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Bu c¢alismada, deri altina N-(5-fenil[1,3,4]-tiyadiazol-2-il)-N-(4,5-dihidro-1H-imidazol-2il)
amin (2-Aminoimidazolin) enjekte edilen ratlarin kan serumu, karaciger ve bobrek
dokularindaki A, E, C vitaminleri ve lipit peroksidasyonun gostergesi olan malondialdehit
(MDA) miktarlar1 yiiksek performansh sivi kromatografisi (HPLC) ile belirlendi. Toplam 23
ratin, 12 tanesine 25 mg kg™ dozda (250 pL %75 ethanol de ¢dziilmiis) 2-Aminoimidazolin ve
11 tanesine de kontrol grubu olmak iizere 250 uL %75 ethanol enjekte edildi. Uygulamalar
giinasir1 olmak iizere 22 giin devam edildi. Uygulama siiresi sonunda ratlar eterle bayiltilarak
kan, karaciger ve bobrekleri alindi.

2-Aminoimidazolin enjekte edilen ratlarin serum C vitamini diizeylerinin kontrol
grubuna gore diisiik (p<0.005) oldugu gozlendi. Ayni sekilde serum A ve E vitamini degerleri
ile karaciger ve bobrek A, E ve C vitaminlerinin diizeylerinde kontrol grubuna gore diisiik
(p<0.05) oldugu belirlendi.
2-Aminoimidazolin enjekte edilen ratlarin serum ve karaciger MDA diizeylerinin kontrol
grubuna gore yilksek (p<0.005), bobrek MDA diizeylerinin de yiiksek (p<0.05) oldugu
gozlendi.

Tiim bu sonuglardan 2-aminoimidazolin’in stres olusturarak serbest radikal olusumunu
arttirdigl, antioksidan vitamin diizeylerini azalttig1 s6ylenebilir. Bu nedenle 2-Aminoimidazolin
tiirevleri ihtiva eden ilaglarin kullanimi halinde antioksidan vitaminler ile birlikte alinmasinin

yararli olabilecegi s6ylenebilir.

Anahtar Kelimeler : N-(5-fenil[1,3,4]-tiyadiazol-2-il)-N-(4,5-dihidro-1H-imidazol-2il) amin
, A, E, C vitaminleri ve MDA
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ABSTRACT

Master Thesis

AN INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF 2-AMINOIMIDAZOLINE ON THE
LEVELS OF ANTIOXIDANT VITAMINS (A, E AND C) AND MDA OF RATS

In this study, high performance liquid chromatography (HPLC) was used to determine
the amounts of malondialdehide (MDA) which is the indicator of the lipid peroxides and A, E,
C vitamins of blood serum, liver and kidney tissues of rats under the skin of which we N-(5-
phenyl| 1,3,4]-thydiazol-2-yl)-N-(4,5-dihydro-1H-imidazole-2yl) amine (2-aminoimidazoline).
2-Aminoimidazoline was injected to the 12 rats of total in the amount of 25 mg kg™ (dissolved in
250 pL of %75 ethanol) and for control group only 250 pL of %75 ethanol was injected to the
other 11 rats during 22 days (every other day). Afterward, all rats were failed by using ether and
blood serum, liver and kidney tissues of them were taken.

It was found that the level of C vitamin of rats under the skin of which we inject
thydiazolimidazoline was lower than those in control group (p<0.005). The same results were
observed for A, E vitamins in serum and A, E and C vitamins in liver and kidney tissues
(p<0.05).

It was observed that MDA levels of liver and serum of rats which 2-aminoimidazoline was
injected were higher than control groups (p<0.005). Moreover, this level was found to be higher
in the rats under the skin of which we inject 2-aminoimidazoline than control groups for kidney
tissues (p<0.05).

All of these observations show that production of free radicals were increased by 2-
aminoimidazoline producing stress in rats and because of the same reason the level of
antioxidan was decreased.

In conclusion, it can be said that it is benefitial to use antioxidant vitamins with the

drugs containing any type of 2-aminoimidazoline.

Key Words: N-(5- phenyl[1,3,4]-thydiazol-2-yl)-N-(4,5-dihydro-1H-imidazole-2yl) amine,
Vitamins A, E, C and MDA
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BITN : Benzimidazol-tetranaftalin
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PROD : Pentoksiresorufun O-depentelaz

PDE : Fosfodiesteraz

SOD : Siiperoksit dismutaz



1. GIRIS

Benzimidazol ve imidazoliin halka sistemleri tip kimyasinda etkili farmakolojik etkiye
sahiptir. 2-Siibstitiie-/ H-benzomidazoller ve 2-siibstitiie-/H-imidazollerin yani sira 2-Aril
amino imidazolin tiirevleri de son yillarda tip kimyasinda genis uygulama alanlar1 bulmuslardir
[1,2]. Aminoimidazolin tiirevleri tipta siklikla kullanilir. Bu tiirevler hipertansiyon hastaliginda
kullanilan ilaglara katki maddesi olarak ilave edilir [3]. imidazol grubu iceren kimyasallardan
biri olan izomiazid tiiberkilloz teshisinde kullanilan bir yapidir. Mekanizma tam olarak
aydinlatilamamigtir ama bu alanda calismalar yogun olarak devam etmektedir. Izoniazid

tiiberkilos bakterisinde kars1 viicutta dayaniklilik olusturur ve de bakterinin aktivitesini engeller

[4].

Antimiyobakteriyel ilaglarin birgogunun aktif bilesenlerinin yapisinda imidazol tuirevleri
bulunmaktadir. Miyobakterilerin ¢aligma mekanizmalari, biyokimyasal olarak organizmadaki
rolleri ve saglik {iizerine etkileri son yillarda bir¢ok arastirmaci tarafindan incelenmistir.
Miyobakteriler bir¢ok iilkede saglik agisindan risk teskil etmektedir. Bu bakterilerin etkilerini
yok etmek maksadiyla kullanilan izomiazid (INH), tiiberkiiloz hastaliginin tedavisinde etkin
olarak kullanilmaktadir. Jzomiazid’ in viicuttaki calisma mekanizmasi heniiz tam olarak

aydmlatilamamuistir [4].

2-Arilamino-2-imidazollerin tiirevleri kardiyovaskiiler sistemde yiiksek tansiyonu
dusiiriicii etkisi olup, tedavi ve ameliyatlarda agr1 kesici ve yatistirict olarak kullanilirlar.
Antiiiretik madde olarak kullanildiklar: tespit edilmis ve ayrica ishal engelleyici 6zelliklerinin
oldugu tespit edilmistir. Intraocular (glokom) denilen gdz basmcini diisiiriicii etkileri vardir.
o2-Adrenareseptor against (agri1 kesici)’dir. Sinir yatistiric1 olarak etkisi olup, indanozolin ¢ok

kullanigli bir vasoconstriktive (kan damarlarini daraltici) maddesidir [5].

Halkanin 2. pozisyonunda fenil substitesi tagiyan benzimidazol tiirevlerinin agr1 kesici
[6], iltihap kurutucu [7], antimikrobiyal [8], spasmoltik [9], antiviral [10], anthelmintik [11],
aktivitelere sahip olduklar1 belirtilmektedir. 1-(B-dimetilaminoetil) benzimidazol tiirevlerinin

morfin benzeri analjezik aktiviteye sahip oldugu kanitlanmistir [12].

Tiyadiazol bilesiklerinin de aymi sekilde agr1 kesici, iltihap kurutucu [13],
antimikrobiyal [14], spasmoltik [15] ve antiviral [16] aktivitelere sahip olduklari
belirtilmektedir.



Retinoid tip benzimidazol bilesigi (benzimidazol-tetranaftalin-BITN) sentezlenmis ve
sitokrom P 450 (CYP) bagimli etoksiresorufun O-deetalaz (EROD) ve pentoksiresorufun O-
depentelaz (PROD) enzim aktiviteleri {izerindeki etkileri ratlarda aragtirilmistir. Yiiksek
antikarsiyonejik ve antioksidan potansiyele sahip oldugu goriilmiistiir [17].

Imidazol tiirevlerinden olan seratonin sinir transferinde gérev alan kimyasallardan
birisidir. Bu yap1 kardiyovaskiiler sistemin diizenlenmesinde etkin rol oynar. Ayrica hafiza,
uyku, beslenme olaylarinin diizenlenmesinde etkilidir. Depresyon ve migren hastalar1 i¢in de

kullanilan ilaglarda aktif bilesen olarak imidazol tiirevleri kullanilir [18].

