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FARKLI TRiAZOL BILESIKLERININ BAZI BIiYOLOJIK
ETKILERININ ARASTIRILMASI

OZET

Ilag sektoriinde kullamilan bilesiklerin yapisi, zellikle Triazol gibi bes iiyeli heterosiklik
halka yapilarini ihtiva etmektedir. Birgok farkli uygulama alan1 olan Triazol bilesiklerinin
sentezi ve biyolojik aktiviteleri siirekli olarak c¢aligilmaktadir.

Bu caligmada; triazol bilesiklerinin bazi biyolojik aktiviteleri arastirilarak, ila¢ olabilme
potansiyellerinin ortaya konulmasi planlandi. Bu amagla farkl triazol tiirevlerinin in vitro
antioksidan aktiviteleri; indirgeme-yiikseltgeme potansiyelleri ve Saccharomyces
cerevisiae hiicrelerinde malondialdehit (MDA) miktar1 {izerine etkisinin analizi gibi
biyokimyasal yontemlerle arastirildi. Ayrica s6z konusu triazol tiirevleri, in vitro
kosullarda HT 29 (insan kolon adenokarsinoma) hiicre hatt1 gibi kanser hiicreleri tizerinde
denenerek antitimor ozellikleri arastirildi. Daha sonra siganlarda kolon kanseri modeli
olusturularak sentezlenen maddelerin in vivo antitiimoral potansiyelleri arastirildi.
Hayvan deneyleri sonunda sicanlardan alinan karaciger ve kan numunelerinde bu
bilesiklerin antioksidan Vitamin A, E ve MDA diizeylerine olan etkileri in vivo
antioksidan 6zelliklerinin belirlenmesi amaci ile ¢alisildi. Deneysel calismalar sonucunda
kullanilan bilesiklerin Saccharomyces cerevisiae hiicrelerindeki MDA diizeylerini
etkiledigi goriildii. M-9 kodlu triazol bilesigimiz kontrole gore anlamli sekilde MDA
diizeyinde azalma olustururken, Vitamin E, A diizeyinde herhangi bir etki
gostermemistir.

Serum ve karaciger dokusunda ise bilesik gruplarinda Vitamin A, E diizeyleri azalirken,
MDA diizeylerinde artis gdzlenmistir. /n vitro ¢alismalarda, HT 29 hiicreleri canlilif
iizerinde kontrol grubuna gore istatistiksel acidan anlamli olacak sekilde, kanserli
hiicrelerin cogalmasini 6nledigi belirlendi.

Antimikrobiyal aktivite denemelerinde kullanilan Enterococcus faecalis bakterisi ve bir
fungal sus Candida albicans mikroorganizmalar1 iizerinde belirgin bir etkiye sahip
olmadiklari belirlendi. /n vivo deneysel ¢alismalarda cis-platin grubu ile kiyaslamalarda,
M-8, M-9, M-10 kodlu bilesiklerin, deneklerin kolonlarinda ki timor olusumunu azalttigi
goriilmiistiir. Bilesiklerin in vitro ve in vivo sartlarda cesitli biyolojik aktivitelere sahip
oldugu sdylenebilir.

Anahtar Kelimeler: Triazol, mannich bazlari, antitumor aktivite, antioksidan, radikal
temizleme, biyolojik aktiviteler, HT 29.



INVESTIGATION ON SOME BIOLOGICAL EFFECTS OF
DIFFERENT TRIAZOLE COMPOUNDS

ABSTRACT

The structure of the compounds used in the pharmaceutical industry includes five
membered heterocyclic ring structures, in particularly Triazole. Synthesis and biological
activities of triazole compounds, which have many different application fields, are
studied continously.

In this study; some biological activities of triazole compounds have been investigated and
the potential for use as a drug has been planned. For this purpose, in vitro antioxidant
activities of different triazole derivatives have been researched by the biochemical
methods such as reduction-oxidation potentials, the analysis of the effect on the amount
of malondialdehyde (MDA) in Saccharomyces cerevisiae cells. In addition, the triazole
derivatives have been tested on cancer cells such as HT 29 (human colon
adenocarcinoma) cell line in vitro conditions and their antitumor properties have been
investigated. Later, the colon cancer model have been established in rats to investigate in
vivo antitumoral potentials of the synthesized substances. At the end of animal
experiments, the effects of these compounds on antioxidant Vitamin A, E and MDA
levels in liver and blood samples taken from rats have been studied with the aim of
determining the in vivo antioxidant properties.

As a result of the experimental studies, it was observed that the compounds used affected
MDA levels in Saccharomyces cerevisiae cells. While the M-9 coded triazole compound
significantly reduced MDA levels compared to the control level, there was no effect on
Vitamin E and A levels. Vitamin A and E levels decreased in the compound groups for
serum and kidney tissue while MDA levels increased for the same tissues. In vitro studies
showed that HT 29 cells inhibit the proliferation of cancerous cells, statistically
significant as compared to the control group on viability. It was determined that
Enterococcus faecalis bacteria used in the antimicrobial activity experiments and a fungal
Candida albicans microorganisms had no significant effect on them.

Compared with the cis-platinum group in in vivo experimental studies, compounds with
the codes M-8, M-9, M-10 showed reduced tumour formation in the columns of tested
subjects. Compounds can be said to have various biological activities in vitro and in vivo
conditions.

Keywords: Triazole, mannich bases, antitumor activity, antioxidant, radical cleansing,
biological activities, HT 29.

Xi



1. GIRIS

Biyolojik aktif etkiye sahip olan bilesiklerin son yillarda sayisinda kayda deger derecede
artiglar olmustur. Biyolojik potansiyeli olan mannich bazlari, giiniimiizde 6zellikle tip
alaninda uygulama imkani bulmustur. Anti-enfalamatuar, antitiiberkiiler, antikanser,

antimalaryal ve analjezik ilaglarin yapisinda oldugu bilinmektedir.

Yapilan bilimsel calismalarda, yogun biyolojik aktivite gostermelerinden dolayr azot
iceren heterosiklik molekiiller {lizerine caligmalar da gittikge artmakta olup, biyolojik
karakterleri nedeniyle Triazol bilesiklerinin {izerine kayda deger pek ¢ok arastirma grubu
tarafindan yogun g¢aligmalar yapilmistir. Bununla birlikte bu tiir bilesiklerin biiylik bir
kisminin kullanimi, toksisite riski, uygulama zorlugu, yiiksek oranda ilag direncinin
ortaya ¢ikmasi gibi sebeplerle ve istenmeyen yan etkilerin gozlenmesi, aktivitesindeki
yetersizlik ve farmakokinetik eksiklikleri nedenleriyle sinirli kalmistir. Gliniimiizde ilag
olarak kullanilan ¢ogu bilesigin ana yapisinda 6zellikle triazol, tiyadiazol ve oksadiazol
gibi bes tliyeli heterosiklik halka yapist bulunmaktadir. Halkadaki heteroatomlarin
dizilimine gore bu halkalarin ¢esitli izomerleri mevcuttur. Fakat bu izomerler icerisinde
biyolojik olarak en aktif olanlar 1,3,4-tiyadiazol, 1,3,4-oksadiazol ve 1,2 4-triazol
tirevleridir. Bes liyeli heterosiklik bilesikler; ila¢ sanayinde, boya sanayinde, tarim
kimyasallarinin iretiminde, fotograf malzemelerinin elde edilmesinde ve korozyon
onleyici materyallerde kullanilmakla birlikte, kullanim alanlarinin en 6nemli olanlaridan
biri siiphesiz kemoterapi alan1 olmustur (Tozkoparan vd. 2000; Turan and Zitouni 2001;
Cottineau et al. 2002; Demirbas vd. 2002; Preben et al. 2003; Vani et al. 2004; Demirbas
vd. 2004; Bantwal et al. 2005; Mathew et al. 2006; Shiradkar et al. 2007; Sztanke et al.
2008; Chavez et al. 2009; Khan et al. 2010; Bakunov et al. 2010; Tarik vd. 2010;
Christophe et al. 2011; Sahin vd. 2012; Santhosh et al. 2012; Bai et al. 2012; Rahul et al.
2017). Bes iiyeli halka i¢eren bu bilesiklerin saglik sektoriinde, farmasotik kimyada, basta
antikanser aktivite olmak iizere antifungal, anti-HIV, antitiimor, antibakteriyal, antiviral,

antidepresan, iltihap onleyici (antiinflamatuvar), tiiberkiiloza kars1 etkili (antitiiberkiiloz),



agr1 kesici (analjezik), idrar soktiiriicli (ditiretik) gibi ¢ok kapsamli aktif biyolojik

spektrumlar1 bulunmaktadir.

Yaptigimiz tez c¢alismamizda farkli triazol bilesiklerinin bazi biyolojik aktiviteleri
arastirilarak triazoller konusunda yapilmis ¢aligmalara katki saglanmasi ve ilag olabilme
potansiyellerinin ortaya konulmasi planlanmistir. Bu amagla farkli triazol tiirevlerinin in
vitro antioksidan aktiviteleri, indirgeme-yiikseltgeme potansiyelleri ile ve Saccharomyces
cerevisiae hiicrelerinde malondialdehit (MDA) miktar1 {izerine etkisinin analizi gibi
biyokimyasal yontemlerle arastirilmistir. Ayrica s6z konusu triazol tiirevleri, in vitro
kosullarda HT 29 (insan kolon adenokarsinoma) hiicre hatt1 gibi kanser hiicreleri tizerinde
denenerek antitimor Ozellikleri arastirilmistir. Daha sonra siganlarda kolon kanseri
modeli olusturularak sentezlenen maddelerin in vivo antitiimoral potansiyelleri, kanser
olustuktan sonra hastalig1 iyilestirici etkileri arastirilmistir. Diger taraftan hayvan
deneyleri sonunda sicanlardan alinan karaciger ve kan numunelerinde bu bilesiklerin
antioksidan Vitamin A, Vitamin E ve MDA diizeylerine olan etkileri in vivo antioksidan
ozelliklerinin belirlenmesi bakimindan c¢alisilmistir. Literatiirler incelendigi zaman, son
on wyil igerisinde biyolojik aktivitesi olan bis-1,2,4-triazoller ile ilgili biyolojik-
biyokimyasal aktivite degerlendirmelerine yonelik c¢alismalarin ve yeni organik
sentezlemelere yonelik c¢aligmalarin nadir oldugu goriilmiistir. Bundan dolayr bu
tiirevleri iceren bilesikler ile yaptigimiz tez ¢aligmasinin 6zgiin oldugunu diigiinmekteyiz.
Bu c¢alisma kapsaminda kullandigimiz test bilesiklerinin, gosterdikleri biyolojik aktivite
ozellikleri bakimindan daha sonraki yapilacak ¢alismalarda yol gosterici olacagini, basta
ilag sektorii olmak {lizere yeni biyoyararli malzemelerin iiretimi konularinda katki
saglayacagina inanmaktayiz. Ayrica bu konunun literatiire kazandirilmas: ile de bu

disiplinde ¢alisan bilim insanlarina yeni fikirler verecegini diisiinmekteyiz.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Triazollerin Ozellikleri ve Kullanim Alanlari

1960’11 yillarda tamamen sentetik bazli ajanlar olan azoller kesfedilmistir. En sade
gosterimi bes tiyeli azol halkasinda 2 ya da 3 azot ihtiva etmesine gore triazoller ve
imidazoller olarak ikiye ayrilir (Maccarrone et al. 2004; Kharb et al. 2011). Kapali
formiilii CsH4N2 olan imidazol organik bir bilesiktir. Aromatik bir diazol olarak
nitelendirilen imidazoller sahip olduklar1 halka sisteminde 2 adet azot atomuna sahip
olmasi sebebiyle biyolojik bloklamada gorevlidirler. Buna ilave olarak, bu bilesikler
birgok ila¢ igeren, nitroimidazol ve antifungal etkili molekiiller olarak zayif asidik ve
bazik etki gosterebilirler (Kelly 1998; Sable et al. 2008; Vandeputte et al. 2012; Sirassu et
al. 2014; Xiang et al. 2016). Mikonazol, klotrimazol, ketokonazol gibi ilaglarin tiirevi
imidazol ilaglara 6rnek verilebilir. Azol grubu igeren bilesikler plazma membraninin ana
sterol bilesigi olan ergosterol biyosentezini durdurmada etkili olurlar. Bu yiizden
triazoller ergosterol sentezini engelleyen bilesiklerdir. Yapilan birgok bilimsel ¢alisma
sonucunda, azoliin etki mekanizmasinin benzer oldugu goriilmistiir. Fakat triazollerin
daha az metabolize olmalar1 sebebiyle ve imidazollerin 6zellikle insan sterol sentezine
daha yavas etki etmeleri sebebiyle azol bilesikler icerisinde daha fazla tercih edildikleri
goriilmektedir (Georgopapadakou 1998). itrakonazol, loreclezole, vorikonazol, letrozole,

vorozole, flukonazol, anastrozole gibi bilesikler triazol tiirevleri ilaglara 6rnek verilebilir.

Triazoller 1880°1i yillarda (Bladin and J.A Ber 1885; Andreocci and A. Ber 1889)
literatiir diinyasina kazandirilmis ve giliniimiize kadar triazollerle ilgili deneysel
caligmalar hizl1 bir sekilde devam etmistir. Basta tautomerik 6zellikleri olmak iizere,
triazol bilesiklerin farkli konumlarina siibstitiientlerin yerlestirilmesine uygun kimyasal

reaktiflikleri nedeniyle oldukca iiretken bir alan1 olusturmaktadirlar. Ug azot atomu igeren



bes iiyeli halkali bir bilesik triazol veya “triazasiklopentadien” olarak adlandirilir.
Halkadaki hetero atomlarin bulunduklart konumlara gore 1,3,4- (simetrik, sim-triazol)
1,2,4- (asimetrik, asim-triazol) ve 1,2,3- (visinal triazol) seklin de ii¢ triazol izomer
halkas1 bulunur (Shawmi 1980) (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1. Triazol halkas1 gosterimi (Shawmi 1980)

Dogada yaygin bir sekilde bulunan halka sistemi olan heterosiklik halka yapisina sahip
molekiiller olmasina ragmen, heniiz sentetik olmayan bir triazol halka igeren molekiil
kesfedilememistir. 1,2,4-triazol olarak isimlendirilen bilesik ¢ekirdeginin kararlilig
aromatik dogasinin bir 6zelligidir. C2HaN3z Kapali formiilii ile gosterilen, e.n. 120 °C, mol
kiitlesi 69,1 g olan, benzotriazol, 1,2,4-triazol ve 1,2,3-triazol izomerleri olan, sade
renksiz, igne kristaller yapisinda bulunan bilesiklerdir. (Kelly 1998; Shaker 2006; Bhat et
al. 2009; Kharb et al. 2011; Sumangala et al. 2012; Puthiyapurayil et al. 2012;
Vandeputte et al. 2012; Deohate, 2013; Sathish Kumar et al. 2013; isbir vd. 2013; Khan
et al. 2014; Kiigiikgiizel ve Siizgiin 2015; Xiang et al. 2016).

Triazol tiirevlerinin giiniimiizde yaygin bir sekilde antitiiberkiiloz (Joshi et al. 2004),
anti-enflamatuar (Amir et al. 2004), antimalariyal (Lopes et al. 2004), antineoplastik,
antikonviilzan, antikanser (Holla et al. 2003; Sztanke et al. 2008) ve analjezik (Seriabine
et al. 1968; Karthikeyan et al. 2006; Amir et al. 2008) olarak kullanildig1 bilinmektedir.
Yapilan bilimsel ¢aligmalar da kolon kanseri iizerine bazi aminometil tiirevlerinin in vitro
sartlarda aktivite gosterdikleri rapor edilmistir (Conde et al. 1974; Filler et al. 1982; Amir
et al. 2008; Sztanke et al. 2008). Bununla birlikte piperazin halkasi ihtiva eden 1,2,4-
triazol aminometil tlirevleri antibakteriyel ve protozokidal aktivite gosterirler. Cok iy1
kardiyovaskiiler aktivite gdsteren prazosin, lidoflazine (Schoentensack et al. 1977) ve

urapidil gibi modern ilaglarin piperazin ihtiva ettikleri bilinmektedir. Genel olarak organ



nakli, AIDS, kemoterapi ve tiiberkiiloz tedavileri sirasinda savunma yetmezligi ve mantar
enfeksiyonlariin meydana geldigi ve bu vakalarin 6liim ile sonuglandigi bilinmektedir.
Son yillarda 1,2,4-triazoller (intrakonazol, vorikonazol ve flukonazol) en fazla kullanilan
antifungal ilaglar olup, en c¢abuk bir sekilde yayilan filamentdz ve leviir mantarlarina
kars1 kapsamli spektrumlu aktivitelere sahip olduklari bilinmektedir. Fakat bu bilesiklerin
devamli kullanimlarda, ilag direncinin ve yiiksek toksisite riskinin meydana gelmesi
nedeniyle antifungal etkinlikleri daha dar kapsamli kalmistir (Gul 2004). Bundan dolayz,
mtrakonazol, vorikonazol ve flukonazol gibi triazol tiirevlerinin disinda diisiik toksisiteye
sahip ve genis spektrumlu etki gosteren yeni 6zgiin triazol kokenli antifungal ilaglarin
sentezlenmesine yonelik acil bir gereksinim oldugu bilinmektedir. Yine son zamanlarda
pek ¢ok arastirma grubu tarafindan yapilan farkli substituentler bulunduran triazol
bilesiklerinin bilimsel ¢alismalarla literatiire kazandirilmasina iliskin ¢alismalar devam

etmektedir (Almajan 2010).

