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Bu calismada 2-(1H-benzimidazol-2-iltiyo)-1-(benzofuran-3-il) ethanon (BIBE) bilesigi
10, 20 ve 30 mg/kg(canl agirlik) olacak sekilde ti¢ farkli dozda ratlara deri altina giin asir1 enjekte
edildi. Kontrol ve uygulama gruplar1 (her bir grupta 10 rat) olmak iizere toplam 40 rat kullanildi.
Her gruptaki ratlar 10. enjeksiyondan sonra dekapite edildi. Karacigerleri aliiminyum folyoya
sarildi, kanlar ise normal ve EDTA’l1 tiiplere alindi. Normal tiiplere alinan kanlar santrifiijlenip
serumlar1 ayrildi ve bu serumlar ile karacigerlerde antioksidan vitaminler (A, E ve C) ve
Malondialdehit (MDA) miktarlar1 belirlendi. EDTA’L tiiplere alinan kanlarda ise indirgenmis
glutatyon (GSH) ve yiikseltgenmis glutatyon (GSSG) miktarlar: ile Glutatyon peroksidaz (GSH-

Px) aktivitesi belirlendi.

Uygulama gruplarindaki ratlarin serum ve karacigerlerindeki antioksidan vitaminleri
kontrol grubuna gore, doz artisina paralel olarak E ve C vitaminleri miktarlarinda istatistiksel
olarak anlamli artis olurken (p<0.05), A vitamini miktarinda anlamsiz artis gozlendi (p>0.05). Lipit
peroksidasyon iiriinii olan MDA miktarinda ise anlamsiz bir azalma gozlendi (p>0.05). GSH
miktarinda da uygulanan doz artigina bagli olarak kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlaml
artis (p<0.05), GSSG miktarinda ise azalma (p>0.05) oldugu belirlendi. Uygulama gruplarinda, doz
artisina bagh olarak GSH-Px aktivitesinde azalma (p>0.05), kontrol grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli degildi. Sonug olarak antioksidan vitamin salinimindaki artma, MDA olusumunda
azalma, GSH-Px aktivitesine bagli olarak GSH’ta artma ve GSSG’de azalma oldugundan BIBE

bilesiginin yiiksek antioksidan potansiyele sahip olabilecegi sdylenebilir.

Anahtar Kelime: 2-(1H-benzimidazol-2-iltiyo)-1-(benzofuran-3-il) ethanon, antioksidan
vitaminler, GSH, GSSG, GSH-Px, Rat.
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In this work, 2-(1H-benzimidazol-2-iltiyo)-1-(benzofuran-3-yl)ethanone (BIBE) is injected
to the rats (wistar) under the skin every other day in the doses of 10, 20 and 30 mg per kilogram of
the living. Total of 40 rats are used as control and experimental groups (10 rats in each group). The
rats of both groups are decapitated after the tenth injection. Rats’ livers are wrapped with an
aluminum foil and their bloods are placed in tubes with and without EDTA. Serum in the blood that
was placed in the tubes without EDTA is separated by centrifuging. Amounts of antioxidant
vitamins (A, E and C) and malondialdehyde (MDA) in livers and this serum are determined.
Amounts of reduced glutathione (GSH) and oxidized glutathione (GSSG), and the activity of
glutathione peroxidase (GSH-Px) are determined on the blood that was placed in the tubes with

EDTA.

While amounts of antioxidant vitamins E and C in livers and blood of the rats in the
experimental group showed statistically meaningful (p<0.05) increase as the injection dose
increases, relative to the control group, the amount of vitamin A unmeaningful (p>0.05) increase is
observed as such as a statistically unmeaningful (p>0.05) decrease in the amount of lipit
peroxidation product, MDA, is observed. At the same time, it was found that the amount of GSH
increases statistically meaningfully (p<0.05) but the amount of GSSG decreases as the infection
dose increases. In the experimental group, decrease in the activity of GSH-Px relative to the control
group as the injection dose increases is the statistically meaningful (p>0.05). As a result, since
antioxidant vitamin release increases, MDA formation decreases, depending on the activity of
GSH-Px GSH increases and GSSG decreases it can be said that BIBE compound may have high

antioxidant potential.

Kay Word; 2-(1H-benzimidazol-2-iltiyo)-1-(benzofuran-3-il) ethanon, antioxidant vitamins,

GSH, GSSG, GSH-Px, Rat
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1. GIRIS

1.1. Benzimidazol ve Tiirevi Bilesikler

Benzimidazol ve imidazoliin halka sistemleri cesitli farmakolojik etkiye sahiptir.
Ozellikle 2-Siibstitiie 1H-benzimidazoller ve 2- siibstitie 1H-imidazollerin yam sira 2-aril
amino imidazoliin tiirevleri de son yillarda genis uygulama alanlar1 bulmuslardir [1, 2].
Benzimidazol ve imidazol tiirevlerinin bagsta antiparaziter olmak iizere, antibakteriyel, antiviral,
analjezik ve antihipertansiv etkilerinin yam sira antioksidan etkiye sahip olduklari
bildirilmektedir [3 - 18 ] Bishop ve ark. [3] yapmis olduklar1 arastirmalarinda 2-Arilamino—2-
imidazollerin tlirevlerinin kardiyovaskiiler sistemde yiiksek tansiyonu diisiiriicii etkisi oldugunu,
agr1 kesici ve sakinlestirici olarak kullamildiklarim tespit etmis, ayrica antidiyaretik

ozelliklerinin oldugunu belirlemislerdir.

Abuzar ve ark. [5] ile Dardonville ve ark. [6] bu bilesiklerin ¢esitli parazitlere karsi
etkili olduklarim bildirmiglerdir. Srivastava ve ark. [7] yapmis olduklar1 arastirmada metil-(5-
((4-(2 piridinil)-1-piperazinil) karbonil-1H-benzimidazol-2-y1) karbomat (CD:RI bilesigi
81/470) ve tiyobendazol’lin solucan diisiiriicii etkisinin yan1 sira parazitlerde glutatyon (GSH)
miktarinda diislis ve siiperoksit dismutaz (SOD) seviyesinde artis oldugunu belirtmislerdir.
Coles ve ark. [8, 9] yapmus olduklar1 arastirmada benzimidazollerin evcil hayvanlardaki
paraziter enfeksiyonlarin sagaltimi ve kontrolii amaciyla kullanilan Onemli kimyasal ajan
gruplarindan olduklarim ortaya koymuslardir. Ozellikle oxfendazole—oxyclozanide karisimlar

veteriner hekimlikte yaygin olarak antelmintik amacla kullanildig: bildirilmektedir [10].

Paglietti ve ark. [11] halkanin 2. pozisyonunda fenil substitesi tasiyan benzimidazol
tirevleri ile ilgili yaptiklar1 arastirmalarinda bu bilesiklerin agr1 kesici oldugunu ortaya
koymuslardir. Mousseron ve ark. [12] 1-(B-dimetilaminoetil) benzimidazol tiirevlerinin morfin
benzeri analjezik aktiviteye sahip oldugu belirtmislerdir. Kusano ve ark. [13] arastirmalarinda
bu bilesiklerin antimikrobiyal etkilerini arastirmis ve bu bilesiklerin antimikrobiyal etkiye sahip
olduklarini ortaya koymuslardir. Yine Dunwell ve ark. [14] bu bilesiklerin iltihap kurutucu
ozelliginin oldugunu bildirmislerdir. Komssarov ve ark. [15] halkanin 2. pozisyonunda fenil
subsitesi tasiyan benzimidazol bilesiklerinin spasmolitik etkiye sahip olduklarim1 rapor

etmiglerdir. Haskell ve ark. [16] bu bilesiklerin antiviral oldugunu belirtmislerdir.

Ates ve ark. [17], ratlarda retinoid tip benzimidazol bilesiginin (benzimidazol-

tetranaftalin-BITN) sitokrom P 450 (CYP) bagimh etoksiresorufun O-deetalaz (EROD) ve



pentoksiresorufun  O-depentelaz (PROD) enzim aktiviteleri ile iligkisini belirleyip

antikanserojenik ve antioksidan potansiyele sahip oldugunu belirtmislerdir.

Tanaka ve ark. [18] 5-metil—4-(3-piridil)-2-(siibstitelenmis benzimidazol-5-il) imidazol
tiirevlerinin tromboksan A2 sentetaz fosfodiesteraz (PDE) ve siklooksigenaz gibi trombosit

pthtilagma dizisinde olan enzimleri inhibe ettigi ortaya koymuslardir.

1.2. Benzofuran ve Tiirevi Bilesikler

Benzofuran bilesikleri cesitli etkilerinden dolay1 ilaclarin yapisinda yer almaktadirlar.
Benzofuran bilesikleriyle ilgili yapilan arastirmalarda bu bilesiklerin agr1 kesici, iltihap
kurutucu, antimikrobiyal, antiviral, antifungal ve antioksidan gibi etkilere sahip oldugu
bildirilmistir [19 - 38]. Radl ve ark. [19] yaptiklar1 ¢calismada bu bilesiklerin agr1 kesici etkiye
sahip olduklarimi bildirmislerdir. Smati ve ark. [20] Ile Babu ve ark. [ 21] yapmis olduklar1
arastirmalarda benzofuran bilesiklerinin iltihap kurutucu o6zellikleri ortaya koymuslardir. Koca
ve ark. [22], Demizu ve ark. [23, 24] ile Khan ve ark. [25] yapmus olduklar1 arastirmalarda
benzofuran ve tiirevlerinin antimikrobial etkiye sahip olduklarim bildirmislerdir.
Papadakivaliraki ve ark. [26] benzofuran tiirevi bilesiklerinin antiviral etkiye sahip olduklarini
rapor etmislerdir. Masubuchi ve ark. [27] ile Singh ve ark. [28] bu bilesiklerin antifungal

ozelliklrinin oldugunu yapmis olduklar1 arastirmalarinda belirtmislerdir.

Baraldi ve ark. [29], Hayakawa ve ark. [30] Ile Radil ve ark. [31] benzofuran tiirevi
bilesiklerin antitiimor etkilerini ortaya koymak i¢in yaptiklar1 arastirmada bu bilesiklerin timor
gelisimini durdurdugu ve tiimorii gerilettigini belitmislerdir. Connor ve ark. [32] yapmus
olduklar1 arastirmada bu bilesiklerin; antialerjik 6zellige sahip oldugunu ifade etmislerdir. Davis
ve ark. [33] Ile Ohno ve ark. [34] da bu bilesiklerin kan basincini diisiiriicii olduklarmi

gozlemlemislerdir.

Grisar ve ark. [35] ile Bindoli ve ark. [36] benzofuran tiirevi bilesiklerin lipit
peroksidasyonu sonucu olusan oksidanlari ve siilfohidril grup oksidanlariyla etkileserek bu
oksidanlar1 yok ettigi ve dolayisiyla antioksidan oldugunu yapmis olduklari arastirmalarda

belirtmislerdir.