2-(Anilinomethyl)imidazolinler alfa (o) tiiri reseptorler olarak bilinmektedirler. Bu
yapilar cardiovascular ve urogenital sistemlerde yapisal olarak énemli gorevlere sahiptirler. 2-
(Anilinomethyl)imidazol yapisinda 3 farkli oy vardir. Aslinda bu yapilar alfa grubunun alt
gruplarin1 olugturmaktadirlar. Bu yapilar, oyg ve oyp dir. Bu ii¢ yapmin farkli dokulardaki
konsantrasyonlar1 birbirinden farklidir. Bu yiizden her bir alt birimin ligandlar1 kullanilarak
tedavi edici genis profiler elde edilebilir. Ornegin selektif o, (antagonist tamsulosin) iyi huylu
prostat hastaliklarinin tedavisinde kullanilmaktadir [19]. Trombosit pihtilagma inhibitorleri ve
erimis veya tek basina imidazol halkasina sahip bilesikler iizerindeki g¢aligmalar sonucu;
aktiviteleri arasindaki iligki toksitler, lipofilik partikiiler 6nemi iizerinde tartisilmistir [20]. 5-
metil-4-(3-piridil)-2-(stibstitelenmis benzimidazol-5-il) imidazol tiirevlerinin antitrombosit ve
damar genisletici etkisi lizerinde g¢alisma yapilmigtir. Bunlarin tromboksan A2 sentetaz ve
fosfodiesteraz (PDE), siklooksigenaz gibi trombosit pihtilasma dizisinde olan enzimleri inhibe
ettigi  goriilmistir [21]. N-mono N-N disiibstiitiye ditiyokarbomat tiirevleri bakteri ve
mantarlara kars1 antibakteriyel ve antifungal aktiviteye sahiptirler. Metil N-ariltiyokarbomatlar
ve dimetil N-aryl dithiocarbonimid bilesikleri ilging bir kimyaya sahip olup, literatiirde ¢ok
bilinen 2-arilamino-2-imidazolin tiirevleri clonidin ve maxonidin sentezine imkan tanimaktadir

[14].

Nippostronggylus  brasiliensis’lere  karst  metil-(5-((4-(2  piridinil)-1-piperazinil)
karbonil-1H-benzimidazol-2-11) karbomat (CD:RI bilesigi 81/470) ve tiyabendazol’iin solucan
diisiiriicii etkisi rat bagirsaginda incelenmistir. Iki ilag da parazit glutatyonunda (GSH) diisiis ve
stiperoksit dismutaz (SOD) seviyesinde deprasyon gostermis ve parazit situ’da barinmadigi

tespit edilmigtir [22].



Bis(2-aminoimidazolin) kimyasali uyku hastaligi olarak ta bilinen Human African
Trypanosomiasis, HAT in tedavisinde kullanilmaktadir. Bu hastalik akut veya kronik olabilir.
Sadece 4 ilag bu hastaligin iyilestirilmesi maksadiyla kullanilmaktadir (DFMO, suramin,
pentamidine, and melarsoprol). Bu ilaglarin yanisira spesifik durumlarda kullanilmak iizere
cesitli ilag tiirleri meveuttur (Berenil, nitrofuran nifurtimox). Ayrica imidazol yapilarininda bu
hastaligin tedavisinde kullanilan ilaglarda aktif bilesen olarak kullanildigi daha 6nce yapilan
aragtirmalar tarafindan ispatlanmistir. N,N’-bis(4-amidinofenil)piperazin bu amacla kullanilan

imidazol tiirevlerinden birisidir [23].



2. GENEL BILGILER

2.1. A Vitamini (Retinol)

H,C CH, CH, CH,

\\\\OH

CHj

Sekil 1. A vitamini (retinol) yapist.

Suda ¢6ziinmeyen, yagda ve organik ¢oziiciilerde ¢coziinen bir maddedir. A vitamini bir
primer alkol grubuna ve ¢ok sayida doymamis baga sahiptir. Bir bilytime vitamini olan A
vitaminin alkol (retinol), aldehit (retinal) ve asit (retinoik asit) formlart da mevcuttur.
Memelilerde sadece retinol A vitamini etkisi gostermezken karotenoidler (a, B ve y- karotenler)

A vitamini etkisi gosterir [24].

Ayrica o-karoten ve y-karotenin birlesmesiyle bir molekiil A vitamini olusur. A
vitamini karacigerden yag asidi esteri halinde depolanir [25]. Gida ile alinan B-karotenler,
karoten dioksigenaz enzimi ile oksidatif parcalanmaya ugrarlar. Bu pargalanmada molekiiler
oksijenden yararlanilir ve safra tuzlarinin varliginda hizlanan olay sonucunda iki molekiil retinal
agi13a ¢ikar. Intestinal mukozada retinal NADPH yardimiyla spesifik bir retinal rediiktaz enzimi
tarafindan retinole indirgenir. Retinoliin biiyiik kism1 doymus yag asitleri ile ester olusturarak
kan dolasimina lenf kanali ile wverilir. Diisiik oksijen kismi basinglarinda B-karotenler,

antioksidan 6zellik gostermektedirler [26].

A vitamini gorme, biiylime, iireme ve epitel hiicrelerin saglamligi fonksiyonlarina
sahiptir. Insanin giinliik A vitamini ihtiyact 1mg civarindadir. Karaciger, bobrek, yag, yumurta
sarist A vitamini i¢in zengin kaynaklardir. Sar1 ve koyu yesil sebzeler ve meyveler A vitamini
onciilii olan karotenler bakimindan zengindirler. A vitamininin eksikliginde eklemlerde
iltihaplanmalar ve beraberinde g6z kornealarinda iltihaplar, hastanin gérme netliginin azalmasi,
goz alti derilerinde biiziilmeler, hastanin gece ile giindiiz gormelerinde uyumsuzluk
gozlenmektedir. A vitamini iyi bir antioksidan etkisinden dolay1 gérme siniri uyarimini arttirir,
gozlerdeki netligi azaltacak beyaz lekeler yok olur [27]. A ve C vitamini singlet oksijen

temizleyicisi 6zelligi nedeniyle diger oksijen radikallerine karsi da koruyucu etkiler yapar [28].



2.2. E Vitamini (a-Tokoferol)

Sekil 2. E vitamini (a-Tokoferol) yapisi.

E vitamini tokoferol yapisinda olup, yagda ¢oziinen bir vitamindir. Dogal olarak alfa,
beta, gama, eta ve zeta gibi ¢esitli tokoferoller bulunmaktadir. Bunlarin hepsi, izoprenoidlerin
substitue edildigi 6-hidroksi kromanlar veya tokoferollerdir. D-a-tokoferol genis dagilim
gosteren ve en bliyiik biyolojik aktiviteye sahip olan formudur [29]. Bitkisel yaglar E vitamini
bakimindan zengindir. Karaciger ve yumurta orta derecede E vitamini igerir. a-tokoferol icin
onerilen giinliikk gereksinim erkeklerde 10 mg, kadmnlarda 8 mg’dir. E vitamini gereksinimi,
coklu doymamig yag asiti alimi arttig1 zaman artar. E vitamini ince bagirsaklarda absorplanir
[27]. E vitamini eksikligi erken dogan bebeklere 6zgiidiir. Yetiskinlerde genellikle kusurlu lipit
emilimi ve tasinmasiyla birliktedir. insanlarda E vitamini eksikligi belirtileri eritrositlerin
peroksitlere karsi duyarliligt ve anormal hiicre membranlarimin olusmasidir. Enzim ve
bilesiklerin ¢ogu oksidatif stresin etkilerine karsi hiicreleri korurlarken E vitamini antioksidan
savunmanin tiimiinde Snemli bir yere sahiptir. E vitamini serbest radikallerin oksidasyonuna
kars1 hiicre membraninin yapisindaki ¢oklu doymamis yag asitlerini korumada ilk savunma

hattin1 olusturur [30].

Selliiler ve organel zarlar arasina girerek serbest radikalleri daha az reaktif bilesiklere
cevirerek zarlari lipit peroksidasyonuna karsi korur. E vitamini, peroksit ve hidroperoksitleri
hidrojen iyonlartyla doyurup, peroksit radikallerinin aktivitesini azaltarak otooksidasyonun
baslaticis1 olan bu reaksiyonlar1 inhibe eder. GSH-Px’e benzer etki giostererek hiicrede zar
oksidasyonunu Onleyerek dokularin yapisal ve fonksiyonel biitiinliigtinii saglar. E vitamini
(AH), etkisini zar fosfolipitlerinde bulunan arasidonik aside baglanarak gosterir ve kendi

baslattigi reaksiyon ile bir radikale (A") doniiserek peroksidasyon zincir reaksiyonunu keser.