Triazollerle birlikte oksadiazoller de heterosiklik bes tiyeli halka yapisi bulunduran
bilesiklerdir. Oksadiazollerin de biyolojik aktivite gostermeleri sebebiyle devamli
gelistirilerek yeni tiirevleri sentezlenmekte ve bilimsel caligmalarda kullanilmaktadir.
Triazol halkalar1 igeren bazi bilesiklerin, ilag etken maddesi seklinde kullanildig:
bilinmektedir (Sekil 2.2). Son yilarda anastrozol, letrozol, vorozol gibi triazol halkasi
etken maddesi ihtiva eden ilaglar meme kanseri tedavisinde kullanilmaktadir (Demirbas
2004).

Bilesiklerdeki 1,2,4- triazol bolgeleri, aromatik substitiientlerin {izerindeki triazol aktif
bolgesi aromataz ve hem demir ile kuvvetli etkilesim halinde oldugu bilinmektedir. Yine
kuvvetli bir azol olan N niikleosid ribavirin hem antifungal madde hem de gii¢lii bir anti-

viral olarak bilinmektedir.
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Sekil 2.2. Kanser tedavisinde kullanilan triazol tiirevi bilesikler (Demirbag 2004)

Diger taraftan saglik sektorii disinda, 6zellikle aminometil tiirevli olan triazoller, yiizey
aktif reaktifler ve boya olarak polimer sektoriinde ciddi uygulama alant bulmustur.
Ayrica triazol tiirevli bilesiklerin anti-fungusitik etkili oldugu ve pestisit ve bakterisitlere

kars1 koruyucu etkisinin oldugu da kanitlanmistir (Lopes et al. 2004; Hollo et al. 2003).



2.2. Azol Grubu Bilesiklerin Etki Mekanizmasi

Azol grubu igeren bilesikler, plazma membraninin ana sterol bilesigi olan ergosterol
biyosentezini durdurmada etkili olurlar. Ergosteroliin sentezinde inhibisyon iki ara
basamak tiriinii olan 14 alfa-metil sterollerin olusumu seklinde meydana gelir (Sekil 2.3).
Ergosterol doniisiimiiniin olusabilmesi i¢in burada 14 alfa-metil sterollerin ihtiyag olan
demetilasyon kademesi sitokrom p-450’nin aktivasyonuna baglidir. Molekiiler seviyede
bulunan azol bilesiklerin yapisindaki azot atomlarinin bir tanesi (imidazollerde N-3,
triazollerde N-4) sitokrom p-450’nin HEM molekiiliindeki demiri baglar (Sekil 2.4).
Bunun akabinde sitokrom aktivasyonu ve enzim fonksiyonu inhibe olarak demetilasyon
basamagi olusturamaz (Vanden et al.1983; Vanden and Bossche 1985; Vanden et al.
1986).

Yiiksek konsantrasyonlar da imidazol bilesiklerinin, bir kisim sterol sentezinin
inhibisyonu ile ifade edilemeyen ¢abuk bir fungusidal aktivite gosterirler. Olusan bu etki
hiicre membran fosfolipidlerine ilacin primer etkisiyle meydana gelen membran hasari
seklinde kendini gosterir. Buna ek olarak bu bilesikler peroksidatif enzimlerini ve
sitokrom-C oksidatif inhibe ederek peroksit tiretimini hiicre i¢inde arttirabilirler (Nollin et
al. 1977).

1. Hiicre mebran
bityiikliigii

2. P-450 Dimetilaz
(Argesterol '

Sekil 2.3. P-450 enziminin sematik gosterimi (Vanden et. Al 1985)
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Sekil 2.4. P-450 enziminin etki mekanizmasi (Lea et al. 2017)

2.3. Mannich Bazlarn

Genellikle aktif hidrojen atomu igeren Mannich bazlari, bir sekonder amin ve formaldehit
bilesikleri arasindaki reaksiyon sonucu meydana gelir (Dimmock et al. 1997). Bu
reaksiyonda hidrojen amino gruplari ile yer degistirir (Sekil 2.5). Mannich bazi olarak
adlandirilan amino substitiie bilesikler elde edilir. Kimyager Carl Mannich ve arkadaslari
tarafindan 1912 yilinda bu reaksiyon ‘“Mannich Reaksiyonu” olarak adlandirilmistir

(Mannich et al. 1912).

Mannich bazlarinin; sitotoksik (Gul et al. 2001; Gul et al. 2002; Satyanarayana et al.
2002; Ying et al.2003; Gul et al.2003; Holla 2003; Gul et al.2005; Karthikeyan et al.
2006; Gul et al. 2009), antineoplastik (Dimmock et al. 1978; Hamon et al. 1978),
antimikrobiyal (Gul et al. 2002), antikonviilzan (Dimmock et al. 1992; Gul et al. 2002;
Gul et al. 2004; Karthikeyan et al. 2006; Gul et al. 2007), antienflamatuvar (Suleyman vd.
2007), antimalaryal (Kotecka et al.1997; Ying et al.2003; Karthikeyan et al. 2006) ve
antiviral (Varma et al. 1981; Satyanarayana et al. 2002) etkileri gibi bircok biyolojik

aktiviteleri rapor edilmistir.
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Sekil 2.5. Mannich reaksiyonu ve mannich bazi (Mannich et al. 1912)

Biyoaktif molekiil elde etme ¢alismalarinda Mannich reaksiyonu siklikla basvurulan bir
reaksiyon tipidir. Mannich bazlarindan in vitro veya in vivo sartlarinda amin grubunun
¢ikarilmasi ile biyoaktif a, B - doymamis ketonlar olusmaktadir (Edwards et al. 1983;
Dimmock et al. 1984). a, B- doymamis ketonlar ihtiva eden kimyasallar antineoplastik
aktivitelerini hiicre niikleofillerini B-tiyoeterleri olusturmak iizere alkillemek suretiyle
gerceklestirirler (Lee et al. 1972). Bundan dolay1 bu yapidaki sentezlenmis bilesiklere
biyolojik alkilleyiciler denir. Mannich bazlarmin antifungal, antiherpes, antibakteriyel ve
toksisite gibi biyolojik aktiviteleri ile alkilleme kuvvetleri arasindaki baglanti ¢ogu
bilimsel ¢alismanin konusu olmustur (Lee et al. 1972; Edwards et al. 1983; Dimmock et
al. 1984; Dimmock 1984). Kanser tedavisinde son yillarda Mannich bazlarinin kullanimi
artmistir (Gheorghe 2014).

Bilim diinyasina Mannich reaksiyonun katilmasindan itibaren, yeni 6zgiin bilesiklerin
sentezinde ara ya da ana kademe olarak daha fazla kullanilmaya baslanmistir. Bundan
dolayr organik kimyanin en Onemli reaksiyonu olan, karbon-karbon bagi
reaksiyonlarindan biri olup azot ihtiva eden pek c¢ok dogal iiriiniin (alkaloid) ve aktif
maddenin sentezinde Kilit basamak olarak goriilmektedir (Ciba et al. 2009). Mannich
reaksiyonlar1 degisik fonksiyonel gruplarin tek bir molekiiler yapida ihtiva eden organik
molekiillerin bir basamakta sentezine yol agmistir. Ayrica ilag dizayni ¢alismalarinda
cogu kez bagvurulan yontemlerden biri olmustur. Suda ¢oziinirliikleri yiiksek olan

Mannich bazlari, 6n ila¢ hazirlamasinda basvurulan kimyasal yapilardir (Sekil 2.6)
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(Reynolds et al. 1973; AsHolla et al. 2001; Walczak et al. 2004; Amir et el. 2004;
Tramontini et al.2011).
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Sekil 2.6. Mannich bazi ve mannich bazi tiirevlerinin ila¢ kimyasindaki uygulamalar1 (Ciba et al. 2009)

Mannich reaksiyonlarinda gesitli farmakolojik agidan kiymetli iriinlerin veya selatlarin
elde edilmesi i¢in kullanilan, piperidin, dimetilamin, dietilamin gibi pek ¢ok sayida amin
bilesigi mevcuttur (Almajan et al. 2009). Mannich reaksiyonun meydana gelmesinde
kullanilan diger sekonder ve primer aminler Tablo 2.1’de gésterilmistir (Tramontini et al.
1990).

Tablo 2.1. Mannich reaksiyonunda kullanilan diger sekonder ve primer aminler (Tramontini et al. 1990)

Primer Amin Sekonder Amin

Etilamin Dietilamin

Metilamin Dimetilamin

Alilamin Dizaoamilamin

Etilaminoasetat Morfolin

Benzilamin Piperidin

B-kloretilamin Piperazin

Tetrahidro-B-nafilamin 1 -Metoksi-1,2,3,4-tetrahidoizokinolin
B-hidroksietilamin Benzil-(-2-siklohekzanonilmetil)-amin

Son yillara kadar mannich bazlarinin en 6énemli uygulama alanlarindan biride dogal {iriin

sentezi ve ilag kimyasi olmustur. Mannich bazi ve Mannich tiirevleri tarimda, boyada,
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bitki koruma amacgli ve polimer kimyasinda kuvvetlendirici, c¢apraz baglayict ve

reaksiyon hizlandirici etkisi olarak genis bir kullanim alanlarina sahiptir (Sekil 2.7).
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Sekil 2.7. Mannich bazlari1 kullanim alanlar1 (Gheorghe 2014)
2.4. Oksidatif Stres, Serbest Radikaller ve Antioksidanlar
2.4.1. Oksidatif Stres

Antioksidan savunma sistemi ile reaktif oksijen tiirleri arasinda bulunan dengesizlik
Oksidatif stres olarak tanimlanir (Sekil 2.8). Bu durum da dengesizlik reaktif oksijen
tirleri yaninda, diger bir deyisle antioksidan savunma sistemi tersinedir. Gigli bir
oksidatif stres, hiicre hasarlarina ve hatta hiicre oliimlerine bile neden olabilmektedir
(Percival 1998; Isbilir 2008). Buna ek olarak serbest radikaller olarak adlandirilan
ortaklanmamis elektrona sahip bilesikler hiicrelerimizde DNAya, lipidlere ve proteinlere
saldirarak bu yapilara zarar verir. Metabolizma sonucu olusan serbest radikallerin kotii
etkilerinden korunmak igin, hiicreler bunlar1 zararsiz hale getirebilecek antioksidanlar
uretmektedir. Serbest radikallerin meydana ¢ikma hizi ile serbest radikallerin
antioksidanlar tarafindan zararsiz hale getirilme hizi arasinda bir denge bulunmasi
beklenir. Bu durumda hiicre serbest radikallerin kotii etkilerinden korunmaktadir. Fakat
bu var olan denge serbest radikaller tarafina bozulacak olursa, yani olusum daha yavas
notralize edilirse, serbest radikallerin orani1 hiicrede artar. Serbest radikallerin hiicre

fonksiyonlarinin ve hiicre artis1 {lizerine yaptiklari kotii etkiye “Oksidatif Stres veya
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oksidatif hasar” denir. Kisaca oOzetlersek; oksidatif stres, antioksidan savunma
mekanizmasi ile serbest radikal olusumu arasindaki dengesizligi gostermekte olup, sonug
olarak doku tahribatina neden olmaktadir (Sekil 2.8) (MacDonald and Wicks 2006).
Organizmada radikallerin ortadan kaldirilma hizi ile serbest radikallerin olusum hizi
mevcut bir denge icerisindedir, bu duruma oksidatif denge denir. Organizma, oksidatif
denge saglandigi miiddetge, serbest radikallerden kaynaklanan olumsuz etkilerden zarar

gormemektedir.

Sekil.2.8. Oksidatif stresin hiicre yapisina etkisi (Ekchariyawat et al. 2013)

2.4.2. Serbest Radikaller

Orbitalinde ortaklanmamus bir ya da daha ¢ok sayida elektron tagiyan herhangi bir bilesik
serbest radikal olarak tanimlanir. Bu serbest radikaller oldukg¢a reaktif olup, ortamda
bulunan diger molekiillerle birleserek, son kabuktaki ortaklanmamis elektron g¢iftini
eslestirmesiyle daha kararli bir bilesige donlismeye calismaktadirlar (Akkus 1995).
Reaktif karakterli serbest radikaller ile bu maddeleri olusturan tiim faktorler “oksidan”
veya “prooksidan” olarak adlandirilir (Mecoci et al. 1997). Hiicrelerde serbest radikaller,
ekzojen ve endojen kaynakli nedenlere bagli olarak meydana gelir. Ekzojen kaynakli
nedenler arasinda parakuat gibi kimyasallarin etkisi altinda kalma, parasetamol, karbon
tetrakloriir gibi ilag toksikasyonlari, ultraviyole radyasyon ve iyonize, hava kirliligi yapan
sigara dumanina maruz kalma, fitokimyasal maddeler, solventler gibi ¢evresel faktorlerin

etkileri, nitrofurantoin, doksorubisin, bleomisin ve adriamisin gibi antineoplastik ajanlara
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maruz kalma ve alkol- uyusturucu gibi bagimlilik yapici maddelerin kullanimi
siralanabilir (Ozdem vd. 1994).

Endojen kaynakli nedenler arasinda dogal metabolik yollarla viicutta meydan gelen
serbest radikaller, radikal bolen pargalayan antioksidan sistemlerle bertaraf edilememesi
yatmaktadir. Dogal metabolik isleyisin radikaller tarafina bozulmasinda bir dizi patolojik
durum ortaya ¢ikar. Serbest radikalleri organizmada olusturan dogal olaylarin baslicalari,
heksoz monofosfat yolu, ksenobiyotiklerin metabolizmasi, dogal uyaranla fagositik
hiicrelerin aktivasyonu, mitokondrial elektron transportu, biyosentetik ve biyokimyasal
bozulma olaylaridir. Serbest radikaller biyolojik sistemlerde hiicreler arasi bosluk, hiicre
ici ve hiicre dis1 sivilarda meydana gelir. Antioksidan savunma sistemi eksikligi olmasi
sebebiyle ozellikle beyin omurilik ve eklem sivilarinda, serbest radikallere bagli olarak
hasarin daha c¢ok oldugu gozlenmektedir. Hiicreler dogal olarak olusan serbest
radikallerin olusturacagi zarardan korumak icin antioksidanlar, enzimler ve serbest
radikal bertaraf edici detoksifikasyon sistemlerine baglidirlar (Haskell et al. 1970).
Serbest radikaller biyolojik sistemlerde en ¢ok elektron transferi sonucu meydana gelir.
Organizmada olusan serbest radikaller negatif yiiklii, pozitif yiiklii veya nétral olarak
olusabilmektedirler. Biyolojik sistemlerde meydana gelen en kayda deger radikaller,
serbest oksijen radikalleri (SOR) olmakla birlikte; N, S, C elementlerinden olusan farkli
inorganik molekiiller ve radikaller de mevcuttur. Fe®*, Cu*, Mo®*, Mn?" gibi gecis
metalleri olarak adlandirilan elementlerde, eslesmemis elektronlart bulundugu halde
serbest radikal olarak adlandirllmaz. Ama bu tiir iyonlar reaksiyonlar
katalizlediklerinden dolay1 serbest radikal meydana gelmesinde yardimci rol oynarlar
(Isbilir 2008; Yokus ve A.O. 2012). Serbest radikaller toksikolojide, tipta, biyolojide ve
gidalarin bozulmasinda oynadiklari rol ile gittik¢e artan bir 6neme sahip olmaktadir. Gida
endiistrisinde imalat siiregleri boyunca, lipid peroksidasyonu Kkarsilasilan sorunlardan
biridir. Lipid iceren gidalarin oksidasyonunu en aza indirmek i¢in imalatgilar
antioksidanlar1 kullanirlar. Bununla birlikte klinisyenler ve biyomedikalciler de
organizmay1, reaktif oksijen ¢esitleri tarafindan olusturulan hasardan korumak igin
antioksidan kaynaklara ihtiyag duymaktadirlar (Aruoma and O.l. 1996; Pezzuto and J.M.
1997).
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2.4.3. Reaktif Oksijen Tiirleri

Dokularda olusan serbest radikaller ve reaktif oksijen tiirleri DNA, lipid, karbonhidrat ve
proteinler gibi biyolojik olarak 6nemli materyallere de zarara neden olabilmektedirler.
Organizmanin hiicrelere higcbir engelle karsilasmadan giren ve en fazla kullanilma
ozelligi olan molekiiler oksijen (O2), yapisindan dolay1 radikal olmaya ¢ok elverisli
olmasindan dolay1 serbest radikal denilince aslinda serbest oksijen radikalleri, daha genel
bir tanimlama ile reaktif oksijen tiirleri (ROT) akla gelmektedir (Odabasoglu vd. 2006;
Akyildirrm 2011; Isbilir 2008 ). Bunlar, cesitli serbest radikallerin olustugu serbest
radikal zincir reaksiyonlarini baslatabilirler. Biyolojik sistemlerde olusan oksijen
radikalleri en 6nemli serbest radikallerdir. Oksijen iki kovalent bag yapmasindan sebebi
ile molekiiler oksijen, molekiilin paramanyetik ozellikte olmasi eslesmemis elektron
icerdigini gosterir. ki elektronu dis orbitallerinde bulunan, farkli orbitallerde ve spinleri

aym yonde iken molekiil minimum enerji seviyesindedir (Isbilir 2008; Lee 1991).

