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OZET

DOKTORA TEZI

TIYOSEMIKARBAZON TUREVI IHTIVA EDEN SCHIFF BAZI VE METAL
KOMPLEKSLERININ RATLARIN ANTIOKSIDAN VE AMINO ASIT
DUZEYLERINE ETKILERININ ARASTIRILMASI

Mustafa KARATEPE

Firat Universitesi
Fen Bilimleri Enstitdisii
Kimya Anabilim Dali
2002, Sayvfa: 67

Bu calismada, tiyosemikarbazon tiirevi tiyazol halkali Schiff bazi ve Cu(Il).
Zn(Il) metal komplekslerinin deri altina enjeksivonu ile ratlarin. eritrosit antioksidan
enzim GSH-Px aktivitesi, lipit peroksidasvonunun derecesini g@steren serum MDA
konsantrasyonu. serum antioksidan A, E. C vitaminlerinin diizeyleri. valin. metivonin.
triptofan ve izol6sin serbest amino asit konsantrasyonlarina olan etkisi arasurildi.

Deney gruplart arasindaki karsilastirmalarda, eritrosit GSH-Px enzim aktivitesi.
serum MDA. A, E vitaminleri ve metiyonin. triptofan, izoldsin amino asitlerinin
konsantrasyonlarinin istatistiksel olarak degistigi (p < 0.0166), fakat serum selenyum. C
vitamini ve valin dilizeylerinin degismedigi g6zlendi.

Sonug olarak. olglilen parametreler Cu(L)2'nin oksidatif stres olusturdugunu.
Zn(L)>'nin bir antioksidan gibi davrandigini, ligandin ise kontrol grubuna gore herhangi
bir farklilik olusturmadigini, fakat biitlin bilesiklerin serumda ¢aligilan. valin hari¢ diger

amino asit dlizevlerini etkiledigini géstermektedir.

Anahtar Kelimeler : Tiyosemikarbazon, Rat. Antioksidan Vitaminler (A. E. C).
Amino Asit, Selenyum. GSH-Px, MDA, HPLC
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ABSTRACT

PhD Thesis

AN INVESTIGATION OF THE INFLUENCE OF THIOSEMICARBAZONE
DERIVATIVE SCHIFF BASE AND ITS METAL COMPLEXES ON THE
ANTIOXIDANTS AND AMINO ACIDS LEVELS OF RATS

Mustafa KARATEPE

Firat University
Graduate School of Natural and Applied Sciencies.
Department of Chemistry
2002, Page: 67

In this study. the effect of thiosemicarbazone derivative thiazole ring Schiff base
and its Cu(Il). Zn(Il) metal complexes on the erythrocyte antioxidant enzyme GSH-Px
activity and serum MDA concentration which is an indicator of lipid peroxidation.
serum antioxidant vitamins A. E. C levels. free amino acids valin. methionin.
tryptophan and isoleucine concentrations in serum of rats which is injected
subcutaneously were investigated.

In the comparision done among groups, it was observed that erythrocyte GSH-
Px activity. serum MDA. vitamins A, E and amino acids methionin. tryptophan and
isoleucine (p < 0.0166) concentrations were statistically changed, but the serum levels

of selenium. vitamin C and valin were not changed.
In conclusion, the parameters measured here in show that Cu(L)> caused a

considerable oxidative stress and Zn(L)> behavied as an antioxidant. no any oxidative
stress in ligand was observed compared to control group, but all compounds have

effected the free amino acid levels studied, except valin, on the serum.

Kevy Words : Thiosemicarbazone, Rat, Antioxidant Vitamins (A, E. C). Amino Acid.
Selenium. GSH-Px, MDA, HPLC
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Kontrol grubuna ait rat bdbrek korteksinin 15tk mikroskobik
goriiniimi. Glomeriil (G), Proksimal Tubiil (P), Distal Tubiil (d).

Ligand verilen gruba ait rat bobrek korteksinin 151k mikroskobik
g6riinimi. Glomerul (G), Proksimal Tubtl (P), Distal Tubul (d).
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goriintimi. Glomert! (G), Proksimal Tubtil (P), Distal Tubiil (d).

Zn(L)y verilen gruba ait rat bobrek dokusunun proksimal

gOrinimil. HUE.X20 .oooiie e

Kontrol grubuna ait rat karaciger dokusunun gériiniimii. Vena
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Cu(L), verilen gruba ait rat karaciger dokusunun gériinimii. Vena

sentralis (V), Hepatosit (h), Sinuzoid (S), HE.X10.....c.cooviinnnnne.

Resim +.10. Cu(L)» verilen gruba ait rat karaciger dokusunda Vena sentralis

duvarimin (ok) kalinlastign gézlenmekte. Hepatosit (h). Sinuzoid

(S)e HEXT0 oot eeseeeeoe s eeseeseeeseesesseesseenene s
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retiktilaris (r). HUE.XT10 ittt
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KISALTMALARIN LiSTESI
CAR : B-Karoten
Cd : Kadmiyum
Cis - DDP : Cis - Diamindikloro Platin

Cu : Bakir
Cu(L)> : 4-(1-Fenil-1-Metil Siklobiitil-3-il)-2-(2-hidroksil =2nzi.:den
hidrazino) tiyazol Ligandinin Bakir (II) Komplek::

DNA : Deoksiriboniikleik Asit

EDTA : Etilendiamin Tetraasetik Asit
ESR : Elektron Spin Rezonans Spektroskopisi
Fe : Demir

GR : Glutatyon Rediiktaz

GSH : Glutatyon

GSH-Px  : Glutatvon Peroksidaz Enzimi
GSSG : Okside Glutatyon

H.E. : Hematoksilen - Eoisin Boyalari
H>07 : Hidrojen Peroksit

H>SO4 . Stlflirik Asit

Hb : Hemoglobin

HClOy4 : Perklorik Asit

HCOOH : Formik Asit

Hg : Civa

HPLC : Yiiksek Performanst: Sivi Kromatografisi
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1. GIRIS

Tivosemikarbazon (TSC) ve Schiff bazi tlirevleri antiviral. antineoplastik.
antimalariyal. antifungal ve antibakterival 6zelliklerinden dolay: farmakolojide biiyviik
ilgi gérmektedir (Liberta ve West, 1992).

Bu bilesiklerin biyolojik aktivitelerinin. molekiiliin iki azot atomu ve bir kiikiirt
atomu ile esansivel agir metal iyonlan arasinda olusan {¢ disli selat olusturma
yeteneginden kaynaklanabilecegi belirtilmektedir (Demertzi ve dig.. 1997). Baz
arastirmacilar ligandlara gére selatlarin daha aktif oldugunu ve aromatik aldehitlerle
stibstitiie olmus TSC'lar ve metal komplekslerinin gliglii bir farmakolojik etkive sahip
olduklarmu rapor etmektedirler (Offing ve Martelli, 1994).

Dialkil gruplan ile yan zinciri terminal azot atomlu stibstitiiye TSC tiirevlerinin
DNA ve RNA igeren virlislerinde dahil oldugu. daha genis bir antiviral aktivite
sergiledigi ileri stirlilmektedir (Teitz ve dig., 1994).

Hidroksi tire, hidroksi guanidin ve TSC tlirevlerinin antiviral oldugu kadar
antitimor aktiviteye sahip olduklar rapor edilmektedir (Wang ve dig.. 1990).

Avrica TSC'larin platin ve palladyum komplekslerinin timoér gelisimini
durdurucu ve sitogenetik etkilerinin oldugu belirtilmektedir (Demertzi ve dig.. 1998).

TSC - bakir komplekslerinin indirgenme potansiyellerinin, kalp mitokondrial
oksidatif fosforilasvonunu inhibe edici ve timoér hiicrelerine kars: in vitro sitotoksik
etkileri ile dogrudan iligkili oldugunu belirtmektedirler (Chan ve dig.. 1976).

2-asetil piridin tivosemikarbazon tiirevleri ve metal komplekslerinin antitimér
aktivitesinin rutenyum (III) kompleksi hari¢ diger metal komplekslerinde liganddan
daha az aktif oldugu belirtilmektedir (Offing ve Martelli, 1997).

Son yillarda ¢esitli tiyazol analoglarinin antitlimor aktiviteleri bu bilesiklerin
tivosemikarbazon ile tiyotire tlrevleri i¢in denenmis ve tiyosemikarbazon pargasina
siibstitiive olmug alifatik gruplara sahip tlirevlerin aym yerde aromatik gruplara sahip
tiireviere gbre daha fazla aktivite gOsterebilecegi belirtilmektedir (Subbagh ve Obaid.
1996).

TSC tiirevlerinin DNA ve RNA sentezini inhibe edici etkilerinin oldugu ileri
siiriilmektedir(Cory ve dig. 1995).

Ttmér hiicrelerini inhibe etmek i¢in DNA hedef secilerek palladyum TSC
komplekslerinin kullanilmasiyla yapilan bir caligmada komplekslerin cis-platin'den
farkli bir mekanizma ile DNA bagma etki edebilecedi belirtilmektedir (Barton ve
Lippard. 1980).

TSC'lu bilesiklerin biyolojik aktivitelerinin DNA ile olan van der Walls ve
hidrojen bagi gibi zayif etkilesimlerden kaynaklandigi hipotezi ileri siiriilmektedir
(Ferrari ve dig.. 1999).
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[zotivosemikarbazonlarin  iyi  antimikrobiyal aktivite gdsterdig@  rapor
edilmektedir (Cardia ve dig., 2000).

Fareler ile yapilan bir ¢alismada, TSC tiirevlerinin antitiroid aktivite gdsterdigi
belirtilmektedir (Kumamoto ve dig.. 1990).

Cesitli TSC tiirevleri ve bakir komplekslerinin spektrofotometrik davramslarinin
stiperoksit dismutaz (SOD) ile mukayesesi yapilan bir ¢aligmada, bu bilesiklerin genis
spektrumlu biyolojik aktivitelerinin yanisira SOD benzeri aktivite gdsterdikleri de
vurgulanmaktadir (Durackova ve dig., 1999).

Ayrica  N-Metil isatin  B-tiyosemikarbazon 1-formilizokinolin bakir
komplekslerinin amino agil tRNA sentetaz aktivitesini inhibe ettikleri ve bu
inhibisyonda 1:1 ligand metal kompleksinin 2:1 kompleksinden daha aktif oldugu rapor
edilmektedir (Rohde ve dig., 1977).

In vitro olarak yapilan bir baska arastirmada 4-metil-5-amino-1-formilizokinolin
tiyosemikarbazon (MAIQ)'nun karaciger enzimlerinden bazilarim inhibe ettigi ileri
stiriilmektedir (Williams ve dig., 1988).

Tiyosemikarbazon ve asethidrazon tlirevlerinin farelere intraperitonal olarak
uygulanmasi ile bu bilesiklerin hipolipidemik etki gostererek serum kollesterol ve
trigliserit seviyesinde azalma meydana getirdikleri belirtilmektedir (Chapman ve dig..
1990).

Ayrnica siklobiitan halkasimn biyolojik aktivite gdsteren baska diger bilesiklerle
olan tiirevlerinin antiviral, antineoplastik, antiproliferatif etkileri ve siklobiitan
grubunun bu o&zelliklerin zenginlesmesindeki katkilant agiklanmaya calisiimaktadir
(Blanco ve dig., 1999; Christophe ve dig., 2000).

Bu amagla yapilan bir ¢aligmada, cis-diamin-1,1-siklobiitan dikarboksil platin
(I) komplekslerinin. cis-diamin dikloroplatin (II) (cis-DDP) kompleksine benzer
etkilere sahip olabilecegi ve bu kompleksin hayvan ve insanlarda cis-DDP'den daha az
nefrotoksik etki gésterdigi rapor edilmektedir (Potdevin ve dig.. 1998).

Bu literatiir bilgilerine gore, ligandin vapisi ve konformasyonu ile koordinasyon
bilesiklerindeki merkez atomunun redoks potansiyellerinin bu tiir bilesiklerin biyolojik
aktivitelerini etkiledigl goriilmektedir. Bu gibi ¢alismalar daha aktif komplekslerin
sentezini veya dogal biyokoordinatif bilesiklerin davramisim anlamaya yardimci

olacaktir (Durackova ve dig., 1999).
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2. GENEL BILGILER
2.1. TSC Biyolojik Aktivite ¥lekanizmalar:

TSC'lar bivolojik akruivitelerinden dolayt kimya ve biyolojide biiyiik ilgi
gormektedir. Onlarin antitimér aktivetelerinin mekanizmasi, zorunlu bir enzim olan
riboniikleotit rediiktaz (RR)'1 inhibe etmesi ve DNA strandartlarinda lezyvon olusturmasi
ile agiklanmistir. TSC'lar. ribontikleosit difosfat rediiktazin bilinen en gliclii
inhibitérleridir (Liberta ve dig., 1992). Riboniikleotidleri deoksiriboniikleotidlere
indirgeverek donlsiimiinii saglayan bu enzim DNA biyosentezinde hiz kontroliinii
saglayan basamak olarak goriilmektedir. Boylece, bu reaksiyonu katalize eden.
ribontikleosit difosfat rediiktaz, hiicresel replikasyonun hizi ile yakin iliskilidir. Avrica.
deoksiribontikleosit trifosfatlar memeli hiicrelerinde oldukc¢a disiik diizevlerde
bulunduklari i¢in Cory ve Chiba (1989), DNA sentezinde DNA polimeraza gére
ribontikleosit difosfat rediiktazin bir inhibit6r tarafindan daha gok etkilenebilecegini
ileri stirmislerdir. Bu &zelliklerden dolay1 bu enzim. kanser kemoterapisinde kullanilan

ilaglarin gelisimi i¢in 6nemli bir metabolik hedeftir (Cory ve dig.. 1995).

2.2. Yapi Aktivite Iliskisi

TSC ve Schiff bazlarinin biyolojik ve farmakolojik aktivitelerinin incelenmesi
stirekli olarak yeni tlirevlerinin sentezleri ile birlikte devam etmektedir. Bu ¢alismalar
ilerledik¢e bilesiklerin mevcut biyolojik aktivitelerinin agiklanmasi veva tahmini icin
vapi-aktivite iliskisi de incelenme alanina dahil edilmis ve bu konudaki ¢ahsmalar
hizlanmistir.  Elektrokimya ve koordinasyon kimyasi ¢ogu o6nemli alanlarda ve
teknolojide bityiik ilgi gérmektedir. Ozellikle Cu - kompleksleri diisiik oksidasyon
basamaklarinin 6neminden dolay1 biyolojik ve teknolojik olarak katalitik proseslerde
kullanthmaktadir. Bazi Cu(IIl) bilesikleri galaktoz oksidaz gibi enzimler i¢in énemli
model teskil etmis ve etkili oksidasyon ve rediiksivon katalizorleri olarak kullanilmistir
(Farver ve Pecht. 1989).

Mikroligand igeren TSC pargalart giintimiizde ilgi gérmektedir. Ciinkii bu
molekiiller ve metal kompleksleri biyolojik etkilere sahiptir. Cu(Il) bilesiklerinin diisiik
indirgeme  potansivellerinin  artmis antifungal aktiviteleriyle ilgili olabilecegi
belirtilmektedir. Redoks 6zelliklerine merkez metal iyonunun. ligandin. ligand ve metal
atomunun her ikisini de iceren oksidasyon-rediiksiyon reaksivonlari dahil edilebilir.
Cu(ID. Cu(I) sisteminin redoks potansivelleri verilen ligand ¢evresindeki iki oksidasyon
basamaginin termodinamik kararliligina baglidir. Metal merkezli 6zellikleri etkileven

taktorler genis olarak ¢alistimaktadir (Haidue ve Silvestru, 1990).
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Bazi1 Cu-kompleksleri diger 6nemli biyolojik aktivitelerin yani sira SOD'a
benzer aktivite gosterilebilirler. Farkl: bilesiklerin muhtemel biyotaklit aktivitesi onlarin
spektroskopik karakteristiklerinden ve elektrokimyasal 6zelliklerinden tahmin edilebilir.
Durackova ve dig. (1999) bazi ¢alismalarinda, farkli Schiff bazi1 Cu(ll) kompleksleri
i¢in SOD - benzeri aktiviteyi rapor etmistir.

Bazi durumlarda TSC'dan ziyade metal kompleksinin in vivo aktivitesinin daha
viiksek oldugu belirtilmektedir. Heterosiklik TSC ttrevlerinin sentezi ve vapisal
calismalart ve bunlarin metal iyonlan ile degisimi i¢in yapt - aktivite " iliskisini
aciklamak i¢in ¢alistimisur.

Bu tiir bilesiklerle ilgili olarak yapilan bazt yapi- aktivite ¢alismalarinda bulgular
sOyle siralanmustir.

- Siilfiir atomuna baglanmts zincirin uzunluk ve dogasi

- Aromatik halkaya farkl siibstitlientlerin girisi

- Bir alkil grubu ile ariliden hidrojeninin siibstitiisyonu

- Sekonder amin ile primer amin grubunun siibstitiisyonu

- Diger aromatik sistemler ile 5-nitrofuran grubunun siibstitiisyonu (Cardia ve
dig.. 2000).