ROOe (Lipit peroksi radikali) +AH — ROOH +Ae
ROO+ +As — ROOA

Her bir E vitamini iki oksidasyon zincirini durdurur. Ciinkii vitamin E radikali zincirin
devami i¢in az reaktiftir [31]. E vitamininin antioksidan fonksiyonu ¢ogu diyetsel bilesenlerin
durumu ile yakindan ilgilidir. E vitamini verilmemis hayvanlar, E vitamini verilmis hayvanlara
gore c¢evrenin etkilerine karsi genellikle daha duyarlidir. E vitamini eksikligi olan deneklerde
metabolik olan hidroperoksitler, aldehidler ve diger oksidasyon iiriinlerinin artigi, E vitamini
verilen deneklerde lipit peroksidasyonu sebep olan serbest radikalerin azaldigi goézlenmistir

[32].

E vitamini eksikligi genelde prematiir bebeklerde goriiliir. Yetiskinlerde genellikle
kusurlu lipit emilimi ve tasinmasiyla birliktedir. E vitamininin kalp hastalig1 gelismesine kars1
koruyucu etki gosterdigi sdylenmektedir. Vitamin E, vitamin C ve [-karoten, katarakt
baslangicim1 geciktirmede birlikte islev goriirler. Yagda ¢oziinen vitaminlerin en az toksik

olanidir [33].

E vitamini eksikliginde olusan bir takim bozukluklarin diizeltilmesinde selenyumun
etkisi vardir. Dolayisiyla Se antioksidatif mekanizmada olduk¢a 6nemli bir gorev iistlenmistir
[34]. Ayrica Se, a-tokoferol’iin bozunmasmin 6nlenmesinde, absorpsiyonunda ve biyolojik
aktivitenin artmasinda etkilidir [35]. Antioksidanlarin ¢ogu, radikallerin etkisini 6nlemek

amaciyla hastaliklarin tedavisinde kullanilir [36].

2.3. C Vitamini (Askorbik Asit)

HO
0
HO =0
HO  OH

Sekil 3. C vitamini (Askorbik Asit) yapisi.

Vitamin C, kapali formiili C¢HgOg olan bir ketolaktondur. Kollajenin prolin ve lizin

birimlerinin hidroksilasyon reaksiyonlarinda koenzim olarak gorev alir. Suda ¢6ziinebilen



vitaminlerden olan askorbik asit, ozellikle yesil taze sebze, patates, domates, meyve ve
turunggillerde bol miktarda bulunur. C vitamini bagirsaklarda kolayca emilir ve kana karisir.
Askorbik asit yeterince alinmadigi zaman skorbiit hastaligi, kansizlik ve uyusuklukla baslar
ilerledik¢e kanamalar olur, bag dokular1 zayiflar ve kemikler kirilgan olur. C vitamini besinlerle
fazla alinmasi, koroner kalp hastalifi ve bazi kanserler gibi kronik hastaliklarin go6riilme
sikligini azaltir. C vitamini fazlasi idrar ve terle disar1 atilir. Boylece alinan fazla miktar depo

edilmez [25].

C vitamini (Askorbik asit) giiclii indirgeyici aktiviteye sahip oldugundan ayni zamanda
giiclt bir antioksidandir. Siiperoksit ve hidroksil radikali ile kolayca reaksiyona girerek onlarin
temizlenmesinde rol oynar [37]. C vitaminin etkili bir singlet oksijen temizleyicisi oldugu da
belirtilmektedir [28]. insanlar, diger primatlar, kobaylar ve meyve yiyen yarasalarin, L-
glukonolakton oksidaz enzimini icermedikleri icin sentezleyemedikleri gerekli bir diyet
vitaminidir. Askorbik asit gii¢lii bir indirgeyici ajan ve antioksidan olup siiperoksit, peroksit ve
hidroksil radikalleriyle reaksiyona girerek bir ara iiriin olan semidehidroaskorbat yoluyla

metaboliti dehidroaskorbik asiti (DHA) olusturur [31].

Askorbik asit (AA) + 2H +20, — 2H,0, + DHA

2.4. Malondialdehit (MDA)

Sekil 4. Malondialdehit (MDA) yapisi.

Giintimiizde birgok hastaligin ortaya ¢ikmasinda serbest radikallerin 6nemli rolii oldugu
ileri siiriilmektedir [38]. Serbest radikaller membranlarin reseptérlerine kovalent baglanmasi
coklu doymamis yag asidi/protein oranini degistirir ve lipit peroksidasyonunu baslatir. Lipit
peroksidasyonuna bagli olarak organellerde fonksiyon bozuklugu olusur [39]. Bu sekilde olusan

lipit peroksitleri kolaylikla yikilarak, en 6nemlisi malondialdehit (MDA) olan reaktif karbon



bilesiklerini meydana getirirler. Bu nedenle, MDA miktarinin 6lgiimii dokulardaki lipit

peroksidasyonunun derecesini yansitmaktadir [40].

Lipit peroksidasyonu membranda bulunan fosfolipit, glikolipit, trigliserit ve sterol
yapisinda yer alan doymamis yag asitlerinin, serbest oksijen radikalleri tarafindan peroksitler,
alkoller, aldehitler, hidroksi yag asitleri, etan ve pentan gibi ¢esitli triinlere yikilmasi
reaksiyonudur. Serbest radikaller reaktif yapilari nedeniyle, basta lipitler, proteinler ve niikleik
asitler olmak {iizere yiikseltgenebilen tiim hiicre elamanlar1 ile etkilesirler [41]. Hiicreleri saran
membranlar ve hiicre organelleri, fazla miktarlarda doymamis yag asiti ihtiva ederler. Serbest
radikaller hiicre membranindaki bu poliansature yag asitlerine saldirir ve lipit peroksitlerin
tesekkiiliine yol agan lipit radikallerinin olusumuna sebep olurlar. Lipit peroksidasyonundaki
artis serbest radikal aktivasyonunun indirekt bir isaretidir. Biyolojik membranlarin en énemli
unsurlari lipit ve proteinlerdir. Lipit peroksidasyonu, lipitler kadar membran proteinlerini de

hasara ugratabilir [42].

Oksijen molekiilii lipitlere kars1 yiiksek afiniteye sahiptir. Bu molekiil hemoglobinden
ayrildiktan sonra plazmadaki lipoproteinler ile eritrosit zarindaki lipitlerde ¢oziinmekte ve daha
sonra dokularda kullanilmaktadir. Bu sirada dokularda bulunan doymamis yag asitlerindeki ¢ift
baglara oksijen baglanmasi sonucu lipit peroksidasyonu kimyasal reaksiyonu meydana
gelmektedir. Lipit peroksidasyonunun zar yapi ve biitiinligiiniin bozulmasi, olusan serbest
radikallerin ¢esitli hiicre bilesenleri iizerine zararl etkileri ve son iiriinlerinin sitotoksik etkileri

gibi farkli yollarla hiicre hasarina neden olduklar1 diisiiniilmektedir [43].

Lipit peroksidasyonu ¢ok zararli bir zincir reaksiyonudur. Oksijenin indirgenmesini izleyen
donemde siiperoksid (O5), hidroperoksil (HO;"), hidrojen peroksid (H,O,) hidroksil radikali
('OH) nin dahil oldugu bir¢ok reaktif oksijen tiirii olusmaya baslar [Reaksiyon 1,2,3,4,5].

0,+e —#0, [Reaksiyon 1]
0, + H ———®HO, [Reaksiyon 2]
0O, + O, +2H —#H,0, [Reaksiyon 3]
2H,0, —#*2H,0 + O, [Reaksiyon 4]
O, + H,O, —® OH+OH+ O, [Reaksiyon 5]

Ug numarali reaksiyon superoksid dismutaz (SOD) enzimi tarafindan katalizlenir.

Reaksiyon sonunda olusan H,O, memeli hiicrelerinde katalaz, glutatyon peroksidaz (GSHPx)



tarafindan glutatyon rediiksiyonu ile su molekiiler oksijene detoksifiye edilir [Reaksiyon 4].
Okside glutatyon da nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (NADPH) varliginda glutatyon
rediiktaz (GR) ile rediikte glutatyona doniistiiriiliir.

Hidroksil radikalleri son derece aktif oksidanlardir. Bu radikaller hiicrede lipit
peroksidasyonu, protein oksidasyonu DNA hasarimi baglatirlar (Sekil 5). Superoksid radikalleri
daha az reaktif olmakla birlikte yar1 omiirleri daha uzundur Haber-Weiss reaksiyonu araciligi ile
hidroksil radikallerini olustururlar [Reaksiyon 5]. Bu reaksiyon Fe",Cu™ gibi iz metal iyonlari

varliginda daha hizl ilerlemektedir (Fenton reaksiyonu).