Cowley ve ark. [37] yapmus olduklar1 arastirmada benzofuran tiirevi bilesiklerinin o-
tokoferoliin analogu gibi oOzellikler gosterdigini belirtmislerdir. Kirilmis ve ark. [38] da

benzofuran tiirevi bilesiklerin antimikrobiyal etkiye sahip oldugunu ortaya koymuslardir.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. A Vitamini

H,C CH, CH, CHy

\\\\OH
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A Vitamini (Retinol)

A vitaminin tabiatta iki yaygin sekli mevcuttur. Memeli dokularinda ve deniz suyu
baliklarinda bulunan A; vitamini veya retinol, tatlisu baliklarinda bulunan A, vitamini veya
retinol, her ikisi alt1 liyeli bir karbon halkasi ve 11 karbonlu yan zincirden ibarettir. Bitkilerde
cok yaygin olan belirli karotinoidler (6zellikler a-, B- ve y- karoten) de A vitamini aktivitesi
gosterir. Bu karotinoidler bagirsak zarinda ve karacigerdeki enzimatik reaksiyonlarla A
vitaminine doniisiir [39]. A vitamini dokularin bakim ve onarimi, yeni hiicrelerin gelismesi,
kemiklerin ve dislerin olusumu i¢in de ©Onemlidir. Antioksidan olarak faaliyet gostererek
hiicreleri kansere ve diger hastaliklara karst korur, yaslanma siirecini yavaglatir, yag
depolanmasina yardimci olur. A vitamininin viicut agisindan diger bir 6nemi, proteinlerin A

vitamini olmadan kullanilamamasidir [40].

A vitamini saglikli deri ve saglar i¢cin gerekli olup dis, diseti ve kemik gelisiminde
onemli rol oynar. Normal gérme ve gece gormede etkili, ayrica bagisiklik sistemini de
kuvvetlendirir. Akciger, mide, liriner sistem ve diger organlarin koruyucu epitelinin diizeninde
rol oynar. Kanser, damar sertligi ve katarakt gibi hastaliklar1 6nledigi yolunda bulgular elde
edilmistir. Bu vitamin ayrica protein bilesimine katilir ve tiimorlerde goriilen hiicrelerin
kontrolsiiz bi¢cimde cogalmasimi Onler. Yashlikta etkinligi cok artan kolajenaz enziminin

indirgeyici etkisini 6nledigi saptanmugtir [41].

A vitamini eksikligi gen¢ hayvanlarda biiyiime geriligine, kemik ve sinir sisteminin
dogru gelismemesine sebep olur, deri kurur ve kalinlagir, bobrekler ve degisik bezler
dejenerasyona ugrar ve kisirlik goriiliir. A vitamini eksikliginde en fazla etkilenen gozlerdir.

Geng hayvanlarda ve ¢ocuklarda vitamin eksikliginin belirtisi olarak kseroftalmi diye bilinen



hastalik ortaya cikarir ve bazi tropikal bolgelerde korliige gotiiriir. Yetiskinler A vitamin

eksikligi gece korliigii seklinde ortaya ¢ikar [39].

2.2. E Vitamini
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E vitamini (a-tokoferol)

E vitamini etkisi gosteren sekiz bilesik bilinmektedir. Bu bilesikler a-, B-, y-, 8-, &, vb.
tokoferoller olarak adlandirilirlar. Tokoferoller icinde en bol bulunan ve en aktif olani a-
tokoferoldiir. Tokoferoller bir kroman halka sistemi ve izoprenoid bir yan zincir ihtiva eder.
Kroman halka sistemi, bir benzen halkasi ile bir piran halkasinin kondansasyonundan meydana
gelir ve 2- metil-2-fitil-6-hidroksi kromana tokol denir. Biitiin tokoferoller tokol tiirevleri olup,
tokoferoller antioksidan olarak bilinirler. Molekiiler oksijene maruz birakilan doymamis yag
asitlerinin oksidasyonunu azalttig1 belirlenmistir. Bu gibi oksidasyonlar doymamis yag
asitlerinin polimerlesmesine sebep olur. Buna goére tokoferollerin fonksiyonlarindan birisi
memranlarin lipitlerindeki bircok doymamis yag asitlerini molekiiler oksijenin bozucu etkisine

kars1 korumaktir [39].

E vitamini, kimyasal yapi itibar1 ile bir tokol olup, antisterilite vitamin olarak da bilinir.
E vitamini yagda c¢oziinen Onemli bir antioksidandir ve oOzellikle hiicre zarlar1 ve
lipoproteinlerde 6nemli antioksidan islevler gormektedir. Epidemiyolojik ve simirli ara
caligmalar, E vitamininin kardiyovaskiiler hastaliklarin, bazi1 kanserlerin ve oteki kronik
hastaliklarin riskini azalttigini belirlemektedir. Bazi klinik deneylerle E vitamininin sagliga
yararlar1 daha derinlemesine degerlendirilmektedir. Tokollerin (tokoferol ve tokotrienol) farkl
bilesikleri E vitamini aktivitesi gosterir. En aktifi a-tokoferoldiir. Geg¢miste asil olarak a-
tokoferol iizerinde yogunlasilmis iken, bugiin 6teki tokoferoller ve tokotrienoller daha fazla ilgi
cekmektedir. Tlk sonuglara gore bunlar, a-tokoferolden farkli antioksidan ve diger fonksiyonlara
sahiptir. E vitaminin insanlardaki ana antioksidan fonksiyonu cogunlukla o-tokoferollerle
birlikte incelenir ve bu lipid peroksidasyonunun engellenmesidir. Lipid peroksidasyonu hiicre

ve organel zarlarinda, lipoproteinlerde, yaglh dokuda, beyinde ve PUFA'min (poly unsaturated
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fatty acids = ¢oklu doymamis yag asitleri) bol oldugu diger dokularda 6zellikle yaygindir. a-
Tokoferol, zarlarda yaklasik 1 molekiile 1000 lipid molekiilii oraninda bulunur. Fitil kuyrugu
sayesinde, ylizeye yakin olan aktif kroman halkasiyla birlikte zar alt tabakasinda konumlanmak
gibi essiz bir yetenege sahiptir. Bu hem lipid antioksidani olarak is gérmesine hem de diger
antioksidanlarla etkilesime gecerek oksitlenmis halinden kendi haline yeniden doniismesine
imkin saglar. Diger antioksidanlarla, 6zellikle de suda c¢o6ziinenlerle sinerjisi, antioksidan
sistemin onemli bir 6zelligidir [40]. En iyi antioksidan olup, serbest radikallerin olugmasini
engelleyerek kanser gibi dejeneratif hastaliklarin olugsmasini engeller. Hiicre zar1 ve tasiyici
molekiillerin lipid kismini stabilize ederek hiicreyi serbest radikaller, agir meraller, zehirli
bilesikler, ilag ve radyasyonun zararh etkilerinden korur. Bagisiklik sisteminin aktivitesi i¢in
gereklidir. Timus bezini, alyuvarlar1 korur ve viriitik hastaliklara kars1 bagisiklik sistemini
gelistirir. GOz sagligl icin hayati onem tasir ve retina gelisimi icin de gereklidir. Serbest
radikallerin katarakt yapici etkilerini Onler. Yaslanmaya karsi koruyucu olup, serbest
radikallerin; dokular, deri ve kan damarlarinda olusturdugu dejeneratif etkiyi Onler.

Yaslanmayla ortaya cikan hafiza kayiplarini da dnleyici etkisi vardir[41].

2.3. C Vitamini
HO
E O
HO =
HO OH

C Vitamini (Askorbik asit)

C vitamini askorbik asit olarak da adlandirilir. Yapr itibariyle en basit vitaminlerdendir.
Bir seker asidinin laktonundan ibarettir. Bircok hayvan ve bitki askorbik asidi glukozdan ve
diger basit 6n basamaklardan sentezleyebilirler. Mikroorganizmalarda askorbik asit yoktur.
Insan dahil bazi omurgahlar icin esansiyeldir. Askorbik asit, kolayca hidrojen atomu veren ve
bu sirada dehidroaskorbik aside doniisen kuvvetli bir indirgeyici ajan, yani antioksidandir.
Dehidroaskorbik asitte vitamin etkisine sahiptir. C vitamini kofaktdr olarak, prolinin
hidroksiproline enzimatik hidroksilasyonu gibi hidroksilasyon reaksiyonlarma katilir [39]. C
vitamininin kanserden koruyucu ya da tedavi edici etkisi iizerine yiizlerce hayvan, insan ve
hiicre kiiltiirli caligmas1 yapilmistir. Bu arastirmalarin bircogunda C vitamininin anti-kanser

ozelliklerinin alt1 ¢izilmistir [42—-44].



Yetmisli yillarin baglarinda Cameron ve iki Nobel 6diilli Pauling yiizlerce terminal
donemdeki kanserli hastaya giinde 10 gram C vitaminini 10 giin siire ile damardan, dliinceye
kadar da agizdan vermisler. Bu hastalarin yasam siirelerini 1000 kadar C vitamini almayan fakat
ayni1 agirliktaki kanser hastalarinkiyle kiyaslamislar. Sonugta C vitamini alan kanser hastalarimin

almayanlardan 150 ile 300 giin daha uzun yasadigin tespit etmislerdir [45].

C vitamini ile ilgili yapilan bazi arastirmalar C vitaminini kanser hiicrelerini tahrip
ederek oldiirdigiinii  (nekroz), kanser hiicrelerinde programlanmig oOliimii (apoptoz)
hizlandirdigini, kollojen (bag dokusu) olusumunu artirarak kanserli dokuyu saglamca sardigini,
bdylece metastazi (sigramay1) engelledigini ortaya koymustur. Ayrica hiyalurinidaz enzimini
aktive ettigi, hiyalurinidaz bag dokusunu parcaladigi, metastazi artirdigi, agr1 esigini diistirdiigi,
efora tahammiilii artirdigini, bagisikligr giiclendirerek kanserli hastayr enfeksiyonlardan

korudugu belirlenmistir [44, 46].

Askorbik asit oksijen tutma Ozelligine sahip olmasi nedeniyle antioksidan olarak
kullanilir. Yaglarin ve yaglh besinlerin uzun siire saklanabilmesi, beyaz renkteki sebze ve
meyvelerin kararmasinin Onlenmesi igin kullanilir. Ayrica c¢abuk sogutularak dondurulmus
meyveler erime sirasinda dogal renk ve kokularmi yitirir. Bunlar1 dondurmadan once saf
askorbik asit katmakla bu sakincalar 6nlenebilmektedir. Oksijen hosa gitmeyen degisiklikleri
yapmadan 6nce askorbik asit tarafindan tutulur. Bu sekilde dondurulmus kayisi, seftali, elma,
iziim, muz, armut, ananas gibi meyvelerde 25 yildan beri askorbik asit antioksidan olarak

yeglenerek kullanilir ve yaygin bicimde de gida sanayiinde kullanilir [40].

C vitamininin baglica rolii doku baglarini tutan ve ana protein maddesi olan kollojeni
tiretmek ve bagisiklik sistemi, sinir sistemi, hormonlar ve besinlerin emilimi fonksiyonlarina (E
vitamini ve demir gibi) destek olmaktir. Gz mercegi ve akciger gibi yapilarda antioksidan
olarak calisir. C vitamini ayrica antioksidan yapida olan E vitaminine doniigebilir. Yiiksek
dozda alinmasi halinde ne gibi yararlar getirecegi yolunda caligmalar siirmekle birlikte; [-
karoten gibi, antioksidan etki nedeniyle kanser, kalp-damar hastaliklarinda ve katarakta
yakalanma ihtimalini azalttig1 belirlenmistir. Ayrica soguk alginligi gibi hastaliklara karsi da

direnci arttirmaktadir [41].



