiriiniin olusturulmasinda ticari olarak

satilan Yuva marka yas maya tercih edildi. Organik maddeler olusturulan sivi maya kiiltiir



ortamina eklendi ve GSH, protein, MDA, yag asidi, vitamin analizi yapilarak organik

maddelerin etkinligi aragtirildi.
2.4. Saccharomyces cerevisiae Kiiltiiriiniin Hazirlanmasi

Bu amagla; oncelikle deneyde kullanilacak olan Saccharomyces cerevisiae
FMC16’nin gelisimi ve c¢ogalmasi icin YEDP ( 100 ml icin 1g yeast exract, 2g
bactopepton, 2g glukoz) besiyeri ortami hazirlandi [187].

Besiyeri tartilip eklendikten sonra, erlenlere 200 ml distile su ilave edilerek
besiyerlerinin otoklavda sterilizasyonu saglandi. Steril besiyerleri ekim yapilmak iizere
laminer flow kabine alindi. Kabinde ortamlara Yuva marka yas maya kullanilarak
inokiilasyon yapildi ve etiivde 30 °C’de 24 saat siireyle inkiibe edildi. Siire sonunda
etlivden cikarilan ornekler tekrar laminer kabin igine alind1 ve burada agara ekim yapilarak
Saccharomyces cerevisiae nin stok kiiltiirleri olusturuldu. Stok kiiltiirler buzdolabinda
+4°C’de muhafaza edildi. Stok kiiltiirler 20 giin araliklarla ¢alismada kullanilmak tizere

taze olarak hazirlandi.

2.5. Serbest Radikal (DPPH) Giderme AKktivitesi

DPPH, serbest radikal temizleme aktivitesi Betty Hsu vd. [188], tarafindan
belirtilen metoda gore yapildi. Serbest radikal olarak 25 mg/l 2,2-Diphenyl-1-
picrylhydrazyl (DPPH), metanolde hazirlamlarak kullanildi. Oncelikle her bir organik
maddemizden 0,002 gr tartildi ve 1 ml DMSO’da ¢ozerek eppendorflara alindi. Hazirlamis
oldugumuz DPPH ¢ozeltisinden cam tiiplere 4 ml eklendi ve eppendorflara hazirladigimiz
her bir organik maddeden sirasiyla 10, 20, 30ul alarak DPPH c¢ozeltisi lizerine eklendi.
Karigimlar, oda sicakliginda karanlik ortamda 30 dakika inkiibasyona birakildi ve
inkiibasyon sonunda absorbanslar1t 517 nm’de spektrofotometrede blanka karsi okunarak
kaydedildi [189]. Azalan absorbans, geriye kalan DPPH miktar1 serbest radikal giderme

aktivitesi olarak belirlendi. Sonuglar asagidaki formiile gore hesaplandi:
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% DPPH Temizleme Aktivitesi = Kontrol ABS- Sample ABS/ Kontrol ABS x 100
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A DPPH-H

Metanol va da etanol de ¢oziimdiigii |
Zaman pembe renk olusur

Antioksidanlar tarafindan notralize
edildigi zaman pembe rennk acimr

Sekil 2.1. DPPH radikalinin giderilmesi
2.6. In vitro Ortamda Lipid Peroksidasyon (LPO) él¢iimii:

In vitro ortamda lipid peroksidasyonunun belirlenmesi i¢in 5 ayr1 grupla c¢aligildi.
Oncelikli olarak tampon ¢dzelti hazirlandi.( tampon ¢ozelti; 1,66 g tris base, 5,72 g tris
HCI, 12 g KCI, 2 g TWEEN 40 ve 1 It distile su igerir) ve 6rneklerimiz deney tiiplerine
alind1 ve agagida belirtildigi gibi gruplara ayrildi:

Kontrol 5 ml tampon ¢. | 20 pl linoleik asit

Organik madde | 5 ml tampon ¢. 20 pl linoleik asit | 1 ml H,O, | 1mlFeCl, | 10 pl o. madde

FeCl, 5 ml tampon ¢. 20 pl linoleik asit | 1 ml H,O, | 1ml FeCl,
Quercetin 5 ml tampon ¢. 20 pl linoleik asit | 1 ml H,O, | 1ml FeCl, | 10 pl Quercetin
Resveretrol 5 ml tampon ¢. 20 pl linoleik asit | 1 ml H,O, | 1ml FeCl, 10 pl Resveretrol

Bu sekilde tiim gruplardaki Orneklere ekleme yapildiktan sonra deney tiipleri
vortekslendi ve 24 saat siireyle 37 °C’de etlivde bekletildi. Siire sonunda 6rnekler etiivden
¢ikarildi ve 100 pl BHT ¢ozeltisi eklendi. Orneklerimizden 1 ml kapakli santrifiij tiiplerine
alind1 ve lizerine 1 ml TBA ¢ozeltisi ile 1 ml distile su ilave edildi. Tiipler vortekslendi ve
kapaklar1 kapatilarak 95 °C’de etiivde 45 dk siireyle bekletilerek pembe renk olusumu
gozlendi. Siire sonunda etlivden ¢ikarillan 6rnekler sogutuldu ve iizerine 3 ml n-biitanol
eklendi. Faz olusumu gerceklestikten sonra ornekler 5000 devirde (rpm) 7 dk siireyle
santrifiij edildi. Santrifiij sonunda iist faz dikkatlice alindi ve absorbans degerleri

spektrofotometrede 532 nm’de kore karst okunarak kaydedildi.
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2.7. Saccharomyces cerevisiae’nin Gelisme Ortaminda Antioksidan ve Antiradikal
Aktivitenin Belirlenmesi

Bu amagla; oncelikle deneyde kullanilacak olan Saccharomyces cerevisiae
FMC16’nin gelisimi ve c¢ogalmasi i¢cin YEDP (100 ml i¢in 1 g yeast exract, 2 g
bactopepton, 2g glukoz) besiyeri ortami hazirland1 [187]. Besiyeri ortami hazirlandiktan

sonra asagidaki gruplara ayrildi;

Kontrol: 1ml Saccharomyces cerevisiae inokiile edilen YEDP besiyeri ortam1

Gruplar: 1ml Saccharomyces cerevisiae inokiile edilen YEDP besiyeri ortami + 50 pl organik madde

72 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda, gruplardaki drneklere % 4’lilk BHT ilave
edilerek daha ileri oksidasyon olmasi engellendi ve ornekler santrifiij edilerek hiicre
pelletinden ayrildi. Elde edilen pellet fosfat tamponu (pH 7.,4) ile yikandi. Yikama
isleminden sonra kalan pellete 3 ml TEA (0.03 M Tris, 114 pl Asetik asit, 0,5 M EDTA)
tamponu ilave edildi ve 40 saniye sonikasyon yapildi. Sonikasyon isleminden sonra +4
°C’de 9000 devirde (rpm) 10 dk siire ile santrifiij edilen drneklerin supernatant kisimlari
glutatyon ve protein miktarlarinin belirlenmesi amaciyla tiiplere alindi. Geriye kalan pellet

kismina ise hekzan/izopropanol eklenerek ortamdaki yag asidi miktarlari belirlendi.

2.7.1. Maya Hiicresinde Glutatyon Miktarimin Olciilmesi

Bu amagla elde edilen siipernatanta 1 ml %10’luk TCA ilave edildi. Bu sekilde
proteinlerin ¢oktiiriilmesi saglandi. Karisim bu sekilde yaklasik 10 dk oda sicakliginda
bekletildi ve bu siirenin sonunda 4500 devirde (rpm) 10 dk santrifiij edilerek proteinlerin
coktiiriilmesi saglandi. Proteinler ¢oktiiriildiikten sonra {ist siipernatant kisim bagka bir
deney tiipline alind1 ve GSH miktarin1 6lgmek i¢in asagidaki islemler yapildi. Siipernatant
kisim iizerine 0,3 M Na,HPO4 c¢ozeltisinden 2 ml ilave edildi ve 1ml 150 uM DTNB
cozeltisi ilave edilerek karistirildi, 5-10 sn sonra olusan sar1 renk oda sicakliginda iyice

stabil hale geldikten sonra 412 nm’de kore karsi okundu [190].
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2.7.2. Glutatyon Kalibrasyon Egrisinin Olusturulmasi

Ormneklerdeki GSH miktar1 tayini, saf GSH standardindan (Merck) hazirlanan
kalibrasyon egrisine gore hesaplandi. Bunun igin; saf glutatyondan 10 ml i¢in 0.002 g

olacak sekilde hazirlandiktan sonra asagidaki sekilde gruplar olusturuldu:

S1— 20 ul GSH + 2 ml Na2HPO4 + 1 ml DTNB
S2— 40 pul GSH + 2 ml Na2HPO4 + 1 ml DTNB
S3— 60 ul GSH + 2 ml Na2HPO4 + 1 ml DTNB
S4— 80 ul GSH + 2 ml Na2HPO4 + 1 ml DTNB
S5— 100 pul GSH + 2 ml Na2HPO4 + 1 ml DTNB

Gruplar stabil hale geldikten sonra 412 nm’de kore karsi okundu ve okunan
degerlere gore Sekil 2.2°deki kalibrasyon egrisi olusturuldu. GSH miktarinin

hesaplanmasinda mg/g pellet miktar1 cinsinden belirlendi.
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Sekil 2.2. Glutatyon Kalibrasyon Egrisi

2.7.3. Maya Hiicresinde Total Protein Miktarmin Olgiilmesi

Orneklerin total protein miktarlarmin dl¢iimii Lowry ydntemine gore yapild: [191].

Bu amagla asagidaki ¢ozeltiler hazirlandi:
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A= %1 (w/v) Bakir siilfat (CuSO4.5H20) ¢ozeltisi
B= %2 (w/v) Sodyum potasyum tartarat

C= 0.2 M Sodyum hidroksit

D= %4 (w/v) Sodyum karbonat

Protein ile ilgili deney yapilacagi zaman 49 ml C reaktifi lizerine 49 ml D reaktifi
ilave edildi, daha sonra 1 ml A ve 1 ml B reaktifinden ilave edildi. Bu ¢o6zeltilerin
karisimindan hazirlanan reaktife E soliisyonu adi verildi. Daha sonra protein ¢ozeltisinden
deney tilipline alindi1 ve Ornek iizerine 4 ml E reaktifinden ilave edildi, karigtirildi ve 10
dakika oda sicakliginda bekletildi. Bekleme siiresi sonunda 500 pl Folin (10 ml Folin-
Ciocalteau reaktifi lizerine 10 ml saf su ilave edilerek hazirlanir) karisiminda eklenerek 30
dakika tekrar oda sicakliginda bekletildi ve sonra 750 nm’de kore kars1 spekrofotometrede
okundu.

Total protein Olglimiinde maya hiicresinde proteinler ¢oktiiriildiikten sonra elde
edilen pellete 1ml distile su ilave edilip vortekslendi, tekrar santrifiij edildi ve olusan
slipernatanta Ol¢lim yapildi. Deney hayvanlarinda ise alinan uygun miktardaki doku
ornekleri Tris-HCI ve EDTA (pH:7) tamponu ile homojenizasyondan sonra +4 °C’de 9000
devirde (rpm) 10 dk siire ile santriflij edilerek doku pelletinden ayrildiktan sonra olusan

stipernatant kisim alinarak Lowry metodu uygulandi [191].