Yine bu swnif bilesiklerin fizikokimyasal &zellikleri ve biyolojik aktiviteleri
arasindaki korrelasyonu daha iyi anlayabilmek i¢in incelemeler su bakimlardan
vogunlagmistir. Molekiillerdeki halka adedi. orto-OH grubunun varligi ve yoklugu.
halkadaki elektron salici ve ¢ekici gruplarin varligi, heterosiklik veva aromatik halkanin
varligi gibi 6zellikler genis bir sekilde arastirilmistir (Wang ve dig., 1990).

Yapisal degisimler, TSC'larin metale olan ilgisini azaltarak veya yok ederek
selat olusturma fonksiyonunu ve ilag aktivitelerini engelleyebilir (Demertzi ve dig.,
1997).

Rosenberg ve dig. (1969) biyolojik olarak 6nemli molekiller ile platinin
etkilesimini incelediklerinde antikanser aktivite sergileyen cis-diamin dikloroplatin (cis-
DDP)'i kesfetmislerdir. Son yillarda platin grubu metal komplekslerinin sitotoksik
belirte¢ olarak davramslarini agiklamak amaci ile kimya ve biyokimyada arastirmalar
hizlanmis ve diger gegis metallerinin yeni antitiimér bilesik olarak arastiriimasina yol
acmustir. Ozellikle 2-asetil pridin TSC'lar mevcut arastirmalarda ligand olarak secilmis
ve potansivel antimalarial, antibakteriyel, antiviral ve antildsemik ajanlar olarak yaygin
sekilde calisilmigtir. Gegis metali olarak ¢ogu enzim kofaktérleri olan Cu. Co, Ni, Zn
gibi metallerle birlikte Pt, Pd, Cd metalleri de se¢ilmistir (Ferrari ve dig.. 1999).

Timér gelisiminin inhibisyonunda Zn bilesiklerinin iliskisi birka¢ ¢alismaya
konu olmus ve bazi inorganik Zn ve kompleks bilesikleri antitiimor belirtegler olarak
gosterilmistir. Bununla birlikte antitiimér 6zellikler canli organizmalar igin ¢ok
zehirleyici olmalarina ragmen Cd ve Hg bilesikleri i¢in de denenmistir. Zn(Il) ve

Cd(I)'nin TSC ligandinin farmakolojik aktivitesini zenginlestirip zenginlestirmeyecegi



5
arastirilmustir. Ozel olarak Zn kompleksinin cis-DDP'ye karsi direngli hiicreler olan
(Pam-ras hiicreleri) H-ras onkogen hiicrelerine de sitotoksik aktivite gosterdigi
aciklanmistir (Perez ve dig., 1999).

TSC - metal komplekslerinin aktif oksijen tlrlerini olusturdugu 6nerilmistir. Bu
mekanizmada metal kompleks ve serbest ligandlardan ise Fe ve Cu komplekslerinin
kiiltiir hiicrelerinde ¢ok daha fazla toksik oldugu gosterilmis ve Cu-2-formilpiridin
TSC'nin hiicreler ve kimyasal reaksiyonlardaki oksidasyon - rediiksiyon aktiviteleriyle
olduk¢a uyum iginde oldugu gosterilmistir. Oksijenin tliketiminin uvarimi ile birlikte
onlarin oksidasyonu ve tiyollere Cu kompleksinin baglanimi kimyasal ve hiicresel
model sistemlerin her ikisiyle de dlctilmistiir. Serbest hiicre sistemindeki glutatyon ve
Cu kompleksi tarafindan hidroksil radikallerinin tiretimi ESR (Elektron Spin Rezonans)
spektroskopisiyle gosterilmistir (Byrnes ve dig., 1990).

Cu(IDT + GSH E24 GS - Cu(IDT- + H* (1)
GS - Cu(IDT- — GS* + Cu(DT- 2)
Cu()T-+ 02 — Oy~ + Cu()T (3)
Cu(DT-+ GSH + H* — GS-- Cu(l) + HoT (4)
GS® - Cu(l) + GS* + H* — GSSG + Cu(l) (5)

Benzer sekilde ¢ogu bakir kompleksleri siiperoksit anyonundaki dismutasyonu

katalizler.
0y +e — OF (6)
Cu(IDT-+C% — Cu(DT-+ 0, (7)
Cu(T- +TF + 2H — Cu(IT + Hr05 ®)

Hidrojen peroksit sekillendikten sonra Fenton kimyasiyla hidroksil radikaline

doéniisecektir.
Cu()T + H2Op — *OH + OH- + Cu(IDT 9)

Bu mekanizma ile in vivo ve in vitro sartlarda GSH-Px azalmasi olabilecegi
diistiniilmektedir (Byrnes ve dig., 1990).

GSH-Px konsantrasyonunun ve aktivitesinin $l¢liminiin. tiyosemikarbazonlarin
toksisitesini tayin etmede olduk¢a dnemli oldugu belirtilmektedir (Romine ve Kessel.
1986).
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2.3. Serbest Radikaller ve Antioksidanlar

2.3.1. Serbest Radikaller

Serbest radikaller, hiicre metabolizmas: sirasinda cereyan eden bivokimyasal
redoks reaksiyonlan ile ortaya ¢ikan ¢iftlesmemis elektrona sahip, reaktif ve kisa
omiirlii kimyasal bilesiklerdir. Serbest radikallere, oksidan molekiiller veya en dogru
adlandirma ile "Reaktif Oksijen Partikiilleri" de denilmektedir (Stoian ve dig.. 1996).

2.3.1.1. Reaktif Oksijen Partikiillerinin Olusumu

Biyolojik sistemlerde serbest radikaller en fazla elektron transferi sonucu
mevdana gelirler. Serbest radikaller pozitif ytklii, negatif yiiklii veva elektriksel olarak
notral olabilirler.

Bir serbest radikalin baslangi¢ trlini molekiiler oksijenin indirgenmesiyle
olusan siiperoksit anyon radikalidir ('3"':' ). Bir serbest radikal, giftlesmemis elektrona
sahip bir atom veya molekiildiir. Bu {irlin kararsiz bir yapidir ve ¢evresindeki bir
organik veya inorganik yapiya saldirabilir. Peroksit anyonu ¢ézeltiden iki proton alarak

hidrojen perokside dontsiir.

[ S|

-~ 3 H+
Or +er y » H2O5

Canli sistemlerde oksijen radikalinin zararli etkilerine dikkat edilmesi ve bu
radikallerin olusumu ile hemen etkilerinin uzaklastirilmas: gerekir. Aksi halde bunlar Fe
veva Cu gibi iki degerli katyonlar: katalizleyerek daha etkili bir serbest radikal olan
hidroksil radikalini olustururlar (Wolf ve dig., 1998).

-

“2 + Fet3 —— Oy + Fe?
HsO5 + Fe*2 — 4 OH- + HO® + Fet3

HO"® radikali, canli sistemlere ¢ok zararli olabilecek ¢ok giiglii bir radikaldir.
Birgok hastaliklara sebebiyet verebilecek biyokimyasal degisimleri olusturulabilir
(Betteridge, 2000). Serbest radikaller belli miktarlarda hiicreler tarafindan bazi hiicre ici
redoks ve sinyal farkliliklarim g&stermek gibi fizyolojik faydalar i¢in kullanilabilir
(Nordberg ve Arner, 2001).

Oksijenin diger bir metaboliti singlet oksijendir ('O2). Bu molekiil oksijenin

enerji yakalamasiyla sekillenir.

e 5 T '0 ’
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Singet oksijen serbest radikal degildir (Kiling, 1985). Ancak biyokimyasal
olaylarda onemlidir ve doku hasarlarina yol acabilir. Bu zararlarimin ortadan kalkist
vitamin A ve diger retinoitler veya B-karoten ve diger karotenoitler gibi antioksidanlarin
kimyasal degismeksizin enerji absorbe eden bilesikler olarak singlet oksijeni biyolojik
sistemlere zarar vermeden O»'ye déniistiirmesiyle olur (Diplock, 1991).

Bu agiklamalara gore oksidanlar, tek elektron eksiklikleri nedeniyle baska
molekiiller ile kolayca elektron aligverisi yapabilenler (radikaller) ve elektron
eksiklikleri olmadig: halde bagka molekiillerle radikallerden daha zavif bir sekilde
bilesenler (non-radikaller) olmak {izere 2 grupta toplanirlar (Halliwell ve Gutteridge.
1999).

l. Radikaller
- Stiperoksit (C3)
- Hidroksil radikali (HO*®)
- Alkoksil radikali (LO®)
- Peroksit radikali (LOO®)
2. Non-Radikaller
- Hidrojenperoksit (H>0O2)
- Lipit hidroperoksitler (LOOH)
- Hipoklorik asit (HOCI)

Oksidanlar, organizmada baslica glukozun oksidasyonu sirasinda olmak lizere
tlim anabolik ve katabolik reaksiyonlar sirast ve sonrasinda siirekli bir olusum ve
"endojen antioksidanlar" adi verilen molekiiller tarafindan stirekli etkisizlestirilme
stireci icindedirler. Saglikli bir organizmada oksidan diizeyi ve antioksidanlarin bunlar
etkisizlestirme giicii bir denge (homeostazis) i¢cindedir (Repine, 1991).

Horaeostazds

&
o

& ,
4 .,

Eelirli Criizeyde Crlsidandar+—— Diogal Anficksidardar Veterld

Sekil 2.1. Oksidan ve antioksidan denge

Kanser, romatoit artrit, katarakt, parkinson, seker hastalig1 ve yaslanma siireci
oksidan molekiillerin etkin oldugu kabul edilen hastaliklar arasinda sayilmaktadir
(Sudha ve dig., 2001).

Oksidan molekiiller, organizmanin yap: elemanlar1 olan protein, lipid.
karbonhidrat, niikleik asitler ve yararli enzimleri bozarak zararli etkilere vol acarlar
(Nordberg ve Arner, 2001).



8

2.3.2. Lipid Peroksidasyonu ve Malondialdehit (MDA)

Lipid peroksidasyonu membranda bulunan fosfolipid, glikolipid, gliserit ve
sterol yapisinda yer alan doymamis yag asitlerinin. serbest oksijen radikalleri tarafindan
peroksitler, alkoller, aldehitler. hidroksi yag asitleri, etan ve pentan gibi gesitli tirlinlere
vikilmas: reaksiyonudur. Serbest radikaller reaktif yapilar1 nedeniyle, basta lipidler.
proteinler ve niikleik asitler olmak tizere ylikseltgenebilen tiim hiicre elemanlan ile
etkilesirler (Nordberg ve Arner, 2001).

Hiicreleri saran membranlar ve hiicre organelleri, genis miktarlarda poliansature
vag asiti ihtiva ederler. Serbest radikaller hiicre membranindaki bu poliansature yag
asitlerine saldirir ve lipid peroksitlerin tesekkiiliine yol acan lipid radikallerinin
olusumuna sebep olurlar. Lipid peroksidasyonundaki artis serbest radikal
aktivasyonunun indirekt bir isaretidir. Biyolojik membranlarin en 6nemli unsurlar: lipid
ve proteinlerdir. Lipid peroksidasyonu, lipidler kadar mebran proteinlerini de hasara
ugratabilir. Hayvan hiicre membranlarinda dominant lipidler. gliserol igeren
fosfolipidlerdir. ancak bazi membranlar 6zellikle plazma membranlar: 6nemli oranlarda
sfingolipidleri ve hidrofobik molekiil olan kolesterolti de igerirler (Halliwell ve
Gutteridge, 1999).

Cesitli patolojik durumlar sirasinda birgok hiicre tipinde O»'nin rediiksiyonundan
olusan tiirlerin olagan disi1 ve siddetli tiretimivle karakterize oksidatif stresin mevdana
geldigi glintimiizde iyi bilinmektedir. Bu oksidatif stresin genel bir sonucu. hiicre
organizasyonunun az yada ¢ok degradasyonuyla sonuglanan hiicre lipidlerinin
peroksidasyonudur (Nordberg ve Amer, 2001).

Oksijen molekilii lipidlere karsi yiiksek afiniteye sahiptir. Bu molekiil
hemoglobinden ayrildiktan sonra plazmadaki lipoproteinler ile eritrosit zarindaki
lipidlerde ¢oziinmekte ve daha sonra dokularda kullanilmaktadir. Bu sirada dokularda
bulunan doymamis yag asitlerindeki ¢ift baglara oksijen baglanmasi sonucu lipid
peroksidasyonu kimyasal reaksiyonu meydana gelmektedir. Lipid peroksidasyonunun
zar yapi ve biitiinliigliniin bozulmasi, olusan serbest radikallerin ¢esitli hiicre bilesenleri
tizerine zararli etkileri ve son driinlerin sitotoksik etkileri gibi farkli yollarla hiicre
hasarina neden olduklar diistiniilmektedir (Tamer ve dig., 2000).

Lipid peroksidasyonu c¢ok zararli bir zincir reaksiyonudur. Direkt olarak
membran yapisina ve indirekt olarak reaktif aldehitler tireterek diger hiicre bilesenlerine
zarar verir. Bu bilesikler ya hiicre diizeyinde metabolize edilirler veya baslangigtaki etki
alanlarindan diffiize olup hiicrenin diger bollimlerine hasari yayarlar. Béylece. birgok
hastalia ve doku hasarina sebep olurlar. Peroksidasyonla olusan MDA. membran
komponentlerinin ¢apraz baglanma ve polimerizasyonuna sebep olur. Bu da
deformasyon, iyon transportu, enzim aktivitesi ve hiicre ylizey bilesenlerinin

agregasvonu gibi intrinsik membran 6zelliklerini degistirir. Bu etkiler. MDA'nin nig¢in
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mutajenik, genotoksik ve Kkarsinojenik oldugunu agiklar. Lipid peroksidasyonu ile
meydana gelen membran hasar1 geri déniisiimsiizdiir. Hem insanlardaki ve hem de
dogadaki lipid peroksidasyonunu kontrol etmek ve azaltmak igin antioksidanlar
kullaniimaktadir (K&se ve Dogan, 1992).

2.3.3. Antioksidan Tanimi ve Cesitleri

Reaktif oksijen tlrlerinin olusumu ve bunlarin meydana getirdigi hasan énlemek
icin viicutta bircok savunma mekanizmalar1 gelismistir. Bunlar "antioksidan savunma
sistemleri" veya kisaca "antioksidanlar" olarak bilinirler.

Antioksidanlar, okside olabilir bir substratla mukayese edildiginde, diisiik
konsantrasyonlarda bulunan ve substratin oksidasyonunu 6nemli derecede geciktiren va
da inhibe eden "herhangi bir substrat" olarak tammlanmaktadirlar. Endojen (dogal) ve
eksojen (ilaglar) antioksidanlar olmak lizere baslica 2 ana gruba ayrilirlar. Hiicrelerin
hem sivi hem de membran kisimlarinda bulunabilirler (Nordberg ve Arner, 2001:
Repine. 1991).

Tablo 2.1. Endojen ve Eksojen Antioksidanlar

A- Endojen (Dogal) Antioksidanlar

I. Enzimler II. Makromolekiiller | III. Mikromolekiiller

- Stiperoksid dismutaz | - Seruloplazmin - E vitamini ve analoglari

- Katalaz - Transferrin - C vitamini

-Glutatvon peroksidaz | - Ferritin - Tiyol igerenler: GSH

- Glutatvon reditkaz | - Hemoglobin -N-asetil sistein.Metiyonin kaptopril
- Hidroperoksidaz - Miyoglobin - A vitamini-B-karoten

- Sitokrom -C oksidaz

- Glikoz

- Urik asit

- Ubikinon

- Bilirubin

B - Eksojen Antioksidanlar (ilaclar)

Gida Antioksidanlar:

- NADPH oksidaz inhibittrleri

- Biitil Hidroksitoluen (BHT)

-Endojen antioksidan aktiviteyi artiran maddeler

- Biitil Hidroksianisol (BHA)

- Non-enzimatik serbest radikal toplayicilar

- Sodyum benzoat

- Demir redoks dongiisti inhibitorleri

- Etoksikuin

- No6trofil adezyon inhibitorleri

- Propilgalat

- Rekombinant h-SOD

- 21 - Aminosteroidler. Indopamid

- Sitokinler. Flavonoidler

- Ksantin oksidaz inhibitorleri

- Barbitiiratlar. Trimetazidin
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2.3.3.1. E Vitamininin Antioksidan Etkisi

E vitamininin normal fizyolojik stireclerde ve farkl hastalik durumlarindaki rolt
stirekli olarak arastirilmistir. E vitamini diger biyolojik molekiillerden daha fazla
peroksit radikalleriyle reaksiyona girerek lipid peroksidasyonunu dnler ve hiicre yapisini
koruvarak giiclti bir antioksidan etki gdsterir (Nordberg ve Arner. 2001). Lipid
peroksidasyonunda olusan peroksit radikalleriyle reaksiyona girerek ¢ok fazla zayif ve
etkisiz bir radikal olan tokoferoksil radikalini olusturur.

¢ -TocOH+LOO* —— o -TocO*+ LOOH

Daha sonra tekrar ikinci bir radikalle reaksiyona girerek radikal olmayvan bir

tiriin olan LOO - TocQO'yi olusturur.
« - TocO* + LOO* ——— LOO - a - TocO

Béylece her tokoferol molekiilti, lipid peroksidasyon zincir reaksivonlarini

dnleverek antioksidan etkisini gosterir( Wolf ve dig. 1998).