2.4. Malondialdehit (MDA)

H

Malondialdehit (MDA)

Serbest radikallerin, membranlarin reseptorlerine kovalent baglanmasi ¢coklu doymamis
yag asidi/protein oranmim degistirir ve lipit peroksidasyonu baslatir [44]. Bu sekilde olusan lipit
peroksitleri kolaylikla yikilarak, en onemlisi MDA olan reaktif karbon bilesiklerini meydana
getirirler. Bu nedenle MDA miktar1 ol¢iimii dokulardaki lipit peroksidasyon derecesini
yansitmaktadir. MDA, molekiil oksijen azalmasi yaparak siiperoksit anyonu ve hidrojen

peroksit olusumuna neden olur, bu iiriinlerde hiicre ve dokulara hasarlayici etki yaparlar [47].

Lipid peroksidasyonu membranda bulunan fosfolipid, glikolipid, trigliserit ve sterol
yapisinda yer alan doymamis yag asitlerinin, serbest oksijen radikalleri tarafindan peroksitler,
alkoller, aldehitler, hidroksi yag asitleri, etan ve pentan gibi cesitli iiriinlere yikilmasi
reaksiyonudur. Serbest radikaller reaktif yapilar1 nedeniyle, basta lipidler, proteinler ve niikleik
asitler olmak iizere yiikseltgenebilen tiim hiicre elamanlari ile etkilesirler [48]. Hiicreleri saran
membranlar ve hiicre organelleri, fazla miktarlarda doymamis yag asiti ihtiva ederler. Serbest
radikaller hiicre membranindaki bu poliansature yag asitlerine saldirir ve lipid peroksitlerin
tesekkiiliine yol acgan lipid radikallerinin olusumuna sebep olurlar. Lipid peroksidasyonundaki
artig serbest radikal aktivasyonunun indirekt bir igaretidir. Biyolojik membranlarin en 6nemli
unsurlart lipid ve proteinlerdir. Lipid peroksidasyonu, lipidler kadar membran proteinlerini de

hasara ugratabilir [49].

Oksijen molekiilii lipidlere kars1 yiiksek afiniteye sahiptir. Bu molekiil hemoglobinden
ayrildiktan sonra plazmadaki lipoproteinler ile eritrosit zarindaki lipidlerde ¢dziinmekte ve daha
sonra dokularda kullanilmaktadir. Bu sirada dokularda bulunan doymamis yag asitlerindeki cift
baglara oksijen baglanmasi sonucu lipid peroksidasyonu kimyasal reaksiyonu meydana
gelmektedir. Lipid peroksidasyonunun zar yapi ve biitiinliigliniin bozulmasi, olusan serbest
radikallerin ¢esitli hiicre bilesenleri iizerine zararh etkileri ve son iiriinlerinin sitotoksik etkileri

gibi farkli yollarla hiicre hasarina neden olduklar: diisiiniilmektedir [50].

Lipid peroksidasyonu c¢ok zararli bir zincir reaksiyonudur. Oksijenin indirgenmesini

izleyen donemde siiperoksid (O,"), hidroperoksil (HO,"), hidrojen peroksit (H,O,) hidroksil



radikali (OH) nin dahil oldugu bircok reaktif oksijen tiirii olugsmaya baslar [Reaksiyon
1,2,3,4,5].

0,+¢ —™0, [Reaksiyon 1]
O, + H'——®HO, [Reaksiyon 2]
0, + O, +2H ——#*H,0, [Reaksiyon 3]
2H,0, —#*2H,0 + O, [Reaksiyon 4]
0, + H,0, ——®»OH+OH + O, [Reaksiyon 5]

Ug numaral reaksiyon superoksit dismutaz (SOD) enzimi tarafindan fizyolojik pH’da
2X10° L mol™ hiz sabitesi ile katalizlenir. Reaksiyon sonunda olusan H,O, memeli hiicrelerinde
katalaz, glutatyon peroksidaz (GSH-Px) tarafindan glutatyon rediiksiyonu ile su molekiiler
oksijene detoksifiye edilir [Reaksiyon 4]. Okside glutatyon da nikotinamid adenin diniikleotid
fosfat (NADPH) varliginda glutatyon rediiktaz (GR) ile rediikte glutatyona doniistiiriiliir.

Hidroksil radikalleri son derece aktif oksidanlardir. Bu radikaller hiicrede lipid
peroksidasyonu, protein oksidasyonu DNA hasarmi baslatirlar. Superoksid radikalleri daha az
reaktif olmakla birlikte yar1 Omiirleri daha uzundur Haber-Weiss reaksiyonu araciligi ile
hidroksil radikallerini olustururlar [Reaksiyon 5]. Bu reaksiyon Fe**, Cu® gibi eser metal

iyonlar1 varliginda daha hizli ilerlemektedir (Fenton reaksiyonu).

Hidroksil radikali olusumu icin bir diger yol ise O, in beyindeki noronal endotelial glial
nitrik oksid sentetaz (NOS) aracilig1 ile siirekli olusan bir gaz radikali olan nitrik oksid (NO') ile
girdigi reaksiyondur. Bu reaksiyon iiriinii peroksinitrittir (ONOQO") [Reaksiyon 6]

0, + NO—®ONOO' [Reaksiyon 6]
ONOO" +H" —®ONOOH [Reaksiyon 7]

ONOOH —® OH +NO, [Reaksiyon §]

Son derece hizli gerceklesen bu reaksiyonda ONOO™ olusum hiz1 6.7X10 ° L. mol "'.s™!
olup diffuzyon sinirlidir. Fizyolojik pH da ONOO™ hemen azot diokside (NO,.) parcalanir
[Reaksiyon 7, 8]. Cok giiclii bir prooksidan olan ONOO" SOD ile reaksiyona girerek giiclil bir
nitratlayic1 ajan olusturur. Sonucta hiicresel proteinlerin tirozin kalintilarinin nitratlanmasi
hiicresel disfonksiyon oliime yol acabilir. Radikal aracili bir zincir reaksiyon mekanizmasi
seklinde gelisen lipid peroksidasyonu sirasinda, doymamis yag asidlerinin yan zincirlerinde

yeniden diizenlenme s6z konusudur [51].



Direkt olarak membran yapisina ve indirekt olarak reaktif aldehitler iireterek diger
hiicre bilesenlerine zarar verir. Bu bilesikler ya hiicre diizeyinde metabolize edilirler veya
baslangictaki etki alanlarindan diffiize olup hiicrenin diger boliimlerine hasar1 yayarlar.
Boylece, bircok hastaliga ve doku hasarina sebep olurlar. Peroksidasyonla olusan MDA,
membran komponentlerinin c¢apraz baglanma ve polimerizasyonuna sebep olur. Bu da
deformasyon, iyon transportu, enzim aktivitesi ve hiicre yiizey bilesenlerini ve membran
ozelliklerini degistirir. Bu etkiler, MDA’ nin ni¢in mutajenik, genotoksik ve karsinojenik
oldugunu aciklar. Lipid peroksidasyonu ile meydana gelen membran hasar1t geri
doniistimsiizdiir. Hem insanlardaki ve hem de dogadaki lipid peroksidasyonunu kontrol etmek

ve azaltmak icin antioksidanlar kullanilmaktadir [50].

2.5.Glutatyonun Yapisi ve Onemi

Glutatyon (y-glutamil sistein glisin) organizmada tiyol grubu iceren diisiik molekiil
agirlikli - Onemli  bir tripeptitdir.  Yapisin1  olusturan 3 aminoasit sirasiyla glutamik
asit+sistein+glisin’dir [52-55]. Dokularda yiikseltgenme ve indirgenme reaksiyonlarinda énemli
rol oynayan glutatyon, gliseraldehit fosfat dehidrogenaz enziminin prostetik grubudur. Glutatyon
dokularda oksijen tasinmasinda rol oynayan glioksilaz adindaki koenzimde bulunan bir

tripeptittir [56].

(o]
a lilljl— He — (?Hz
-:I:I' — TE — 'iIZH O ET
(IZHE ':IjH Zlisin
(ZII—IQ CH? —_SH
| Sistein

TF — TH
I
T OOE

Flutarmils asit

Glutatyon

Glutatyon kolaylikla hidrojen verebilen ve alabilen bir yapiya sahiptir. Bu ozelligi ile
cesitli redoks olaylarina katkida bulunur. Bazi enzim sistemlerinin i¢cinde yer alir, ayrica
eritrositlerde hemoglobinin doniisiimsiiz oksidasyonunu engeller ve bagirsaklardan demir
emilimini kontrol eder [57]. Glutatyonun DNA ve protein sentezleri, enzim aktivitelerinin

diizenlenmesi, hiicre i¢ci ve hiicre disi transport gibi hiicresel fonksiyonlar1 diginda baslica
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antioksidan olarak hiicre savunmasinda onemli rolii vardir [52, 58]. Glutatyon GSH-Px enziminin
kofaktoriidiir [59, 60]. Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) enziminin kofaktorliigiinii yaparak,
H,0,’1 HO ve O,’ye ¢evirme tepkimesini metabolize eder [54, 55, 61-63]. DNA ve protein
sentezleri, enzim aktivitelerinin diizenlenmesi, hiicre i¢i ve dis1 transportlar gibi hiicresel
fonksiyonlar1 disinda baslica antioksidan olarak hiicre savunmasinda da 6nemli rolii vardir [59-
61]. Indirgenmis glutatyon (GSH) icerdigi tiyol grubu aracihigi ile hiicre iginde redoks potansiyeli

yiiksek bir ortam saglayarak, hiicreyi oksidatif hasarlara kars1 korur.

Son yillarda yapilan caligmalarda, cesitli stres modellerinin reaktif oksijen iiriinlerinin
(ROS) olusumunu hizlandirdig1 ve lipid peroksidasyonlarina yol actig1r gosterilmistir [64, 65].
Glutatyon, hiicresel islevler icin gerekli olup; beyin, kalp, bagisiklik sistemi hiicreleri, bobrekler,
gozler, karaciger, akciger ve deri dokularin1 oksidatif hasara karst korur. Yaglanmay1 geciktirici
etkisi vardir. Glutatyonun en zengin kaynag: ise sogan ve sarimsaktir [66]. Glutatyon bitkiler

tarafindan oksijen alinmasinda dnemli rol oynamaktadir [67].

ROS'un olusturdugu oksidatif hasar oksidan stres olarak tanimlanmaktadir. Oksidan
stres ile GSH diizeylerinin azaldig1 bilinmektedir. Invivo ve invitro yapilan deneylerde, endojen
GSH'in c¢esitli hasarlarda mide mukozas: biitiinliigliniin korunmasinda onemli bir mediator
olabilecegi goriisii ileri siiriilmektedir. Diger yandan stres iilserine bagl iskeminin, hasara karsi
savunmada 6nemli bir faktér olan mukozal enerji metabolizmasim azalttigi da gosterilmistir

[68, 69].

