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OZET

INSAN SERUMUNDAN PARAOKSONAZ 1 IZOENZIMININ
SAFLASTIRILMASI VE BAZI BITKi EKSTRELERININ
ENZIM AKTIVITESI UZERINE ETKILERININ INCELENMESI

Oya BUYUKEMIR
Biyokimya Anabilim Dali
Anadolu Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, May1s 2019
Danisman: Prof. Dr. Siikrii BEYDEMIR

Paraoksonaz 1 (E.C.3.1.8.1; PONI1) metabolizmada Onemli bir organofosfat
hidrolizleyicisi olarak gorev yapan ve yapisinda 2 adet Ca?" bulunduran HDL bagimli bir
metaloenzimdir. Enzim HDL’yi oksidasyondan korudugu gibi LDL’yi de koruyarak
aterosklerotik lezyonlarin olusumunu engelleyen hayati bir 6neme sahiptir.

Tez caligmasi kapsaminda Crataegus tanacetifolia, Rumex acetosella, Thymus
sibthorpii ve Asphodeline taurica bitkilerinden hazirlanan ekstrelerin antioksidan
ozellikleri belirlendi. Bitki ekstrelerinin antioksidan kapasitelerini belirlemek i¢in; demir
indirgeme, FRAP, CUPRAC, ABTS, DPPH, DMPD, bipiridil, stiperoksit anyon radikali
giderme, total fenolik bilesik miktar tayini ve total antioksidan aktivite tayini yontemleri
uygulandi. Ayn1 zamanda LC/MS-IT-TOF yontemiyle bitki ekstrelerinin molekiiler
icerigi tespit edilerek belirlenen etken maddelerle PON1 izoenziminin muhtemel
etkilesimleri in silico galigmalar ile gosterildi. Daha sonra PON1 izoenzimi, insan
serumundan sirastyla, amonyum siilfat ¢oktiirmesi, DEAE-Sephadex A-50 iyon degisim
ve Sephadex G-100 jel filtrasyon kromatografisi kullanilarak %5,49 verimle saflagtirildi.
Saflastirma katsayis1 yaklasik 79,54 ve spesifik aktivitesi 2612,22 EU/mg protein olarak
hesaplandi. PON1 izoenziminin safligi SDS-PAGE yontemi ile kontrol edilerek alt birim
molekiil kiitlesi 43 kDa olarak belirlendi. Bitki ekstrelerinin enzimin paraoksonaz
aktivitesi tizerine in vitro etkileri Aktivite (%) — [Ekstre] grafiklerinde gosterildi. En
yiiksek aktivite degerini Rumex acetosella bitkisinin etanollii ekstresi, en diisiik aktivite
degerini ise Asphodeline taurica’nin sulu ekstresi gosterdi. Son olarak kullandigimiz bitki
ekstrelerinin mitokondriyal aktivite testi (MTT) ile sitotoksisite diizeyleri hesaplandi.
Anahtar Sozciikler: Paraoksonaz 1, Enzim saflastirma, Enzim aktivitesi, Docking,

Antioksidan aktivite, MTT



ABSTRACT

PURIFICATION OF PARAOXONASE 1 ISOENZYME FROM
HUMAN SERUM AND INVESTIGATION EFFECTS OF
SOME PLANT EXTRACT ON ENZYME ACTIVITY

Oya BUYUKEMIR
Department of Biochemistry
Anadolu University, Graduate School of Health Sciences, May 2019
Supervisor: Prof. Dr. Siikrii BEYDEMIR

Paraoxonase 1 (E.C.3.1.8.1; PON1) is a 2 Ca®*" -studded HDL dependant
metaloenzyme that acting as a crucial organophosphate hydrolyzer in metabolism.
Enzyme prevents HDL from oxidation. Morever, enzyme protects LDL and has a vital
role of inhibition of atherosclerosis legions.

As a part of thesis, antioxidant activity of extracts from Crataegus tanacetifolia,
Rumex acetosella, Thymus sibthorpii ve Asphodeline taurica were determined via ferrous
reduction, FRAP, CUPRAC, ABTS, DPPH, DMPD, bipyridyl, superoxide anion radical
scavenging, total phenolic compounds and total antioxidant activity methods. Then,
major compounds of plant extracts were identified via LC/MS-IT-TOF and possible
interactions with PON1 isoenzyme were demonstrated in silico studies. Furthermore,
PONL1 isoenyzme was purified with 5.49% yield from human serum using a method in
order to ammonium sulphate precipitation, DEAE-Sephadex A-50 ion exchange and
Sephadex G-100 gel filtration chromatography. Purification factor and specific activity
were calculated as 79.54 and 2612.22 EU/mg protein, respectively. Purity of PON1
isoenzyme was tested using SDS-PAGE and also subunit molecular weight was
determined as 43 kDa. In vitro effects of extracts to paraoxonase activity was presented
in Activity (%) — [Extract] graphs. The highest activity value was attained from ethanol
extact of Rumex acetosella, and on the contrary the lowest activity value from aqueous
extract of Asphodeline taurica. In conclusion, cytotoxicity of extracts was investigated
with Mitochondrial Activity Test (MTT).

Keywords: Paraoxonase 1, Enzyme purification, enzyme activity, docking, antioxidant
activity, MTT
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ETiK ILKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI

Bu tezin bana ait, 6zgiin bir ¢aligma oldugunu; ¢aligmamin hazirlik, veri toplama,

analiz ve bilgilerin sunumu olmak iizere tiim asamalardan bilimsel etik ilke ve kurallara

uygun davrandigimi; bu ¢aligma kapsaminda elde edilen tiim veri ve bilgiler i¢in kaynak
gosterdigimi ve bu kaynaklara kaynak¢ada yer verdigimi; bu ¢aligmanin Anadolu
Universitesi tarafindan kullanilan “bilimsel intihal tespit programi”yla tarandigini ve
higbir gekilde “intihal igermedigini” beyan ederim. Herhangi bir zamanda, ¢alismamla

ilgili yaptigim bu beyana aykir1 bir durumun saptanmasi1 durumunda, ortaya ¢ikacak tiim

&
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ahlaki ve hukuki sonuglara razi oldugumu bildiririm.
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KISALTMALAR DIiZiNi

: 2,2°-Azino-bis (3-etilbenztiyazolin-6-siilfonik asit)

: 2,2"-Azino-bis (3-etilbenztiyazolin-6-siilfonik asit) radikali
: Asetilkolinesteraz

: Apolipoprotein

: Adenozin trifosfat

- Biitillenmis hidroksianisol

. Biitillenmis hidroksitoluen

> S181r serum alblimin

: Sistein

: Bakar (IT) iyonu indirgeme antioksidan kapasitesi

: Dietil fosfat

: N, N'-Dimetil-fenilendiamin

: N, N-Dimetil-fenilendiamin radikali

: Deoksiribo niikleik asit

: 1,1-Difenil 2-pikril hidrazil

: 1,1-Difenil 2-pikril hidrazil radikali

: Enzim

: Negatif iyon modu

: Enzim kod numarasi

: Pozitif iyon modu

: Enzim tnitesi

: Enzim-substrat

: Enzim-substrat-inhibitor

: Flavin adenin diniikleotid

: Ferrik 1yonu indirgeme antioksidan giicii

: Yiiksek dansiteli lipoprotein

: Inhibitor

: Enzim aktivitesini yartya diigiiren inhibitdr konsantrasyonu
: Uluslararas1 Biyokimya Birligi

. Uluslararas1 Biyokimya ve Molekiiler Biyoloji Birligi
: Maksimum hiz1 yariya diigiiren substrat konsantrasyonu

: Koroner kalp hastalig:
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LC/MS-IT-TOF : Stvi kromatografi — kiitle spektrometri sistemi
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PER : Amonyum perstilfat

PNP : Para-nitrofenol

PON : Paraoksonaz

Q : Glutamin

R - Arginin

ROS : Reaktif oksijen tiirleri

RNS - Reaktif nitrojen tiirleri

S : Substrat

SDH : Siiksinat dehidrohenaz

SDS : Sodyum dodesil siilfat

SOD : Stiperoksit dismutaz

TCA : Triklorasetik asit

TCP : Trikloropiridinol

TEMED : N, N, N', N'-Tetrametilendiamin
Tris : Trihidroksimetil amino metan
Trolox : 6-Hidroksi-2,5,7,8-tetramethilkroman-2-karboksilik asit
V : Enzimatik reaksiyon hiz1

Vmax : Maksimum hiz

XXiii



1. GIRIS VE AMAC

1.1. Enzimler

Son yillarda cesitli kaynaklardan saflagtirilan ve kristal yapilar1 incelenen
enzimlerin sayist 200’4 ge¢mesine ragmen toplamda 2000 kadar enzimin varligi
tanimlanmistir. Devam eden ¢alismalar heniiz tespit edilmeyen bir¢ok enzimin varligina
isaret etmektedir. Bu calismalar dogrultusunda c¢ogu enzimin yapist ve kimyasal
mekanizmasi aydinlatilmis, ayn1 zamanda Kinetikleri ortaya konulmustur [1, 2].

Enzimler, canlilarin hiicrelerinde sentezlenerek, canli biinyesindeki kimyasal
reaksiyonlar1 hizlandiran ve higbir yan {iriin olusturmadan %100 verimle {iriin olusumunu
saglayan, Katalitik aktiviteye sahip RNA molekiillerinin bir boliimii hari¢ ¢ogunlugu
protein yapisinda olan biyolojik katalizorlerdir [1].

Enzim katalizli reaksiyonlarin katalize edilmemis reaksiyonlardan 103-108 kat daha
hizli ilerledikleri bilinmektedir. Saniyede enzim molekiilii basina iiriine doniistiiriilen
substrat molekiillerinin sayisina turnover sayisi denir. Enzimler birbirine benzer yapidaki
substratlar arasinda bile ayirim yapabilen spesifik molekiiller olduklar1 i¢in “olaganiistii

katalizorler” olarak nitelendirilirler [2, 3].

Tablo 1.1. Bazi enzimlerin turnover sayilari [1]

Enzim Substrat Turnover sayisi (s )
Katalaz H-0, 40 000 000
Karbonik anhidraz HCOs 600 000

Asetilkolin esteraz Asetilkolin 140 000

B-laktamaz Benzilpenisilin 2 000

Fumaraz Fumarat 800

Enzimler c¢esitli sekillerde denatiire edildiklerinde Katalitik —aktivitelerini
kaybederler. Dolayisiyla, enzimlerin primer, sekonder, tersiyer ve quarterner yapilari
katalitik aktivite gostermeleri i¢in esastir. Enzim molekiilleri aktif bolge denilen 6zel
bolgeye sahiptir. Aktif bolgeye kovalent baglardan daha zayif bag ile baglanan ve
enzimin tzerinde fonksiyon gosterdigi molekiile substrat denir. Substrat ile enzim
etkilesince enzim-substart (ES) kompleksi meydana gelir. ES ise enzim ve {iriine

par¢alanmadan dnce enzim-iiriin (EU) gecis kompleksine déniisiir [1-3].



E+S =<=— ES === EU =<=— E+U

Enzim-substrat baglanmalarinda anahtar kilit modeli ve indiiklenmis uyum modeli
olmak tizere iki model ileri siiriilmistiir. Anahtar kilit modelinde anahtarin kilide uymasi
gibi, substrat molekiiliiniin enzimin aktif bdlgesine baglanmasi gbéz Oniine alinir.
Indiiklenmis uyum modelinde, anahtar kilit modelindeki sinirlama daha farklidir. Bu
modelde, substrat hala bir anahtar gibi enzime uymak zorundadir. Ancak basitge Kilide
takilmak yerine, substratta, enzimde veya her ikisinde bir tiir modifikasyon meydana

gelir. Boylece reaksiyon siireci baslar [4].

Substrat

Aktifbolge 5
Enzim

Enzim-substrat

kompleksi
Sekil 1.1. Anahtar kilit modeli [4]
Substrat Substrat
) c ) C
CAktif bolge — Aktif bolge —=
Enzim Enzim Enzim-substrat
kompleksi

Sekil 1.2. Indiiklenmis uyum modeli [4]

Enzimlerin bazilar1 katalitik aktivite gostermek icin ek bir kimyasal gruba ihtiyag
duymazken, bazilar1 kofaktore ihtiyag duyarlar. Kofaktor; Zn?*, Fe?* ve Mg?* gibi metal
iyonlari oldugu gibi koenzim olarak bilinen flavin adenin diniikleotid (FAD), nikotinamid
adenin diniikleotit (NAD™) gibi organik molekiiller de olabilir. Baz1 durumlarda aktivite
gozlenmesi igin her ikisi de gereklidir. Kofaktorii ile birlikte aktif olan enzim holoenzim,



holoenzimin protein kismi apoenzim olarak tanimlanir. Enzimin {i¢ boyutlu yapisina siki
bir sekilde kovalent olarak bagli olup enzim yapisindan diyalizle ayrilmayan kofaktorlere
prostetik grup, gevsek bir sekilde bagli olup ayrilabilenlere ise prostetik olmayan grup
ad1 verilir [1, 3].

1.1.1. Enzimlerin simiflandirilmasi

Hangi dile veya ilgi alanina dahil olursa olsun, bir seyin isimlendirilmesi
anlasilmast igin gereklidir. Bu durum hayatin her alaninda gegerli oldugu gibi enzimler
icin de gegerlidir [5].

Enzimler ilk olarak, kataliz ettikleri reaksiyonlarin ya da substratlarinin sonuna “az”
ekinin ilave edilmesiyle isimlendirilmistir. Deoksiribo niikleik asiti (DNA) olusturmak
icin niikleotitlerin polimerlesmesini saglayan DNA polimeraz enzimi, iireyi CO2 ve
NHs’e doniistiiren iireaz enzimi bu tip isimlendirmeye ornektir. Ancak bir diger
isimlendirme yontemi olarak kullanilan ve enzimin sonuna “in” ekinin getirilmesiyle
adlandirilan pepsin, tripsin gibi enzimler substratlari ile ilgili bilgi vermezler [1, 2].

Yapilan bilimsel ¢alismalarin sonuglart ve mevcut isimlendirme yontemlerinin
yetersizlikleri nedeniyle, enzimlerin isimleri Uluslararasi Biyokimya Birligi (IUB)
tarafindan, bir Enzim Komisyon (E.C.) numarasi ile sistematik olarak tanimlanmaistir.
Daha sonra, ¢aligsmalar Uluslararasi Biyokimya ve Molekiiler Biyoloji Birligi (IUBMB)
adi altinda devam etse de orijinal siniflandirma korunmustur. Buna gore E.C. numarasi,
substratlarin tUrtinlere doniisiimiine bagl olarak enzimleri siiflandirmak i¢in kullanilan
dort seviyeli bir tanimlamadir [5, 6]. Ilk rakam alti ana enzim grubundan hangisi
oldugunu, ikinci rakam etkilenen alt grubu, {iglincii rakam alt gruplarin kendilerini
tanimlama sekline benzer sekilde alt alt gruplari, dordiincii rakam ise ayn1 baslangiglara
sahip enzimin gruptaki sirasini temsil eder [6]. Enzim siniflandirmasinda ilk rakamin
temsil ettigi alt1 ana enzim grubu sunlardir:

1-Oksidorediiktazlar: Redoks (oksidasyon-rediiksiyon) tepkimelerini katalizleme
Ozelligine sahip enzim grubudur. Oksidazlar ve rediiktazlar 6rnek verilebilir. Siiksinat
dehidrogenaz, siiksinat iyonunun oksidasyonunu katalize eder. Oksidasyon, bir trans c¢ift
baginin olusumu ile iki hidrojen atomunun kaybini igerir. Alkol dehidrogenaz, bir aldehit

tiretmek i¢in iki hidrojen atomunu bir alkolden ¢ikarir [4].



stiksinat dehidrogenaz

"‘O0CCH,CH,CO0O" »>  "OOCCH=CHCOO~

2-Transferazlar: Hidrojen disindaki bir grubun, bir molekiilden digerine
transferini katalize eden enzimlerdir. Aminotransferaz bir amino grubunu, fosfotransferaz

ise bir fosforil grubunu transfer edebilir [1, 4].

0] 0]

aminotransferaz
»

R—CH—COO" + R'—C—COO" > R CH—COO + R—C—COO"

NH;* NH;, "

3-Hidrolazlar: Hidrolazlar, su molekiilii kullanarak bir bagin hidrolozini katalize
eden enzimlerdir. Fosfataz, bir monofosfat esterin hidrolizini, peptidaz da bir peptit

baginin hidrolizini katalize edebilir [4].

O 0]
peptidaz ||
R—C—N—R' + HOH — ———> R—C—0O + +H3N—R'

H

4-Liyazlar: Liyazlar, hidrolizden farkli bir yolla, substratlardan bir grubun (C-N,
C-O ve C-C) ¢ikarilmasini katalize eder. Bu siirece bir ¢ift bagin olusturulmasi eslik eder.

Ornegin; Deaminaz, amonyak giderilmesine yardimci olurken, dekarboksilaz ise CO;

kaybini katalizleyebilir [1, 4].

R—CH,—CH—R' _Jaminaz__ g HC=—=CH—R' + NH,

NH,
5-izomerazlar: izomeraz enzimleri, optik ve yapisal izomerlerin birbirine

doniistimiinii katalize eden enzimlerdir. Rasemaz ve epimeraz 6rnek olarak verilebilir [4].



H O CH; O

rasemaz

H,N—C—C——O0H ——>» HN—C—C——0H

CH, H

6-Ligazlar: Ligaz enzimleri, iki molekiil arasinda bir kovalent bagin olustugu, yani
iki molekiiliin birlesmesine yol acan reaksiyonu Katalize eder. Bu siire¢ genellikle
ATP'nin ADP’ye doniismesiyle ortaya ¢ikan yiiksek enerjiyi kullanir. Piruvat karboksilaz
bir C-C bagmin olusumunu katalizler. Asetil-CoA sentaz, bir C-S baginin olusumunu
katalizler [2, 4].

H

CH3_C_COO. + C02 piriivat karboksilaz . -00C—C—C—CO0O"

ATP ADP +Pi

1.1.2. Enzim aktivitesini etkileyen faktorler

Enzimler hiicrelerden izole edilerek, oOzellikleri laboratuvar ortaminda in vitro
olarak incelenebilir. Farkli enzimler, substrat konsantrasyonu, sicaklik ve pH'daki
degisimlere ayni tepkiyi vermeyebilirler. Bu faktorlerdeki degisimlere verilen enzimatik
yanitlar, enzimlerin canli hiicrelerde in vivo kosullarda nasil fonksiyon gordiikleri
hakkinda bilgi verir. Ayrica iyonik siddet, inhibitor ve aktivatorler, kofaktor, enzim
miktar1 gibi etkenlerin de enzim aktivitesini etkiledikleri bilinmektedir [1, 3].

Sicaklik: Bir reaksiyonun hizi, tepe hizina ulasilana kadar sicaklikla birlikte artig
gosterir. Bu artig, enerji bariyerini gegmek ve reaksiyon tiriinlerini olusturmak icin yeterli
enerjiye sahip olan molekiillerin sayisinin artmasi sonucudur. Sicakligin ¢ok fazla
yiikselmesiyle enzimin sicaklifa bagli denatiirasyonunun bir sonucu olarak reaksiyon
hizinda bir diisiis gerceklesir. Cogu insan enzimi i¢in optimum sicaklik 35 ile 40°C
arasindadir. Insanda bulunan enzimler 40°C'nin iizerindeki sicakliklarda denatiire olmaya
baslar, ancak termal sularda bulunan termofilik bakteriler 70°C'lik optimum sicakliklara
sahip olabilirler [3].

pH: H* konsantrasyonu, reaksiyon hizina farkl sekillerde etki eder. Birincisi,
katalitik siire¢, genellikle enzim ve substratin etkilesime girmesi i¢in iyonize veya

kaynasmus halde spesifik kimyasal gruplara sahip olmasim gerektirir. Ornegin, katalitik
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aktivite, enzimin bir amino grubunun protonlanmig formda olmasini gerektirebilir (—
NH3™). pH'nin ekstreleri ayn1 zamanda enzimin denatiirasyonuna da yol agabilir, ¢linkii
katalitik olarak aktif protein molekiiliiniin yapisi, amino asit yan zincirlerinin iyonik
karakterine baglidir. pH optimizasyonu farkli enzimler i¢in degisir. En yiiksek enzim
aktivitesinin elde edildigi pH her enzim i¢in farklilik gosterir. Genellikle enzimin viicutta
faaliyet gosterdigi pH’1 yansitir. Ornegin; midede sindirim enzimi olan pepsin, pH’1n 2
oldugu ortamda maksimum aktiftir, nétr pH'ta ¢calismak {izere tasarlanan diger enzimler,
pH’mn 2 oldugu bu tiir asidik bir ortam tarafindan denatiire olurlar [3].