2.3.3.2. A Vitamininin Antioksidan Etkisi

Konjuge polienlerin biiyllk kism: benzer biyolojik aktiviteye sahiptir.
Karotenoitler, lipit peroksidasyonu esnasinda ortaya ¢ikan radikalleri 6nlemede etkilidir
ve aktif oksijen cesitlerini durdurmada etkili olan pigmentler olarak goriiltirler.
Karotenoitlerin uzun. konjuge, ¢ift bagli sistemleri radikal saldirilarina karsi onlart
{istlin hale getirmektedir. - karotenin (CAR) peroksil radikali ile direkt olarak
reaksiyona girebilecegi ve karbon merkezli radikal olusturarak rezonans kararl: hale
gelecegi belirtilmektedir (Nikolai ve dig., 2001).

CAR + LOO® ——__,LOO-CAR®

Karotenoitler o - tokoferollerde goriildiigi gibi iki peroksil radikali ile

reaksiyona girebilir (Young ve Woodside, 2001).
LOO - CAR® + LOO®* —— LOO - CAR - LOO

Bununla birlikte bu antioksidan etki burada bitmez. Asagida gosterildigi gibi
¢oklu rezonans kararliligi ile bir karoten molekiill, karbon merkezli radikaller

olugturarak iki peroksil radikaline daha etki eder.
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LOO- CAR- OOL- LOO® — (LOO)-CAR - 00L* L=, ({ 00); - CAR - (OOLY,

B - karoten ile peroksil radikalinin reaksiyonundan olusan drtinlerin bazisi son
zamanlarda ESR ile tarif edilmistir. Uriinler bazi epoksitler ile B - karotenin karbonil
tirevleridir (Kennedy ve Liebler, 1991; Nikolai ve dig., 2001).

2.3.3.3. GSH-Px ve Selenyumun Antioksidan Etkisi

Glutatvon peroksidaz (GSH-Px) intraselliiler bir enzim olup aktif merkezinde
selenosistein igerir. GSH-Px; iki adet tivol grubu ihtiva eden glutatyonu, glutatyon
disiilfide okside ederken hidroperoksitleri indirger. Rediikte glutatyon. glutatyon
rediiktaz enzimi tarafindan NADPH kullanarak rejenere edilir. NADPH enerji liretimi.
vag asidi, steorid hormon, bazi amino asitler ile niikleik asit, niikleotid koenzim sentezi
gibi metabolik olaylar i¢cin gereklidir. NADPH pentoz fosfat yolundan elde edildiginden
bu yol detoksifikasyon mekanizmasint destekleyici bir gériinimdedir (Agan. 1992;
Gutteridge, 1988; Yontem, 1993).

GSH-Px enzimi. karaciger, bobrek, eritrositler, damar endoteli ve g&ziin lens
metabolizmasinda biiviik onem tasir (Underwood. 1997). GSH-Px peroksitlerin
alkollere doniistimiint katalize ederek; eritrosit zar lipidleri, hiicre zari, selluler ve
subselluler membranlarin oksidatif etkiden korunmasimi saglar (Nordberg ve Arner.
2001: Sudha ve dig., 2001).

ROOH + 2 GSH —— ROH + GSSG + HyO
GSSG + NADPH + H* —— 2 GSH + NADP*

GSH-Px'in selenyum bagimh ve baZimsiz olmak lizere iki sekli mevcuttur
(Kutsky. 1981). Selenyum bagimlt enzim hem HyO»'ye hem de hidroperoksitlere etki
eder. Selenyuma bagli olmayan ise HpO»z yikimum Kkataliz etmez, ancak lipit
hidroperoksitlerinin yikiminda gérev alir.

GSH-Px enziminin katalize ettigi reaksiyon ile membran lipitlerinin ve
hemoglobinin peroksitler tarafindan oksidasyonu 6nlenir. Bu reaksiyon hemoglobinin
(Fe*2) methemoglobine (Fe™3) oksidasyon oranini azaltarak eritrositin émriinii uzatir
(Gutteridge. 1988).

E vitamini eksikliginde olusan bir takim bozukluklarin diizeltilmesinde
selenyumun etkisi vardir. Dolayistyla Se antioksidatif mekanizmada olduk¢a 6nemli bir
gorev Ustlenmistir (Underwood, 1997). Ayrica Se, a-tekoferoliin bozunmasinin
onlenmesinde. absorpsiyonunda ve biyvolojik aktivitenin  artmasinda  etkili
olabilmektedir (Oldfield. 1987).

Antioksidanlarin ¢ogu radikallerin etkisini &nlemek amaciyla hastaliklarin
tedavisinde kullanilir (Diplock. 1991).
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2.3.3.4. C Vitamininin Antiocksidan Etkisi

C ~itamini bir ketolaktondur. Kollajenin prolin ve lizin birimlerinin
hidroksilasvon reaksiyonlarinda koenzim olarak gorev alir. Suda c¢oziinebilen
vitaminlerden olan askorbik asit bagirsaklarda kolayca emilir ve kana kansir (Ttiziin.
1997; Emerk. 1997).

C vitamini gli¢li indirgeyici aktiviteye sahip oldugundan gii¢li bir
antioksidandir. Siiperoksit ve hidroksil radikali ile kolayca reaksiyona girerek onlarin
temizlenmesinde rol oynar (Akkus, 1993: Granado, 1998). C vitamininin etkili bir
singlet oksijen temizleyicisi oldugu da belirtilmektedir (Kiling, 1985).

Ayrica C vitamini askorbat radikali olusturarak, radikalik tokoferollerin

venilenmesini saglar (Wolf ve dig., 1998).

Asc™ + TocO* — AsC* + TocOH

2.4. TSC ve Schiff Bazlarinin Amino Asit ve Protein Mletabolizmas: Uzerine
Etkileri

Tiyosemikarbazonlar, riboniikleotit difosfat rediiktazin en gii¢lii inhibitorleri
olarak bildirilmektedir (Liberta ve dig., 1992). Riboniikleotitleri deoksiriboniikleotitlere
indirgeyerek doniisiimiinii saglayan bu enzim DNA biyosentezinde hiz kontrolii yapan
basamak olarak goriilmektedir (Liu ve dig.. 1992). Riboniikleotit rediiktaz ADP, GDP.
CDP, UDP gibi niikleotit difosfatlarin indirgenmesini saglayan 6zel bir enzimdir
(Murray ve dig.. 1993).

Bazi tiyosemikarbazon tiirevlerinin hiicre gelisimini. hiicresel mRNA veva
protein sentezine etki etmeksizin, DNA sentezlerini inhibe ederek -etkiledigi
gosterilmistir (Teitz ve dig., 1994).

Bagska bir aragtirmada N-metil isatin beta-tiyosemikarbazon-Cu komplekslerinin
niikleik asitler ve proteinlere baglammi UV ve goriiniir bdlge spektroskopisivle
gOsterilmis ve bakir komplekslerinin diger metal komplekslerine gore ¢ok aktif oldugu
belirtilmistir (Rohde ve dig., 1979).

Satoh ve dig. (1995) ratlan % 2'lik musirdzli yag: ihtiva eden ispanak yaprag
proteinleri ile beslediklerinde, serum treonin. serin, glutamin, glisin, sistein ve izoldsin
diizeylerinin Kkontrol grubuna gore arttigini, diger amino asitlerin diizeylerinin
degismedigini gézlemislerdir.

Uygulamas1 yapilan TSC tiirevi ve Cu, Zn komplekslerinin amino asitlere
etkilerinin arastirilmasinda, mevcut imkanlarla analizi yapilabilen esansivel amino
asitlerden metiyonin, valin, izoldsin ve triptotanin miktarlar: belirlenebildi.

T, YOKSEK CORETIY Uil

DOEKUBANTASY ON HIERET
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2.5. Amino Asitlerin Metabolizmasi

Organizmada karbonhidrat ve lipid metabolizmasinda son {irlin olarak
karbondioksit (COj) ve su (H2O) olusmaktadir. Proteinlerin C ve H atomlarindan da

son {ir{in olarak H,O ve CO» olusur. Ayrica, proteinlerde % 16 oraninda bulunan azot,
amonyak ve tUre gibi atilim driinlerinin olusumuna yol agar. Bu nedenle protein
metabolizmast, azot atomu aracilif ile incelenmektedir (Murray ve dig., 1993).

Protein metabolizmasinin, karbonhidrat ve lipid metabolizmasindan farkliliklari

su sekilde 6zetlenebilir:
a) Protein metabolizmasi azot ve azotlu bilesikler aracilig: ile incelenmektedir.
b) Proteinin enerji kaynag: olarak degeri diger makromolekiillerden daha diistiktiir.
¢) Protein veya amino asidin fazlast depo edilemez.

Organizmada proteinlerin peptid baglarinin hidrolizi ile proteinlerin yapitast
olan aminoasitler serbestlestifi i¢in protein metabolizmasi yerine aminoasit
metabolizmast deyimi kullanilmasi daha dogrudur. Peptid baglarinin hidrolizi,
metabolizmanin ortak baslangi¢ yolu olup, bunu her amino asit i¢in birden fazla olmak
izere 20 amino aside ait degisik metabolik yollar izlenmektedir. Protein
metabolizmasini, proteinlerin hidrolizi (sindirim = vikim = proteoliz) ve hidroliz sonrasi
aciga c¢ikan amino asitlerin yikimi olmak {izere iki ana baslik altinda incelemek
mimkiindiir (Emerk, 1997).

Organizmada yikima ugrayan proteinler, besinle alinmakta ve endojen olarak
sentez edilmektedir. Bu iki yolla saglanan proteinlerden agiga ¢ikan amino asitler
viicudun genel amino asit havuzunu olusturmaktadir. Bu amino asit havuzunda 20
amino asidin dengeli bir sekilde bulunmasi gerekir. aksi halde protein biyosentezi durur.
Bu dinamik bir denge olup amino asitler bir yandan protein ve diger azotlu bilesiklerin
sentezi i¢in kullamlirken, &te yandan da havuza yenileri katilir. Bitki ve
mikroorganizmalarda bu havuza katilim, amino asitlerin endojen sentezi ile
saglanmaktadir. Sentez geriye dogru beslenme mekanizmasiyla diizenlendiginden
gereksinmelere uygun olarak gergeklesmektedir. Gelismis canlilarda ise 20 amino asidin
ancak bir kismi de novo sentez edilebilmektedir. Bunlara endojen veya esansivel
olmayan amino asitler adi verilmektedir. Geriye kalanlar ise besinle alinan proteinlerden
saglanir (Murray ve dig., 1993).

Amino asit metabolizmasini incelerken su hususlar1 gézéniinde bulundurmak
gerekir (Sekil 2.2).

1. Organizmada dinamik bir amino asit havuzu vardir.

2. Bu havuza amino asitlerin katilimi {i¢ yolla saglanmaktadir.

a. Besinle protein alinimi, sindirim ve emilim
b. Endjen proteinin hidrolizi
c. Endjen amino asit sentezi
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3. Bu havuzun kullanimi, protein veya diger azotlu maddelerin sentezi, amino
asitlerin ¢esitli metabolik yollarla ytkilmas: veya bobrek yoluyla viicuttan atilmast
seklinde ger¢eklesmektedir (Champe ve Harvey, 1994; Munro, 1991).

Besin Proteind
) , . idroliz
Ervdojen arning asit Hidraliz Protein dnii iz
I - rotein diindiziimii
sendeTl . Erdlite S
s.,..‘ L v

Eifitirel vl ¢—| Arging asit hawam — Diger azofn readds sentead

ile ahhrn ) ) Ly
ne-ketoasitlers Bivolojik o
dfriisrne aredrdere  Frofein bivasertem
diiniigns

Sekil 2.2, Hiicre amino asit birikintisinin saglamim ve titketim yollar1 (Emerk, 1997)

2.5.1. Amino Asitlerin Viicutta Dagilim

Ince barsak hiicresine giren amino asitlerin kiigiik bir bsliimii o hiicrede protein
sentezinde kullanilmaktadir. Venaportaya gecen amino asitler bu yolla karacigere
tasinarak plazma proteinlerinin ve diger azotlu maddelerin sentezi igin kullantlir.
Karacigerdeki kullanimdan geriye kalan amino asitler endojen olarak sentezlenen amino
asitlerle birlikte genel dolasima verilir (Sekil 2.3).

Eiesin proteind
Hidroliz
Aruing asitler
- Flendi proteininin serdem
- Plamrea profeinderindn sentesd
- Frudojer araitg asit serded

- Azntln bilegiklerin sentex
Zrenel dolasun

Inuce
barsals

dbsorpsivon -Plamna
alhif famma Ciodolar -Eritroait
- Intred] dongiisi b3

Hilcre araing
asit hawmizn

Sekil 2.3. Besin proteininden elde edilen amino asitlerin viicurta dagihimi (Champe ve Harvey. 1994)
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Plazma amino asit diizeylerindeki denge durumu, amino asitlerin endojen
proteinlerden agiga ¢ikmasti ile dokular tarafindan kullanilmasi arasindaki dengeye bagh
bulunmaktadir. Endojen amino asit kaynaginin yarisindan fazlasini kas dokusu
saglamaktadir. Karaciger ise azot tasiyan son {riiniin olusumu igin gerekli enzimleri
tasimaktadir. Bu nedenle kas ve karaciger, kan dolasimindaki amino asitlerin diizeyini
ve doniistimiini diizenleyen baslica dokulardir (Champe ve Harvey, 1994).

Amino asitler plazmadan aktif tasima ile dokulara gegmektedir. Beyin dokusu
amino asitleri segici olarak alir. Bunlar dalli amino asitler, glutamin. histidin, glisin.
metiyonin. tirozin ve arginindir. Bobrek glomeriillerinden siiziilen amino asitler

tiibliliden geri emilmektedir (Emerk, 1997).

2.5.2. Amino Asitlerin Karbon Iskeletinin Metabolik Yollart

Cesitli biyosentez yollarina katilan amino asitlerin karbon iskeletinin daha ileri
yikiliminda, son iriin olarak Sitrik asit donglisti ara maddeleri. piriivat veya asetil -
CoA'ya dontismektedir. Olusan asetil - CoA, Sitrik asit dongtistine katilmakta veva
aseto asetat {izerinden yaglara doniismektedir. Pirtivat ve Sitrik asit dongtisiiniin ara
maddeleri glukoneojenez yoluyla glukoza doniisebildikleri i¢in bunlar1 olusturan amino
asitlere glukoplastik veya glukojenik amino asitler ad: verilmektedir. Asetil - CoA veya
aseto asetat lizerinden vaga doniisebilen amino asitler ise ketoplastik veya ketojenik
amino asitler olarak taninmaktadirlar. [zolssin, lizin, fenilalanin. tirozin ve triptofan
gibi bir grup amino asit glukoketojeniktir. Ayrica biitlin endojen o -ketoasitler
transaminasyon ile tekrar amino asit haline ¢evrilebilmektedir (Emerk, 1997).

2.5.3. Amino Asitlerin Ozel Metabolizmalari ve Fonksiyonlar

Amino asitlerin herbiri 6zel bir yolla metabolize olur. Amino asitler diger amino
asitlerin sentezinde kullanilmalarinin yanusira, porfirinler, katekolaminler ve diger bazi
hormonlar, nérotransmitterler, metil grubu tasiyan bazi bilesikler, siilfatlanmis endojen
ve vabanct molekiiller, piridin niikeotitlerinin yapisinda yer alan nikotinik asit. piirinler.
pirimidinler. melanin pigmenti, kreatin, karnitin, spermin ve spermidin poliaminleri ve
heniiz fonksivonlart bilinmeyen birgok bilesigin yapisindaki temel gruplarin 6n

maddeleri olarak gérev yapmaktadirlar (Munro, 1991).
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2.5.4. Analizi Yapilan Amino Asitlerin Metabolizmasi ve Ozellikleri

2.5.4.1. Valin ve izoldsin

Dalli zincirli ve esansiyel amino asitlerdir, ancak kendilerine uyan o-
ketoasitlerden sentez edilebilmektedirler. Protein igerigi zengin bir beslenme sonrasinda
ozellikle kas tarafindan alinip tutulan dalli zincirli amino asitler burada transamine
olmaktadirlar. Bu amino asitler karacigerin yanisira kalp, bébrek, beyin. iskelet kas1 gibi
karaciger disi1 dokularda metabolize olarak enerji saglamaktadirlar. Dalli zincirli amino
asitlerin katabolizmalarinin sirasiyla transaminasyon, oksidatif dekarboksilasyon
tepkimeleri. daha sonra ise dehidrogenasyon tepkimeleri ortaktir (Murray ve dig.. 1993).

Valinden oksidasyon ile olusan metil malonil - CoA. daha sonra siiksinil -
CoA'va dontismektedir. Siiksinil - CoA sitrik asit dongiisi veyva diger yollarla
metabolize olabilir. Stiksinil - CoA glukoneogenez ile glukoza doniisebildigi i¢in valin,
glikojenik etkili bir amino asit olarak degerlendirilmektedir.

Izolésin - CoA tiirevi, birkag asamada glikojenik olan propionil - CoA ve
ketojenik etkili asetil - CoA meydana gelmektedir. [zol8sin ve valinden olusan propionil
- CoA ayni zamanda tek sayida karbon atomu tasiyan yag asitlerinin bir substratidir
(Emerk. 1997).

2.5.4.2. Metiyonin

Esansiyel bir amino asit olup, organik kiikiirtiin en 6nemli kaynagi, metiyonin ve
sisteindir. Metiyonin bakteriler ve bitkilerde aspartattan sentezlenebildigi halde.
memelilerde yeterli miktarda homosistein ve metil gruplart saglanmadigt siirece
esansiyeldir (Murray ve dig., 1993).