2.6. Glutatyon Sentezi ve Dongiisii

GSH, tiim memeli hiicrelerinde bol miktarda (0.5-10 mM) sentezlenir. Bu sentez 2
basamakta gerceklesir (Sekil 2.1). Birinci basamakta, y-glutamilsistein sentetaz isimli enzim
GSH'in prekiirsér (ana maddeyi olusturan oncii madde) amino asidleri olan glutamat ve
sisteinden, y-glutamilsisteinin olusumunu katalizler. Ikinci basamakta ise, glutatyon sentetaz,
glisin ve y-glutamil-sisteinden glutatyonu olusturur. GSH negatif feed-back ile glutamilsistein
olusum hizin1 ve boylelikle kendi sentezini de denetler. Bu sentezde bir molekiill GSH icin 2
molekiill ATP'min hidrolizi gerekir [70, 71] (Sekil 2.2). GSH siirekli olarak hiicreler tarafindan

kullanildigindan, sentezinin inhibisyonu hizli titkenmesine yol agabilir [54, 55, 63].
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Sekil 2.1. Glutatyonun sentezi
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Sekil 2.2. Glutatyon dongiisii

Oksidatif stres sonucunda artan Reactive oxygen substance (ROS) olusumunun hiicre
hasarlarindaki etkileri bilinmektedir. Bu iirlinlerin detoksifikasyonu, glutatyonun indirgenmis
formunun (GSH) oksitlenmis dimer formuna (GSSG) doniisiimii ile saglanmaktadir. GSH-Px’1n
katalizledigi bu reaksiyonda, GSH'mm enzim aktivitesi i¢in esas oldugu aciktir. Okdidasyon
sonucunda olusan GSSG (Glutatyon disiilfit) ise glutatyon radiiktaz isimli enzim araciligiyla ile

geri donen bir siklusla GSH'a rejenere olmaktadir [65, 70].



Hiicre yiiksek miktarda oksidana maruz kaldiginda, GSSG olusumu metabolik sinirini
asmakta ve oksidatif stres olusmaktadir. Detoksifiye olamayan oksidanlar membran lipidlerinin
ve hiicrenin ¢esitli fonksiyonel ve yapisal proteinlerinin bozulmasina neden olmaktadir [65, 71].
Ayrica GSSG'nin kendisi de, proteinlerin siilthidril gruplartyla (-SH) reaksiyonlasarak kalici
zararl etkiler meydana getirmektedir [65, 72]. Bu son olaya bagh hiicre i¢i GSSG birikiminin,
ATP'ye bagimli bir tasiyict mekanizmanin varligy ile bertaraf edildigi bildirilmistir [73]. Diger
taraftan gastrik mukozada glikojen depolarmin az oldugu ve devamli glikoz ihtiyacinin

karsilanmas1 gerektigi bilinmektedir [74].

2.7. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px)

Glutatyon peroksidaz hiicre i¢i bir enzim olup aktif merkezinde sellenosistein igerir ve
viicutta dogal olarak bulunan bir antioksidandir (GSH-Px); iki adet tiyol grubu ihtiva eden
glutatyonu, glutatyon disiilfite yiikseltgerken hidroperoksitleri ve H,O,’yi indirger [75-78].

ROOH +2GSH —<=%_5 ROH + GSSG
HOOH +2GSH —=* 52 H 0+ GSSG

GSH-Px enzimi, karaciger, bobrek eritrositler, damar endoteli ve goziin lens
metabolizmasinda biiyiik 6nem tasir [79]. GSH-Px peroksitlerin alkollere doniisiimiinii katalize
ederek; eritrosit, zar lipitleri, hiicre zar1 selliiler ve subselliiler membranlarin oksidatif etkisinden
korunmasini saglar [80]. GSH-Px selenyuma bagimli ve bagimsiz olmak lizere iki sekli
mevcuttur [81]. Selenyum bagimli enzim hem H,O, hem de hidroperoksitlere etki eder.
Selenyum bagli GSH-Px, glutatyon ile hidrojen peroksidin rediiksiyonunu katalizler ve hiicre
memraninin oksijen radikalleri tarafindan hasara ugratilmasini engeller. Hem lipooksijenaz hem
de siklooksijenaj yollarinda ilk baslangic olarak gerekli olan eser peroksit {iriinlerinin
temizlenmesini saglayarak da etki gosterebilmektedir [69, 82]. Diyetteki selenyum destegi
enzim aktivitesini modiile eder. Flatt ve ark. [83], teofilin, B2-agonist, sodyum kromoglikat ve
kortikosteroidlerden olusan ilaglarin degisik kombinasyonlarini kullanan 55 astimli hastada
yaptiklar1 caligmada, tam kan ve plazma GSH-Px ve selenyum diizeylerinin kontrol grubuna
gore anlamli oranda diisiik oldugunu, bu diisiikliigiin astim siddeti ile korelasyon gosterdigini

saptamiglardir.
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Selenyuma bagimli olmayan ise H,O, yikimini Kkatalize etmez, ancak lipit
hidroperoksitlerin yikiminda goérev alir. GSH-Px karaciger, bobrek korteksi ve iskelet kasinda
bulunur. GSH-Px enziminin katalize ettigi reaksiyon ile membran lipitlerinin ve hemoglobinin
peroksitler tarafindan oksidasyonu oOnlenir. Bu reaksiyon hemoglobinin methemoglobine
oksidasyon oranimi azaltarak eritrositin Omriinii uzatir [84]. Radikal hasar karsisinda
organizmayl daha etkili korumak amaci ile antioksidan enzimlerin kooperativite gosterdigi
bilinmektedir [85]. SOD ve GSH-Px’in sinerjistik etki gosterdikleri ve C ve E vitaminlerinin de

antioksidan enzim sistemleri ile sinerjistik ¢alistiklar1 bildirilmistir [86].

2.8. Serbest Radikaller ve Toksik Etkileri

Serbest radikal, orbitalinde paylasilmamis bir elektron tasiyan herhangi bir bilesiktir. Bu
radikaller bir veya daha fazla sayida eslesmemis elektron iceren oldukga reaktif ve toksik
bilesiklerdir. Serbest radikaller diger molekiillerle birleserek dis yoriingelerindeki elektron

sayisini eslestirmeye boylece kararli bilesiklere doniigsmeye caligmaktadirlar [87].

Serbest radikaller ve reaktif karakterli maddeler ile bu maddeleri iireten tiim faktorler
oksidan veya “prooksidan” olarak tammlanir. Reaktif karakterli bu tiir metabolitlerin olusumuna
yol acan faktorlerin tamamina “prooksidan veya oksidan madde” olarak tanimlanmustir [88, 89].
Serbest radikaller, hiicrelerde endojen ve ekzojen kaynakli etmenlere bagli olarak olusurlar.
Ekzojen kaynakli etmenler arasinda parakuat, alloksan gibi kimyasallarin etkisi altinda kalma,
karbon tetrakloriir, parasetamol gibi ilac toksikasyonlari, iyonize ve ultraviyole radyasyon, hava
kirliligi yapan fitokimyasal maddeler, sigara dumani, solventler gibi cevresel faktorler,
nitrofurantoin, bleomisin, doksorubisin ve adriamisin gibi antineoplastik ajanlar, alkol ve
uyusturucular gibi aligkanlik yapici maddeler bulunmast nedeniyle serbest radikaller

toksikolojik agidan da 6nemlidir [90, 91].

Viicutta dogal metabolik yollarla olusan serbest radikaller, radikal parcalayan
antioksidan sistemlerle ortadan kaldirildigindan, herhangi bir sitotoksisite ortaya ¢ikmaz. Ancak
bu isleyisin radikaller lehine bozuldugu durumlarda bir dizi patolojik olay ortaya cikar.
Organizmada serbest radikal olusturan dogal olaylarin baglicalari, mitokondrial elektron
transportu, heksoz monofosfat yolu, ksenobiotiklerin metabolizmasi, dogal uyaranla fagositik
hiicrelerin aktivasyonu, biosentetik ve biyokimyasal yikim olaylaridir. Serbest radikallerin hiicre
dist etkileri hiicreler aras1 bosluk ve sivilarda ortaya cikar. Ozellikle eklem ve beyin omurilik
stvilarinda antioksidan savunmanin yetersiz olmasi nedeniyle, bu bolgelerde serbest radikallere
bagli yikimin daha fazla oldugu gézlenmektedir. Oksijenli solunum yapan canlilarda, serbest

oksijen radikallerinin olugmasi kacinilmazdir. Bu oksijen kaynakli radikaller; siiperoksit
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radikali, hidrojen peroksit, serbest hidroksil radikalleridir. Bu radikaller 6zellikle hiicrenin farkl:
kisimlarinda bulunan protein, karbonhidrat, lipit ve DNA gibi molekiilleri etkileyerek onemli
degisikliklere neden olurlar. Bilhassa hiicre zarinda bulunan doymamis yag asitleri bunlar ic¢in
cok iyi bir hedeftir. Reaktif madde miktarindaki artislarin hiicresel i¢ dengenin (homeostazi)
olumsuz etkilemesini viicut sivilarinda ve hiicre membranlarinda bulunan ve “antioksidan”
olarak isimlendirilen bazi faktorler onleyebilir. Serbest radikaller hidroksil, siiperoksit, nitrik
oksit ve lipid peroksit radikalleri gibi degisik kimyasal yapilara sahiptir. Biyolojik sistemlerdeki
en onemli serbest radikaller, oksijenden olusan radikallerdir. Oksijen, siiperoksit grubuna bazi
demir-kiikiirt iceren yiikseltgenme-indirgenme enzimleri ve flavoproteinlerin etkisiyle
indirgenir. Son derece etkin olan ve hiicre hasarina yol agan siiperoksit grubu, bakirl bir enzim
olan siiperoksit dismutaz (SOD) aracilifinda hidrojen peroksit (H,O,) ve oksijene cevrilir.
Stiperoksit grubundan daha zayif etkili olan H,O,, dokularda bulunan katalaz, peroksidaz ve
GSH-Px gibi enzimlerle su ve oksijen gibi daha zayif etkili iirlinlere donistiiriilerek etkisiz
kilinir. Dietilditiyokarbamat gibi siiperoksit dismutazin etkinligini engelleyen maddeler,
siiperoksit gruplarimin zararsiz hale getirilmesini siirlandirirken, lipid peroksidasyonu
hizlandirirlar. Ayrica katalazin etkinligini engelleyen maddeler (aminotriazol gibi herbisidler)

de etkin oksijen gruplarina veya bu gruplari olusturan maddelere duyarliligr artirir [92, 93].