Meydana gelen serbest radikal, radikal 6zellik ihtiva etmeyen bir madde ile reaksiyona
girerek yeni bir radikal meydana getirebilir. Biyolojik sistemlerdeki molekiiller ve
yapilarin ¢ogu radikallik 6zellik gostermediginden dolayi, in vivo sartlarda reaktif bir
radikalin olusmasi, ¢cogunlukla zincir reaksiyonunun baslamasina sebep olabilmektedir
(Nehir vd. 1999; isbilir 2008). Reaktivite radikale ve ortamda bulunan molekiile bagldur.
Reaktif oksijen tiirleri Tablo 2.2’de verilmistir.

Tablo 2.2. Reaktif Oksijen Tiirleri (ROT)

Tiir Adi

07) Singlet oksijen

OH' Hidroksil radikali
H.0, Hidrojen peroksit
ROOOH Hidroperoksit

ROO’ Peroksi radikali

RO’ Alkoksil radikali

(05) Ozon

ROOH* Hidroperoksil radikali
(HOCI) Hipoklorik asit
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2.5. Serbest Radikallerin Etkileri

Serbest radikallerin reaksiyonlara hizli girme egilimlerinden dolayr kuvvetli reaktif
Ozellikleriyle tiim hiicre bilesenleriyle rahatlikla etkilesebilirler. Biyolojik sistemlerde
savunma mekanizmalari ile ortadan kaldirilmazlarsa, biyolojik molekiillerle reaksiyona
girerek yeni serbest radikallerin olustugu zincirleme bir reaksiyon baslatabilirler (Isbilir
2008). Olduke¢a reaktif molekiiller olan serbest radikaller, farkli biyomolekiiller ile
reaksiyona girerek c¢esitli yeni bilesikler olustururlar. Cogu kez toksik 6zellikler tasiyan
bu bilesikler, en ¢ok =zararli olduklar1 kistm membranlardir. Serbest radikaller
membrandaki enzimleri aktif olmayan hale getirirler. Bu durumda, hiicre membranlardaki
yag asitlerinin doymamis baglar1 ve kolesterol ile kolaylikla reaksiyon olusturarak cesitli
peroksidasyon iiriinleri meydana getirirler. Bununla beraber membranlarin yapisini,

fonksiyonunu bozduklari ve gegirgenligini degistirdigi bildirilmistir (Akkus 1995).

Serbest radikallerin karbonhidratlar iizerine de 6nemli etkileri vardir. Monosakkaritlerin
oksidasyonu sonucu hidrojen peroksit, peroksitler ve oksialdehitler meydana gelir. Bunlar
diyabet ve sigara i¢imi ile iligkili kronik hastaliklar gibi patojenik siire¢lerde de onemli
rol oynarlar. Ozellikle glukoz, mannitol ve baz1 sakkarit tiirevleri, hidroksil radikalleri ile
reaksiyon verirler. Monosakkaritlerin ylikseltgenmesi ile olusan gesitli peroksit tiirevleri
ve oksialdehitler, protein ve niikleik asitler gibi diger biyomolekiillerle etkileserek ve bu
molekiiller lizerinde ¢apraz baglar olusturarak bu molekiillerin yapisini bozabilmektedir.
Boylece olusacak hasar hiicre yaslanmasi veya kansere sebep olmaktadir (Tiirkoglu

2011).

Serbest radikaller proteinleri de hedef alir. Serbest radikallerin proteinleri etkileme
dereceleri aminoasit igerigine baglidir. —SH grubu ihtiva eden ve doymamis bag igeren
proteinler (fenilalanin, tirozin, triptofan, histidin, sistein, metiyonin) higbir engelle
karsilasmadan okside olabilirler. Oksijen radikalleri proteinlerin tersiyer, sekonder ve
primer yapilarin1 etkileyebilir. Bu olaylar sonucunda primer yapmin oksidatif
modifikasyonu tersiyer ve sekonder yapi degismelerine sebep olur. Membran proteinleri
ve sitoplazma proteinleri bozunduklarinda, ¢apraz baglanarak dimerlesir ve bu sekilde
daha ¢ok agregat olusur. Siiperoksit radikalleri ve hidrojen peroksit, oksihemoglobinin

methemoglobine doniismesine neden olur (Isbir 2008).
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Serbest radikaller DNA’y1 kolayca etkileyebilir. Iyonize radyasyondan kaynaklanan 6liim
ve hiicre mutasyonlari, serbest radikallerin DNA ile etkilesimi sonucu meydana gelir.
Olusan radikaller, DNA’y1 etkileme sonucu hiicre degisimine ve 6liimiine yol agabilirler.
Niikleik asit baz degisimleri ve DNA’da zincir kirilmalar1 sitotoksisiteye sebep olur.
Hidroksil radikali bu olaydan ozellikle sorumlu tutulmaktadir. Onarim sistemlerindeki
eksiklik sonucu mutasyonlar gelisebilir (Kanofsky and J.R1989; Floyd and R.A 1990).
DNA hasar1 diizeltilmezse hiicre disfonksiyonuna ve hatta hiicre 6liimiine sebep olabilir
(Akkus 1995; Isbilir 2008). Aktive olmus nétrofillerden salinan H,O2 hiicre
membranlarin1  rahatlikla gecebildiginden dolayr hiicre ¢ekirdegine kadar ulasir.
Cekirdekte meydana gelen hidroksil radikali dort DNA baziyla rahatlikla reaksiyona
girerek baz modifikasyonlarina sebep olur (Dainippon et al. 1981; Kilinc vd. 2002).

Serbest radikallerin etkilerine karsi en hassas olan biyomolekiiller lipidlerdir. Serbest
radikaller tarafindan baglatilan lipid peroksidasyonu membran yapisinda bulunan
poliansatiire yag asitlerinin oksidasyonunu iceren kimyasal bir olaydir. Hiicre
membranlarindaki yag asitleri ve gidalardaki kolesterol serbest radikallerle kolayca
reaksiyona girerek peroksidasyon iiriinleri olustururlar. Lipid peroksidasyonunu aktive
eden radikaller; peroksil, alkoksil, stiperoksit ve hidroksil radikalleridir. Doymamis ¢oklu
yag asitlerinin serbest radikallerin etkisi ile oksidatif yikimi “nonenzimatik lipid
peroksidasyonu” olarak bilinir ve zincir reaksiyonu seklinde ilerler (Dainippon et al.
1981; Halliwell et al. 1990).

2.5.1. Lipit Peroksidasyonu ve Malondialdehit (MDA)

Lipit peroksidasyonu hiicre membraninda bulunan gliserit, glikolipid, fosfolipit ve sterol
yapisinda bulunan doymamus yag asitlerinin, serbest oksijen radikalleri vasitasiyla
aldehitler, alkoller, peroksitler, hidroksi yag asitleri, etan ve pentan gibi farkli iiriinlere
yikilmasi olayidir. Serbest radikaller reaktif yapilar1 sebebiyle, 6zellikle lipitler, niikleik
asitler ve proteinler olmak iizere yiikseltgenebilen biitiin hiicre elemanlar1 etkilesim
halindedir (Nordberg et al 2001).

Biyolojik sistemde lipidlerin  oksidasyonu sonucunda MDA (Malondialdehit)
olugsmaktadir. LPO’nun degerlendirilmesi ile MDA ol¢iimii yapilabilmektedir. Bu

bilesikler hiicresel olarak metabolize olduklabilirler veya ilk olarak etkili olduklar:
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kismlara diffiize olup, meydana gelen hasar: hiicrenin diger boliimlerine dagitirlar. Lipid
radikallerinin hidrofobik yapida olmasi sebebi ile reaksiyonlarin ¢ogu hiicre membrana
bagli molekiillerde olusmaktadir. Aldehitler ve Peroksil radikalleri membran
komponentlerinin ¢apraz baglanma ve polimerizasyonuna olusmasina sebep olurlar.
Bundan dolayr membranlarda, membrana bagli enzimleri ve reseptorleri inaktive etmek
suretiyle membran proteinlerinde de ¢ok fazla hasar olusturabilirler. Plazma
lipoproteinleri ve diisiik dansiteli lipoproteinler de oksidasyona ugrayabilirler. Iyon
transportunu  etkileyebilirler. Okside lipoproteinler hiicre fonksiyonlarinin hasara

ugramasina sebebiyet verebilirler (Rice-Evans et al 1991).

Hem insandaki hem de dogadaki lipit peroksidayonunu kontrol etmek ve azaltmak igin
antioksidanlar kullanilmaktadir (K&se vd. 1992).

2.6. Antioksidanlar

Organizma da reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) meydana getirdigi ve olusturdugu hasari
bertaraf etmek igin ¢ok sayida savunma mekanizmalart mevcuttur (Sekil 2.9). Bu
mekanizmalar "antioksidan savunma sistemleri” veya kisaca "antioksidanlar" olarak
tanimlanir. Antioksidan savunma sistemleri, reaktif oksijen tiirlerini (ROT), serbest
radikalleri, uzaklastiran ve bunlarin olusturulabilecegi tahribatlar1 Onleyen ajanlar
olmalartyla birgok hastaligin olusmasimin 6nlenmesinde ve tedavisinde hayati Gneme
sahiptir. Viicudumuzu radikallere kars1 koruyan glutatyon peroksidaz (GSH-Px), katalaz
(CAT), siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon rediiktaz (GR) gibi enzimlerden meydana
gelen enzim sistemi olarak bildigimiz savunma mekanizmalar ile Vitamin E, C, A,
lipoik asit gibi antioksidan Vitaminlerden meydana gelen yardimci savunma

mekanizmalar1 bulunur (Dergel 1992).
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UV, radyasyon, hava kirliligi, sigara_ 5ok,

metal, inflamasyon, peroksitler, iskemi- Basamak 1
reperfiizyon
P SO0
CAT
S — Peroksidaz

Metal selatorler

Reaktif oksipen turlenmmn dretima

—————— Basamak 2
Wit C
. Vit E
Serbest radhkal CoQ
Lipit, protein, enzim ve DMA gibi — K o
. = ) aroteondler
biyelojik molekillerin oksidasyonn antioksidanlar Biliruhin
—
Biyolojik membranlann, hilcrelerin ve Basamak 3
dokulann oksicdanf hasan Fosfolipazlas
Yenileyvici ve Proteazlar
— OOATICL DN.ﬁr.nli.:l:lLir
enzimlen
antioksidanlar Transferazlar

Yasam tarzina bagli hastaliklar, kanser, yaglilik.

Sekil 2.9. Antioksidan gruplar ve gorevleri (Fridovivh 1975)
2.6.1. A Vitamininin Antioksidan EtKkisi

A Vitamini suda ¢bziinmeyen, organik ¢oziiciilerde ve yagda ¢oziinen bir bilesik olup,
cok sayida doymamis baga ve bir primer alkol grubuna sahiptir. A Vitamini sadece
memelilerde retinol etkisi gostermez, karotenoidler de (o, p ve Y- karotenler) A Vitamini
etkisi gosterir. Bunun yani sira Y- karotenin ve a-karotenin bir araya gelmesiyle bir
molekiill A Vitamini meydana gelir. Karacigerde A Vitamini depolanmasi yag asidi esteri
seklinde olur (Tiiziin 1997). Giinliik besinler ile viicuda alinan B-karotenler ve karoten
dioksigenaz enzimi ile birlikte oksidatif bozunmaya ugramaktadirlar. Bu bozunma safra
tuzlarinin ortamda bulunmasiyla hizlanir ve olayin devaminda iki molekiil retinal
meydana gelmektedir. Retinal NADPH yardimiyla intestinal mukozada retinala has bir
retinal rediiktaz enzimi vasitasiyla retinole indirgenmektedir. Retinolun ¢ogu kismi
doymus yag asitleri ile birlikte reaksiyona girmesiyle ester olusturarak kan dolasimina

lenf kanali ile iletmektedir.

A Vitamini goérme, ilireme, biiyiime ve epitel hiicrelerin dayanikligi fonksiyonlarinda
onemli bir fonksiyona sahip ve insanlarin giinlik olarak ihtiyact 1 mg civarindadir.
Bobrek, karaciger, yumurta sarisi, yag A Vitamini bakimindan olduk¢a zengin

kaynaklardir. A Vitamini koyu, yesil ve sar1 sebzeler ile meyveler bakimindan zengindir.
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A Vitamininin yetersizliginde viicuttaki eklemlerde iltihaplanmalar, akabinde goz
kornealarinda iltihaplar, gérme duyusunda azalma, gozalti deriler de kirigma, ortama
adapte olamama, gece ile gilindiiz arasinda gorme duyusundaki dengesizlik
olusabilmektedir (Ozer 1996).

A Vitamini etkili radikal olan singlet oksijen temizleyicisi 6zelliginden dolayr diger
oksijen radikallerine karsi da savunma etkisi yapar. A Vitamininin olusmasinda ilk
bilesik olan B - karotenin siiperoksit radikalini temizledigi, singlet oksijeni ve peroksit
radikalleriyle hemen etkileserek antioksidan savunma gorevi gordiigii belirlenmistir. Lipit
peroksidasyonu esnasinda meydana gelen karotenoitler radikallerin  olusmasini
engellemede etkilidirler. Karotenoitler aktif oksijen tiirlerini sonlandirmada etkili olan

pigmentler olarak bilinmektedirler (Stratton 1997).
2.6.2. a-Tokoferol

E Vitamini ailesinin ana bilesig olan o-tokoferol dogada yaygin olarak bulunur.
Antioksidan aktivitesi olarak yapisindaki fenolik hidroksil grubuna sahip aromatik halka
yapisindan  kaynaklanir (Akkus 1995). Lipofilik 6zelliginden dolayr lipid
peroksidasyonuna kars1 plazma lipoproteinlerinin ve hiicre membranlarinin kayda deger
zincir kirici antioksidanidir. Peroksil radikallerini gidererek lipid peroksidasyonunu

inhibe eder.

a-tokoferol radikali kismen stabil ve reaktivitesi az olan bir radikaldir. Glukuronikasit ile
konjugasyona ugrayip safra ile atilabilir. Atilmadan 6nce veya okside olduktan sonra
askorbik asit ve glutatyon tarafindan yeniden indirgenebilir. Boylece rejenere edilmis
olur. In vitro ve in vivo calismalar glutatyon peroksidaz ile o-tokoferolun serbest
radikallere kars1 birbirini destekleyici etkisi oldugunu gostermistir. GSH-Px
meydanagelmis peroksitleri ortadan yok ederken, a-tokoferol peroksitlerin olusumunu
engeller (Akkus 1995).