LH AoA=ANA— Doymamis yag asidi
l -H* (hidrojen kopariimas)
L' N\=A=/ Lipid alkil radikal (izole cift bag formu)

J (Molekiiler diizenleme)

L' AN \=A—~ Lipid alkol radikali (konjuge dien formu)
,/ O, girisi
LOO'YC\::/\=/
Lipid peroksil radikali
Q T\ tood
0 Lipidhidro peroksid

Q
Dogmamis yag asidi W L

LH Lipid alkil radikali

Sekil 5. Radikal olusumu.

Hidroksil radikali olusumu i¢in bir diger yol ise O, in beyindeki néronal endotelial glial
nitrik oksid sentaz (NOS) araciligi ile siirekli olusan bir gaz radikal olan nitrik oksid (NO) ile
girdigi reaksiyondur. Bu reaksiyon iiriinii peroksinitrittir (ONOO") [Reaksiyon 6]



0, + NO—®ONOO' [Reaksiyon 6]
ONOO" +H" ——®»ONOOH [Reaksiyon 7]
ONOOH —® OH +NO, [Reaksiyon 8]

Fizyolojik pH da ONOO" derhal .OH nitrojen diokside (NO,.) pargalanir [Reaksiyon
7,8]. Cok giiclii bir prooksidan olan ONOO™ SOD ile reaksiyona girerek gii¢lii bir nitratlayici
ajan olusturur. Sonugta hiicresel proteinlerin tirozin kalintilarinin nitratlanmasi hiicresel
disfonksiyon o6liime yol agabilir. Radikal aracili bir zincir reaksiyon mekanizmasi seklinde
gelisen lipit peroksidasyonu sirasinda, doymamis yag asidlerinin yan zincirlerinde yeniden

diizenlenme s6z konusudur. Lipit peroksidasyonu ii¢ asamada gerceklesmektedir (Sekil 6) ;

Baslangi¢c basamag (initiation)
Ilerleme basamagh (propagation)

Sonlanma basamag1 (termination)

o;
N SN
Oz Lipid Peroxidation
u.’ ONGO" —» »QH — | Protein Oxidation
2 NOS  —> NO. DNA Damaga _i
PO, +
Protein
N:lros:ylanon - —» | Ceil Death
I A

Sekil 6. Lipit peroksidasyonu.

Baslangi¢ basamagi: Hiz kisitlayici olup yeterli reaktivitedeki oksijen kaynakl bir radikalin bir
metilen (-CH,-) grubundaki divinil (allilik) hidrojen atomunu koparmasi ile ger¢eklesmektedir.
Yag asidinde g¢ift bag varhg C-H bagmi zayiflatarak H™ atomunun kopartilmasini
kolaylastirmaktadir. Bu nedenle membran lipitlerinin doymamis yag asidleri yan zincirleri,
peroksidasyona &zellikle duyarlidirlar. ilk hidrojen atomunu kopartacak reaktivitedeki

radikaller, hidroksil (OH), alkoksil (RO), peroksil (ROO") hidroperoksil (HO,) radikalleri olup,
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siiperoksid anyon hidrojen peroksid bu reaksiyonu baglatamamaktadir. Hidrojen atomu tek bir
elektron igerdigi icin, baslangi¢ reaksiyonu sonunda geride karbon iizerinde eslenmemis bir
elektron kalmaktadir (-CH-). Daha 6nce baslangi¢ reaksiyonu kavrami daha ileri basamaklari
kapsamaktaysa da, son goriigsler bu asamanin sadece hidrojen atomunun koparilmasi reaksiyonu

oldugunu kabul etmektedir.

Ilerleme basamagi: Karbon merkezli radikal, molekiiler bir diizenleme ile izole ¢ift bag
formundan, konjuge dien formuna gecer. Olusan lipit alkil radikali oksijen ile reaksiyona
girerek lipit peroksil radikalini olusturur (Sekil 6). Lipit peroksil radikali ise, bir baska yag
asidinden hidrojen atomunu kopararak lipit hidroperoksidi yeni bir lipit alkil radikalini
olusturarak yeni bir zincir reaksiyonu baglatabilmektedir. Lipit hidroperoksidleri, fizyolojik
kosullarda nispeten kararli molekiiller olmakla birlikte, gec¢is metalleri veya metal
komplekslerinin katalizorliigiinde parcalanabilmektedirler. Beyin, ferrik demir (Fe™) agisindan
zengin bir organdir. Bu demirin biiyiik bir kism1 hemoglobin, myoglobin, aktif bolgesinde demir
iceren enzimlerde veya ferritin gibi depo proteinleri ile, transferrin gibi transport proteinlerine
bagl olarak bulunmaktadir. Bu sekli ile demir katalizér gérevini yapamaz. Serbest demirin en
6nemli kaynag ferritindir. NADH O7,, ferritindeki ferrik demirin indirgenmesini ferréz demir

(Fe™) olarak salmmasini kolaylastirmaktadir [Reaksiyon 9].
NADH + Fe" + Ferritin ———®NAD" + Fe> + Ferritin [Reaksiyon 9]
indirgenmis metal iyonlari (Fe™, Cu") lipit hidroperoksidi ile reaksiyona girerek
alkoksil radikalini (LO"), okside metal iyonlari ise (Fe”, Cu'®) daha yavas bir reaksiyonla
alkoksil peroksil (LOO) radikallerini olusturmaktadir [Reaksiyon 10].

LOOH + M"™ LO——® + M™""+ OH [Reaksiyon 10]

Her iki radikal de bagka yag asitlerinden hidrojen atomu kopartarak lipit peroksidasyonu

zincir reaksiyonunu siirdiiriirler.
Sonlanma basamagi: Lipit peroksidasyonu zincir reaksiyonlari, iki lipit peroksit radikali
etkilesinceye kadar siirmekte siklik peroksit (LOOL) olusumu ile sonlanmaktadir [Reaksiyon

11].

LO ,+ LO—®, LOOL + O, [Reaksiyon 11]
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Lipit peroksidasyonu sirasinda, karbon baglarinin kopmasi ile aldehid yapisinda yikilim
iiriinleri ortaya ¢ikmaktadir. Bu sitotoksik metabolitler, malondialdehid gibi alkaneller, 4
hidroksinonenal gibi hidroksialkenallerdir. Malondialdehid sinifindan olan tiyobarbitiirik asid
ile reaksiyon veren maddeler, iskemi reperfiizyon olayinda lipit peroksidasyonunun en duyarl
gostergelerindendir.

Lipit peroksidasyonu, ortamda doymamis yag asidleri, oksijen metal katalizorler (Fe™,
Cu") bulundugu siirece logaritmik olarak artarken yeni serbest radikallerin olusumuna neden
olmaktadir. Lipit radikalleri veya MDA gibi peroksidasyon iiriinleri araciligi ile lipit
peroksidasyonu, biyolojik membranlarda yaygin hale geldigi zaman hiicresel yapi fonksiyon
hasarlari ortaya ¢ikmaktadir.

*Yapisal hasarin derecesine gore, plazma membraninda akigkanligin azalmasi, membran
gegirgenliginin degismesi, membran potansiyeli azalmasi, membrana bagl enzimlerde (Orn:

Na'-K"ATPaz) aktivite azalmasi.

*Lizozomal mitokondrial membranlari ilgilendiren ileri derecede lipit peroksidasyonu ile
organel igeriginin (mitokondrial matriks enzimleri, lizozomal enzimler gibi) hiicre icine
salinmasi. Normal kosullarda lizozomlar i¢inde giivenli bir sekilde tutulan lizozomal proteolitik
enzimlerin sitoplazmaya salinmalar1 ile hiicre i¢i proteolizin hizlanmasi doku hasarinin

siddetlenmesi.

*Membran gegirgenliginin bozulmasi ile protein sentezi igin ¢ok &nemli olan K" Mg™

konsantrasyonlarinin degismesi buna bagli olarak protein sentezinin inhibisyonu.

*Lipit peroksidasyonunun yikilim iiriinii olan malondialdehidin, proteinlerin amino gruplar ile
sift baz1 olusturmasi tiyol gruplart ile etkilesim. Bu sekilde olusturdugu protein fragmantasyonu
polimerizasyonunun yani sira MDA’nin  mutajenik etkisi de goOsterilmistir. Lipit
Karboksilasyonu Reperfiizyonda ortaya ¢ikan serbest radikallerin etkisi ile olugan lipit radikali,
dokuda artmis bulunan karbondioksid ile reaksiyona girerek lipit karboksil radikalini
olusturmaktadir. Karboksil radikali, lipit peroksidasyonu kadar yaygin olmasa da membran
hasarina katkida bulunmaktadir [Reaksiyon 12, 13, 14].
HO + LH —®HOH + L' [Reaksiyon 12]
L + CO,—®»LCOO [Reaksiyon 13]
LCOO + HOH —®»LCOOH + HO' [Reaksiyon 14] [44].
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Direkt olarak membran yapisina ve indirekt olarak reaktif aldehitler iireterek diger hiicre
bilesenlerine zarar verir. Bu bilesikler ya hiicre diizeyinde metabolize edilirler veya
baslangictaki etki alanlarindan diffiize olup hiicrenin diger boliimlerine hasari yayarlar.
Boylece, birgok hastaliga ve doku hasarmma sebep olurlar. Peroksidasyonla olusan MDA,
membran komponentlerinin ¢apraz baglanma ve polimerizasyonuna sebep olur. Bu da
deformasyon, iyon transportu, enzim aktivitesi ve hiicre yiizey bilegenlerinin agregasyonu gibi
intrinsik membran &zelliklerini degistirir. Bu etkiler, MDA’nin nigin mutajenik, genotoksik ve
karsinojenik oldugunu agiklar. Lipit peroksidasyonu ile meydana gelen membran hasar1 geri
doniistimsiizdiir. Hem insanlardaki ve hem de dogadaki lipit peroksidasyonunu kontrol etmek ve

azaltmak i¢in antioksidanlar kullanilmaktadir [45].