Stiperoksit gruplarmin hizli bir sekilde olusturdugu singlet oksijen, hiicre zarlarmin
fosfolipid, glikolipid, gliserid ve sterol yapisindaki doymamis yag asitleriyle reaksiyona girerek
peroksitler, alkoller, aldehitler, hidroksi yag asitleri, etan ve pentan gibi c¢esitli lipid
peroksidasyon {iriinlerini olusturur. Lipit peroksitler, indirgenmis glutatyona (GSH) bagimli
selenyumlu bir enzim olan GSH-Px tarafindan lipid alkollere ¢evrilerek inaktive edilir. Ayrica
siiperoksit gruplariyla fazla miktarda lipit peroksitlerin sekillendirilmesi ve gerek selenyum
eksikligi ve gerekse ortamdaki GSH nin tiikkenmesine neden olabilen dietilmaleat, dioksin gibi
maddelerin bulunmasi, lipit hidroperoksitlerinden serbest lipit gruplarin olugsmasina yol acgar.
Serbest lipit gruplar1 da, ayrica doymamis yag asitlerinin peroksidasyonuna neden olur. Lipit
hidroperoksitlerin yikimi ile olusan ve biyolojik olarak aktif olan aldehitler ya hiicre diizeyinde
metabolize olurlar ya da baslangictaki etki alanlarinda diffiize olup hiicrenin diger boliimlerine
hasar1 yayarak sekonder bozukluklarin da gostergesi olabilirler. Beyin, oksidatif hasara en
duyarli bolge olup, serbest radikaller santral sinir sisteminin patolojik durumlarimin pek
cogunda, direkt olarak doku hasar1 meydana getirirler. Serbest oksijen tiirleri, toksisite,
metabolik disfonksiyon ve kalsiyumun intraseliiller hemostazisinde bozulma gibi cogul

mekanizmalarla doku hasar1t meydana getirirler [94, 95].

Lipit peroksidasyonun en énemli iiriinii malondialdehid (MDA)’dir. Ug ya da daha fazla
cift bag iceren yag asitlerinin peroksidasyonunda MDA meydana gelir. Olusan MDA, hiicre
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membranlarindan iyon aligverisine etki ederek membrandaki bilesiklerin capraz baglanmasina
yol acgar ve iyon gecirgenliginin ve enzim aktivitesinin degisimi gibi olumsuz sonuglara neden
olur. MDA bu o6zelligi nedeniyle, DNA’nin azot bazlari ile reaksiyona girebilir ve bundan

dolay1 mutajenik, hiicre kiiltiirleri i¢in genotoksik ve karsinojeniktir [96, 97].

Oksidatif stres; kalitsal bozukluklar, hasarlar, agir fiziksel aktiviteler, ¢cevredeki fiziksel
ve kimyasal (ozon, sigara duman1 ve giines 15181 ) etkilere maruz kalma ile dengesiz beslenme
gibi cesitli sartlarin artmasiyla meydana gelir. Strese yol agan bu faktorler ise serbest oksijen
radikallerini (SOR) biiyiik dl¢iide arttirmaktadir [98]. Son zamanlarda biyokimyasal ara tiriinler
ve stres sonucu olusan serbest radikallerin bircok hastalikla iligkili oldugunun tespit edilmesi

ozellikle antioksidanlara karsi olan ilgiyi arttirmistir [99].

Sonug¢ olarak; organizma dogustan kazandigi ¢ok hassas bir donanim sayesinde,
fizyolojik aktivitenin dogal sonucu olarak serbest radikal nitelikli biyokimyasal {riinleri
“oksidan-antioksidan denge” olarak tanimlanabilecek bir ¢izgide tutmay1 basarir. Tehlikeli olan
durum, radikallerin varlifindan daha cok oksidanlar ve antioksidanlar arasindaki bu dengenin

oksidanlar lehine bozulmasidir [88, 98, 100].

2.9. Antioksidanlar ve Metabolizma icin Onemleri

Reaktif oksijen tiirlerinin olusumu ve bunlarin meydana getirdigi hasar1 6nlemek ic¢in
viicutta bircok savunma mekanizmalar1 geligsmistir. Bunlara kisaca “antioksidanlar” denilmistir.
Antioksidanlar bu amacla reaktif maddeleri ve reaksiyonlarmi bir dengede tutabilmek iizere
sirekli aktivite gosterirler [101]. Organizmada siiperoksit radikalleri enzimatik dismutasyonla
temizlenirken, antioksidan olarak bilinen bilesikler de oksijen radikallerinin yok edilmesini
saglarlar. Bu kimyasal bilesikler arasinda A, E, C vitaminleri ve selenyum ©onemli bir rol

oynamaktadir [102].

Antioksidanlar, hem direkt, hem de dolayli olarak, ksenobiyotiklerin, ilaclarin,
karsinojenlerin ve toksik radikal reaksiyonlarin istenmeyen etkilerine karsi hiicreleri koruyan
maddelerdir. Vitamin A, E ve C, B-karoten, metallotionin, poliaminler, melatonin, NADPH,
adenozin, koenzim Q, {irat, ubikuinol, polifenoller, flavonoidler, fitodstrojenler, sistein,
homosistein, taurin, metionin, s-adenozil-L-metionin, resveratrol, nitroksidler, GSH, GSH-Px,
katalaz, siiperoksid dismutaz, tioredoksin rediiktaz, nitrik-oksit sentaz, hem oksijenaz-L. ve
eozinofil peroksidaz bu gruba girer. Diyetle alinin a-tokoferol lipid peroksidasyona karsi korur
ve sonucta steroidlerin neden oldugu karaciger hiicre hasar1 ve tiimor gelisimine karsi

kullanilabilir [103]. Bunlara karsin Krajcovicova ve ark. [104], vitamin C ve E’nin artmus lipit
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peroksidasyon ve serbest radikallere karst savunmada yetersiz kaldigimi belirtmislerdir.
Insanlarda serebrovaskiiler hastaliklarda kullanim alani bulan idebenonun, serbest radikal yok
edicisi gibi etki gosterdigi ve lipit peroksidasyona karst mitokondrial membram korudugu
belirlenmistir. Yine anestezik dozlarda kullanilan propofolun, hiicre membranlarinda lipit

peroksidasyonunu sinirlandirabildigi veya durdurabildigi gosterilmistir [105].

Amacg: Benzofuran ve benzimidazol halkasi iceren bilesikler bircok ilacin bilesiminde
bulunmaktadir. Bu nedenle, sentezlenmis ve karakterize edilmis orijinal 2-(1H-benzimidazol-2-
iltiyo)-1-(benzofuran-3-il) ethanon (BIBE) ratlarin antioksidan vitaminleri ( A, E ve C), GSH ve
GSSG ile lipit peroksidasyonunun bir iiriinii olan malondialdehit (MDA)’in diizeylerine ayrica
GSH-Px enzim aktivitesine etkilerini belirlemek ve bu parametreler arasindaki iliskileri

arastirmak amaclanmustir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Hayvan Materyali

Aragtirmalarimizda Firat Universitesi Deney Hayvanlari Arastirma Merkezinden
(FUDAM) temin edilen 14-15 haftahk ortalama 250 gr agirhginda erigkin Wistar cinsi erkek
ratlar kullanildi. Deneylerimizde kullandigimiz hayvanlara FUDAM ’1n optimize ettigi sartlar
uygulanmis olup, 12 saat 151k, 12 saat karanlik olarak 151k diizenlemesi ile ortamin 1sis1 oda
sartlarinda sabit tutulmustur (24-26 °C). Elazig Yem Fabrikasindan hayvanlarin yemi (ad

libitum), Elazig sehir sebekesinden de sular1 saglandi.
3.2. Gruplarin Olusturulmasi

Frrat Univeristesi etik kurulunda alinan 2007/22 nolu raporda belirtildigi gibi bu
arastirmada kontrol grubu, 1. uygulama, 2. uygulama ve 3. uygulama grubu olmak iizere 4 grup
olusturuldu ve her grupta 10 rat olmak iizere toplam 40 rat kullanildi. Uygulama gruplarinda
kullanilan 2-(1H-benzimidazol-2-iltiyo)-1-(benzofuran-3-il) ethanon (BIBE) tamamen orijinal
sentezlenmis bir kimyasal oldugu i¢in rat oliimlerinin olabilecegi diisiiniilerek gruplardaki rat
sayis1 biraz yiiksek (10 rat) tutuldu. Uygulamalar ayn1 saatte yapildi. Uygulamalarda kullanilan

ratlarda uygulama tamamlanincaya kadar 6liim gbézlenmedi.

Kontrol grubuna; Kontrol grubu disindaki gruplara enjekte edilen 2-(1H-benzimidazol-2-iltiyo)-
1-(benzofuran-3-il) ethanon (BIBE), Dimetilsiilfoksit (DMSO) c¢oziildiigii icin; kontrol grubuna
5.2 ml DMSO alinarak alinarak toplam hacmi 52 ml olacak sekilde lizerine misirézii yagr ilave
edilerek %10 DMSO c¢ozeltisi hazirlanmis oldu. Daha sonra kontrol grubundaki her bir rata bu
%10 DMSO ihtiva eden yag karistminda 0.5 ml subkutan (deri altina) olarak enjekte edildi.

1. Uygulama gruba 10 mg/kg doz uygulamasi ; Bunun icin 249.6 mg 2-(1H-benzimidazol-2-
iltiyo)-1-(benzofuran-3-il) ethanon (BIBE) tartilarak, 5.2 ml DMSO da iyice c¢oziildii ve daha
sonra toplam hacmi 52 ml olacak sekilde iizerine misirdzii yagi ilave edildi. Daha sonra bu
cozeltiden her bir rata 0.5 ml enjekte edildi. Bu sekilde ortalama agirligi 240 gr olarak kabul
edilen her bir rata %10 DMSO ve 2.4 mg BIBE iceren (10 mg BIBE /kg rat) karisim enjekte
edildi.

2. Uygulama gruba 20 mg/kg doz uygulamasi ; Bunun i¢in 499.2 mg BIBE tartilarak, 5.2 ml
DMSO da iyice ¢oziildii ve daha sonra toplam hacmi 52 ml olacak sekilde iizerine misirézii yagi

ilave edildi. Daha sonra bu c¢ozeltiden her bir rata 0.5 ml enjekte edildi. Bu sekilde ortalama
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agirlig 240 gr olarak kabul edilen her bir rata %10 DMSO ve 4.8 mg BIBE iceren (20 mg BIBE
/kg rat) karisim enjekte edildi.

3. Uygulama gruba 30 mg/kg doz uygulamasi ; Bunun icin 748.8 mg BIBE tartilarak, 5.2 ml
DMSO da iyice ¢oziildii ve daha sonra toplam hacmi 52 ml olacak sekilde iizerine misirézii yagi
ilave edildi. Daha sonra bu c¢ozeltiden her bir rata 0.5 ml enjekte edildi. Bu sekilde ortalama
agirligt 240 gr olarak kabul edilen her bir rata %10 DMSO ve 7.2 mg BIBE iceren (30 mg
BIBE/kg rat) karisim enjekte edildi. Her rata toplam 10 enjeksiyon yapildi. Enjeksiyon

uygulamalar1 miimkiin oldugunca ayni saate giin asir1 deri altina uygulanda.

Uygulamalarda kullanilan, sekil 3.1°deki bilesik 2-(1H-benzimidazol-2-iltiyo)-1-
(benzofuran-3-il) ethanon (BIBE) nun literatiirde olmayip ilk defa boliimiimiiz laboratuarlarinda

Siileyman Servi ve arkadaslar: tarafindan sentezlenerek, karakterize edilmistir.

