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ONSOZ

Tiyofen tiirevi bilesikler cesitli farmakolojik aktivitelerinden dolay1 kimya, biyoloji
ve farmakoloji bilim dallarinda ilgi gérmektedir.

Tiyofen bilesiklerinin biyolojik aktiviteleri in vitro olarak bir¢cok ¢aligmaya konu
olmustur. Ilgili literatiirlere dayanarak yaptigimiz tez ¢alismasinda, siklobiitan halkas:
iceren tiyofen bilesiklerinin in vitro olarak antitimoér ve antioksidan &zellikleri
arastirilmistir.

Iigili bilgiler 1518nda bu tezi hazirlamamda yardimlarini esirgemeyen degerli
hocam Dog¢. Dr. Mustafa KARATEPEye tesekkiirlerimi sunmay1 bir borg bilirim.

Ayrica Tiyofen tiirevi bilesiklerin sentezini gerceklestiren Dog¢. Dr. Metin
KOPARIR’a, ayn1 zamanda antioksidan calismalarimizdaki yardimlarmdan dolayi, Ars.
Gor. Serhat KESER ve doktora dgrencileri Sibel SELCUK ile Naci Omer ALAYUNT a
tesekkiirlerimi sunarim.

Aragtirmalarim sirasinda bana her tiirlii destegi veren, caligmalarim siiresince

gostermis olduklar1 sabir ve desteklerinden dolay1 aileme tesekkiirlerimi sunarim.
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OZET

Bu arastirmada, tiyofen ve siklobiitan gruplarini iceren bilesiklerin hiicre kiiltiirii
ortamina ilave edilmesi ile lipit peroksidasyonunun derecesini gdsteren MDA, antioksidan
A ve E vitamini diizeyleri lizerine olan etkisi, in vitro sartlarda antioksidan 6zelligi ve
antitimor aktivitesi arastirildi.

Deney gruplar1 arasindaki karsilagtirilmalarda MDA ve vitamin A diizeylerinin
istatistiksel olarak (P<0.05) degistigi gozlendi. Olgiilen parametreler ve deney siiresince
canli hiicre sayisma bakildiginda bilesiklerin L 1210 hiicre tipinde etkili bir sitotoksik
aktiviteye sahip oldugu gorildi.

Sonug olarak, Olgiilen parametrelere bakildiginda kullanilan biitiin maddelerin

oksidatif stres olusturdugu goriilmektedir.

Anahtar Kelimeler: HPLC, Tiyofen, Siklobiitan, MDA, Antioksidan Aktivite, Antitimor
Aktivite



ABSTRACT

Investigation of the Antioxidant and Antitumour Properties of Some Cyclobutane

Ring Containing 2,5-thiophene Diacyl Compounds.

In this research, the effect of tiophene derivatives on the MDA concentration which
is an indicator of Lipid peroxidation, antioxidant vitamins A, E and in vitro antioxidant
activity and antitumour activity were investigated in cell culture media.

In the comparison done among groups, it was observed that MDA and vitamin A
concentrations were statistically (P<0.05) changed. Looking at the measured parameters
during the experiment, the number of live cells, the compounds is seen an effective
antitumour activity in the L 1210 cell types.

In conclusion, the parameters measured here in the show that all used compounds

caused a considerable oxidative stress.

Key Word: HPLC, Thiophene, Cyclobutane, MDA, Antioxidant Activity, Antitumour
Activity.
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1. GIRiS

Tiyofen tiirevi bilesikler ¢esitli farmakolojik aktivitelerinden dolay1 kimya, biyoloji
ve farmakoloji bilim dallarinda ilgi gormektedir. Bu tiir bilesiklerin metaller ile
kompleksleri de hazirlanmis ve calisilmistir.

Molekiiliin yapismin ve konformasyonunun bu tiir bilesiklerin biyolojik
aktivitelerini oldukg¢a degistirdigi belirtilmektedir [1]. Bu gibi calismalar daha aktif
bilesiklerin sentezini veya dogal bilesiklerin davranigini anlamaya yardimei olacaktir.

Bu tiir maddeler herpes simplex viriis tip 1’ in replikasyon inhibitorleri olarak, anti
mitotik, sistein veya serin proteazlarin inhibitdrleri, uyusturucu reseptor analjezikleri ve 5—
HT antagonistleri olarak farmakolojik kimya acisindan yogun bir sekilde arastirilmaktadir
[2].

Farkli stibstitie Benzo [b] Tiyofenler Ostrojen reseptor modiilatorleri olarak
sec¢ilmis, osteoporozun tedavisinde Raloksifen’in yapisinda kullanilmistir [3,4]. Benzo [b]
Tiyofen kalintilar1 biyolojik aktif kiiglik molekiillerde 6nemli bir merkez olarak
belirlenmistir. Zileuton, anti astim ila¢ olarak kullanilmaktadir [5], 5-lipogenazin
potansiyel bir inhibitoriidiir [6].

Ferreira ve arkadaslari, raloksifen’in yapismma benzeyen benzo [b] tiyofen
tiirevlerinin, menopoz sonrast kadinlarda akciger kanseri riskini azalttig1 disiiniilen
Ostrojen reseptdr modiiletorii olarak belirlemisler ve sentezlemislerdir. Ayn1 zamanda bu
bilesiklerin in vitro antitiimor aktivitesi incelenmistir. Bu maddelerin bazilarinin, dstrojen
reseptoriine karst 1yi bir affinite sergiledigi ve faydali antitimor 6zellikler gosterdigi
belirtilmistir [7].