Giintimiizde aterosklerozun olusumunda lipid peroksidasyonunun ozellikle de LDL
peroksidasyonunun kritik ve etkili bir rol oynadigi bildirilmektedir. Lipid peroksidasyonu
a-tokoferol tarafindan yayilma basamaginda engellenir. a-tokoferol koroner Kkalp
hastaliklar1 riskinin deneysel olarak azaldigi gosterilmistir (Anderson 2007). Ayrica

antikarsinojen etki gosterir, immiiniteyi arttirir, iskemi/reperfiizyon ile iligkili peroksidatif
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hasar1 6nlemede etkilidir, eritrosit membraninin stabilitesi i¢in esansiyeldir. Selenyumun
organizmadan kaybii Onleyerek ve selenyum aktif halde tutarak metabolizmasinda da

onemli rol oynar (Seven ve Candan 1996; Anderson 2007).
2.7. Kanser

Kanser tek tiir bir hastalik olmayip, farkli nedenlerle ve semptomlarla tanimlanmis ¢ok
fazla hastaligin birlesimidir (Silverstein et al. 2006; Ruddon 2007; Almeida and Barry
2011; Xuan et al. 2014). 2020 yilina kadar her yil i¢in 20 milyon yeni kanser hastasinin
olacagi tahmin edilmektedir (Vainio et al. 2003; Shewach ve Kuchta, 2009).
Organizmalardaki kanserin nedeni ya da nedenleri giiniimiize kadar hala kesin olarak
bilinmemektedir. Risk faktorleri cinsiyete, yasam sekillerine, yasa, aile Oykiilerine,
beslenmeye, fizyolojik ve metabolik siireglere ve genetik faktorlere bagli olarak
degiskenlik gosterir. Ayrica bireyi kanser ¢esitlerine yatkin hale getiren genler, kanser
olusumuna neden olan radyasyona maruziyet, viriisler, c¢esitli kimyasallar kanser
nedenleri arasinda sayilmaktadir. Bagisiklik sisteminin giiglii olmamasi, bozulmasi,
yetersiz beslenme tarzi ve cesitli ¢evresel faktorler da kanser olusumuna sebep olmaktadir
(Halliwell 1994). Viicudumuzun yapi taslar1 olan hiicrelerin ¢ekirdegi igerisinde yer alan
kromozom ismi verilen ipliksi birimler bulunur. Kromozomlar viicudumuzun
biiylimesini, davraniglarini ve fonksiyonlarini nasil yapacagini anlatan milyonlarca bilgiyi
ihtiva eden birimlerdir. Kromozamlardaki genler genellikle diizgiin ¢alisir ve hatasiz
mesajlar gonderirler. Kromozomlarin kendilerini ¢ogaltmasi hiicre boliinmesi ile
gerceklesir. Hiicre boliinmesi asamasinda meydana gelen hatalarin biiylik kismi dis
faktorlerin sebep oldugu hatalardir. Organizma genellikle bu hatalar1 kendi bagina
onarabilse de ara sira bu onarma gerceklesmez ve bir ya da daha ¢ok gen mutasyona
ugrar. Sonu¢ olarak kanser; bir hiicrede bulunan kromozomun hasar gormesi ve
cogunlukla degisime ugramasi sebebiyle meydana gelmektedir. Genlerin veya gen
ekspresyonlarinin hatali degisimi ile hiicreler farkli mesaj gonderir ve ¢abuk biiylir ve
yine boliiniirler. Viicutta bunun haricinde meydana gelen doku tahribi ve yaralanma
vakalarinda, dokularin ¢abuk yenilenmesi sirasinda da ¢abuk hiicre artmasi1 goriiliir. Bu
normal siire¢lerin sonunda durdurma komutunu hiicre igindeki 6zel genler verir. Lakin bu
‘dur’ komutuna kanserli hiicre uymaz ve kontrolsiiz, anormal bir sekilde biiylimeye

baglar. Son zamanlarda yapilan bilimsel ¢alismalar, viicutta herhangi bir kanser tipinin
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olusmasi igin 300-500 arasi normal genin modifikasyona ugramasi ile kanserin ortaya

ciktigina isaret etmektedir (https://www.saglik.gov.tr/ 2005).

Ulkemizde yapilan ¢alismalarda istatiksel sonuclara gore, erkeklerde larinks, akciger ve
mesane gibi sigara kullanimina bagli olarak olusan kanser ilk siralarda yer almaktadir.
Meme kanseri ise kadinlarda en sik goriilen kanser tiirtidir. Hem kadinlarda hem de
erkeklerde en ¢ok kolorektal kanserleri goriilmektedir. Bu veriler sonucunda, Tiirkiye’de
en sik goriilen kanserlerin tiirlerinin 6nlenebilir kanserler oldugu ortaya cikmaktadir
(https://www.saglik.gov.tr/  2005). Son yillarda kanserli olan hastalarin tedavisinde
cogunlukla 1sin tedavisi ve cerrahi tedavi kullanilmaktadir. Yapilan bu tedavilere ilave
olarak kemoterapi de uygulanmaktadir. Kemoterapi, genellikle ¢ok sayida ilagla
gerceklestirilen bir tedavi yontemi olup, kanserli olan hiicreleri ortadan kaldirmak igin
ilaglarla uygulanan tedavi yontemidir. Bu yontemde istenen Ozellik, ilacin kanser
hiicrelerini 6ldiirmesi normal saglikli hiicrelere ise zarar vermemesidir. Lakin boyle bir
ozellik su anda tedavide kullanilan ilaglarin bir¢ogunda bulunmaz. Ciinkii normal saglikli
hiicre ile malign kanser hiicresi arasinda nicelik olarak kayda deger bir fark yoktur.
Kullanilan ilaglar ¢ogunlukla dokulara ve saglikli hiicrelere hasar verir. Olusmasini
istemedigimiz yan etkiler temel olarak tedavinin kapsam ve tipine baglidir ve her bireyde
benzer sekilde etki etmez hatta ayn1 bireyde bile bir seanstan digerine farklilik
gosterebilir. Ornegin, sitotoksik ilaglarla yapilan tedavilerde hastalarda genellikle istah
kaybi, kusma, bulanti, kansizlik, halsizlik ve zayiflama ile enfeksiyon riskine yol acan
kan hiicrelerin sayisinda azalmaya sebep olur. Kanserli hastalarda kemoterapi ile
tedavilerde hastanin genellikle sa¢1 dokiiliirken, diger istenmeyen etkileri ise verilen

ilacin tipine gore farklilik gosterir.

Yapilan calismalar ve ulasilan istatiksel sonuglar géz Oniine alindifinda giliniimiizde
kanserin herhangi bir seklini tamamen ortadan kaldiracak ve tedavi edecek veya
engelleyecek kimyasal bir bilesik veya etken madde heniiz kesfedilmemistir (Cloughesy
et al. 2002; Patil et al. 2013; Rx MediaPharma 2015). Kanser ilaglarinda istenen etki, hem
selektif toksisitesi degerini ¢ogaltarak daha fazla verimli bir tedaviye olanak veren hem
de iyilesme siireci ve akabinde ortaya ¢ikan bir¢ok istenmeyen yan etkisi azaltilmis veya
yan etkisi olmayan var olan bilesiklerin gelistirilmesi veya yeni Dbilesiklerin

kesfedilmesidir. Yeni sentezlenen ila¢ etken maddelerinin arastirilmasi ve var olan etken
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maddelerin gelistirilmesi, potansiyel kanser ilaclarma yeni, 6zgiin farkli yaklagimlar

saglayacaktir.

Yaptigimiz bu tez ¢alismamizda, biyolojik etkisini arastirdigimiz triazol bilesiklerinin,
kolon kanseri {izerindeki antitiimoral etkileri in vivo ve in vitro olarak; yine reaktif
oksijen tiirlerine kars1 mevcut antioksidan ozellikleri in vitro ve in vivo olarak; ve cesitli

patojenler iizerindeki antimikrobiyal aktivitelerini in vitro kosullarda arastirilmistir.



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Cahsmada Kullanilan Bilesikler

Biyolojik aktiviteleri arastirilacak olan triazol tiirevleri Firat Universitesi Fen Fakiiltesi
Organik Kimya Anabilim Dalinda sentezlenmis ve karekterize edilmistir. /n vitro
denemeleri Inonii Universitesi Tip Fakiiltesi Fizyoloji Béliimii Hiicre Kiiltiir
Laboratuvarlarmda ve in  vivo hayvan denemeleri FUDAM  merkezinde
gerceklestirilmistir. Calismamizda biyolojik 6zellikleri arastirilacak olan  triazol
bilesiklerinin sematik gosterimi ve UIPAC adlan asagida verilmistir (Sekil 3.1 ve Tablo
3.1).

Tablo 3.1 Triazol bilesiklerin kodlar1 ve IUPAC adlandirilmasi

M1 | 4-etil-2-(mofin-4-methil)-5-(2-tiyenil)-2,4-dihidro-3H-1,2,4-triazol-3-tiyon

4-etil-5-(2-tiyenil)-2-({4-[3-(triflorometil)fenil]piperazin-1-il}metil)-2,4-dihidro-

M2 3H-1,2,4-triazol-3-tiyon

4-etil-2-[(4-metilpiperidin-1-il)metil]-5-(2-tiyenil)-2,4-dihidro-3H-1,2,4-triazol-
M3 3-tiyon

2-[(4-benzilpiperazin-1-il)metil]-4-etil-5-(2-tiyenil)-2,4-dihidro-3H-1,2,4-triazol-

Ma 3-tiyon

M5 4-etil-2-[(4-fenilpiperazin-1-il)metil]-5-(2-tiyenil)-2,4-dihidro-3H-1,2,4-triazol-
3-tiyon

M6 | 2-(morfolin-4-ilmetil)-4-fenil-5-(2-tiyenil)-2,4-dihidro-3H-1,2,4-triazol-3-tiyon

M7 | 4-etil-2-(morfin-4-methil)-5-(2-tiyenil)-2,4-dihidro-3H-1,2,4-triazole-3-tiyon

Mg | 4-etil-5-(2-tiyenil)-2,4-dihidro-3H-1,2,4-triazole-3-tiyon

M9 | 4-Fenil-5-(2-tiyenil)- 2,4-dihydro-3H-1,2,4-triazol-3-tiyon

M10 | 4-etil-5-(2-tiyenil)-2,4-dihidro-3H-1,2,4-triazole-3-tiyon
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Sekil 3.1. Triazol bilesiklerinin molekiiler yapisi
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3.2. In Vitro Antioksidan Aktivitelerin Belirlenmesi
3.2.1. In Vitro Yontemlerde Kullanilan Cézeltiler ve Hazirlanmasi

1. 0,2 M Fosfat Tamponu (pH=6,6): 6,24 g NaH,PO,.H,O bir miktar distile suda
¢ozlilmesi saglanarak 250 mL’ye yakin bir hacme tamamlandi ve pH metre de 6lgiim
yapilarak NaOH ¢ozeltisiyle ¢ozeltinin pH=6,6’ya ayarlandi ve son hacim 250 mL’ye
tamamlandi.

2. %0,1’lik FeCl; ¢ozeltisi: 83 mg FeCl;.6H,0 saf suda ¢oziildii, son hacmi saf su ile 50
mL’ye tamamlandi.

3. %10’luk TCA ¢ozeltisi: 25 g TCA bir miktar distile suda ¢oziildii, son hacmi saf su ile
250 mL’ye tamamlandi.

4. %1’lik K;Fe(CN)g cozeltisi: 2,5 g KsFe(CN)g bir miktar distile suda ¢oziildii, son
hacmi saf su ile 250 mL’ye tamamland.

5. 150 uM NBT ¢ozeltisi: 6,1 mg NBT 50 mL balon jojeye alindi ve son hacim saf
su ile50 mL’ye kadar fosfat tamponuyla (0.1 M, pH=7.4) tamamland.

6. 468 uM NADH c¢ozeltisi: 34 mg NADH alind1 ve son hacim saf su ile 100 mL’ye
kadar fosfat tamponuyla (0,1 M, pH=7,4) tamamland:.

7. 60 uM PMS ¢ozeltisi: ilk olarak 18 mg PMS alindi ve son hacim 1 litreye fosfat
tamponuyla (pH=7,4, 0,1 M) tamamlandi. Akabin de bu ¢6zeltiden 10 mL alind1 ve 100
mL’ye ayn1 tamponla seyreltildi.

8. 0,1 M Fosfat Tamponu: 1,56 g NaH,PO,.2H,0, 80 mL saf suda ¢oziilerek, pH metre
deki yardimiyla pH=7,4’e ayarlandi ve son hacim distile su ile 100 mL’ye tamamland:.

9. 2 mM FeCI2 ¢ozeltisi: 0,02 g FeCl,.4H,0 alindi ve son hacmi saf su ile 50 mL’ye
tamamlandi.

10. 43 mM H,0, c¢ozeltisi: %30’luk H,0O,’den 343 uL alindi ve 0,1 M’lik fosfat
tamponu ile 100 mL’ye tamamland:.

11. 5 mM ferrozin ¢o6zeltisi: 0,123 g ferrozin alindi, 5 mL suda ¢6ziindii ve son hacim saf
su ile 50 mL’ye tamamland.

12. 200 mM, 5 mL Deoksiriboz ¢ozeltisi: 0,135 g alinip bir miktar suda ¢oziindii ve son
hacim distile su ile 5 mL’ye tamamlandi.

13. 20 mM, 50 mL FeS0a4.7H20 ¢ozeltisi: 0,278 g FeS04.7H20 alinip bir miktar suda

¢ozilindii ve son hacim saf su ile 50 mL' ye tamamlandi.
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14. 10 mM, 50 mL EDTA Cozeltisi: 0,011 g EDTA aliip bir miktar suda ¢6ziindii ve
son hacim distile su ile 50 mL’ye tamamlandi.

15. 1 M, 50 mL H,0; ¢ozeltisi: 5,107 mL H2O2 alinip son hacmi 50 mL’ye tamamlandi.
16. 500 mM, 5 mL askorbik asit ¢ozeltisi: 0,495 g askorbik asit alinip bir miktar suda
¢ozilindii ve son hacim saf su ile 5 mL’ye tamamlandi.

17. 50 mM, 50 mL KH2POj4 ¢ozeltisi: 0,345 g KH2PO4 alinip 10 mL suda ¢6ziindii ve

toplam hacim saf su ile 50 mL’ye tamamlandi.

3.2.2. Yararlamilan Alet ve Cihazlar

pH metre : Hanna HI221

Calkalamali su banyosu : Memmert VNB14

Magnetik karistirici : IKARHBasic

HPLC cihazi : Shimadzu

Homojenizator : Micra-D8

Etiiv : Memmert UNB 400

UV-Vis spektrofotometre : Shimadzu UV-1700

Vorteks D IKA

Hassas terazi : Denver TP 323

Sogutmalr santrifij : Hettich 320 Derin dondurucu

Ayrica vida kapakli deney tiipleri, otomatik pipet ve pipet uglart kullanildi.

3.3. in Vitro Antioksidan Aktivitelerin Belirlenmesinde Kullanilan Analiz

Yontemleri
3.3.1. Indirgeme Kuvveti Tayini

Oyaizu metodu ile test edilecek olan bilesiklerinin (M1-M10) indirgeme kuvveti Fe**’iin
Fe*?ye degisim prensibine gore yapildi (Oyaizu 1986). Farkli konsantrasyonlar da
DMSO’da ¢oziinmiis bilesiklerden (50, 100, 250 pg/mL) farkli tiiplere 1’er mL konuldu.
Her bir tiipe daha sonra 2,5 mL 0,2 M fosfat tamponu (pH=6,6) ve 2,5 mL %1’lik
potasyum ferrosiyaniir (K3[Fe(CN)e]) ilave edilerek olusan karisim 50 °C’de 20 dk
inkiibe edildi.
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Yapilan bu islemlerden sonra reaksiyon karisimlarina 2,5 mL %10’luk triklor asetik asit
(TCA) ilave edildi. 2000 rpm’de 10 dk santrifiij yapildi. Ust fazdan kalan ¢dzeltinin 2,5
mL’si alinarak tizerine 2,5 mL distile su ve %0,1’lik 0,5 mL FeCls ilavesinden sonra 700
nm’de absorbans okundu. K&r olarak DMSO kullanildi. Kontrolde ise sadece triazol
bilesikleri icermeyen DMSO’lu karisim kullanildi. Numune yerine ise standart
antioksidanlar olan BHT kullanilarak indirgeme kuvvetinin karsilastiritlmasi yapildi. Her
bir 6l¢iim 3’er kez tekrarlanarak alinan sonuglarin ortalamalar1 hesaplandi. Calisilan bu

metotta, yiiksek indirgeme kuvveti, yiiksek absorbans degeri olarak degerlendirildi.
3.3.2. Metal Selatlama Aktivitesi

Metal selatlama aktiviteleri igin test bilesikleri (M1-M10), Dinis ve ark.,’nin gelistirdigi
yonteme (T.C.P. Dinis et al. 1994) gore ¢alisildi. Bu yontemde farkli konsantrasyondaki
(50, 100, 250 pg/mL) orneklerden 0,4 mL alinarak tizerine 2 mM’lik 0,05 mL FeCl;
¢ozeltisine ilave edildi. Reaksiyon 0,2 mL ve 5 mM’lik ferrozin ¢ozeltisi ilavesiyle
baslatildi. Vortekste ¢ozeltinin kuvvetli bir sekilde karigtirilmasi saglandiktan sonra 25 °C
sicakhiginda 10 dk bekletildi. Inkiibasyondan sonra ¢dzeltinin 562 nm’de absorbansi
ferrozin disinda kalan ¢ozeltiden olusan kore karsi kaydedildi. Kontrol olarak test
numuneleri haricinde geriye kalan ¢ozelti kullanildi. Ayni derisimlerdeki standart
antioksidan olarak kabul goriilen BHT metal selatlama aktivitelerini karsilastirmak i¢in
kullanildi. Her bir 6l¢iim 3’er kez yapilarak alinan sonuglar ortalamalar1 hesaplandi. Bu

metotta, yiiksek metal selatlama aktivitesi, diisiik absorbans degeri olarak degerlendirildi.