Substrat konsantrasyonu: Kimyasal reaksiyonlar i¢in gegerli sayilan genel
kinetik prensipler, enzimli reaksiyonlar i¢in de gecerlidir. Enzimli bir reaksiyonun hizi
(v), birim zaman basina diisen {iriine doniistiiriilen substrat molekiillerinin sayisidir. Hiz,
genellikle dakikada olusturulmus iriiniin moli olarak ifade edilir. Enzim katalizli bir
reaksiyonun hizi, maksimum hiza (Vmax) ulasilana kadar substrat konsantrasyonu ile artar.
Yiiksek substrat konsantrasyonlarinda reaksiyon oranmin dengelenmesi, mevcut enzim
molekiilleri iizerindeki tiim mevcut baglanma bdlgelerinin substrati ile doygunlugu
yansitir. Enzim substratina doydugu zaman substrat konsantrasyonu arttirilsa bile
reaksiyonun hizi degisiklik gostermez. Farkli enzimlerin maksimum hizlari (Vmax)
farklidir [1, 3].

1.1.3. Enzim inhibisyonu

Enzim Kkatalizli bir reaksiyonda, enzimin aktivitesini azaltan ya da durduran
maddeler inhibitér olarak adlandirilir. Gergeklesen olaya ise enzim inhibisyonu adi
verilir. Enzimler neredeyse tiim hiicresel siiregleri katalizlemede yer alirlar. Bu yiizdendir
ki enzim inhibitdrleri bilinen en énemli farmakolojik ajanlardir. Ornegin; aspirin, ¢ogu
proseste yer alan prostaglandinlerin sentezinde birinci basamagi katalizleyen enzimi
inhibe edebilir. Yapilan ¢alismalar sayesinde enzim inhibisyonu ve enzim mekanizmalari
ile ilgili elde edinilen bilgiler baz1 metabolik yollarin aydinlatilmasini saglamistir [1, 2].

Genel olarak enzim inhibisyonu doniistimlii veya doniisiimsiiz olabilir. dniigiimsiiz
inhibitorler kovalent baglar yoluyla enzimlere baglanir. Ya da ayrismasi zor bir kompleks
olustururlar. Doniisiimlii inhibitorler tipik olarak kovalent olmayan baglar yoluyla
enzimlere baglanir, bdylece enzim-inhibitdr kompleksinin seyreltilmesi, tersine
cevrilebilir bagl inhibitoriin ayrigmasi ve sonrasinda enzim aktivitesinin tekrar kazanimi

ile sonuglanir. DOniisiimlii inhibisyon tiirleri kompetitif (yarismali) inhibisyon,
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nonkompetitif (yarismasiz) inhibisyon ve unkompetitif (yar: yarismali) inhibisyon olmak
tizere 3 grupta incelenir [1, 3].

Kompetitif (yarismal) inhibisyon:

Yarigmali inhibitor substrata benzer yapidadir ve substrat ile rekabet ederek
enzimin aktif bolgesine baglanir. Yarismali inhibitdriin etkisi, artan substrat ile tersine
cevrilir. Yeterince yiiksek substrat konsantrasyonunda, inhibisyon etkisi ortadan
kaldirilabilir. Enzimin Vmax degerinde degisim olmaz. Yarismali bir inhibitor, belirli bir

substrat i¢in Kn'yi artirir [3].

+1

ElI

30 M inhibitdr var @ Inhibitér yok

25
20

15

1/Vv

10

1/S

Sekil 1.3. Yarismali inhibisyon grafigi [1]

Nonkompetitif (yarismasiz) inhibisyon:

Bu tip inhibisyon, Vmax ilizerindeki karakteristik etkisiyle taninir. Yarigmasiz
inhibisyon, inhibitér ve substratin enzim iizerinde ayn1 anda farkli bdlgelere
baglanmasiyla ortaya ¢ikar ve aralarinda rekabet yoktur. Yarismasiz inhibitor, serbest

enzime veya ES kompleksine baglanabilir, bdylece reaksiyonun olugmasima engel



olabilir. Substrat konsantrasyonunu arttirarak inhibisyonun {istesinden gelinemez.
Inhibitdr, turnover sayisina etki ettiginden dolay1 enzimin aktivitesini diisiiriir. Bu yiizden
yarismasiz inhibitor varliginda reaksiyonun Vmax't azalir. Ayrica yarismasiz inhibitorler
substratin enzime baglanmasina herhangi bir engel teskil etmezler. Boylece enzim,

ortamda inhibitor varken de ayni1 Km'ye sahiptir, yani Ky degismez [1, 3].

+S
E ES ——> E + P

+1 +1

+ S

El =———= ESI

30 M inhibitor var ® inhibitor yok
25

20

15

1/Vv

10

1/S

Sekil 1.4. Yarismasiz inhibisyon grafigi [1]

Unkompetitif (yar: yarismah) inhibisyon:

Yar1 yarigmali inhibisyonda inhibitér serbest enzim yerine, enzim-substrat (ES)
kompleksine baglanabilir. Ortamda yar1 yarigsmali inhibitér var oldugu silirece artan
substrat konsantrasyonuyla inhibisyon da artar. Ortamda enzim-substrat (ES) kompleksi
uzaklagsmas1 sonucu enzimin substrata ilgisi azalir, Km artar. Diger yandan ortamda

devamli ESI kompleksi olacagindan dolayr Vmax diiser [1].



+S
E ES ——> E + P
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Sekil 1.5. Yar: yarismaly inhibisyon grafigi [1]

1.2. Paraoksonaz

Paraoksonaz ailesi, bilinen PON1 genine ek olarak, PON2 ve PON3 diye
adlandirilan ii¢ farkli enzim genine sahiptir. Bu genler insanlarda kromozom 7°de (q21.3-
22.1 bolgesinde), farelerde ise kromozom 6’da lokalize olmustur [7]. Oldukga benzer
yapisal homolojiyi paylastiklart bilinmektedir. Ayrica memeli tiirlerinde bu genlerin
birbirine %60 oranda benzer aminoasit dizilimine sahip oldugu ve %70 oranda benzer
niikleotid igerdigi bulunmustur [8]. PONL1, ailenin diger iiyeleri olan PON2 ve PON3 ile
kiyaslandiginda 105 amino asiti kodlayan ekson 4'te li¢ ek niikleotid kalintisinin ayirt
edici Ozelligine sahiptir. PON gen kiimesinde PON2’nin hemen yaninda, piriivat
dehidrogenaz kinazlardan bir tanesini kodlayan gen bulunur. Bu gen, bazi ¢alismalarda

PON genotiplerinin diyabetik glisemik kontrol ile baglantisini agiklayabilir [9, 10].



""" PONI 32kb PON3 8kb PON2 ——5— PDK4 F-----

150kb

Sekil 1.6. PON gen kiimesi i¢in genetik harita [7]

1.2.1. PON1

PONI enzimi giiniimiizde Uluslararas1 Biyokimya ve Molekiiler Biyoloji Birligi
Enzim Komisyonu tarafindan arildialkilfosfataz (E.C. 3.1.8.1) olarak siiflandirilir. E.C.
3 hidrolazlari, E.C. 3.1 esterazlari, E.C. 3.1.8 fosforik triester hidrolazlar1 ifade eder.
Sistematik ad arildialkilfosfatazdir. Enzim, adini1 ilk incelenen substrat olan paraoksonu
hidrolize etme yetenegine dayanarak almistir ve paraoksonaz ismi yaygin olarak kullanilir
[11, 12].

Bununla birlikte, son yillarda elde edilen bilgiler PON1, PON2 ve PON3’iin,
aromatik ve uzun zincirli alifatik laktonlar1 hidrolize etme kabiliyetinin oldugunu, bu
nedenle laktonaz teriminin de bu enzimler i¢in uygun olabilecegini gostermektedir [13].

Saflagtirilmis insan serumu paraoksonazi (PON1), 43-45 kDa'lik bir molekiiler
kiitleye sahiptir ve molekiil kiitlesinin %15,8'ini olusturan ii¢ karbonhidrat zinciri igerir.
Enzimin izoelektrik noktas1 5,1 olarak belirlenmistir. Aminoasit bilesiminde, nispeten
yiiksek bir 16sin igermesi disinda olagan dis1 bir 6zellik gostermez [14].

354 amino asitten olusan bir proteindir. Olgun protein, baglatict metiyonin
ayrildiktan sonra hidrofobik sekansini korur [15].

Mevcut PON1'in kristal koordinatlari; proteinin stabilitesi ve katalitik aktivitesi i¢in
iki kalsiyum iyonuna ve alti kanatli pervane yapisina sahip Karakteristik bir PON
oldugunu gosterir [16].

PON1 enziminin yapisinda bulunan alt1 adet B-kirmali tabaka, dort sira halinde,
pervane yapisinda dizilmislerdir. PON1, N terminaline yakin 6D tabakasinda yer alan
Cys42 ve 6C tabakasinda yer alan Cys353 kalintilar1 arasinda olusan disiilfit bag: ile
sonlanir. Boylelikle {i¢ boyutlu yap1 olusmus olur [17].
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Sekil 1.7. PON1'in genel yapisimin yukaridan goriiniimii [16]

Kalsiyum iyonlar1 bu enzimin katalitik mekanizmasinda iki 6nemli rol oynar [18].
Kalsiyum iyonlarindan biri "katalitik kalsiyum" iken, digeri "yapisal kalsiyum"dur.
Birinci Ca?*, dogrudan Kkatalitik reaksiyona katilir ve aktif bélgenin uygun
konformasyonunu korumak i¢in gereklidir [11]. Enzim-substrat kompleksinin olusumunu
kolaylastirarak, ara maddelerin enzim ve iiriinlere par¢alanmasini hizlandirir [19].

Ayn1 zamanda yaklasik 2,5 A° uzakliginda olan Asn224, Asn270, Asn168, Asp269
ve Glu53 aminoasit kalintilari, fosfat iyonunun oksijeni ve bir su molekiiliiyle etkilegimi
vardir. fkinci Ca?', dietil fosfatin aktif bolgeden uzaklastirilmasini kolaylastirir ve
paraoksonun ¢ift bagini polarize ederek, fosforu niikleofilik ataga duyarli hale getirir [11].
Katalitik kalsiyum olan kalsiyum iyonu (Caz) yiizeyde bulunurken, diger kalsiyum iyonu
(Ca2) merkezi bolgede bulunur. Kalsiyum iyonlari birbirinden yaklagik 7,5 A° kadar
uzakliktadir [20].
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Sekil 1.8. PON1 enziminin ii¢ boyutlu yapisi [16]

PONI enziminin yapisinda kisaca Hi, Hz ve Hsz olarak tanimlanan ii¢ adet
hidrofobik heliks yap1 bulunmaktadir. Bunlardan H2 ve Hs heliks yapilari, aktif bolgenin
yapisinin belirlenmesi, aktif bolgenin korunmasi gibi goérevlerin yani sira enzimin
HDL’ye baglanmasinda da 6nemli rol oynar. Hi, Hz ve Hs yapilar1 bazi amino asitlerin
(16sin, tirozin, triptofan) yan zincirleriyle meydana getirdikleri yapi1 karakteristigi
sayesinde HDL nin ara yiizeyine girerler [16].

Enzimin tizerinde potansiyel olarak toplam dort tane N-glukozillenme bdlgesi
mevcuttur. Bunlardan iki tanesi; Asn227 ve Asn270 B-kirmali tabakalarin merkezinde yer
alirken, geri kalan iki tanesi; Asn253 ve Asn324 yiizey kismina yakin yer alir. PON1 de
memeli hiicresinde ekspres edilir ve sonrasinda bu bolgelerde glukozillenir [16, 21].

Kanitlar iki yapisal izoformun oldugunu gostermistir [22]. Bu izoformlardan
birinde, biitiin sistein kalintilar1 serbest iken, digerinde ise tek bir disiilfiir bagi ile PON’un
iki oksidasyon durumu olusturdugu goriilmektedir. Bu yapisal izoformlar genetik
izoformu belirleyen mutasyonlar ile agiklanamaz. Yiiksek oranda saflastirilmis aktif
PONL1, 283. pozisyonda tek bir serbest sistein ile Cys41 ve Cys352 arasinda tek bir
molekiil i¢i disiilfid bagr icerir [23].
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PONI gen sekansi ile ilgili yapilan arastirmalar yaklasik 200 polimorfik bolge
oldugunu gostermistir [24]. PON1, iki ortak kodlama polimorfizmine sahiptir. Bunlardan
ilki 55. pozisyonda bir metiyonin (M) ile 16sinin (L) yer degistirmesi ve ikincisi 192.
pozisyonda arginin (R) ile glutaminin (Q) yer degistirmesidir. Ek olarak, PON1 ayni
bolgede en az {i¢ yapisal degiskene sahiptir [25].

Arjinin (R) veya Glutamin (Q)

Karbohidrat

Karbohidrat

Lizin

Karbohidrat

Sistein (C)

Metiyonin (M) veya Losin (L)

Sistein (C) Karbohidrat

42 353

Hidrofobik bolge COOH

S-S

HoN
Apo Al

HDL

Sekil 1.9. PONL1 gen polimorfizmleri [26]

Glutamin i¢in homozigot olan denekler, paraoksona karsi serum paraoksonaz
aktivitesini arginin i¢in homozigot deneklere gére anlamli dl¢iide diistirtirken, heterozigot
deneklerde orta seviyeler vardir. Bununla birlikte, bu polimorfizm, fenilasetat gibi diger
substratlara kars1 aktiviteyi etkilemez. 55. pozisyonda yer alan diger polimorfizm L55M,
enzimin igsel aktivitesini o kadar net bir sekilde etkilemez, bununla birlikte, plazma
icindeki konsantrasyonunu modiile ettigi gosterilmistir [27].

PONT aktivitesi, ozellikle substrat spesifikligi ve bunlara kars1 afinite agisindan,

192 Q/R polimorfizminden giiglii bir sekilde etkilenmis gibi goriinmektedir. 192R ve
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192Q), katalitik aktivitelerinde sentetik substratlara karsi farklilik gosterir. Amino asit
192, katalitik aktivitede ve HDL'ye baglanmada 6nemli bir role sahiptir. Paraoksondaki
hidrolitik aktivite, PON1 192RR ve PONI1 55LL bireylerinden saflastiriimis PONI1
enziminde en yiiksek ve PONI1 192QQ ve PONI1 55MM bireylerinden saflastiriimis
PONI enziminde en diisiik seviyededir R/Q izoformlar1 ayrica stabilite ve laktonaz
aktivitelerini de degistirir. PON1 192R, diger test edilen varyantlara kiyasla homosistein
tiyolaktonunun (HSTL) hidrolize edilmesinde daha etkilidir. Ozellikle, makrofa;
kolesterol akisinin da, PON1 polimorfizmi tarafindan modiile edildigi rapor edilmistir.
PON1 55L izoformunda, PON1 55M'ye kiyasla daha yliksek serum aktivite stabilitesi ve
proteoliz direnci gozlenmistir. Ayrica, S5L, proteinin yapisinda kilit bir rol oynamaktadir
[27].

PONI'in LDL oksidasyonuna kars1 koruyucu yetenegi, paraokson hidrolitik
aktivitesinin aksinedir. PON1 55MM ve PON1 192QQ izoformlar1 daha yiiksek koruyucu
etkiye sahiptir [28]. R allelinin oksidatif stres ve lipid peroksidasyonu sirasinda
sentezlenen potansiyel kanserojen iiriinleri detoksifiye etme kabiliyetine sahip PON1
enziminin iretilmesine yol agabilecegi 6ne siiriilmiistiir [29, 30].

Bununla birlikte, en belirgin kodlama polimorfizmleri (Q192R ve L55M) 6zel
patofizyolojik 6neme sahiptir. Cok sayida c¢alisma, her iki polimorfizmin KVH, inme,
ailesel hiperkolesterolemi, tip Il diabetes mellitus ve Parkinson hastaligi ile iliskili
olabilecegini gostermistir [25]. Baz1 epidemiyolojik ¢aligmalar, PON1 polimorfizmleri
ile jinekolojik kanser ve beyin kanseri gibi farkli kanser tiirleri arasinda bir iliski
oldugunu bildirmistir [31, 32]. Q/Q genotipinin tastyicilarinda akciger kanseri gelisme
riskinin daha yiiksek oldugu goriilmistiir [33]. Bir meta-analiz PON1 polimorfizmleri ile
meme kanseri arasindaki iliskiyi aragtirmigtir ve PON1 M ve Q allellerinin artmis meme
kanseri riski ile iligkili oldugunu gostermistir [34].

PON1 geninin polimorfizmi, PON1'in kan seviyelerini ve bunun Kkatalitik
etkinligini etkiler. Her iki faktdr de bir bireyin ateroskleroz ve kirleticilere ve bdcek
ilaglarina kars1 duyarliligini gii¢lii sekilde etkiler [21].

Organofosforlu bocek ilaglarinin tipik bir 6rnegi olan paratiyon, genellikle tarim
alaninda nispeten toksik olmayan tiyosiilfiir tiirevleri olarak uygulanir. In vivo olarak,
oksidatif kiikiirt giderme olarak bilinen bir islemle yiiksek toksik oksijen (okson)
analoguna, sitokrom-P450'ye bagimli mikrozomal monooksigenazlar tarafindan aktive

edilirler. Bu islemin, biiyiik 6l¢lide karacigerde gergeklestigine inanilir; burada glutation-
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S-transferazlar, monooksigenazlar ve paraoksonazlar gibi hem iyonlart hem de oksonlari
detoksifiye edebilen birka¢ enzim vardir. Dolayisiyla hepatik OP metabolizmasinin
dengesi detoksifikasyon yoniine dogru olmaktadir [35].

Memeli canlilarda, hepatik detoksifikasyona girmeyen okson, OP eyleminin yeri
olan beyine ulasmadan 6nce kanda serum PONL1 ile hidrolize edilebilir. Bazi OP'lerde,
ornegin; primifosmetiloksonda, serum PONL1 ile hidroliz o kadar hizlidir ki, aktif OP'nin
aslinda bu yolla beyine ulasamadigi diistiiniilmektedir [36]. Birgok ¢alisma, serum
PON1’in, memelilerde c¢esitli OP'lerin detoksifikasyonunda onemli bir rol oynadigini

gostermistir [37].

PONT’in katalitik etkisi
Histidin amino asitleri (His115-His134), Ca?* iyonu, POs* iyonu ve H20 molekiilii
PONI1 enziminin aktif bolgesinde bulunur. Bu amino asit ¢ifti, iyonlar ve H>O molekiilii

esteraz aktivitesi i¢cin 6nemlidir [16].

5
.
Helix 3 T).

Helix 1
j Ca1
PO, Ca,
H115
s R/Q192
H134
Helix 2

Sekil 1.10. PON!’in aktif bolgesinde bulunan amino asitler ve iyonlar [16]
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Sekil 1.11. Paraoksonaz:n katalitik mekanizmas: (Fenilasetat ve naftilasetat gibi substratlar:n PON1

enzimi tarafindan hidrolizi) [16]

Kristal yapida goriilen iki Ca?* iyonundan, katalitik olarak aktif olan Ca2* ve fosfat
iyonu aktif bolge boslugunun altinda yer alir. Ca* ile bu fosfat iyonunun oksijenlerinden
birinin uzaklig 2,2 A®’dur. Hidrolitik enzimlerde, histidin ¢ogu zaman bir baz olarak islev
goriir. Su molekiiliinii deprotonlar ve bdylece niikleofilik hidroksit iyonu olusmasini
saglar. Sekil 1.11°de His115, tek bir su molekiiliinii deprotonlayarak niikleofilik hidroksit
tiretir. His134 ise His115'in bazalitesini arttirmak igin bir proton mekigi mekanizmasinda
hareket eder. Ilging bir sekilde His115, birgok enzimin katalitik kalintilarinda gdzlenen
carpik iki diizlemli agilar1 benimser. His115’in olusturdugu niikleofilik hidroksit iyonu
karbonil veya fosfat esterine saldirirken olusan ara iiriin Ca?" iyonu ile kararl hale gelir.
Son yapidaki Ca?" iyonu negatif yiike sahip oksijenden uzaklasir. Bu sirada bag yeniden

karbonilin ya da fosfatin tizerine yikilir ve ester bagi kopar [38].