Di aril amin iskeleti ve Benzo [b] Tiyofen sistemler, biyolojik aktif bilesikler
olarak oldukg¢a ilgi cekmektedir [8].

Pinto ve arkadaglari, di hetero aril aminlerin Benzo [b] Tiyofen tiirevlerini
hazirlayarak antifungal aktivitelerini arastirmislardir. Aril tiirevlerinde hidroksil grubunun
varliginin antifungal aktivite i¢cin gerekli oldugunu bulmuslardir. Yine piridin tiirevlerinde
bu etkinin arttigin1 goézlemislerdir [9].

Ortokloro diaril aminlerin ve heteroaromatik tetrasiklik sistemlerin Benzo [b]
Tiyofen bilesiklerinin sentezlendigi bir c¢alismada, antimikrobiyal Ozellikleri de

incelenmistir [10].



Romagnoli ve arkadaslari, tiyofenlerin kalkon ve 2 ve 3 amino Benzo [b] Tiyofen
tirevlerini hazirlayarak biyolojik 06zelliklerini incelemislerdir. Biitiin  bilesiklerin
mikromolar konsantrasyonlarda kanser hiicrelerinin gelisimini inhibe ettigini bulmuslardir
[11, 12].

Radwan ve arkadaslari, ise CS5 siibstitiie Benzo [b] Tiyofen alkil, siklo alkil, aril ve
heterosiklik aminlerle tiirevlerini hazirlayarak bu bilesiklerin  anti-inflammatuar
aktivitesini incelemisler ve yiiksek derecede biyolojik aktivite gosterdigini belirlemislerdir
[13].

Jiao ve arkadaslari, fenil propan amido benzamid’in tiyofen tiirevlerini sentezlemis
ve birka¢ insan kanser hiicresi lizerinde antiproliferatif aktivitesini incelemislerdir.
Bilesiklerin iyi bir aktivite sergiledigini gdzlemlemislerdir. Ilave olarak bu bilesiklerin
hiicre dongiisiinde G2 fazin1 azaltic1 yonde etki gosterdigini belirtmislerdir [14].

Stolic ve arkadaslari, tiyofen merkezli bis benzimidazol amidinleri sentezlemis ve
bunlarin DNA ve RNA ile etkilesimlerini incelemislerdir. Bu bilesiklerden bazilarinin ayni
zamanda 1iy1 antitimor ve antiparazidik aktivite gosterdiklerini belirlemislerdir [15].

Piparizin tiyofenlerin sentezlendigi baska bir calismada, bu bilesiklerin adenozin
Al reseptorlerini giiglendirici allosterik 6zellikleri incelenmistir [16].

Parai ve arkadaglari, triarilmetan iceren tiyofenleri sentezlemis ve bunlarmn 3,12 ile
12,5 mikrogram/mililitre konsantrasyonlarinda antitliberkiiler 6zellik gosterdigini
belirlemislerdir [17].

Singh ve arkadaslari, tiyofen 2 karboksi aldehit tiyosemikarbazon’un siklo oktadien
ile Ru(Il) komplekslerini hazirlamis antiamoebik aktivitesini test etmislerdir [18].

Sharma ve arkadaglari, tiyofen-2-karboksi aldehit’in tiyosemikarbazon tiirevlerinin
Bakir-2 komplekslerini sentezlemisler, antiamoebik 06zelliklerini test etmisler ve bu
komplekslerden bazilarinin ticari ilag olan metronidazol’den daha etkili oldugunu
gostermislerdir [19].

Tiyofen-2-karboksi aldehit’in tiyosemikarbazon tiirevlerinin antilosemik aktivitesi
birkag¢ ¢alismaya konu olmustur [20].

Mohammed ve arkadaglari, 2-tiyofen karboksi aldehit aminobenzoik asitten
tiirevlendirilmis Schiff bazmin bazi metal komplekslerini sentezlemis ve antibakteriyel
aktivitesini incelemislerdir. Liganda nazaran metal komplekslerinin daha etkili bir aktivite
gosterdigini belirlemislerdir [21].

Brault ve arkadaslari, kenpaullonun yeni tiyofen analoglarini sentezlemisler ve
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akciger kanserine karsi biyolojik aktivitesini incelemislerdir. Kenpaullon hiicre
boliinmesinde 6nemli bir rol oynayan siklin bagimli kinaz (CDKs) enziminin inhibe
edilmesinde kullanilan bir inhibitordiir. Bu ve benzeri bilesikler sentezlenmis ve 6zellikle
antikanser ¢alismalarda kullanilmistir [22].

Ayrica siklobiitan halkasinin biyolojik aktivite gosteren baska diger bilesiklerle
olan tlirevlerinin antiviral, antineoplastik, antiproliferatif etkileri ve siklobiitan grubunun
bu 6zelliklerin zenginlesmesindeki katkilar1 agiklanmaya calisilmaktadir [23, 24].

Bu amagla yapilan bir ¢galigmada, cis-diamin-1,1-siklobiitan dikarboksilat platin (II)
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
gosterdigi rapor edilmektedir [25].

Yukaridaki literatiirlerden de anlasilacagr gibi bu konu oldukg¢a fazla sayida

calismaya konu olmus ve olmaya devam etmektedir.