T

Sekil 3.1. 2-(1H-benzimidazol-2-iltiyo)-1-(benzofuran-3-il) ethanon (BIBE)

3.3. Kan ve Doku Orneklerinin Alinmasi

Uygulamalar tamamlandiktan sonra (21. giiniin sonunda) ratlar eter ile hafif bayiltilip
baslar1 giyotin ile kesilirken boyun bolgesinden akan kanlar huni yardimu ile tiiplere alindi. Her
hayvandan alinan kanlardan bir kismi1 EDTA’l1 tiiplere diger kismu ise normal plastik tiiplere
aktarildi. EDTA’D tiiplere alinan kanlardan GSH-Px aktivitesi ile GSH ve GSSG miktarlar1
belirlendi. Normal tiiplere alinan kanlar ise santrifiijlenerek serumlari ayrildi ve bu serumlardan
da vitaminler (A, E ve C) ile MDA miktarlar1 tayin edildi. Yine aym ratlardan MDA, vitamin C,
vitamin A ve vitamin E caligmak iizere karaciger 6rnekleri alindi. Serumlar polietilen tiiplerde,
karaciger ornekleri ise aliiminyum folyo ile sarilarak analizleninceye kadar (en fazla ii¢ giin ) -
20°C’da muhafaza edildi. GSH-Px aktivitesinde spektrofotometre, diger tiim analizlerde ise

HPLC kullanildi.
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3.4. Doku Orneklerinin (Karaciger) Hazirlanmasi

Karaciger ornekleri homojenizatorde homojen hale getirildikten sonra 0.2 g tartim

alinarak serum Ornegine uygulanan islemlerin aynist doku orneklerine de uygulandi.

3.5. Metot

3.5.1. A ve E Vitamini Tayini

Derin dondurucudan alinan serum ve karaciger 6rnekleri oda sicakliginda coziildiikten
sonra, serum orneginden 0.3 ml, karaciger dokusu ise homojenizatdrde iyice homojen hale
getirildikten sonra her birinden 0.2 gram tartilarak plastik tiipe alindi. Her bir tiip lizerine 2 ml
etanol ilave edilerek proteinler ¢oktiiriildii. Siiziilerek ayrilan siiziintii iizerine 0.3 ml % 95 n-
hegzan ilave edilerek vortekste karistirildi. Daha sonra 4000 rpm’de 3 dk santrifiijlenerek
istteki hegzan faz1 ayrildi. Her bir 6rnek icin hegzanla ekstraksiyon islemi iki defa tekrarlandi.
Boylece, serum icindeki A ve E vitamininin tamami hegzan fazina alindi. Ayrilan hegzan fazi
azot gaz1 altinda kuruluga kadar uzaklastirildi. Daha sonra ornekler tekrar 0.15 ml % 99.5
metanolde c¢oziilerek analize hazir hale getirildi. Bu metanol ¢ozeltisinden 20 pL alinarak
HPLC’ye enjekte edildi. HPLC'de Techsphere ODS-2 (5 um partikiil and 80 °A por biiyiikliigii)
kolon (250x4.6 ID)’unda hareketli faz olarak metanol: asetonitril: kloroform (47: 42: 11)
karigtm kullanildi. Vitamin A (retinol) 326, vitamin E (0O-tokoferol) ise 296 nm’lik dalga
boylarinda tayin edildi [106, 107].

Orneklerdeki A ve E vitamin miktarlarini belirlemek icin her birinin ayr1 ayri degisik
konsantrasyonlarda stok ¢ozeltiler hazirlanarak bu ¢ozeltilerin pik yiikseklikleri belirlendi. Daha
sonra belirlenen bu pik yliksekliklerine karsi derisim (konsantrasyon) grafige alinarak calisma
grafigi cizildi (Sekil 3.2 ve Sekil 3.3). Her calismada yeni bir calisma grafigi cizilerek o
calismanin vitamin verileri o giinkii ¢calisma grafiginin dogru denkleminden hesaplandi. Dogru
denkleminde y yerine 6rnegin pik yiiksekligi yazilarak x bulundu ve eger seyreltme yapilmigsa

seyretme faktoril ile carpildi.
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Sekil 3.3. Vitamin E’nin calisma grafigi ve dogru denklemi.

3.5.2. C Vitamini Tayin

Serum oOrneklerinden 0.3 ml alinarak iizerlerine 0.5 M HClO, den 0.3 ml, homojenize
hale getirilmis karaciger 6rneklerinden ise 0,25 gram alinarak her biri tizerine 0.5 M HCIO, den
0.5 ml ilave edilerek 2 dk vortekslendi ve proteinler ¢oktiiriildii [108]. Sonra tiim 6rnekler
ultrasonik su banyosunda 50 °C’de 5 dk bekletilerek iyice parcalanma gerceklestirildi. Daha
sonra serum Orneklerinin toplam hacmi saf su ile 2 ml’ye, karacier 6rneklerinin hacmi ise saf
su ile 5 ml’ye tamamlanarak, 4500 rpm 10 dk santrifiijlendi. Santrifiijlenen ¢ozeltiden ¢okelek
ve siiziintiiniin ayrilmast saglandi. Daha sonra {iistteki siiziintiiden 20 pL. alinarak HPLC’de
Supelcosil LC-18-DB kolonunda (3 pm partikiil bitytikliigi 250 x 3.9 ID) mobil faz : 3.7 mM
KH,PO, (pH: 4, H;PO,ile) tamponu 1ml dk! akis hizinda, 245 nm dalgaboyu kullanilarak C
vitamini tayin edildi [109].
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Degisik konsantrasyonlarda hazirlanmis olan stok C vitamini ¢ozeltilerinin pik
yiikseklikleri ol¢iilerek calisma grafigi cizildi (Sekil 3.4). Calisma grafiginin dogru denklemi
yardimiyla C vitamini miktarlar1 belirlendi. Serum 6rnekleri 5 kat seyreltildigi i¢in seyrelme
katsayis1 5 kabul edildi. Sekil 3.4 de goriilecegi iizere konsantrasyon-pik yiiksekligi ¢caligma
grafiginde elde edilen dogrusallik kabul edilebilir limitler icerisindedir.
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Sekil 3.4. Vitamin C’nin ¢alisma grafigi ve dogru denklemi.

3.5.3. MDA Tayini

Oda sicakligma kadar i1sinmis orneklerden serumdan 0.30 ml, homojenize hale
getirilmis karaciger orneklerinden ise 0.25 g tartimlar plastik tiiplere alindi. Serum 6rnekleri
tizerine 0.5 M HClO,’den 0.3 ml, karaciger orneklerinin her biri iizerine 0.5 M HCIO, den 0.5
ml ilave edilerek 2 dakika boyunca vortekslendi ve proteinler ¢oktiiriildii. Sonra tiim 6rnekler
ultrasonik su banyosunda 50 °C’de 5 dk bekletilerek iyice parcalanma gerceklestirildi. Daha
sonra serum Orneklerinin toplam hacmi saf su ile 2 ml’ye, karacier 6rneklerinin hacmi ise saf
su ile 5 ml’ye tamamlanarak, 4500 rpm 10 dk santrifiijlendi. Santrifiijlenen ¢ozeltiden ¢okelek
ve siiziintiiniin ayrilmast saglandi. Daha sonra {iistteki siiziintiiden 20 pL. alinarak HPLC’de
Supelcosil LC-18-DB kolonunda (3 pm partikiil biiyiikliigii ve 250 x 3.9 ID) mobil fazi 30
mmol KH,PO, ve metanol karisimi (%65-%35, H;PO, ile pH=4) olan ve akis hiz1 1.3 ml/ dk’ya
ayarlanarak 254 nm HPLC’ye enjekte edildi [110]. MDA standardi olarak 1,1,3,3-
tetractoksipropanin (TEP) c¢ozeltisi kullanildi. Degisik konsantrasyonlarda hazirlanmis olan

MDA cozeltilerinin pik yiikseklikleri olciilerek pik yiiksekligine karsi gelen konsantrasyon
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degerlerinin ¢alisma grafigi ¢izildi (Sekil 3.5). Calisma grafiginin dogru denklemi yardimiyla
MDA miktarlar1 belirlendi.
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Sekil 3.5. MDA’ nin ¢alisma grafigi ve dogru denklemi

3.5.4. indirgenmis ve Yiikseltgenmis Glutatyonun Tayini

GSH ve GSSH miktarlarinin belirlenmesi icin EDTA’ll tiiplere alinarak derin
dondurucudan bekletilen (yaklasik 2 giin) 1 ml kan 6rnekleri sogutucudan cikarilarak oda
sicakligina kadar 1sinmast i¢in bekletildi. Bu kan 6rneklerinden 0.5 ml alinip her birinin {izerine
0.75 ml 0.5 M HCIO; ilave edilerek vortekslendi. Vortekslenen bu orneklere 2.75 ml saf su
ilave edilerek 4500 rpm 10 dk. santrifiijlenip proteinler ¢oktiiriildii. Santrifiijlenen siiziintiiniin
ist kismindan dikkatlice 20 pl alinarak HPLC’ye enjekte edildi. HPLC de SGE Walkosil 11
5CI8 RS kolonu ve mobil faz olarak da ¢6ziicii olarak 0.1% H;PO,4 kullanilarak hazirlanmis olan
50 mM NaClOy ¢ozeltisi kullanildi. Mobil fazin akis hizi:1.3 ml/dk ayarlanarak 215 nm’de 5.3
dk’da indirgenmis ve 22.0 dk’da ise yiikseltgenmis glutatyon tayin edildi [111].

Standart indirgenmis ve yiikseltgenmis glutatyon cozeltilerinin hazirlanmasi: 5 ml’lik
balon jojeye 10 mg indirgenmis glutatyon ve iizerine de 1ml 0.5 M HCIO; ilave edilerek iyice
¢oziildii. Daha sonra saf su ile toplam hacmi 5 ml’ye tamamlanarak, 2000 pg/ml’lik indirgenmis
glutatyon ¢ozeltisi hazirlandi. Bu 2000 pg/ml’lik stok ¢ozeltiden uygun seyreltmeler yapilarak
5, 10, 15, 20, 25 ve 30 pg/ml’'lik indirgenmis glutatyon c¢ozeltileri hazirlandi. Standart stok
yiikseltgenmis glutatyon cozeltileri de indirgenmis glutatyon c¢ozeltilerinin hazirlandigr sekilde

hazirlandi. Daha sonra bu cozeltilerin HPLC’de pik yiikseklikleri belirlendi ve bu pik
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yiiksekliklerine karsi konsantrasyonlar grafige alinarak, calisma grafikleri cizilip, dogru
denklemleri olusturuldu (Sekil 3.6 ve Sekil 3.7).