PONT’in aktivitesi

Bir¢ok caligmada PON'larin fizyo-patolojik rolleri gosterilmis olsa da, fizyolojik
substratlar1 heniiz bilinmemektedir. PON1, paraokson (dietil p-nitrofenil fosfat) gibi
organofosfatlar ve aromatik esterler dahil olmak {izere birgok organik substrati in vitro

olarak hidrolize edebilir, ancak primer aktivitesinin laktonaz oldugu bilinmektedir [39].
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PONI aktivitesi i¢in ¢ok 6nemli oldugu tespit edilen amino asit rezidiileri, Lys70,
Tyr71, Leu240, Val346, Phe292, 11e291, Phe222, Leu69, Hisll5, His134, His285,
Thr332, Leu267 ve Phe347'yi igerir [16, 40].

PONI1 aktivitesi siilfidril reaktifleri tarafindan inhibe edilir ve bu inhibisyon sistein
ile tersine cevrilebilir. Dolayisiyla, bir sistein kalintis1 aktif bolgenin temel bir bileseni
olabilir. Yapilan ¢aligsmalar, Cys283'iin paraoksonun hidrolizi i¢in gerekli olmadigin
gostermistir. Bununla birlikte, PON1’in aktif bolgesinin yapist tam olarak
belirlenmemistir. PON1'in, diger hidrolazlarda yaygin olarak bulunanlara benzer bir
katalitik ti¢lii amino asit grubu igerip icermedigi bilinmemektedir [11].

His115'in paraoksonaz aktivitesine dahil oldugunu gosteren dogrudan bir kanit
yoktur. Son zamanlarda yapilan bir ¢alisma, Tyr71, Pro72, Argl92, Leul91, Met196,
Asp188, Prol89, Phe222 ve Phe292'nin paraoksonaz aktivitesindeki onemini ortaya
koymustur [41].

Bunlar arasinda His115-His134 ¢iftinin laktonaz aktivitesi i¢in katalitik olarak
onemli oldugu one siiriilmistiir [42]. Laktonaz aktivitesi, PON2 ve PON3 tarafindan da
gerceklestirilir. PON aktivitelerini degerlendirmek icin spektrofotometrik analizler
uygulanir. Paraokson, fenil asetat ve dihidrokumarin veren paraoksonaz (PON),
arilesteraz (ARE) ve PON'lerin laktonaz (LAT) aktivitelerini hidrolize etme yeteneklerine
dayanir. PON3 ayrica statinleri hidrolize edebilir ve statinaz aktivitesi substratlar olarak
statinler (simvastatin veya lovastatin gibi) kullanilarak degerlendirilebilir. PON'larin
protein seviyeleri, spesifik antikorlar tarafindan immiinolojik yontemler kullanilarak

olgtliir [39, 43].

PONT’in substratlar

Ozellikle antikolinesteraz ajanlar1 ve organofosfatlar (OP'ler) en yaygin kullanilan
bocek ilaglarindan birisidir [12]. Ciftcilerin yillarca kullandiktan sonra sahip olduklari
olumlu fikir, bir¢ok zararl tiir tizerindeki etkinligi, diisiik maliyeti, genel kullanilabilirligi
ve mitkemmel ¢evresel profilleri nedeniyle popiiler olmuslardir [44].

Organofosfor bilesikleri, yalnizca tarimda kullanilmaz; OP'ler ayrica kimyasal
savag ajanlar1 (sarin veya soman), alev geciktiriciler, yakit katki maddeleri, yaglayici
madde ve glokomdaki ekotiyofat gibi farmasdétikler olarak da uygulanabilir [45, 46].

Pestisitler, savas ajanlart veya farmasdtikler olarak kullanimlarinin aksine, diger
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kullanimlar i¢in tasarlanan OP bilesikleri AChE karsit1 ¢ok az aktivite gosterirler ya da
hi¢bir aktivite gostermezler [46].

Bu maddeler, asetilkolinesteraz enzimi (AChE) iizerinde etki etmek, asetilkolinin
hidrolizini inhibe etmek ve boylece néromiiskiiler sinapslarda nérotransmiter birikimine
yol agmak iizere tasarlanmistir [47, 48]. Bununla birlikte, OP'ler tiire 6zgii degildir, bu
nedenle insanlar dahil memelilere yiiksek toksisite gosterebilirler. Yiiksek derecede
toksik olmasindan dolayr hem oral hem de dermal yollardan maruz kalma, insan
antikolinesteraz zehirlenmesinin ana kaynagidir [44].

1953'te Aldridge ve digerleri, OP hidrolazlarini su sekilde siniflandirmistir; OP'leri
katalitik olarak hidrolize eden A-esterazlar; OP'ler tarafindan geri doniisiimsiiz bir sekilde
inhibe edilen esterazlar; ve son olarak OP'lerle etkilesimde bulunmayan C-esterazlardir
[49].

PONI1, karacigerdeki pestisit faz-I metabolizmasindan kaynaklanan oksonlar
detoksifiye eder. Diazinon, klorpirifos ve paratiyon gibi bilesikler, sitokrom P450"er ile
karsilik gelen oksonlara oksitlenir ve daha sonra DEP (dietil fosfat), TCP
(trikloropiridinol), MHP (metil pirimidinol) ve PNP (para-nitrofenol) gibi spesifik
metabolitlere hidrolize edilir [50].

PONI1 i¢in kesin bir “dogal” substrat bulunmamasindan dolay1, PON1 aktivitesini
O0lecmek i¢in ¢esitli fizyolojik olmayan substratlar kullanilir. Bu substratlarin birgogu,
ozellikle organofosfatlar, yiiksek derecede toksiktir. Ornegin, paraokson, hidrojen
siyaniir gazinin LDsg'sinin 12 ppm oldugu ve otomatik analiz sistemleri i¢in uygun

olmadig1 ayn1 dlgekte 0,5 ppm LDso'ye sahiptir [51].
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Sekil 1.12. Yaygin olarak kullanilan insektisitlerin okson metabolitlerinin PONI ile hidrolizi [21, 50]

Kimyasal savas sinir ajanlar1 G ve V tipi olmak {izere iki ana siniftir. G tipi sinir
ajanlar1 arasinda tabun (GA), sarin (GB), soman (GD) ve siklosarin (GF) bulunur. Bunlar,
oda sicakliginda yliksek ucuculuklarindan dolayr oldukga toksiktir ve maruz kalma
durumunda biiyiik bir soluma ve dermal tehditi olusturur. Sinir ajanlar ve ilgili bilesikler,
geri donlisimsiiz sekilde asetilkolinesterazi (AChE) inhibe eder, bdylece kolinerjik sinir
sisteminde hizli, hayati tehdit eden bir asetilkolin birikmesine neden olur. Yakin zamanda
kesfedilmis katalitik biyo temizleyicilerden biri, sinir ajanlarini hidrolize etme
potansiyeline sahip olan PON1’dir. Ek olarak kardiyoprotektif yapisi ve PON1'in genis
substrat spesifitesi, onu terapotik bir katalitik biyo temizleyici gelistirilmesi igin tercih

edilen bir aday yapar [52].
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Sekil 1.13. Kimyasal savas ajanlarimin PONI ile hidrolizi (sinir gazlary) [21, 50]

PONTI i¢in aromatik ester substratlar1 arasinda fenilasetat, tiyofenil asetat ve 2-

naftilasetat bulunur. Arilesteraz aktivitesi, substrat olarak fenil asetat kullanilarak
belirlenir [35].
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Sekil 1.14. Aromatik esterlerin PON1 ile hidrolizi [21, 50]

Laktonlar, sulu bir ortamda kapal1 (lakton) ve agik (hidroksi asit) formlar1 arasinda
dengede bulunan dahili esterlerdir. Dengedeki lakton/hidroksi asit oran1 pH'a baghdir,
kapali form diisiik pH degerlerinde tercih edilir. Laktonun halka boyutu, halka tizerindeki
stibstitlientler ve ¢iftin varligr gibi laktonun yapisal oOzelliklerinden biiylik OSlgiide
etkilenebilir. Son yillarda PON1'in ilaglar ve endojen bilesikler dahil olmak iizere 30'dan
fazla lakton ve siklik karbonat esterini hidrolize ettigi gdsterilmistir [53]. Ornegin;
homogentisik asit lakton, dihidrokumarin, y-biitirolakton ve homosistein tiyolakton gibi
[54, 55]. PONI ayrica y- ve o-hidroksikarboksilik asitlerin ters reaksiyonunu,

laktonizasyonunu katalize eder [53].

ﬁﬂn PONI er\z)n

OH
o 0 + H,0
Dihidrokumarin 2-Kumaron 5-HETE Lakton

OH Homogentisik asit lakton

Sekil 1.15. Laktonlarin PON1 ile hidrolizi ve hidroksi asitlerin laktonizasyonu [21]
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Laktonlar, bitkilerin ortak bilesenleri olduklarindan ve bir¢ok gida iirlinlinde dogal
tatlandiric1 ajanlar olarak kullanildiklarindan, laktonaz aktivitesi, PON enzimlerinin
onemli bir ortak 6zelligini temsil edebilir. Diyete ve ¢evresel laktonlara karsi korunma,
memeli PON enzimlerinde bulunan dengeli polimorfizmlerin korunmasindan sorumlu
secici bir gii¢ olabilir [56].

PONTI’in aromatik laktonlara kars1 gosterdigi afinite, alifatik laktonlara gdsterdigi
afiniteye oranla daha yiiksektir ve boOylece aromatik laktonlar1 kolayca
hidrolizleyebilmektedir. Lakton halkasinda a-B karbonil ¢ift bag1 iceren kumarin bu
genellemeye uymaz ve PONI tarafindan hidrolizlenemez. Ancak dihidrokumarin

kolaylikla hidrolizlenebilir [54, 57].

PONTY’in fizyolojik ozellikleri ve hastaliklar ile iliskisi

PONI, yiiksek yogunluklu lipoprotein (HDL) ile iliskili bir serum enzimidir.
Birincil islevi, yaygin olarak kullanilan insektisitleri ve sinir gazlarini pargalamaktir [58].
Bu nedenle, serum paraoksonaz, bu toksik ¢evresel kimyasallara kronik maruz kalma
nedeniyle zehirlenmeye karsi koruyucu bir rol oynayabilir [59].

Bobrekler, yaygin ksenobiyotik metabolize edici ¢ogu enzime sahiptir ve bdylece
viicutta, ilaglarin ve yabanci bilesiklerin metabolizmasina ©6nemli bir katkida
bulunabilirler. Ksenobiyotik metabolizmasinin evre I ve evre II'sinde yer alan anahtar
enzimler i¢in bobrek lokalizasyonu, katalitik aktivite, gelisimsel diizenleme, indiiksiyon,
cinsiyet ve tiir farkliliklar1 hakkinda genel bir bilgi verilmektedir.

Immunohistokimyasal analizde, glomeriiler yumaktaki ve proksimal tiibiillerdeki
epitel hiicrelerinde lokalize olabildigi gosterilen PON1 igin ksenobiyotiklerin
detoksifikasyonuna fonksiyonel anlamda katki saglayabilecegi diisiiniilmektedir.
Ksenobiyotiklerin = biyotransformasyonu ve toksik etkilere karsi organizmanin
korunmasinda PON1’in 6nemli bir rol aldig1 kanisina varilmistir. Bunda renal epitel
hiicrelerde bulunan anyon transport sistemi ve PON1’in benzer sekilde intraselliiler
dagiliminin olmasi etkilidir [60].

Insan serumundan saflastirma sirasmnda Apo Al'in PON1'den ¢ikarilmasi son
derece zordur; bu, Apo Al ve PONI'in yakindan iligkili oldugu Onerisine yol agmustir.
Ayrica, HDL alt tiirlerinden olan Klusterin ile iligkili oldugu kanitlanmistir. PON1, onu
HDL lipidlerine tutturabilecek oldukga hidrofobik bir N-terminal ucuna sahiptir [61].
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PONL'in disiik yogunluklu lipoproteinleri (LDL) oksidasyona kars1 korumada;
lesitin kolesterol agcil transferaz (LCAT) veya Apo Al'den daha etkili oldugu
bulunmustur. Ancak PON1’in antioksidan etkisinin LCAT ve Apo Al varliginda az
miktarda arttigi kanitlanmistir. PON1'in, LDL parcaciklarinda birikmeden once lipit
peroksitlerin par¢alanmasindan biiyiik dl¢iide rol oynadigi anlagilmistir. Ayrica PON1
HDL'yi oksidasyona diren¢li hale getirir ve insan aterosklerotik lezyonlarinda lipit
peroksitleri hidrolize eder. PON1'in 6ncelikle bazi laktonlarlara veya hidroksil asitlere
etki eden bir laktonaz oldugunun kanitlanmasi nedeniyle fizyolojik rollerinden birisi de,
coklu doymamis yag asitlerinin oksidasyonundan kaynaklanan lipit tiirlerinin
metabolizmasidir [39, 62].

PON1 ve HDL arasindaki iliski benzersiz bir diizenlenmeye dayanir. HDL,
PONT1'in salgilanmasini kolaylastirir ve sabitlenmesi i¢in hidrofobik bir ortam sunar.
Ayrica, optimum PON1 aktivitesi i¢in gerekli olan hidrofobik bir ortam saglar [63]. Buna
karsilik, enzim HDL'nin oksidasyonunu onler ve ters yonde kolesterol tasinmasinin
kapasitesini artiran hiicrelerden kolesterol akisini uyarir. Bu nedenle, PON1 ve HDL
arasindaki iliski hem normal hem de patolojik kosullar agisindan énemlidir [64]. PONL1,
HDL kolesterol ve LDL kolesterol arasindaki lipit transferinin etkinligini de etkileyebilir
[8].

Yapilan ¢alismalarda PON1'den yoksun olan farelerin ateroskleroz ve organofosfat
zehirlenmesine karsi oldukga hassas oldugu goriilmistiir [65]. In vitro analizler, PON1
ve PON3'lin diisiik yogunluklu lipoproteinde, lipid oksidasyonunu inhibe ettigini, boylece
aterosklerozun baglatilmasinda rol oynayan okside lipitlerin seviyelerini azalttigin
gostermektedir [62].

Ayrica, Rodrigo ve arkadaslari, PONI1'in bakteriyel endotoksinlere karsi
korunmada bir rol oynayabilecegini, oksidatif ajanlara ve serbest radikallere, akut veya
kronik maruz kalma geciren hiicresel membranlar i¢in stabilize edici bir 6zellige sahip
olabilecegini gostermistir. Bu kimyasallar, secici gecirgenlik fonksiyonlarinin yetenegini
zorlamaktadir. Halen devam etmekte olan deneysel caligsmalara dayanarak, PON1'in
ateroskleroz ve koroner kalp hastaligi (KKH) gelismesine karsi korunmada 6nemli bir rol
oynadig1 sonucuna varilabilir [66].

PON1'in yeni doganlarda ortaya c¢ikmasinin gelisimsel zaman siirecinin
incelenmesi; dogumda, bebeklerin PON1 seviyelerinin yetiskinlere gore yalnizca dortte

biri ya da ii¢ii oraninda oldugunu ve yetigskinlerdeki PON1 seviyelerine ulasmak i¢in 6

23



aydan 2 yila ihtiya¢ duyduklarini gostermistir. PONI1, cocuklarin klorpirifos veya
diazinon maruziyetlerine kars1 hassasiyetinin arttigini gosterir [67, 68]. Son zamanlarda,

PONI1 aktivitesinde yaslanma ile birlikte anlamli1 bir azalma oldugu gosterilmistir [69].

Tablo 1.2. PON1, PON2 ve PON3'iin biyolojik rolleri [70]

Biyolojik roli PON1 PON2 PON3
Organofosfat metabolizmasi + - -
Pseudomonas'a kars1 koruma + + +
Lipid metabolizmasi + + +
Oksitlenmeye karst koruma + + +
Apoptoza karsi koruma - + -
Enflamasyona kars1 koruma + + +

Ateroskleroz gelisimine yol acan iki hastalik olan insiiline bagimli diabetes mellitus
ve hiperkolesterolemi olan bireylerde PON1 aktivitesinin diigiik oldugu goriilmustiir [71].

PONI aktivitesindeki azalma, HDL'deki diisiislerle agiklanamamistir; bu, PON1'in
bir sekilde ateroskleroz gelisiminde rol oynadigi hipotezine yol agmistir [72].

Miyokard infarktiisii gecirmis hastalarda PON1 aktivitesinin daha diisiik oldugu
bildirilmistir [73].

Yapilan bazi ¢alismalar erken miyokard enfarktiisii geciren hastalarin ¢ocuklarinin
PONT aktivitesinin kontrol grubundaki ¢ocuklara gore daha diisiik oldugunu gostermistir
[74].

PONI1 aktivitesi ve konsantrasyonunun saglikli kisilerde serum HDL-kolesterol ve
Apo Al konsantrasyonuyla iligkili oldugu gosterilmistir [75].

PON1 aktivitesi fizyolojik kosullara ve patolojik durumlara bagli olarak
degisebilir. Ornegin, serum PON1 aktivitesi hamilelik ve menopoz sirasinda 6nemli
Olciide azalir. Diisitk PON1 aktivitesi bobrek hastaligi, diabetes mellitus ve karaciger
sirozunda belirlenmistir [76].

Diyet ve yasam tarzi faktorleri de PONI aktivitesini etkileyebilir. Bozulmus
yemeklik yagin ve aterojenik bir diyetin tavsanlarda, farelerde ve insanlarda PONI
aktivitesini azalttigi goriilmiistiir. C ve E Vitamini alimi, PON1 aktivitesinin artmasi ile
iliskilidir [77].

Sigara dumani ekstraktlarinin enzimin aktif bolgesindeki sistein {izerindeki

dogrudan etkisinden dolay1 sigaranin PON1 aktivitesini azalttig1 bildirilmistir [78].
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Orta derecede etanol alimi, PON1 polimorfizmi ile ilgili olmayan PONI1
aktivitesinde bir artis ile iligkilidir [79].

Ug PON izoenziminin de, diisiik yogunluklu lipoproteinlerde ve yiiksek yogunluklu
lipoproteinlerde lipit peroksitlerini pargalama 6zelligi vardir [39]. Ek olarak, PON2 hiicre
i¢i oksidatif stresi ve apoptozu azaltir [80].

PONI1 durumundaki degisiklikler viral enfeksiyonlarda da gozlenir. Insan immiin
yetmezlik virlisii (HIV) enfeksiyonu olan hastalar siklikla enfeksiyonun kendisi veya
antiretroviral tedavilerin ikincil etkileri ile agiklanabilen proterojenik metabolik
degisiklikler gelistirir [81]. Yapilan ¢alismalarda HIV enfeksiyonu olan hastalarda serum
PONI1 aktivitesinin azaldigini1 ve kontrol bireylerine gore hastalarda konsantrasyonunun
arttigin1 gostermektedir [82].

Anti-timor ilaglarinin PON'lara etkisi ¢ok fazla arastirilmamistir. Kemoterapotik
bir ilag olan siklofosfamid ile tedavi edilen siganlarda iki katlik bir renal PON1 aktivitesi
artig1 gosterilmistir [83]. Bunun aksine, saflastiriimis PON1 kullanilarak kemoterapotik
ajanlarla  (setuksimab,  paklitaksel, etoposid, docetaksel ve ifosfamid)
inkiibasyonlarinda in vitro olarak PON1'in azalmis bir aktivitesi gozlenmistir [84].

Serum PON1'in genetik veya cevresel diizeylerini etkileyen faktorler, HDL'nin
LDL'yi oksidasyondan koruma kapasitesini etkiler ve sonu¢ olarak ateroskleroz ile
baglantili olabilir [85]. Bu, 6zellikle oksidatif stres riskinin biiyiik 6l¢iide artmis vaskiiler
hastalik insidansina ve diger komplikasyonlara katkida bulunmasinin 6nerildigi diyabetik
hastalarla ilgilidir. Diyabetik hastalarda reaktif oksijen tiirlerinin asir1 iiretimi, kronik
hiperglisemi, hiperinsiilinemi, yiiksek serbest yag asitleri ve dislipidemi olabilir [86].