2.7.4. Protein Kalibrasyon Egrisinin Olusturulmasi

Bu amagla saf haldeki albuminden 10 ml i¢in 0,003 g olacak sekilde hazirlandiktan

sonra standart gruplar asagidaki sekilde hazirlandi:

S1— 100 pl albumin + 4 ml E ¢ozeltisi + 0.5 ml Folin
S2— 200 pl albumin + 4 ml E ¢ozeltisi + 0.5 ml Folin
S3— 300 pl albumin + 4 ml E ¢ozeltisi + 0.5 ml Folin
S4— 400 pl albumin + 4 ml E ¢o6zeltisi + 0.5 ml Folin
S5— 500 pl albumin + 4 ml E ¢o6zeltisi + 0.5 ml Folin
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Gruplar 750 nm’de kore karsi okundu ve okunan degerlere gore Sekil 2.3’deki
kalibrasyon egrisi olusturuldu. Orneklerin protein miktarlar1 elde edilen bu kalibrasyon

egrisindeki denklem vasitasiyla hesaplandi.
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Sekil 2.3. Protein Kalibrasyon Egrisi

2.8. Maya Hiicresinden Lipidlerin Ekstraksiyonu

Maya hiicresinden lipidlerin ekstraksiyonu 3:2 (v/v) hekzan izopropanol karigimin
kullanildigr Hara ve Radin [192] metoduyla yapildi. Bunun i¢in maya hiicreleri Micra—D.8
homojenizatoriinde 11000 devirde (rpm) 30 sn ile 3:2 (v/v) oraninda 10 ml hekzan-
izopropanol ile par¢alandi. Homojenizasyon kab1 2 ml pargalama ¢ozeltisi ile yikandi ve
santrifiij tiiplerine alindi. Daha sonra 4500 devirde (rpm) 10 dk siire ile santrifiij edilen

maya 0rneklerinden {ist siipernatant kisim alinarak agzi kapakli deney tiiplerine konuldu.

2.8.1. Yag Asidi Metil Esterlerinin Hazirlanmasi

Lipitler i¢inde bulunan yag asitlerinin gaz kromatogafik analizinin yapilabilmesi
icin polar olmayan ugucu ve kararli yapiya sahip olan metil esterleri gibi tiirevlerine
doniistiiriilmesi gerekir. Lipitler icindeki yag asitlerini, metil esteri gibi tiirevlerine
dontistiiriilmesinde degisik metodlar kullanilmasina ragmen, Christie [193] ifade edildigi
gibi uygulamas: pratik ve verimi yliksek olan asit katalizli esterlestirme yontemi kullanildi.

Bu yonteme gore:
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Metil esteri hazirlamak i¢in hekzan/izopropanol fazi igindeki lipit ekstrakti 30
ml’lik sizdirma yapmayan deney tiiplerine alindi. Uzerine % 2 'lik metanolik siilfiirik
asitten 5 ml ilave edildi, vortex ile iyice karigsmalar1 saglandi. Bu karisim 50 °C’lik etiivde
15 saat siire ile metillesmeye birakildi.15 saatlik siire sonunda, tiipler etiivden ¢ikarildi oda
sicakligina kadar sogutuldu ve 5 ml % 5 lik sodyum kloriir ilave edilerek iyice karistirildi.
Tiipler i¢inde olusan yag asidi metil esterleri 5 ml hekzan ile ekstre edildi ve hekzan fazi
iisten pipetle alinarak 5 ml %2’lik KHCOj; ile muamele edildi ve fazlarin ayrilmasi i¢in 4
saat bekletildi. Daha sonra metil esterlerinin igeren karisim, 45 °C’de ve azot akimi altinda
¢oziiciisii uguruldu, 1 ml hekzan ile ¢oziilerek 2 ml’lik agz1 kapakli otosampler vialleri

icine alinarak gaz kromatogafisinde analiz edildi.

2.8.2. Yag Asidi Metil Esterlerinin Gaz kromatogafik Analizi

Lipit ekstrakti icindeki yag asitleri metil esterlerine doniistiiriildiikten sonra
SHIMADZU GC-17 gaz kromatografisi ile analiz edildi. Bu analiz i¢in 25 m uzunlugunda,
0,25 pm i¢ ¢apinda ve PERMABOND 25 mikron film kalinligina sahip Machery-Nagel
(Germany) kapiller kolon kullanildi. Analiz sirasinda kolon sicakligi 120-220 °C,
enjeksiyon sicakligr 240 °C ve dedektor sicakligi 280 °C olarak tutuldu. Kolon sicaklik
progami 120 °C’den 220 °C’ye kadar ayarlandi. Sicaklik artis1 200 °C’ye kadar 5 °C/dk ve
200 °C’den 220 °C’ye kadar 4 °C/dk olarak belirlendi. 220 °C’de 8 dakika tutuldu ve
toplam siire 35 dk olarak belirlendi. Tasiyict gaz olarak azot gazi kullanildi. Analiz
sirasinda Orneklere ait yag asidi metil esterlerinin analizinden 6nce, standart yag asidi metil
esterlerine ait karisimlar enjekte edilerek, her bir yag asidinin alikonma siireleri belirlendi.
Bu islemden sonra gerekli progamlama yapilarak Ornekler ait yag asidi metil esterleri

karisimlarinin analizi yapildi [194].

2.9. Maya Hiicresinde ADEK Vitaminleri ve Kolesterol Miktarinmin HPLC Cihazi ile
Analizi

5 ml siipernatant 25 ml ’lik agz1 kapakl tiipler i¢ine alinarak iizerine % 5’lik KOH
cozeltisi ilave edildi. Vortekslendikten sonra 85 C°’de 15 dk bekletildi. Tiipler ¢ikartilarak

oda sicakligina kadar sogutuldu ve {lizerine 5 ml saf su ilave edildi ve karistirildi.
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Sabunlagsmayan lipofilik molekiiller 2x5 ml hekzan ile extrakte edildi. Hekzan fazi
azot akimi ile uguruldu. 1 ml (% 50 + % 50, v/v) asetonitril/metanol karigiminda ¢oziilerek
otosampler viallerine alind1 ve analiz edildi.

Analiz, Shimadzu marka HPLC cihazi ile yapildi. Cihazda pompa olarak LC-10
ADVP UV-visible detectdor olarak SPD-10AVP, kolon firim1 olarak CTO-10ASVP,
otosampler olarak SIL-10ADVP, degasser linitesi olarak DGU-14A ve Class VP software
(Shimadzu, Kyota Japan). Mobil faz olarak asetonitril/metanol (%60+%40, v/v) karigimi
kullanildi.

Mobil faz akig hizi 1ml olarak belirlendi. Analiz i¢in UV dedektor kullanildi. Kolon
olarak da Siipelcosil LC 18 (15%4.6 cm, 5 um; Sigma, USA) kolonu kullanildi. Avitamini
icin dedeksiyon dalga boyu 326 nm, E vitamini i¢in 202 nm, D ve K vitaminleri i¢in 265
nm kullanild1 [195].
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3. BULGULAR

3.1. Organik Maddelerin DPPH Radikali Temizleme Etkisi

DPPH (a,a-Diphenyl-b-picrylhydrazyl) serbest radikalini temizleme etkisi gruplar
arasinda quercetin’e gore karsilastirildiginda 10ul c¢alisilan grupta D5 ve D6 kodlu
maddelerin belirgin diizeyde serbest radikal temizleme etkisine sahip oldugu gdzlendi
(p<0,001). D1, D2, D3, D4, D7, D8, D9, D10, D11 kodlu maddeler quercetin ile
karsilastirildiginda ise daha az etkinlige sahip olduklar1 saptandi (p<0,001).

Konsantrasyondaki artisa bagli olarak 20ul ve 30ul konsantrasyonla calisilan
gruplarda; D5, D6 ve D8 kodlu maddelerin DPPH serbest radikal temizleme etkisinde
belirgin diizeyde artis oldugu saptanmasmna ragmen (p<0,0001), D10 ve D11 kodlu
maddelerdeki artisin daha az oldugu gozlendi (p<0,001).

D1, D2, D3, D4, D7, D9 kodlu maddelerde ise konsantrasyon artigina bagl olarak
DPPH serbest radikal temizleme etkisi quercetin’e gore karsilagtirildiginda énemli dlgiide

azalma oldugu saptandi (p<0,0001).
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Sekil 3.1. Madde gruplarinin DPPH radikali temizleme etkisi



3.2. Madde Gruplarinin In vitro Ortamda Antioksidan Etkileri

Madde gruplarinin in vitro ortamda LPO {izerine etkileri karsilastirildiginda, 10 pl
calisilan grupta LPO miktarinin kontrole gére D1, D2, D4, D5, D6, D7, D9, D11 kodlu
madde gruplarinda belirgin diizeyde arttig1 saptandi (p<0,0001). D3 ve D2 kodlu madde
gruplarinda ise; kontrole gére LPO diizeylerinde azalma gozlendi (p<0,001). 50ul calisilan
gruplarda kontrole gore; FR grubu ile, D1, D2, D4, D10, ve D11 kodlu maddelerde
miktarin belirgin diizeyde arttig1 (p<0,0001), resveretrol ile D6, D7 ve D9 kodlu
maddelerdeki artisin daha az oldugu saptandi (p<0,001). Quercetin ile D5 ve D8 kodlu
maddelerde ise LPO miktar1 kontrole gore kismen azalirken (p<0,05), FR grubuna gore
daha belirgin oranda azalmistir (p<0,001).

100 pl mikrolitre calisilan grupta kontrole gore; FR grubu ile, D2, D3, D6, D7, D9,
D10 ve D11 kodlu madde gruplarinda belirgin diizeyde artmasina ragmen (p<0,0001); D4,
D1 ve D8 kodlu maddelerde LPO miktarindaki artisin daha az diizeyde oldugu saptandi
(p<0,001).

Quercetin ve Resveretrol gruplar1 ile D5 kodlu madde de ise, kontrol ve FR
gruplarina gore karsilastirildiginda; LPO miktarinda 6nemli dl¢lide azalma oldugu saptandi

(p<0,0001).
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Sekil 3.2. Madde gruplarinin in vitro ortamda lipid peroksidasyonu iizerine antioksidan etkileri
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3.3. Madde Gruplarinmin S. cerevisiae‘da Glutatyon (GSH), Malondialdehit (MDA) ve
Total Protein Sentezi Uzerine Etkisi

Tablo 3.1. D11, D2 kodlu madde gruplarinin S. cerevisiae‘de glutatyon (umol/g pellet) (GSH),
malondialdehit (nmol/g pellet) (MDA) ve total protein(mg/g) sentezi iizerine etkisi

Kontrol D11 D2
GSH 1,42+0,25 2,30+0,32 ¢ 1,71+0,19 °
MDA 4,09+0,37 5,22+0,35 ¢ 3,89+0,34
Protein 5,92+1,20 8,38+1,36 ¢ 8,79+1,30 ¢

d:p<0.001, c: p<0.01, b: p<0.05, a: p>0.05

D11 ve D2 kodlu maddelerin S. cerevisiae‘de glutatyon miktar: iizerindeki etkisi
kontrol grubuna gore karsilastirildiginda her iki grupta da miktarinin arttigi gozlendi.
Kontrole kiyasla D11 kodlu maddedeki artisin (p<0,001), D2 kodlu maddedeki artisa
(p<0,01) oranla daha daha yiiksek diizeyde oldugu saptandi.

D11 ve D2 kodlu maddelerin S. cerevisiae‘de MDA miktar1 {izerine etkisi kontrol
grubuna gore karsilatirildiginda; D11 kodlu maddenin MDA miktarini belirgin diizeyde
arttirdig1 gozlenirken (p<0,001); D2 kodlu maddenin MDA miktarin1 disiirdiigii saptandi
(p<0,01).

D11 ve D2 kodlu maddelerin S. cerevisiae‘de total protein miktaria etkisi kontrol
grubuna gore kiyaslandiginda her iki grupta da artisin yliksek diizeyde oldugu saptandi
(p<0,001).