2.5. Serbest Radikaller ve Toksik Etkileri

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

sayisini eslestirmeye boylece kararl bilesiklere doniismeye ¢alismaktadirlar [28,29,46].

Serbest radikaller ve reaktif karakterli maddeler ile bu maddeleri iireten tiim faktorler
oksidan veya “prooksidan” olarak tanimlanir. Reaktif karakterli bu tiir metabolitlerin olusumuna

yol agan faktérlerin tamamina “prooksidan veya oksidan madde” olarak tanimlanmistir [47,48].

Serbest radikaller, hiicrelerde endojen ve ekzojen kaynakli etmenlere bagli olarak
olusurlar. Ekzojen kaynakli etmenler arasinda parakuat, alloksan gibi kimyasallarin etkisi
altinda kalma, karbon tetrakloriir, parasetamol gibi ilag toksikasyonlari, iyonize ve ultraviyole
radyasyon, hava kirliligi yapan fitokimyasal maddeler, sigara dumani, solventler gibi ¢evresel
faktorler, nitrofurantoin, bleomisin, doksorubisin ve adriamisin gibi antineoplastik ajanlar, alkol
ve uyusturucular gibi aligkanlik yapici maddeler bulunmasi nedeniyle serbest radikaller

toksikolojik ag¢idan da 6nemlidir [49-51].

Viicutta dogal metabolik yollarla olusan serbest radikaller, radikal pargalayan
antioksidan sistemlerle ortadan kaldirildigindan, herhangi bir sitotoksisite ortaya ¢ikmaz. Ancak
bu isleyisin radikaller lehine bozuldugu durumlarda bir dizi patolojik olay ortaya c¢ikar.
Organizmada serbest radikal olusturan dogal olaylarin baglicalari, mitokondrial elektron

transportu, heksoz monofosfat yolu, ksenobiotiklerin metabolizmasi, dogal uyaranla fagositik
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hiicrelerin aktivasyonu, biosentetik ve biyokimyasal yikim olaylaridir. Serbest radikallerin hiicre
dis1 etkileri hiicreler arasi bosluk ve sivilarda ortaya ¢ikar. Ozellikle eklem ve beyin omurilik
sivilarinda antioksidan savunmanin yetersiz olmasi nedeniyle, bu bdlgelerde serbest radikallere
bagli yikimin daha fazla oldugu gézlenmektedir [52]. Hiicreler kendilerini serbest radikallerin
olusturacagi hasarlardan korumak i¢in enzimler, antioksidanlar ve serbest radikal yok edicileri
gibi detoksifikasyon sistemlerine baglidirlar. Serbest radikal iiretimi, striatumda muhtemelen en
cok bulunan ndron tipi olan GABAerjik noronlarda hasar yapabilir [9,10]. Organizmada stirekli
serbest radikal iiretimi devam ettiginden bu serbest radikallerin olumsuz etkilerine karsi da

bir¢ok savunma sistemi islemektedir [53].

Oksijenli solunum yapan canlilarda, serbest oksijen radikallerinin olusmasi
kagmilmazdir. Bu oksijen kaynakli radikaller; siiperoksit radikali, hidrojen peroksit, serbest
hidroksil radikalleridir. Bu radikaller 6zellikle hiicrenin farkli kisimlarinda bulunan protein,
karbonhidrat, lipit ve DNA gibi molekiilleri etkileyerek onemli degisikliklere neden olurlar.
Bilhassa hiicre zarinda bulunan doymamis yag asitleri bunlar i¢in ¢ok iyi bir hedeftir. Reaktif
madde miktarindaki artislarin hiicresel homeostazisi olumsuz etkilemesini viicut sivilarinda ve

hiicre membranlarinda bulunan ve “antioksidan” olarak isimlendirilen bazi fakt6rler 6nleyebilir.

Serbest radikaller hidroksil, siiperoksit, nitrik oksit ve lipit peroksit radikalleri gibi
degisik kimyasal yapilara sahiptir. Biyolojik sistemlerdeki en onemli serbest radikaller,
oksijenden olusan radikallerdir. Oksijen, siiperoksit grubuna bazi demir-kiikiirt iceren
yiikseltgenme-indirgenme enzimleri ve flavoproteinlerin etkisiyle indirgenir. Son derece etkin
olan ve hiicre hasarina yol agan siiperoksit grubu, bakirli bir enzim olan stiperoksit dismutaz
(SOD) araciliginda hidrojen peroksit (H,O,) ve oksijene gevrilir. Siiperoksit grubundan daha
zayif etkili olan H,O,, dokularda bulunan katalaz, peroksidaz ve glutatyon peroksidaz (GPx)
gibi enzimlerle su ve oksijen gibi daha zayif etkili {iriinlere donustiiriilerek etkisiz kilinir.
Dietilditiyokarbamat gibi siiperoksit dismutazin etkinligini engelleyen maddeler, siiperoksit
gruplarinin zararsiz hale getirilmesini smirlandirirken, lipit peroksidasyonu hizlandirirlar.
Ayrica katalazin etkinligini engelleyen maddeler (aminotriazol gibi herbisidler) de etkin oksijen
gruplarina veya bu gruplari olusturan maddelere duyarliligi artirir [54]. Siiperoksit gruplarinin
hizli bir sekilde olusturdugu singlet oksijen, hiicre zarlarinin fosfolipit, glikolipit, gliserid ve
sterol yapisindaki doymamis yag asitleriyle reaksiyona girerek peroksitler, alkoller, aldehitler,
hidroksi yag asitleri, etan ve pentan gibi cesitli lipit peroksidasyon tirtinlerini olugturur. Lipit
peroksitler, indirgenmis glutatyona (GSH) bagimli selenyumlu bir enzim olan GS-peroksidaz

tarafindan lipit alkollere ¢evrilerek inaktive edilirse de, gerek siiperoksit gruplariyla fazla
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miktarda lipit peroksitlerin sekillendirilmesi ve gerek selenyum eksikligi ve gerekse ortamdaki
GSH’nin tiikkenmesine neden olabilen dietilmaleat, dioksin gibi maddelerin bulunmasi, lipit
hidroperoksitlerinden serbest lipit gruplarin olugsmasina yol agar. Serbest lipit gruplari da, ayrica
doymamig yag asitlerinin peroksidasyonuna neden olur. Lipit hidroperoksitlerin yikimi ile
olusan ve biyolojik olarak aktif olan aldehidler ya hiicre diizeyinde metabolize olurlar ya da
baslangictaki etki alanlarinda diffiize olup hiicrenin diger boliimlerine hasar1 yayarak sekonder
bozukluklarin da gostergesi olabilirler. Beyin, oksidatif hasara en duyarli bolgedir. Serbest
radikaller, santral sinir sisteminin patolojik durumlarinin pek ¢ogunda, direkt olarak doku hasar1
meydana getirirler. Serbest oksijen tiirleri, ekzitotoksisite, metabolik disfonksiyon ve
kalsiyumun intraseliiler hemostazisinde bozulma gibi ¢ogul mekanizmalarla doku hasar1

meydana getirirler [55, 56].

Lipit peroksidasyonun en nemli iiriinii malondialdehid (MDA)’dir. Ug ya da daha fazla
cift bag igeren yag asitlerinin peroksidasyonunda MDA meydana gelir. Olusan MDA, hiicre
membranlarindan iyon aligverisine etki ederek membrandaki bilesiklerin ¢apraz baglanmasina
yol agar ve iyon gecirgenliginin ve enzim aktivitesinin degisimi gibi olumsuz sonuglara neden
olur. MDA bu 6zelligi nedeniyle, DNA’nin nitrojen bazlari ile reaksiyona girebilir ve bundan

dolay1 mutajenik, hiicre kiiltiirleri i¢cin genotoksik ve karsinojeniktir [57, 58].