PON1, diyabetik hastalarda saglikli insanlara gére daha az oranda HDL ile baglanir
ve aktivitesi daha sonra zayif sekilde stabilize edilir [87]. Birkag ¢alismada DM'li
hastalarda azalmig PON1 aktivitesi seviyeleri saptanmis ve nedensel olarak diyabetik
mikrovaskiiler ve makrovaskiiler komplikasyonlarla iligkili bulunmustur. Paraoksonaz
proteininin daha biiyiik bir kismi, endojen dolasimdaki bir inhibitor varligindan veya
belki de paraoksonazin artan glikosilasyonundan dolay1 diyabette inaktif olabilir. Apo
Al'in paraoksonaz proteinine orani, ¢alisilan tiim diyabetik popiilasyonlarda diisiik olarak
saptanmistir. Paraoksonazin normal kontrol deneklerinde oldugu gibi Apo Al ve
Klusterin igeren ayn1t HDL alt sinifinda mevcut olup olmadigi bilinmemektedir. Ayrica,
Klusterin serum konsantrasyonunun diyabetik olmayan popiilasyonlara kiyasla diyabetik

olarak farkli olup olmadigi da bilinmemektedir [88].
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Serum PON1 aktivitesi, PON1 kodon 192 genetik polimorfizmi ve gen-gevre ve /
veya gen-gen etkilesimleri nedeniyle bireyler ve popiilasyonlar arasinda biiyiik
farkliliklar gosterir [89]. Mackness, Aviram ve digerleri, saflastirilmis PON1 Q'nun
(diisiik aktivite fenotipi) LDL peroksidasyonuna kars1 korunmada PON1 R'den daha etkili
oldugunu [85, 90], Cao ve digerleri, QQ ve RR diyabetik hastalarindan PON1'in LDL
peroksidasyonunu benzer olgiide azalttigimi gostermistir. PON1 kodon 192 genetik
polimorfizminin, enzimin antioksidan kapasitesi lizerinde bir etkisi olmadigin1 6ne
stirmektedir [91].

PON1 aktivitesi, akciger kanseri, gastrointestinal kanser gibi farkli kanser
tiirlerinden etkilenen hastalarin serumunda anlamli derecede diigiiktiir. PON1 aktivitesi
ile baz1 insan tiimorlerin verileri arasinda bir iliski oldugu One siiriilmiistiir. Gastrik
kanser, meme kanseri, epitel over kanseri ve mesane kanseri tarafindan etkilenen
hastalarda, hastaligin evresi ve derecesine bagli olarak daha diisiik bir PONT1 aktivitesi
tanimlanmustir. Obezite, ailesel hiperkolesterolemi ve diabetes mellitus gibi oksidatif
stres ve dislipidemi ile iligkili hastaliklardan etkilenen hastalarin serumlarinda diisiik
PONI aktivitesi degerleri bildirilmistir [82].

Klinik diizeyde, c¢aligmalar obezitenin bozulmus PONI aktivitesi ile iligkili
oldugunu ve obez bireylerin bozulmus mitokondriyal fonksiyonla ortaya ¢iktigin
gostermistir. Morbid obez hastalarda kol gastrektomisi ile tedavi edilen ve ameliyattan
bir y1l 6nce ve bir yil sonra ¢alisilmis olan gozlemsel ve prospektif bir ¢alisma, karaciger
steatozunun ciddiyetinin tiim hastalarda neredeyse ihmal edilebilir seviyelere diistligiinii
gostermistir. Serum PONL1 aktivitesinin obez hastalarda ameliyattan 6nce ¢ok diisiik
oldugu (normal popiilasyonda elde edilen degerlerle karsilastirildiginda), ancak
ameliyattan bir y1l sonra kuvvetli bir sekilde arttig1 gortildii.

Ayrica, ameliyat 6ncesi hastalarin anlamli olarak daha diisiik digliseritlere, fumarat,
NADH, ATP ve UTP’ye sahip olmast; biiyiik olasilikla, mitokondriyal yag oksidasyonu
ve glukoz tagima aktivitesinin koordinasyonunda bir islev bozuklugu oldugunu gosterir.
Bu sonuglar, diisik PONI1 aktivitelerinin, morbid obez bireylerde mitokondriyal
degisikliklerle iliskili oldugunu gostermektedir [92].

PON geni ve Alzheimer hastaligi arasindaki korelasyon birka¢ nedenden dolayi
etkileyicidir. Enzimin, aterogenez ve demansa yatkin olan lipid peroksidasyonunun
onlenmesinde 6nemli bir fonksiyonel rolii vardir. Dahasi, son kanitlar, PON1 geninin

hastaligin kolinesteraz inhibitorlerine tepkisine olast bir sekilde dahil edildigine isaret
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ederek, Alzheimer hastalig1 tedavisi igin potansiyelini gosterir. Diisiik serum PONI
aktivitesi, advers kardiyovaskiiler olaylarin yiiksek riski ile iligkili bozukluklarda
tanimlanmistir ve bunun demanstaki etkisinden kesinlikle siiphelenilmektedir. Yapilan
gozlemler PON’un, Alzheimer hastaligi, lipid peroksidasyon ve aterosklerozun yakindan
iliskili olabilecegini diisiindiirmektedir [93].

Pasca ve digerleri otistik hastalarda hem PONI1 arilesterazi hem de PONI1
paraoksonaz aktivitesinin azaldigini bulmuslardir. Calismalari ayrica, otizmli gocuklarda,
glutatyon peroksidaz aktivitesi, diisiik PON1 arilesteraz aktivitesi ve yetersiz vitamin B12
seviyeleri ile negatif iliskili olan daha yiiksek homosistein seviyelerinin oldugunu
gostermektedir [94].
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Tablo 1.3. PONI1, PON2 ve PON3'iin normal hiicrelerdeki biyolojik rolleri [82]

Antioksidan roli

Plazma lipoproteinlerin metal iyonlar tarafindan katalize edilen lipit peroksidasyonuna PON1

kars1 koruyucu etkisi

AAPH tarafindan indiiklenen hiicre (HUVEC, eritrosit) membraninin lipid PON1, PON2
peroksidasyonuna kars1 koruyucu etkisi

AAPH tarafindan indiiklenen hiicre (HEK 293T hiicreleri) membrammnm lipid PON1, PON2
peroksidasyonuna karsi koruyucu etkisi

Hiicreye karsi koruyucu etki (HAEC, makrofajlar) LDL'nin oksidatif modifikasyonu ve  PON2
MM-LDL'nin monosit kemotaksisini indiikleme yeteneginin azaltilmasi

Makrofajlarda hiicre ici ROS olusumunun artmasina karsi koruyucu etki PON2
DMNQ tarafindan vaskiiler hiicrelerde liretilen hiicre i¢i ROS iiretiminin azaltilmasi PON2
Striatal ve serebellar astrositlerde ve striatal néronlarda H,O, ve DMNQ ile inditklenen PONZ2, PON3
hiicre i¢i ROS olusumuna kars1 koruma

Mitokondriyal disfonksiyon ve antiapototik 6zelliklere karsi koruma

Mitokondride (HeLa hiicreleri, HEK hiicreleri) mitokondriyal kompleks III ile birlesen PON2
koenzim Q10'a ve C57BL/6J farelerinden elde edilen karaciger ve kalplere baglanir

DMNQ ile tedavi edilen insan endotel hiicrelerinde mitokondriyal siiperoksit PON2, PON3
olusumunun ve apoptozun dnlenmesi

Insan endotel hiicrelerinde antimisin veya oligomisin ile indiiklenen mitokondriyal PON2
disfonksiyonun dnlenmesi

Kaspaz-3 ve hiicre i¢i ATP aktivasyonuna karsi koruyucu etki, insan endotel PON2, PON3
hiicrelerinde ve insanlarda antrasiklin doksorubisine cevap olarak azalir.

Hiicrelerde DNA hasari veya starosporin ile indiiklenen intrisik apoptoza karsi koruma  PON2, PON3
Farkli ER-stres-indiikleyici bilesikler ile muamele edilmis insan endotel hiicrelerinde PON1
endoplazmik retikulum stres kaynaklt ROS olusumuna ve apoptoza kars1 koruyucu etki
Homosistein-tiyolaktona karsi koruma

Homosisteinin toksik bir metabolitinin, lizin kalntilarinin in vitro ve in vivo PON1
homosisteinlelasyonu  ile  proteine  zarar  veren  homosistein-tiyolaktonun
detoksifikasyonu

Lipoproteinlerin protein homosisteinlenmesine karst koruma PON1

Fare modelinde beyinde hidrolize ederek Hcy-tiolakton ndrotoksisitesine kars1 koruma ~ PON1, PON2
Lipid metabolizmasinin modiilasyonu

Makrofajlarda kolesterol biyosentezinin inhibisyonu PON1, PON2
Makrofajlarda kolesterol akigimin uyarilmasi ve artmis HDL aracili ters kolesterol PON1
tasinmasi

Makrofajlarda ve kopiik hiicre olusumunda hiicresel trigliserit birikimine karst koruyucu  PON1

etki
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1.2.2. PON2

Paraoksonaz ailesinin ikinci iiyesi olan PON2 enzimi ile ilgili sinirli bilgi
bulunmaktadir. PON2 yaygin olarak ifade edilen bir hiicre i¢i enzimdir ancak plazmada
saptanabilir degildir. Yaklasik 43 kDa molekiil kiitlesinde olan bu enzim viicutta; kalp,
karaciger, bobrek, ince bagirsak, akciger, kas, beyin, pankreas ve testis gibi farkl
dokularin yan1 sira, endotelyal hiicreler, trakeal epitel hiicrelerinde ve makrofajlarda
bulunur. Fare ve insan beyninde PON2 mRNA’da bulunmustur. Coklu mRNA formlarina
sahip olabilir [95-97].

PONI1 gibi, PON2 de LDL'nin hiicre aracili oksidatif modifikasyonunu 6nleyebilir.
Ancak LDL oksidasyonuna karsi koruyucu faaliyetlerinin mekanizmasinin tam olarak
acikliga kavusturulmasi igin g¢aligmalar devam etmektedir. PON2, yalnizca arter
ortaminda degil, viicuttaki bircok dokuda yer aldig1 i¢in, hiicre i¢i veya lokal oksidatif
stresi diistirmede gozle goriiliir sekilde rol oynadigr diisiiniilmektedir. Ayrica hiicresel
diizeyde antioksidan etkisinin de var oldugu bilinmektedir. Dolayisiyla PON2'nin bir
fonksiyonu hiicrelerin oksidatif strese karsi korunmasi i¢in bir hiicresel antioksidan olarak
davranmasi olabilir [95, 98].

PON2’nin iki yaygin polimorfizm vardir. Pozisyon 148'de alanin/glisin ve pozisyon
311°de sistein/serin amino asitlerinin yer degisimi ile polimorfizm goriiliir. PON2'deki
polimorfizmler; lipoproteinlerin sentezi veya salgilanmasi tizerinde fonksiyonel bir
etkiye sahip olup, lipit metabolizmas1 yolundaki lipoprotein lipaz veya hepatik lipaz gibi
bazi 6nemli enzimleri inhibe ya da aktive edebilen PON aktivitesini etkilemektedir. Aglik
plazma glukozundaki varyasyon ile anlamli sekilde iliskili oldugu bulunmugtur. Ayrica
tip 2 diyabet, alzheimer, kardiyovaskiiler hastaliklar gibi ¢esitli hastaliklarla da iligkilidir
[7,99].

1.2.3. PON3

Paraoksonaz ailesinin {igiincli ve son tiyesi olan PON3, insanlarda 7. kromozom
tizerinde PON1 ve PON2 arasinda bulunur. Karakterizasyonu ¢ok fazla bilinmeyen
PON3, yaklasik 40 kDa molekiil kiitlesine sahip serum HDL fraksiyonu ile iligkili bir
enzimdir. PON3 ekspresyonunun primer bolgesi karaciger gibi goriinse de bobrekte
onemli miktarda PON3 mRNAya rastlanmistir [10, 98].

PON3 i¢in iki polimorfizm tanimlanmistir. Bunlar pozisyonun 311°de goriilen

serin/treonin ve pozisyon 324’te goriilen glisin/aspartik asit amino asitlerinin yer
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degisimleridir. Bu polimorfizmlerin protein aktivitesinde fonksiyonel degisikliklere
neden olup olmadigi heniiz agikliga kavusturulmamistir [99].

PON3, familyanin diger {iyelerinde oldugu gibi antioksidan o6zellige sahiptir.
Draganov ve arkadaslari, serumdan saflastirilmis tavsan PON3'lin, in vitro kosullarda
bakir kaynakli LDL oksidasyonunu inhibe edebildigini bulmuslardir. Ayrica bu ¢alisma
mikrogram esasinda ele alindiginda tavsan PON3’iin, tavsan PON1’e oranla LDL'yi
oksidasyona karsi korurken mikrogram esasinda ele alindiginda 100 kat fazla giigte
oldugunu géstermektedir [99].

PON3 izoenziminin dogal substratlar1 bilinmemekle birlikte PON1 izoenziminin
substratlart olan paraokson ve fenilasetati hidrolizleyememektedir. Bu yilizden de
paraoksonaz aktivitesi gostermez. Az oranda arilesteraz aktivitesi gosterir. Laktonazlar
ise hizlica hidroliz edebilme yetenegine sahiptir. Veriler PON3'lin, potansiyel olarak
toksik endojen laktonlari hidrolizleyerek vaskiiler hasart korudugunu gostermektedir [7,

54, 100].
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Sekil 1.16. Insan PON gen ailesinin doku dagilimi [13]

1.3. Serbest Radikaller ve Oksidatif Stres

Oksidatif stres, reaktif oksijen/nitrojen tiirlerinin (ROS / RNS) ortaya ¢ikmasi ile
organizmanin antioksidatif koruma sistemleri ile etkilerini 6nleme kapasitesi arasindaki
denge eksikligi olarak tanimlanmistir [101]. En 6nemli ve temel elementlerden olan
oksijen, bir yandan aerobik organizmalar i¢in zorunluyken diger yandan hiicrelerde

oksidatif hasara neden olabilir. Oksidatif hasarlar, yasam i¢in en dnemli olan DNA, RNA,
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protein enzimleri, doymamis yaglar da dahil olmak {izere, her hiicre tipi ve biyolojik
molekiilii ilgilendirir [102]. S6z konusu zararlar, nérodejeneratif, kardiyovaskiiler, kanser
gibi ¢esitli rahatsizliklara yol agmaktadir. Oksijenin negatif etkisi ile yapilan degisiklikler
dogrudan oksijen ile olusturulan serbest radikal molekiilleri ile baglantilidir. Bu yapilar
bir veya daha fazla eslenmemis elektron iceren ¢ok sayida molekiilii icerir. Serbest
radikaller, homolitik, heterolitik veya redoks reaksiyonu olarak {iretilebilirler ve
genellikle reaktif oksijen tiirleri veya reaktif nitrojen tiirlerinden olusurlar. Reaktif oksijen
tiirleri, serbest radikal olmayan hidrojen peroksit gibi oksijen tasiyan serbest radikallerin
yant sira diger reaktif oksijen tiirlerini icerir. Benzer sekilde, reaktif nitrojen tiirleri hem
nitrojen iceren serbest radikalleri hem de reaktivite merkezinin azot oldugu diger reaktif
molekiilleri igerir [103, 104]. En 6nemli serbest radikalleri ve bunlarin aktif tiirevleri

Tablo 1.4’te gosterilmistir [102].

Tablo 1.4. Reaktif oksijen ve nitrojen tiirleri [102]

Reaktif Oksijen Tiirleri Reaktif Nitrojen Tiirleri
Singlet oksijen 10, Nitrik oksit NO*
Ozon O3 Peroksinitrit ONOO
Hidroperoksi radikal HO Nitroksi anyonu NO
Hidrojen peroksit H20- Nitrojen dioksit NOy
Hidroksi radikal *OH Dinitrojen trioksit N203
Stiperoksit anyon radikali 0y~ Nitroz asit HNO;
Lipit peroksi LOO" Nitril Kloriir NO:CI
Peroksid ROOH
Hipoklorik asit HOCI

Radikal oksijen tiirleri hem endojen hem de eksojen olarak gelisir. Her durumda,
bu biyokimyasal reaksiyonlar, membranlara veya hiicrenin diger kisimlarina saldirabilen
yeni reaktif molekiillerin olusumuna yol acar. Aldehitleri, amino asitleri, doymamis yag
asitlerini ve insan organizmasindaki diger 6nemli bilesikleri okside edebilirler [103].

Molekiillerin her biri farkli bir reaktivite ve segicilik ile karakterize edilir. Bu,
reaktivitenin ve seciciligin ters iligkili olduguna isaret etmektir. Bu olayin dogrulanmasi,
en aktif olan hidroksil radikalinin (-OH) reaktivitesinde gortilebilir. Hidroksil radikali,
zaylf aktivite sergileyen siiperoksit radikal anyonundan (O2"") daha zayif segicilik

gosterir. Hidroksil radikalinin reaktivitesine 6zellikle dikkat edilmelidir [105].
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Sekil 1.17. Molekiiler oksijenin dort ve bir elektron semalart ile azaltiimasi [103]
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Tablo 1.5. Oksidanlar ve genel ozelliklerinin ozeti [106]

Oksidan

Formiilii

Ozellikleri

Stiperoksit

anyonu

0

O2’nin bir elektron azaltma durumu.
Bircok otooksidasyon reaksiyonunda ve elektron tasima zincirinde
olusur.

Fe?*’y1 demir-kiikiirt proteinleri ve ferritinden ayirabilir.

Hidrojen

peroksit

H20>

O2""nin degismesiyle veya Oz'nin dogrudan indirgenmesiyle olusan iki
elektron azaltma durumu.
Bilinen en giiglii oksitleyicilerinden biridir.

Sulu ¢dzelti iginde ¢esitli inorganik iyonlar1 oksitleyebilir veya azaltabilir.

Hidroksil
radikal

“OH

Fenton reaksiyonu ve peroksinitrit ayrigsmasi ile olusan i¢ elektron
azaltma durumu.

Yaklasik 107 saniyede, ¢ok kisa bir in vivo yar1 dmre sahiptir ve yiiksek
bir reaktiviteyle cogu hiicresel bilesene saldirir.

Neredeyse her tiir makromolekiile zarar verebilir: karbonhidratlar,

niikleik asitler, lipitler ve amino asitler gibi.

Organik
hidroperoksit

ROOH

Lipidler ve niikleobazlar gibi hiicresel bilesenler ile radikal reaksiyonlar
sonucu olusur.

Spesifik fonksiyonel grup veya oksijen-oksijen tekli bag iceren bir
molekiildiir Diger oksijen bir hidrojen tasidiginda, buna hidroperoksit
(R-O-O-H) denir.

Alkoksi,
peroksi

radikaller

RO-,
ROO-

Oksijen merkezli organik radikallerdir.
Lipit formlari lipid peroksidasyon reaksiyonlarina katilir.
Cift baglara veya hidrojen ayrilmasina radikal eklenmesiyle oksijen

varliginda {iretilir.

Hipoklorit

HOCI

Myeloperoksidaz tarafindan H;O>'den olusur.

Tiyol gruplari, amino gruplart ve metiyonin de dahil olmak tizere protein
bilesenlerini kolayca okside eder.

Organik bilesiklerle reaksiyon ¢ok ekzotermiktir ve tutugsmaya neden
olabilir.

Manganez bilesiklerini okside edebilir, onlar1 permanganantlara

doniistiirebilir.

Peroksinitrit

OONO

02" ve NO- arasinda hizl1 bir reaksiyonda olusan bir oksidan ve nitratlama
maddesidir.

DNA ve proteinler de dahil olmak {izere hiicrelerdeki genis bir molekiil
dizisine zarar verebilir.

Hidroksil radikal ve azot dioksit olusturmak i¢in homolitik boliinmeye

ugrayabilir.
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1.3.1. Serbest radikallerin ¢esitli kaynaklari

Daha oncede belirtildigi gibi endojen kaynaklar ve eksojen kaynaklar olmak tizere
iki tane serbest radikal kaynag1 vardir. Serbest radikallerin baslica endojen kaynaklari

Tablo 1.6’da 6zetlenmistir [107].

Tablo 1.6. Serbest radikallerin endojen kaynaklar: [107-110]

Fizyolojik Siire¢ Yorum
Mitokondriyal solunum Siiperoksit anyon radikali tireten yagamin temel siireci.
Otooksidasyon Insan viicudundaki birgok biyolojik molekiiliin (hemoglobin, miyoglobin,

katekolaminler, vb.) Oto-oksidasyonu serbest radikaller

tiretebilir. Siiperoksit olusan birincil serbest radikaldir.

Enzimatik reaksiyon Ksantin oksidaz, lipoksijenaz, aldehit oksidaz, vb. igeren birgok enzim

reaksiyonu serbest radikaller iiretebilir.

Solunum patlamasi Bu siire¢, fagositlerin fagositoz sirasinda biiyilk miktarda oksijen

tiikettikleri bir siiregtir.

Metal iyonlar Viicut igin gerekli olan bakir iyonu ve demir iyonu gibi metal iyonlari,

serbest radikaller iiretmek i¢in hidrojen peroksit ile reaksiyona girebilir.
Yorucu egzersiz Serbest radikaller iireten ksantin oksidazi aktive edebilir.
Enfeksiyon Serbest radikaller {iretebilir, c¢linkii bagisiklik —sistemi, istilact
mikroorganizmalar1 serbest radikallerin patlamasiyla notralize etmeye

caligabilir.