Tablo 3.2. D4, D5, D10 kodlu madde gruplarinin S. cerevisiae‘da glutatyon (umol/g pellet) (GSH),
malondialdehit (nmol/g pellet) (MDA) ve total protein(mg/g) sentezi iizerine etkisi

Kontrol D4 D5 D10
GSH 0,73+0,03 0,12+0,05 ¢ 0,08+0,05 ¢ 0,01+0,01 9
MDA 2,98+0,30 ° 3,20+0,30 ° 3,27+0,30° 2,97+0,17 *
Protein 10,10+1,04 7,65+1,01 ° 6,80+0,78 ° 13,76+0,82 ¢

d:p<0.001, c: p<0.01, b: p<0.05, a: p>0.05
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D4, D5, D10 kodlu maddelerin S. cerevisiae‘de glutatyon (GSH) miktarina etkisi,
kontrol grubuna gore karsilastirildiginda, her ii¢ grupta da miktarin belirgin bir diizeyde
azaldig gozlendi (p<0,001).

D4, D5, D10 kodlu maddelerin S. cerevisiae‘de MDA miktarina etkisi kontrol
grubuna gore karsilastirildiginda, D4 ile D5 kodlu maddelerin MDA miktarin1 kismen
arttirdig1 gozlenirken (p<0,05), D10 kodlu maddenin istatiksel bir farklilik géstermedigi
saptand1 (p>0.05).

D4, D5 ve D10 kodlu maddelerin S. cerevisiae‘de total protein miktarina etkisi
kontrol grubuna gore karsilatirildiginda, D10 kodlu maddenin total protein miktarini
belirgin diizeyde arttirmasina ragmen (p<0,001), D4 ve D5 kodlu maddelerin miktari
diisiirdiigii saptandi. D4 kodlu madde total protein miktarin1 kismen diisiiriitken (p<0,05),
D5 kodlu maddenin total protein miktarini daha belirgin diizeyde diisiirdiigii gézlendi

(p<0,01).

Tablo 3.3. D3, D8, D9 kodlu madde gruplarinin S. cerevisiae‘de glutatyon (umol/g pellet) (GSH) ,
malondialdehit (nmol/g pellet) (MDA) ve total protein (mg/g) sentezi iizerine etkisi

Kontrol D8 D9 D3
GSH 0,36+0,09 0,27+0,03 ° 0,37+0,04 * 0,76+0,04 °
MDA 3,70+0,93 * 5,64+1,00 ¢ 3,71+0,75 ° 3,62+0,42°
Protein 8,59+0,46 14,05+0,53 ¢ 6,58+0,03 ° 10,67+0,51 ¢

cd: p<0.0001 d: p<0.001 c: p<0.01 b: p<0.05 a: p>0.05

D3, D8, D9 kodlu maddelerin S. cerevisiae‘de glutatyon miktar1 {izerine etkisi
kontrol grubuna gore karsilastirildiginda, D9 kodlu maddenin istatiksel bir farklilik
gostermedigi gozlenirken (p>0,05), D8 kodlu maddenin glutatyon miktarin1 kismen
azalttig1 (p<0,05); D3 kodlu maddenin ise kismen arttirdig1 saptandi (p<0,05).

D3, D8 ve D9 kodlu maddelerin S. cerevisiae‘de MDA miktarina iizerine etkisi
kontrol grubuna gore karsilastirildiginda, D8 kodlu maddenin, miktar1 belirgin diizeyde
arttirdig1 gozlenirken (p<0,001), D3 ve D9 kodlu maddelerin istatiksel olarak bir farklilik
gostermedigi saptandi (p>0,05).

D3, D8 ve D9 kodlu maddelerin S. cerevisiae‘de total protein miktarina etkisi,

kontrol grubuna gore karsilastirildiginda; D3 kodlu maddenin miktar: arttirirken (p<0,001),
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D8 kodlu maddenin daha belirgin diizeyde arttirdigi saptandi (p<0,0001). D9 kodlu

maddenin ise total protein miktarini kismen azalttig1 saptandi (p<0,05).

Tablo 3.4. D1, D6, D7 kodlu madde gruplarinin S. cerevisiae‘de glutatyon (umol/g pellet) (GSH),
malondialdehit (nmol/g pellet) (MDA) ve total protein(mg/g) sentezi lizerine etkisi

Kontrol D1 D6 D7
GSH 2,34+0,35 0,90+0,31 ¢ 0,63+0,10 ¢ 0,85+0,10 ¢
MDA 3,68+0,09 * 6,92+1,03 ¢ 4,3240,13 ¢ 3,70+0,09 *
Protein 5,17+0,82 7,83+1,39 ¢ 9,48+1,47 ¢ 10,73+1,19 ¢

cd: p<0.0001 d: p<0.001 c: p<0.01 b: p<0.05 a: p>0.05

D1, D6, D7 kodlu maddelerin S. cerevisiae‘de GSH miktar1 lizerine etkisi kontrol
grubuna gore karsilastirildiginda tiim gruplarda miktarin belirgin diizeyde azaldigi saptandi
(p<0,001).

D1, D6, D7 kodlu maddelerin S. cerevisiae‘de MDA miktarma etkisi kontrol
grubuna gore karsilastirildiginda, D6 kodlu maddenin miktar1 arttirdig1 (p<0,001); D1
kodlu maddenin ise daha belirgin diizeyde arttirdigi saptandi (p<0,0001). D7 kodlu
maddenin ise istatiksel bir farklilik gostermedigi gozlendi ( p> 0,005).

D1, D6, D7 kodlu maddelerin S. cerevisiae‘de total protein miktar1 lizerine etkisi
kontrol grubuna gore karsilastirildiginda; tiim gruplarda miktarin belirgin diizeyde arttigi

gozlendi (p<0,001).

34. D4, D5, D10 Kodlu Madde Gruplarimin S. cerevisiae‘nin Yag Asidi Profili
Uzerine Etkisi

D4, D5, D10 kodlu maddelerin S .cerevisiae mayasimin yag asiti profili {izerine
etkisi incelendiginde laurik asit (12:0) miktarmmin kontrole gore; DS ve D10 kodlu
maddelerde kismen azaldig1 (p<0,05); ve bu azalmanin D5 kodlu maddede daha belirgin
oldugu saptandi (p<0,01). D10 kodlu madde de ise kismen bir artis oldugu saptandi
(p<0,05).
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Tablo 3.5. D4, D5, D10 kodlu madde gruplarinin S. cerevisiae 'nin yag asidi profili lizerine etkisi(pg/1g)

Yag asitleri Kontrol D4 DS D10
12:0 34,73+1,83 ° 35,79+0,97 °* 14,50£2,41 27,96+1,69 °
16:0 191,65+11,57 | 230,82+11,50¢ | 273,29+11,49 °* | 233,01+11,58 ¢
16:1 223,98+10,54 | 96,50+10,23 ¢ | 122,45+10,66 ¢ | 128,78+10,42¢
18:0 62,14+1,93 76,06+1,33 € 87,95+1,74 ¢ 66,63+1,16°
18:1n9t 86,56+0,68 158,22+0,78 ¢ 160,47+0,59 ¢ | 169,82+0,81 ¢
18:1n9 35,55+10,7 ° 35,35£10,29% | 63,40+10,72F | 32,32+10,67°
18:2n6¢ 10,74+0,02 * 10,28+0,07 12,79+0,89 ° 13,02+0,14 °

cd: p<0.0001 d: p<0.001 c: p<0.01 b: p<0.05 a: p>0.05

Palmitik asit (16:0) miktarinin kontrole gore her li¢ grupta da belirgin diizeyde
artt1ig1 (p<0,001); bu artisin D5 kodlu madde de daha belirgin oldugu saptand1 (p<0,0001).
Sitearik asit (18:0) miktarinin kontrole gore, her {i¢ grupta da artt1g1, en belirgin diizeydeki
artisin D5 kodlu maddede oldugu saptandi (p<0,001).

Palmitoleik asit (16:1) miktarinin kontrole gore her ii¢ grupta da belirgin diizeyde
azaldigy, (p<0,001); en fazla azalmanin D4 kodlu madde de oldugu saptandi (p<<0,0001).
Elaidik asid ((18:1) n9t) miktarinin kontrole gore her ti¢ grupta da arttig1 (p<0,01), en fazla
artisin, D10 kodlu madde de oldugu saptandi (p<0,0001).

Oleik asid ((18:1)n9) miktarinin kontrole gére; D5 kodlu maddede belirgin diizeyde
arttig1 gozlenmesine ragmen (p<0,01); D10 kodlu maddede kismen azaldig1 (p<0,05), D4
kodlu madde de ise istatiksel bir farkliligin bulunmadig: saptandi (p>0,05).

Linoleik asid ((18:2)6nc) miktarinin kontrole gore; DS ve D10 kodlu maddelerde kismen

artt1g1 saptanirken (p<0,05); D4 kodlu maddede istatiksel olarak bir farkliligin bulunmadig:
saptand1 (p>0,05).
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3.5. D2 ve D11 kodlu Madde Gruplarinin S. cerevisiae nin Yag Asidi Profili Uzerine

Etkisi

Tablo 3.6. D2, D11 kodlu madde gruplarinin S. cerevisiae nin yag asidi profili iizerine etkisi(ug/1g)

Yag asitleri Kontrol D2 D11
16:0 80,39+10,82 85,49+10,75 © 85,49+10,75 °
16:1 95,53+9,43 121,72+9,32 ¢ 156,98+9,92
18:0 20,73+0,56 ° 17,18+0,57° 20,52+0,21°
18:1n9 45,83+0,04 ° 45,4140,05 * 61,50£0,06 ©
20:0 10,4240,15 * 10,4140,37 * 5,15+0,17

cd: p<0.0001 d: p<0.001 c: p<0.01 b: p<0.05 a: p>0.05

D2 ve D11 kodlu maddelerin S. cerevisiae’ nin yag asidi profili iizerine etkisi
incelendiginde palmitik asit (16:0) miktarinin kontrole gore; her iki grupta da kismen
arttig1 gozlendi (p<0,01).

Palmitoleik asit (16:1) miktarinin kontrole gore; D11 kodlu maddede belirgin
diizeyde arttig1 saptanirken (p<0,0001); D2 kodlu maddedeki artisin daha az diizeyde
oldugu saptand1 (p<0,001).

Sitearik asit (18:0) miktarinin kontrole gore; D2 kodlu madde de kismen azaldig:
saptanirken (p<0,05); D11 kodlu maddede istatiksel olarak bir farklilik bulunmadigi
saptandi (p>0,05).