Oncelikle protein sentezinde kullanilan metiyonin, sistein sentezi icin kiikiirt
saglamaktadir. Vicuttaki en énemli metil vericisi olan metiyonin, besinlerle alindiktan
sonra ATP kullamlarak S-adenozil-metiyonine (SAM) doniismektedir. SAM
yapisindaki metil grubu &zel metiltransferazlar ile uygun alicilara tasinmakta ve
homosistein ile adenozine hidroliz olan S-adenozilhomosistein olusmalktadir.
Homosistein. N3-metiltetrahidrofolat (N3-metil FH4) veya kolinin oksidasyonu ile
olusan betain (trimetilglisin) gibi bilesiklerden metil grubu alarak yeniden metiyonine
doniisebilmektedir.

SAM, 6zel bir enzimle S-adenozilmetiltiyopropilamine dekarboksile olmaktadir.
Bu iirtin. poliaminlerin olusumunda kullanilan ti¢ karbonlu birimin vericisidir.
Propilamin grubunun alicisi. ornitinin dekarboksilasyonu ile olusan putressin adl:
diamindir ve ilk {riin spermidindir. Propilamino kalintisinin ikinci bir aktarnm ile

spermin poliamini olugmaktadir. Okaryotlarda putressin az, spermidin ve spermin daha
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fazla bulunmaktadir. Tiimo6r hiicreleri gibi hizhi g¢ogalan hiicrelerde poliaminlerin
konsantrasyonlar: viiksek olmaktadir.

Besinle alinan metiyonin yeterli oldugu durumlarda sistein, esansiyel bir
aminoasit degildir. Sistein biyosentezinde kiikiirt metiyoninden transsiilfiirasyon ile

karbon iskeleti ve amino grubu ise serinden saglanmaktadir (Emerk, 1997).

2.5.4.3. Triptofan

Aromatik ve esansiyel bir amino asittir. Triptofan vapisinda bulunan indol
halkasi, nikotinamid ve serotonin gibi Onemli bilesiklerin yapisina katilmaktadir
(Murray ve dig., 1993).

Triptofan, asetoasetil - CoA olusturdugu igin ketojenik yikihimi sirasinda olusan
alanin nedeni ile glikojenik bir amino asit olarak enerji metabolizmasina katilmaktadir
(Emerk, 1997).

2.6. Isnk Mikroskobik Analizi Yapilan Dokularin Histolojik Yapis:

Oksidan molekiiller, belirli diizeyde kaldiklari siirece. organizmanin yabanct
maddeler ve enfeksiy6z ajanlara karst savasmasinda 6nemli savunma molekiilleridir.
Fagositozda noétrofil, monosit ve granulositler tarafindan salinarak bakterisidal etki
gosterirler. Ancak belirli diizeyin ustiinde olusur veya antioksidanlar yetersiz olur ise.
vani homeostazis bozulursa, s6zkonusu oksidan molekiiller, organizmanin yap:
elemanlart olan protein, lipit, karbonhidrat, niikleik asitler ve vararli enzimleri bozarak
zararli etkilere yol acarlar. Dokularda normal olarak bulunan antioksidan enzimlerin
miktarlart, ©2, H,0, ve NO"in her zamanki olagan tiretim oranlari ile basa ¢ikmak icin
yeterlidir. ESer bu reaktif tlirlerin miktarlari, normalden daha yiiksek ise, hiicrenin
cevabi. koruyucu enzim aktivitelerini artirmak. onarici sistemleri aktive etmek olacaktir.
ancak hasar durdurulamiyor ise, aktif hiicre 6liimii gerceklesecektir (Brody. 1988:
Stoian ve dig., 1996).

Oksidanlarin ilk etkileyip yapisini bozdugu molekiiller, ne kadar yasamsal
Oneme sahipse, doku lezyonu da o kadar erken bagslayacak ve genis olacaktir. Ayrica
antioksidan metabolizmas1 zayif olan organ. ilk etkilenecek organ olacaktir (Halliwell
ve Gutteridge, 1999).

Karaciger ve diger doku hasarlari lipid peroksidasyonu ve oksidatif stres ile
iligkilidir (Baron ve Muriel, 1999). Bu ¢alismada bilegiklerimizin karaciger, bobrek ve

adren dokusu {izerine olan etkileri 151k mikroskobunda incelendi.
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2.6.1. Karaciger

Karaciger, sindirim kanalindan emilen besinlerin islendigi ve viicudun diger
kisimlart tarafindan kullanilmak tizere depolandigi bir organdir. Bu yiizden sindirim
sistemi ile kan arasinda bir gegis bolgesi olusturur.

Karaciger ince bir bag dokusu kapstili (Glisson kapsiilii) ile ortiiliidiir.
Karacigerin temel yapisal elamani karaciger hiicresi ya da hepatositler birbirleriyle
baglantili plaklar halinde gruplasnuslardir. Isik mikroskobu Kkesitlerinde, klasik
karaciger lobtilii olarak isimlendirilen yapisal birimler goriilebilir. Bu lobiiller poligonal
bir doku kiitlesidir. Bazi bolgelerde lobiiller safra kanallari, lenfatikler, sinirler ve kan
damarlart igceren bag dokusu ile sinirlanmistir. Portal alanlar adi verilen bu bélgeler
loblillerin koselerinde bulunur ve portal triadlar icerir. Herbir portal triadda bir veniil
(portal venin bir dali); bir arteriol (hepatik arterin bir dali); bir safra kanali ve lenfatik
damarlar bulunur. Hepatositler, karaciger lobiilli iginde 1sinsal olarak dizilerek
kordonlar yaparlar. Bu kordonlar arasindaki boslukta kapilerler bulunur ve bu
kapilerlere karaciger sinlizoidleri denir. Sintizoidlerin epiteli (endotel hiicreleri)
altlarinda bulunan hepatositlerden Disse araligt adi verilen subendotelval bir boslukla
ayrilnustir. Endotel hiicrelerine ek olarak sintizoidler mononiikleer fagosit serilerinin
fagositatik hiicrelerini de igerir. Kupffer hiicreleri adi verilen bu hiicreler endotel
hiicrelerinin liimene bakan yiizeyinde bulunur. Yag depolayici hiicreler (Ito hiicreleri)
Disse araligina yerlesmis yildizsi hiicrelerdir. Bu hiicreler disaridan verilen A vitaminini
lipid damarlar1 iginde retinil esterler halinde biriktirme kapasitesine sahiptir, ancak bu
hiicrelerin A vitamini metabolizmasindaki rolii tam olarak bilinmemektedir. Lobiiltin
merkezinde sentral ven bulunur. Sintizoidler lobiiliin periferinde gériinmeyve baslar ve

lobiiliin merkezine dogru seyrederek sentral vene agilirlar (Gartner ve Hiatt, 1997).

2.6.1.1. Karacigerin Fonksiyonlar1

Karaciger hticresi, kendisi i¢in gerekli proteinlere ek olarak. salgilamak tizere
cesitli plazma proteinlerini de (albumin, protrombin, fibrinojen ve lipoproteinler)
sentezler. Safray1 fretir. Lipidler ve karbonhidratlar karacigerde trigliseridler ve
glikojen seklinde depolanir. Vitaminler (6zellikle A vitamini) i¢inde en biiyiik
depolanma yeridir. Hepatosit, lipidleri ve aminoasitleri glukoneogenez adi verilen
kompleks bir enzimatik olayla glukoz haline dontistiiriir. Cesitli ilaglart ve maddeleri
oksidasvon, metilasyon ve konjugasyonla inaktive edebilir (Detoksitikasyon ve

inaktivasyon) (Junqueira ve dig., 1998).
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2.6.2. Bobrek

Bobrekler viicudun sivi ve elektrolit dengesini ayarlar, ayni zamanda renin ve
eritropoietinin tiretildigi yerdir. Renin kan basincinin diizenlenmesinde gérev alirken
eritropoietin kirmizi kan hiicrelerinin iretimini uyarir. Bobrek distan korteks ve icte
medulla olmak tizere iki béliime ayrilir. Her bobrek 1 ile 4 milyon nefron icerir. Nefron
bobregin fonksiyon goren birimidir. Her nefron genislemis bir bélim olan renal
cisimcik. proksimal kivrimli tiibiil, Henle kangalinin ince ve kalin uzantilari ve distal
kivriml tiibiilden olusmaktadir (Gartner ve Hiatt, 1997).

Her renal cisimcik kapiler bir yumak olan glomeriilden olusmustur. Bu yumak
Bowman kapstilti olarak adlandirilan iki tabakali epitelyal bir kapsiille sarilnustir.
Kapstiliin i¢c tabakasi (viseral tabaka) glomertiliin kapilerlerini 6rter. Dis tabaka renal
cisimeigin en distaki sinirint olusturur ve Bowman kapsiiliiniin pariyetal tabakasi adim
alir. Bowman kapstliintin iki tabakas: arasinda kapiler duvarindan ve viseral tabakadan
stiziilen sivinin toplandigi idrar boslugu bulunmaktadir. Her renal cisimcikie
arteriollerin girip ciktigr bir damar kutbu, proksimal kivrimli tiibiillerin basladig:
noktada ise bir idrar kutbu bulunur. Renal cisimcigin idrar kutbunda proksimal tiibiiller
baglar. Proksimal kivrimli tlibiiller tek katli prizmatik epitelle ortiiliidiir. Hicre
apeksinde mikrovilluslar bulunur. Bu mikrovilluslardan dolay1 lumenleri kesitlerde dar
olarak goriintir. Proksimal tiibtilleri henle kangali izler. Henle kangali bir kalin inen kot:
bir ince inen kol; bir ¢ikan ince kol ve yapica distal kivrimli tiibiillerle aym olan bir
kalin ¢ikan koldan olusan U seklinde bir yapidir. Henle kangali bébregin medulasinda
bulunur. Henle kangalim distal kivrimli tiibller izler. Bu tiibiil tek kath kiibik epitelle
doselidir. Histolojik kesitlerde proksimal ve distal tiibiiller b&bregin korteksinde
bulunur. Distal kivrimli tiibiillerde hiicreler kiigiik, mikrovillus igermezler. Bu viizden
ltimenleri genis goziikir.

Distal kivrimli tiibiillerden gecen idrar, birbirlerine baglanarak daha biiyiik diiz
toplayict kanallar: olusturan toplayici tibiillere bosalir. Kiigiik toplayici tiibiiller kiibik
epitelle, blylik olanlar prizmatik epitelle doselidir. Toplayict tiibiiller bobregin

medullasinda bulunur (Ross ve dig., 1995).
2.6.3. Adrenal (Suprarenal) Bezler
Adrenal (b6brek tistll) bezler ¢ift organlardir ve yag dokusu igine gémiilii olarak

bobreklerin st kutuplart yakininda yerlesmislerdir. Bez i¢ ice adrenal korteks ve
adrenal medulla olmak tlizere 2 tabakadan olusmustur (Gartner ve Hiatt., 1997).



2.6.3.1. Adrenal Korteks

Adrenal korteks hiicrelerinin gériinils ve yerlesmelerindeki farklardan dolayi tig

konsantrik tabakaya ayrilir.

1. Zona Glomeriiloza : Adrenallerin toplam hacminin % 15'ini olusturur. Bag
dokusu kapstiltintin hemen altindaki tabaka olan zona glomeriilozada prizmatik ya da
piramidal hticreler, kapilerlerle gevrili, siki, yuvarlak ya da yay seklinde topluluklar
olusturacak bicimde dizilmislerdir. Bu zonda, esas olarak elektrolit (6rnegin sodyum ve
potasyum) ve su dengesiyle iligkili mineralokortikoidler, oncelikle de aldosteron
salgilanir.

2. Zona Fasikiilata : Organin yiizeyine dik agilarla seyreden bir ya da iki hiicre
kalinliginda diizglin kordonlar seklinde siralanan tabakadir. Hiicreleri polihedral olup
sitoplazmalarinda ¢ok sayida lipid damlaciklari bulunur. Adrenallerin toplam hacminin
% 65'ini olusturur.

3. Zona Retikiilaris : Zona fasikiilata ile mediilla arasinda yerlesmis olup.
anastomoz vapan bir ag icerir. Bu hiicreler diger iki tabakadaki hiicrelerden daha
kiigtiktiir. Toplam hacmin % 7'sini olusturur.

Zona fasikiilata ve muhtemelen zona retikiilaris gliikokortikoidlerden kortizon
ve kortizolti ya da bazi hayvanlarda oldugu gibi kortikosteronu salgilar; bunlar
karbonhidrat, protein ve yag metabolizmasinin diizenlenmesinden sorumludurlar. Bu iki
bélgede az miktarda androjen ve muhtemelen Ostrojen tiretilir (Gartner ve Hiatt., 1997).

2.6.3.2, Adrenal Medulla

Retikiiler lif ag1 ile desteklenmis kordonlar ya da gruplar olusturan polihedral
parenkim hicrelerinden kurulmustur. Kordonlar arasinda az sayida parasempatik
gangliyon hticreleri bulunur. Meduller parenkim hiicreleri epinefrin ve norepinefrin

salgilayan hiicrelerdir (Junqueira ve dig., 1998).

2.7. Callsmanin Amaci

TSC ve Schiff bazlarimin gesitli tiirevleri ve bunlarin metal kompleksleri
antineoplastik, antiviral, antimikrobiyal, antimalarial gibi biyolojik fonksivonlarindan
dolayr kimya, biyoloji ve farmakoloji bilim dallarinda biiyiik ilgi gérmektedir. Bu

bilesiklerin sahip olduklar1 biyolojik etkilerin degisimi sentezlenen bilesigin yapisina.
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farkli substitiientlerin konumuna ve komplekslerinde kullanilan metal atomunun
dzelligine g6re farklanmaktadir. Ayrica ligandin konformasyonunun ve vapisinin.
koordinasyon bilesiklerindeki merkez atomunun redoks potansiyelini etkiledigi de
bildirilmektedir.

Yapilan literatiir taramalarinda bu bilesiklerin antioksidan 6zelliklerivle ilgili
cok fazla arastirmaya rastlanilmamistir. Bu ¢aligma ile TSC tiirevi tiyazol halkali Schiff
bazi ve bu bilesigin Cu(Il) ve Zn(II) komplekslerinin antioksidan sistemdeki GSH-Px
enzim aktivitesi, vitamin, A, E, C diizeylerine etkisi, lipit peroksidasyon derecesi
(MDA). selenyum dlzevleri ve  valin, metiyonin, triptofan ve izoldsin amino asit
diizeylerine etkisi ile karaciger, bobrek ve adrende olusturabilecegi doku hasarlarimin

mikroskobik arastirilmasi amaglanmuistir.



3. MATERYAL ve METOT
3.1. Materyal
3.1.1. Hayvan Materyali

Arastirmada 12-14 haftalik ortalama 250 gr agirliginda eriskin wistar cinsi erkek
ratlar kullanildi.

Deneylerde kullanilan hayvanlarin bulundugu ortamun 12 saat 151k, 12 saat
karanlik olarak 151k diizenlemesi yapildi. Yine ortamin 1s1s1 oda sartlarinda sabit tutuldu
(24-26°C). Hayvanlarin beslenmesi igin su ve yem yeteri kadar (adlibitum) verildi.
Yemler Elazig Yem Fabrikasi'ndan, su ise Elazig sehir sebekesinden saglandi.
Uygulamalar hergiin ayni saatte yapildi. Uygulamalarda kullanilan ratlar dogumdan
itibaren stirekli kontrol edilerek hastalik siiphesi olabilecek ratlar gruplara dahil
edilmedi. Uygulamalar siiresince ligand ve Zn(L), grubu deneklerinin fiziksel
goriintimleri normaldi. Tablo 4.11'de goriildiigti gibi herhangi bir agirlik degisimi
gézlenmedi. Cu(L)2 grubu deneklerinde ise agirlik azalmasi ile birlikte uyusukluk ve
tiylerinde kabarmalar gozlendi. Deneyler boyunca higbir nedenle denek 6ltimii

goriilmedi.

3.1.2. Oldiiriicii Dozun Belirlenmesi

Sabit doza karar verilmeden 6nce kullanilan bilesigin ve bunun ¢inko ve bakir
komplekslerinin 6ldiirlicti dozu belirlenmeye ¢ahisiidi.

Bu islemler i¢in her grupta 6 hayvan olacak sekilde gruplar olusturuldu.
Uygulanacak olan maddeler 6nce dimetilsiilfoksit (DMSO)'te ¢6ziildii ve DMSO
miktar1 % 10'un altinda olacak sekilde musir 6zii yaginda seyreltidi. Clinkii DMSO
miktar1 % 10'nun altinda oldugu zaman DMSO'ya ait herhangi bir gézlenebilir toksik
etki olusmayacag: belirtilmektedir (Papageorgiou ve dig., 1997). Bu ¢6zeltiler enjektore
¢ekilerek hayvanlara deri altina uyguland: (Baumgart ve dig., 1989).