Iskemi / Reperfiizyon Serbest radikal olusumuna neden olan ksantin oksidazi aktive edebilir.
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Dis kaynakli serbest radikal kaynaklar1 da vardir. Ornegin, kirli hava solumasi

insanlar1 serbest radikallere maruz birakabilir. Bu harici kaynaklar ise Tablo

1.7'de 6zetlenmistir [111].

Tablo 1.7. Dus kaynakli oksidatif stres kaynaklar: [111, 112]

Fizyolojik Siire¢

Yorum

Hava kirliligi

Havadaki inorganik parcaciklar

Tiitiin sigara

Bazi ilaglar

Endistriyel ¢oziiciiler

Radyasyona maruz kalma

Kirlenmis havadaki partikiil maddelerine maruz kalmak, 6nemli bir
oksidatif stres yaratarak astim, kardiyovaskiiler hastaliklar, kronik
pulmoner obstriiktif hastalik (KOAH) ve akciger kanseri riskini

artirabilir.

Endiistride galisan bireylerde toz pargaciklarinin yutulmasi, 6zellikle
hava ince mineral tozu (kuvars, silika ve asbest) igeriyorsa oksidatif

strese neden olabilir.

Titin dumaninda bulunan oksidanlar akcigerlere zarar verebilir,

KOAH'a neden olur ve hatta akciger kanseri riskini artirir.

Bleomisin, adriamisin ve siilfasalazin gibi ilaglar oksidatif stres

olusturabilir.

Kloroform ve karbon tetrakloriir gibi bazi endiistriyel solventler,

solundugunda oksidatif hasara neden olabilir.

Asirt ultraviyole 1513a maruz kalmak, giinese uzun siire maruz
kalmak (giineslenmek) ve kanser tedavisinin bir pargasi olarak

radyasyon tedavisi oksidatif stresi arttirmaktadir.

Bazi ilacglar da oksidatif stres tiretebilir. Bu ilaglar Tablo 1.8’de listelenmistir. Cogu

insan i¢in, bu ilaglar1 tibbi gbzetim altina almak herhangi bir sorun teskil etmez. Bununla

birlikte, glukoz 6-fosfat eksikligi olan bireyler, bu ilaglarin bazilarindan daha fazla

toksisite riski altinda olabilir. Glukoz 6-fosfat dehidrogenaz, hiicresel redoks dengesinde

onemli bir enzimdir [113].
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Tablo 1.8. Oksidatif stres olusturabilecek ilaglar [113]

Ila¢ simflar

ilag: adlan

Agr kesici

Antikanser

Antimalarial

Immiinosiipresanlar

Antibiyotikler

Antitiiberkiiloz

Antiretroviral ajanlar

Ditiretik

Uyusturucu

Diger ajanlar

Aspirin, fenasetin

Metotreksat, bleomisin, adriamisin, doksorubisin, topoizomeraz

inhibitorleri, menadion

Klorokin, meflokin, primakin, pamakin

Siklosporin A, sirolimus, takrolimus, mikofenolik asit

Kloramfenikol, siprofloksasin, moksifloksasin, nalidiksik asit,

norfloksasin, ofloksasin, siilfonamid, Bactrim (stilfametoksazol ve

trimetoprim), siilfadiazin, silfanilamid, siilfasalazin, sulfafurazol

p-Aminosalisilik asit, dapson

Indinavir, atazanavir, azidotimidin

Spironolakton

Kokain, ekstazi

Etil alkol (alkol)

1.3.2. Serbest radikallerle biyomolekiillerin hasari

Yiiksek reaktivite nedeniyle, serbest radikaller, lipitler, proteinler, karbonhidratlar

ve niikleik asitler dahil olmak tizere hemen hemen tiim biyomolekiillere zarar verebilir.

Lipitler serbest radikallerin neden oldugu oksidatif hasarin baglica hedefleridir. Lipit

peroksidasyonu, membran akiskanligi ve gegirgenliginin degismesiyle hiicre zari

hasaria neden olabilir. Serbest radikallerin aracilik ettigi lipit peroksidasyonu, baglatma,

¢ogaltma ve sonlandirmayi igeren bir dizi zincir reaksiyonudur [114].
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Baslangig¢ reaksiyonu [115]:
RH + 0, —— R + ‘OOH

Gelisme reaksiyonu [115]:
R* + Oy —>  ROOr

ROO* + R'H —_— > ROOH + R*

Sonlanma reaksiyonu [115]:
R- + R — RR

ROO* + ROO* ——> ROOR + O,

Lipit peroksidasyonunu baslatabilen serbest radikaller arasinda hidroksil radikali
(en reaktif), alkoksil radikalleri, peroksil radikalleri ve peroksinitrit bulunur. Bakirli ve
demirli iyonlar gibi metal iyonlar1 da zincir baslangicinda katalitik olarak katkida
bulunabilir. Tiim ¢oklu doymamis yag asitleri lipit peroksidasyonuna ugrayabilir.
Siklooksijenaz ve lipoksijenaz, c¢oklu doymamis yag asitlerinin peroksidasyonundan
sorumlu olan iki enzim ailesidir [114].

Amino asitler ve proteinler, hidroksil radikalleri tarafindan oksidatif hasara karsi
hassastir. Proteinlerin reaktif oksijen tiirleri ve reaktif azot tiirleri ile oksidasyonu,
proteinlerin tiim amino asit kalmtilarmin yan zincirlerini igerir. Ozellikle, proteinlerin
stilfiir igeren sistein ve metiyonin kalintilari, hem reaktif oksijen hem de reaktif azot
tiirleri tarafindan oksidasyona c¢ok duyarhidir. Sistein kalintisinin oksidasyonu,
disiilfidlerin olusumuna yol agar ve metiyonin, metiyonin siilfoksit kalintilarina
oksitlenir. Insan viicudunda bulunan rediiktaz enzimleri, bu tiir hasar1 onarabilir [116].

Oksidatif stres ayn1 zamanda mitokondriyal DNA'ya da zarar verebilir ve bu hasar
insan cildi de dahil olmak {izere c¢esitli dokularda yaslanma ve kanser gelisimi ile
iliskilendirilmistir [117].
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Mitokondr

DNA hasan
—
7N i
i Bagisiklik hicreleri ] - . )
Mikozomlar  Bagigiklik hitereleri N0 ONOOH NO, + ‘OH
ﬂ ‘L NO* NOS. L-arginin + O,
. H' — - - — 3H*
HO, === 0, === 0, === [0+0%] = 207 < H,0
H,0 A
J F§3+2 L2H+ 1L3H*
inflamatuar . Fe" .
sitokinler HO H,0, HO %
J y . DNA hazar
NO,
Redoks sinyalleri .
inflamatuar hasar NO,
A Proten tiolleri
NO- ':> lipoperoksidasyonu

N,04

Sekil 1.18. Viicutta olusan ROS ve RNS tiirlerinin verdigi hasarlarin basit mekanizmasi [118]

1.3.3. Serbest radikallerin fizyolojik rolii

Yiiksek konsantrasyonlarda serbest radikaller ve radikal tiirevli reaktif tiirler tim
biyomolekiillere zarar verebilirken, orta yogunlukta bu serbest radikaller, o6zellikle
sliperoksit anyonu ve ilgili reaktif oksijen tiirleri ve nitrik oksit, hiicre sinyallesmesinde
diizenleyici arabulucular olarak 6énemli rol oynarlar. Normal fizyolojik kosullar altinda,

uiretilen serbest radikallerin miktari, viicudun antioksidan savunmasi tarafindan siki bir

sekilde kontrol edilir. Boylece serbest radikaller igin kararli hal korunur [119].

Reaktif oksijen tiirlerinin 6nemli fizyolojik rolleri su sekilde siralanabilir;

-Serbest radikaller hiicre biiyiimesi ve hiicre ¢gogalmasina yardim eder,

-Serbest radikaller hiicre boliinmesine yardimci olur,

-Hiicrenin redoks dengesini diizenler,

-Sinyal iletimini saglar,

-Gen fonksiyonlarini diizenleyen protein kinazlari aktive eder,

-Bagisiklik fonksiyonunu diizenler [119, 120].
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1.4. Antioksidanlar

Antioksidanlarin “hedef bir molekiile oksidatif hasar1 geciktiren, dnleyen veya
ortadan kaldiran herhangi bir madde” olarak bilinen klasik tanimi, genellikle bu
bilesiklerin serbest radikalleri nétralize etme yetenegi olarak anlasilmaktadir. Reaksiyon

asagidaki sekilde gerceklesir:

AH + SR —— A- + SRH

Burada AH ve SR, sirasiyla bir antioksidani ve bir serbest radikali temsil eder. Bu
nedenle reaksiyon, antioksidanlarin klasik etki mekanizmasinin temeli olarak kabul edilir
ve SR, lipitler, proteinler veya DNA'da indiikledigi bir¢ok zarar verici islemi onleme
veya geciktirme yeteneklerini agiklar.

Bununla birlikte, reaksiyon bir bilesigin veya bir antioksidan igeren karigimin
antioksidan aktivitesini etkileyen tiim faktorleri temsil etmemektedir. Bu faktorler
arasinda en Onemlileri sunlardir: antioksidanlarin SR-'ye karsi reaktivitesi, her bir
antioksidan molekiil tarafindan nétralize edilmis SR+ molekiillerinin sayisi (stokiyometrik

faktor, n), antioksidanin lipo-¢dziiniirliigii ve ikincil reaksiyonlarin varligi [121].

1.4.1. Viicudun antioksidan savunmasi

Viicudun antioksidan savunmasi, hem endojen ve hem de diyet kaynakli eksojen
bilesiklerden olusur. Bunlar; antioksidan enzimler, zincir kiric1 antioksidanlar ve metal
baglayici proteinler olmak tizere li¢ genis kategoride incelenebilir. Baslica antioksidan
enzimler, endojen kdkenli olan siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz ve peroksidazlardir.
Serbest radikallerin baglattig1 zincir reaksiyonlarina miidahale eden antioksidanlar zincir
kirict antioksidanlar olarak bilinir. Bu antioksidanlar ya suda ¢6ziinen ya da lipit olarak
¢oziinebilen kiigiik molekiillerdir. Diyet yoluyla elde edilen bu antioksidanlarin bazilari;
karotenoidler, flavonoidler ve antioksidan vitaminlerdir. Ferritin, transferrin ve
seruloplazmin gibi endojen proteinler de dnemli antioksidan proteinlerdir, ¢iinkii bunlar
bakir ve demir gibi metal iyonlarin1 baglayabilir. Boylece serbest radikaller Fenton
reaksiyonu yoluyla {iretilmez. Genellikle tim antioksidanlar oksidatif stresin
noétralizasyonu i¢in 6nemli olsa da, antioksidan enzimler en giiclii antioksidan savunmay1

saglar (Sekil 1.21) [112].

39



SOD,
katalaz,
glutatyon

peroksidaz

Glutatyon,
koenzim Q10

Urik asit, vitamin C, vitamin E, karotenoidler,

flavonoidler, transferrin, seruloplazmin,

ferritin, laktoferrin

Sekil 1.19. Serbest radikallerin nétralize edilmesinde insan viicudundaki ¢esitli antioksidanlarin etkinligi

[112]

Antioksidanlar sadece bir smiflandirmayla kisitli kalmayip, cesitli 6zelliklerine

gore farkli gruplarda siiflandirilmistir. Tablo 1.9°da antioksidanlarin siniflandirilmasina

bir 6rnek gosterilmistir.

Tablo 1.9. Antioksidanlarin smmiflandiriimas: [122]

Antioksidanlar

Endojen Kaynaklh Eksojen Kaynaklh
Enzimler Kiiciik molekiiller Sentetik Dogal
Katalaz Askorbik asit BHA Tokoferoller
Peroksidaz Glutatyon BHT Karotenler
Siiperoksit dismutaz Urik asit TBHQ Fenoller
Glutatyon peroksidaz Metal baglayicilar Propilgallat Flavonlar
Glutatyon rediiktaz Tiyoredoksin Kuersetin Katekinler
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Mitokondriyal enerji Diger endojen

iiretim yolu kaynaklar
Bevaz kan hiicrelen, o Iyonlagtime: radyasyon
D ————————— % —
dmegin; nétrofiller. 2 ve daha fazlas
Cu/Zn-SOD Mn-SOD
Sitozol Mitokondri
Fe-SOD
Kloroplast

|

Fenton reaksiyonu

FeZ+

=

Katalaz GSH-Px =)
Peroksizomlar Mitokondri ;.'?‘
=

a

2

H,0 + 0, ‘
o
i 8

-
gL

204

o
]
PP,
-

Sekil 1.20. Antioksidanlarin reaktif oksijen tiirlerine karsi savunma mekanizmasi [123]
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1.5. Bitkiler

Bitki sistematigi, bitkilerin siniflandirilmasini, bitkilerin isimlendirilmesini,
bitkilerin teshisini ve tayinini igerir. Siniflandirmanin temel amaci, var olan bitkileri
benzer ya da farkli zelliklerine gore gruplandirmaktir. Isimlendirmede amag bir bitkinin
ya da bitkinin ait oldugu grubun daha anlasilir olmasi icin tek bir bilimsel isim vermektir.
Bunun i¢in de eski bir bilim dili olan ancak giiniimiizde kullanilmayan latince belirlenmis
olup, belli bash kurallar uygulanmistir. Ayni zamanda toplumlar, bu latince bitki
isimlerine karsilik olarak, konustuklart dilde kendilerinin anlayabilecegi bir isim
kullanmaktadirlar. Bitkilerin teshisi veya tayini, o bitkinin daha 6nce bilinen bir bitki ile
ayn1 olup olmadigin tespit etmektir. Bitkinin hangi yoreye ait oldugunun bilinmesi ve
var olan tanitici kitaplar bitkinin familyasinin, cinsinin ve tiiriiniin belirlenmesinde
onemlidir [124].

Eskisehir’in Uludere mevkiinden toplanan bitkiler, Anadolu Universitesi, Eczacilik
Fakiiltesi, Farmasotik Botanik Anabilim Dalinda, sirasiyla Crataegus tanacetifolia,
Rumex acetosella, Thymus sibthorpii ve Asphodeline taurica olarak teshis edildi.

BILECIK

fesKiseriR

Sekil 1.21. Bitkilerin toplandigi yer
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1.5.1. Kotan ahc1 (Crataegus tanacetifolia)

Tablo 1.10. Crataegus tanacetifolia bitkisinin bilimsel siniflandirilmasi

Bilimsel Simiflandirma

Alem Bitkiler

Boliim Magnoliophyta
Simf Magnoliopsida
Takim Rosales
Familya Rosaceae

Alt familya Amygdaloideae
Cins Crataegus

Tiir C. tanacetifolia

1.5.1.1. Bitkinin genel ozellikleri

Crataegus tiirleri eski zamanlardan beri kullanilmaktadir ve bitkinin antioksidan
bilesenleri, terapotik etkilerini agiklayabilir. Asya, Orta Amerika ve Akdeniz’de yaygin
olarak bulunan alig tiirleri yenilebilen meyveleri i¢in yetistirilir. Tiirkiye, Crataegus'un
genetik merkezlerinden biridir ancak tiirlerini tanimlamak i¢in az sayida c¢alisma
yapilmistir.

Tiirkiye’de Crataegus tiirlerinin yaprak, ¢icek, meyve ve kokii geleneksel tipta
oOksiiriik, grip, astim, mide agrisi, romatizmal agri, nefrit, hemoroitler ve kalp hastaliklar
gibi ¢esitli hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir. Ali¢ bitkisinin ¢igekleri ve
meyveleri kardiyovaskiiler, hipertansiyon ve diyabetik hastaliklar1 tedavi eder. Buna ek
olarak, kan basincini1 ve toplam plazma kolesterol seviyelerini 6nemli 6lclide diisiiriir.
Alig sirkesi, Tiirkiye'nin bazi yorelerinde iiretilmekle birlikte, alicin meyve ve ¢igekleri
de cay olarak tiiketilmektedir [125].

Yaklagik 10 metre boylarinda, dikenleri seyrek olan kiigiik agaclar ya da calilardir.
Mayis ve temmuz aylar1 arasinda ¢igeklenen bitki genellikle sar1 renkte meyve verir. Ince

ve yumusak tiiyli yesil yapraklari vardir [126].
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Sekil 1.22. Crataegus tanacetifolia bitkisi [126]

1.5.1.2. Bitkinin toplanmas: ve kurutulmasi

Kotan alici, ¢igeklendigi ve sar1 renkte meyve verdigi aylar olan mayis ve temmuz
aylar1 araliginda toplanir. Giines 15181 almayacak sekilde golgede ve standart oda
kosullarinda kurutulur. Deneysel calismalarda kullanilana dek karanlik ve nemsiz
ortamda saklanir.

Kotan alici, Eskisehir’in Uludere mevkiinden, enlem: 39.977600, boylam:

30.328071 koordinatlarini igerisine alan meradan toplandi.
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1.5.2. Kuzukulag (Rumex acetosella)

Tablo 1.11. Rumex acetosella bitkisinin bilimsel siniflandirilmast

Bilimsel Simiflandirma

Alem Bitkiler
Boliim Magnoliophyta
Simf Eudicots

Alt simf Core eudicots
Takim Caryophyllales
Familya Polygonaceae
Cins Rumex

Tiir R. acetosella

1.5.2.1. Bitkinin genel ozellikleri

Rumex (Polygonaceae familyasi) cinsine ait bitkiler diinya ¢apinda yaygin sekilde
dagilmis yaklasik 200 tiir icerir. Baz1 bolgelerde Rumex tiirlerinin yapraklari, 6zellikle
eksi corbalar, soslar ve salatalar seklinde, yiyecek olarak tiiketilir. Geleneksel tipta ise
mikrobiyal enfeksiyonlarla ilgili farkli hastaliklarin, Grnegin; dermatolojik sartlar,
dizanteri, enterit ve askariazis tedavisi i¢in kullanilirlar [127, 128].

R. acetosella, R. alpinus, R. confertus, R. crispus ve R. obtusifolius kabizlik, ishal,
bobrek hastaliklari, sigkinlik i¢in uygulanir ve kan temizleyici 6zellikleri vardir. Bunlarin
yani sira yanik ve kanser tedavisinde de etkilidirler [129, 130].

Ust kistmlar1 dalli salkimlar seklinde olan, boyu yaklasik 40 cm’ye ulasan govdeye
sahip cok yillik otsu bir bitkidir. Uzun kdklere sahiptir. Nem orani yiiksek bolgelerde
yaygin olarak yetisir. Yesil sivri uclu yapraklar: vardir. Birgok tiirde ¢igekler de yesildir
ancak R. acetosella mayis ve agustos aylari araliginda koyu pembe, kirmizi ¢igekler verir
[128, 131].
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Sekil 1.23. Rumex acetosella bitkisi [128]

1.5.2.2. Bitkinin toplanmas: ve kurutulmasi

Kuzukulagi, koyu pembe ve kirmizi renkte ¢icek verdigi aylar olan mayis ve
agustos aylar1 araliginda toplanir. Giines 15181 almayacak sekilde golgede ve standart oda
kosularinda kurutulur. Cigeklerin dokiilmemesine dikkat edilerek, deneysel ¢alismalarda
kullanilana dek karanlik ve nemsiz ortamda saklanr.

Kuzukulagi, Eskisehir’in Uludere mevkiinden, enlem: 39.977600, boylam:

30.328071 koordinatlarini i¢erisine alan meradan toplandi.
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1.5.3. Top kekik (Thymus sibthorpii)

Tablo 1.12. Thymus sibthorpii bitkisinin bilimsel siniflandiriimasi

Bilimsel Simiflandirma

Alem Bitkiler
Boliim Magnoliophyta
Simf Eudicots
Takim Mentheae

Alt takim Menthinae
Familya Lamiaceae

Alt familya Nepetoideae
Cins Thymus
Tiir T. sibthorpii

1.5.3.1. Bitkinin genel ozellikleri

Thymus, 220 tiir igeren taksonomik ve sistematik olarak karmasik bir cinstir. Ayrica
Thymus, Lamiaceae familyasindaki tiirlerin sayisi bakimindan en 6nemli cinslerden
biridir. Akdeniz bolgesini kapsayan merkezi dagilim alaniyla tiim diinyaya yayilir ve
yetistirilir. T. longicaulis, T. sibthorpii ve T. austriacus Akdeniz bolgesine 6zgiidiir. Cok
yillik otsu bir bitkidir. Dallanmis yapidan olusur ve kiigiik yesil yapraklar bu dallarin
tizerinde yer alir. Mayis ve agustos aylar1 arasinda mor renkte ¢igeklenir.