Oleik asit miktarinda ((18:1)1n9) kontrole gore; D11 kodlu maddede kismen bir
artis oldugu (p<0,01); D2 kodlu maddede ise istatiksel olarak bir farkliligin bulunmadig:
saptandi (p>0,05)

Arasidik asit (20:0) miktarinin kontrole gore; D11 kodlu maddede kismen azaldig:
saptanirken (p<0,01); D2 kodlu maddede istatiksel olarak bir farkliligin bulunmadigi
saptand1 (p>0,05).
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3.6. D3, D8, D9 Kodlu Madde Gruplarinin S. cerevisiae ’nin Yag Asidi Profili Uzerine

Etkisi

Tablo 3.7. D8, D9, D3 kodlu madde gruplarinin S. cerevisiae nin yag asidi profili {izerine etkisi(ug/1g)

Yag asitleri Kontrol D8 D9 D3
12:0 49,49+2,5 28,16+2,09 25,85£2,01 ¢ 0
14:0 95,39:2,48 104,26+2,84 ° 106,51+2,05° 44,03+2,42 9
15:0 71,15+2,22 63,14+1,04 ° 69,99+1,81 31,87+1,09 ¢
16:0 458,04+4,40 543,83+4,53 554,20+4,55 272,08+4,43
16:1 160,49+4,41 280,23+2,73 286,99+2,78 215,5242,91 %
17:1 138,34+21,47 | 121,40+21,32° 129,88+22,04 ° 60,98+21,06
18:0 80,44+12,77* | 86,92+12,92° 80,91+12,81° 43,24+12,62
18:1n9t 172,71£11,65 | 264,24+12,58 % | 259,32+12,92°% | 121,42+11,65“
18:1n9 72,49+2,31° 48,52+2,60 9 75,39+2,19 ° 38,35+2,45 %
18:2n6¢ 140,14+£20,63 | 148,41+21,33° 166,30+21,38 ¢ 97,89+22,03 ™
18:2n6t 40,32+12,57 ° 44244977 44274917 * 42424970

cd: p<0.0001 d: p<0.001 c: p<0.01 b: p<0.05 a: p>0.05

D3, D8, D9 kodlu maddelerin S. cerevisiae nin yag asidi profili iizerine etkisi

incelendiginde laurik asit (12:0) miktarinin kontrole gore; D8 ve D9 kodlu maddelerde
azaldig1 saptand1 (p<0,01).

Miristik asit (14:0) miktariin kontrole gore; D8 ve D9 kodlu maddelerde kismen
arttigr gozlenirken (p<0,05); D3 kodlu maddede belirgin diizeyde azalmanin oldugu
saptandi1 (p<0,001).

(15:0) miktarinin kontrole goére tim gruplarda kismen azaldigi saptanirken
(p<0,01), gruplar arasindaki en fazla azalmanin D3 kodlu madde de oldugu saptandi
(p<0,001).

Palmitik asit (16:0) miktarinin kontrole gére D8 ve D9 kodlu maddelerde belirgin
diizeyde arttig1 (p<0,0001); D3 kodlu maddede ise belirgin diizeyde azalma oldugu
saptandi (p<0,0001).

Sitearik asit (18:0) miktarinin kontrole gére D8 kodlu maddede kismen arttig1 halde
(p<0,005); D3 kodlu maddede belirgin bir diizeyde azalma oldugu saptandi (p<0,0001). D9
kodlu maddede ise istatiksel olarak bir farklilik bulunmadigi saptandi (p>0,05).
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Palmitoleik asit(16:1) miktarinin kontrole gore; tim gruplarda belirgin diizeyde
arttig1 (p<0,001); gruplar arasindaki en biiyiik artisin D9 kodlu maddede oldugu saptandi
(p<0,0001).

(17:1) miktarin kontrole gore tiim gruplarda kismen azaldig (p<0,05); gruplar
arasinda en belirgin azalmanin D3 kodlu maddede oldugu saptandi (p<0,0001).

Elaidik asit((18:1)n9t) miktarinin kontrole gore D8 ve D9 kodlu maddelerde
belirgin diizeyde arttiginin saptanmasina ragmen (p<0,0001); D3 kodlu maddede belirgin
diizeyde bir azalmanin oldugu saptand1 (p<0,0001).

Oleik asit((18:1)n9¢c) miktarinda kontrole goére; D3 ve D8 kodlu maddelerde
belirgin bir diizeyde azalmanin gozlenmesine ragmen (p<0,001); D9 kodlu maddede
kismen bir azalmanin oldugu saptandi (p<0,05).

Linoleik asit((18:2)n6c) miktarinda D8 ve D9 kodlu maddelerde kontrole gore artig
oldugu; artisin D9 kodlu maddede daha belirgin oldugu saptandi (p<0,001). D3 kodlu
maddede ise kontrole gére dnemli diizeyde bir azalmanin oldugu saptandi (p<0,0001).

((18:2)n6t) miktarinin D8 ve D9 kodlu maddelerde kontrole gore kismen arttigi
saptanmasina ragmen (p<0,05); D3 kodlu maddede kismen azaldig: saptand1 (p<0,05).

3.7. D1 ve D6 Madde Gruplarinin S. cerevisiae’nin Yag Asidi Profili Uzerine Etkisi

D1 ve D6 kodlu maddelerin S. cerevisiae’nin yag asidi profili iizerine etkisi
incelendiginde Laurik asit (12;0) miktarinin D6 kodlu maddede azaldigi (p<0,001); D1
kodlu maddede ise istatiksel bir farkliligin bulunmadig: saptandi. (p>0,05).

Palmitik asit (16:0) miktarinda kontrole gore; D1 kodlu maddede belirgin diizeyde
artis oldugu saptanmasina ragmen (p<0,001); D6 kodlu madde de kismen bir artig oldugu
gozlendi (p<0,05).

Palmitoleik asit (16:1) miktar1 kontrole gore karsilastirildiginda D1 kodlu maddede

belirgin diizeyde artis oldugu saptanirken (p<0,0001); D6 kodlu maddedeki artisin daha az
oranda oldugu saptandi (p<0,001).
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Oleik asit (18;1n9) miktar1 kontrole gore karsilagtirildiginda D1 kodlu maddede
artis oldugu saptanirken (p<0,01); D6 kodlu maddede belirgin diizeyde azalma oldugu
saptand1 (p<0,0001).

Stearik asit (18:0) ve arasidik asit (20:0) miktarinin kontrole gore; D6 kodlu
maddede arttig1 (p<0,001); artistn D1 kodlu maddede daha belirgin diizeyde oldugu
saptandi (p<0,0001).

Docosaenoik asit (22:1) ve Docosadienoic asit (22:2) miktarlar1 kontrole gore her
iki grupta da artarken (p<0,001); artisin D6 kodlu maddede daha belirgin diizeyde oldugu
saptandi (p<0,0001).

Tablo 3.8. D1, D6 kodlu madde gruplarinin S. cerevisiae nin yag asidi profili iizerine etkisi(pg/1g)

Yag Asitleri Kontrol D1 D6

12:0 20,80+1,33° 20,52+1,53° 14,19+0,95 ©
16:0 122,95+2,29 189,16+2,59 128,48+2,76°
16:1 40,10+1,44 244,43+1,52 1 58,96+1,63 ¢
18:0 35,80+1,93 53,68+1,96 < 41,60+1,50 ¢

18:1n9 80,67+1,52 88,38+1,74° 58,86+1,60 d
20:0 6,94+1,11 14,91+0,97 cd 12,76+0,57 ¢
22:1 246,21+3,11 347,19+3,42 9 381,10+4,03 @
22:2 30,16+1,07 49,08+1,29 ¢ 50,18+1,46 ¢

cd: p<0.0001 d: p<0.001 c: p<0.01 b: p<0.05 a: p>0.05

3.8. D2 ve D11 Kodlu Madde Gruplarinin S. cerevisiae’nin Lipofilik Vitaminler ile
Fitosterol Profili Uzerine Etkisi

D11 kodlu maddenin S. cerevisiae’nin lipofilik vitaminler ile fitositerol profili

tizerine etkisi incelendiginde; a tokoferol, stigmasterol, B-sitosterol miktarlarinin kontrole
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gore Onemli Olglide azaldigi saptanirken (p<0,0001); o tokoferol ve stigmasterol

vitaminindeki azalmanin daha diisiik oranda oldugu gozlendi (p<0,05).

Tablo 3.9. D11, D2 kodlu madde gruplarinin S. cerevisiae‘de lipofilik vitaminler ile fitosteroller {izerine

ekisi

Vitaminler Kontrol D11 D2
a-tokoferol 5,25+0,46 0,70:£0,10 ¢ 2,88+1,02 ¢
8-tokoferol 0,90+0,25 0,80+0,29 ° 0,53+0,33
D2 vitamini 1,60+0,51 0,68+1,03 " 0,65+0,78 °
K1 vitamini 0,12+0,08 0,35+0,07 0,16+0,06 °
K2 vitamini 0,90+0,56 * 0,91+0,24 * 0,78+0,24 °
Ergosterol 4,09+1,11 13,71+1,40 < 9,62+1,44 ¢
Stigmasterol 426,59+11,46 250,62+11,40 ™ 376,25+11,60 ¢
B-sitosterol 2,20+0,31 0,38+0, 34 < 0, 64+0,76 ¢

cd: p<0.0001 d: p<0.001 c: p<0.01 b: p<0.05 a: p>0.05

D11 kodlu maddede kontrole gore; K, vitamin diizeyi karsilagtirildiginda istatiksel
olarak bir farklilik bulunmadigi (p>0,05); buna karsilik K1 vitamini ve ergesterol
diizeylerinde artig oldugu ve bu artisin ergesterol miktarinda ¢ok daha belirgin diizeyde
oldugu saptandi (p< 0,0001).

D2 kodlu maddenin S. cerevisiae’nin lipofilik vitaminler ile fitositerol profili
tizerine etkisi incelendiginde; o tokoferol , o-tokoferol, D, vitamini, K, vitamini,
stigmasterol ve f-sitosterol miktarinda kontrole goére azalma oldugu (p<0,05) ve bu
azalmanin o-tokoferol ve stigmasterol miktarinda daha belirgin diizeyde oldugu saptandi
(p<0,0001). D2 kodlu maddenin K; vitamin miktarin1 kontrole goére kismen arttirdigi
gozlendi (p<0,05).

D2 ve D11 kodlu maddeler gruplar aras1 karsilastirildiginda ise D2 kodlu maddenin
D11 kodlu maddeye gore d-tokoferol, D, vitamini, K, vitamin diizeylerini daha belirgin
oranda azaltmasina ragmen (p<0,01); a-tokoferol, stigmasterol , B-sitosterol diizeylerinde
kismen bir azalmanin oldugu saptandi (p< 0,05). Ergesterol miktar1 kontrole gore gruplar

arasinda karsilastirildiginda; D11 deki aartisin daha belirgin oldugu saptandi.
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3.9. D4, D5, D10 Kodlu Madde Gruplarinin S. cerevisiae’de Lipofilik Vitaminler ile
Fitosterol Profili Uzerine Etkisi

D4, D5, D10 kodlu maddelerin S. cerevisiae’de lipofilik vitaminler ile fitosterol
profili {izerine etkisi incelendiginde a-tokoferol, d-tokoferol, K; vitamini ve Stigmasterol
miktarlarinin kontrole gore, tiim gruplarda arttig1 saptandi. a-tokoferol vitamin miktarinda
kontrole gore en fazla artisin D5 kodlu maddede olmasina karsilik (p<0,0001); D10 kodlu
madde de daha az oranda artis oldugu saptandi (p<0,001).

d-tokoferol miktarindaki en belirgin artisin D10 kodlu maddede oldugu halde
(p<0,01); D4 ve D5 kodlu maddelerde nispeten daha az diizeyde artis oldugu saptandi
(p<0,05).

K, vitamini i¢in en fazla artisin D5 kodlu madde de oldugu gézlenmesine ragmen
(p<0,0001); D4 ve D10 kodlu madde gruplarinda kismen bir artig oldugu saptandi(p<0,01).

Stigmasterol i¢cin D4 ve D5 kodlu maddelerde artis gézlenirken (p<0,001); en fazla
artisin D10 kodlu madde oldugu saptandi (p<0,0001).

Ergesterol ve [-sitosterol miktarlar1 kontrole gore karsilastirildiginda D4 kodlu
maddede istatiksel olarak bir farkliligin bulunmadigi saptanirken (p>0,05); D5 kodlu
maddenin ergesterol miktarin1 azalttigi (p<0,05) ve D10 kodlu maddenin ergesterol
miktarini belirgin diizeyde arttirdigr saptandi (p<0,0001). B-sitosterol i¢in; D5 kodlu
maddenin miktar1 belirgin diizeyde arttirdig1 saptanirken (p<0,001); D10 kodlu maddenin
kismen arttirdigi belirlendi (p<0,05).