1.1. Calismanin Amaci

F.U. Fen Fakiiltesi Kimya Béliimiinde sentezlenmis ve karakterize edilmis olan
[26, 27], tiyofen ve siklobiitan gruplarini iceren bilesiklerin in vifro olarak antitimor ve
antioksidan ozellikleri arastirilmistir. Burada tiyofen ve siklobiitan gruplarmi igeren
bilesikler hiicre kiiltiir ortamima ilave edilerek antioksidan ve antitimor aktivitelerinin
belirlenmesi amaclanmistir. Ayrica bu maddelerin in vifro olarak siiperoksit radikal
indirgeme ve hidroksil radikali yakalama Ozelliklerinin olup olmadiginin belirlenmesi

amaclanmistir.

1.2. Serbest Radikaller ve Antioksidanlar
1.2.1. Serbest Radikaller
Serbest radikaller, hiicre metabolizmas1 sirasinda cereyan eden biyokimyasal
redoks reaksiyonlar1 ile ortaya ¢ikan ciftlesmemis elektrona sahip, reaktif ve kisa dmiirli
kimyasal bilesiklerdir. Serbest radikallere, oksidan molekiiller veya en dogru adlandirma

ile "Reaktif Oksijen Partikiilleri" de denilmektedir [28].



1.2.2. Reaktif Oksijen Partikiillerinin Olusumu

Biyolojik sistemlerde serbest radikaller en fazla elektron transferi sonucu meydana
gelirler. Serbest radikaller pozitif yiiklii, negatif ylkli veya elektriksel olarak notral
olabilirler.

Bir serbest radikalin baslangi¢ iiriinii molekiiler oksijenin indirgenmesiyle olusan

stiperoksit anyon radikalidir (O, ] ). Bir serbest radikal, ¢iftlesmemis elektrona sahip bir

atom veya molekiildiir. Bu {iriin kararsiz bir yapidir ve g¢evresindeki bir organik veya
inorganik yapiya saldirabilir. Peroksit anyonu c¢ozeltiden iki proton alarak hidrojen

perokside doniisiir.

O+ — 0 2% HO,

Canli sistemlerde oksijen radikalinin zararli etkilerine dikkat edilmesi ve bu
radikallerin olusumu ile hemen etkilerinin uzaklastirilmasi1 gerekir. Aksi halde bunlar Fe
veya Cu gibi iki degerli katyonlar1 katalizleyerek daha etkili bir serbest radikal olan
hidroksil radikalini olustururlar [29].

- +3 +2
0% + Fe — O,+Fe

+2 +3
H,0, + Fe — OH~ + HO" + Fe

HO® radikali, canli sistemlere ¢ok zararli olabilecek c¢ok giighii bir radikaldir.
Bir¢ok hastaliklara sebebiyet verebilecek biyokimyasal degisimleri olusturulabilir [30].
Serbest radikaller belli miktarlarda hiicreler tarafindan bazi hiicre i¢i redoks ve sinyal

farkliliklarin1 géstermek gibi fizyolojik faydalar i¢in kullanilabilir [31].

1.3. Antioksidan Tanimi ve Cesitleri

Reaktif oksijen tiirlerinin olusumu ve bunlarin meydana getirdigi hasar1 dnlemek
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 énemli derecede geciktiren ya da



inhibe eden "herhangi bir substrat" olarak tanimlanmaktadirlar. Endojen (dogal) ve eksojen
(ilaglar) antioksidanlar olmak tlizere baslica 2 ana gruba ayrilirlar. Hiicrelerin hem sivi hem

de membran kisimlarinda bulunabilirler [31,32].

Tablo 1: Endojen ve Eksojen Antioksidanlar [31]

A- Endojen (Dogal) Antioksidanlar

I. Enzimler IL. Makromolekiiller | III- Mikromolekiiller
- Siiperoksid dismutaz | - Seruloplazmin - E vitamini ve analoglari
- Katalaz - Transferrin - C vitamini
-Glutatyon peroksidaz | - Ferritin - Tiyol igerenler: GSH
- Glutatyon rediikaz | - Hemoglobin -N-asetil sistein,Metiyonin kaptopril
- Hidroperoksidaz - Miyoglobin - A vitamini-p-karoten
- Sitokrom -C oksidaz - Glikoz
- Urik asit
- Ubikinon
- Bilirubin
B - Eksojen Antioksidanlar (flaclar) Gida Antioksidanlan
- NADPH oksidaz inhibitorleri - Biitil Hidroksitoluen (BHT)

-Endojen antioksidan aktiviteyi artiran
- Biitil Hidroksianisol (BHA)

maddeler

- Non-enzimatik serbest radikal toplayicilar - Sodyum benzoat
- Demir redoks dongiisii inhibitorleri - Etoksikuin

- Notrofil adezyon inhibitorleri - Propilgalat

- Rekombinant h-SOD

- 21 - Aminosteroidler, Indopamid

- Sitokinler, Flavonoidler

- Ksantin oksidaz inhibitorleri

- Barbitiiratlar, Trimetazidin




1.3.1. E Vitamininin Antioksidan Etkisi

E vitamininin normal fizyolojik siire¢lerde ve farkli hastalik durumlarindaki rolii
stirekli olarak arastirilmistir. E vitamini diger biyolojik molekiillerden daha fazla peroksit
radikalleriyle reaksiyona girerek lipid peroksidasyonunu onler ve hiicre yapisini koruyarak
giliclii bir antioksidan etki gosterir [31]. Lipid peroksidasyonunda olusan peroksit
radikalleriyle reaksiyona girerek cok fazla zayif ve etkisiz bir radikal olan tokoferoksil

radikalini olusturur.

0o-TocOH + LOO®* —— a-TocO* + LOOH

Daha sonra tekrar ikinci bir radikalle reaksiyona girerek radikal olmayan bir iiriin

olan LOO - TocQ'yi olusturur.