Gilinimiizde yaygin olarak c¢ay, baharat ve bitkisel 1ilag olarak
yetistirilmektedir. Kekik yapragi cayimin dinlendirici ve uyku problemini onleyici
ozelligi vardir. Avrupa’da antienflamatuar, antiromatizmal, sindirim, antiiilser ve
antimikrobiyal aktivitelerinden dolay1 halk arasinda yaygin olarak kullanilmasinin yan1
sira ¢esitli farmakolojik ¢aligmalarla antioksidan, antiviral, antifungal aktiviteleri de
kanitlanmistir. Thymus tiirleri, gastrointestinal hastaliklar, solunum yolu enfeksiyonlart,
cilt hastaliklar1 tedavisinde geleneksel bitkisel tibbi iiriin olarak kullanilmaktadir. Bunun

yan1 sira balgam soktiiriicii ve idrar soktiirticii 6zellikleri de bilinmektedir [132, 133].
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Sekil 1.24. Thymus sibthorpii bitkisi [133]

1.5.3.2. Bitkinin toplanmast ve kurutulmasi

Top kekik, mor renkte ¢igek verdigi aylar olan mayis ve agustos aylari araliginda
toplanir. Giines 15181 almayacak sekilde golgede ve standart oda kosularinda kurutulur.
Deneysel ¢aligmalarda kullanilana dek karanlik ve nemsiz ortamda saklanir.

Top kekik, Eskisehir’in Uludere mevkiinden, enlem: 39.977600, boylam:

30.328071 koordinatlarini igerisine alan meradan toplandi.
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1.5.4. Ciris otu (Asphodeline taurica)

Tablo 1.13. Asphodeline taurica bitkisinin bilimsel siniflandwrilmast

Bilimsel Stmiflandirma

Alem Bitkiler
Boliim Magnoliophyta
Simif Lilianae
Takim Asparagales
Familya Asphodelaceae

Alt familya Asphodeloideae
Cins Asphodeline

Tiir A. taurica

1.5.4.1. Bitkinin genel ozellikleri

Tiirkiye’de Asphodeline cinsinin yan1 sira Asphodeline ve Eremurus cinsleri de ¢iris
adiyla bilinir. Ciinkii bu cinslerde yer alan tiirler birbirine ¢ok benzerdir. Bu yiizden
zaman zaman isimleri ve Ozellikleri karisabilir. Asphodeline, diinyada toplam 14 tiire
sahiptir ve bu tiirlerden bazilari Tiirkiye'de, 6zellikle I¢ Anadolu daglarinda ve
bozkirlarinda bol miktarda bulunur. Cok sayida endemizm olmasi nedeniyle i¢ Anadolu
ve c¢evresinin cinsin kokeninin merkezi oldugu disiiniilmektedir. Bu bolgelerde
Asphodeline cinsinin tiirlerinin tibb1 amagli kullanimlar1 yaygindir. Cesitli tiirlerin
yapraklarindan elde edilen suyun kulak agrisini gegirmede etkisi vardir. Koklerin
yakilmas1 sonucu olusan komiir, derideki sulu yaralar1 kurutmak i¢in kullanilir. Baz1
bolgelerde ise geng meyveler ve tohumlari suda kaynatilarak basur tedavisinde kullanilir.
Literatiirde A. taurica tiirii ile ilgili ¢ok fazla bilgi yer almamaktadir [134, 135].

Kisa rizomlu, ¢ok yillik bir bitkidir. Boyu 80 cm’e kadar uzayabilen dik ve saglam
gdvdeye sahiptir. Ust kisimda beyaz gigekler yer alir. Alt kisimda ise boydan boya, ince
ve uzun seritler halinde yesil ignemsi yapraklar1 vardir. Mayis ve haziran aylarinda

ciceklenir [136].
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Sekil 1.25. Asphodeline taurica bitkisi [136]

1.5.4.2. Bitkinin toplanmasi ve kurutulmasi
Ciris otu, mayis ve haziran aylarinda toplanir. Giines 15181 almayacak sekilde
golgede ve standart oda kosularinda kurutulur. Deneysel ¢alismalarda kullanilana dek

karanlik ve nemsiz ortamda saklanir.
Ciris otu, Eskisehir’in Uludere mevkiinden, enlem: 39.454357, boylam: 30.614068

koordinatlarini igerisine alan meradan toplandi.
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1.6. Cahiymanin Amaci

Oksidatif stresteki serbest radikal kaynakli hasar, ndrodejeneratif kosullar
(Parkinson, Alzheimer, Huntington hastaligi ve amyotrofik lateral skleroz) amfizem,
kardiyovaskiiler ve enflamatuar hastaliklar, katarakt ve kanser gibi bircok kronik saglik
probleminin patogenezine ve patofizyolojisine katkida bulundugu dogrulanmistir.
Oksidatif stresin kaynak veya sonug olarak 100'den fazla hastalikla korelasyonu oldugu
goriilmiistiir. Reaktif oksijen tiirlerinin neden oldugu oksidatif bozunmanin geri
doniistimsiiz bir ilerlemesi de, fizyolojik fonksiyonlarin bozulmasindan, hastalik
insidansinin arttirilmasindan ve yasam Omriiniin azaltilmasindan olusan, yaslanma
biyolojisinin durumu tizerindeki olumsuz etkisini ortaya koyar [137].

Serbest radikaller normal hiicresel fonksiyon sirasinda iretilir ve tiim canlilarin
dogal fizyolojik siirecinin bir pargasidir. Yiiksek reaktivite nedeniyle, serbest radikaller,
lipitler, proteinler, karbonhidratlar ve niikleik asitler dahil olmak tizere hemen hemen tiim
biyomolekiillere zarar verebilir. Lipitler, serbest radikallerin neden oldugu oksidatif
hasarin ana hedefleridir. Lipid peroksidasyonu, membran akigkanlig1 ve gecirgenligini
degistirerek hiicre zarin zarar gérmesine neden olabilir. Serbest radikaller ayrica sinyal
iletimi ve gen ekspresyonu dahil olmak iizere 6nemli fizyolojik rol oynar, ancak iiretilen
serbest radikallerin biiyiik ¢ogunlugu, optimal saglik i¢in viicudun antioksidan savunmasi
tarafindan etkisizlestirilmelidir [112].

Viicudun iki genis kategori altinda siniflandirilan bir¢cok antioksidani vardir: suda
¢Oziiniir ve yagda ¢Oziiniir. C vitamini, glutatyon, lipoik asit ve {lirik asit gibi suda ¢oziiniir
antioksidanlar, insan kaninda mevcut ana antioksidanlardir. Karotenler, E vitamini gibi
yagda ¢Oziinen antioksidanlar ve koenzim Q10, hem kanda hem de hiicrelerde
bulunabilir. Ek olarak, birka¢ enzim ayrica antioksidanlar, en Onemlisi siiperoksit
dismutaz, katalaz ve peroksidazlar olarak da iglev goriir [112].

Yenilebilir bitkilerin cesitli kisimlarinda bulunan flavonoidler ve katesinler gibi
fenolik ve polifenolik bilesikler, giiclii antioksidan aktivite sergiler. Yapilan ¢aligmalarin
biliylik bir boliimii, bitki iceriklerinin serbest radikalleri temizlemede, hastaliklarin
onlenmesinde ve tedavisinde faydali etkilerinin oldugunu belgelemistir. Bitki iceriginde
bulunan ¢esitli etken maddeler in vitro ve in vivo oksidatif strese karsi kirmizi kan hiicresi
direncini arttirir. Siiperoksit ve hidroksil radikallerini etkili bigimde temizler ve diisiik
yogunluklu lipoproteinin oksidatif modifikasyonunu 6nler. Koroner kalp hastaligi ve

hipertansiyon tedavisi i¢in yararhdir. Ayn1 zamanda toplam kolesterol ve
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malondialdehitin serum konsantrasyonlarini azaltir ve insanlarda yiiksek yogunluklu
lipoprotein serum konsantrasyonlarini arttirir. a-karoten, B-Karoten, y-karoten ve f-
kriptoksantin gibi diger karotenoidler, bitki kokenli gii¢lii antioksidanlardir [138].
Yukarida vermis oldugumuz bilgiler dogrultusunda kotan alici, kuzukulagi, top
kekik ve ¢iris otu bitkilerinin fenolik igerigi ve antioksidan kapasitesi belirlenerek, bu
bitkilerin insan serumundan saflastirdigimiz PON1 izoenziminin aktivitesi tizerindeki

etkisi incelenmistir.
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2. KAYNAK BILGISi

PON'larin arasinda en ¢ok calisilani PON1, karacigerde sentezlenen ve agirlikl
olarak yiiksek yogunluklu lipoproteinlerle (HDL) iligkili bulunan, yaklasik 43-45kDa
molekiil kiitlesine sahip glikoproteindir. PON1'in membranlar arasinda transferini ve
bircok fare dokusunda PONI1'in lokalizasyonunu gosteren onceki sonuglar, PON1'in
karacigerden HDL'ler yoluyla, aktivitesinin gerekli oldugu dokulara aktarildigini
gostermistir. PON1, OP'lerden aromatik karboksilik asit esterlerine, ¢ekirdek algilayici
sinyal molekiillerine (N-a¢il homoserin lakton) ve lipo-laktonlara kadar genis bir
yelpazedeki substratlart hidrolize edebilen olduk¢a hassas bir Ca?* bagimli metalo
enzimdir [89, 97].

Onceki calismalar PON'larm uyguladig: fizyo-patolojik rolleri gdstermis olsa da,
fizyolojik substratlar1 heniiz bilinmemektedir. PON1, paraokson gibi organofosfatlar
dahil olmak {izere bir¢ok organik substrati in vitro hidrolize edebilir, ancak birincil
aktivitesi laktonaz gibi goriinmektedir. Laktonaz aktivitesi, PON2 ve PON3 tarafindan da
gerceklestirilir. PON aktivitelerinin degerlendirilmesine yonelik spektrofotometrik
analizler, sirasiyla PON'larin paraoksonaz, arilesteraz ve laktonaz aktivitelerini veren
paraokson, fenil asetat ve dihidrokumarini hidrolize etme kabiliyetlerine dayanmaktadir.
PON3 ayrica statinleri hidrolize edebilir ve statinaz aktivitesi substratlar olarak statinler
(simvastatin veya lovastatin gibi) kullanilarak degerlendirilebilir. Ayrica tiim
saflagtirilmig PON'lar in vitro agil-homoserin laktonlar1 hidrolize eder. Agil-homoserin,
cesitli patojenik bakterilerde, bakteri cogunlugunu algilama sinyallerinde rol oynar,
virlilans faktorlerinin ekspresyonunu diizenler ve bir konake¢i inflamatuvar yanitini
indiikler [39, 43].

Paraoksonazlar (PON1, PON2 ve PON3), yiiksek yapisal homolojiye sahip bir
enzim ailesidir. Hepsi de laktonaz aktivitesine sahiptir; lipoproteinlerde ve hiicrelerde
lipit peroksitleri bozar. Bu nedenle, oksidasyon ve iltihaplanmaya karg1 korunmada rol
oynarlar. Bulasici hastaliklar siklikla oksidatif stres ve inflamatuar yanitla iliskilidir.
Enfeksiyon ve iltithaplanma, konakg¢ida akut faz cevabi olarak bilinen bir reaksiyon
kademesini tetikler. Bu yanit serum PONI aktivitesinde bir diisiis dahil olmak tizere,
serum proteinlerinde ve lipoproteinlerde meydana gelen ¢arpici degisikliklerle iliskilidir.
Bu degisikliklerin, kardiyovaskiiler hastaliklar i¢in artan risk ve antibiyotige direngli
bakteriyel biyofilm olusumuna karsi bozulmus bir koruma dahil olmak iizere enfekte

olmus hasta i¢cin klinik sonuglar1 vardir. Cesitli ¢alismalar, enfeksiyon siirecinin
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biyobelirtegleri olarak serum PONI1 ol¢iimiiniin degerini arastirmistir. Diisiik serum
PONL1 aktiviteleri, agir sepsisli hastalarda hayatta kalma diistikliigi ile iliskilidir. Ek
olarak, on ¢alismalar serum PONI konsantrasyonunun ve/veya enzim aktivitesinin kalici
bir santral vendz kateter bulunan hastalarda akut es zamanli enfeksiyonun belirtecleri
olarak yararli olabilecegini gostermektedir [139].

Obezite ile iliskili metabolik degisiklikler, mineral diizensizligi igerir. Temel iz
elementler, cok sayida hiicresel siiregte ilgili bir islevi olan ve metabolik enzimlerin dogru
isleyisinde ¢oklu rollere sahip besinlerdir. PONI, sismanlikta tehlikeye giren bir
antioksidan ve antienflamatuvar bir enzimdir.

Morbid obez kadinlarda iz elementlerdeki potansiyel degisiklikler, serum PONI
aktivitesi ve konsantrasyonu ile iliskili olarak degerlendirilmistir. 41 morbid obez kadin
ve 51 kisilik kontrol grubu ile yapilan galismada, 30 elementin serum Konsantrasyonlart,
PON1 paraoksonaz ve laktonaz aktiviteleri, PON1 konsantrasyonlar1 6lgiildii. Obez
kadinlarda As, Ba, Cu, Ca, Fe, Mg, Na, Se, Sr ve Zn diizeylerinde énemli degisiklikler
gozlemlendi. En 6nemli degisiklikler, diabetes mellitus ile 6nemli 6l¢iide iligkili olan As,
Sr ve Mg konsantrasyonlarinda gézlendi. As, Ca, Cr, Cu, Mg ve Se elenmentlerinin serum
PONI1 degerleri ile anlaml1 korelasyon vardir. Mevcut sonuglar, ¢ok sayida iz elementin
alimimin veya depolanmasinin artmasinin obeziteye bagli ek hastaliklarin ve metabolik
degisikliklere neden olan faktorler olabilecegi ihtimalini arttirmaktadir [140].

Saglikli bir diyete baglilik, ¢esitli insan hastaliklarinin 6nlenmesinde yerlesik bir
role sahiptir. Epidemiyolojik ¢aligmalar, yiiksek miktarda meyve ve sebze aliminin,
cesitli kanser tiirlerinin riskiyle ters iliskili oldugunu gostermistir. Oksidatif stres ve
inflamasyon, kanser gelisiminde ve kemoterapinin prognozunu belirlemede Onemli
faktorler olarak kabul edilir. Kanser hastalarinda PON1 aktivitesindeki azalmayla, lipit
ve proteinlere kars1 oksidatif stres markerlarinda bir artis oldugu daha 6nce gosterilmistir.
Bunedenle, PON1 aktivitesinin veya ekspresyonunun artmasinin oksidatif stres ile iligkili
hastaliklar1 6nlemek i¢in yararli bir yaklagim olabilecegi 6ne siiriilmiistiir. Yagda ¢oziinen
ve suda c¢oziinen vitaminlerin PONI aktivitesi tizerine etkisi konusunda ¢eliskili
caligmalar yayinlanmistir. Niifusa dayali ¢caligmalar negatif bir korelasyon gostermistir,
ancak pozitif bir korelasyonun kanit1 da vardir [82].

PONL1, kanserojen serbest radikallerin yok edilmesinde ve oksidatif dengeyi
korumak i¢in temizleme mekanizmalarinda rol oynayan bir lipolaktonazdir. Yapilan bu

calismanin amaci, kanserli hastalarda serum PONI1 aktivitesindeki olas1 degisiklikleri
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degerlendirmektir. Kanserli hastalarda PON1 aktivitesinde azalma oldugunu bildiren
birgok caligma bulunmaktadir. Bu, hiicre proliferasyonunda potansiyel etkileri, genetik
instabilitenin desteklenmesi ve kemoterapiye hiicresel duyarliliktaki degisiklikler ile
oksidatif strese karsi savunma kabiliyeti ile yorumlanabilir [141].

PON'lar, antioksidan aktivite, anti-enflamatuar etki, HDL islevini koruma,
kolesterol akisinin uyarilmasi, anti-apoptoz, anti-tromboz ve anti-adezyonu igeren sayisiz
ateroprotektif Ozellige sahiptir. PON genetik polimorfizmleri, ateroskleroz ile ilgili
hastaliklardan korunmaya katkida bulunur. PON kiimesinin parlak antiaterojenik
aktivitesi, yeni tedavi stratejilerinin gelistirilmesi i¢in umut verici bir hedef haline
getirmektedir. PON1, oksLDL ve cesitli fosfolipid peroksidasyon katki maddelerini,
giiclii bir antioksidan ve sitoprotektif fonksiyon gostererek parcalayabilir. PON1'in
ateroproreaktif 6zelliklerini destekleyen kanitlar, PON1 eksikligi bulunan fareleri iceren
deneylerden gelir. PON1 eksikligi bulunan farelerden tiiretilen lipoproteinler, normal
hayvanlardan izole edilen lipoproteinlerle karsilastirildiginda oksidasyona karsi daha
savunmasiz oldugu gdzlemlenmis. /n vivo deneylerin sonucunda, PON1 eksikligi olan
farelerde HDL, LDL'yi oksidasyondan koruma yetenegini kaybettigi tespit edilmistir
[142].

PON'lar antioksidan savunma ve hiicre davranisinin diizenlenmesi ile ilgili ¢ok
islevli enzimlerdir. Cesitli caligmalar, farkli timor tiirlerinden etkilenen hastalarda PON1
aktivitelerinde bir diisiis oldugunu gostermistir. Tersine, PON2 ve PON3 ile ilgili
calismalar bir artis gostermistir. Asirt eksprese edilmis PON2 veya PON3'iin
dengelenmesi, kemo-duyarliligi ve kemoterapinin basarisini arttirmanin olast bir yolu
olarak onerilmistir. PON ekspresyonuna aracilik eden sinyal iletim yollar1 incelenmistir.
laglar ve kemoterapétikler igin potansiyel hedefleri temsil etmektedir. Fitobesinlerin
kanserde kemopreventif rolleri nedeniyle kullanimi tartisilmaktadir. Ayrica, PON'larin
aktivitesi kardiyovaskiiler hastaliklara ve bakteriyel enfeksiyonlara karsi koruyucu
olabilir [82].

Insiilin direnci, tip 2 diyabet ve kardiyovaskiiler hastaliklarin patogenezinde dnemli
bir rol oynar. Son zamanlarda, PON1'in in vitro glukoz tasiyici-4 (GLUT-4)
ekspresyonunu tesvik ederek insiilin direncini azaltabildigi bildirilmektedir. PON1'deki
tek niikleotid polimorfizmi, enzim aktivitesi ve konsantrasyonundaki degiskenlik ile
iligkilidir. Buna dayanarak, PON1 (Q192R ve L55M) polimorfizmleri ile yetiskin Giiney

Hint popiilasyonunda insiilin direnci gelisme riski arasindaki iligki aragtirllmistir. QR/RR
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ve LM/MM genotiplerinin dagilim, tip 2 diyabet hastalarinda saglikli kontrollere kiyasla
anlamli derecede yiiksek bulunmustur. PON1 (Q192R ve L55M) polimorfizmleri,
patojenez ve insiilin direncinin duyarlihiginda énemli bir rol oynayabilir, bu nedenle
Giiney Hint popiilasyonunda tip 2 diyabet gelisimine yol agar [143].

Epilepsi, cocukluk ve ergenlikte en sik goriilen kronik norolojik hastaliktir. Yapilan
calismalarda, direncli epilepsili ¢cocuklarda paraoksonaz ve arilesteraz aktivitelerini ve
oksidatif durum parametreleri arastirilmistir. Epilepsili 42 kisiden ve 35 saglikli denekten
olusan kontrol grubunu igeren bir galismada serum paraoksonaz ve arilesteraz aktiviteleri
yani sira lipid hidroperoksit seviyeleri de belirlenmistir. Tiim paraoksonaz ve arilesteraz
aktiviteleri, direngli epilepsili deneklerinde kontrollere gére anlamli derecede diisiikken,
lipid hidroperoksit seviyeleri anlamli derecede yiiksek oldugu tespit edilmistir. Sonug
olarak, paraoksonaz ve arilesteraz aktiviteleri azalmis ve epilepsili hastalarda lipid
hidroperoksit seviyesi artmistir. Bu c¢alismanin sonucu, direncli epilepsi deneklerinin
ateroskleroz gelisimine daha yatkin olabilecegini gostermistir [144].