Oldtiriicii dozun belirlenmesinde doz artirma metodu kullarmldi (Kumamoto ve
dig., 1990) . Ancak ileriki agamalarda ligand ve metal komplekslerinin ¢6ziintirliigiiniin
diisiik oldugu goriildii. Bu bilesiklerin dozu son olarak 400 mg/kg viicut agirhig1 olacak
sekilde ¢oziildii ve uygulama yapildi. Bu dozun istiindeki doza ¢ikilamadi. Ciinkii
maddenin ¢Ozlinlirligliniin az olmasi, ¢Szme islemini, ¢ozeltilerin enjektore
cekilmelerini ve deneklere deri altina enjekte edilmelerini zorlastirdi. Yukaridaki
sebeplerden dolay: 6ldiiriicti doz deri alt1 uygulamalar igin belirlenemedi.
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3.1.3. Gruplarin Olusturulmasi ve Uygulamalar

Arastirmada kullanilacak ratlar 1 kontrol ve 3 uygulama grubundan olusturuldu
ve her grupta 1.. 2., 4., 8., 16. ve 32. glinlerde 5’er denek, 64. giinde 6 denek olmak
lizere toplam 306 rat yeraldi.

Ilgiki literatiir taramasindan sonra (Chapman ve dig., 1990; Papageorgiou ve
dig., 1997) ligand ve komplekslerinin molekiil yapilan (biiytikliik) g6z 6niine alinarak
uygulamalarin kontrol*ve denek gruplari igin 0. giin. 3. giin, 6. glin, 9. giin, ..., olacak
sekilde 3 giin ara ile yapilmasina karar verildi.

Uygulama maddelerinin dozlar1 literatirden faydalamlarak kararlastirildi ve
sartlara uygun olarak 25 mg/kg viicut agirhigs (Liu ve dig., 1992) olacak sekilde 6nce
DMSO'da ¢oziildii ve DMSO miktar1 % 10'un altinda olacak sekilde musir 6zii yag ile
seyreltildikten sonra hayvanlara deri altindan ﬁygulandl.

.Kontrol gruplarina, DMSO miktar1 % 10'un altinda olacak sekilde yag
hazirlanarak 0.5 mL ¢ozelti deri altina enjekte edildi. Uygulama gruplarina ise 0.5 mL
cozelti igerisindeki ligand ve metal kompleksleri derisimi 25 mg/kg viicut agirlig
dozunu ihtiva edecek sekilde hazirlanan ¢o6zeltiler deri altina enjekte edildi

(Papageorgiou ve dig., 1997).

3.1.4. Kan oérncklerinin Alinmasi

Uygulama stirelerinin sonunda hayvanlara eter ile anestezi yapilarak gogiis
kafesleri acildi ve kalplerinden yeterli miktarda (4-8 mL) kan alindi. Alinan kan
Ornekleri saftrifiijlenerek serumlan ayrildi. Aynlan serumlar en geg¢ li¢ giin igerisinde
analizlendi. Analiz anina kadar serum drnekleri -20°C'de bekletildi.

3.1.5. Eritrosit GSH-Px Tayini I¢in Kan Orneginin Hazirlanmas:

Hayvanlardan kan ahm swasinda l'er mL'lik kissm EDTA'h tiiplere alindi.
Almnan kan 6rnekleri serum fizyolojik ile li¢ kez yikands, olusan hiicre stispansiyonu 1:5
oramnda soguk distile su ile sulandinlarak lizat elde edildi. Hazirlanan lizatta en ge¢ li¢
giin igerisinde GSH-Px enzim aktivitesi ve hemoglobin (Hb) tayinleri yapild: (Paglia ve
Valentine. 1967: Teitz, 1986; Ilhan, 1998).
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3.2. Uygulamalarda Kullanilan Bilesikler

Uvgulamalarda kullanilan ligand ve metal kompleksleri tiyosemikarbazon tlirevi
tivazol halkal: Schiff bazi ve son yillarda ilgi ¢eken siklobiitan halkasi i¢ermektedir.

Bu ligand ve ligandin Cu ile Zn metal kompleksleri Yilmaz (2002) tarafindan
sentezlenmis ve karakterize edilmistir. Ligand ve komplekslerin yapis: asagidadir.
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3.3. Orneklerin Analizleri
3.3.1. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) Tayini

GSH-Px, hidrojen peroksit (H-O-O-H) varliginda rediikte glutatyon (GSH)
okside glutatyona (GSSG) yiikseltgenmesini kataliz eder. Hidrojen peroksidin

bulundugu ortamda GSH-Px'in olusturdugu GSSG, glutatyon rediiktaz (GR) ve NADPH
vardimivla GSH've indirgenir.

2 GSH + Hy04 ZHEE%, 5 1,0 + GSSG

MALPH+HI+HALEY
2 HrO + GSSG Hutatyon Fediktar ™ 2 GSH
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GSH-Px aktivitesi, NADPH'in NADP*'ya yiikseltgenmesi sirasindaki absorbans
farkinin 340 nm'de okunmastyla 6lgiillir (Paglia ve Valentine, 1967).

Hemolizat Hazirlanmasi

EDTA'll tiiplere alinan 1 mL'lik kan &rnekleri 3 defa soguk % 0.9'luk NaCl ile
vikandi. Olusan hiicre siispansiyonundan 0.1 mL alinip tizerine 0.4 mL soguk distile su
ilavesiyle lizat elde edildi ve 10 dakika dondurucuda eritrositlerin tamamen
parcalanmast i¢in bekletildi. Bu lizat diger peroksidazlarin pozitif inhibisyonunu
onlemek icin esit miktarda ¢ift giiglii drabkin ¢6zeltisi ile karisurildi. Bu karisimin 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 kaynag: hazirlanmis oldu ({than, 1998).

Deneyde Kullanilan Reaktifler

GSH (150 mM) =50 mg GSH 1 mL tamponda ¢6ziildii

NaNj3 (1 M) = 65 mg sodyum azid | mL tamponda ¢6ziild.

NADPH (3 mM) =10 mg NADPH 2 mL tamponda ¢6ztildii.

GSH - Rediiktaz = Ticari preparatdan (U’mL, spesifik aktivite) direkt olarak
seyreltme yapilmaksizin kullanildi.

H>05 (530 mM) =15 uL H205 alinip hacim 5 mL've tamponla tamamlandi.

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

A :NapHPOy4. 50 mM, 7.1 gi/l. B : KH3PO4. 50 mM. 6.8 gr/L

Deneyin Yapilist

Numune Kor
Fosfat Tamponu (mL) 2.66 2.68
Redtiikte 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 -




26
Tiipler iyice karistirilarak oda sicakliginda (25°C) 30 dak. inkiibe edildi. Stirenin
sonunda her tiipe 0.1 mL H>O» ilave edilerek reaksiyon baslatildi. Dalga boyu 340

nm've ayarlanmis spektrofotometrede 5 dakika siire ile takip edildi. [lk absorbans - son
absorbans degeri alinarak 5'e boliindii (AA / dakika).

Enzim Aktivitesinin Hesaplanmasi

E =6.22.103 M-! = NADH ve NADPH i¢in molar absorplama katsayist
V1 = Total Hacim (mL)

Vy, = Total hacimdeki numune hacmi

L = Kivet ¢cap1 (1 cm)

AA/t = Dakikadaki absorbans

106 = Molii mikromole d6niistiirme sabiti

_(AA/)xVIx10° | (AA/S) xVrx 108 _ (AA/5) xVrx 106

U/ L Mol ) = = e S 0.0 x L 124.44

Hemoglobin, Drabkin ile 6l¢tilerek GSH-Px enzim aktivitesi U / gr Hb olarak
belirlendi (Paglia ve Valentine, 1967).

Hemoglobin Tayini

Hemoglobin miktart Drabkin vontemivle 6&l¢lildi. Bu yontemde ferrisivantr
hemoglobindeki demiri oksitleyerek iki degerlikli demiri ti¢c degerlikli demire ¢evirerek
methemoglobine donilismesini saglar. Bunu takiben potasyum siyaniir ile kararli bir
pigment olan siyanmethemoglobin mevdana gelir. Siyanmethemoglobinin absorbanst
spektrofotometrik olarak 546 nm'de okundu (Teitz, 1986).

Ayiraclar

1. Drabkin Cozeltisi : 50 mg KCN + 200 mg K;3Fe(CN)g + 1 gr NaHCOs3
alinarak distile su ile 1 litreve tamamlanan ¢6zelti renkli sisede ve oda sicakliginda 1 vil
saklanabilir.

2. Hemoglobin Standard: : 18 gr livolifize Hb standardi 100 mL distile suda
¢ozildi. Bu standart 18 gr/dl Hb icermektedir.



Islem

Kor Standart ~ Ornek
Drabkin ¢ozeltisi (mL) 5.00 5.00 5.00
Hb standardi (mL) - 0.02 -
Hemolizat (mL) - - 0.02
Distile su (mL) 0.02 - -

Ttipler iyice karistirild: ve oda 1sisinda 20 dakika bekletildikten sonra 546 nm'de
kore kars: absorbanslart okundu.

Ornek Absorbansi

Hemoglobin (gr/dL) = Standart Absorbansi

X Standart Konsantrasyonu

3.3.2. Selenyum Analizi

Selenyum tayini i¢in 1-0.5 mL serum &rnegi 5.0 mL perklorik asit : nitrik asit
(1:5. v/v oraninda) karisiminda teflon bomba igerisinde 120°C'de etlivde 12 saat
bekletilerek parcalandi (Breyer ve Gilbert, 1987). Daha sonra oda sicakligina kadar
sogutulan parcalanmis Srnek tizerine ortamin derisimi 4 N HCI olacak sekilde derisik
HCl ilave edilerek 90°C'de su banyosunda 15 dakika isitilarak ortamda HNOj etkisivle
+6 degerlige ylikseltgenmis olan selenyumun +4 degerlikli olmasi saglandi. Oda
sicakligina sogutulan ornekler lizerine 0.1 M EDTA ¢ozeltisinden 5 mL ve 2.5 M
HCOOH gozeltisinden de 2 mL katilarak karistirildi. Daha sonra ortamin derisimi 1000
ug/mL olacak sekilde 1.2-diaminobenzen c¢ozeltisi katilarak karistiriidi. Kompleks
olusumu i¢in 4 N NHj ile pH 1.5’ ayarlandi. Kompleks olusumunun tamamianmasi
icin karanlikta 60 dakika bekletildi. Siirenin sonunda 6rnekler {izerine 0.5 mL n-hekzan
ilave edilerek ayirma hunisine alindi ve iyice karistirildi. Ayirma hunisindeki n-hekzan
fazi bir tiipe alind1. Tiipe alinan n-hekzan fazindan 20 pL alinarak HPLC'de dalga boyu
332 nm. mobil faz 1 : 1 oraninda metanol su karigimi kullanilarak akis hizi | mL/dak.'va
avarlanarak analizlendi (Arain, 1999). Bu c¢alismada Standart Ekleme Yontemi
uygulandiginda calisma grafigi ile Se grafiginin paralel oldugu ve girisimin olmadig:
gozlendi. Bundan dolay1 veriler ¢alisma grafigi ile degerlendirildi. Selenyum analizi igin

geri kazanim % 96 olarak bulundu.
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Geri Kazanim

Geri kazamum analizleri igin serum O&rnedi lizerine konsantrasyonu bilinecek
sekilde analizlenen parametrelerin standartlar ilave edildi. Herbir numune igin anlatilan
on islemler tekrarlandi. Standart ¢ozeltisi ile birlikte standart ilaveli serum 6rnekleri ve
standart ilave edilmemis serum Ornekleri aymi sartlarda analizlendi. Standart ilaveli
drneklerin pik yiiksekliklerinden standartlara ait pik yikseklikleri ¢ikarildi ve standart
ilave edilmemis serumun pik yliksekligine bollinerek geri kazanimlar asagidaki gibi
hesaplandi.

% Geri Kazanim =>209a0t 132?2218 gglrlnm— Standart, o

37 »*
y = -0.0353 +0.2679x R =1.00
£ 27
L2
=
]
2 17
3
>
x
> 0 __ sure(dak.) ,
T ! 1
0 2 4 6 8 10 2 4 6
Konsantrasyon (umol/lt)
Sekil 3.1. Selenyuma ait ¢alisma egrisi Sekil 3.2. Selenyuma ait kromatogram
3.3.3. MDA Analizi

0.3 mL serum 6rnegi tizerine 0.5 M HClO4'den 0.2 mL ilave edildi. Proteinlerin
¢oktiiriilmesinden sonra saf su ilave edilerek toplam hacim 1 mL'ye tamamlandi.
Karisim 4500 devirde 5 dakika santrifiijlendikten sonra berrak kisimdan 20 pL
dikkatlice alinarak HPLC'de analizlendi.

Analizler hareketli faz olarak 30 mM KHPOy4 - metanol (% 65 - 35; pH : 4)
karisiminda 254 nm'de Techopak 10p C-18 (25 cm x 3.9 mm) kolonu kullanilarak akis
hiz1 1.5 mL/dakikada yapildi. MDA analizlerinde uygulanan metod Tsaknis ve dig.
(1998)'den modifiye edilerek yapildi. MDA igin geri kazanim % 98.8 olarak bulundu.
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3.3.4. C Vitamini Analizi

Serum 6rneginden 0.3 mL alinip tizerine 0.2 mL 0.5 M HCIO4 ilave edilerek
proteinler ¢oktiirtildi. Daha sonra bu karigim vortekslendikten sonra tizerine saf su ilave
edilerek toplam hacim | mL'ye tamamlandi. Karisum 5 dakika santriftijlendikten (43500
devir/dak) sonra Orneklerin Ulizerindeki berrak kisimdan dikkatlice 20ul alinarak

HPLC'ye enjekte edildi (Cerhata ve dig., 1994).
HPLC analizlerinde hareketli faz olarak litresinde 0.5 gr KHyPO4 (pH : 4)

¢ozeltisi kullanildi. 246 nm dalga boyunda akis hiz1 1 mL/dakikada Li-60 (25 cm x 4.6
mm) kolonu kullanildi (Tavazzi ve dig., 1992). Bu analiz i¢in geri kazanim % 99.6

olarak hesaplandi .
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Sekil 3.5. C vitamini ¢aligma egrisi Sekil 3.6. C vitaminine ait kromatogram



3.3.5. A ve E Vitamini Analizi

Derin dondurucudan alinan serum 6rnekleri ¢6ziinme islemi yapildiktan sonra
0.5 mL serum Ornegi {izerine % 1'lik H>SOy4 ihtiva eden etil alkolden 2 mL ilave
edilerek proteinler ¢oktiiriildii. Karisim vorteks ile iyice karstirildiktan sonra 4500
devirde 5 dakika santrifiijlendi, sonra 6rnekler tizerine 0.3 mL n-hekzan ilave edildi.
Hekzan ilavesivle ortamdaki yagda c¢ozlinen vitaminler hekzan fazina ekstrakte
edilmektedir. Hekzan ilave edildikten sonra tekrar vorteksde karistirildi ve tiipler
santrifiijlendi. Santrifij sonunda hekzan fazi dikkatli bir sekilde ayrilarak cam tlipe
alindi. Ornek tizerine tekrar 0.3 mL n-hekzan ilave edilerek karistinlip santrifiijlendi ve
n-hekzan fazi cam tiipteki hekzan fazi ile birlestirildi. Ekstrakte edilen hekzan. kuru
azot altinda dikkatlice uzaklastirildi. Kalinti 100 pL metanolde ¢oziildii (Cetinkava ve
Ozcan, 1991). Bu gozeltiden 20 uL alimp HPLC'ye enjekte edildi. Orneklerdeki E
vitamini 296 nm ve A vitamini 326 nm dalga boyunda ODS-2 80A Sp (25 cm x 4.6
mm) kolonu ve metanol : asetonitril : kloroform (47 : 42 : 11) hareketli fazinda akis hizi
1 mL/dak. olacak sekilde analizlendi (Catignani, 1983).

Vitaminler icin geri kazanim degerleri E vitamini igin % 98 ve A vitamini i¢in

% 96.7 olarak hesaplandi.
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Sekil 3.7. A vitamini galigma egrisi Sekil 3.8. A ve E vitaminlerine ait

kromatogram
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Sekil 3.9. E vitamini ¢aliyma egrisi

3.3.6. Amino Asit Analizi

Serum Orneginden 0.3 mL alinp {zerine 0.3 mL metanol ilave edilerek
proteinler ¢oktirildi. Karsim santrifiijlendikten sonra tistteki berrak kisim almarak.
vakum pompast ile kuru azot ortaminda kurutuldu. Kalinti tizerine metanol. trietilamin.
tenilizotiyosiyanat reaktifi (80 : 15 : 5) ilave edildi. Amino asitlerle fenilizotiyosivanat
reaksiyonun olusmasi i¢in 60°C'de su banyosunda 30 dak. beklendi. Reaksiyon
tamamlandiktan sonra karigim tekrar vakum ve kuru azot altinda kurutuldu. Kalint1 5 M

NapHPOy - asetonitril (% 96 - 4) karisiminin 1 mL'sinde ¢6ziildii (Woo ve Leo. 1994).
Bu ¢ozelti uygun sekilde seyreltildi ve 20 uL alinarak HPLC'ye enjekte edildi.