Her calismada yeni bir caliyma grafigi cizilerek o c¢alismanin indirgenmis ve
yiikseltgenmis glutatyon verileri o giinkili ¢calisma grafiginin dogru denkleminden hesaplandi.
Dogru denkleminde y yerine 6rnegin pik yiiksekligi yazilarak x bulundu ve yapilan seyreltme

g0z onilinde bulundurularak seyreltme faktoriiyle carpildi.
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Sekil 3.6. Indirgenmis Glutatyonun Caligma Grafigi ve Dogru Denklemi

y = 0,1006x + 0,2067
R2 = 0,9982
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Sekil 3.7. Yiikseltgenmis Glutatyonun Calisma Grafigi ve Dogru Denklemi
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3.5.5. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) Tayini

Prensip: GSH-Px, hidrojen peroksit (H-O-O-H) varliginda indirgenmis glutatyonun (GSH)
yiikseltgenmis glutatyona (GSSG) yiikseltgenmesini kataliz eder. H,O,’in bulundugu ortamda
GSH-Px’in olusturdugu GSSG, glutatyon rediiktaz (GSH-Red) ve NADPH yardimiyla GSH’a

indirgenir.
2GSH+H202 M} 2H20+GSSG

NADPH+H* —»NADP*
ZH,0+GSSG Glutatyon Re diiktaz 2GSH

GSH-Px aktivitesi, NADPH in NADP" ‘ye yiikseltgenmesi sirasindaki absorbans farkimin 340

nm’de okunmastyla ol¢iiliir.

3.5.5.1. Hemolizat Hazirlanmasi

EDTA'h tiiplere alinan 1 ml'lik kan 6rnekleri 3 defa soguk % 0.9'luk NaCl ile yikandi.
Olusan hiicre siispansiyonundan 0.2 ml alinip iizerine 0.8 ml soguk saf su ilavesiyle lizat elde
edildi ve 15 dakika derin dondurucuda eritrositlerin tamamen parcalanmasi i¢in bekletildi. Bu
lizat diger peroksidazlarin pozitif inhibisyonunu onlemek i¢in esit miktarda cift giicli drabkin
cozeltisi ile karistirildi. Bu karisgimin 0.1 ml'sine igerisinde 0.005 M EDTA bulunan pH : 7'de
0.05 M fosfat tamponundan 2.58 ml eklendi ve boylece enzim kaynagt hazirlanmis oldu [112].

Deneyde Kullanilan Reaktifler

GSH (150 mM) =50 mg GSH 1 ml tamponda ¢oziildii

NaN3 (1 M) = 65 mg sodyum azid 1 ml tamponda ¢oziildii.

NADPH (3 mM) =10 mg NADPH 2 ml tamponda ¢oziildii.

GSH - Rediiktaz = Ticari preparatdan (U/mL, spesifik aktivite) direkt olarak

seyreltme yapilmaksizin kullamldi.

H202 (50 mM) =15 ul H2O2 alinip hacim 5 ml'ye tamponla tamamlandi.

Tampon (pH : 7.5), 50 mM fosfat tamponu = 600 ml A + 400 ml B + 2.08 gr NaEDTA ile

hazirlandi.
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A : NapHPO4, 50 mM, 7.1 gr/LLB : KH2PO4, 50 mM, 6.8 gr/LL

Deneyin Yapihsi
Numune Kor
Fosfat Tamponu (ml) 2.66 2.68
Rediikte GSH (ml) 0.10 0.10
NADPH (ml) 0.10 0.10
GSH - Rediiktaz (ml) 0.01 0.01
NaN3 (ml) 0.01 0.01
Numune (eritrosit) (ml) 0.02 -

Tiipler iyice karistirilarak oda sicakliginda (25°C) 30 dk inkiibe edildi. Siirenin sonunda
her tiipe 0.1 ml HpO7 ilave edilerek reaksiyon baslatildi. Dalga boyu 340 nm'ye ayarlanmis

spektrofotometrede 5 dakika siire ile takip edildi. Ilk absorbans - son absorbans degeri alinarak

S'e boliindii (AA / dakika).

Enzim Aktivitesinin Hesaplanmasi
E = 6.22.103 M-! = NADH ve NADPH icin molar absorplama katsayisi
VT = Toplam Hacim (ml)
Vh = Toplam hacimdeki numune hacmi
1 = Kiivet cap1 (1 cm)

AA/t = Dakikadaki absorbans
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106 = Molii mikromole doniistiirme sabiti

(AA/D)xV,x10° _ (AA/5)dak.x3x10° _ (AA/5)x3x10°
ExV x1 6.22.10° x0.02x1 124.44

U(umol/dakika) =

He Aios a UV-Visilol marka spektrofotometre ile okumalar yapildi. Hemoglobin, Drabkin
ile dlgiilerek GSH-Px enzim aktivitesi U / gr Hb olarak belirlendi [113].

3.5.5.2. Hemoglobin Tayini

Hemoglobin miktar1 Drabkin yontemiyle olciildii. Bu yontemde ferrisiyaniir
hemoglobindeki demiri oksitleyerek iki degerlikli demiri iic degerlikli demire cevirerek
methemoglobine doniismesini saglar. Bunu takiben potasyum siyaniir ile kararli bir pigment
olan siyanmethemoglobin meydana gelir. Siyanmethemoglobinin absorbansi spektrofotometrik

olarak 546 nm'de okundu [114].
Ayraclar:

1. Drabkin Cozeltisi: 50 mg KCN + 200 mg K3 Fe(CN)s+ 1 g NaHCO; alinarak distile su ile 1

litreye tamamlanan ¢o6zelti renkli sisede ve oda 1sisinda 1 yil siireyle saklanabilir.

2. Hemoglobin Satandarti: 18g/dl

Islem:

Kor Standart Ornek
Drabkin Cozeltisi(ml) 5.0 5.0 5.0
Hb standart1 (ml) - 0.02 -
Hemolizat (ml) - - 0.02
Distile su (ml) 0.02 - -

Tipler iyice karistirildi ve oda 1sisinda 20 dk bekletildikten sonra 546 nm’de kore karsi
absorbanslar1 okundu [115].
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Hesaplama:

18gr/dl Hb=0.49 absorbans degerini verir.

Ornek absorb
Hemoglobin (g/dl)= TRer avsoroans x Standart Konsantrasyonu esitliginden

S tandart absorbans

Standart konsantrasyonu =18g/dl

Standart absorbansi = 0.49

S tandart konsantrasyonu 18
S tan dartabsorbansi 0.49

=36.73

Buradan; Faktor =

Hemoglobin (g/dl)= Ornek absorbansi x 36.73

3.4. Istatistiksel Degerlendirme

Caligmadaki tiim istatistiksel degerlendirmeler SPSS 10.0 bilgisayar programi ile

yapildi. Veriler aritmetik ortalama =+ standart sapma olarak verildi. Independent-Samples T-testi

ve gruplar arasi karsilastirmalarda ise One-Way Anova testi (Post Hoc Tests (Tukey) kullanildu.

P < 0.05 anlamlilik diizeyi olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

Tablo 1 ve Sekil 4.1.°deki siitun grafigine gore BIBE uygulanan ratlarin, doz artigina
paralel olarak kan serumundaki A ve E vitamini miktarlarindaki artis (p>0.05) anlamsiz iken, C

vitamini miktarlarinda anlamli artma (p<0.05) oldugu, MDA miktarinda ise uygulanan doz

miktarina paralel olarak kontrol grubuna gore anlamsiz azalma oldugu (p>0.05) belirlenmistir.

Tablo 1. Kontrol grubu ve 2-(1H-benzimidazol-2-iltiyo)- 1-(benzofuran-3-il) ethanon’nun (BIBE) ti¢
farkli dozda uygulandigi ratlara ait serum vitamin A, E, C, MDA ile kan GSH, GSSG miktarlari ile

GSH/GSSG orani ve eritrosit GSH-Px aktivitesinin degerleri.

Kontrol Uyg. 10 mg/kg Uyg. 20 mg/kg Uyg. 30 mg/kg
(n=10) (n=10) (n=10) (n=10)
Vitamin A | 0.090 +0.018* | 0.090 £0.015° 0.092 +0.017% | 0.096 +0.019*
(ng/ml)
Vitamin E 0.57 £0.15° 0.59 £0.14° 0.62 +0.12° 0.63 +0.14°
(ug/ml)
Vitamin C 6.55 +0.54° 7.24 +0.66*° 7.71 £0.70*° 8.23 £0.77°
(ug/ml)
MDA 3.83+0.56° 3.80 £ 0.50° 3.59 +0.54° 347 +041°
(ug/ml)
GSH 178.40+12.99* | 193.40+14.06™° | 206.00 +16.36™® | 217.80 + 17.78°
(ug/ml)
GSSG 13.82 £2.11° 13.73 £1.39° 13.77 £1.26° 13.50 +1.22°
(ng/ml)
GSH / GSSG 13.08 £1.54% | 14.21 +1.80*° 15.01 £1.24* 16.21 +£1.52°
GSH-Px 8.58 +1.56° 850+ 1.41° 8.36 +1.50" 8.04+1.61°
(U/g Hb)

Her bir parametredeki farkliliklar ayni satirda degisik harflerle gosterilmistir (a ve b gibi).
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Sekil 4.1. Kontrol grubu ve 2-(1H-benzimidazol-2-iltiyo)-1-(benzofuran-3-il) ethanon (BIBE) ii¢ farkl
dozda uygulandigi ratlara ait serum vitamin A. E. C ile MDAmiktarlarinin siitun grafigi [Kontrol grubu
ile uygulama gruplar1 karsilastirildiginda p<0.05 i¢in (*) kullanildi]

Tablo 1 ve Sekil 4.2.’deki siitun grafigine gore BIBE uygulanan ratlarin, doz artigina
paralel olarak kanlarindaki GSH miktarinin kontrol grubuna gore anlamli artis (p<0.05)
gosterdigi, GSSG miktarlarinin ise kontrol grubuna gore anlamsiz bir azalis (p>0.05) gosterdigi

belirlenmistir.

O GSH(x10)
GSSG

N
o
!

-
o
|

Miktar (ug/m)

&)
!

o

Kontrol Uygulama  Uygulama Uygulama
10 mg/kg 20 mg/kg 30 mg/kg

Sekil 4.2. Kontrol grubu ve 2-(1H-benzimidazol-2-iltiyo)- 1-(benzofuran-3-il) ethanon (BIBE) ii¢ farkl
dozda uygulandigi ratlara ait GSH ve GSSG miktarlarinin siitun grafigi [Kontrol grubu ile uygulama
gruplar1 karsilastirildiginda p<0.05 i¢in (*) kullanildi ]
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Tablo 1 ve Sekil 4.3.”deki siitun grafigi’ne gore BIBE bilesigi verilen ratlarin GSH-Px
miktarindaki azalmanin (p>0.05) uygulanan doz artisina baghh olarak kontrol grubuna gore

anlamli olmadig1 goriilmiistiir.