—
o-TocO* + LOO* LOO - a-TocO

Boylece her tokoferol molekiilii, lipid peroksidasyon zincir reaksiyonlarini

onleyerek antioksidan etkisini gosterir [29].

1.3.2. A Vitamininin Antioksidan EtKisi

Konjuge polienlerin biiyiik kismi benzer biyolojik aktiviteye sahiptir. Karotenoitler,
lipit peroksidasyonu esnasinda ortaya c¢ikan radikalleri onlemede etkilidir ve aktif oksijen
cesitlerini durdurmada etkili olan pigmentler olarak goriiliirler. Karotenoitlerin uzun,
konjuge, ¢ift bagli sistemleri radikal saldirilarina karsi onlar1 iistiin hale getirmektedir. 3
karotenin (CAR) peroksil radikali ile direkt olarak reaksiyona girebilecegi ve karbon

merkezli radikal olusturarak rezonans kararli hale gelecegi belirtilmektedir [33].

CAR + LOO* —» LOO - CAR*

Karotenoitler o - tokoferollerde goriildiigii gibi iki peroksil radikali ile reaksiyona

girebilir [34].
LOO - CAR®* + LOO* ——» LOO-CAR-LOO

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

peroksil radikaline daha etki eder.



LOO- CAR- OOL+ LOO*—» (LOO),-CAR - OOL* *1%% (LOO), - CAR - (OOL),

B-karoten ile peroksil radikalinin reaksiyonundan olusan iiriinlerin bazist son
zamanlarda ESR ile tarif edilmistir. Uriinler bazi epoksitler ile B-karotenin karbonil

tiirevleridir. [35].

1.4. 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 ¢esitli iiriinlere
yikilmasi reaksiyonudur. Serbest radikaller reaktif yapilar1 nedeniyle, basta lipidler,
proteinler ve niikleik asitler olmak iizere yiikseltgenebilen tiim hiicre elemanlar1 ile
etkilesirler [31].

Hiicreleri saran membranlar ve hiicre organelleri, genis miktarlarda poliansature
yag 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 unsurlar1 lipid ve proteinlerdir. Lipid
peroksidasyonu, lipidler kadar mebran proteinlerini de hasara ugratabilir [39].

Cesitli patolojik durumlar sirasinda bir¢ok hiicre tipinde O2'nin rediiksiyonundan
olusan tiirlerin olagan dis1 ve siddetli liretimiyle karakterize oksidatif stresin meydana
geldigi giiniimiizde 1iyi bilinmektedir. Bu oksidatif stresin genel bir sonucu, hiicre
organizasyonunun az Yyada ¢ok degradasyonuyla sonuglanan hiicre lipidlerinin
peroksidasyonudur [31].

Oksijen molekiilii lipidlere karsi yiiksek afiniteye sahiptir. Bu molekiil
hemoglobinden ayrildiktan sonra plazmadaki lipoproteinler ile eritrosit zaridaki 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
biitlinliigiiniin bozulmasi, olusan serbest radikallerin ¢esitli hiicre bilesenleri lizerine zararl
etkileri ve son Tlriinlerin sitotoksik etkileri gibi farkli yollarla hiicre hasarma neden

olduklar1 diistiniilmektedir [40].



Lipid peroksidasyonu ¢ok zararl bir zincir reaksiyonudur. Direkt olarak membran
yapisma ve indirekt olarak reaktif aldehitler lireterek diger hiicre bilesenlerine zarar verir.
Bu bilesikler ya hiicre diizeyinde metabolize edilirler veya baslangictaki etki alanlarindan
diffiize olup hiicrenin diger boliimlerine hasar1 yayarlar. Boylece, bir¢cok hastaliga ve doku
hasarma sebep olurlar. Peroksidasyonla olusan MDA, membran komponentlerinin ¢apraz
baglanma ve polimerizasyonuna sebep olur. Bu da deformasyon, iyon transportu, enzim
aktivitesi ve hiicre yiizey bilesenlerinin agregasyonu gibi intrinsik membran 6zelliklerini
degistirir. Bu etkiler, MDA'nin ni¢in mutajenik, genotoksik ve karsinojenik oldugunu
aciklar. Lipid peroksidasyonu ile meydana gelen membran hasar1 geri doniistimsiizdiir.
Hem insanlardaki ve hem de dogadaki lipid peroksidasyonunu kontrol etmek ve azaltmak

i¢cin antioksidanlar kullanilmaktadir [41].



2. MATERYAL ve METOT

2.1. Uygulamalarda Kullanilan Bilesikler
Boliimiimiizde sentezlenmis ve karakterize edilmis olan [26,27], tiyofen ve

siklobiitan gruplarmni igeren bilesiklerin yapisi agagidaki gibidir.

Sekil 1: 2,5-Di[1-metil-1-fenilsiklobiitan-3-iloil] tiyofen (I)
ngHngzS (MA:428.00)

Sekil 2: 2,5-Di[1-metil-1-mezitilsiklobiitan-3-iloil| tiyofen (II)
C34H4()Ozs (MAZS 12.00)

Sekil 3: 2,5-Di[1-metil-1-(-2-tetralin)siklobiitan-3-iloil|tiyofen (III)
C36H4oozs (MA:53600)



2.2. Uygulamalarda Kullanilan Hiicreler

Antitiimdr aktivitenin belirlenmesi igin L 1210 HUCRE KULTURU (kemirgen
I6semi hiicresi) ve antioksidan aktivitenin belirlenmesi i¢in Saccharomyces cerevisiae
maya hiicreleri kullanildi.