D, vitamin miktarinin kontrole gore; D4 ve D5 kodlu maddelerde arttigi, en
belirgin diizeydeki artisin D4 kodlu madde de oldugu saptandi (p<0,01); D10 kodlu

maddede ise kontrole gore belirgin diizeyde azalma oldugu gozlendi (p<0,0001).

Tablo 3.10. D4, D5, D10 kodlu madde gruplarinin S. cerevisiae’de lipofilik vitaminler ile fitosteroller
iizerine etkisi

Vitaminler Kontrol D4 D5 D10
a-tokoferol 2,85+1,51 5,32+0,82 ¢ 14,61+1,33 7,90+1,36 ¢
§-tokoferol 0,79+0,33 0,89+0,24 ° 0,89+0,19 ° 1,02+0,34 €
D2 vitamini 1,2840,78 1,81£0,39 1,66+0,60 ° 0,25+034
K1 vitamini 0,16+0,15 0,46+0,34 € 0,60+0,48 0,47+0,32
K2 vitamini 0,49+0,08 0,28+0,09 ¢ 0,08+0,07 < 0,56+0,07 °
Ergosterol 3,23+0,88 * 3,25+1,22° 2,72+0,44 ¢ 5,68+1,40
Stigmasterol 198,40+11,22 | 240,86x11,41% | 246,16x11,12% | 320,22+11,96
B-sitosterol 0, 52+0,37 ° 0,51+0,22 1,23+0,87 ¢ 0,83£0,59°

cd: p<0.0001 d: p<0.001 c: p<0.01 b: p<0.05 a: p>0.05

85




3.10. D8, D9, D3 Kodlu Madde Gruplarmin S. cerevisiae ’de Lipofilik Vitaminler ile
Fitosterol Profili Uzerine Etkisi

D8, D9, D3 kodlu maddelerin S. cerevisiae’ de lipofilik vitaminler ile fitosterol
profili iizerine etkisi incelendiginde a-tokoferol, K; vitamini ve Stigmasterol diizeyinin
kontrol grubuna gore tiim gruplarda arttigt gozlendi. a-tokoferol ve stigmasterol
miktarindaki en belirgin diizeydeki artisin D8 kodlu madde oldugu(p<0,0001); K;
vitaminindeki en belirgin diizeydeki artisin ise D9 kodlu maddede oldugu saptandi
(p<0,0001).

Ergesterol ve K, vitamini kontrole gore karsilastirildiginda D8 ve D9 kodlu madde
gruplarinda kismen arttig1 halde (p<0,05); D3 kodlu madde grubunda azaldig1 saptandi
(p<0,01). Ergesterol miktarindaki en belirgin artistn D9 kodlu madde grubunda oldugu
gozlenirken (p<0,0001), K, vitaninindeki en belirgin artisin D8 kodlu madde de oldugu
saptandi1 (p<0,05).

d-tokoferol ve B-sitosterol miktar1 kontrole gore karsilastirildiginda; tiim gruplarda
azaldig1 saptand1 (p<0,01).

D, vitamini kontrole gore karsilastirildiginda; D8 ve D9 kodlu maddelerde kismen

artis oldugu halde (p<0,05); D3 kodlu madde de kismen azalma oldugu saptandi (p<0,05).

Tablo 3.11. D8, D9, D3 kodlu madde gruplarimin S. cerevisiae ‘de lipofilik vitaminler ile fitosteroller {izerine

etkisi

Vitaminler Kontrol D8 D9 D3
a-tokoferol 1,59+0,26 6,53+0,07 < 3,17+0,18 ¢ 2,46+0,14 9
§-tokoferol 0,38+0,08 0,15+0,10 0,16+0,20 0,10+0,10 °
D2 vitamini 0,02:£0,04 0,05+0,12 ° 0,09+0,13 ° 0,01+0,00°
K1 vitamini 0,22+0,15 0,37+0,11° 0,42+0,16 ° 0,36+0,16°
K2 vitamini 1,15+0,45 1,30+0,26 ° 1,2240,25° 0,56+0,46 ©
Ergosterol 10,25+0,24 12,09+1,17° 15,75+1,38 < 8,58+1,35°¢
Stigmasterol 525,61+11,71 | 917,93+11,11°¢ | 849,76+11,41 °* | 535,51+11,11°
B-sitosterol 0,96+0,21 0,31+0,54 ° 0,31+0,29 0,49+0, 34 ©

cd: p<0.0001 d: p<0.001 c: p<0.01 b: p<0.05 a: p>0.05
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3.11. Dlve D6 Kodlu Madde Gruplarmin S. cerevisiae’de Lipofilik Vitaminler ile
Fitosterol Profili Uzerine Etkisi

D1ve D6 kodlu maddelerin S. cerevisiae’de, lipofilik vitaminler ile fitositerol profili
tizerine etksi incelendiginde; a-tokoferol ve B-sitosterol diizeylerinin her iki grupta da
kontrol grubuna gore arttig1 saptandi (p<0,0001). a-tokoferoldeki en belirgin diizeydeki
artisin D1 kodlu maddede olmasmna karsilik; [-sitosterol miktarindaki en belirgin
diizeydeki artisin D6 kodlu maddede oldugu saptandi (p<0,001).

K, ve K, vitamin miktar1 kontrole gore karsilagtirildigin da her iki grupta da azalma
oldugu (p<0,05) ve bu azalmanin D6 kodlu madde de daha belirgin oldugu saptandi
(p<0,01).

D, vitamini, J-tokoferol ergesterol ve stigmasterol diizeyleri kontrole gore
karsilastirildiginda; D1 kodlu madde grubunda kontrole gore artig gozlenirken (p<0,001);
D6 kodlu madde de azalma oldugu saptand (p<0,001).

Tablo 3.12. D1, D6 kodlu madde gruplarinin S. cerevisiae 'de lipofilik vitaminler ile fitosteroller iizerine

etkisi

Vitaminler Kontrol D1 D6
a-tokoferol 13,96+1,36 27,3441,13 ¢ 15,821,429
8-tokoferol 0,14+0,13 1,37+0,10 ¢ 0,11+0,15°
D2 vitamini 0,59+0,01 1,01+0,13 ¢ 0,16+0,33 9
K1 vitamini 0,22+0,16 0,17+0,13 ° 0,11+0,08 °
K2 vitamini 0,22+0,16 0,17+0,13 ° 0,11+0,08 °
Ergosterol 3,76+0,52 5,93+0,45 < 3,19+0,54 ¢
Stigmasterol 274,11+2,09 382,2742,49 182,55+2,02 ¢
B-sitosterol 0,46+0,10 0,65+0,10 0,99+0,17 ¢

cd: p<0.0001 d: p<0.001 c: p<0.01 b: p<0.05 a: p>0.05




4. TARTISMA

Organik kimya uzun yillara kadar canli varliklarin yapisindaki bilesiklerin kimyasal
yapisini aydinlatan bilim dali olarak tanimlanmistir. Ancak daha sonraki yillarda birgok
yeni organik bilesik laboratuvarda sentezlenmeye baslanmistir. Sentezlenen bu bilesiklerin
bir¢ogunun canli organizmalarin yapisinda bulunan molekiillere benzerlikleri vardir.

Glniimiizde o6zellikle organik sentezlerde biyolojik aktiviteye sahip yeni
polifonksiyonel bilesiklerin sentezi ¢ok biiylik onem tasimaktadir. Hem dogal hem de
sentetik olarak elde edilebilen kalkonlar; kimyasal olarak ii¢lii bir a,-doymamis karbonil
grubuna katilan iki aromatik halka icinde acik uglu flavonoid benzeri yapilardir. Bu
yiizden, son yillarda kalkon ve tiirevleri yogun bir ilgi odagi olmus ve 6zellikle biyolojik
aktiviteleri lizerine ¢ok sayida ¢aligma yapilmistir.

Kalkon tiirevleri, flavonoidlerin heterosiklik C halkasina sahip olmayan
tiyelerinden biridir. Flavonoidlerin temel yapisindaki propan zinciri {izerinde a,f3-
doymamis karbonil grubunun bulunmasi yani bir ¢ift bag ve bir keton grubunun yer almasi
kalkonlar1 ortaya cikarir. Kalkon ifadesi 1,3-diaril-2-propen-1-on yapisi igeren biitlin
bilesikler i¢in kullanilir [4].

Dogal ya da sentetik bilesikler olan kalkonlar flavonoid ailesine iiye bilesiklerdir
ve genis bir biyolojik aktivite spektrumuna sahiptirler [4]. Kalkonlarin, karsinogenezin
gelisimini engelleyen ve dokularda iyilestirici etki gdsteren anti kanser ajanlarinin bir sinifi
oldugu ileri siirilmistiir. Yenilebilir bitkilerde bol olan flavonoid ve izoflavonoidlerin
onciisii olan molekiiller gibidir [5]. Yapilan caligmalarda kalkonlarin; antikanser [6],
antienflamatuar [7], antiinvasiv, antitiiberkiiloz ve antifungal [5], aktivite gosterdigi
goriilmektedir. Bunlarin yanisira; antioksidant, antimalarial, antileishmanyal ve antitimor
ajant olduklar1 da rapor edilmistir [196]. Baz1 kalkon ve flavonoid tiirevlerinin anti-HIV
aktivitesi gosterdigi de belirtilmistir [196]. Kalkonlar, flavonlar gibi dogal olarak olusan
bircok pigmentin iyi bilinen onciileridirler.

Biyolojik olarak kullanildiklar1 kadar polimerlerde UV-absorbsiyon filtreleri olarak
farkl tiirdeki optik materyallerde, yiyecek endiistrisinde, holografik kayit teknolojileri gibi
bircok uygulama alaninda da kullanilirlar [8]. Bir ketovinil grubuna sahip ¢ok sayida
bilesigin 6nemli derecede biyolojik aktivite gosterdigi iyi bilinen bir gergektir [197].
Kalkonlar da ketovinil grubu igeren bilesikler arasindadir ve gosterdikleri biyolojik

aktiviteden dolay1 kalkonlar {izerine yapilan ¢aligmalarin sayis1 giin gegtik¢e artmaktadir.



Lin vd [10], bir dizi kalkon ve flavonoid tiirevinin 6ldiiriicti ve bulasici bir hastalik
olan tiiberkiiloza kars1 aktivitelerini incelemislerdir. Yaptiklar: ¢calisma sonunda iki kalkon
tirevinin ve dort kalkon tipi bilesigin tiiberkiiloz bakterisine karst % 90’ {izerinde
inhibisyon gosterdigini tespit etmislerdir. Nakamura vd [11], florlanmis 3.,4-
dihidroksikalkonlar {izerinde yaptiklari ¢alismada, kalkonlarin antiperoksidasyon ve in
vitro (bir test tlipli igerisinde) sartlarda antitiimor olarak biyolojik aktivitelerini
incelemislerdir. Bu kalkonlarin fare bazofilik 16semi-1 hiicreleri (RBL- 1) {izerinde 5-
lipoksigenaz inhibisyonu ve fare karaciger mikrozomlarinda Fe**-ADP indiiklenmis
NADPH-bagimli  lipid peroksidasyon {lizerinde inhibisyon etkisi gosterdikleri
belirlenmistir. Ayrica 6-fluoro-3,4-dihidroksi-2’°,4’-dimetoksikalkonun kullanilan bir insan
kanser hiicre kiiltiirti paneli (HCC paneli) {izerinde oldukga etkili oldugu goriilmiistiir.