12
10 -

GSH-Px (U/g Hb)

Kontrol Uygulama  Uygulama  Uygulama
10 mg/kg 20 mg/kg 30 mg/kg

Sekil 4.3. Kontrol grubu ve 2-(1H-benzimidazol-2-iltiyo)- 1-(benzofuran-3-il) ethanon (BIBE) ii¢ farkl
dozda uygulandigi ratlarin GSH-Px aktivitesinin siitun grafigi

Tablo 2 ve Sekil 4.4.’deki siitun grafigine gére BIBE bilesigi verilen ratlarin karaciger
vitaminlerinde; uygulanan doz artisina bagli olarak kontrol grubuna gére A ve C vitaminlerinin
miktarlarinda anlamli artis olmazken (p>0.05), E vitamini miktarlarinda anlamh artis (p<0.05),
MDA miktarinda uygulanan doz artigina bagl olarak kontrol grubuna gore anlamsiz azalma

(p>0.05) oldugu tespit edilmistir.
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Tablo 2. Kontrol grubu ve 2-(1H-benzimidazol-2-iltiyo)- 1-(benzofuran-3-il) ethanon (BIBE) ii¢ farkli
dozda uygulandigi ratlara ait karaciger vitamin A. E. C ve MDA miktarlar1

Kontrol Uyg. 10 mg/kg Uyg. 20 mg/kg Uyg. 30 mg/kg
(n=10) (n=10) (n=10) (n=10)
Vitamin A 0.46 £0.077° 0.50 £0.082* | 0.550 £0.093"° 0.610+0.12°
(ng/e)
Vitamin E 1.16 £0.21° 1.64 £0.27° 3.68 £0.45° 4.56 £0.53°¢
(ng/e)
Vitamin C 8.63 +£0.87* 8.58 £0.89* 8.62+0.85" 8.68 £0.76"
(ng/e)
MDA 3.78 £0.53* 3.72+£0.59* 3.73+£0.66" 3.71 £0.50*
(ng/e)

Her bir parametredeki farkliliklar aym satirda degisik harflerle gosterilmistir (a, b ve c gibi).

Miktar (ug/g)

& Kontrol

B Uygulama 10 mg/kg
&8 Uygulama 20 mg/kg
& Uygulama 30 mg/kg

*%

Vit A

Vit E

Vit C(x10)

MDA

Sekil 4.4. Kontrol grubu ve 2-(1H-benzimidazol-2-iltiyo)- 1-(benzofuran-3-il) ethanon (BIBE) ii¢ farkl
dozda uygulandig ratlara ait karaciger vitamin A. E. C ve MDA miktarlarinin siitun grafigi [Kontrol
grubu ile uygulama gruplari karsilastirildiginda p<0.05 icin (¥), p<0.005 igin ise (**) kullanildi]
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5. TARTISMA VE SONUC

Serbest radikaller son yillarda iizerinde en ¢ok durulan ve arastirmalarin yogunlastig1 bir
konudur. Serbest radikallerin hiicresel kaynaklari, rol oynadiklar1 reaksiyonlar ve serbest
radikallere kars1 hiicresel savunma mekanizmalarinin agikhiga kavusmasi ile bu molekiillerin
kanser, seker, kalp hastaliklar1 gibi bircok hastalikla iligkisi aydinlatilmaya calisilmistir [116].
Cesitli patolojik durumlar sirasinda bir¢ok hiicre tipinde oksijenin rediiksiyonundan olusan
tiirlerin olagan dist ve siddetli iiretimiyle karakterize oksidatif stresin meydana geldigi
giiniimiizde iyi bilinmemektedir. Bu oksidatif stresin genel bir sonucu, hiicre organizasyonunun
az ya da cok parcalanmasi ile sonuglanan hiicre lipitlerinin peroksidasyonudur [71]. Lipid
peroksidasyon yapilari hiicre memranlarinin dejenerasyonuna neden olan serbest radikallere
sahiptirler. Bu serbest radikaller hiicre yapisinda bulunan yag, protein, karbonhidrat ve niikleik
asit gibi onemli hiicre yapilarim etkilerler. Lipit peroksidaz yapilart ¢cok hizli bir bigcimde
hiicrede bozulup reaktif karbon bilesiklerini olustururlar. Olusan onemli karbon yapilarindan

biri olan MDA, lipid peroksidasyon sisteminde indikator olarak rol alir [117].

Bindoli ve arkadaslar1 da Benzofuran tiirevi bilesiklerin lipit peroksidasyonu sonucu
olusan oksidanlar1 ve siilfohidril grup oksidanlariyla etkileserek bu oksidanlari berteraf ettigini
ve dolayisiyla antioksidan oldugu ([35, 36] bildirmislerdir. Bulgularimizda ise 2-(1H-
benzimidazol-2-iltiyo)-1-(benzofuran-3-il) ethanon (BIBE) ‘nin uygulanan doza bagli olarak
ratlarin hem serum hemde karaciger MDA diizeylerini kontrol grubuna gore azaldigr (p>0.05)
gozlendi. Bulgularimiz Ates ve arkadaslari ile Bindoli ve arkadaslarimin bulgular1 ile uyum
halindedir. Hem serum hemde karacigerde MDA’ nin miktarinin azalmasi uygulanan BIBE’nin
antioksidan o6zellik gostererek lipit peroksidasyonu azaltmis olmasi ile aciklanabilir.
Antioksidan maddelerden [B-karoten ve retinol antioksidan aktivitesini, serbest radikallerin
olusumunu engelleyerek ve ortamdaki radikalleri toplayarak gerceklestirmektedir [118]. A ve C
vitaminleri singlet oksijen temizleyici 6zellikleri nedeniyle diger oksijen radikallerine karsi da
koruyucu etki yaparak (siiperoksit, hidroksil, hidroperoksil, lipit peroksil ve alkoksil) onlar1
ortamdan temizleyerek antioksidan etkisini gosterebilecegi bildirilmektedir [119, 120]. C
vitamini giiclii indirgeyici aktiviteye sahip oldugundan aym zamanda giiclii bir antioksidandir.
Stiperoksit ve hidroksil radikali ile kolayca reaksiyona girerek onlarm inaktive edilmesinde rol
oynar [121]. Vitamin E (a-tokoferol)’de antioksidan aktiviteyi lipit peroksidasyonunun erken
asamasinda serbest radikal tiirlerini yok ederek ya da olusumlarini engelleyerek ve serbest
radikalleri kararli hale getirip peroksidasyon zincirini kirarak gostermekte olup, bu islemde a-
tokoferol, a-tokoferoksil radikaline doniisiir [122, 123]. Bir baska caliymada E vitamini

eksikligi olan deneklerde metabolik aktivite sonucu olusan hidroperoksitler, aldehidler ve diger
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oksidasyon {riinlerinin artt1§i, buna karsin E vitamini verilen deneklerde ise lipid
peroksidasyonuna sebep olan serbest radikal olusumunun azaldigi gozlenmistir [124].
Bulgularimizda ise BIBE enjekte edilen ratlarin kan serumu A ve E vitaminlerin miktarlarinda
doza bagl olarak anlamsiz artis (p>0.05), C vitamini miktarlarinda ise kontrol grubuna gore
anlamh artis (p<0.05) oldugu belirlendi. Aym sekilde BIBE uygulanan ratlarin doza bagli olarak
karacigerlerindeki A ve C vitaminleri miktarlarindaki artis (p>0.05) anlamsiz iken, E vitamini
miktarinda doza bagh olarak kontrol grubuna gore artisin (p<0.05) anlamli oldugu belirlendi.
Uygulama gruplarinda doza bagli olarak serumdaki C vitamini ve karacigerdeki E vitamini
miktarinin anlamli sekilde artmis olmasi BIBE’nin karacigerde bu iki vitamine doniisebilecegi
sorusunu akla getirmektedir. Karacigerdeki C vitamini miktarinda kontrol grubuna gore artigin
olmamasi ise C vitamininin suda ¢6ziiniir olup karacigerde stoklanmamasi ile aciklanabilir. Bu
durumda antioksidan vitaminlerin miktarlarinin artmis olmasi, BIBE nin antioksidan ozellik
gostererek diger vitaminlerin harcanmasim engellemis olmasit veya BIBE'nin E ve C

vitaminlerine doniigsmils olamasi ile aciklanabilir.

Ambrosio ve Gordin yapmis olduklar1 arastirmalarinda oksitatif stres sonucu ROS
olusumunun hiicre hasarmna yol ac¢tigini ve bu iirlinlerin detoksifikasyonu, glutatyonun
indirgenmis formunun (GSH) oksitlenmis dimer formuna (GSSG) doniisiimii ile saglandigini
belirtmislerdir. Glutatyon peroksidazin (GSH-Px) katalizledigi bu reaksiyonda, GSH'im enzim
aktivitesi icin esas oldugunu ortaya koymuslardir. Okdidasyon sonucunda olusan GSSG
(Glutatyon disiilfid) ise glutatyon radiiktaz isimli enzim araciliiyla ile geri donen bir siklusla
GSH'a rejenere oldugunu belirtmislerdir [65, 67]. Cochrane ve Ambrosio arastirmalarinda;
hiicre yiiksek miktarda oksidana maruz kaldiginda, GSSG olusumu metabolik sinirini agtigini ve
oksidatif strese neden oldugunu ifade etmislerdir [65,71]. Oksidatif strese cevapta GSH
miktarlarinda azalma ve GSSG miktarinda artma olabili. GSH ve GSSG
konsantrasyonlarindaki karsilikli degisim oksidatif stresin isaretlerinden biri olarak diisiiniilen
GSSG/GSH oraniyla ifade edilmektedir [125]. Bu nedenle radyasyonun sebep oldugu biyolojik
hastaliklarda eritrositlerdeki GSH\GSSG oranimin hizli bir indikatdr olabilecegi Onerilmistir
[126]. Bulgularimizda ise BIBE uygulanan ratlarda doz artisina baglh olarak eritrosit GSH
miktarinda kontrol grubuna gore artma(p<0.05) ve GSSG miktarinda ise azalma(p>0.05) oldugu
belirlendi. GSH miktarinin artist GSSG nin azalmas1 GSH/GSSG oraninida artirmaktadir. Bu

bulgular BIBE nin antioksidan 6zellige sahip oldugunu gostermektedir.

GSH-Px metabolizmanin enzimatik savunma sistemlerinden bir tanesi olup, hastalik
veya oksidatif durumlarda enzimin aktivitesinde artma oldugu bilinmektedir [127].
Bulgularimizda BIBE bilesigi enjekte edilen ratlarda uygulanan doz artisina paralel olarak

kontrol grubuna gére GSH-Px miktarinda anlamli bir fark olmamasina ragmen ¢ok diisiikte olsa
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bir azalma(p>0.05) oldugu gozlendi. Bu durumda BIBE’nin oksidatif 6zelliginin olmadigini

kanitlar goriinmektedir.

Tiim bu sonuglardan 2-(1H-benzimidazol-2-iltiyo)-1-(benzofuran-3-il) ethanon
(BIBE)’nin uygulandigi ratlarda doz artigina bagh olarak, serumdaki C vitamininde artig olmasi
(p<0.05), karacigerde ise E vitamini miktarinda anlamh artis olmasi (p<0.005), MDA
miktarindaki anlamsiz azalma (p>0.05) ve bunun yaninda ratlarin eritrosit GSH miktarinda
anlamh artma (p<0.05) , GSSG miktarindaki anlamsiz azalma (p>0.05) ile GSH/GSSG
oramdaki artis ve GSH-Px enzim miktarindaki amlamli bir farkin olmamasi1 BIBE’nin oksitatif
strese sebep olmadigr gostermektedir. Literatiir caligmalarina paralel olarak bulgularimiz bu
bilesigin antioksidan potansiyelinin yiiksek oldugunu ortaya koymaktadir. En Onemlisi de
BIBE’nin karacigerde metabolize olarak C ve E vitaminine doniigmiis olabilecegi sorusudur. Bu

konunun aydinlatilmasi i¢in ileriki caligmalara ihtiya¢ vardir.
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