Epilepsi siklikla uzun vadeli antiepileptik ila¢ tedavisine ihtiya¢ duymaktadir.
Yapilan bir calismada epilepsi tedavisinde yaygin olarak kullanilan ilaclar secilmistir.
Valproik asit, gabapentin, primidon, fenitoin ve levetirasetam gibi bazi antiepileptik
ilaglarin, insan serum PON1 {izerindeki in vitro inhibisyon roliine odaklanilmustir. ilaglar,
in vitro PON1 aktivitesinde azalmis oldugunu gosteren ¢esitli konsantrasyonlarda test
edilmistir. Gabapentin, diger ilaglarla karsilastirildiginda etkili inhibitor aktivite
sergilemistir. Tiim bilesiklerin inhibisyon mekanizmalarinin yarigmali olmadig: tespit
edilmistir [145].

Sigara igcmek, erken ateroskleroz sikliginin artmasi ile iligkilidir. Sigara dumaninin
etki mekanizmasi hakkinda molekiiler diizeyde ¢ok az bilgi mevcuttur. Son caligmalar
paraoksonazin (PON), diisiik yogunluklu lipoproteini oksidasyona karsi korudugunu
gostermistir. Sigara dumani ekstraktinin insan plazma paraoksonaz aktivitesi tizerindeki
etkisi arastirilmaktir. Bu konu ile ilgili bir ¢alismada paraoksonazin aktivitesinin, sigara
dumani ekstrakt1 tarafindan doza ve zamana bagl olarak inhibe edildigi ve yine PON
aktivitesinin sigara dumani ekstrakti tarafindan inhibisyonunun, glutatyon veya N-asetil
sistein ilavesiyle tersine ¢evrildigi bulunmustur [146].

Enzim ile ilgili yapilan bir ¢calismada, palonosetron hidrokloriir, bevacizumab ve
siklofosfamid ilaglarmin in vitro kosullarda insan serum PON1 enzim aktivitesi

lizerindeki etkilerini arastirilmistir. Inhibisyon ¢alismalari, palonosetron hidrokloriir,
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bevasizumab ve siklofosfamidin paraoksonaz aktivitesi lizerinde gergeklestirilmistir.
Ilaglarmn inhibisyon oranlar1 karsilastirildiginda, palonosetron hidrokloriiriin maksimum
inhibisyon oranina sahip oldugu bulunmustur. Bununla birlikte, ilaglarin inhibisyon
mekanizmalarinin Lineweaver-Burk egrileri tarafindan yarismali olmadigi tespit
edilmistir [147].

Reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve reaktif azot tiirleri (RNS) hem zararli hem de
faydal1 tiirler olarak ikili rol oynadigi i¢in iyi bilinmektedir. ROS ve RNS normalde
sirasiyla nitrik oksit sentaz ve NAD(P)H oksidaz izoformlar1 gibi siki diizenlenmis
enzimler tarafindan tiretilir. Serbest radikallerin potansiyel biyolojik hasara neden olan
zararl etkisine oksidatif stres ve nitrosatif stres denir. Biyolojik sistemlerde bu olaylar,
bir tarafta asgirt ROS/RNS iiretimi ve diger tarafta enzimatik ve enzimatik olmayan
antioksidanlarin eksikligi oldugunda meydana gelir. Bagka bir deyisle, oksidatif stres,
oksijen kullanan metabolik reaksiyonlardan kaynaklanir ve canli organizmalardaki pro-
oksidan/antioksidan reaksiyonlarin denge durumunda bir bozuklugu temsil eder. Asiri
ROS, normal islevlerini engelleyen hiicresel lipitlere, proteinlere veya DNA'ya zarar
verebilir. Bu nedenle, oksidatif stres yaslanma siirecinin yani sira bir dizi hastaliga da
neden olmustur. Serbest radikallerin faydali ve zararl etkileri arasindaki hassas denge
canli organizmalarin ¢ok onemli bir yoniidiir ve “redoks regiilasyonu” adi verilen
mekanizmalarla saglanir. “Redoks regiilasyonu” islemi canli organizmalar g¢esitli
oksidatif streslerden korur ve redoks durumunu in vivo olarak kontrol ederek “redoks
homeostazin1” korur [119].

Antioksidanlarin insan sagliginin korunmasindaki olumlu etkisi, son on yilda diinya
genelinde birgok bilim insanin1 mesgul eden 6nemli bir konu haline gelmistir. Son birkag
yilda, antioksidanlar beslenme diinyasinin vazgecilmezleri haline gelmistir.
Antioksidanlar, Alzheimer hastalig, kanser, kalp hastalig1 gibi durumlara yol agabilen ve
ayrica kronik enflamasyonla baglantili olan oksidatif hiicre hasarma kars1 koruma
kabiliyetleri bakimindan dnemlidir [148].

Diisiik konsantrasyonda bile oksidatif siireci dnemli Sl¢lide inhibe eden veya
geciktiren, siklikla kendi kendilerini okside eden maddeler olarak tanimlanmaktadir. Son
raporlar, serbest radikalleri notralize etmek ve redoks dengesini koruyarak viicudu serbest
radikallerden korumak icin c¢esitli endojen ve eksojen antioksidanlarin kullanildigini
gostermektedir [149]. Singh ve digerleri, antioksidanlarin metabolik yollarda hayati bir

rol oynadiklarini ve hiicreleri koruduklarini belirtmislerdir [150].
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Bununla birlikte, son zamanlardaki g¢eligkili kanitlar bilim adamlarini, patolojik
durumlarda ortaya ¢ikan serbest radikal reaksiyonlarinda antioksidanlarin ve pro-
oksidanlarin roliinii aragtirmak i¢in daha derine inmeye zorladi. Bu patolojik durumlar;
Alzheimer hastaligi, Parkinson hastaligi, multipl skleroz, amyotrofik lateral skleroz,
hafiza kaybi, depresyon gibi nérodejeneratif bozukluklar1 ve ateroskleroz, iskemik kalp
hastaligi, kalp hipertrofisi, hipertansiyon, sok, travma gibi kardiyovaskiiler hastaliklar
igerir [105].

1800'lerden bu yana, Crataegus iceren dogal saglik tiriinleri Kuzey Amerika'da
hipertansiyon, anjina, aritmi ve konjestif kalp yetmezIligi gibi hastaliklarin tedavisinde
kullanilmaktadir. Kizilderili kabileleri, gastrointestinal rahatsizliklar tedavi etmek igin
Crataegus kullanmistir ve meyvesini yiyecek olarak tiikketmislerdir. Ayrica, Avrupa ve
Cin'de yemek i¢in ve geleneksel tipta uzun bir kullanim gegmisine sahiptir [151].

Avrupa'da, bitkinin meyvesi, yapraklar1 ve cigekleri geleneksel olarak
antispazmodik, kardiyotonik, hipotansif ve anti- aterosklerotik etkileri nedeniyle kalp
problemlerinin tedavisinde kullanilmistir. Gliniimiizde bitki, esas olarak kardiyovaskiiler
hastaliklar1 tedavi etmek i¢in kullanilmaktadir. Geleneksel Akdeniz tibbinda kanser,
diyabet, okstiriik, grip, astim, mide agrisi, romatizma agrisi, nefrit ve hemoroitler i¢in
terapdtik bir etkiye sahip oldugu bilinmektedir [125].

Rumex cinsinde yaklasik 200 tiir olmasina ragmen, fitokimyasal ve farmakolojik
caligmalarin ¢ogu 50 tiire kadar yapilmistir. Bitkinin hava kisimlari, yapraklar: ve kokleri
sebze olarak kullanilir. Ayrica, hafif diyabet, kabizlik, enfeksiyon, ishal, 6dem, sarilik ve
bir antihipertansif, idrar soktiirlicii, analjezik, cilt, karaciger ve safra kesesi bozukluklari
ve iltihaplanma gibi saglik bozukluklarinin tedavisinde kullanilir. Bu cinsle ilgili birgok
fitokimyasal arastirma, Rumex tiirlerinin antrakinonlar, naftalinler, flavonoidler,
triterpenler, karotenoidler ve fenolik asitler bakimindan zengin oldugunu dogrulamistir.
Baz1 tiirlerde yliksek seviyelerde oksalik asidin bulunmasi nedeniyle bitkinin c¢ok
miktarda tiiketilmesi halinde toksisiteye (bobrek tasi) neden olabilecegi dikkat
¢ekmektedir [128].

Thymus, 220 tiir igeren taksonomik ve sistematik olarak karmasik bir cinstir. Bu
cins, Akdeniz bolgesini kapsayan merkezi dagilim alaniyla tiim diinyaya dagilir ve
yetistirilir. Thymus tiirleri, mutfakta yemeklerde kullanilmasinin yani sira,
gastrointestinal rahatsizliklarda, solunum yolu enfeksiyonlarinda, cCilt rahatsizliklarim

tedavi etmede geleneksel bir bitkisel tibbi iiriin olarak yaygin sekilde kullanilir. Cesitli
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farmakolojik caligmalarla, antioksidan, antienflamatuar, spazmolitik, antitusif, balgam
soktiiriicii, antibakteriyel, antifungal, antiviral aktiviteleri kanitlamistir. Thymus tiirlerinin
saglhig1 tesvik eden oOzellikleri fenolik bilesiklerin, triterpenik asitlerin ve ozellikle
esansiyel yaglarin varligina baglanmistir [133].

Asphodeline cinsi, Akdeniz bolgesinde yaygin olan 14 tiir igerir [134]. Tiirkiye,
Asphodeline cinsinin ana kokeni sayilabilir. Tiirk halk tibbinda hem sifali bitkiler hem de
insan diyetinde yiyecek olarak kullanilirlar [152]. Ornegin; A. damascena subsp.
damascena ve A. tenuior subsp. Tenuiflora Anadolu’da gelencksel iyilesme sistemindeki
lezyon ve sigillerin tedavisinde kullanilirlar. Ek olarak, kulak agrilar1 ve hemoroitler A.
cilicica ve A. globifera tiirleri kullanilarak iyilestirilir. Bazi tiirlerin yapraklari da

Tiirkiye’de birgok yerde salata sebzesi olarak tiiketilmektedir [153, 154].

59



3. GERECLER
3.1. Kullanilan Maddeler

2-Merkaptoetanol

ABTS
Akrilamid-Bisakrilamid
Amonyum asetat

Amonyum persiilfat
Amonyum siilfat

Amonyum tiyosiyanat

Asetik asit

Aseton

Bakar-11-kloriir

BHA

BHT

Bipiridil

Bromtimol mavisi

Coomassie brilliant blue G250
Coomassie brilliant blue R250
DEAE Sephadex A-50
Demir-I11-klorir
Demir-11-klortir
Demir-I1-stilfat

Disodyum hidrojen fosfat

: Sigma-Aldrich, Almanya

: Sigma-Aldrich, Almanya

: Sigma-Aldrich, Almanya

: Sigma-Aldrich, Almanya

: Sigma-Aldrich, Almanya

: Merck, Almanya

: Sigma-Aldrich, Almanya

: VWR Chemicals, Amerika

: Carlo Erba, Fransa

: Alfa Aesar, Amerika

: Sigma-Aldrich, Almanya

: Sigma-Aldrich, Almanya

: Sigma-Aldrich, Almanya

: Sigma-Aldrich, Almanya

: Sigma-Aldrich, Almanya

: Sigma-Aldrich, Almanya

: GE Healthcare, Amerika

. Sigma-Aldrich, Almanya

: Sigma-Aldrich, Almanya

: Sigma-Aldrich, Almanya

. Sigma-Aldrich, Almanya
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Disodyum karbonat
Diyaliz torbasi
DMPD

DPPH

Etanol
Folin-Coicalteu
Fosforik asit

Gallik asit

Gliserin

Glisin

Hidroklorik asit
Izopropanol
Kalsiyum klortir
Linoleik asit
Metanol

Metiyonin
Molekiiler agirlik marker
Monosodyum fosfat
NaOH

Neokuprin
Nitroblue tetrazolium

Paraokson

: Sigma-Aldrich, Almanya
: Sigma-Aldrich, Almanya
: Sigma-Aldrich, Almanya
: Sigma-Aldrich, Almanya
: Sigma-Aldrich, Almanya
: Sigma-Aldrich, Almanya
: Sigma-Aldrich, Almanya
: Sigma-Aldrich, Almanya
: Sigma-Aldrich, Almanya
: Sigma-Aldrich, Almanya
: Sigma-Aldrich, Almanya
: Sigma-Aldrich, Almanya
: Honeywell Fluka, Amerika
: Sigma-Aldrich, Almanya
: Sigma-Aldrich, Almanya
: Sigma-Aldrich, Almanya
: Sigma-Aldrich, Almanya
: Acros Organics, Amerika
: Sigma-Aldrich, Almanya
. Sigma-Aldrich, Almanya
. Sigma-Aldrich, Almanya

: Sigma-Aldrich, Almanya



Potasyum ferrisiyaniir
Potasyum persiilfat
Riboflavin

Sephadex G-100
Sodyum asetat
Sodyum azit

Sodyum dodesil siilfat
Sodyum hidroksit
Sodyum karbonat
Sodyum klortir

TCA

TEMED

Tris

Tris piridil triazin
Trolox

Tween 20

a-Tokoferol

: Honeywell Fluka, Amerika

: Sigma-Aldrich, Almanya

: Sigma-Aldrich, Almanya

: Sigma-Aldrich, Almanya

: Sigma-Aldrich, Almanya

: Sigma-Aldrich, Almanya

: Acros Organics, Amerika

: Sigma-Aldrich, Almanya

: Sigma-Aldrich, Almanya

: Sigma-Aldrich, Almanya

: Sigma-Aldrich, Almanya

: Sigma-Aldrich, Almanya

: Sigma-Aldrich, Almanya

: Sigma-Aldrich, Almanya

: Sigma-Aldrich, Almanya

: Sigma-Aldrich, Almanya

: Sigma-Aldrich, Almanya
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3.2. Kullanilan Cihazlar

Buz makinesi
Calkalayici
Elektroforez
Goriintiileme cihazi
Gradient mikseri

Hassas terazi
LC/MS-IT-TOF
Liyofilizator
Magnetik karistirici
Peristaltik pompa

pH metre

Rotary evoperator

Saf su cihazi
Sogutmalr santrifiij

Su banyosu

UV-VIS spektrofotometre

Vakum pompasi

Vorteks

. Genbiotek H-IMS-50, Tiirkiye

. Shaker Jeiotech OS-3000, Kore

: Thermo Scientific Owl* p82, Amerika

: SYNGENE G. Box Chemi XRQ, Ingiltere

: Sigma-Aldrich

: Precisa XB 220A, isvicre

: Shimadzu, Japonya

: Labconco Freezone 2.5, Amerika

: DLAB MS-H-Pro+, Amerika

: Ismatec REGLO ICC, Amerika

: METTLER TOLEDO S220-K, Amerika

: IKA RV 3 VROTARY EVAPORATOR,

Almanya

: Miliporte TANK-PE-030, Amerika

: Hermle Z 326 K, Almanya

- JSR JSEB-22T, Japonya

: Shimadzu, UV-1208, Japonya

: Millipore WP6222050, Amerika

: Vortex-Genie 2, Amerika
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3.3. Kullanilan Cozeltiler ve Hazirlanisi
3.3.1. Aktivite ol¢iimii icin kullanilan ¢o6zeltilerin hazirlanmasi

» 1 mM CaCl: iceren 50 mM glisin / NaOH (pH 10,5) tampon ¢ozeltisi:
1,876 g glisin ve 0,055 g CaCl; tartilarak 450 mL distile suda ¢oziildi. 1 M’lik
NaOH ¢ozeltisi eklenerek pH’1 10,5 olacak sekilde ayarlandi. Distile su ilavesiyle toplam

hacim 500 mL’ye tamamlandi.

» Substrat ¢ozeltisi:
18 uL paraokson alinarak 500 pL asetonda iyice ¢éziinmesi saglandi. Karigim,
25 mL distile suya damla damla ilave edilerek manyetik karistirici yardimiyla

karistirildi.

3.3.2. Amonyum siilfat ¢oktiirmesinde ve diyalizde kullanilan c¢ozeltilerin

hazirlanmasi

» Amonyum siilfat ¢oktiirmesi icin 100 mM Na-fosfat (pH 7,0) tampon cozeltisi:
5,999 g NaH,PO4 tartilarak 450 mL distile suda ¢oziildii. 1 M’lik NaOH ¢ozeltisi
eklenerek pH’1 7,0 olacak sekilde ayarlandi. Distile su ilavesiyle toplam hacim 500 mL’ye

tamamlandi.

» Diyaliz icin 1 mM Na-fosfat (pH 7,0) tampon cozeltisi:
0,0599 g NaH2PO4 tartilarak 450 mL distile suda ¢oziildii. 1 M’lik NaOH ¢ozeltisi
eklenerek pH’1 7,0 olacak sekilde ayarlandi. Distile su ilavesiyle toplam hacim 500 mL’ye

tamamlandi.

3.3.3. DEAE-Sephadex A-50 iyon degisim kromatografisinde kullanilan ¢ézeltilerin
hazirlanmasi
» 100 mM Na-fosfat (pH 7,0) tampon cozeltisi:
5,999 g NaH2POq4 tartilarak 450 mL distile suda ¢oziildii. 1 M’Iik NaOH ¢d6zeltisi
eklenerek pH’1 7,0 olacak sekilde ayarlandi. Distile su ilavesiyle toplam hacim 500 mL’ye

tamamlandi.
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» 0,5 N HCI ¢ozeltisi:
d: 1,19 g/mL, %37’lik HCI ¢ozeltisinden 8,281 mL alindi. Distile su ilavesiyle

toplam hacim 200 mL’ye tamamlandi.

» 0,5 N NaOH cozeltisi:
4 g NaOH tartilarak az miktarda distile suda ¢oziinmesi saglandi. Tekrar distile su

ilavesiyle toplam hacim 200 mL’ye tamamlandi.

» 1,5 M NaCl cozeltisi:
26,298 g NaCl tartilarak az miktarda distile suda ¢oziinmesi saglandi. Tekrar distile

su ilavesiyle toplam hacim 300 mL’ye tamamlanda.

3.3.4. Sephadex G-100 jel filtrasyon kromatografisinde kullanilan c¢oézeltilerin

hazirlanmasi:

» 100 mM Na-fosfat (pH 7,0) tampon cozeltisi:
5,999 g NaH,PO4 tartilarak 450 mL distile suda ¢oziildii. 1 M’lik NaOH ¢ozeltisi
eklenerek pH’1 7,0 olacak sekilde ayarlandi. Distile su ilavesiyle toplam hacim 500 mL’ye

tamamlandi.

3.3.5. Bradford yontemiyle proteinlerin kantitatif tayininde kullanilan c¢ozeltilerin

hazirlanmasi:

» Coomassie Brilliant Blue G-250 reaktifi:
Coomassie Brilliant Blue G-250 reaktifinden 25 mg tartildi. 12,5 mL %96’lik
etanolde ¢oziildii. Bu ¢ozeltinin tizerine %86’lik 25 mL fosforik asit eklendi. Distile su

ilavesiyle toplam hacim 250 mL’ye tamamland.
» Standart serum albumin ¢ozeltisi:

1 mg standart serum albumin tartildi. 1 mL distile suda ¢6ziildii ve 1 mg/mL olacak

sekilde stok hazirlandi.
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3.3.6. SDS-Poliakrilamid jel elektroforezinde (SDS-PAGE) kullanilan ¢ozeltilerin ve
jellerin hazirlanmasi:
» Tris-HC1 (1 M, pH 8,8) tampon c¢ozeltisi:
6,05 g Tris tartilarak 40 mL distile suda ¢oziildii. 1 N’lik HCI ¢ozeltisi eklenerek
pH’1 8,8 olacak sekilde ayarlandi. Distile su ilavesiyle toplam hacim 50 mL’ye

tamamlandi.

» Tris-HC1 (1 M, pH 6,8) tampon ¢ozeltisi:
6,05 g Tris tartilarak 40 mL distile suda ¢oziildii. 1 N’lik HCI ¢ozeltisi eklenerek
pH’1 6,8 olacak sekilde ayarlandi. Distile su ilavesiyle toplam hacim 50 mL’ye

tamamlandi.

» SDS ¢ozeltisi (%10’luk):
2 g SDS tartilarak az miktarda distile suda ¢ézlinmesi saglandi. Tekrar distile su

ilavesiyle toplam hacim 20 mL’ye tamamlandi.

» TEMED cozeltisi (%5°lik):
1 ¢ TEMED tartilarak az miktarda distile suda ¢oziinmesi saglandi. Tekrar distile

su ilavesiyle toplam hacim 20 mL’ye tamamlandi.

> PER cozeltisi (%1,5’1ik):
0,30 g PER tartilarak az miktarda distile suda ¢oziinmesi saglandi. Tekrar distile su
ilavesiyle toplam hacim 20 mL’ye tamamlandi. Cozelti taze hazirlandi ve fazla

bekletilmeden kullanilda.