Oksidatif stres; kalitsal bozukluklar, hasarlar, agir fiziksel aktiviteler, ¢evredeki fiziksel
ve kimyasal (ozon, sigara dumani ve giines 15181 ) etkilere maruz kalma ile dengesiz beslenme
gibi ¢esitli sartlarin artmasiyla meydana gelir. Strese yol agan bu faktorler ise serbest oksijen
radikallerini (SOR) biiyiik 6l¢iide arttirmaktadir [59]. Son zamanlarda biyokimyasal ara iiriinler
ve stres sonucu olusan serbest radikallerin bir¢ok hastalikla iliskili oldugunun tesbit edilmesi

Ozellikle antioksidanlara karsi olan ilgiyi arttirmistir [36].

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

oksidanlar lehine bozulmasidir [47, 59, 60].
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2.6. Antioksidanlar ve Metabolizma icin Onemleri

Reaktif oksijen tiirlerinin olusumu ve bunlarin meydana getirdigi hasar1 6nlemek igin
viicutta bircok savunma mekanizmalar1 gelismistir. Bunlara kisaca  “antioksidanlar”
denilmistir. Antioksidanlar bu amagla reaktif maddeleri ve reaksiyonlarint bir dengede
tutabilmek iizere siirekli aktivite gosterirler [61]. Organizmada siiperoksit radikalleri enzimatik
dismutasyonla temizlenirken, antioksidan olarak bilinen bilesikler de oksijen radikallerinin yok
edilmesini saglarlar. Bu kimyasal bilesikler arasinda A, E, C vitaminleri ve selenyum énemli bir
rol oynamaktadir [62].

Antioksidanlar, hem direkt, hem de dolayli olarak ksenobiyotiklerin, ilaglarin,
karsinojenlerin ve toksik radikal reaksiyonlarin istenmeyen etkilerine karsi hiicreleri koruyan
maddelerdir. Vitamin C, E, A, betakaroten, metallotionin, poliaminler, melatonin, NADPH,
adenozin, koenzim Q-10, iirat, ubikuinol, polifenoller, flavonoidler, fitodstrojenler, sistein,
homosistein, taurin, metionin, s-adenozil-L-metionin, resveratrol, nitroksidler, GSH, glutasyon
peroksidaz, katalaz, siiperoksid dismutaz, tioredoksin rediiktaz, nitrikoksid sintaz, hem
oksijenaz-L ve eozinofil peroksidaz bu gruba girer. Diyetle alinin alfa-tokoferol lipit
peroksidasyona karsi korur ve sonugta steroidlerin neden oldugu karaciger hiicre hasari ve
timor gelisimine karsi kullanilabilir [63]. Bunlara karsin Krajcovicova ve arkadaslar1 [64],
Vitamin C ve E’nin artmis lipit peroksidasyon ve serbest radikallere karsi savunmada yetersiz
kaldigin1  belirtmislerdir. Insanlarda serebrovaskiiler hastaliklarda kullanim alani bulan
idebenonun, serbest radikal yokedicisi gibi etki gosterdigi ve lipit peroksidasyona karsi
mitokondrial membrani korudugu belirlenmistir. Yine anestezik dozlarda kullanilan propofolun,
hiicre membranlarinda lipit peroksidasyonunu sinirlandirabildigi veya durdurabildigi

gosterilmistir [65].

Amac¢: Aminoimidazolinler bir¢ok ilacin bilesiminde bulunmaktadir. Bu nedenle, sentezlenmis
ve karakterize edilmis orijinal N-(5-fenil [1,3,4]-tiyadiazol-2-il)-N-(4,5-dihidro-1H-imidazol-
2il) amin’in ratlarin antioksidan vitaminleri ( A, E ve C) ve lipit peroksidasyonunun bir iiriinii
olan malondialdehit (MDA)’in diizeylerine etkilerini belirlemek ve bu parametreler arasindaki

iliskileri arastirmak amag¢lanmustir.
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Hayvan Materyali

Arastirmalarimizda 12-14 haftalik ortalama 250 gr agirhiginda eriskin Wistar cinsi erkek
ratlar kullanildi. Deneylerimizde kullandigimiz hayvanlara 12 saat 151k, 12 saat karanlik olarak
151k diizenlemesi yapilan bir ortam hazirlandi. Yine ortamin 1sis1 oda sartlarinda sabit tutuldu
(24-26 °C).

Elaz1g Yem Fabrikasindan hayvanlarin yemi (ad libitum), Elaz1g sehir sebekesinden de
sulart saglandi. Uygulamalar ayni saatte yapildi. Uygulamalarda kullanilan ratlar dogumdan
itibaren stirekli kontrol edilerek hastalik stiphesi olabilecek ratlar gruplara alinmadi. Deneyler

boyunca rat 6liimii gozlenmedi.
3.2. Gruplarin Olusturulmasi

Kontrol grubu ve 2-aminoimidazolin olmak {izere 23 adet rat kullanildi. 2-
aminoimidazolin %75°lik etil akolde ¢6ziildii. 25 mg kg dozda 250 uL olarak ratlara ayni
saatte olmak iizere giinasir1 deri altina enjekte edildi. Kontrol grubuna da ayni1 sekilde 250 pL
%75 ethanol deri altina giinasirt enjekte edildi. Bu ¢alismada formiilii goriilen sentezlenmis ve

karakterize edilmis olan orjinal 2-aminoimidazolin [1] kullanild:.

N—N
@s }NH2

5-Fenil-[1,3,4]-tiyadiazol-2-ilamin

|
O

N-(5-fenil-[1,3,4]-tiyadiazol-2-il)
N-(4,5-dihidro-1H-imidazol-2-il) amin

S
]
@—COOH + HN—CN-NH,
H

Benzoik asit Tiyosemikarbazit

Sekil 7. N-(5-fenil[1,3,4]-tiyadiazol-2-il)-N-(4,5-dihidro-1H-imidazol-2il) amin (2-aminoimidazolin)
sentezi.
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3.3. Kan ve Doku Orneklerinin Alinmasi

Uygulamalardan sonra hayvanlar eter ile anestezi yapilarak g6giis kafesleri agildi.
Kalplerinden yeterli miktarda (4-8 mL) kan alindi. Polietilen tiiplere alinan kan &rnekleri
santrifiijlenerek serumlar1 ayrildi. Ayrilan serumlar en geg ti¢ giin igerisinde analizlendi. Serum
polietilen tiiplerde, karaciger ve bobrek Ornekleri ise aliiminyum folyo ile sarilarak

analizleninceye kadar -20 °C’da muhafaza edildi.

3.4. Doku Orneklerinin (Karaciger ve Bébrek) Hazirlanmasi

Karaciger ve bobrek o6rnekleri homojenizatérde homojen hale getirildikten sonra 0.2 gr

tartim alinarak serum 6rnegine uygulanan islemlerin aynist doku 6rneklerine de uygulandi.

3.5. Metot

3.5.1. A ve E Vitamini Tayini

Derin dondurucudan alinan serum, karaciger ve bobrek oOrnekleri oda sicakliginda
coziildiikten sonra, serum Srneginden 0.3 ml, karaciger ve bobrek dokular1 ise homojenizatorde
iyice homojen hale getirildikten sonra her birinden 0.2 gram tartilarak her bir plastik tiipe alindi.
Her bir tiip tizerine 2 ml etanol ilave edilerek proteinler ¢okturiildii. Siiziilerek ayrilan stiztintii
tizerine 0.3 ml n-hegzan ilave edilerek vortekste karistirildi. Daha sonra 4000 devir/dk’da 3
dakika santrifiijlenerek iistteki hegzan fazi ayrildi. Her bir 6rnek i¢in hegzanla ekstraksiyon
islemi iki defa tekrarlandi. B6ylece, serum igindeki A ve E vitamininin tamami hegzan fazina
alindi. Ayrilan hegzan fazi azot gaz1 altinda kuruluga kadar uzaklastirildi. Daha sonra 6rnekler
tekrar 0.15 ml % 100 metanolde ¢6ziilerek analize hazir hale getirildi. Bu metanol ¢6zeltisinden
20 pL alinarak HPLC’ye enjekte edildi. HPLC'de Techsphere ODS-2 (5 um partikiil and 80 °A
por biiyiikliigii) kolon (250x4.6 ID)’unda hareketli faz olarak metanol: asetonitril: kloroform
(47: 42: 11) karisimi kullanildi. Vitamin A (retinol) 326, vitamin E (a-tokoferol) ise 296 nm’lik
dalga boylarinda tayin edildi [66-68]. Geri kazanim degerleri E vitamini i¢in % 98,0 ve A

vitamini i¢in % 97.5 olarak hesaplandi.
A ve E vitamin miktarlarin1 belirlemek i¢in her birinin ayr1 ayr degisik

konsantrasyonlarda stok ¢ozeltiler hazirlanarak bu ¢ozeltilerin pik yiikseklikleri belirlendi. Daha

sonra belirlenen bu pik yiiksekliklerine karsi derisim (konsantrasyon) grafige alinarak ¢alisma
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grafigi ¢izildi (Sekil 8 ve Sekil 9). Her ¢alismada yeni bir ¢alisma grafigi ¢izilerek o ¢alismanin
vitamin verileri o giinkii ¢alisma grafiginin dogru denkleminden hesaplandi. Dogru
denkleminde y yerine 6rnegin pik yiiksekligi yazilarak x bulundu ve eger seyreltme yapilmissa

seyretme faktorii ile carpildi.