Fungi alemine dahil olan Saccharomyces Cerevisiae tek hiicreli bir
mikroorganizmadir. Saccharomyces Cerevisiae askomisetik bir mayadir. Maya terimi
tomurcuklanma ve enine boliinme gibi aseksiiel (eseysiz) olarak iireyen veya eseyli lireyen
mikroorganizmadir. Saccharomyces Cerevisiae diger mayalar gibi karbonhidratlari
fermente eder. Bira yapimi ve firincilikta kullanilir. Mayalarin yiiksek vitamin igerigi,
besin olarak degerlerini artirir. Bircok Saccharomyces Cerevisiae tiirii diger vitaminler
yaninda 6zellikle B vitaminini sentezlerler [42]. Saccharomyces cerevisiae malt extract
broth'da asilanip etiivde 25 °C'de inkiibe edildi ve eksponensiyel fazda 10° hiicre/mL
almarak deneysel calismalar gerceklestirildi. Bu hiicreler siklikla molekiiler diizeyde
metabolizmanin oksidatif strese cevabi ¢aligmalarinda bir model olarak kullanilmaktadir

[43].

23. L 1210 Hiicrelerinin Cozdiiriilmesi, Flasklara Ekimi, Beslenmesi ve

Boliinmesi

Hiicre kiiltiir bankasindan (sigma, ABD) aldigimiz donmus haldeki L 1210
kemirgen 16semi hiicreleri oda sicakliginda ¢ozdiiriilerek 75 ml flask icerisine aktarildi.
Flask’in igerisine daha onceden hazirlanmis olan DCs (25 ml) ilave edildi ve flasklar,
Nuaire marka, %5 CO2 ortamli inkiibatore (Playmouth, MN, ABD) yerlestirildi. Glinliik
olarak hiicrelerin durumu Soif marka (Soif Optical Inc., Cin) bir inverted mikroskop
kullanilarak kontrol edildi ve {i¢iincli giiniin sonunda flasklarda bulunan DCs cekilerek
tazesiyle degistirildi. Bu islem ii¢ giin araliklarla siirekli tekrar edildi.

Sayilar1 artmaya devam eden hiicreler flaskin tabanini tamamen kaplayarak {ist {iste
tabakalar olusturmaya bagladilar. 15. giinlin sonunda flasklardaki medyum c¢ekildi ve
yerine 3 ml tripsin ilave edilerek inkiibatore yerlestirildi. 2-3 dakikada bir flasklar hafifce
sallanarak hiicrelerin yapistiklar1 ylizeyden ayrilmalari saglandi. Tiim hiicreler flaskin
ylizeyinden ayrildiktan sonra flasklarin icericine 12 ml DCs ilave edildi ve dikkatli sekilde
triturasyon (slispansiyonun pipet icerisine cekilip bosaltilarak yapilan ayristirma islemi)

yapilarak hiicrelerin homojen olarak soliisyona dagilmasi saglandi.
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Hiicreler bir hemositometre kullanilarak sayildi. Her flaska 1x10° hiicre olacak
sekilde hiicre siispansiyonu konulup iizerlerine DCs ilave edildi (toplam hacim 25 ml
olacak sekilde) ve tiim flasklar inkiibatore yerlestirildi. Hiicrelerin ekimleri, beslenmeleri
ve deneyler steril bir Class II Laminair Flow (Biolaf, Ankara) igerisinde gerceklestirildi
[43.,44].

2.4. Kullamilacak Hiicre Sayis1 ve Madde Dozlarinin Belirlenmesi

L 1210 l6semi hiicre siispansiyonu 2000 rpm devirde 5 dakika santriflij edildi.
Hemositometre kullanilarak hiicreler sayildi ve hiicre sayis1 L 1210 hiicre deneyleri i¢in
1x10°/ml, hiicreye ayarlandi. Dozlarm belirlenmesinde 6n denemeler yapildi ve asagi
yukar1 yontemi kullanildi. Hiicre slispansiyonundan birer ml deney tiiplerine aktarildi ve
iizerine test edilecek ajanlar 30, 60 uM, konsantrasyonlarda ilave edildi. Negatif kontrol
tiiplerine ayn1 miktarda serum fizyolojik, Vehicle tiiplerine de ayn1 miktarda DMSO ilave
edildi ve tiipler inkiibatore yerlestirildi. Hiicre siispansiyonlarindaki DMSO miktar1 % 1
den fazla degildi. 24 saat sonra tiipler inkiibatorden ¢ikarilarak triturasyon yapildi ve hiicre
stispansiyonu % 0,4 tryphan blue ile 1:1 (v/v) oraninda rastgele secilen 100 adet hiicre
hemositometrede sayildi. Hiicre canliligi yiizde olarak ifade edildi. Ayni islem 48 saat

sonra tekrar edildi ve deney sonlandirildi [45].
2.5. In vitro Antioksidan Aktivite Ol¢iimleri

2.5.1. Saccharomyces cerevisiae Orneklerindeki Ol¢iim

Maddelerin antioksidan 6zelliginin belirlenmesinde, kromatografik yontemlerden
HPLC kullanildi. Antioksidan vitaminler A, E, MDA 06l¢iimleri i¢in birer deney tiipiine
2’ser ml hiicre igeren ¢Ozelti konuldu. Maddeler DMSO da ¢oziilerek belirli
konsantrasyonlarda cozeltileri hazirlandi ve son derisimler 50 uM ve 100 uM olacak
sekilde tiiplere ilave edildi. Tiim denemeler icin tiiplerdeki DMSO miktar1 esit olacak
sekilde ilaveler yapildi. Kontrol grubu olarak esit hacimde DMSO ilave edilen tiipler
kullanildi. Madde ilavesinden sonra belirli siireler beklendi. Ilgili literatiirlerle
kiyaslanarak [46,47,48] ml deki hiicre sayisinn 10° hiicre/mL olmasma ve maddelerin