Amino asitler 254 nm'de Techsphere ODS Sy (25 cm x 4.6 mm) kolonunda ve
THF : NH4CH;3COO : su : asetonitril [THF : 3 M NaCH;COO, pH : 3.9. su (4.5 = 0.53

= 94.95) - % 30 ACN] hareketli fazinda akis hizi 0.8 mL/dakikada tavin edildi (Woo ve
Leo. 1994). Analizlenen tim aminoasitler i¢in geri kazanim % 96 ile % 104 arasinda

degismektedir.
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Sekil 3.11. Metiyonin'e ait ¢alisma egrisi
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Sekil 3.12. Triptofan'a ait ¢aligma egrisi
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3.4. Isik Mikroskobisi I¢in Segilen Dokularin Analizi

Deney stireleri sonunda hayvanlardan eter anestezisi altinda doku o6rnekleri
alindi. Alinan doku 6rnekleri % 10'luk formol - alkol soliisyonunda 24 saat siireyle
tespit edildi. Tespit edilen doku ornekleri agagida belirtilen islemlerden gegirilerek

parafine gomiildii.



% 70 Alkol 120 dakika
% 80 Alkol 90 dakika
% 96 Alkol 30 dakika
% 96 Alkol 30 dakika
% 100 Alkol 30 dakika
% 100 Alkol 30 dakika
% 100 Alkol - Ksilen (1 : 1) 15 dakika
Ksilen I 30 dakika
Ksilen II 30 dakika
Ksilen - Yumusak parafin (46-48°C) (1 : 1) 45 dakika
Yumusak parafin (46-48°C) 60 dakika
Y. parafin (46-48°C)- Sert parafin (56-58°C) (1 : 1) 60 dakika
Sert parafin (56-58°C) 180 dakika

Parafine gomiilen dokulardan mikrotomda 5 um kalinliginda kesitler alindi.
Kesitler lam tizerine alinarak hiicre ¢ekirdekleri hematoksilen ile sitoplazmalar ise eosin
ile boyand: (Ross ve Dig., 1995). Boyama isleminden sonra mikroskop altina alinan
ornekler incelendi ve fotograflart cekildi. Bu fotograflar degerlendirilerek gerekli
goriilen resimler bulgular kismina alindi. Dokularin 151k mikroskobik analizler i¢in
hazirlanmasi ve degerlendirilmesi F.U. Tip Fakiiltesi Histoloji-Embriyoloji Anabilim

Dali tarafindan yapildi.

3.5. Istatistiksel Degerlendirme

Bu ¢aligmadaki biitiin istatistiksel analizler, SPSS istatistik programui ile yapild:.
Deneysel ¢alismalar sonunda elde edilen veriler normal dagilim géstermediginden grup
karsilagtirmalar1 Kruskal Wallis varyans analizi ile yapildi. Bu analiz sonucunda énemli
¢ikan parametreler i¢in gruplar arasindaki ikili karsilastirmalarda Bonferroni diizeltilmis
Mann-Whitney testi kullanildi (Diizgiines ve dig., 1983).




4. BULGULAR

Elde edilen bulgular parametrelerin herbirinde uygulama boyunca gruplarin
birbirleriyle kiyaslarint gosterecek tablolar halinde verildi.

Ratlarin alinan doku ¢rneklerine ait fotograflar Resim 4.1. - 4.12.'de, eritrositlere
ait GSH-Px enzim aktivitesi, Se, MDA, antioksidan vitaminler C, A. E, aminoasitler;
valin, metiyonin, triptofan ve izol6sine ait karsilastirmalar Tablo 4.1. - 4.10.'da, ve bu
parametrelere ait diizeylerindeki degisiklikler Sekil 4.1. - 4.10.'da verilmistir.

4.1. Uygulamalardaki Farkli Gruplar Aras1 Karsilastirmalar
4.1.1. Eritrosit GSH-Px Aktivitesi

Uygulama gruplarina ait ortalama eritrosit GSH-Px aktiviteleri Tablo 4.1. ve
Sekil 4.1.'de g&sterilmistir.

Farkli gruplarin kiyaslamalarinda eritrosit GSH-Px aktivitelerinde anlaml

farkhiliklar g6zlenmistir.

Tablo 4.1. Eritrosit GSH-Px (U/gr Hb) Diizeylerinin Giinlere ve Gruplara Gore Ortalama Degerleri

Uveulama| 1. Giin | 2.Giin | 4.Giin | 8. Giin | 16.Giin | 32. Giin | 64. Giin
Grubu (n=35) | (n=3) (n=3% | (n=95) (n=1%) (n=15) (n=26)
Kontrol | 86.93x1.5 |115.70+4.3 | 92.772.6 | 93.65+2.72 |133.2+12.42 |136.3x17.22 | 110.6=7.72
Ligand |94.61+27.0{123.84+7.6 [103.3£20.1 | 94.27+6.02 | 120.5+21.9% | 145.2+55.92 |[ 14.54=5.53
Cu(L) |101.2+£22.4]133.8+19.6 |108.5+22.6 [153.6+24.6% 152.6+4.75 [199.1+45.9b |{121.26=4.9b
Zn(L)2 }95.99+18.8{118.7+18.3 | 98.26+7.3 | 96.8+17.33 |106.4+26.02 [123.4+27.92 | [05.6=5.9%

b . . . . - x e

*:p<0.05 **:p<0.0l; -:Onemlidegil

p degerleri Kruskal Wallis varyans analizi sonucuna gdre diizenlendi.
a. b : Gun iginde kontrol grubu ile diger gruplarin ikili kargilastirmalart sonucunda kontrol grubuna gére

anlamh ¢tkan farkliliklar1 belirtmektedir (p < 0.0166).
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Serum - selenyum diizeyleri Tablo 4.2. ve Sekil 4.2'de gésterilmistir. Serum -

selenyum diizeylerinde uygulama stiresi i¢inde herhangi bir farklilik g6zlenmemistir.

Tablo 4.2. Serum - Selenyum (umol/L) Diizeylerinin Giinlere ve Gruplara Gére Ortalama Degerleri

Uygulama| 1. Glin| 2.Glin { 4.Gin | 8. Giin 16. Gtin | 32.Glin | 64. Giin
Grubu | m=5)| (n=5) | (n=5) | (n=53) (n=15) (n=3) (n=16)
Kontrol [2.22+0.2 | 1.93£0.1 | 2.04x0.1 | 2.12+0.2 | 2.28+0.2 | 2.29+0.1 | 2.640.6
Ligand |2.08£0.6 | 1.91£0.2 | 1.90£0.2 | 2.05+0.3 | 2.02+0.3 1.99+0.5 | 2.69=0.4
Cu(L) [2.05+0.2 | 1.91x0.2 | 1.97+0.3 | 2.25£0.7 | 2.02+0.2 | 2.02+0.7 | 2.79:0.4
Zn(L)2  [1.96+0.2 | 1.89+0.1 | 2.02+0.1 | 2.18+0.6 | 2.25+0.4 | 2.16x0.3 | 2.7920.3

- : Onemli degil
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Sekil 4.2. Gruplardaki Serum - Selenyum diizeylerindeki degisiklikler

4.1.3. Serum - MDA Diizeyleri
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Gruplara ait ortalama serum - MDA diizeyleri Tablo 4.3 ve Sekil 4.3'de

verilmistir. Serum - MDA diizeylerinde anlaml: farkliliklar saptanmustir.

Tablo 4.3. Serum - MDA (mg/L) Diizeylerinin Giinlere ve Gruplara Gire Ortalama Degerleri

Uygulama| 1. Gilin | 2.Gilin | 4.Giin | 8.Giin | 16.Giin | 32.Giin | 64. Giin
Grubu (n=31] (n=3) (n=3) | n=9%) (n=73) (n=15) (n=16)
Kontrol | 2.65+0.8 | 2.40+0.2 | 2.37+0.3 |2.25+0.22 | 1.86:0.22 | 1.91+0.42 | 2.5320.9
Ligand | 3.59+2.1 | 2.2520.8 | 2.10£1.0 | 2.15£1.0% | 1.97£0.3% | 1.89£0.28 | 244208
Cu(L)2 | 3.07+1.2 | 2.85£1.0 | 2.61x0.6 | 3.48+0.1° | 2.66:0.4P | 3.42+04b | 2.49:0.8
Zn(L)y |3.36£0.9 | 2.17+0.9 | 2.29:0.6 | 1.87+0.1% | 1.84:0.52 | 1.49x042 | 2.21=0.5
D . . . x * - .

*:p<0.05; **:p<0.01; -:Onemlidegil

p degerleri Kruskal Wallis varyans analizi sonucuna gére diizenlendi.

a, b : Giin iginde kontrol grubu ile diger gruplarin ikili karsilastirmalari sonucunda kontro!l grubuna gore

anlamli ¢tkan farkliliklan belirtmektedir (p < 0.0166).
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4.1.4. Serum - C Vitamini Diizeyleri

Gruplara ait ortalama serum - C vitamini diizevleri Tablo 4.4 ve Sekil 4.4.'de

verilmistir. Serum - C vitamin diizeylerinde anlamli bir fark saptanmamustir.

Tablo 4.4. Serum - C Vitamini (mg/L) Diizeylerinin Giinlere ve Gruplara Gére Ortalama Degerleri

Uygulama} 1.Glin| 2.Giin | 4.Gtin | 8. Gin | 16.Gtn | 32.Giin | 64. Giin
Grubu | (n=3)| (n=5) | (n=3) | (n=5) (n=15) (n=173) (n=06)
Kontrol {13.92+2.7{ 13.441.6 | 13.95x1.4 | 12.92+1.2 | 12.17£1.0 | 16.59+0.9 | 19.80%2.7
Ligand |[11.68+1.2 | 13.30£1.9 | 13.86+2.5 | 14.28+2.1 | 13.42+2.2 | 15.51+4.6 | 16.85%1.7
Cu(L)2 [11.47+1.91 14.01£2.5 | 12.4420.8 | 13.96£1.4 | 13.32+1.8 | 16.19%1.6 | 16.73£3.9
Zo(L)y [11.26+1.9 ] 12.19¢1.1 | 11.78£2.1 [ 12.38+2.3 | 12.87£1.7 | 14.78+2.4 | 18.16+3.7

- : Onemli degil
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Sekil 4.4, Serum - C vitamini diizeylerindeki degisiklikler
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4.1.5. Serum - A Vitamini diizeyleri
Gruplara ait ortalama serum - vitamin A dizeyleri Tablo 4.5 ve Sekil 4.3'de
verilmistir. Serum - vitamin A diizeylerinde grup karsilastirmalardaki farkliliklar

anlamli bulunmustur.

Tablo 4.5. Serum - A Vitamini (mg/L) Diizeylerinin Giinlere ve Gruplara Gére Ortalama Degerleri

1.Gin| 2.Gin | 4.Gin | 8.Giin 16. Glin | 32. Giin | 64. Giin

Uygulama| (n=5)} (n=35) | n=5) | n=35) | (n=3) (n=5) (n=16)
Grubu | (x10°2) | 102 | (102 | 102 | (x102) (x1072) (x10-2)
Kontrol |8.89:0.22 | 10.50+0.12 | 9.46£0.42 | 10.64+0.52 | 14.20£0.32 | 17.80+1.72 |15.301.22
Ligand |8.33+0.12 | 10.00+0.52 | 9.82+0.82 |12.70+0.6" | 15.80+0.8° | 17.60+1.62 |12.80+2.22
Cu(L)2 |8.03+0.5b | 8.09+£0.6P | 7.09+0.3P | 6.08+0.2b | 5.19£0.70 | 4.72£0.70 |11.20+1.8b
Zn(LY2 10.19+0.80] 8.5120.5® | 9.02+0.32 [11.30£1.12 | 13.86+0.12 | 18.61+1.22 |14.331.22

b . o . ok . . o

**:p<0.01; ***:p<0.001;

p degerleri Kruskal Wallis varyans analizi sonucuna gre diizenlendi.

a, b : Giin iginde kontrol grubu ile diger gruplarimn ikili karstlastirmalari sonucunda kontrol grubuna gore

anlamli ¢ikan farklifiklari belirtmektedir (p < 0.0166).
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Sekil 4.5. Serum - A vitamini diizeylerindeki degisiklikler

4.1.6. Serum - E Vitamini Diizeyleri
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Gruplara ait ortalama serum - E vitamin diizeyleri Tablo 4.6 ve Sekil 4.6'da

verilmistir. Serum - E vitamin diizeylerinde grup kiyaslamalarinda anlamli farkliliklar

g6zlenmistir.

Tablo 4.6. Serum - E Vitamini (mg/L) Duzeylerinin Giinlere ve Gruplara Gére Ortalama Degerleri

I.Gin | 2.Glin | 4.Glin | 8. Gilin 16. Glin | 32.Glin | 64. Giin
Uygulama] (n=5) | (n=5) | (n=5) | (n=19) (n=135) (n=25) (n=16)
Grubu | (SDx1072)|(SDx1072)| (SDx10-2)| (SDx1072)|{ (SDx10-2)| (SDx10-2) | (SDx10-2)
Kontrol | 1.03x7.1 | 1.09+52 | 1.01£5.4 | 1.00£7.92 | 1.3421.28 | 1.49+2.12 | 1.62+9.62
Ligand | 0.91£9.7 | 1.10£6.5 | 0.99£7.4 |0.99+7.52 | 1.30+5.92 | 1.37£10.62 |1.81£23.43
Cu(L2 | 0.98+4.7 | 1.05+6.9 | 0.95+4.9 | 0.85+3.3% [0.99£10.7% | 0.72+120 | 1.1621.4P
Zn(Ly2 | 0.98+4.4 {1.10+13.6 | 0.93x4.1 |0.95+8.62 | 1.42+4.9° |1.81+12.75 ]2.03=12.3b
o . . . . o . xn

*:p<0.01; ***:p<0.001; -:Onemlidegil

p degerleri Kruskal Wallis varyans analizi sonucuna goére ditzenlendi.

a. b : Giin iginde kontrol grubu ile diger gruplarin ikili karsilagtirmalart sonucunda kontrol grubuna gére

anlamii ¢ikan farkliliklart belirtmektedir (p < 0.0166).
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Sekil 4.6. Serum - E vitamini dtizeylerindeki degisiklikler

4.1.7. Serum - Valin Diizeyleri

Gruplara ait ortalama serum - valin dizeyleri Tablo 4.7. ve Sekil 4.7.'de

verilmigtir. Serum - valin diizeylerinde anlamli bir farklilik saptanmamistir.

Tablo 4.7. Serum - Valin (mg/L) Diizeylerinin Giinlere ve Gruplara Gére Ortalama Degerleri

Uygulama] 1. Gln | 2.Glin | 4.Gin | 8. Gin | 16.Giin | 32.Gtin | 64. Gin
Gubu | m=5)| (n=5) | n=5) | a=5) | (n=35) | (m=3) | (n=6)
Kontrol [17.3720.9 | 20.90+1.2 | 22.77+3.1 | 23.43+2.6 | 20.95x2.1 | 20.26+3.7 | 23.84=3.9
Ligand [20.51£2.4 | 23.7424.1 | 21.27+2.1 | 25.49+4.4 | 21.78+2.5 | 23.11£52 | 23.93=5.2
Cu(L)2 |19.50+3.2 | 23.88+1.7 | 19.82+1.7 | 26.95£1.7 | 24.86+2.4 | 26.24+3.9 | 19.98=3.9
Zn(L)y |17.48+3.2 | 24.52+3.0 | 22.29+0.8 | 27.59£2.9 | 23.80¢3.9 | 26.23=4.4 | 25.56=5.4

- : Onemli degil
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Sekil 4.7. Serum - Valin diizeylerindeki degisiklikler

4.1.8. Serum - Metiyonin Diizeyleri

Cuﬂﬁ

X
&

MBAOBEBENE

1. Giin
2. Giin
4. Giin
2. Giin
16, Gin
32, Gin
&4, Gijn

Gruplara ait ortalama serum - metiyonin diizeyleri Tablo 4.8 ve Sekil 4.8'de

verilmistir. Serum - metiyonin diizeylerinde gruplar arasi karsilastirmalarda anlamh

farklihiklar saptanmstir.

Tablo 4.8. Serum - Metivonin (mg/L) Diizeylerinin Giinlere ve Gruplara Gére Ortalama Degerleri

Uygulama| 1. Giin | 2. Giin 4, Giin 8. Gin 16. Giin | 32. Giin | 64. Giin
Grubu (n=35) | (n=3) (n=15) (n=13) (n=235) (n=15) (n=16)
Kontrol | 116.78+4.4(124.79=8.1 [150.56+14.7 159.75=5 4% |163.86+2.32 |140.25+8.12 {140.5+7.13
Ligand |114.73£6.5]115.6115.2]166.83+22.7 162.85=7.32 |164.33£6.72 |145.8+15.92 | 133.9+7.42
Cu(L)2 |100.2216.9124.71=5.3 |146.57£16.6222.64=18.7"192.969.0P |83.27+20.65[154.7222.12
Zn(L)y [122.86=14.2115.93215.4[168.71£21.6/179.78=21.22|186.96+6.10 [177.51+16.6P| 163.1+8.50

D . . . - . -
*:p<0.05 **:p<0.01: -:Onemlidegil

p degerleri Kruskal Wallis varyans analizi sonucuna gore diizenlendi.

a, b : Gun iginde kontrol grubu ile diger gruplann ikili karsilastirmalar: sonucunda kontro! grubuna gbére

anlamli ¢ikan farkhihklan belirtmektedir (p < 0.0166).
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Sekil 4.8. Serum - Metiyonin ditzeylerindeki degisiklikler

4.1.9. Serum - Triptofan Diizeyleri

MBORENN

1. Giin
2. Giin
&, Giin
2. Gin
186, Giin
. 15in
. \5in

Gruplara ait ortalama serum - triptofan diizeyleri Tablo 4.9 ve Sekil 4.9'da

verilmistir. Serum - triptofan diizevlerinde gruplar arasinda anlamli farkhiliklar

g6zlenmistir.