Kalkonlarin pek c¢ok faydali ozellikleri yani sira sitotoksik etkileri de
bulunmaktadir. Nam vd [12], bir dizi 2’,5’-dihidroksikalkon tiirevlerinin timor hiicre
kiiltiirlerine (B16 fare cilt tiimori, HCT 116 insan kalin bagirsak kanseri, A31 insan
epitelyum tiimorii) karst ve insan gbbegine ait damarli endotel hiicrelerine (HUVEC) kars1
sitotoksik etkilerini arastirmislardir. Incelenen kalkon tiirevleri arasindan birkag
molekiiliin, diisiik mikromolarda IC50 degerleri ile yalnizca tiimor hiicre kiiltiirlerine karst
degil endotel hiicre kiiltiirit HUVEC’e kars1 da belirgin sitotoksik segicilik gosterdigi rapor
edilmistir. Yeni kan damarlariin endotel hiicrelerinden olusumu (anjiyogenez) kati timor
gelismesinin bir 6n kosuludur, anjiyogenezin inhibisyonu gelismeyi ve kanserli tiimdrleri
cogalmasini sinirlayacaktir. Bu sonuglara dayanarak Nam vd [12], kalkonlarin potansiyel
anjiyogenez inhibitorii olabilecegini 6ne siirmiislerdir.

Bu yiizden, bu caligmada furan halkasi igeren kalkon tiirevlerinin sentezi ve
biyolojik aktivitelerinin incelenmesi amagclandi. Ayrica, kalkonlarin yapilarinda ao,f-
doymamis sistem igermeleri onlar1 kimyasal olarak da 6nemli kilmaktadir ve ¢ok sayida
hetero halkali bilesigin sentezinde ¢ikis maddesi olarak kullanilmaktadirlar.

Sentezlenmis olan benzofuran tiirevi bilesiklerin in vitro serbest radikal temizleme
etkisi ve in vitro lipit peroksidasonu (LPO) iizerine olan etkileri ile; Saccharomyces
cerevisiae’deki glutatyon (GSH), malondialdehit (MDA), total protein miktar1 iizerine

etkisi ile vitamin ve yag asidi sentezi lizerine olan etkisi arastirilmistir.
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4.1. Benzofuran Tiirevi Organik Maddelerin In vitro Ortamda Etkileri

Bulgularimiza gore; organik maddelerin DPPH serbest radikal temizleme etkisi
karsilastirildiginda; D5 ve D6 kodlu maddelerin diger maddelere gore oldukga belirgin
oranda radikal temizle etkisinin oldugu belirlendi. Artan konsantrasyonlara bagli olarak bu
gruplarin etkinligi karsilastirildiginda ise; DS, D6 ve D8 kodlu maddelerin DPPH serbest
radikal temizleme etkisinde belirgin diizeyde artis oldugu saptandi. Yapilan bircok
calismada benzofuran tiirevi bilesiklerin antioksidan 06zeliginin oldugu belirlenmistir.
Grisar vd. [30] ile Bindoli vd. [31], benzofuran tiirevi bilesiklerin lipit peroksidasyonu
sonucu olusan oksidanlar1 ve stilfohidril grup oksidanlariyla etkileserek bu oksidanlar1 yok
ettigi ve dolayisiyla antioksidan oldugunu yapmis olduklari arastirmalarda belirtmislerdir.
Organik maddelerin antioksidan olma 6zelligi igerdigi OH- gruplarinin sayis1 ve yerlesim
merkezleri ile yakindan ilgilidir. OH- grubunun fazla olmasi1 antiradikal etkinligi arttiran
baslica etkendir. Ciinkii OH- grubundaki hidrojen donér olarak gorev almakta ve basta
hidroksil, peroksil ve peroksinitrit olmak iizere radikalleri kararli hale getirmektedir.

D1, D2, D3, D4, D7, D9, D10 kodlu maddelerde ise konsantrasyon artisina bagl
olarak DPPH serbest radikal temizleme etkisinde 6nemli 6l¢iide azalma oldugu saptandi.

Bir serbest radikal inhibitorii radikalik tepkimeyi durdurur. Bir inhibitér bazen
serbest radikal tuzagi olarak tanimlanir. Bir serbest radikal inhibitorii, etkin radikallerle
tepkimeye girerek goreceli kararli ve etkin olmayan radikalleri olusturur.

Otooksidasyonunu kontrol etmek icin kullanilan inhibitorlere antioksidan ya da
gida endiistrisinde koruyucu madde denir. Aromatik halkaya bagli OH grubu iceren
fenoller, etkili antioksidanlardir, ¢ilinkii bu bilesiklerden olusan radikaller, rezonans

kararliligina sahiptir. Bu nedenle diger radikallere gore etkin olmayan radikallerdir.

Fenol Kararli radikal

Fenol radikallerinin rezonans yapilari;
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Gidalarda koruyucu olarak kullanilan BHT, sentetik bir fenoldiir. Halkadaki metil
grubu yerine ~OCHj3 grubunun bulundugu BHA da baska bir koruyucu maddedir. Bitkisel
yaglarda, ozellikle de bugday tohumu yaginda dogal olarak olusan a-tokoferol ya da E

vitamininin bir koruyucu madde oldugu belirlenmistir.

Fenolik OH gruplari

CH
C(CH 3
(CFa)s HsC o CHs
CH
"G on CH,—CH,—CH CIDH3 CH
HO 2 2 2 3
C(CHg)3z oH
3
BHT
E vitamini

'Bitillenmis hidroksi toluen'’

Calismamizda cesitli kalkon ve pirazolin tiirevlerinin DPPH ile etkilesimine
bakildiginda D5, D6, D8, D11 kodlu maddelerinin 6nemli Ol¢iide etki gosterdigi
saptanmistir. Bu maddelerin yapilar1 incelendiginde pirazolin siibstitiie fenol ve fenol
halkasina elektron salic1 gruplarin baglandigr goriilmiistiir. Bilindigi gibi fenol radikalleri
kararl radikaller olduklari igin iyi sonu¢ vermislerdir. Ustelik fenol halkasina -OCHj3 gibi
elektron salic1 gruplar baglandiginda ise daha iyi etki gosterdigi bulunmustur. Baska bir
ifadeyle; fenol halkasindaki —OH grubu ile etkinligi fazla olan radikal (DPPH) reaksiyona

girerek daha kararli olmayan fenol radikallerini meydana getirmektedir.
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Bir reaksiyonda her zaman, hangi {iriin kararliysa o iirlin olusur. Kararsiz ve
etkinligi fazla olan firiinlerin ortamda bulunma ihtimali diisiiktiir. Yukarida gegen
reaksiyonda da fenol radikali, DPPH  radikalinden daha kararli oldugu i¢in ortamda fenol
radikalinin bulunma olasiligi ¢ok daha yliksektir. Ayrica elektron salici (-OCHs)
gruplarinin varligi da yapiya ekstra kararlilik kazandirmaktadir.

Genellikle fenol halkasmin siibstitiie kalkon tiirevlerinin (D5 hari¢) DPPH" radikal
ile 1y1 sonuglar vermedigi goriilmiistiir. Bunun sebebi bu yapilarda bastan basta
konjugasyon olmasiyla yorumlanabilir. S6yleki yapidaki konjugasyon fenol halkasindaki
elektron yogunlugunun azalmasina sebep olacaktir. Elektron yogunlugu azaldik¢a fenol
radikalinin kararlilig1 da azalacaktir. Dolayisiyla daha etkin radikaller ortaya ¢ikacaktir. Bu
da sonucu olumsuz etkilemektedir.

Pirazolin siibstitiie fenol tiirevlerinin kalkon siibstitlie fenol tiirevlerine gére daha
1yl sonug vermesinin sebebi ise, pirazolin siibstitiie fenol tiirevlerinde konjugasyonu biitiin
yapiya dagilmaz. Ayrica -NH grubu elektron salici bir gruptur. Dolayisiyla elektron
yogunlugu kalkon siibstitiie fenol tiirevlerine gore daha fazladir. Bu ¢alismada elde edilen
sonuclar da pirazolin siibstitiie fenol radikallerinin kalkon siibstitiie fenol radikallerine gore

daha kararli oldugunu desteklemektedir.
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In vitro’da organik maddelerin DPPH serbest radikal temizleme etkisinin yaninda
MDA diizeyi lizerine etkisi de arastirildi. Serbest radikallerin, membranlarin reseptorlerine
kovalent baglanmasi, c¢oklu doymamis yag asidi/protein oramini degistirir ve lipit
peroksidasyonunu baglatir [198]. Bu sekilde olusan lipit peroksitleri kolaylikla yikilarak,
en onemlisi MDA olan reaktif karbon bilesiklerini meydana getirirler. Bu nedenle MDA
miktar1 6l¢iimii dokulardaki lipit peroksidasyon derecesini yansitmaktadir. MDA, molekiil
oksijen azalmasi yaparak siiperoksit anyonu ve hidrojen peroksit olusumuna neden olur, bu
tirtinlerde hiicre ve dokulara hasarlayici etki yaparlar.

Madde gruplarinin in vitro ortamda LPO tizerine etkileri karsilastirildiginda; 10 pl
caligilan grupta LPO miktarinin kontrole goére tiim gruplarda belirgin diizeyde arttig
saptandi. Konsantrasyon miktarindaki artiga paralel olarak kontrole gore, FR grubu ile; D1,
D2, D3, D4, D10, ve D11 kodlu maddelerde LPO miktarin belirgin diizeyde artmasina
ragmen; resveretrol ile D6, D7 ve D9 kodlu maddelerde daha az oranda arttig1 belirlendi.
D5 ve D8 kodlu maddelerin MDA miktarini 6nemli Olgiide azalttigi saptandi.
Bulgularimiza gore; in vitro ortamda MDA degerinin Fenton reaktifi i¢eren gruplarda
yikksek ¢ikmasimnin FeCl, ve H;0O, maddelerinin radikal etki gostererek lipit
peroksidasyonunu arttirdigina delil teskil etmesi ile agiklanabilir ve ayni etkinin MDA
miktar1 yiliksek ¢ikan gruplarda da etkili oldugu diisiiniilebilir.

Bindoli vd [30-31], benzofuran tiirevi bilesiklerin lipit peroksidasyonu sonucu
olusan oksidanlar1 (siilfohidril grup oksidanlariyla etkileserek) berteraf ettiini ve

dolayisiyla antioksidan oldugunu bildirmislerdir.

4.2. Anaerobik Kiiltiir Ortamda Madde Gruplarimin Etkisi

Organik maddelerin Saccharomyces cerevisiae’nin biyokimyasal parametreleri
tizerindeki etkileri arastirilirken oncelikli olarak maddelerin bu mikroorganizmadaki lipit
peroksidasyonu {iizerindeki etkilerinin arastirilmasi amaglandi. Ancak yapilan deney
sonunda mayada lipit peroksidasyon {irlinlerinin ¢ok diisiik seviyelerde oldugu saptandi.
Bunun nedeninin Saccharomyces cerevisiae nin kullandigimiz radikallere karsi oldukca
yiiksek seviyede direng olusturmasindan kaynaklanabilecegi sonucuna varildi.