¢cOziinlirliigli de g6z Oniine alinarak dozlara karar verildi.
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2.5.2. MDA Analizi

MDA analizi i¢in kimyasal maddelerle muamele edilmis hiicrelere %15'lik
trikloroasetik asitten 250uL ve 0.5 M HCIlO4'den 750 pL ilave edilerek calkalandi.
Hiicreler kiigiik pargalara ayrildi ve lizat 4500 devirde 5 dakika santrifiijlendikten sonra
berrak kisim alinarak HPLC'de analizlendi [49].

2.5.3. A ve E Vitamini Analizi
A ve E Vitamini analizi i¢in kimyasal maddelerle muamele edilmis hiicrelere

%15'lik trikloroasetik asitten 250uL ve 0.5 M HCIO4'den 750 pL ilave edilerek calkalanda.
Boylece hiicreler lize edildi. Daha sonra % 1'lik H2SO4 ihtiva eden etil alkolden 2 ml ilave

edilerek proteinler ¢oktiiriildii. Karigim vorteks ile iyice karistirildiktan sonra 4500 devirde
5 dakika santrifiijlendi, sonra Ornekler lizerine 0.3 ml n-hekzan ilave edildi. Hekzan
ilavesiyle ortamdaki yagda ¢oOziinen vitaminler hekzan fazma ekstrakte edilmektedir.
Hekzan ilave edildikten sonra tekrar vorteksde karistirildi ve tiipler santrifiijlendi. Santrifiij
sonunda hekzan faz1 dikkatli bir sekilde ayrilarak cam tiipe almd1. Ornek iizerine tekrar 0.3
ml n-hekzan ilave edilerek karistirilip santrifiijlendi ve n-hekzan fazi cam tiipteki hekzan
faz1 ile birlestirildi. Ekstrakte edilen hekzan, kuru azot altinda dikkatlice uzaklastirildi.
Kalint1 100 pl metanolde ¢6ziildii. HPLC'de analiz edildi [50].

2.5.4. DPPH Radikal indirgeme Metodu ile Ol¢iim

Antioksidan aktivitenin belirlenmesi i¢in diger bir yontem olan DPPH radikal
indirgeme metodu kullanild1 [51]. Metanolde 5 mg/LL. DPPH olacak sekilde hazirlanan
cozeltiden 4 ml almarak her madde i¢cin ayr1 ayri tiiplere kondu. Derigsimleri 4000uM
olarak hazirlanan DMSO’da ¢6ziinmiis test maddelerinden her bir grup icin son derisimleri
100, 250, 500 ve 1000 uM olacak sekilde ilaveler yapildi. Reaksiyonun olusmasi i¢in bu
karisim oda sicakliginda karanlik ortamda 30 dk bekletildi. Renk a¢ilimina bakilarak 517
nm’de spektrofotometrede okutulup okutulmayacagina karar verildi. Renk agilimi

oldugundan spektrofotometrede okutma yapildi.

2.5.5. Deoksiriboz Degredasyonu ile Hidroksil Radikali Yakalama Aktivitesi

Bu yontemde enzimatik olmayan, Deoksiriboz degredasyonu ile olusan Hidroksil
radikallerinin yakalanmasi esasmma dayali olan metod kullanildi [52]. bunun i¢in

deoksiriboz, hidrojen peroksit, sodyum askorbat ve FeSO4.7H,0, KH,;PO, tamponunda
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(pH: 7.4) karstirilarak hazirland1 ve olusan MDA miktar1 spektrofotometrik olarak tayin
edildi.

2.6. Istatistiksel Degerlendirme

Bu calismadaki biitiin istatistiksel analizler; SPSS istatistik programu ile yapildi.
Deneysel calismalar sonunda elde edilen veriler, antitiimér 6zellik icin One-way Anova
analizi Tukey testi ve MDA, A ve E vitamini analizleri i¢in ise LSD testi kullanildi. Test
sonuclarinin degerlendirilmesinde, tablolarda ifade edilen P degerleri, anlamlilik degeri
olup 0,05’den kiigiik oldugu durumlar da anlamlilik ifade etmektedir. (n) degerleri ise

calisilan 6rnek sayisini belirtmektedir.
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3. BULGULAR

Elde edilen bulgular parametrelerin her birinde uygulama boyunca gruplarin
kontrol grubu ile kiyaslarmi gosterecek tablolar halinde verildi. Maddelerle muamele
edilmis L 1210 hiicrelerine ait canli hiicre sonuglar1 Tablo 2’de, yine maddelerle muamele
edilmis Saccharomyces cerevisiae maya hiicrelerinin MDA diizeylerine ait sonuglar Tablo
3’de, E ve A vitamini diizeylerine ait sonuglar Tablo 4 ve Tablo 5’de, DPPH radikal
indirgeme metodu ile 6l¢iim sonuglar1 Tablo 6’da ve hidroksil radikali yakalama aktivitesi

Tablo 7°de verilmistir.