Tablo 4.9. Serum - Triptofan {mg/L) Diizeylerinin Giinlere ve Gruplara Gore Ortalama Degerleri

Uygulama| 1. Giin | 2. Giin 4. Gilin | 8. Giin 16. Glin | 32. Giin | 64. Glin

Grubu (n=5)] (n=Y5) (n=35) | n=95) (n=5) (n=15) (n=106)

Kontrol |35.4620.6 | 35.47+2.9 | 50.57+2.6 | 59.06+3.6 |63.31£4.22 | 61.21x6.22 | 65.03£8.5

Ligand |36.438.8 | 36.30+5.6 | 56.72+8.5 |61.59+12.0 [75.85+3.1° [78.71+11.20 |55.3211.5

Cu(L)y |33.46+5.8 | 36.35+3.6 |47.85£17.7 | 66.28+2.7 |81.92:4.9> 184.77+10.0 |54.15%13.7

Zn(L)2 [32.92+4.9 | 34.86+5.0 | 44.77+4.1 [71.27+12.6 | 78.65£4.4> | 77.55+9.4b |66.29+11.9
D ] . . . . - .

**:p<0.01; -:Onemlidegil

p degerleri Kruskal Wallis varyans analizi sonucuna gbre dtizenlendi.

a, b : Giin i¢inde kontrol grubu ile diger gruplarin ikili karsilagtirmalar1 sonucunda kontrol grubuna goére

anlamh ¢ikan farkliliklart belirtmektedir (p < 0.0166).
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Sekil 4.9. Serum - Triptofan diizeylerindeki degisiklikler

4.1.10. Serum - izol6sin Diizeyleri

Gruplara ait ortalama serum - izoldsin diizeyleri Tablo 4.10 ve Sekil 10'de
verilmistir. Serum - izolosin diizeylerinde gruplar arasinda anlamli farkhliklar

gdzlenmistir.

Tablo 4.10. Serum - Izol8sin (mg/L) Diizeylerinin Giinlere ve Gruplara Gore Ortalama Degerleri

Uyeulam| 1.Gln | 2. Giin | 4.Giin | 8. Giin 16. Giin | 32. Gin | 64. Giin

a

Grubu m=5)]| (n=5) g’mn =5) | n=15) (n=15) n=35) (n=06)

Kontrol [76.47£3.4 | 81.64+6.4 | 87.58+8.9 |128.10+6.8 |114.34+6.72 [12]1.20+£6.32 {134.51£7.6

Ligand |76.84=1.1 85.85#:4.6 92.75+2.0 [119.6£14.5 [142.74+5.9P [139.46+5.10 [135.31214.6

Cu(L)2 [70.4629.2 | 82.64+8.0 | 93.07+9.5 [124.75+8.4 |151.72+7.65 [147.16+8.80 [127.42220.9

Zn(L)2 180.37+5.7 { 94.31+9.7 { 94.90+8.3 {118.6+11.3 [143.85+4.30 {142.9£12.3b {143.89+25.2
p R . . . *ok * .

*:p<0.05 **:p<0.0l; -: Onemli degil

degerleri Kruskal Wallis varyans analizi sonucuna gtre diizenlendi.
= o

a, b : Gin iginde kontrol grubu ile diger gruplann ikili karsilastirmalart sonucunda kontrol grubuna gore

anlaml ¢tkan farkhiliklar belirtmektedir (p < 0.0166).
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Sekil 4.10. Serum - izol6sin diizeylerindeki degisiklikler

4.2. Isik Mikroskobik Bulgular

4.2.1. Karaciger

Kontrol grubuna ait karaciger dokusunda hepatositler, vena sentralis ve
sintizoidler normal goriintimlitydi (Resim 4.6.).

Ligand ve Zn(L), verilen gruplarin karaciger dokusu gériintimleri kontrole avii
goriiniundeydi. Fakat Cu(L); verilen gruplarda siniizoidlerin genisledigi ve vena

sentralis duvarlarinda kalinlasma ve hiicre yogunlasmasi gézlendi (Resim 4.7. - 4.10.).

4.2.2. Bobrek

Nontrol grubuna ait bobrek dokusunun glomerul ve tiibiil yapilarinin normal
gorlinimlii olduklari gézlendi.

Ligand, Cu(L), ve Zn(L); verilen gruplarda da yapisal olarak bir degisiklik
gozlenmedi. Sadece Zn(L)> wverilen gruplarin proksimal tubullerinde homojen

gériiniimli madde birikimi gézlendi (Resim 4.1. - 4.5.).

4.2.3. Adren

Kontrol grubunun adren dokularinin korteks ve medullast normal
g6riintimltydii.
Ligand. Cu(L); ve Zn(L); verilen gruplarin goriintimleri kontrollerle

karsilagurildiginda bir degisiklik gézlenmedi (Resim 4.11. - 4.12.).
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4.3. Scgilen Dokulann Isik Mikroskobik Goriiniimleri

Resim 4.1. Kontrol grubuna ait rat bobrek korteksinin 151k mikroskobik goriiniimii. Glomeriil (G),
Proksimal Tubiil (P), Distal Tubiil (d), H.E.x10

Resim 4.2. Ligand verilen gruba ait rat bobrek korteksinin 151tk mikroskobik goriiniimii. Glomeriil (G),

Proksimal Tubiil (P), Distal Tubiil (d), H.E.x10
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Resim +4.3. Cu(L), verilen gruba ait rat bobrek korteksinin 11k mikroskobik goriiniimii. Glomeriil (G),

Proksimal Tubiil (P), Distal Tubiil (d), H.E.x10
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Resim 4.4. Zn(L); verilen gruba ait rat bobrek korteksinin 151k mikroskobik goriiniimii. Glomeriil (G),

Proksimal Tubiil (P), Distal Tubiil (d), H.E.x10



Resim 4.6. Kontrol grubuna ait rat karaciger dokusunun goriiniimii. Vena sentralis (V), Hepatosit (h),

Sinuzoid (S), H.E.x10
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Resim 4.7. Ligand verilen gruba ait rat karaciger dokusunun goriiniimii. Vena sentralis (V), Hepatosit

(h), Sinuzoid (S), H.E.x10

Resim 4.8. Zn(L); verilen gruba ait rat karaciger dokusunun gériiniimii. Vena sentralis (V), Hepatosit

(h), Sinuzoid (S), H.E.x10
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Resim 4.9. Cu(L); verilen gruba ait rat karaciger dokusunun goriiniimii. Vena sentralis (V), Hepatosit

(h), Sinuzoid (S), H.E.x10

Resim 4.10. Cu(L); verilen gruba ait rat karaciger dokusunda Vena sentralis duvarinin (ok) kahinlagu:

gozlenmekte. Hepatosit (h), Sinuzoid (S), H.E.x10
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Resim 4.11. Kontrol grubuna ait rat adren bezi korteks yapisimn 151k mikroskobik goriiniimii, Kapsiil

(ok), Z. glomeruloza (g), Z. fasikiilata (f), HE.x10
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Resim 4.12. Kontrol grubuna ait rat adren bez yapismmn korteks ve medullasinin (M) 151k mikroskobik
goriiniimii. Z. fasikiilata (f), Z. retikiilaris (r), HE.x10
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4.4. Uvgulama Siiresindeki Agirhik Degisimleri

Tablo 4.11. ve Sekil 4.11.'de goriildligti gibi uygulama siiresinde deney
gruplarinda agirlik degisimleri gozlendi. Ligand ve Zn(L); gruplarnindaki degisim
kontrol grubu ile paralel seyrederken. Cu(L); grubunda 16. ve 32. gilinlerde agirliklarin
en diisiik seviyeve indigi goriildii. 32. glinden sonra Cu(L); grubunun agirhginda artis

oldugu gozlendi.

Tablo 4.11. Uyvgulama Stiresince Gruplardaki Agirlik Degisimlerinin Ortalamalari (gr)

Uygulama GUNLER

—
3]
4
[o0)
—
N
()
o
(@)}
N

Grubu Baslangi¢

8]
i
9
[O%]
[\
(@)}
i
(@)}

Kontrol 251.5 251.4 | 251.6 270.1 |285.7 {315.1

Ligand 248.4 248.3 | 248.1 [ 248.7 | 256.6 | 265.6 | 275.7 ]306.1

1o

Cu(L)> 246.7 246.6 | 246.53 | 245.1 | 2449 | 242.7 | 230.5 |258.7

Zn(L), 242.6 242.7 | 242.6 | 244.1 | 2552 | 267.6 |270.5 [295.6

‘a? P E
*
200 4 - .
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.= A a Kontral
< I + Ligand
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| 1
&1 &a

Sekil 4.11. Uygulama stiresince gruplardaki agirlik degisimleri
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5. TARTISMA

Serbest radikaller son yillarda ilizerinde en ¢ok durulan ve arastirmalarin
yogunlagtigi bir konudur. Serbest radikallerin hiicresel kaynaklari, rol oynadiklari
reaksiyonlar ve serbest radikallere karst hiicresel savunma mekanizmalarinin agikliga
kavugmasi ile bu molekiillerin kanser, seker, kalp hastaliklari gibi birgok hastalikla
iliskisi aydinlatiimaya ¢alisilmistir (Sudha ve dig., 2001).

Biyolojik sistemlerde hem normal metabolizmanin yan {iriinii olarak hem de
yabanci maddelerin etkisiyle meydana gelen serbest radikaller hiicre membranlarina
zarar verirler ve degisik hastaliklarla etkilerini g&sterirler. Organizmada bu bilesiklerin
zararl etkilerine karsi kiiglik molekiil agirlikli radikal tutuculart ve enzimlerden olusan
savunma sistemleri bulunmaktadir. Serbest radikallerin reaktif yapilarn ve g¢ok kisa
omiirlii olmalan dogrudan tayinlerini gii¢lestirmektedir. Bu nedenle serbest radikal
reaksiyonlarinin {rlinleri ve savunma sistemlerinin incelenmesi pek ¢ok arastirmaci
tarafindan tercih edilmektedir (Matez ve dig., 1999).

Bu arastirmada ratlara deri altt uygulamasi ile verilen TSC tiirevi ve metal
komplekslerinin bazi antioksidan ve oksidan parametreler ile amino asit diizeylerine
olan etkilerinin kontrol grubu ile karsilastirilmalarinda farkli etkilere sahip olduklari
goritlmiistiir.

Kontrol Grubu ile Ligand Grubunun Karsilagtirilmas:

Yapilan g¢alismada kontrol grubu ile ligand grubu kivaslamalarinda eritrosit
GSH-Px aktiviteleri (Tablo ve Sekil 4.1), serum selenyum (Tablo ve Sekil 4.2), MDA
(Tablo ve Sekil 4.3) , C vitamini (Tablo ve Sekil 4.4), E vitamini (Tablo ve Sekil 4.6)
ile valin(Tablo ve Sekil 4.7)  ve metiyonin (Tablo ve Sekil 4.8) amino asitleri
diizeylerinde istatistiksel bir farklilik g6zlenmedi. Serum A vitamini (Tablo ve Sekil
4.5) ile triptofan (Tablo ve Sekil 4.9) ve izoldsin (Tablo ve Sekil 4.10) amino asitleri
diizeylerinde istatistiksel agidan 6nemli bir farklilik gézlendi (p<0.0166).

Eritrosit GSH-Px aktivitesi, serum - selenyum, C vitamini, MDA, E vitamini,
valin ve metiyonin diizeylerinde farklilhik goriilmemesi ligandin bu parametreler ve
metabolizmalar: tizerinde herhangi bir etkiye sahip olmadiginin géstergesi olabilir.

Ligand grubunda A vitamini miktarlar1 8. ve 16. giinde en yiiksek degerlere
ulasmustir. Diger glinlerde ise istatistiksel olarak kontrol grubundan farkl: degildir. 8. ve
16. giinlerde A vitamini diizeyindeki bu artig ligandin zayif bir antioksidan etki
sergilemesine baglanabilir.

Tablo ve Sekil 4.9'a bakildiginda 16. ve 32. giinlerde ligand triptotan
diizeylerinin kontrolden yliksek ¢iktig1 goriilmektedir (p<0.0166). Bu sonug¢ ligandin
triptofan metabolizmasi tizerinde etkili oldugunun gostergesi olabilir.

Yine Tablo ve Sekil 4.10'da 16. ve 32. giinlerde izoldsin diizeylerinin kontrole
gore farklandig: goriilmektedir (P < 0.0166).
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Ligandin amino asit metabolizmasina olan etkisine bakildiginda valin ve
metiyonin diizeylerini degistirmedigi, triptofan ve izol6sin diizeylerinde bir artisa sebep
oldugu gorilmektedir.

Kontrol Grubu ile Zn(L); Grubunun Karsilagtiriimasi

Zn(Il). vicuttaki farkli organlarin fonksiyonlar1 ve diizenli gelisimi i¢in gerekli
olan bir eser elementtir. Cinko eksikligi negatif azot dengesi, psikiyatrik semptomlar.
organizmanin savunma sisteminde zayiflama, yara iyilesmesinde gecikme ve gelisim
bozuklugu ile goriilebilir. Deney hayvanlarinda, ¢inko eksikliginin lenf dokusunda
onemli etkilere sebep oldugu belirtilmistir. Yapilan arastirmalar, ¢inkonun lenfosit
hiicrelerinin ¢ogalmasinda ve hiicre (riinlerinin diizenlenmesinde 6nemli bir rol
oynadigini géstermistir (Al-Bader ve dig., 2000).

Kontrol ile Zn(L)> grubu kiyaslamalarinda, eritrosit GSH-Px enzim aktivitesinin
(Tablo ve Sekil 4.1), serum selenyum (Tablo ve Sekil 4.2), MDA(Tablo ve Sekil 4.3).
C vitamini (Tablo ve Sekil 4.4), A vitamini (Tablo ve Sekil 4.5), valin (Tablo ve Sekil
4.7) diizeylerinin istatistiksel olarak degismedigi gézlendi. Serum - E vitamini (Tablo
ve Sekil 4.6). metiyonin (Tablo ve Sekil 4.8), triptofan (Tablo ve Sekil 4.9) ve izol6sin
(Tablo ve Sekil +4.10) diizeylerinin ise arttig1 gdzlendi(p<0.0166).

Tablo 4.3.'de goriildigii gibi Zn(L), grubunun MDA diizeylerinde 8. giin
degerleri hari¢ anlamli bir farklilik olmamasina ragmen 64. giine kadar diizenli bir
azalma oldugu goriilmektedir ve kontrol grubuyla yakin degerlere sahiptir.

Hrnciarava ve dig. (1998) diabetik ratlara tiyosemikarbazon tiirevleri vererek
lipit peroksidasyonunun derecesini arastirmislar ve MDA diizeyinin azaldiini
gézlemislerdir.

Yine 2-aril-3-[4-(stibstitiie fenil)-3-tiyosemikarbazon] indol tiirevlerinin
hipoosmotik hemolize kars: insan eritrosit hiicre membranini koruma yetenegi ve rat
homojenize karacigerinde lipit peroksidasyonunu 6nledigi belirtiimistir (Kaur ve Ali,
1982). Zn(L); grubuna ait MDA verileri bu ¢alismalarla uyumludur.

Tablo ve Sekil 4.5.'de yine Zn(L); grubu A vitamini diizeyleri 1. ve 2. giinde
kontrole gére bir artisa (p<0.0166) sebep olmus iken diZer glinlerde tekrar normal
degerlere ulastig1 gozlenmistir.

Tablo ve Sekil 4.6'da goriilecegi lizere E vitamini diizeylerinin 16., 32. ve 64.
giinlerde tiim gruplar i¢inde en yliksek degerlere ulastig1 goriilmektedir (P < 0.0166).

A ve C vitamini, MDA, Se miktarlar1 ve GSH-Px enzim aktivitesinin kontrol ile
aynt olmasi, E vitamini miktarinin da artmast Zn(L); kompleksinin antioksidan 6zellik
gistermis olabilecegi sorusunu akla getirmektedir. Belirtildigi gibi kontrole gére MDA
diizeyinde diizenli bir azalma ile E vitamini dtizeyindeki artis bunun gostergesi olabilir.

Serbest radikal olusumundaki artiy MDA diizeyi ve GSH-Px enzim
aktivitesinde artmaya, E vitamini diizeyinde ise azalmaya neden olur (Bott ve Green,

1991; Novelli ve dig., 1997; Diplock, 1991). T avonos T NURTLE
POKIANTASY 0N BFERIETR
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Jeon ve dig. (2002) antioksidan o&zellik gosteren maddeleri (naringin ve
probukol) diyet ile tavsanlara verdiklerinde bu maddelerin plazma MDA ve A vitamini
diizeyini etkilemedigini, E vitamini dlizeyini ise, kullammini azaltarak yiikselttigini
gdzlemislerdir. Bu sonuglar bulgularimizla uyumludur.

Serum metiyonin, triptofan ve izol6sin amin oasit diizeylerinin Zn(L); grubunda
kontrole gore artis gostermesi (p< 0.0166), Zn(L)> kompleksinin bu amino asitlerin
metabolizmasinda etkili oldugunun bir géstergesi olabilir.