Metal selatlama aktivitesi asagidaki verilen formiilde hesaplandi.

% Metal Selatlama Aktivitesi=[(Ao-A1)/Ac]x100

A1= Numunelerin ve/veya standartlarin Absorbansi

Aop= Kontrol Absorbansi
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3.4. In Vitro Hiicre Kiiltiirii Calismalar
3.4.1. Kullanilan Kimyasallar

Pensilin-streptomisin Biological Industries’den (Israil) ve Fetal calf serum (FCS),
dimetilsiilfoksit (DMSO), NaOH, NaCl ve HCl Merck’ten (Dormstadt, Almanya) satin
alindi. Deneysel calismlarda kullanilacak diger kimyasallar Sigma—Aldrich’ten (St.
Louis, MO, USA) temin edildi. Yapilan tiim deney safhalarinda bi-distile su kullanildi.
Test edilecek farkli triazol bilesikleri DMSO’da ¢6ziilerek son derisimleri 5, 10 ve 20 uM

olacak sekilde hiicre ortamina birakildi.

3.4.2. Hiicre Kiiltirleri

Hiicre kiiltiirii calismasi, Indnii Universitesi Tip Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim Dali
Molekiiler Arastirmalar Laboratuvarinda yapildi. Orta Dogu Teknik Universitesi Biyoloji
Boliimiinden (Ankara) insan kolon karsinoma (HT 29) hiicreleri temin edildi. Biitiin
hiicreler 25 cm? kiiltiir flasklarinda, RPMI-1640 medyum (igerisine %10 FCS, 100
U/mLpenisilin ve 0,1 mg/mL streptomisin ilave edilerek hazirlanan) ile beslendi. Ortam
kosullart 37 °C’de, karbondioksitli (%5 CO>) inkiibatérde ve nemli kosullarda tutulan
hiicrelerin medyumlari belli araliklarla (haftada iki defa) degistirildi. Bu siiregte hiicreler
konfluent oldugunda, soliisyon olarak tripsin-EDTA kullanilarak flasklardan ayrildi ve 96
kuyucuklu plaklara aktarilarak 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-difeniltetrazoliumbromid (MTT)

analizlerde kullanildu.
3.4.3. Hiicre Kiiltiirlerine Triazol Bilesiklerinin Uygulanmasi

Calismamizda test edilecek farkli triazol bilesikleri 5, 10 ve 20 uM’lik konsantrasyonlari
ve ayni miktarlarda ¢6ziicti (DMSO) hiicrelerin i¢inde bulundugu kuyucuklara eklendi ve
24 saat siireyle karbondioksit inkiibatoriinde (NuaireCo, Playmouth, MN, ABD) 37 °C de
inkiibasyona birakild1. Inkiibasyonlar akabinde hiicrelerin canlilik oran1 hemositometrede
%0,4 tryphanblue kullanilarak analizlendi. Canlilik orant %90’in altinda oldugu

kosullarda deneylere baslanmadi.
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3.4.4. MTT Assay

Triazol bilesiklerinin sitotoksik etkileri MTT assay yontemi ile belirlendi. Calisilan bu
yontemde, MTT canli hiicrelere aktif olarak absorbe olur ve reaksiyon mor-mavi renkli,
suda ¢Oziinirliigii olmayan formazana indirgenir. Olusan formazan, yalnizca aktif
mitokondrinin ihtiva ettigi canli hiicrelerde goriilmektedir. Spektrofotometrik olarak
belirlenen deger, yasayan hiicre sayisi ile iligkilendirilir. Bu yontemin uygulamasi
esnasinda, 0,5 mg/mL MTT c¢alisma soliisyonu hazirlandi, steril PBS igerisinde
hazirlanan stok MTT soliisyonundan ve 96 kuyucuklu plaklara eklendi. 3 saat
bekletildikten sonra plakalardaki hiicrelerin optik dansiteleri, dalga boyu 550 nm de
ELISA cihazinda (Synergy, HT, USA) okutuldu. Deneysel c¢aligmadaki kontrol
kuyucuklar1 absorbans degerleri okundu ve elde edilen sonuglarin ortalamasi alindi ve bu
deger %100 canli hiicre olarak kabul edildi. Test bilesigi ve ¢oziicii uygulanan
kuyucuklardan okunan absorbans degerleri, kontrol absorbans degerine oranlandi ve

yiizde canlilik olarak kabul edildi. Farkli giinlerde MTT denemeleri ti¢ kez tekrar edildi.
3.5. Antimikrobiyal Aktivitenin Belirlenmesi
3.5.1. Mikrodiliisyon Broth Yontemi

Bu ¢aligmada, sentezlenen kimyasallarin mikroorganizmalara karst Minimum inhibisyon
konsantrasyonunu (MIC) belirlemek amaciyla mikrodiliisyon broth yontemi kullanildi
(Eloff 1998). Caligmada bir gram-pozitif bakteri olan Enterococcus faecalis (ATCC
29212) ve Candida albicans (ATCC 10231) olmak iizere 1 adet mantar susu kullanildu.

Kimyasallar Dimethyl sulfoxide (DMSO; 5000 pM) igerisinde c¢ozdiiriilerek stok
cozeltiler hazirland: ve steril distile su icerisinde 1/10 kat seyreltildi. 50 pL steril distile
su 96 kuyucuklu plaka iizerinde her bir kuyucuga ilave edildi. Daha sonra test
bilesiklerinden 50 pL aliarak kuyucuklara ilave edildi ve seri seyreltmeler yapildi.
Bakteriler i¢in Mueller Hinton Broth (Accumix® AM1072), Candida albicans igin
Saboraud Dekstroz Broth (Himedia ME033) besiyerleri kullanildi. Kimyasal bilesiklerin
kuyucuklardaki konsantrasyonlar: 125 pM ile 0.48 pM arasinda ayarlandi. Bakteriler i¢in
5 x10° CFU/mL, Candida albicans icin 0,5-2.5 x10®° CFU/mL olacak sekilde her
kuyucuga 50 pl mikroorganizma siispansiyonu eklendi (CLSI 2002, 2012). Bakteri
eklenen plaklar 37 °C’de, Candida albicans eklenen plaklar 35 °C’de 16-24 saat inkiibe
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edildi. Inkiibasyon siiresi sonunda iiremenin goriiniir hale gelmesi icin her kuyucuga 50
ul 2 mg/mL 2,3,5-Triphenyltetrazolium chloride (TTC) (Merck, Germany) eklendi ve 37
°C’de 2 saat inkiibe edildi. Kuyucuklarda renk degisiminin olmadigi ilk kuyucuklar MIC

degeri olarak kabul edildi. Test ti¢ kez tekrarlandi ve ayn1 sonuglara ulasildi.

3.6. Test Bilesiklerinin Saccharomyces Cerevisiae Hiicrelerindeki MDA Diizeylerine
Etkisi

Saccharomyces cerevisiae maya hiicreleri, sentezlenen triazol bilesiklerinin hiicre
icindeki antioksidan aktivitelerinin belirlenmesi i¢in kullanildi. Tek hiicreli olan
Saccharomyces cerevisiae Fungi alemine dahil bir mikroorganizmadir. Diger mayalar da
oldugu gibi Saccharomyces cerevisiae de karbonhidratlar1 fermente eder. Yiiksek vitamin
icerigi olan mayalarin, besin olarak degerlerini artirir. Bir kistm Saccharomyces
cerevisiae tiirii diger vitaminler birlikte B Vitaminini 6zellikle sentezlerler. Molekiiler
diizeyde maya hiicreleri siklikla metabolizmanin oksidatif strese yaniti1 ¢alismalarinda bir
model olarak kullanilmaktadir (Herdeiro et al. 2006). insan ve maya genomunun dizileri
%23 ortaktir. Bu calismada maya arastirmalari i¢in, Malt extract broth'da asilanan
Saccharomyces cerevisiae etiivde 25 °C’de inkiibe edildi ve eksponensiyel kisimdan 10°
hiicre/mL alinarak deneysel ¢aligmalar gerceklestirildi. MDA 6l¢timleri i¢in birer deney
tiiptine 2’ser ml hiicre igeren ¢ozelti konuldu. Maddeler DMSO da ¢oziilerek belirli
konsantrasyonlar da ¢ozeltileri hazirlandi ve son derisimler 50 uM ve 100 uM olacak
sekilde tiiplere ilave edildi. Tiim denemeler i¢in tiiplerdeki DMSO miktar1 esit olacak
sekilde ilaveler yapildi. Kontrol grubu olarak esit hacimde DMSO ilave edilen tiipler
kullanildi. Madde ilavesinden sonra belirli siireler beklendi. Ilgili literatiirlerle
kiyaslanarak mL deki hiicre sayisinin 108 hiicre/mL olmasina ve maddelerin ¢dziiniirliigii
de g6z Oniline alinarak dozlara karar verildi. MDA analizi i¢in kimyasal maddelerle
muamele edilmis hiicrelere %15’lik trikloroasetik asitten 250 puL ve 0,5 M HCIO4’den
750 uL ilave edilerek calkalandi. Kiigiik parcalara ayrilan hiicreler lizat 5 dakika 4500
devirde santrifiijlendikten sonra dikkatlice berrak kisim alinarak HPLC’de analizlendi
(Karatepe 2004).
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3.7. In Vivo Antioksidan ve Antitiimor Aktivite Calismalari

Calisma Firat Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu (FUHADEK) onay1 alindiktan
sonra (tarih: 18.11.2015, toplant1 sayisi: 2015/20, karar no: 189, protokol no: 2015/130)
standart deneysel hayvan calismalar1 etik kurallarima uygun olarak yiiriitildi. Bu
caligmada Rattus Norvegicus cinsi 8 hafta ortalama 250 g agirliginda erkek ratlar
kullanildi. Bingdl Universitesi Deneysel Arastirma Merkezi (BUDAM)’ndan alinan ratlar
uygun kafeslerle 6zel aragla Firat Universitesi Deneysel Arastirma Merkezi (FUDAM)
getirilerek buradaki ortama adaptasyonlar1 saglandiktan sonra deneysel uygulama
gerceklestirildi. Ratlar, uygun yasam kosullari saglanan bir ortamda, her giin altlar1 6zel
olarak temizlenen kafeslerde beslendi. Ozel ¢elik kaplarda yemler verildi. Ratlara
paslanmaz celik bilyeli biberonlarda normal ¢esme suyu verildi. Elazig yem fabrikasinda
deney hayvanlari icin 6zel olarak hazirlanan pelletler halindeki getirilmis rat yemleriyle
beslendi. Deneysel uygulama yapilacak safthaya kadar ratlarin beslenmesi bu sekilde
devam edildi. Deneysel calismalarda ratlar gruplandirildiktan sonra kolon kanseri
olusumu icin Azoksimetan uygulamasi yapildi. Calisma siiresince hi¢cbir nedenle rat
oliimii yasanmadi. Tablo 3.2°de ratlara verilen yemin bilesiminde bulunan besin madde

oranlar1 gosterilmistir.

Tablo 3.2. Deney hayvanlarina verilen yemin bilesimi

Yem maddeleri Yiizdesi (%)
Bugday 10
Maisir 21
Kepek 8
Arpa 14
Soya Kiispesi 25
E-Kemik unu 4
Balik Unu 8
Melas 4
Tuz 4
*Vitamin Karmasi 1
**Mineral Karmasi 1
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3.7.1. In Vivo Antitiimor Aktivitesi ve Histopatolojik Uygulamalar
3.7.1.1. Gruplarin Olusturulmasi ve Uygulamalar

Arastirmada kullanilacak ratlar 1 kontrol, 5 uygulama grubundan olusturuldu ve her
grupta 5’er denek olmak iizere toplam 30 rat yer aldi. Ilgili literatiir (Skehan 1990)
taramasidan sonra uygulamalarin kontrol ve denek gruplari igin 0. giin, 3. giin, 6. giin, 9.
giin olacak sekilde 3 giin ara ile yapilmasina karar verildi ve 30 giin uygulandi. Ratlara 3
giinliik araliklarla 30 giin boyunca belirli dozlarda deri alt1 enjeksiyon yapildi. Bu siirenin
bitiminde ratlar dekapite edilerek karaciger ve kan ornekleri alindi. Ratlardan alinan kan
ornekleri pithtilagma olayini takiben santrifiijlenerek serum ayrildi. Alinan kan 6rnekleri
saftrifiijlenerek serumlar1 ayrildi. Ayrilan serumlar en gec ii¢ giin igerisinde analizlendi.
Analiz anina kadar serum 6rnekleri -20°C’de bekletildi. Doku 6rnekleri ise uygun boyutta
kesilerek hazir hale getirildi. Uygulama maddelerinin dozlar literatiirden (Varvaresou et
al. 2000) faydalanilarak kararlastirildi ve sartlara uygun olarak 25 mg/kg viicut agirligi
olacak sekilde 6nce DMSO’te ¢oziildii ve DMSO miktar1 %10’un altinda olacak sekilde
musir 6zl yagi ile seyreltildikten sonra hayvanlara deri altindan uygulandi. Kontrol
gruplarina, DMSO miktar1 % 10’un altinda olacak sekilde yag hazirlanarak 0,5 ml ¢ozelti
deri altina enjekte edildi. Uygulama gruplarma ise 0,5 ml ¢ozelti igerisindeki ligand
derisimi 25 mg/kg viicut agirligi dozunu ihtiva edecek sekilde hazirlanan ¢ozeltiler deri

altina enjekte edildi.

Firat Universitesi Deneysel Arastirmalar Merkezindeki (FUDAM) ratlar, 22 +2°C
sicaklikta, %55 45 nisbi nem bulunan havalandirma sistemine sahip 0zel olarak
hazirlanmis ve giinliikk altlar1 temizlenen kafeslerde beslendi. 8 haftalik ortalama
agirhiklar1 200-250 gr olan 30 adet Rattus norvegicus cinsi erkek ratlar kullanildi. Bu
amagcla, ratlar her grupta ortalama 5 hayvan bulunacak sekilde alt1 gruba ayrildi. (i) AOM
+ (Yag + DMSO) grubu: 15 mg/kg CA dozunda AOM enjeksiyonu yapilan grup; (ii)
AOM + Cisplatin10 grubu (AOM + Cis10): (AOM) enjeksiyonu yapilan ve 10 mg/kg CA
dozunda cisplatin verilen grup; (iii) AOM + Cisplatin15): (AOM) enjeksiyonu yapilan ve
15 mg/kg CA dozunda Cisplatin verilen grup; iv) AOM + M-8, (AOM) enjeksiyonu
yapilan ve 25 mg/kg CA dozunda M-8 bilesigi verilen grup; (v) (AOM) +M-9 grubu
(AOM+ M-9): AOM enjeksiyonu yapilan ve 25 mg/kg CA dozunda M-9 bilesigi verilen
grup, (vi) AOM + M-10 grubu (AOM+M-10 ): AOM enjeksiyonu yapilan ve 25 mg/kg
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CA dozunda M-10 bilesigi verilen grup. Test edilecek maddeler DMSO’da ¢6ziildiilmesi
saglandiktan sonra misir 6zl yag: ile seyreltildi. 25 mg/kg viicut agirhigi dozuna gore
hazirlanan maddeler hacmi 1mL olacak sekilde karisim yag DMSO ve madde olacak
sekilde ratlara subkutan enjeksiyonlarla uygulandi. Ayni oranda kontrol grubuna da

DMSO igeren yagl karisimdan yine 1 mL deri alt1 enjekte edildi. Calisma alt1 ay siirdii.