Son yillarda yapilan ¢alismalarda H,O,’nin bazi hiicre zarlarindan serbest bir
sekilde difiize olmadigmni ortaya koymustur. Basta Escherichia coli, Saccharomyces

cerevisiae ve bir memeli hiicresi olan Jurkat-T hiicrelerinde H,O,’nin difiizyonuna kars1
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biyomembranlarinda bir bariyer sisteminin oldugu bildirilmistir [199-200]. Bu etkinin
H,0,’nin konsantrasyonuna bagli oldugu, diisik seviyedeki H,0,’’e karst maya
hiicresinin adaptasyon gosterdigi, yiiksek seviyedeki H,O,’’e karsi ise direng¢ ortaya
koydugu belirlenmistir. Folmer vd. [199] calismalarinda, Saccharomyces cerevisiae
plazma membranlarinin H,O,’ye maruz kaldiktan sonra birka¢ dakika igerisinde hizli bir
sekilde gecirgenlik ve biyofizyolojik Ozelliklerini degistirdigini goézlemlemisler ve bu
degisikliklerin lipit bilesimindeki degismelerden kaynaklandigini ileri stirmiislerdir. Matias
vd. [201], H,O, tarafindan plazma membran gecirgenliginde meydana gelen azalma ile
H,0,’in hiicre i¢ine girisinin daha zor gergeklestigini gostermisler ve bu mekanizmanin
olugmasinda yag asit sentetaz’in (FAS) anahtar bir molekiil oldugunu ilk kez tespit
etmislerdir. FAS’in hem ekspresyonunda hem de aktivitesinde ki azalmanin mayada
H,0,’e karsi1 olusan adaptasyon ile iligkili oldugunu ileri siirmiislerdir. FAS aktivitesindeki
bu degisimlere paralel sekilde membranda ¢oklu doymamis yag asitlerinin miktarinin
artarak membranin H,O,’in gegisine engel oldugu hipotezini ileri sirmiislerdir. Mayanin
gosterdigi bu direng iizerine bir diger hipotez ise Shizosaccharomyces pompei tlizerinde
yapilan ¢alisma ile ileri siiriilmiistiir [202]. Bu ¢alisma ile ergosterol sentez yolundaki bir
genin (ERG3 ya da ERG6) delesyonu ile toplam sterol seviyesinin azalmasi sonucu
membran sterol bilesiminin degiserek mayanin H,O5’e kars1 daha direncli hale gelebildigi
ileri stirilmustiir.

Yine Saccharomyces cerevisiae’nin H,O,’e karst direncinin agiklandigi bir diger
calismada da mayanin gecirdigi gelisme fazlarindaki direng seviyesi arastirilmis ve ¢alisma
sonunda mayanin duragan fazda H,O,  gibi oksidanlara karsi direncinde artis oldugu
ortaya konmustur [200]. Tiim bu arastirmalar bulgularimiz ile paralellik gostermektedir.
Ciinkii Saccharomyces cerevisiae’nin gelisme ortamina inkiibasyonun 24. saatinde eklenen
radikallerin hiicre Oliimiine yol agmadigi gibi lipit oksidasyonu olusumunu da
gerceklestirmedigini gozlemledik. Buna neden olarak mayanin 6zellikle de duragan
fazinda oksidana kargs1 direng artis1 gostermedigi ve hiicre membraninda bulunan ¢oklu yag
asitlerinin membran gegirgenligini azaltti1 diisiiniilebilir.

Madde gruplarinn Saccharomyces cerevisiae’nin yag asidi profili lizerindeki
etkileri karsilastirildiginda palmitik asid, stearik asid ve oleik asit miktarlarinin D4, D5,
D8, D9, D10, ve D11 kodlu madde gruplarinda artti§1; buna karsilik D3 kodlu madde de
azaldig1 saptandi. Docosaenoik asit (22:1) ve docosadienoic asit (22:2) miktarlar1 kontrole

gore D1 ve D6 kodlu maddelerde artarken, artisin D6 kodlu maddede daha belirgin
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diizeyde oldugu saptandi. Palmitoleik asit (16:1) miktarinin kontrole gére; D1, D2, D6, DS
D9 ve D11 kodlu maddelerde artarken, D4, D5 ve D10 kodlu maddelerde azaldigi
saptandi. Laurikasit (12;0) miktarinin kontrole gore; D1 ve D4 kodlu maddede arttigi
halde; D5, D6, D8, D9, D10 kodlu maddeler de azaldigi gozlendi. Palmitik asit(16:0)
miktariin kontrole gore; D3 ve D6 kodlu maddelerde azalmasina ragmen; D1, D2, D4,
D5, D8, D9, D10, D11, kodlu maddelerde arttig1 saptandi.

Kullanilan karbon kaynaginin farkli olmasi sentezlenen bu yag asitlerinin
transkribinden sorumlu olan enzimlerin aktivitesini inhibe ya da stimiile ederek yag asidi
miktarlarinda farkliliga yol acabilmektedir.

McDonough ve Roth [203], mayadan yag asidi sentezini arastirdiklar
calismalarinda Schizosaccharomyces pombe’nin iki farkli gelisme ortaminda (20 °C ve 30
°C) palmitik asit, palmitoleik asit, oleik asit ve linoleik asit sentezi oldugunu
gozlemlemisler. Ayrica ¢alisma sonucunda Schizosaccharomyces pombe hiicrelerinde oleik
asit (18:1) sentezinin stearil CoA desaturaz’in (A’ desaturaz) kontroliiyle miimkiin
oldugunu saptamisglardir.

Buna ek olarak son yillarda yapilan calismalarla hem yag asit sentetaz, hem de A’
desaturaz enzim aktivitelerinin farkli diyetler yolu ile etkilendigi ortaya konulmustur [180-
182].

Martin vd. [207], yaptiklar1 ¢calisma sonucunda; Saccharomyces cerevisiae’de ve
diger mayalarda tekli doymamis yag asidlerinin A° desaturase yoluyla doymus agil CoA
onciillerinden olustugunu bildirmistir. Calismada ayrica Saccharomyces cerevisiae’de
desaturaz geni OLEI’in fakli karbon kaynagi, metal iyonlar1 ve oksijen seviyesi i¢eren
farkli uyaranlarin bir kismina cevap olusturdugunu ve gen ekspresyonunun diizenlendigini
belirlemistir. Clinkii membran yag asidi bilesimi acgik bir sekilde cevresel faktorlerden
etkilenmektedir. Ayrica hiicrenin yag asidi bilesimi, gelisme ortammin karbon
kaynagindan da etkilenebilir [208-209].

Arias vd. [210] ise; Saccharomyces cerevisiae’nin geleneksel yontemlerle elma
suyunda uygulanan fermantasyonunun yag asitleri lizerine etkisini arastirmislardir ve
calismalarinda bizimde c¢aligmamiz sonucunda sentezini gozlemledigimiz miristik asit,
palmitik asit, palmitoleik asit, stearik asit, oleik ve linoleik asit sentezinin oldugunu rapor
etmiglerdir. Ayrica bu yag asitlerinden palmitik asidin fermantasyon teknolojisi i¢in 6nemli

bir degere sahip oldugunu ortaya koymuslardir.
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Torija vd. [211], yilinda Saccharomyces cerevisiae’nin yag asidi bilesimi iizerine
nitrojen kaynaklarinin etkisini arastirdiklar1 caligmalarinda mayanin gelisme ortaminin
igeriginin ve c¢evresel sartlarin hiicre membran yag asidi bilesimini etkiledigini tekrar
vurgulamiglardir. Bu diisiincenin temelinde ise; plasma membraninin mayanin iginde
bulundugu cevre ile temas kuran ilk hiicre kismi olmasindan kaynaklandigimi ileri
sirmislerdir. Gurvitz vd. [212], yaptiklart calismada; Saccharomyces cerevisiae’den
sentezlenen linoleik asit izomerlerinin insan beslenmesinde 6nemli bir yere sahip oldugunu
belirtmislerdir. Bu izomerlerin 06zellikle antikarsinogenezis, antiarteriosklerotik ve
yaglanmayi azaltici etkisi oldugunu ortaya koymuslardir. Ayrica yapilan bu ¢alismalara ek
olarak yapilan bir aragtirmada ise sicaklik, oksijen ve besin sinirlanmasi gibi ¢evresel
faktorlerden Saccharomyces cerevisiae nin agik bir sekilde etkilenerek plazma
membraninda bazi adaptasyonlar olusturdugu saptanmistir ve plazma membranlarindaki bu
degisikliklerin lipit bilesimindeki modifikasyonlarla agiklanabilecegini ileri stirmiislerdir
[213].

Buna ilave olarak bir hiicrenin yag asidi i¢eriginin ayn1 zamanda gelisme ortaminin
lipit icerigine de bagl olarak degisiklik gosterebildigi yapilan calismalarla belirtilmistir
[209, 213].

Calismamizda kullanilan madde gruplarinin Saccharomyces cerevisiae 'nin lipofilik
vitaminler ve fitosterol sentezini farkli oranlarda etkiledigi ¢alismamiz sonucunda ortaya
konulmustur. Fitosterollerin; D1, DS, D10, kodlu maddelerde daha belirgin diizeyde arttig:
saptandi.

Yapilan calismalar ile farkli karbon, nitrojen kaynaklarinin ve Saccharomyces
cerevisiae’nin gelisme ortaminda bulunan diger bilesenlerin hiicre gelisimini ve ergosterol
sentezini etkiledigi ortaya konmustur [214-215]. Baska bir ¢alismada ise ergosterol
sentezinin bu faktorlerin yani sira oksijen tiiketim oramiyla da iliskili oldugu rapor
edilmistir [214,216].  Saccharomyces cerevisiae’de ergosterol mitokondriyal ATPaz
aktivitesinde onemli bir role sahiptir ve ayni zamanda salgi keseciklerinin 6nemli bir
bilesenidir [217-218]. Ayrica maya hiicresinin temel sterolii olan ergosteroliin membran
yapisinin  gecirgenlik, akicilik gibi 0Ozelliklerinden ve membrana bagli enzimlerin
aktivitelerinden sorumlu oldugu bildirilmistir. Mayanin sentezledigi ergosterol, ayni
zamanda D vitamini ile kortizon iiretiminde ticari olarak sik¢a kullanilir [219-220]. Son
yillarda yapilan c¢ogu arastrma ile mayadan ergosterol sentezinin arttirilmasi

amaglanmistir [214,220-221]. Calismamizda kontrole kiyasla; D1, D2, DS, D7, DS, D9,
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D10, D11 kodlu maddelerde goriilen ergosterol miktarinda dikkat ¢ekici seviyedeki artigin,
mayadan ergosterol sentezini arttirmak icin yapilan c¢aligmalara yardimci olabilecegini
diisiindiirdli ve bdylece arastirmamizin biyoteknolojik yonden onemli bir ¢alisma oldugu
sonucuna varildi.

D6, D3 kodlu maddelerin kontrole gore ergesterol seviyesini azalttigi gézlenmistir.
Bu azalmanin ortama eklenen maddelerden kaynaklandigi ve imidazol ve pirazol igerikli
antifungal il¢larin ayni etki mekanizmasindan yola ¢ikilarak D6 ve D3 kodlu maddelerin
antifungal etki gosterebilecegine kanit teskil edebilir. imidazol ve triazol tiirevi antifungal
ilaclar, mantar hiicrelerinin sitopldzma membranindaki ana sterol bilesigi olan
ergosterol’un sentezini, 14- metillanosterol’un desmetildihidrolanosterol’a doniistimii
basamaginda inhibe etmektedir. Bu donlisimii yapan 14a-demetilaz enzimi, bir
mikrozomal sit-P450 enzim tiiriidiir. imidazol ve triazol tiirevi ilaclar bu sit-P450’yi
selektif olarak inhibe etmektedir. Mantarlarin sit-P450’si, imidazol tiirevlerine memelilerin
ayni enzimlerine kiyasla en az 1000 kez daha duyarlidir. Bu fark ve secicilik triazol
tirevlerinde imidazol tiirevlerinde oldugundan yaklasik 10000 kez daha fazladir.
Imidazollere ve triazollere maruz kalan mantar hiicrelerinde 14a-metil steroller birikmekte
ve bunlar membran fosfolipitlerinin asil zincirlerinin normal diizenini ve membrana bagl
belirli enzimlerin fonksiyonlarin1 bozmaktadirlar. Sonugta mantar hiicrelerinin biiylimeleri
inhibe olmakta; ayrica hiicre membraninin permeabilitesi de bozulmaktadir. Sekil 4.1°de

Azollerin, ergosterol biyosentezini inhibe etme mekanizmasi goriilmektedir [97].