Tablo 2: Maddelerle muamele edilmis L. 1210 hiicrelerinin siireye ve doza gore %’de

oraninda canhhk durumlan

a) 24 saat

Grup (n =6) 30uM 60pM
Kontrol 65.00 + 1.53 61.33+1.20
I 42.33 +1.67° 36.33 + 1.66°
II 38.67 +£1.20° 35.33 +£0.88°
11 42.00 + 1.16° 35.67 +0.88°

a: P<0.05; b: P<0.01; c: P<0.001

70

60 -

50 A

40 -

H30uM
B 60uM

30 A

20 A

10 -

Kontrol | 11 111




b) 48 Saat

Grup (n =6) 30uM 60pM
Kontrol 56.67+1.76 52.33+£2.03
I 35.00 = 1.00° 22.00 + 2.00°
II 33.00 + 1.53¢ 19.67 +0.67¢
11 32.33 +1.86° 17.33 £ 0.67¢

a: P<0.05; b: P<0.01; ¢: P<0.001

60

50 ~

40 -

20 ~

10 -

Kontrol

H30uM
B 60uM

I
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Tablo 3: Maddelerle muamele edilmis Saccharomyces cerevisiae maya hiicrelerinin

MDA (mg/4.10° hiicre) diizeylerinin dozlara gore ortalama degerleri

MDA

Grup (n=3) 50uM 100pM
Kontrol 0.602 £0.014 0.602 £0.014
I 0.831 +£0.241 0.581 +£0.133
II 1.010 +0.024* 1.083 +0.005*
11 0.673 +0.097 0.734 £ 0.210

a: P<0.05; b: P<0.01; c: P<0.001

1,2

0,8

0,6 -

E50uM
®100uM

0,2 -

Kontrol | 11 111
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Tablo 4: Maddelerle muamele edilmis Saccharomyces cerevisiae maya hiicrelerinin E

vitamini (mg/4.10° hiicre) diizeylerinin dozlara gore ortalama degerleri

Vit E (n=3) 50uM

Kontrol 8.94 £ 0.00
I 6.33 £0.63
II 8.15+0.54
11} 6.70 £0.02

Tablo 5: Maddelerle muamele edilmis Saccharomyces cerevisiae maya hiicrelerinin A

vitamini (mg/4.10° hiicre) diizeylerinin dozlara gore ortalama degerleri

Vit A (n=3) 50uM
Kontrol 2.70 £0.00
I 1.84 +0.77
II 1.93 £0.34"
11} 2.36 £0.19

a: P<0.05; b: P<0.01; c: P<0.001

Tablo 6: DPPH radikal indirgeme metodu ile 6l¢iim sonugclari (%)

Ornekler 1000 pg/mL
Kontrol 0

I 24.21

I 22.63

1 24.66
Tokoferol 88.57
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Tablo 7: Hidroksil radikali yakalama aktivitesi 6l¢ciim sonug¢lari (%)

Ornekler (5 pg/mL) (10 pg/mL)
Kontrol 0 0
I 19.51 22.36
II 13.85 15.04
I 12.16 11.38
25
20
15
" (5 pg/mL)
10 ® (10 pg/mL)
5
0 T
Kontrol I I
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4. TARTISMA

Serbest radikaller son yillarda {izerinde en c¢ok durulan ve arastirilmalarin
yogunlastigr bir konudur. Serbest radikallerin hiicresel kaynaklari, rol oynadiklari
reaksiyonlar ve serbest radikallere karsi hiicresel savunma mekanizmalarmim agikhiga
kavusmasi ile bu molekiillerin kanser, seker, kalp hastaliklar1 gibi bir¢cok hastalikla iliskisi
aydmlatilmaya caligilmistir [53].

Biyolojik sistemlerde hem normal metabolizmanin yan iriinii olarak hem de
yabanci maddelerin etkisiyle meydana gelen serbest radikaller hiicre membranlarina zarar
verirler ve degisik hastaliklarda etkilerini gosterirler. Organizmadaki bu bilesiklerin zararl
etkilerine kars1 kiiclik molekiil agirlikli radikal tutucular1 ve enzimlerden olusan savunma
sistemleri bulunmaktadir. Serbest radikallerin reaktif yapilar1 ve ¢ok kisa dmiirlii olmalari
dogrudan tayinlerini giliclestirmektedir. Bu nedenle serbest radikal reaksiyonlarinin
irlinleri ve savunma sistemlerinin incelenmesi pek cok arastirmaci tarafindan tercih
edilmektedir [54].

5 iiyeli aromatik ve hetereosiklik halka iceren organik bilesikler bir¢ok dogal
yapida bulunmakla birlikte biyokimyasal olaylarin bir ¢ogunda 6nemli bir role sahiptir.
Bunun sonucu olarak kimyacilar agisindan olduk¢a 6nemli ve yeni bir ¢aligma alam
olusturmustur [55].

Tiyofen tiirevleri sahip olduklar1 aromatik heterosiklik guruplardan dolay1 kimyasal
bilesiklerde ve farmasotiklerde 6nemli bir bilesendir [56, 57].

Tiyofen bilesikleri nematosidal [58], insektisidal [59], antibakteriyel [60],
antifungal [61], antiviral [62] ve antioksidan [63] 6zelliklerinden dolay1 bir¢cok caligmaya
konu olmustur.

Meotti ve arkadaslar1 yaptiklar1 calismada, tiyofen bilesiklerinin beyin dokusunda
lipit peroksidasyonunu O6nleme derecesini arastirmiglar ve bazi bilesiklerin 10 mM gibi
diisiik derisimlerde % 90 oraninda bu aktiviteyi gosterdigini belirtmislerdir [64].