AOM enjeksiyonu 3 defa (haftada bir kez) subkutan (derialt1) olarak yapildi. AOM,
ratlara 15 mg/kg canli agirligt (CA) dozunda enjekte edildi (Thirupurasundari et al.
2009). Akabinde hayvanlarda tiimor olusumu incelemek icin 5 ay beklenildi ve timor
olusumu takip edildi. Her gruptan 2 hayvan kesilerek mikroskobik ve makroskobik olarak
incelendi ve timor olusumu gozlendi. Daha sonra cisplatin (10 mg/kg CA), cisplatin (15
mg/kg CA) ve 4-Etil, 5-Tiyenil,1,2,4-Triazol (M-8), 4- Fenil, 5-Tiyenil, 1,2,4- Triazol
(M-9), 4- Allil, 5-Tiyenil,1,2,4- Triazol (M-10)’iin tedavici edici etkisini belirlemek igin
kompleksler 25 mg/kg CA dozunda 1 ay boyunca 0., 3., 6. ve 9., giinlerde hayvanlara deri

alt1 olarak verildi.

Deneysel calisma siiresinde tiim veriler not edilerek Olen hayvanlarin patolojik
incelemeleri yapilarak kaydedildi. Deneysel calisma sonunda hayvanlar anestezi altinda
dekapite edilerek kolorektal dokular alind1 ve dokulardan bloklar ve kesitler hazirlanip,
hacmi, tiimoriin insidansi ve yayilimi histopatolojik olarak incelendi. Makroskobik
tiimorler alinip %4’liikk paraformaldehit soliisyonunda fikse edilerek 151k mikroskobunda
incelendi. Ayrica antioksidan parametrelerin analizi i¢in kan ve doku ornekleri alinarak

analiz anina kadar -80°C’de sakland.
3.7.1.2. In Vivo Histopatolojik Inceleme

Otenaziyi takiben karin boslugu agilan siganlarda, rektum smirindan baslayarak 10 cm’lik
kolon bdliimiinden 2’ser cm uzunlugunda alinan doku ornekleri, 48 saat %10’luk
tamponlu nétral formalin soliisyonunda tespit edildi. Bilinen klasik doku takip
islemlerinden gegirilerek parafin bloklar hazirlandi. Bloklardan 5 um kaliliginda ve 300
pum’lik araliklarla alinan seri kesitler Hematoxylin Eosin (HE) ile boyanarak 1sik

mikroskobunda incelendi.
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3.7.1.3. Doku Orneklerindeki Vitamin MDA Analizi

Pargalanmis yaklasik 0,3 gr doku 6rnegi lizerine 0,5 M HCIO4s’den 1,5 mL ilave edildi.
Proteinlerin ¢Oktiiriilmesi saglandiktan sonra 1,5 mL distile su ilave edilerek son hacim 3
mL’ye tamamlandi. Bu Karisim 4500 devirde 25 dakika santrifiijlenerek akabinde tist
kisimdaki berrak kisimdan dikkatlice alinarak viallere konuldu enjeksiyon hacmi 20 pL

HPLC’de analizlendi (Karatepe 2004).
3.7.1.4. Doku Orneklerindeki Vitanim A ve Vitamin E Analizi

Doku orneklerindeki A ve E Vitamini Analizi i¢in parcalanmis 0,3 gr doku 6rnegi alinarak
tizerine %21’lik H>SOs ihtiva eden etil alkolden 4 mL ilave edilerek proteinlerin
¢oktiiriilmesi saglandi. Elde edilen karisim vorteks ile iyice karigtirilarak homejen hale
getirildi ve akabinde 4500 devirde 25 dakika siire ile santrifiijlendi. Daha sonra 6rnekler
0,3 mL n-hekzan iizerine ilave edildi. Karisima hekzan ilavesiyle yagda ¢oziinen
vitaminler hekzan fazinda ekstrakte edildi. Karisima hekzan ilave edildikten sonra iyice
homejen dagilmas: icin tekrar vorteksde karistirildi ve tiipler santrifiijlendi. Santrifiij
sonunda hekzan fazi hassas bir sekilde ayrilarak cam tiipe alindi. Kalan kisim iizerine
tekrar 0.3 mL n-hekzan eklenerek karistirilip santrifiijlendi ve n-hekzan fazi cam tiipteki
hekzan fazi ile birlestirildi. Hekzan, kuru azot altinda yavas ve dikkatlice uzaklastirildi.
Daha sonra kalan kalintt 100 uL. metanolde ¢oziildii (Cetinkaya vd. 1991). Bu ¢6zeltiden
20 pL alinip HPLC’ye enjekte edildi.

3.7.1.5. Kan Orneklerindeki Vitamin MDA Analizi

Hazirlanan serum o6rneginden 0,3 ml alinip iizerine 0,5 M HClO4 den 0,3 ml ilave
edilerek proteinlerin ¢oktiiriilmesi saglandi. Akabinde karisim vortekslendikten sonra
tizerine distile su ilave edilerek son hacim 1 mL tamamlandi. Daha sonra karisim 15
dakika santrifiijlendikten (2500 devir /dak) sonra orneklerin iizerindeki berrak kisimdan
20ul almarak HPLC’de analiz edildi. MDA ve askorbik asit, HPLC’de analiz edildi.
Analizler hareketli faz olarak 30 mM KH2POs - metanol (%825 — 17,5; pH:4)
karisiminda 250 nm’de inertsil Su C-18 (15 cm x 4.6 mm) kolonu kullanilarak akis hizi
ml/dk yapildi (Karatepe 2004).
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3.7.1.6. Kan Orneklerindeki Vitamin A ve Vitamin E Analizi

Serum 6rnekleri derin dondurucudan alindiktan sonra ¢ézdiirme islemi yapildi daha sonra
0,3 ml serum %]1’lik H2SO4 ihtiva eden etil alkolden 0,3 ml ilave edilerek proteinler
¢oktiiriilmesi saglandi. Daha sonra karisim 2500 devirde 5 dakika vortekslendikten sonra
santrifiijlendi. Akabinde ornekler {izerine 250 ul n-hegzan eklendi. Karisima hegzan
ilavesiyle ortamda bulunan yagda ¢6ziinen vitaminler hekzan fazina gecti. Hekzan ilave
edildikten sonra tekrar i¢e vortekste karistirildi ve tiipler santrifiijlendi. Santrifiij sonunda
hekzan ayrilarak cam tiipe alind1. Ornek iizerine 250 pl n- hekzan eklenerek karistirilip
santrifiijlendi ve n-hekzan faz1 cam tiipteki hekzan fazi ile birlestirildi. Ekstrakte edilen
hekzan, kuru azot altinda hata getirmeyecek sekilde uzaklastirildi. Kalan kalint1 100 pl
metanolde ¢dziildii. HPLC’de analiz edildi. Orneklerdeki E Vitamini 296 nm ve A
Vitamini 326 nm dalga boyunda inertsil 5u C-18 (15 cm x 4.6 mm) kolonu ve kloroform:
metanol: diklormetan: asetonitril: hegzan (60: 10: 15: 10: 5) fazinda akis hiz1 dakikada 1
mL olacak sekilde analizlendi (Catignani 1983; Henning et al. 1997).

3.8. istatistiksel Analiz

Gruplarin normal dagilima uygunlugu Kolmogorov Smirnov testi ile degerlendirildi.
Gruplarin  karsilastirilmasinda  tek yonlii varyans analizi yapildi. Varyanslarin
homojenligi, Levene testi ile analiz edildi. Tek yonlii varyans analizi sonrast varyanslarin
homojen olmadig1 gozlendi ve ¢oklu karsilastirmalar i¢in Tamhane T2 testi kullanildi.
Istatistiksel olarak P < 0.05 anlamli kabul edildi. Veriler ortalama =+ standart hata olarak
ifade edildi. Deneysel ¢alismalar sonunda elde edilen veriler, antitiimor 6zellik i¢in One-
way Anova analizi, Tukey testi yapildi. Bu ¢aligmadaki biitiin istatistiksel analizler IBM
SPSS Istatistik, Version 22,0 (IBM Corp., Armonk, NY, USA) paket programi
kullanilarak yapildi.



4. BULGULAR

4.1. In Vitro Antioksidan Aktivite Ol¢iimleri
4.1.1. indirgeme Kuvveti Tayini Bulgulan

Bir bilesik veya ekstrenin indirgeme kapasitesi, o bilesik veya ekstrenin antioksidan
aktivitesinin énemli bir indikatdrii olarak bilinir (Niki 1991). indirgeme kuvveti her bir
test bilesigi i¢in 50, 100 ve 250 pg/mL’lerinin iginde bulundugu ¢ozeltilerinin 700 nm’de
absorbanslarinin dlgiilmesiyle belirlenmistir. Calisma sonucunda elde ettigimiz bulgulara

Tablo 4.1 ve Sekil 4.1°de verilmistir.

Tablo 4.1 Test bilesikleri ve standart antioksidanin indirgeme kuvveti sonuglari

Test Bilesikleri Indirme Kuvveti 50 Indirme Kuvveti 100 | Indirme Kuvveti 250
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
M1 0,884 0,917 1,450
M7 0,704 1,302 1,624
M8 0,255 0,535 1,275
M9 0,097 0,197 0,485
BHT 0,420 0,560 1,251
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4,000

3,000

Indirme Kuvveti 50(ug/mL)
2,000

® indirme Kuvveti 100(pg/mL)
1,000 I l ‘ I B [ndirme Kuvveti 250 (ug/mL)
0,000 -I

M1 M7 M8 M9 BTH

Sekil 4.1. Test bilesikleri ve standart antioksidanin karsilagtirmali indirgeme kuvveti grafikleri

Absorbans Degeri

4.1.2. Metal Selatlama Aktivitesi Tayini Bulgular:

Bir maddenin metal selatlama aktivitesi, lipit peroksidasyonuna sebep olan metalleri
etkisiz hale getirme giiclinii gosterdigi i¢in 6nemlidir (Kandepu 1999). Test bilesikleri
veya standart antioksidantlarin varliginda ferrozin-Fe*? kompleksi, tam meydana gelmez.
Bu durum kullanilan bilesiklerin metal selatlayici 6zelliklerini gostermektedir. Metal
selatlama aktivitesi her bir test bilesigi i¢cin 50, 100 ve 250 pg/ml miktarlar1 ve onlarla
ayn1 konsantrasyondaki standart antioksidan olarak kabul edilen BHT orneklerinin 562
nm’de absorbanslar1 alinmis ve tutuklanan metalin ylizdesi hesaplanmistir. Calisma

sonucunda elde ettigimiz sonuglar Tablo 4.2 ve Sekil 4.2°de sunulmustur.

Tablo 4.2. Test bilesikleri ve standart antioksidanin metal selatlama yiizdeleri

Metal Selatlama Metal Selatlama Metal Selatlama
Test Bilesikleri Aktivitesi Aktivitesi Aktivitesi
50 (ug/mL) 100 (ug/mL) 250 (ug/mL)

M1 35,13 45,29 50,3

M7 45,04 48,85 55,21

M8 52,05 54,35 61,63

M9 53,44 56,84 64,45
Kontrol (BHT) 50,45 53,48 59,5
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Sekil 4.2. Test bilesikleri ve standart antioksidanin karsilastirmalt metal selatlama yiizdeleri

4.2. Antimikrobiyal Aktivite Bulgulari

Kimyasallarin antimikrobiyal aktiviteleri Tablo 4.3’te goriilmektedir. Calisilan 6rneklerin

antimikrobiyal aktivite degerleri 0,1 mg/mL veya daha diisikk oldugunda 6nemli, 0,1 <

MIC < 0,625 mg/mL araliginda orta derecede etkili ve MIC degeri 0,625 mg/ml’den fazla
oldugunda zayif etkili olarak bildirilmektedir (Kuete 2010; Awouafack et al. 2013). Bu

calismada denedigimiz triazol bilesiklerinin MIC degerleri 15,625 mg/ml’dan daha

biiyilk ve genel olarak to >125 uM olarak elde edilmistir. Bu durumda triazol

bilegiklerimizin denedigimiz mikroorganizmalar iizerinde belirgin bir etkiye sahip

olmadiklar1 goriilmiistiir.

Tablo 4.3. Test bilesiklerin antifungal ve antimikrobiyal aktivite sonuglar

Bilesik kodlart E. faecalis C. albicans
M-1 >125 uM >125 uM
M-2 >125 uM >125 uM
M-3 >125 uM >125 uM
M-4 >125 uM >125 uM
M-5 >125 uM >125 uM
M-6 >125 uM >125 uM
M-7 >125 uM >125 uM
M-8 >125 uM >125 uM
M-9 >125 uM >125 uM
M-10 >125 uM >125 uM




4.3. Saccharomyces cerevisiae Orneklerindeki MDA Diizeyleri

Test maddeleriyle muamele edilmis Saccharomyces cerevisiae maya hiicrelerinin belirli
MDA, Vitamin A, E diizeylerine ait sonuglar Tablo 4.4 ve sekil 4.3 — Sekil 4.5’te

verilmistir.

Tablo 4.4. Bilesiklerle muamele edilmis Saccharomyces cerevisiae maya hiicrelerinin MDA, Vitamin A ve

Vitamin E degerleri

Kontrol M-8 M-9 M-10 P degeri
MDA 50 uM
0,76+0,05 0,85+0,05 0,67+0,03 0,7540,04 >0.05
(mg/2.10° hiicre)
MDA 100 uM
0,76+0.05% 0,95+0,032 0,74+0,04° | 0,83 +£0,05% 0,01
(mg/2.10° hiicre)
Vit E 50 uM
8,15+0,35? 6,36+0,19° 8,09+0,06? 6,67+0,29° 0,001
(mg/2.10° hiicre)
Vit A 50 uM
2,94+0,052 1,83+0,09° 2,67+0,09? 2,26+0,09¢ 0,0001
(mg/2.108 hiicre)
1.0+
30 uM i 100 uM
— a
= b ab
- =1
a ]
- =
$ .. f
< <™ & & <~ K

Sekil 4.3. Triazol bilesikleriyle muamele edilmis Saccharomyces cerevisiae maya hiicrelerinin MDA

diizeyleri grafigi
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Sekil 4.4. Bilesiklerle muamele edilmis Saccharomyces cerevisiae maya hiicrelerinin Vitamin E degerleri

Vit A (ng/g)

Sekil 4.5. Bilesiklerle muamele edilmis Saccharomyces cerevisiae maya hiicrelerinin Vitamin A diizeyleri

4.4. In Vivo Antioksidan Aktivite Olciimleri

4.4.1. Karaciger Dokusundaki A Vitamini, E Vitamini ve MDA Diizeyleri

Test bilesikleri uygulanmis ratlara ait karaciger dokusunda A Vitamini, E Vitamini ve

MDA diizeylerini gosteren sonuglar asagida Tablo 4.5 ve sekil 4.6’da verilmistir.



41

Tablo 4.5. Bilesiklerle muamele sonrasi rat karaciger dokularinda A Vitamini, E Vitamini ve MDA

diizeyleri
Gruplar

Kontrol Cisplatin M-8 M-9 M-10 P degeri
Karaciger

101,7+0,43" | 98,05+3,56° | 108,2+4,42% | 95,71+2,80° | 119,6+1,03* | 0,01
MDA
Karaciger
Vit A 225,0+6,22% | 149,1+1,67° | 60,40+3,81¢ | 96,13+5,20° | 59,95+7,50¢ | 0,0001
i
Karaciger
Vit E 139,5+9,35% | 60,95+2,78° | 20,45+0,46° | 32,04+1,19¢ | 22,29+0,52° | 0,0001
i

a-d Ayni satirda farkli harfi tasiyan gruplar arasi fark P<0,05 diizeyinde istatistiksel olarak anlamlidir.
Veriler ortalama ve standart hata olarak sunulmustur

a
b
My Mo
a
-
b

%

150+
3 b
a
g b b 2
é 100+
8 5.
'C‘ T L]
KontrolCisplatin - Mg
200+
2509 a o
% == g
S i w 150+
2 200 .
£ £
§ 1501 . g 100
S
5 100 q d 8
2 _— 'S 504
8 50- g
H ]
S ¥
¥
04— T 0
Kontrol Cisplatin Mg Mg M1

Kontrol Cisplatin

Mg

Sekil 4.6. Karaciger dokusundaki Vitamin A, E ve MDA diizeylerinin istatistiksel grafikleri

_I=lnl

c
c
Mg Mio




4.4.2. Serum Orneklerindeki A Vitamini, E Vitamini ve MDA Diizeyleri
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Calismamizdaki triazol bilesiklerinin uygulandigi rat serum orneklerinde Vitamin A,

Vitamin E ve MDA diizeylerini gosteren sonuglar asagida Tablo 4.6 ve Sekil 4.7’de

verilmistir.

Tablo 4.6. Bilesiklerle muamele sonrasi rat serum 6rneklerindeki A, E Vitamini ve MDA diizeyleri

Gruplar
P
Kontrol Cisplatin M-8 M-9 M-10

degeri
Serum 0 87i 020 1.1 a 2bc ab bc
MDA ,87+0, ,15+0,04 0,99+0,0 1,10+0,09 0,97+0,03 0,001
i\erum Vlt 3,06i0,08a 2,46i0,17ab 1’15i0’110 2713i0720b 2779i0,07a 0,0001
Eer”m VIt | 540,230 | 39810230 | 34040370 | 11,95:065° | 6,02+1,23° | 0,0001

a-d Aym satirda farkli harfi tagiyan gruplar arasi fark P<0,05 diizeyinde istatistiksel olarak anlamlidir.
Veriler ortalama ve standart hata olarak sunulmustur.