97



Maftalin ve tolnaftat

AsetilCoA —— s
|
Skualen Skualen epoksit Lanosterol
==
=
%ﬁ- . W
HC HO
AZOLLER Demetilanosterol Ergosterol

Sekil 4.1. Mayalarda azollerin, ergosterol biyosentezini inhibe etme mekanizmasi [97]
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Ulkemizde ve diinyada antibakteriyal ve antifungal etkileri olmasi amaglanan
bir¢ok yeni sentetik bilesik, laboratuar kosullarinda sentezlenmis ve aranilan etkilere sahip
olup olmadiklar1 test edilmistir [222].

Ambrosio ve Goldin [133,135] yapmis olduklar1 arastirmalarinda, oksitatif stres
sonucu ROS olusumunun hiicre hasarina yol actigini ve bu iiriinlerin detoksifikasyonu,
glutatyonun indirgenmis formunun (GSH) oksitlenmis dimer formuna (GSSG) doniistimii
ile saglandigin1 belirtmislerdir. Glutatyon peroksidazin (GSH-Px) katalizledigi bu
reaksiyonda, GSH'in enzim aktivitesi i¢in esas oldugunu ortaya koymuslardir. Okdidasyon
sonucunda olusan GSSG (Glutatyon disiilfid) ise glutatyon radiiktaz isimli enzim
araciligiyla ile geri donen bir siklusla GSH'a rejenere oldugunu belirtmislerdir.

Cochrane [139] ve Ambrosio [133] arastirmalarinda; hiicre yiiksek miktarda
oksidana maruz kaldiginda, GSSG olusumu metabolik smnirii agtigin1 ve oksidatif strese
neden oldugunu ifade etmislerdir.

Oksidatif strese cevapta GSH miktarlarinda azalma ve GSSG miktarinda artma
olabilir. GSH ve GSSG konsantrasyonlarindaki karsilikli degisim oksidatif stresin
isaretlerinden biri olarak diisiiniilen GSSG/GSH oraniyla ifade edilmektedir [223].

Etkinligi arastirilan organik maddelerin ilavesinin, Saccharomyces cerevisiae’den
sentezlenen glutatyon miktarlar tizerindeki etkileri karsilastirildiginda D2, D3, D11 kodlu
maddelerin, glutatyon miktarint arttirdigi; D1, D4, D5, D6, , D7, DS, , D9 D10 kodlu
madde gruplarinin ise azalttig1 saptandi. D2, D3 D11 kodlu maddelerde artisin sebebi
olarak; mayanin radikale kars1 bir savunma mekanizmasi gelistirerek glutatyon miktarini
arttirdig1 ve boylece oksidatif hasarlara kars1 adaptasyon saglayabildigini iler1 siirebiliriz.
Bu goriistimiiz, Izawa ve ark. [224] tarafindan yapilan ¢alisma ile de desteklenmektedir.
Bu arastiricilar, calismalarinda H,O;’ye karst olusturulan adaptasyonlardan birinin
intraselular glutatyonun artiginin olabilecegini bildirmiglerdir.

Ayrica, Penninckx [225], S. cerevisiae nin farkli besin kaynaklarina ve oksidatif
strese cevap olarak glutatyon sentezledigini saptamistir.

D1, D4, D5, D6, D7, D8, D9, D10 kodlu madde gruplarinda glutatyon miktarindaki
azalmanin sebebi olarak, radikallerin erken sathada yok edilmesi oldugu diisiiniilebilir.

Saccharomyces cerevisiae’nin organik madde iceren ortamdaki toplam protein
diizeyleri kiyaslandiginda D4, D5, D9 kodlu maddelerin toplam protein miktarini azalttigi,
buna ragmen D1, D2, D3, D6, D7, D8, D10, D11 kodlu maddelerin toplam protein

miktarint arttirdigi saptandi. Bazi gruplardaki GSH diizeyinin artmasina parelel olarak
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antioksidan enzim konsantrasyonlar1 da artmaktadir. Bu antioksidan enzimler katalaz, GSH
px, Glutatyon rediiktaz, Glutatyon S transferaz ve SOD gibi enzimlerdir. Bu enzimlerin
ekspresyonu ylikseldigi zaman protein miktarlar1 da dolayli olarak yiikselir.

Lee vd. [226], Saccharomyces cerevisiae’de iyon radyasyonuna karsi siiperoksit
radikalinin koruyucu etkisinin arastirdiklari calismalarinda mayada radyasyon sonunda
SOD’un yani sira katalaz ve glutatyon rediiktaz enzimlerinin diizeylerinin yiiksek seviyede
arttigim  gozlemlemislerdir. CuZn SOD ile Mn SOD’un mayay1r radyasyona Kkarsi
korumada 6nemli bir role sahip oldugunu bildirmislerdir. Bu etkinin olusumunu ise iyon
radyasyonu altinda reaktif oksijen tiirlerinin agiga ¢ikmasiyla kontrol sistemindeki bir
genden maya hiicrelerinde ROS konsantrasyonunu baskilamak amaciyla SOD saliniminin
baslamas1 ve koruyucu etki gostermesi ile agiklamiglardir. Yapilan diger ¢alismalarla da
hiicre hasar1 ile SOD aktivitesindeki artis1 ya da azalis1 arasinda bir korelasyon oldugu
diisiincesi bildirilmistir [226-227].

Saccharomyces cerevisiae’nin gelisme ortaminda fermentable karbon kaynagi
olarak glukoz yaygin bir sekilde kullanilan bir model sitemdir. Bu sartlar altinda glukoz
tarafindan antioksidan enzimlerin ¢ogu etkilenir ve aerobik olarak gelisen hiicrelerde SOD,
katalaz ve peroksidazlar basta olmak iizere bu enzimlerinin miktarinin artmasinda rol
oynar [228-229]. Diger bir deyisle maya gelisimi i¢in sik¢a kullanilan bu sistem dogal
sartlarda nadir olarak gergeklesir. Mayalarla beraber bir¢ok mikroorganizma gelisme
ortamlarinda besin kitlig1 donemlerinde yasayabilmek i¢in glukozu yavas yavas tiiketirler.

Maya duragan fazda enerji elde etmek ve hayatta kalmak i¢in mitokondriyal
solunum yapmak zorunda kalir. Bdylece mayada antioksidan ve TCA dongiisii
enzimlerinin rolii artar [228-230].

Lushchak ve Gospodaryov [229] calismalarinda Saccharomyces cerevisiae’nin
etanol igeren ortamdan glukoz iceren ortamin daha fazla katalaz aktivitesini arttirdigini
saptamigslardir.

Boylece bizim de ¢alismamizda belirttigimiz gibi farkli kiiltlir sartlarinin bu enzim
seviyesini etkiledigi sonucuna varmislardir. Izawa vd. [224], Saccharomyces cerevisiae’de
normal sartlar altinda katalazin 6nemli bir rolii olmadigini ancak oksidatif stres altinda
mayanin yasamini devam ettirmek i¢in katalaz miktarini artirdiini tespit etmislerdir.

Diger bir antioksidan enzim olan glutatyon rediiktazin varligi da Saccharomyces
cerevisiae mayasi iizerindeki ¢aligmalarla ortaya konmustur. Cardosa vd. [231], NADPH

varliginda Saccharomyces cerevisiae’de glutatyon rediiktazin (G) inaktivasyonu lizerinde
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demir iyonlarinin etkisini aragtirmiglar ve G inaktivasyonu ile ortama ilave edilen demirin
Fe(I) miktariin iliskili oldugunu ileri siirmiislerdir. Buna karsilik G reaktivasyonunda
Fe(Ill)’tin etkisinin olmadigini tespit etmislerdir. Bu sonug¢lar G’nin NADPH ve Fe(II)
tarafindan indirgeyici bir enzim yardimiyla etkisiz hale getirildigini gostermistir. Buna ek
olarak Hermes-Lima vd. [232], tarafindan yapilan bir arastirma ile serbest radikal
temizleyicileri, DMSO ve etanoliin glutatyon rediiktazi etkisiz hale gelmekten
koruyamadigini saptamiglardir. Bir diger ¢alismada ise bunun tersi yonde maya glutatyon
rediiktazinin H,O, varliginda bakir iyonlar1 tarafindan etkisiz hale getirilmesinde hidroksil
radikali temizleyicilerini ve metal selatorlerinin dnleyici etkisi oldugu bildirilmistir [233].
Deneylerden elde edilen sonuglara goére, hem in vitro hem de Saccharomyces
cerevisiae bulunan anaerobik kiiltlir ortaminda, yeni sentezlenmis organik maddelerin
biyolojik etkinligi arastirilmis ve elde edilen 6nemli sonuglar asagida 6zetlenmistir.

e Invitro ‘da DPPH serbest radikal temizleme etkisi incelenmis; D5, D6 ve D8 kodlu
maddelerin etkin antioksidan 6zellik gosterdigi; D3 ve D11 kodlu maddelerin ise
D5, D6 ve D8 kodlu maddelere oranla antioksidan etkilerinin daha sinirli oldugu
saptanmistir.

e Madde gruplarinin in vitro ortamda LPO iizerine etkileri karsilagtirildiginda; D5 ve
D8 kodlu maddelerin MDA miktarin1 6nemli 6l¢iide azalttigr tespit edilmistir. Bu
azalma D5 ve D8 kodlu maddelerin antioksidan &zellik gostererek lipit
peroksidasyonu azaltmis olmasi ile agiklanabilir. Ve bu calisma; DPPH serbest
radikal temizleme etkisi lizerine yapilan ¢aligmanin sonucuna paralel olarak D5 ve
D8 kodlu maddelerin kuvvetli antioksidan 6zellik gosterdigini desteklemektedir.

e Organik maddelerin Saccharomyces cerevisiae’nin biyokimyasal parametreleri
tizerindeki etkileri arastirilirken oncelikli olarak maddelerin bu mikroorganizmada
ki lipit peroksidasyonu iizerindeki etkilerinin arastirilmast amaclandi. Ancak
yapilan deney sonunda mayada lipit peroksidasyon iiriinlerinin ¢ok diisiik
seviyelerde oldugu saptandi. Bunun nedeninin Saccharomyces cerevisiae nin
kullandigimiz radikallere karsi oldukca yiiksek seviyede diren¢ olusturdugu
sonucuna varildi.

e (Calismamizda, D1, D2, D5, D7, D8, D9, D10, D11 kodlu maddelerin kontrole
kiyasla ergosterol seviyesinde artisa neden oldugu, bdylece mayadan ergosterol
sentezini arttirmak i¢in yapilan ¢aligmalara yardimci olabilecegi ve biyoteknolojik

alanda da 6nemli bir ¢alisma oldugu kanisina varildi.
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e Ayrica D3 ve D6 kodlu maddelerin kontrole gore ergesterol seviyesini azalttig
gozlenmistir. Bu azalmanin ortama eklenen maddelerden kaynaklandigi ve
imidazol ve pirazol igerikli antifungal ilaglarin aymi etki mekanizmasindan yola

cikilarak D3 ve D6 kodlu maddelerin antifungal etkiye sahip oldugunu

sOyleyebiliriz.
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