Geri Kazanim: Geri kazanim i¢in serum Ornegi iizerine konsantrasyonu bilinecek sekilde
belirlenecek parametrelerin standartlart ilave edildi. Her bir numune i¢in anlatilan 6n islemler
tekrarlandi. Standart ¢ozeltisi ile birlikte standart ilaveli serum Ornekleri ve standart ilave
edilmemis serum Ornekleri aymi sartlarda analizlendi. Standart ilaveli oOrneklerin pik
yiiksekliklerinden standartlara ait pik yiikseklikleri ¢ikarildi ve standart ilave edilmemis

serumun pik yiiksekligine boliinerek geri kazanimlar asagidaki gibi hesaplandi.

Standart ilaveli serumun pik yliksekligi — Standardin pik yiiksekligi

Geri Kazanim = x 100

Normal serumun pik yiiksekligi

1,5 1 *

§ 12-
=)
3 0.9 7 £ y =0,718x + 0,003
< 06- R*=0,9826
>
X
a 03-

0 T T T T 1

0 0,5 1 1,5 2 2,5

Konsantrasyon (ug/ml)

Sekil 8. Vitamin A’nin ¢aligma grafigi ve dogru denklemi.
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>
X
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Konsantrasyon (ug/ml)

Sekil 9. Vitamin E’nin ¢alisma grafigi ve dogru denklemi.

3.5.2. C Vitamini Tayini

Oda sicakligina kadar 1sinmis 6rneklerden serumdan 0.3 ml, homojenize hale getirilmis

karaciger ve bobrek 6rneklerinden ise 0,25 gram tartilarak plastik tiiplere alindi.

Serum 6rnekleri iizerine 0.5 M HCIO,’den 0.3 ml, karaciger ve bobrekler 6rneklerinin
her biri iizerine 0.5 M HClO4’den 0.5 ml ilave edilerek 2 dk vortekslendi ve proteinler
cokturiildii. Sonra tiim ornekler ultrasonik su banyosunda 50 °C’de 5 dk bekletilerek iyice
parcalanma gerceklestirildi. Daha sonra serum 6rneklerinin toplam hacmi saf su ile 2 ml’ye,
karaciger ve bobrek orneklerinin hacmi ise saf su ile 5 ml’ye tamamlanarak, 4500 rpm 10 dk
santrifiijlendi. Santrifiijlenen ¢6zeltiden ¢okelek ve siiziintiiniin ayrilmasi saglandi [69]. Daha
sonra istteki siiziintiiden 20 pL alinarak HPLC’de Supelcosil LC-18-DB kolonunda (3 pm
partikiil bitytikligii 250 x 3.9 ID) mobil faz : 3.7 mM KH,PO, (pH: 4, H;PO, ile) tamponu 1ml
dk™" akis hizinda, 245 nm dalgaboyu kullanilarak C vitamini tayin edildi [70]. C vitamini i¢in

geri kazanim % 98.6 olarak hesaplandi.

Degisik konsantrasyonlarda hazirlanmig olan stok C vitamini ¢ozeltilerinin pik
yiikseklikleri olgiilerek calisma grafigi ¢izildi (Sekil 10). Calisma grafiginin dogru denklemi
yardimiyla C vitamini miktarlar1 belirlendi. Serum 6rnekleri 5 kat seyreltildigi i¢in seyrelme
katsayist 5 kabul edildi. Sekil 10°da goriilecegi iizere konsantrasyon-pik yiiksekligi calisma

grafiginde elde edilen dogrusallik kabul edilebilir limitler icerisindedir.
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Sekil 10. Vitamin C’nin ¢alisma grafigi ve dogru denklemi.

3.5.3. MDA Tayini

Oda sicakligmma kadar 1sinmig Orneklerden serumdan 0.30 ml, homojenize hale
getirilmis karaciger ve bobrek orneklerinden ise 0.25 g tartimlar plastik tiiplere alindi. Serum
ornekleri tizerine 0.5 M HCIO,’den 0.3 ml, karaciger ve bobrekler 6rneklerinin her biri iizerine
0.5 M HCIO,’den 0.5 ml ilave edilerek 2 dakika boyunca vortekslendi ve proteinler ¢oktiiriildi.
Sonra tiim ornekler ultrasonik su banyosunda 50 °C’de 5 dk bekletilerek iyice pargalanma
gerceklestirildi. Daha sonra serum &rneklerinin toplam hacmi saf su ile 2 ml’ye, karaciger ve
bobrek orneklerinin hacmi ise saf su ile 5 ml’ye tamamlanarak, 4500 rpm 10 dk santrifiijlendi.
Santrifiijlenen ¢6zeltiden ¢okelek ve siiziintiiniin ayrilmasi saglandi. Daha sonra iistteki
stiziintiden 20 pL alinarak HPLC’de Supelcosil LC-18-DB kolonunda (3 pm partikiil
biiyiikligii ve 250 x 3.9 ID) mobil fazi 30 mmol KH,PO, ve metanol karisimi (%65-%35,
H;PO, ile pH=4) olan ve akis hiz1 1.3 ml/ dk’ya ayarlanarak 254 nm HPLC’ye enjekte edildi
[71]. MDA standardi olarak 1,1,3,3-tetractoksipropanin (TEP) ¢ozeltisi kullanildi ve MDA igin

geri kazanim % 98.2 olarak belirlendi.
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Sekil 11. MDA ’nin ¢alisma grafigi ve dogru denklemi.



4. BULGULAR

Tablo 1 ve Sekil 12°de goriilecegi gibi, 2-amioimidazolin enjekte edilmis ratlarin serum
antioksidan vitaminlerden A ve E vitaminlerinin miktarlari kontrol grubuna gére diisiik (p<0.05)
bulunurken, C vitamini kontrol grubuna goére diisiik (p<0.005) bulundu. 2-aminoimidazolin

grubunun MDA seviyelerinin ise kontrol grubuna gore artig1 (p<0.005) g6zlendi.

Tablo 1. Kontrol grubu ve 2-aminoimidazolin enjekte edilen ratlarin serum antioksidan vitaminleri (A, E
ve C) ve MDA miktarlari. Sonuglar + SD ile verilmektedir.

Kontroller (11) 2-aminoimidazolin (n:12) p degerleri
A vitamini (pg/ml) 0.55+0.23 0.35+£0.17 <0.05
E vitamini (ng/ml) 4.87+1.30 335+1.34 <0.05
C vitamini (ug/ml) 841+ 1.85 6.13+£1.51 <0.005
MDA (png/ml) 0.56+ 0.25 1.26 +£0.54 <0.005

O Kontrol
B 2-Aminoimidazolin
6,13 I
L N335 T N126
0.55/R0,35 f 1225

Vitamin A (ug/ml)  Vitamin E (ug/ml) Vitamin C (ug/ml) MDA (pg/ml)

Sekil 12. Kontrol grubu ve 2-aminoimidazolin enjekte edilen ratlarin serum antioksidan vitaminler (A, E
ve C) ve MDA diizeylerinin grafigi.
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Tablo 2 ve Sekil 13°te goriildiigii iizere, 2-amioimidazolin injekte edilmis ratlarin

karaciger antioksidan vitaminlerin (A, E ve C) miktarlar1 kontrol gruplarina goére diisiik

(p<0.05) oldugu belirlendi. MDA miktarlarinin ise kontrol grubuna gore arttigi (p<0.005)

gozlendi.

Tablo 2. 2-Aminoimidazolin enjekte edilmis ratlar ve kontrol gruplarinin karaciger dokusu antioksidan
vitaminlerin (A, E ve C) ile MDA miktarlari. Sonuglar + SD ile verilmektedir.