Serum Vitamin A,ug/ml
[\ %)

0 T

Serum MDA, umol/L

1.5+
a
be ab bc
104 ¢C ——
0.5+ | |
0.0 T T
Kontrol Cisplatin Mg Mg Mo

Kontrol Cisplatin Mg

istatistiksel grafikleri

a
i_I
Mg Myo

Sekil 4.7. Bilesiklerle muamele sonrasi kan serum orneklerindeki A, E Vitaminleri ve MDA diizeylerinin

154

10

Serum Vitamin Eug/ml

KontrolCisplatin Mg

M,

Mg
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4.5, In vitro Antitiimér Ozelliklerin Arastirilmasi

HT 29 (insan kolon kanseri) hiicrelerinin, triazol bilesikleriyle etkilesimi sonucunda elde
edilen deneysel bulgular, deney grubu ve kontrol grubunun kiyaslamalarini gosterecek

sekilde Tablo ve sekiller halinde verildi (Tablo 4.7 ve Sekil 4.8).

Tablo 4.7. Test maddeleri ile HT 29 (insan kolon kanseri ) hiicreleri doza gore etkilesimi ve ylizde oraninda
canlilik durumlari

Hiicre Gruplar
P degeri
Canlihg Kontrol 5 uM 10 uM 20 uM

M-1 93,140,782 22,21+0,78° 17,58+0,76° 6,44+0,36° 0,0001
M-2 93,140,782 8,80+0,70° 7,65+0,41° 7,33£0,25° 0,0001
M-3 93,140,782 38,30+0,97° 18,03+0,49¢ 5,80+0,33¢ 0,0001
M-4 93,14+0,78 | 15,36+1,04° 8,93+0,31¢ 7,26+0,20° 0,0001
M-5 93,140,782 15,64+0,77° 9,03+0,68¢ 6,42+0,23¢ 0,0001
M-6 93,140,782 14,27+£1,21° 11,40+0,50° 7,98+0,20¢ 0,0001
M-7 93,14+0,78% | 21,01£1,05° 12,82+0,78° 7,990,431 0,0001
M-8 93,14+0,78% | 28,50+1,27° 20,89+0,99¢ 6,26+0,25¢ 0,0001
M-9 93,14+0,78% | 70,60+1,63° 9,54+0,26° 7,55+0,28° 0,0001
M-10 93,14+0,78% | 20,73+1,35° 16,92+1,17° 11,60+0,60° 0,0001
Cisplatin 93,14+0,782 76,88+1,64° 14,44+0,93¢ 9,65+0,33¢ 0,0001

Veriler ortalama ve standart hata olarak sunulmustur

a-d Ayni satirda farkli harfi tasiyan gruplar arast fark P<0.05 seviyesine gore istatistiksel olarak anlamlidir.
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Sekil 4.8. Triazol bilesikleri ile muamele sonrasit HT 29 (insan kolon kanseri ) hiicrelerinin doza gére %
oraninda canlilik durumlarmin istatiksel grafikleri
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4.6. In Vivo Antitiimoral Aktivite ve Histopatolojik Bulgular

Deney siiresinin bitiminde si¢anlar, ketamin-Xylazine (50 mg/kg-15 mg/kg) anestezi ile
Oldiiriildii. Daha sonra abdominal kavite agilarak kolon mukozasinda kitle olusumu
incelendi (Tablo 4.8). Pozitif kontrol (Yag+DMSO) grubunda 2 hayvanda, makroskobik
olarak kolon mukozasinda kitleye rastlandi. Lezyonlarin proksimal ve distal kolona
yerlestikleri ve daha ¢ok polip tarzinda olduklar1 gozlendi (Tablo 4.8). (Sekil 4.9). M-8,
M-9, M-10 ve Cisplatin tedavi gruplarinda kolon mukozasinda herhangi bir kitle olusumu
gozlenmedi. Kontrol grubu ratlar1 ve triazol bilesikleri ile cis platin bilesikleri uygulanan
rat doku orneklerinden hazirlanan 11k mikroskobisi resimleri ise Sekil 4.10-4.17 arasinda

verilmistir.

Tablo 4.8. Deneme gruplarinda makroskobik ve mikroskobik lezyonlarin dagilimi

Makroskobik  Olusum Hafif Siddetli Kotii Toplam
Gruplar n Kitle Yeri displazi  displazi huylu lezyon
P sayist P O D* tiimoral
lezyon
Yag+tDMSO 5 2 1 -1 9 2 4 15
C10 5 - - - - 7 - - 7
C15 4 - - - - 4 1 - 5
M-8 5 - - - - 9 - - 9
M-9 5 - - - - 7 - - 7
M10 5 - - - - 9 - - 9

P O D* : Proksimal, Orta ve Distal Kolon

Sekil 4.9. Distal Kolon mukozasindaki kitlenin makroskobik goriiniimii
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HE x 50

Sekil 4.10. Kontrol grubu ratlarinda kolon histolojisinin gériinimd,

Sekil 4.11. M8 triazol bilesigi uygulanan rat grubunda kolon epitelinde hafif siddette displazinin

HE x 50

>
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&i uygulanan rat grubunda kript epitelinde hafif displazi (ok baslar1), HE x 50

Sekil 4.12. M9 triazol bilesi

Sekil 4.13. Cis 15 bilesigi uygulanan rat grubunda kolon mukozasinda siddetli displazi, HE x 100
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submukozal bolgeye invazyon gdsteren adenokarsinom, HE x

)

Sekil 4.14. Yag+DMSO uygulanan grupta;

20

tasl yliziik formunda (ok bag1) musindz

>

Sekil 4.15. Yag+DMSO grubunda submukozal yerlesim gosteren

adenokarsinoma, HE x 100
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Sekil 4.16. M10 triazol bilesigi uygulanan rat grubunda kolon mukozasinda hafif displazi, bez epiteli
¢ekirdeginde biiylime ve hiperkromazi (ok baslari) HE x 50

Sekil 4.17. Yag + DMSO grubunda diferensiye adenokarsinom; hiperkromatik ¢ekirdege sahip atipik epitel
ile doseli glandiiler yapilarin goriiniimii, HE x 50



5. TARTISMA

Biyomolekiillerin bozunmasini geciktiren veya engelleyen eksojen ve endojen
antioksidanlarla ¢alismalar giin gegtik¢e artmakta ve canliya olumsuz yonde etkilemeyen
antioksidan Ozellik gosteren dogal olmayan bilesiklerin, iiretimi ve bunlar biyolojik
sistemler iizerindeki etkileri her gecen giin artarak arastirilmaktadir (Hussain et al. 2003;
McClements and Decker 2000; Hussain et al. 2013).

Son yillarda insanlarin duragan yasanti tarzi, betonarme yapilarin ¢ogalmasi, dogal yasam
alanlariin azalmasi, dogal olan yiyeceklerin tiiketiminin azalmasi, yiyecek ve igeceklerin
genetiginin degistirilmesi, bunlarla birlikte ¢agimizda devamli strese maruz kalma
neticesinde, maruz kalinan oksidatif stres diizeyleri de artmaktadir. Son zamanlarda
yapilan bilimsel ¢aligsmalar, serbest radikallerin yeni, farkli ve g¢esitli tiirden hastaliklarin
ortaya ¢ikmasi ve hastaligin gelisimi iizerindeki etkilerini ortaya koymaktadir. Bireysel
olarak maruz kalinan oksidatif stresi azaltacak ¢esitli yontemlerin bulunmasi ve bu
amagla kullanilabilecek antioksidan nitelikli sentetik veya dogal bilesiklerin laboratuvar

kosullarinda sentezlenmesi bu baglamda ilgi ¢eken konularin basinda gelmektedir.

Triazol bilesiklerinin antioksidan, antitumor, antimikrobiyal, enzim inhibitori,
antihipertansif, antitiiberkiiloz, antiinflamatuvar ve antidepresan gibi biyolojik 6zelliklere
sahip oldugu yapilan g¢alismalarla ortaya konmustur (Reitz 1994; Young et al. 2003;
Donnelly 2004; Upanhayaya et al. 2004; Unver vd. 2010; Sancak vd. 2010; Unver vd.
2011). Oldukga genis farmakolojik 6zelliklere sahip olmalari nedeniyle triazol bilesikleri
farmasotik kimya, organik kimya ve biyokimyada yaygin olarak kullanilmaktadir.

Tez ¢alismanmizda Firat Universitesi Fen Fakiiltesi Kimya Boliimiinde sentezlenmis ve
karekterize edilmis olan 10 adet triazol bilesiginin cesitli biyolojik ozelliklerinin
arastirtlmas1 in vitro ve in vivo kosullarda gesitli biyokimyasal etkinliklerinin

belirlenmesinin 6nemli bir ¢aligsma olacagi diigiiniilmiistiir.

Tez kapsaminda bu 10 adet triazol bilesiginin farkli yontemler kullanilarak in vitro ve in
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Vivo antitiimor, antioksidan ve antimikrobiyal aktiviteleri tizerindeki etkileri deneysel

caligmalarla arastirilmistir.
Indirgeme kuvvetleri,

M1- MI10 olarak kodladigimiz triazol bilesiklerin 50 pg/mL konsantrasyona gore
indirgeme kuvveti kapasiteleri su sekilde siralanmistir; M7 > M1 > BHT > M8 > M9. 100
pug/mL konsantrasyona gore ise; M7 > M1 > BHT > M8 > M9. 250 pg/mL
konsantrasyona gore indirgeme kuvveti kapasiteleri siralamasi da M7 > M1 > BHT > M8
> M9 seklinde degisebilen indirgeme kapasitesine sahip olduklari goriillmektedir. M7
triazol bilesigimizin tiim konsantrasyonlarda diger bilesiklerden daha yiiksek bir
indirgeme kapasitesine sahip oldugu goriilmektedir. Bilesikler kendi aralarinda
oranlandiginda en diisiik indirgeme aktivitesi gosteren bilesigin M9 oldugu verilerden
anlagilmaktadir. Her bir bilesik kendi i¢inde, artan konsantrasyonuna bagli olarak aktivite

artiglar1 da gostermektedir.

Standart antioksidan olan BHT ile kiyaslandiklarinda ise, 50 pg/mL, 100ug/mL ve 250
ug/mL konsantrasyonlarda uygulanan M7 ve M1 triazol bilesiklerinin, standart olarak
kullanilan antioksidan olan BHT bilesiginin indirgeme kapasitesinden daha yiiksek bir
indirgeme kapasitesine sahip olduklari gorilmektedir. Buna gore, M7 ve Ml
bilesiklerinin iyi derecede indirgeme kuvvetine sahip olduklari sdylenebilir. Literatiirde
yapilan c¢alisma sonuglar1 incelendiginde c¢alismamizla uyum gosteren 1,2,4-triazol
halkas1 iceren aminometil tiirevlerinin antioksidan etkisi oldugunu ortaya koyan bilimsel
calismalar mevcuttur. Ornegin yapilan bir calismada, bazi triazol halkas1 tasiyan
aminometil bilesiklerinin belirli derisimlerde indirgeyici ozellikleri karsilastirilmis ve
bilesiklerin standart antioksidanlardan daha diislik indirgeme kapasiteleri sergiledikleri
ama 4-nitrobenzoksi yapisini ihtiva eden 1,2,4-triazol bilesiginin antioksidan aktivite
gosterdigi gorilmistiir (Giirsoy et al. 2014). Yapilan benzer baska bir bilimsel ¢alismada
3-alkil(aril)-4-(4benzensulfoniloksibenzilidenamino)-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-5-on
bilesiginin iyi indirgeyici aktivite gosterdigi rapor edilmistir (Tomruk vd. 2010; Karatepe
vd. 2010).

Metal selatlama aktivitesi,

M1- M10 olarak kodladigimiz triazol bilesiklerin 50 pg/mL konsantrasyona gore metal
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selatlama aktivitesi su sekilde siralanmistir; M9 > M8 > BHT > M7 > M1. 100ug/mL
konsantrasyona gore ise; M9 > M8 > BHT > M7 > M1. En yiiksek konsantrasyon olan
250 pg/mL degerlerinde ise, metal selatlama aktivitesi M9 > M8 > BHT > M7 > M1
seklinde siralanmustir. Bilesiklerin metal selatlama aktiviteleri artan konsantrasyonla
degiskenlik gostermistir. 250 pg/mL’lik konsantrasyonda BHT standart antioksidanina
gore M9 ve M8 test bilesikleri daha yiiksek metal selatlama aktiviteleri gostermistir. M7
ve M1 maddelerinin metal selatlama aktivitelerinin diisiik oldugu belirlenmistir. 250
ug/mL konsantrasyon deneylerinde BHT standart antioksidanina gére M8 ve M9 test
bilesilerinin daha yiiksek aktivite gosterdikleri bulunmustur. Yapilan literatiir ¢alismalari
incelendiginde calismamizla uyum gosteren, triazollerin antioksidan etkilerini ortaya

koyan metal selatlama aktivitesi ¢alismalar1 mevcuttur.

Ornegin yapilan bir calismada, 3-alkil(aril)-4-formilamino-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-
5-on bilesigi sentezlenerek antioksidan aktivitesi incelenmis ve metal selatlama
aktivitelerinin yiiksek oldugu bulunmustur (Yiiksek vd. 2010). Yapilan baska bir bilimsel
calismada, oOzellikle CH2Ce¢Hs, CH2CsH4.CHs (p-), siklopropil yapilari bulunduran
bilesiklerin anlamli olarak, standart antioksidanlardan daha iyi metal selatlama
aktivitesine sahip olduklar1 bildirilmistir (Giirsoy 2014). Calismamiz sonucunda elde
ettigimiz veriler de literatiirdeki yapilan bu caligmalari destekler nitelikte olup 1,2,4-
triazol tiirevlerinin selator aktivitelerini ortaya koymustur. Bununla birlikte triazollerin
antioksidan ozelliklerinin bulundugunu kanitlayan, tezimizde calistigimiz yontemlerden
farkli metot kullanmis olan ¢ok sayida ¢alismada mevcuttur (Kus vd. 2004; Ayhan-
Kilcigil vd. 2005; Alkan vd. 2008; Kus vd. 2008; Ul-Haq et al. 2008; Tumosien¢ et al.
2009; Khan et al. 2010; Diwedi et al. 2011; Hanif et al. 2012; Birinci 2013;
Aswathanarayanappa et al. 2013; Nadeem et al. 2013; Koparir vd. 2013; Kol et al. 2014;
Diigdii 2014; EI Sadek et al.2014; Kol et al. 2014).

Antimikrobiyal aktivite,

Enterococcus faecalis bakterisi ve bir fungal sus Candida albicans mikroorganizmalari
kullanilmigtir. Kimyasallarin MIC degerleri, > 125 uM araliginda bulunmasindan dolay1
triazol bilesiklerimizin E.faecalis ve C.albicans iizerinde etkili olmadigini syleyebiliriz.
Nitekim denedigimiz triazol bilesiklerinin MIC degerleri 15.625 mg/mL’dan daha biiyilik

ve genel olarak to >125 uM olarak elde edilmistir. Bu durumda triazol bilesiklerimizin
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denedigimiz mikroorganizmalar {izerinde belirgin bir etkiye sahip olmadiklar

gorilmiistiir.
Saccharomyces cerevisiae hiicrelerindeki MDA diizeyleri,

Iki farkli konsantrasyon (50 uM ve 100pM) iizerinden yiiriitiilmiistiir. Elde edilen
sonuglar incelendiginde, M-8 kodlu triazol bilesiginin her iki konsantrasyon da kontrole
gore anlamli sekilde MDA diizeyini artirdigi belirlenmistir. Bu durum M-8 bilesiginin
lipid peroksidasyonunu artirarak hasar olusumuna sebep oldugunun gostergesi olabilir.
Bundan dolay1 M-8 bilesigimiz antioksidan etki gostermedigini s6yleyebiliriz. M-9 kodlu
triazol bilesigimiz ise kontrole gore anlamli sekilde MDA diizeyini diisiirmistiir. Bu
durumda M9 triazol bilesiginin antioksidan potansiyelinin bulundugu yorumu yapilabilir.
M-10 kodlu triazol test maddemiz ise 50 uM konsantrasyonda MDA diizeyini sayisal

olarak azaltmis olmasina ragmen anlamli degildir.