Siileymanoglu ve arkadaslar1 bazi yeni tiyofen bilesiklerini sentezlemis, karakterize
etmis ve antitiimor Ozelliklerini incelemislerdir. Sentezledikleri bilesiklerin bazi timor
hiicre tiplerine karsi iyi bir antitiimor aktivite gosterdigini belirtmislerdir [65].

Basto ve arkadaglar1 benzo [b] tiyofen bilesiklerini sentezlemisler ve bu bilesiklerin

mitokondriyal lipid peroksidasyon diizeylerine etkisini ve antitiimor aktivitesini



incelemislerdir. Kullandiklar1 bilesiklerin lipid peroksidasyonunu 6nleyici etkisi oldugunu
ve timor hiicrelerine karsi ¢esitli konsantrasyonlarda hiicre ¢ogalmasini Onleyici bir
etkinin olmadigmi goézlemlemislerdir. Yine DPPH radikal temizleme ozelligini de
arastirmislar ve 1yi1 bir radikal tutucu 6zellik gozlemislerdir [66].

Diana ve arkadaslar1 indol tiyofen tiirevleri sentezlemisler ve farkl ¢esitlerde tiimor
hiicrelerine kars1 antitimor Ozelliklerini incelemislerdir. Bu bilesiklerin bazi kanser
tiirlerine kars1 daha fazla aktivite gosterdigini belirtmislerdir [67] .

Bu arastirmada, in vitro olarak L 1210 hiicresine uygulamasi yapilan tiyofen ve
siklobiitan gruplarini iceren bilesiklerin siire ve doza bagimli antitimor aktivitesinin
kontrol grubu ile karsilastirilmalarinda farkl etkilere sahip oldugu goriilmiistiir.

Tablo 2‘ye bakildiginda c¢alismada kullanilan biitiin maddelerin L 1210 hiicre
tipinde etkili, birbirine yakin derecede antitiimor aktiviteye sahip oldugu goriilmektedir.

Calismamizda, maddelerin 30 ve 60 uM’lik konsantrasyonlarda, 24 ve 48 saatlik
degerlerine bakildiginda kontrol grubu ve diger gruplar arasinda 6nemli dlciide istatistiksel
fark gozlendigi goriilmektedir. Istatiksel farklar gdz Oniine alindiginda tiyofen ve
siklobiitan gruplarini igeren bilesiklerin antitiimor aktiviteye sahip oldugu sdylenebilir.

Bu arastirmada ayn1 zamanda Saccharomyces cerevisiae hiicrelerine uygulamasi
yapilan tiyofen ve siklobiitan gruplarini igeren bilesiklerin MDA diizeyleri {izerinde olan
etkilerinin kontrol grubu ile karsilastirilmalarinda farkli etkilere sahip olduklar:
goriilmiistiir. Kontrol grubu ile II bilesiginin kiyaslamalarinda MDA diizeylerinde
istatistiksel farkliliklar gozlendi. Tablo 3'e bakildiginda kullanilan tiim madde gruplarinda
MDA diizeylerinin kontrolden yiiksek ¢iktigi goriilmektedir. Bu sonug kullanilmig olan
test maddelerinin lipit peroksidasyonunu artirarak hasar olusumuna sebep oldugunun
gostergesi olabilir.

Tablo 4 ve Tablo 5’de maddelerle muamele edilmis Saccharomyces cerevisiae
hiicrelerine ait vitamin A ve E diizeylerindeki de§ismeler goriilmektedir. Tablolardan
anlagilacagi iizere vitamin A diizeylerinde II nolu madde grubunda istatistiksel olarak
azalma oldugu goriilmektedir. Ancak tablo 4’deki I ve III nolu madde gruplar ile tablo
5’deki I, II, III nolu madde gruplarina ait vitamin E diizeylerinde istatistiksel ag¢idan
onemsiz olmakla birlikte azalmalar goriilmektedir.

Tiyofen ve siklobiitan gruplarmi iceren bilesiklerin DPPH indirgeme metoduyla
serbest radikal temizleme 6zelligi ve hidroksil radikali yakalama aktiviteleri incelendi.

Tablo 6 ve Tablo 7’de goriildiigii gibi, bu deneyler sonucunda bilesikler radikal temizleme
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ve vyakalama oOzelligi gostermediginden antioksidan aktiviteye sahip olmadiklari
sOylenebilir.

Ayrica sahip olduklar1 antitimor aktivite ve Saccharomyces cerevisiae hiicrelerinde
MDA diizeyleri iizerine olan etkilerine bakildiginda, maddelerin hiicrelerin canlilik
durumuna etkisi ile MDA diizeyleri arasinda bir iliski kurulabilir.

Sonuglar toplu olarak degerlendirildiginde tiim verilerin birbirini destekleyecek
sekilde oldugu goriilmektedir.

Bilesiklerin maya hiicrelerindeki etkilerinin sonucu olarak, MDA miktarindaki artig
ve antioksidan vitamin diizeylerindeki azalma ile birlikte, radikal temizleme ve hidroksil
radikali tutma 6zelligine sahip olmayisi, maddelerin antitiimor aktivitesinin oksidatif hasar
olusturan bir mekanizma ile sitotoksik etki sonucu olabilecegi diisiincesine gotiirebilir.

Sonug olarak; tez kapsaminda incelenen tiyofen ve siklobiitan gruplarmi iceren

bilesiklerin, arastirilan 6zelliklerinin literatiir bilgisine katkida bulunacagi kanisindayiz.
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