A vitamini (pg/gr)
E vitamini (pg/gr)
C vitamini (pg/gr)

MDA (ng/gr)

Kontroller (n:11)
3.02+1.02
21.93+6.79
34.06 + 7.33
1.05+ 0.42

2-aminoimidazolin (n:12)
2.19+0.77

1423 +£5.48

27.73 + 6.67

1.98 +0.74

p degerleri
<0.05
<0.05
<0.05

<0.005

O Kontrol

B 2-Aminoimidazolin

T ) 17,24 +N29.99 *T*
12,65/ [F T '
N 1.78 71,25/ N\%98

Vitamin A (ug/gr)  Vitamin E (ug/gr)  Vitamin C (ug/gr) MDA (pg/gr)

Sekil 13. Kontrol grubu ve 2-aminoimidazolin enjekte edilen ratlarin karaciger dokusu antioksidan

vitaminler (A, E ve C) ve MDA diizeylerinin grafigi.
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Tablo 3 ve Sekil 14’de goriildiigii iizere, 2-amioimidazolin enjekte edilmis ratlarin

bobrek antioksidan vitaminlerin (A, E ve C) miktarlar1 kontrol gruplarina gore diisiik (p<0.05)

oldugu belirlendi. MDA miktarlarinin ise kontrol grubuna gore arttigi (p<0.05) goriildii.

Tablo 3. 2-Aminoimidazolin enjekte edilen ve kontrol grubu ratlarin bdbrek dokusu antioksidan
vitaminlerin (A, E ve C) ile MDA miktarlari. Sonuglar + SD ile verilmektedir.

Kontroller (n:11)

A vitamini (pg/gr) 2.65+0.89

E vitamini (pg/gr) 17.24 £ 6.90
C vitamini (pg/gr) 28.06 + 7.65
MDA (png/egr) 1.25+ 0.48

2-aminoimidazolin (n:12)

1.78 £0.95
11.64 +3.47
20.95 + 6.65

2.08 +0.86

p degerleri
<0.05
<0.05
<0.05

<0.05

0 Kontrol

B 2-Aminoimidazolin

_|_ -K20,95 .
12,65/ . ‘
N1 78 71,25 N2:08

Vitamin A (ug/gr)  Vitamin E (ug/gr)  Vitamin C (ug/gr) MDA (pg/gr)

Sekil 14. Kontrol grubu ve 2-aminoimidazolin enjekte edilen ratlarin bobrek dokusu antioksidan

vitaminler (A, E ve C) ve MDA diizeylerinin grafigi.
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5. TARTISMA

Serbest radikaller son yillarda iizerinde en ¢ok durulan ve arastirmalarin yogunlastigi bir
konudur. Serbest radikallerin hiicresel kaynaklari, rol oynadiklari reaksiyonlar ve serbest
radikallere karsi hiicresel savunma mekanizmalarinin agikliga kavusmasi ile bu molekiillerin
kanser, seker, kalp hastaliklar1 gibi bir¢cok hastalikla iligkisi aydinlatilmaya ¢alisiimigtir [72].
Cesitli patolojik durumlar sirasinda birgok hiicre tipinde oksijenin rediiksiyonundan olusan
tirlerin olagan dis1 ve siddetli iiretimiyle karakterize oksidatif stresin meydana geldigi
giiniimiizde iyi bilinmemektedir. Bu oksidatif stresin genel bir sonucu, hiicre organizasyonunun

az ya da ¢ok pargalanmasi ile sonuclanan hiicre lipitlerinin peroksidasyonudur [41].

Lipit peroksidasyon yapilar1 hiicre memranlarmin dejenerasyonuna neden olan serbest
radikallere sahiptirler. Bu serbest radikaller hiicre yapisinda bulunan yag, protein, karbonhidrat
ve niikleik asit gibi onemli hiicre yapilarini etkilerler. Lipit peroksidaz yapilar1 ¢ok hizli bir
bicimde hiicrede bozulup reaktif karbon bilesiklerini olustururlar. Olusan 6nemli karbon

yapilarindan biri olan MDA, lipit peroksidasyon sisteminde indikator olarak rol alir [73, 74].

Antioksidan maddelerden [(-karoten ve retinol antioksidan aktivitesini serbest
radikallerin olusumunu engelleyerek ve ortamdaki radikalleri toplayarak gergeklestirmektedir
[75]. Vitamin C’nin singlet oksijen, siiperoksit, hidroksil, hidroperoksil, lipit peroksil ve
alkoksil radikallerini ortamdan temizleyerek antioksidan etkisini gosterebilecegi bildirilmektedir
[76]. Vitamin E ise antioksidan aktiviteyi lipit peroksidasyonunun erken asamasinda serbest
radikal tiirlerini yok ederek ya da olusumlarini engelleyerek ve serbest radikalleri kararli hale

getirip peroksidasyon zincirini kirarak gostermektedir [77].

Bulgularimizda 2-aminobenzimidazolin enjekte edilen ratlarm serum, karaciger ve
bobrek MDA diizeyleri kontrol grubuna gore yiiksek bulundu. Bu durum oksidatif stresin
oldugunun gostergesidir. a-Tokoferol (vitamin E) ortamda bulunan serbest radikalleri tutarak
lipit peroksidasyon reaksiyonunu durdurur. Bu sistemde a-tokoferol yapisi a -tokoferoksil
radikaline doniisiir. C vitamini a—tokoferoksilden hareketle tekrar a-tokoferol’ii olusturur [78].
Onemli antioksidanlardan biri olan E vitamini selenoproteinler tarafindan tasmir ve ortamda
bulunan serbest radikalleri temizler. 2-aminobenzimidazolin enjekte edilen ratlarin serum
karaciger ve bobrek A, E ve C vitamini miktarlarinda kontrol grubuna gore azalma belirlendi . C
vitamini nitrit ve nitrattan nitrozamin yapisinin olusumunu engeller [79]. Ayrica C vitamini

hiicrenin bilyiimesini ve béliinmesini inhibe eder. Bu islemi hidrojen peroksit olusumuna katki
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saglayarak yapar [80]. Bulgulardan 2-aminobenzimidazolinin oksidatif stres olusturarak serbest
radikal idiretimini artirdigi ve bu radikal artisina da bagl olarak lipitlerin peroksidasyona
ugrayarak son iiriinlerden biri olan MDA miktarini artirdigi goriilmektedir. Bilindigi gibi serbest
radikalleri antioksidan vitaminler etkisiz hale getirmektedir. Ratlarin karaciger, bobrek ve kan
serumdaki MDA miktarindaki artis, serbest radikallerin etkisiz hale getirilmesinde antioksidan

vitaminlerin harcanmis olmalariyla agiklanabilir.

Bobrekler baglica sivi-elektrolit ve asit-baz dengesinin diizenlenmesi, viicut
ihtiyacindan fazla olan inorganik maddelerin ve metabolik son {iriinlerin uzaklastirilmasi,
viicudun ihtiyaci olan maddelerin viicutta tutulmasi, toksik maddelerin atilmasi gibi pek ¢ok
goreve sahiptir. Yapilan ¢aligmada, bobrekler de dahil olmak iizere serum ve karacigerde
antioksidan vitaminlerde gozlenen istenmeyen degisimler, olas1 serbest radikal ataklarindan
kaynaklanabilir. Bu da, serbest radikallerin antioksidan savunma mekanizmalarmin koruyucu
etkilerini asacak sekilde fazla olustuklarini gostermektedir. Ciinkii, serbest radikallerin

metabolizma tizerindeki zararl etkileri bu mekanizmanin asilmasi sonucunda sekillenmektedir.

Malondialdehit ve vitaminlerde g6zlenen degisimler, hiicrelerde oksidatif stres ile ilgili
yikimlanmanin = sekillenmis olabilecegini gostermektedir. Oksidatif hasara bagli olarak
sekillenen lipit peroksidasyonu sonucunda peroksidasyon iiriinlerinde artma, glutatyon
miktarlarinda azalmalarin olacagi literatiirde bildirilmektedir [81]. Arastirmamizda elde edilen
bulgular 2-aminobenzimidazolinin de oksidatif strese neden olduguna isaret etmektedir ¢iinkii
serum, karaciger ve bobrekte MDA diizeyinde artis gézlenmistir. Bu durum literatiir bilgileriyle

uyum gostermektedir.

Cesitli hastaliklarin tedavisi siiresince kullanilan ilaglardan kaynaklanabilecek olan
oksidatif stres tehditine karsi bu ilaglara ek olarak hem koruyucu hem de tedavi amagli olarak
antioksidan uygulamalarinin da g6z Oniinde bulundurulmasinin yararli olacagi kanisina
varilmigtir. Yapilan bu calismada kullanilan 2-aminobenzimidazolinin de bazi ilaglarin
yapisinda bulundugu bilinmektedir. Bu nedenle 2-aminobenzimidazolin veya tiirevlerini ihtiva
eden ilaglarin kullaniminda antioksidan vitaminlerle birlikte alinmasinin yararli olabilecegi

diistiniilmektedir.
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