Diger taraftan M-8 ve M-10 triazol bilesiklerimizin Saccharomyces cerevisiae
hiicrelerindeki Vitamin E diizeyini, kontrol grubuna goére anlamli sekilde azaltigi
goriilmektedir. Bundan dolay1 antioksidan dzellik gdstermedigi yorumu yapilabilir. M-9
kodlu triazol bilesigimiz ise kontrole gore kiyaslandigin Vitamin E iizerinde herhangi bir
etki gostermemistir. Ayrica M-8, M-10 triazol bilesiklerinin Saccharomyces cerevisiae
hiicrelerine uygulanmasi sonrasinda, maya hiicrelerinde Vitamin A {izerindeki etkisi
incelendiginde, M-8 ve M-10 kodlu triazol bilesiklerinin kontrole gore anlaml sekilde
Vitamin A diizeyini azaltigi goriilmektedir. M-9 test maddemiz ise kontrole gore
kiyaslandiginda maya hiicrelerinde Vitamin A iizerinde herhangi bir etki géstermemistir.
Saccharomyces cerevisiae hiicreleri tizerinde M-8, M-9, M-10 bilesiklerinin Vitamin A

ve Vitamin E ilizerindeki sonuglar1 benzerlik gostermistir.

Mevcut literatiirlere gore, lipid peroksidasyonu konusunda yapilan c¢alismalar
sonuglarmmizi kismen destekler yondedir. Ornegin yapilan bir ¢alismada, iki tiir difenil
alkil piperazin tiirevi bilesiklerin oksidatif hasar sonrasi olusan lipid peroksidasyonuna

kars1 inhibe edici aktiviteleri bildirilmistir (Yao et al. 2000).

Baska bir calismada 1,2,4 triazol tiirevli bilesiklerin MDA diizeyini azalttig1 rapor
edilmistir (Nagaraja et al. 2014).
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Yapilan diger bir ¢aligma da ise, triazol disinda bazi Schiff bazi tiirevlerinin MDA’y1
diisiirdiigiine dair sonuglara rastlanmistir (Kelestemur vd. 2010; Geng vd. 2014; Kirbag
karatepe 2008).

In vivo antioksidan aktivite,

Kullandigimiz triazol bilesiklerinin ratlarda karaciger dokularinda ve kan orneklerinde
lipid peroksidasyonun bir gdstergesi olan malondialdehit (MDA) diizeyleri ve bu
dokulardaki antioksidan vitaminler olan Vitamin A ve E miktarin1 etkiledikleri
goriilmektedir. Triazol bilesiklerimizin, karaciger dokusunda Vitamin A, E ve MDA
iizerindeki etkilerine bakildigi zaman, M-8 ve M-10 triazol bilesiklerinin MDA
diizeyini anlamli sekilde artirdigi ve M-9 bilesigimizin ise istatistiksel olarak anlamli
olmasa bile matematiksel olarak belirgin bir degerde oldugu bulunmustur. Elde edilen
sonuclar incelendiginde M-8 ve M-10 bilesiklerinin lipit peroksidasyonunu artirarak
hasar olusumuna neden oldugu, M-9 bilesiginin ise lipit peroksidasyonuna etkisinin
olmadig1 soylenebilir. Diger taraftan karaciger dokusunda, M-8, M-9 ve M-10 triazol
bilesiklerimizin kontrol grubuna gore istatiksel anlamli olarak Vitamin A ve Vitamin E
degerlerini (P<0,05) diislirdiigli goriilmektedir. Literatiirlere gore yapilan caligmalar
incelendiginde bizim kullandigimiz in vivo metot ile karsilagtirma yapilacak bir
caligmaya raslanmamakla birlikte kullandigimz bilesiklerin tiirevlerine ait caligmalar
vardir. Ornegin yapilan bir calismada, kdpek beyin homojenatlarinda iki cesit difenil
allkil piperazin tiirevi bilesik oksidatif hasar sonrast meydana gelen lipid
peroksidasyonuna karsi inhibe edici aktiviteleri rapor edilmistir (Yao et al. 2000).
Yapilan bagka bir ¢alismada ise, serbest radikal olusumundaki artts MDA diizeyinde
artmaya, E Vitamini diizeyinde ise azalmaya sebep oldugu rapor edilmistir (Diplock et al.
1991; Bott et al. 1991; Novelli et al. 1997).

Ratlarda serum oOrneklerinde A, E Vitamini ve MDA iizerine triazol bilesiklerinin
etkilerine bakildig1 zaman, Vitamin A diizeyinin, M-8 ve M-9 kodlu triazol bilesiklerinin
uygulandigr rat gruplarinda anlamh sekilde diisiis gosterdigi, M-10 bilesiginin
uygulandig1 grupta ise istatistiksel olarak anlamli olmasa bile matematiksel olarak diisiik
degerde oldugu bulunmustur. Diger taraftan kontrol grubu ile kiyaslandiginda M-9
bilesiginin uygulandig1 rat grubunda, Vitamin E degerinin istatistiksel olarak anlamli

olacak sekilde arttig1 goriilmektedir. M-10 bilesiginin uygulandig1 grupta ise istatistiksel
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olarak anlamli olmasa bile, matematiksel olarak yiliksek degerde Vitamin E degeri
bulunmustur. Rat gruplarinda serumdaki MDA sonuglarina gére M-8, M-9 ve M-10
bilesiklerinin kontrole kiyasla istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde MDA degerini

artirdig belirlenmistir.
In vitro antitiimér aktivite,

Triazol bilesiklerimizin HT 29 (insan kolon kanseri) hiicreleri tlizerinde etki gostererek
kontrol grubuna gore istatistiksel agidan anlamli olacak sekilde, kanserli hiicreleri yok
ettigi belirlenmistir (p<0,05). Bu ¢alismada, test bilesikleri {i¢ farkli konsantrasyon (5
uM, 10 uM, 20 uM) iizerinden hiicre kiiltlirlerine uygulanmistir. M-1, M-3, M-5, M-7,
M-8 kodlu triazol bilesiklerinin her konsantrasyon grubunda hiicreler {izerinde farkli
aktiviteler gosterdikleri ve istatistiksel olarak anlamli sonuglarin oldugu tespit edilmistir
(p<0.05). Genel olarak elde edilen sonuglara gore kullandigimiz triazol bilesiklerinin,

yiiksek derisimlerinin kanserli hiicreleri yok etmede daha etkili oldugu sdylenebilir.

Literatiirde yapilan ¢alismalar incelendiginde, ¢alismamizi destekleyen 4,5-dihidro-1H-
1,2,4-triazol-5-on halkasina sahip benzer tip heterohalkali bilesiklerin antitimor 6zellik
gosterdikleri bilinmektedir (Yiiksek vd. 1997; Ikizler vd. 1998; Yiiksek vd. 2006). Diger
bir ¢alismada ise MCF-7, U-87-MG ve HCT-116 insan kanser hiicrelerinde farkli triazol
tiirevi bilesiklerin, sitotoksik aktiviteleri degerlendirilmis ve kuvvetli anti-kanser etkili
olduklari bildirilmistir. 1,2,4-triazol piridin halkasi sahip bilesiklerin in vitro antitiimoral
aktivitelerin incelenmesinde giiclii anti-kanser ajanlar oldugu belirtilmistir (Xiao-Meng et
al. 2005). Ayrica yapilan baska bir ¢alismada da insan kanser hiicrelerine karsi bazi 4-
arilmetilenamin-4H-1,2,4-triazollerin 6nemli 6lgiide anti-kanser aktiviteleri oldugu rapor
edilmistir (Bekircan 2006). Diger bir ¢alismada ise 1,2,4 triazol yapili baz1 bilesiklerin
anti kanser aktivitesi degerlendirmesi yapilmis ve bu bilesiklerin bobrek, 16semi, kolon,
meme kanserine kars1 aktivite sergiledikleri bildirilmistir (Lesyk et al. 2007).

In vivo histopatolojik ¢alisma,

Kontrol grubundaki hayvanlarin kolon dokularinda hicbir histopatolojik lezyona
rastlanmadi (Sekil 4.10). Deneme gruplarinda ki hayvanlarin tiimiinde kolon mukozasi
epitelinde hafif displazi tespit edildi (Sekil 4.11, 4.12). Siddetli displaziye Yag+DMSO
ve Cis-15 gruplarinda (Sekil 4.13); adenokarsinomlara ise sadece Yag+DMSO grubun da
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rastland1 (Sekil 4.14). Mikroskobik olarak adenokarsinomlar, invazyon durumuna gore
noninvaziv ve invaziv olarak degerlendirildi. Yag+DMSO grubunda 3 hayvanda invaziv
adenokarsinom tespit edildi. Bu gruptaki adenokarsinomlardan birinde tash yiiziik formu
dikkati ¢ekti (Sekil 4.15). Invazyonlarm muskularis mukozaya kadar indigi, tunika
serozaya ise ulagsmadig tespit edildi. M-8, M-9, M-10 ve Cisplatin tedavi gruplarinda
kolon mukozasinda herhangi bir kitle olusumu gozlenmedi. Histopatolojik
degerlendirmede, displastik lezyonlarda bez epiteli ¢ekirdeklerinde Dbiiyiime,
hiperkromazi oldugu ve hiicrelerin arttig1 gozlendi (Sekil 4.16). Ayrica c¢ekirdek
sitoplazma oranlarinin arttig1 tespit edildi. Bezlerde yapisal diizensizlik ve sekilsizlik
mevcuttu. Karsinomlarda ise neoplastik hiicrelerde pleomorfizim ve hiicre
¢ekirdeklerinde siddetli hiperkromazi ve karyomegali gbzlendi (Sekil 4.17). Cekirdek
sitoplazma orani birbirine yakindi. Cok sayida atipik 6zellik gosteren mitotik hiicreler
gozlendi. Neoplastik bezlerde uzama, sekilsizlik ve dallanmalar mevcuttu. Yaptigimiz in
vivo deneysel c¢alismalar dogrultusunda M-8 (4-etil-5-(2-tiyenil)-2,4-dihidro-3H-1,2,4-
triazole-3-tiyon), M-9 (4-Fenil-5-(2-tiyenil)- 2,4-dihydro-3H-1,2,4-triazol-3-tiyon), M-10
(4-etil-5-(2-tiyenil)-2,4-dihidro-3H-1,2,4-triazole-3-tiyon) ve cisplatin ile bilesiklerinin
uygulandiklar1 hayvan gruplarinin kolonlarinda tiimor olusumunu azaltigi gorilmistiir
(hafif displazi, siddetli displazi, kotii huylu tiimoéral lezyon, makroskobik kitle sayist
incelmelerine gore). Dolayisiyla bu tez kapsaminda denedigimiz triazol bilesiklerin
antitimoral etkilerinin olabilecegi sdylenebilir. Ancak bu konuda daha kapsamli, daha
uzun siireli ve farkli kanser hiicre hatlar1 kullanilarak daha ayrintili calismalarin yapilmasi

gereklidir.

Literatiirdeki ¢alismalar incelendiginde ¢alismamizi destekleyecek nitelikte 1,2,4-triazol
halkas1 igeren bilesiklerin bazi kanser hiicrelerinde sitotoksik olduklarini gosteren ve
hiicrelerin proliferasyon ozelliklerini etkilediklerini ortaya koyan gesitli histopatolojik
bilimsel ¢alismalar mevcuttur. Ornegin yapilan bir ¢alismada, 1,2,4-triazol ve tiirevlerinin
MCF-7’1 meme kanseri hatlarina genis spektrumlu antikanser etki gosterildigi rapor
edilmistir (Geng vd. 2016). Yapilan baska bir ¢alismada ise, 6zgiin olarak sentezlenen 1-
(4-metoksi-fenil)- 5-(3,4,5-trimetoksifenil )-1H-1,2,4-triazol-3-karboksamit bilesiklerinin
dikkate deger bir anti-enflamatuar aktivitesi gosterdigi ve histopatolojik inceleme
sonucunda indometasin ile karsilagtirildiginda diisiik gastrik {ilserasyon insidansi

sergiledigi bildirilmistir (Abdel vd. 2014).
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Diger bir ¢aligmada ise, 1,2,4-triazol ve 1,3,4-tiadiazol pargasini igeren bazi yeni
bilesikler insan kolorektal kanser hiicre hatti (HT-29), meme kanseri hiicreleri (MDA-
MB-231), rahim kanseri hiicreleri ve insan karaciger kanseri hiicre hatti {izerinde
sitotoksik etki agisindan degerlendirilmistir. Bu ¢alismalarda kullanilan triazol ve
tiirevlerinin bazilarinin HT-29 hiicresine karsi, bizim c¢alismamizda da goriildiigii gibi

yiiksek sitotoksisite sergiledigi tespit edilmistir (Mavrova et al. 2014).



6. SONUC

Glinlimiizde artan endiistrilesme, teknolojik iiriinlerin artis1, gida sektoriinde ¢esitlenme
ve kullanimi, hazirlanmasi kolay gidalarin ortaya c¢ikisi, kozmetik giyim sanayii
iirlinlerinde cesitliligin artis1 gibi hayatimiz1 yiiksek oranda kolaylastiran yeniliklerin
yasantimiza girmesi yaninda, insanoglunun pek ¢ok yeni hastalikla da miicadele etmesi
sOz konusu olmustur. Hastaliklarin tedavisi ve engellenmesi i¢in her gecen giin degisik
yontem, teknik ve uygulamalar gelistirilmektedir. Bu arada kullanilan yontem ve
uygulamalarin etkili, ucuz ve kullaniminin kolay, yan etkilerinin az olmasi gibi kriterlerle

etkinlikleri 6l¢tilmektedir.

Diger taraftan hastaliklari iyilestirici nitelikli yeni ilaglarin bulunmasi, gelistirilmesi ya da
yeniden sentezlenmesi de bilim insanlarinin iizerinde fazlaca durduklart konularin
basinda gelmektedir. Elbetteki bulunan ila¢ nitelikli dogal ya da sentetik maddelerin,
kisileri iyilestirirken yan etkilerinin miimkiin oldugu kadar olmamasi, ya da hastalikli
hiicreyi ilestirirken saglam hiicrelere zarar vermemesi, kullanimimin kolay olmasi, ucuza

mal edilebilmesi, erisiminin kolay olmas1 gibi niteliklere sahip olmasi da 6nem verilen

hedeflerdendir.

Calismamiz kapsaminda, 6zgiin olarak yeni sentezlenen bilesiklerinin in vitro antioksidan
aktivitelerinin olup olmadig1 ve karsilastirilmasi gergeklestirilmistir. Bir maddenin
antioksidan kapasitesinin degerlendirilmesinin daha saglikli ve etkili olabilmesi igin bir
veya birkag¢ farkli yontem kullanilmaktadir. Calismamizda 2 farkli antioksidan yontem
teknigi kullanilarak hem yontemleri birbirleriyle kiyaslama miimkiin olmustur hemde

bilesiklerin daha agik olarak antioksidan kapasitelerinin ortaya konulmasina ¢aligiimstir.

Baz1 antioksidanlarin, hiicrelerdeki DNA hasarimi1 ve ROT’ini azaltmak yoluyla timor
hiicre proliferasyonunu ¢ogaltmasit sonucunda tiimor biiyiimesine neden olduklarina
inanilmaktadir. Bundan dolay1 antioksidan kullanimlarinin, erken doénemdeki hastalik

gelismesi konusunda veya kanserlerde risk altinda olan kisilerde giivenilir olmadigi
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neticesine varilmistir (Sayin vd. 2014). Bu sebeple oksidatif stres meydana getiren
hiicrelerde antioksidanlarin etkilerinin incelendigi teferruatli ¢aligmalara daha c¢ok yer
verilmelidir (Kismali ve Sel 2012). Bu noktada tam olarak, tez ¢alismamizda farkli 6zgiin
triazol bilesiklerinin antitimoral 6zellikleri bakimindan ve de antioksidan o6zellikleri

bakimindan birlikte genis kapsamli olarak analiz edilmeye g¢alisilmistir.

Yapilan ¢alismada in vitro antioksidan aktivite sonuglaria bakildigin da biitiin bilesikler
farkli oranlarda aktif bulunmustur. Diger taraftan deney hayvanlarinda antitimor ve
histopatolojik ¢alismalarimizda, kullanilan maddelerin verilen doz ve uygulanan siirede

etkili bir aktivite sergiledigi gortilmektedir.

Nitekim farkli biyoaktif farmakolojik 6zelliklerini deneysel ¢alismalarla ortaya koymaya
calistigimiz bu arastirmanin mevcut literatiir ¢alismalarina Katki saglayacagina ve daha
sonra yapilacak bilimsel ¢alismalarda, model molekiillerin se¢imi ve dizayninda yararli

olabilecek nitelikte sonuglara sahip oldugunu diisiinmekteyiz.
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