Kontrol Grubu Ile Cu(L); Grubu Karsilastirmalar:

Cu(Il), farkli organlarin fonksiyonlari ve normal gelisimi i¢in esansiyeldir.
Hipokupremiya (dusiik bakir miktarn), erken doganlarda diisiik dogum agirligina sebep
olmaktadir. Ayrica bakur, lizil oksidaz, sitokrom oksidaz ve Zn-Cu siiperoksit dismutaz
gibi bir¢ok enzimin fonksiyonu igin gereklidir (Al-Bader ve dig., 2000). Bakur.
potansivel bir hepatotoksin olarak bilinmektedir. Karaciger hasari olusturmasi hiicre
membram vag asitlerinin dahil edilebilecegi lipit peroksidasyonuna bir delil olabilir.
Cu(Il), diger mekanizmalar ile birlikte, hemoglobin (Hb) ile etkilesim ve Haber-Weiss
reaksiyonunda ferrik demirin sibstitiisyonu ile lipid peroksidasyonunu baslatmaya
sebep olan reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu katalizleyebilir (Sokol ve dig., 1989).

Kontrol ile Cu(L), grubu karsilastirmalarinda, serum-selenyum (Tablo ve Sekil
4.2). C vitamini (Tablo ve Sekil 4.4), valin (Tablo ve Sekil 4.7) diizeylerinin istatistiksel
olarak degismedigi gozlendi.

Eritrosit GSH-Px aktivitesi (Tablo ve Sekil 4.1), serum MDA (Tablo ve Sekil
4.3). metiyonin (Tablo ve Sekil 4.8), triptofan (Tablo ve Sekil 4.9) ve izolésin(Tablo ve
Sekil 4.10) amino asit diizeylerinde istatistisel agidan anlamli bir artis gozlendi
(p<0.0166). Serum A vitamini (Tablo ve Sekil 4.5), E vitamini (Tablo ve Sekil 4.6)
diizeylerinde ise azalma gozlendi (p<0.0166).

Kontrol grubuna gore, Cu(L), grubunda eritrosit GSH-Px aktivitesinde 8.. 16..
32.. 64, glinlerde istatistiksel anlamda bir artma gozlendi (p < 0.0166).

62Cu isaretli Cu(Il) piirivaldehit bis(N4-metil tiyosemikarbazon) [Cu(PTSM)]
bilesiginin. ratlarda, intraselliiler siilfidril gruplarina (GSH) olan etkisi incelendiginde.
bu bilesigin kontrol grubuna goére buyiik farkliliklarda GSH azalmasi olusturdugu
goriilmiistiir (Bott ve Green, 1991). Bulgularimiz bu aragtirma ile uyumludur.

Serum MDA diizeyleri de Tablo ve Sekil 4.3.'de gériildiigii gibi, Cu(L)>
grubunda kontrol degerlerine goére 8., 16. ve 32. giinlerde yiiksek ¢ikmistir (P < 0.0166).

Novelli ve dig. (1997) antimalariyal 6zellik g6steren azometin H'nin yan
etkilerini incelemis ve bu maddenin kullanimi stirecinde reaktif oksijen tiirlerinin
olusumunu ratlarda MDA diizeyleri ve alanin transaminaz (ALT) ile amilaz
enzimlerinin serum aktivitelerinin artist ile gostermislerdir. Cu(L)> bilesiginin benzer

bir etkive sahip oldugu ve sonuglarimizin bu ¢alisma ile uyustugu gériilmektedir.
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A vitamini (Tablo ve Sekil 4.5.) miktarlari ise 1. giinden itibaren azalmistir (p <
0.0166).

Brandt ve dig. (1997) siirekli stres altindaki ratlarin plazma vitamin A
diizevlerini 6lgmisler ve on glinlik stire¢ icerisinde vitamin A diizeylerinin p < 0.001
diizevinde azaldigim goézlemislerdir.

Karatas ve dig. (2002) baliklarla yaptiklart bir ¢galismada Cu(Il) tuzu. bir tiyazol
tlirevi ve bu bilesigin Cu(Il) kompleksinin serbest radikal tirettigini. antioksidan 6zellik
gosteren A. E. C vitaminlerinin doku konsantrasyonlarindaki énemli bir azalma ile
gozlemislerdir. Bulgularimiz bu literatiirler ile uyumludur.

Serum - E vitamini diizeyleri Tablo ve Sekil 4.6.'da gorildiigi gibi kontrol
grubuna gore 8. glinden itibaren azalmaya baslamustir (p< 0.0166).
| Novelli ve dig. (1995) sitmay1 6nleyici ilaglarda Schiff bazlarinin bazi metal
komplekslerinin aktif oksijen tirettigini Byrnes ve dig. (1990) ise tiyosemikarbazon-Cu
kompleksinin oksidatif strese sebep oldugu savim ileri slrmislerdir. Glglit bir

antioksidan olan E vitaminin serum diizeylerindeki azalma Cu(L)> kompleksinin

oksidatif stres olusturdugunun bir delili sayilabilir.
Cu(L)y grubundaki metiyonin 8. giinden, triptofan ve izoldsin amino asitleri ise

16. giinden itibaren kontrol grubuna gére artis gostermistir (p< 0.0166). Amino asit
diizevlerindeki bu artis Cu(L); kompleksinin ligand ve Zn(L)> kompleksinde oldugu
gibi bu amino asitlerin metabolizmasini etkilemis olmasiyla agiklanabilir.

Cu(L); kompleksinin serum metiyonin, triptofan ve izolSsin diizeylerini en

vitksek degerlere c¢ikardigi donemin Sekil 4.11.'de goriildiigti gibi agirliklarim
minimum oldugu doneme rastlamasi dikkat ¢ekmektedir.
‘ Antioksidan parametreler agisindan bakildiginda Cu(L)> grubunda en yiiksek
GSH-Px enzim aktivitesi ve serum MDA diizeyi ile en diisiik vitamin A ve E degerleri
ile Tablo ve Sekil 4.11.'deki agirlik degisimleri kiyaslandifinda agirliklarin minimum
oldugu 16. ve 32. giinlerde ¢alisilan antioksidan parametrelerin en fazla etkilendigi
goriilmektedir.

Bu veriler 1s1¢inda Cu(L); kompleksinin ratlarda oksidatif stres olusturarak
serbest radikal olusumunu artirdigy ileri stiriilebilir.

Serum selenyum, C vitamini ve valin amino asidi diizeylerinde ligand grubunda
oldugu gibi kontrole gére bir farklilik olugsmamistir. Bu durum Zn(L); grubu igin de
gecerlidir. Bilindigi gibi selenyum GSH-Px enziminin kofaktoriidiir. GSH-Px
aktivitesindeki artisa paralel olarak selenyumun artmasi beklenen bir durumdur.
Bulgularimiz ise literatiir bilgileri ile geliskilidir. Bu durum serum selenyum diizevinin
degisken olmasina baglanabilir. Sa¢ selenyum degerleri ise daha uzun siirede

etkilenmektedir.
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C vitamini diizeylerinin degismemesi hayvanlarin iyi ve diizenli beslendiginin
bir gostergesi olabilir. Valin diizeylerinde bir farklilik olusmamasi ise bu maddelerin
valin metabolizmasi tizerine bir etkilerinin olmadig1 kanisina varmamizi saglayabilir.

Isik Mikroskobik Sonuglarin Yorumlanmasi

Tivosemikarbazon tiirevierinin doku hasart olusturup olusturmadigi konusunda
fazla literatiire rastlanilmamistir.

Bir tivosemikarbazon tiirevi olan ambazon'un (1,4-benzokinon-guanilhidrazon-
tiyosemikarbazon) !4C isaretli olarak farmakokinetik ¢alismalari yapilmis. bu calismada
0.08. 1. 5 ve 24 saat siirevle ambazon miktart cesitli dokularda olgtilmistiir.
Uygulamalar damar ici ve oral olarak yapimistir. Olglimler, ambazonun tam olarak
absorplanmadigint, hizli bir sekilde farkli dokulara dagildigini ve tercihli olarak
bsbreklerde elimine edildigini gdstermistir. Ambazonun absorpsiyonu % 43'i
gecmemektedir. Ambazonun absorpsiyonu. fizikokimyasal 6zelliklerine bakilarak
aciklanabilir. Bilesik suda ¢ok az ¢dziinmekte, yagda sudakinin 4 katt daha fazla
¢coziinmektedir. Fizikokimyasal Ozelliklerinden dolayt hiicre membranina giiclii bir
sekilde baglanimi ve ekstrasellliler bélgedeki dagilimi muhtemeldir (Kihnel ve dig..
1988).

En viiksek konsantrasyonlar. en iyi kan saglanan dokular olan akciger, karaciger
ve bibreklerde tespit edilmigtir. Dalak ve timustaki yliksek ve uzun siireli aktivitesi
bilesigin immiinomodulatér etkisiyle agiklanmistir (Gutsche ve dig.. 1984). Oral
muameleden sonra daha yiiksek karaciger degerleri. daha yiiksek biyotranstormasyonla
aciklanmistir. Bu antineoplastik bilesigin yiiksek etkinligi, gastrointestinal bélgedeki
veterli absorpsiyonu. sudaki diisiik ¢oziintirligd, klinik kullanimlar igin tercihli olarak
gozoéniine alinabilecegini onermektedir (Ktihnel ve dig., 1988). Bu c¢alismalar dikkate
alinarak deneklerin karaciger, bobrek ve adren dokularinin incelenmesi uygun goriildii.

Hem Cu birikim hastaliklarinda (Wilson's hastalig1 gibi) hem de deneysel olarak
asirt dozda Cu uygulamasi durumunda Cu, karaciger, beyin ve bobreklerde asiri
miktarda birikir. Bu durumda karacigerde hepatitis, fibrosis ve siroz olusur (Sternlieb.
1980).

Myers ve dig. (1993) % 0.125 oraninda bakir asetat solusyonu ile 6 hafta
stiresince maruz kalan ratlann karacier dokularinda 151k mikroskobik olarak histolojik
bir degisiklik goézlenmezken, elektron mikroskobunda lizozomlarin genisledigini.
sekillerinin dlizensizlestigini ve dejenere olduklarini gozlemislerdir.

Sokol ve dig. (1989) yaptiklari ¢aligmalarda CuCly'e maruz kalan ratlarin
hepatositlerinde mikrovilluslarin mevcut olmadigini ve az miktarda endoplazmik
retikulum disinda hiicre organeli icermediklerini elektron mikroskobu ile

g6zlemislerdir. CuCly ile birlikte bir antioksidan olan E vitamini verilen gruplarda

hepatositlerin kontrollere yakin bir gériiniime sahip olduklarint kaydetmislerdir.
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Toyokuni ve dig. (1989) ratlara bakir nitrilotriasetat uygulamasi sonucu
karacigerde mitoz yaygin fibrozis, mikronodiiler siroz. nekroz ve yag dejenerasyonu.
safra kanallarinda proliferasyon, bobrekte proksimal tiibtillerde atipik hicrelerin mevcut
oldugunu 1sik mikroskobu ile goézlemlemislerdir. Elektron mikroskobunda hem
lizozomlarin hem de hepatositlerin yag damlaciklarinda artis oldugunu kaydetmislerdir.

Fuentealba ve dig. (1989) deneysel olarak ratlara verilen bakirin bdbrekte
proksimal tiibiillerde biriktigini, tiibiil hiicrelerinin nekroze olduklarini, hem
lizozomlarin hem de ¢ekirdegin zarar gordiigtinii elektron mikroskobu ile tespit
etmislerdir.

Calismamizda Zn(L)> verilen grubun bobrek proksimal tiibiillerinde homojen
g6rintimlit madde birikimi gézlendi (Resim 4.5.).

Karacigerde L ve Zn(L)> gruplarinda kontrole gore bir farklilasma gériilmedi
(Resim 4.6. - 4.9.). Cu(L)> verilen gruplarda ise siniizoidlerin genisledigi ve vena
sentralis duvarlarinda kalinlasma ve hiicre yogunlagsmasi gézlendi (Resim 4.10.).

Adren dokuda ise L, Cu(L)2 ve Zn(L); gruplarimin goriintimleri kontrolle
kivaslandiginda bir fark goriilmedi (Resim 4.11. - 4.12.).

Bu 151tk  mikroskobik bulgular1 degerlendirildiginde TSC ve metal
komplekslerinin uygulanan dozda ratlarin incelenen dokularinda herhangi énemli bir
hasara sebep olmadig1 ve yapilarin degistirmedigi sGylenebilir.

Sonuc¢

Olgiilen  biyokimyasal degerlere  bakildiginda  deneylerde  kullantlan
tivosemikarbazon tiirevli Schiff bazinin ve bunun Zn ve Cu komplekslerinin farklh
davranislarda bulundugu gériilmektedir.

Cu 6zellikle eritrositlerde oksidatif stres olusturarak serbet radikal olusumunu
artirmaktadir.  Cu(L)»  kompleksinde de Cu(ll)nin indirgenme-yiikseltgenme
potansivelinin kompleksin indirgenme-ylikseltgenme potansiyelini etkileyerek serbest
radikal Gretimini tetikledigi daha muhtemel goériilmektedir. Zn(L);'de de ayni sekilde
metalin viicut i¢in gerekliligi ve diizenleyici etkisinin kompleksin davramsini etkiledigi
aciktir. Ligand grubuna ait 6lgtilen parametrelerin (A vitamini hari¢) kontrol degerlerine
yakin ¢itkmasi ligandin metabolizmada herhangi bir stres olusturmadiginin bir géstergesi
olabilir.

Cu(L)> ve Zn(L)> gruplan Kkarsilastirildiginda, Cu(L)>'nin eritrosit GSH-Px
aktivitesini artirdigi, serum MDA diizeylerini ylikselttigi, antioksidan vitaminlerden A.
E dizeylerini azalttifi g6zlenmistir. Bunun aksine Zn(L)'nin ise antioksidan gibi
davranarak eritrosit GSH-Px aktivitesini etkilemedigi, serum MDA ve A vitamini
diizeylerini kontrol seviyesinde tuttugu, metabolizmada E vitamini kullanimini
azaltarak bu vitaminin serum miktarinin artmasina sebep oldugu 6nerilebilir.

Cu(L)2 ve Zn(L); bilesiklerinin kontrol grubuna gére metiyonin, triptofan ve

izolésin  esansiyel amino asitlerinin serumdaki konsantrasyonlarini artirdiklar
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gozlenmistir. Ligand, Cu(L)>» ve Zn(L); komplekslerinin belirlenen antioksidan
parametreleri farkli etkiledikleri, amino asit diizeylerinde ise ylikselmeye sebep
olduklar1 sGylenebilir.

Valin harig¢ diger {ic amino asidin serum diizeylerinin énce anlamli olarak artisi
ve uygulama siiresinin sonunda kontrol diizeylerine inmesi bu bilesiklerin amino asit
metabolizmasindaki. metiyoninin; S - adenozilmetiyonine doniisiimiinii, triptofanin:
niasin. serotonin ve N-formilkiniire'ye déniislimiini, izoldsinin: a-keto-B-metil valerat'a
dontistimlerini (Emerk, 1997) kismen inhibe etmesiyle ya da bu tiir bilesiklerin DNA ve
RNA sentezini engelleyici etkileri (Rohde ve dig., 1979) ile protein sentezinin
vavaslamasi sonucu daha az amino asit harcanmasina baglanabilir.

Cu(L)2. Zn(L); ve L gruplarinda MDA diizeylerinde ilk giinkii degerlerinin diger
aiinlere oranla viiksek oldugu ve bunun sebebinin enjeksivondan kaynaklanan gegici
stres olabilecegi dusiiniilebilir (Tablo 4.3). Ciuinkii disaridan alinan kimyasallara
metabolizma uvum saglayincaya kadar stres olusumunda bir artis  muhtemeldir.
Enjeksivondan sonraki birinci ve ikinci glinlerde kan alinmasi tablolardaki bazi
parametrelerin giinlere bagh olarak degisiklik géstermesine neden olabilir.

Tablolar incelendiginde uygulama stiresince, Cu(L), grubundaki MDA diizevt ile
A ve E vitaminleri hari¢. gruplarin titmiinde incelenen parametrelerde diizenli bir artig
gorlilmektedir. Bu artis metabolizmanin uygulanan kimvasallara karst zamanla

adaptasyonu seklinde yorumlanabilir.

Cu(L)>'nin bir oksidan olarak davrandigi fakat ayni zamanda da amino asit
diizevlerini etkiledigi. L ve Zn(L)>'nin ise oksidan 6zelliginin olmadig:, belki de bir
antioksidan tavir sergiledigi sdylenebilir. L ve Zn(L)7'nin bu tlir davranisinin yani sira.
vine amino asit diizeylerini etkiledigi goriilmektedir.

Tivosemikarbazon-Schiff bazi tiirevi olan  bilesigimizin  ve  metal
komplekslerinin herhangi bir doku hasar olusturmadigi, 6zellikle Zn(II) kompleksinin
antioksidan gibi davrandigi ve serbest radikal olusumunu kismen onledigi ileri
stirlilebilir.

TSC tiirevlerinin arastirtlan birgok farmakolojik &zelliklerine ilave olarak
aragtirdiimiz bu parametrelerinde literatiir bilgisine katkida bulunacagi kanisindayiz.
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