» Akrilamid (%030)-Bisakrilamid (%0,8) ¢ozeltisi:
14,5 g akrilamid ve 0,5 g bisakrilamid tartilarak az miktarda distile suda ¢6ziinmesi

saglandi. Tekrar distile su ilavesiyle toplam hacim 50 mL’ye tamamlandi.

» Yiiriitme tampon cozeltisi:
1,5 g Tris ve 7,2 g glisin tartilarak 450 mL distile suda ¢6ziildii. %10’luk SDS
cozeltisinden 5 mL eklendi. 1 M’lik HCI c¢ozeltisi eklenerek pH’1 8,3 olacak sekilde

ayarlandi. Distile su ilavesiyle toplam hacim 500 mL’ye tamamlandi.
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» Numune tampon cozeltisi:
Tris-HCI (1 M, pH 6,8) tamponundan 0,5 mL, %10’luk SDS ¢ozeltisinden 1 mL,
%100’lik gliserinden 1 mL, %0,04’liikk brom timol mavisi ¢ozeltisinden 1 mL alind1 ve
6,5 mL distile su ilavesiyle toplam hacim 10 mL’ye tamamlandi. Son olarak her 950 uL

tampon bagina 50 uL. B-merkaptoetanol ilave edildi.

» Sabitlestirme cozeltisi:
%99,5’lik izopropanolden 50 mL, %10’luk TCA’dan 10 mL ve distile sudan 40 mL

alinarak 100 mL hacminde hazirland:.

» Ayirma jeli:
Tris-HCI (1 M, pH 8,8) tamponundan 3,75 mL, %30 akrilamid-%0,8 BIS
¢ozeltisinden 3,3 mL, %I10’luk SDS c¢o6zeltisinden 0,1 mL, %0,5’lik TEMED
¢ozeltisinden 0,2 mL, %1,5’lik PER ¢d6zeltisinden 0,15 mL ve distile sudan 2,35 mL

alinarak hazirlandi.

> Yigma jeli:
Tris-HCI (1 M, pH 6,8) tamponundan 0,31 mL, %30 akrilamid-%0,8 BIS
¢Ozeltisinden 0,3325 mL, %10’luk SDS c¢ozeltisinden 0,025 mL, %0,5’lik TEMED
¢Ozeltisinden 0,025 mL, %1,5’lik PER c¢ozeltisinden 0,05 mL ve distile sudan 1,84 mL

alinarak hazirlandi.

» Brom timol mavisi ¢ozeltisi (%0,04°liik):
0,1 g brom timol mavisi tartilarak 16 mL 0,01 M’lik NaOH i¢inde ¢oziildii. Distile

su ilavesiyle toplam hacim 250 mL’ye tamamlanda.

» Jelin boyanma cozeltisi:
%99,7’lik metanolden 100 mL, %100’liik asetik asitten 20 mL ve distile sudan 80
mL alinarak 200 mL hacminde hazirlandi. Karisim igerisinde 0,2 g Coomassie Brilliant
Blue R-250 reaktifi ¢6ziildii.
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» Jelin yikanma ¢ozeltisi:
%99,7°1ik metanolden 100 mL, %100’liuk asetik asitten 20 mL ve distile sudan 80

mL alinarak 200 mL hacminde hazirlandi.

3.3.7. Bitki ekstrelerinin stok ¢ozeltilerinin hazirlanmasi:

Antioksidan ve enzim aktivitesi tizerine etkisi arastirilan sulu ve etanollii bitki
ekstrelerinin stok ¢ozeltileri 1 mg/mL olacak sekilde hazirlandi. Bu stok ¢ozeltilerden

farkli konsantrasyonlarda alinarak ¢aligmalara devam edildi.

3.3.8. Antioksidan aktivite tayinlerinde yontemlere gore kullanilan coézeltilerin
hazirlanmasi:
> Demir indirgeme kuvveti tayini (Fe*3-Fe*?) i¢in ¢ozeltiler:
Fosfat Tamponu (0,2 M, pH 6,6): NaH2PO4’dan 2,399 g tartilarak 80 mL distile
suda ¢oziildi. 1 N’lik NaOH ¢ozeltisi eklenerek pH’1 6,6 olacak sekilde ayarlandi. Distile

su ilavesiyle toplam hacim 100 mL’ye tamamlandi.

%1’lik Potasyum Ferrisiyaniir Cozeltisi: 1 g KsFe(CN)e tartilarak az miktarda
distile suda ¢oziinmesi saglandi. Tekrar distile su ilavesiyle toplam hacim 100 mL’ye

tamamlandi.

%10’luk Trikloroasetik asit ¢ozeltisi: 10 g TCA tartilarak az miktarda distile suda

¢coziinmesi saglandi. Tekrar distile su ilavesiyle toplam hacim 100 mL’ye tamamlandi.

%0,1’lik Demir-Il1-kloriir ¢6zeltisi: 0,170 g FeCls.6H20 tartilarak az miktarda
distile suda ¢ozlinmesi saglandi. Tekrar distile su ilavesiyle toplam hacim 100 mL’ye

tamamlandi.

» FRAP metodu icin ¢ozeltiler:
Asetat tamponu (0,3 M, pH 3,6): 2,461 g NaCH3COO tartilarak 80 mL distile suda

¢ozildi. 1 N’lik HCI ¢ozeltisi eklenerek pH’1 3,6 olacak sekilde ayarlandi. Distile su
ilavesiyle toplam hacim 100 mL’ye tamamlandi.
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40 mM HCI ¢ozeltisi: %37’lik HCI’den 0,334 mL alinarak az miktarda distile suya
eklendi. Tekrar distile su ilavesiyle toplam hacim 100 mL’ye tamamlandi.

10 mM TPTZ c¢ozeltisi: Tris piridil triazin’den 0,312 g tartilarak, onceden
hazirlanan 40 mM’lik 100 mL HCI ¢ozeltisi i¢inde ¢oziildii.

20 mM Demir-I11-Kloriir ¢ozeltisi: 0,540 g FeCl3.6H20 tartilarak az miktarda distile
suda coziinmesi saglandi. Tekrar distile su ilavesiyle toplam hacim 100 mL’ye

tamamlandi.

FRAP Reaktifi: Sirasiyla 0,3 M asetat tamponundan, 10 mM TPTZ ¢6zeltisinden

ve 20 mM demir-111-klorir ¢ozeltisinden 10:1:1 oranlarinda kullanilarak hazirlandi.

» CUPRAC metodu i¢in ¢ozeltiler:
0,01 M Bakir-ll-kloriir: 0,1345 g CuCl, tartilarak az miktarda distile suda

¢oziinmesi saglandi. Tekrar distile su ilavesiyle toplam hacim 100 mL’ye tamamlandi.

7,5.10° M Neokuprin: 0,1562 g Neokuprin tartilarak az miktarda etil alkolde

¢cozlinmesi saglandi. Tekrar etil alkol ilavesiyle toplam hacim 100 mL’ye tamamlandi.

1 M Amonyum asetat tamponu: 7,7082 g CH3COONHa3 tartilarak 80 mL distile
suda ¢oziildii. 1 N’lik HCI ¢ozeltisi eklenerek pH’1 6,5 olacak sekilde ayarlandi. Distile
su ilavesiyle toplam hacim 100 mL’ye tamamlandi.

» ABTS radikali giderme aktivitesi tayini icin ¢ozeltiler:
Fosfat tamponu (0,1 M, pH 7,4): 1,4196 g NazHPO4 tartilarak 80 mL distile suda
¢ozildi. 1 N’lik HCI ¢ozeltisi eklenerek pH’1 7,4 olacak sekilde ayarlandi. Distile su

ilavesiyle toplam hacim 100 mL’ye tamamlandi.
0,2 mM ABTS ¢ozeltisi: 11 mg ABTS tartilarak pH’1 7,4 olan 0,1 M’lik fosfat

tamponu igerisinde ¢oziildii. Bir gece siiresince karanlik ortamda, manyetik karistirici

esliginde tam ¢6ziinme gerceklesene kadar karistirildi.
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2,45 mM Potasyum persiilfat ¢ozeltisi: 66,2 mg K20sS: tartilarak pH’1 7,4 olan 0,1
M’lik az miktarda fosfat tamponu igerisinde ¢6ziildii. Son hacim distile su ile 100 mL’ye

tamamlandi.

» DPPH serbest radikal giderme aktivitesi tayini icin ¢ozelti:
10 M DPPH ¢ozeltisi: 39,4 mg DPPH tartilarak az miktarda etil alkolde ¢dziinmesi

sagland1. Tekrar etil alkol ilavesiyle toplam hacim 100 mL’ye tamamlandi.

» DMPD (DMPD*) radikali giderme aktivitesi tayini icin ¢ozeltiler:
0, M DMPD c¢ozeltisi: 209 mg DMPD tartilarak az miktarda distile suda

¢oziinmesi saglandi. Tekrar distile su ilavesiyle toplam hacim 10 mL’ye tamamlandi.

Sodyum asetat tamponu (0,1 M, pH 5,25): 0,8203 g NaCH3COO tartilarak 80 mL
distile suda ¢oziildii. 1 N’lik HCI ¢ozeltisi eklenerek pH’1 5,25 olacak sekilde ayarlandi.

Distile su ilavesiyle toplam hacim 100 mL’ye tamamlandi.

0,05 M Demir-IlI-Kloriir ¢ozeltisi: 0,811 g FeCls tartilarak az miktarda distile suda

¢cozlinmesi saglandi. Tekrar distile su ilavesiyle toplam hacim 100 mL’ye tamamlandi.

0,001 M N-N'-Dimetil-p-fenilendiamin radikalinin (DMPD"") hazirlanmasi: 0,1
M’lik DMPD ¢ozeltisinden 1 mL alinarak 100 mL’lik sodyum asetat (0,1 M, pH 5,25)
tamponuna eklendi. Uzerine 0,2 mL 0,05 M’Iik FeCls ¢ozeltisi ilave edilerek ve son
hacim 101,2 mL oldu.

» Bipiridil metal selatlama aktivitesi tayini icin ¢ozeltiler:
Tris-HCI tamponu (0,1 M, pH 7,4): 1,2114 g Tris tartilarak 80 mL distile suda
¢oziildii. 1 N’lik HCI ¢ozeltisi eklenerek pH’1 7,4 olacak sekilde ayarlandi. Distile su

ilavesiyle toplam hacim 100 mL’ye tamamlandi.
2 mM Demir-ll-siilfat ¢ozeltisi: 55,60 mg FeSO4.7H0 tartilarak az miktarda distile

suda ¢oziinmesi saglandi. Tekrar distile su ilavesiyle toplam hacim 100 mL’ye

tamamlandi.
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%2’lik Hidroklorik asit: %37°1ik HCI’den 5,40 mL alinarak az miktarda distile suya
eklendi. Tekrar distile su ilavesiyle toplam hacim 100 mL’ye tamamlandi.

%0,2°1ik Bipiridil Cozeltisi: 0,2 g Bipiridil tartilarak 100 mL %2’lik HCI ¢6zeltisi

icine ilave edildi.

» Siiperoksit anyon radikali (O2") giderme aktivitesi tayini icin ¢ozeltiler:
Fosfat tamponu (0,05 M, pH 7,8): 0,7098 g Na2HPO4 tartilarak 80 mL distile suda
¢oziildi. 1 N’lik HCI ¢ozeltisi eklenerek pH’1 7,8 olacak sekilde ayarlandi. Distile su
ilavesiyle toplam hacim 100 mL’ye tamamlandi.

1,33.10° M Riboflavin ¢ozeltisi: 12 mg riboflavin tartilarak az miktarda fosfat
tamponu (0,05 M, pH 7,8) icerisinde ¢oziildii. Tekrar fosfat tamponu ilavesiyle toplam

hacim 100 mL’ye tamamlandi.

4,46.10° M Metiyonin ¢ozeltisi: 0,665 mg metiyonin tartilarak az miktarda fosfat
tamponu (0,05 M, pH 7,8) icerisinde ¢oziildii. Tekrar fosfat tamponu ilavesiyle toplam

hacim 100 mL’ye tamamlandi.

8,15.10®% M Nitroblue tetrazolium cozeltisi: 12,17 g NBT tartilarak az miktarda
fosfat tamponu (0,05 M, pH 7,8) igerisinde ¢oziildii. Tekrar fosfat tamponu ilavesiyle
toplam hacim 100 mL’ye tamamlandi.

» Total fenolik bilesik miktar tayini icin ¢ozeltiler:
Na>COs: 10 g Sodyum karbonat tartilarak 50 mL distile suda ¢oziildii.

Gallik asit: 1 mg/mL’lik stok hazirlandi. Gallik asit ¢6zeltisi sirasiyla 0.2, 0.4, 0.6,

0.8 ve 1 mg/mL’lik konsantrasyon araliklarina seyreltildi.

» Total antioksidan aktivite tayini icin cozeltiler:
Fosfat tamponu (0,01 M, pH 7,4): 0,120 g NaH2POg tartilarak 80 mL distile suda
¢oziildii. 1 N’lik NaOH c¢ozeltisi eklenerek pH’1 7,4 olacak sekilde ayarlandi. Distile su

ilavesiyle toplam hacim 100 mL’ye tamamlandi.
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%3,5’1ik Hidroklorik asit: %37°lik HCI’den 9,459 mL alinarak az miktarda distile
suya eklendi. Tekrar distile su ilavesiyle toplam hacim 100 mL’ye tamamlandi.

20 mM Demir-l1-kloriir ¢ozeltisi: 280,52 mg FeCl,.3/4H20 tartilarak az miktarda
%3,5’lik HCI igerisinde ¢oziildii. Tekrar %3,5’lik HCI ilavesiyle toplam hacim 100

mL’ye tamamlandi.

%30’luk Amonyum tiyosiyanat ¢ozeltisi: 30 g NH4SCN tartilarak az miktarda
distile suda ¢oziinmesi saglandi. Tekrar distile su ilavesiyle toplam hacim 100 mL’ye

tamamlandi.

0,017 M Linoleik asit emiilsiyonu: 265 pL Linoleik asit, 50 mL fosfat tamponuna
(0,01 M, pH 7,4) damla damla ilave edilerek manyetik karistirict yardimiyla karigtirildi.
Emiilgator olarak; 90 mL tween-20, 140 mL fosfat tamponuna (0,01 M, pH 7,4) damla
damla ilave edilerek manyetik karistirict yardimiyla karigtirildi. Daha sonra bu iki ¢6zelti

birbirine karistirildi.
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4, YONTEMLER
4.1. Bitki Ekstrelerinin Hazirlanmasi

» Bitkilerin sulu ekstreleri:

Bitkiler meradan toplandiktan sonra gélgede kurutuldu. Kurutulan bitkiler budama
makas1 yardimiyla ufak ufak pargalandi. Her bitkiden 5’er gram tartilarak ayri ayri
erlenlere alindi ve iizerine 1:10 oraninda distile su ilave edildi. 24 saat siiresince
calkalayicida calkalandi ve silire bitiminde siizme islemi yapildi. Ayni islem 3 giin
tekrarlandi. Toplanan siiziintiiler -20°C’de donduruldu ve son olarak liyofilizasyon islemi

uygulandi.

> Bitkilerin sulu ekstreleri:

Bitkiler meradan toplandiktan sonra gélgede kurutuldu. Kurutulan bitkiler budama
makast yardimiyla ufak ufak pargalandi. Her bitkiden 5’er gram tartilarak ayri ayri
erlenlere alindi ve {iizerine 1:20 oraninda etanol ilave edildi. 48 saat siiresince
calkalayicida calkalandi ve siire bitiminde siizme islemi yapildi. Siiziintiideki etanol
rotary evaporatdr ile uzaklastirildi. Kalan su -20°C’de donduruldu ve son olarak

liyofilizasyon islemi uygulandi.

4.2. Bitki Ekstrelerinin LC/MS-IT-TOF Cihaz ile icerik Analizi

LC/MS-IT-TOF cihaz1 yardimiyla hem pozitif iyon modunda hem de negatif iyon
modunda kiitle spektrumlarina gére maddeler tespit edilebilir. Bu amagla LCMS-IT-TOF,
iyon tuzaginin pargalanma giiciinli, ucus siiresi kiitle spektrometresinin yiiksek
¢ozliniirliigiinii ve kiitle hassasiyetini kullanarak maddeler hakkinda hem kimyasal hem

de yapisal bilgi edinmelerini saglar [155].

4.3. Molekiiler Modelleme (Docking) Calismalari

LC/MS-IT-TOF sonuglarina gore tespit ettigimiz maddeleri Schrodinger’s Maestro
molekiiler docking programinin “ligand hazirlama” modiiliinde Optimize Potansiyel Sivi
Simiilasyonlar1 (OPLS 2005) araciligiyla fizyolojik pH’da (pH 7,4) enerji
minimizasyonu ile etkilesimleri belirlendi. Protein Data Bank (PDB) sunucusundan
PON1’in 3SRG kodlu X-ray kristal yapisi alindi. PON1 enzimi, docking analizi i¢in

Schrédinger yazilimmin “protein hazirlama” modiiliinde optimize edildi. Molekiiler

73



docking calismalarinda, ligandlarin topolojilerinin tahmininde, PON1 enziminin substrat

baglanma bolgesinde Glide/XP docking protokolleri uygulandi [156].

4.4, Insan Serumu Temini

Deneysel calismalara baslamadan &nce Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi,
Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’ndan gerekli onay alind1 (Ek 1).
Eskisehir Yunus Emre Devlet Hastanesi’nden insan serumu temin edildi. Serum +4°C’de

muhafaza edilerek bekletilmeden deneysel ¢calismalarda kullanildi.

4.5. Insan Serum PON1 Enzimi Aktivitesinin Belirlenmesi

25°C’da, pH’1 10,5 olan ve 1 mM CaClz i¢eren 50 mM glisin/NaOH tampon
¢ozeltisi iginde 1 mM paraoksonun substrat olarak kullanilmasiyla insan serum PON1
enzimin paraoksonaz aktivitesi belirlenir. PON1 enziminin paraokson substrati ile

reaksiyon vermesi sonucu paranitrofenol olusur. Paranitrofenoliin 412 nm’de absorbansi
Olgiilerek PONZ1’in aktivitesi belirlenir [157].

Aktivite hesabinda kullanilan formiil asagida verilmistir:

EU AOD V;

oL = 18.290 X V_E x 1000
EU/mL : 1 mL’deki enzim iinitesi
AOD : Bir dakikadaki absorbans degisimi
18,290 : Paranitrofenoliin pH 10,5’ deki molar ekstinksiyon katsayis1 (M ‘cm™)
V1 : Olgiimiin yapildigi kiivetin toplam hacmi (mL)
VE : Ol¢iimiin yapildig1 kiivete ilave edilen enzim numunesinin hacmi (mL)

4.6. insan Serum PON1 Enziminin Saflastirilmasi ile ilgili Calismalar

» Amonyum siilfat ¢coktiirmesi
Protein ¢ozinirligi iyonlardan etkilenir. Diisiik iyon konsantrasyonlarinda,
protein ¢oziiniirliigl iyonik kuvvet ile birlikte artar. Bu olaya salting-in ad1 verilir. Cok
yiiksek iyon konsantrasyonlarinda ise iyonik kuvvet arttik¢a protein ¢oziiniirliigii azalir.
Bu olaya salting-out adi wverilir. Salting-out islemi, proteinleri yiiksek tuz

konsantrasyonlarinda ¢oziiniirliiklerine goére ayirmada kullanilabilir. Cok yiiksek 1yon
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giicii, suda iyi ¢oziiniirliik, kolay bulunma ve diisiik maliyet gibi nedenlerden dolay1
amonyum siilfat kullanimi tercih edilir. NH4s* ve SO4*nin proteinin yapisini stabilize
ettigi gosterilmistir [1, 158].

Amonyum siilfat ¢Oktiirmesinde kullanilacak olan kati (NH4)2SOs miktarinin

hesaplandig1 formiil asagida verilmistir:

1,77XVX(SZ _Sl)

NH =
g(NH,4)2S0, 3,54 —S,
g : Kat1 (NH4)2SO4 miktari
: Enzim numunesinin hacmi (mL)
S1 : Cozeltideki amonyum siilfat doygunlugu (1’in kesri olacak sekilde yazilir)
S2 : Istenilen amonyum siilfat doygunlugu (1’in kesri olacak sekilde yazilir)

Oncelikle serumda aktivite dl¢iimii ve kantitatif protein tayini yapildi. 25 mL serum
alindi. %0-60 doygunlukta amonyum siilfat ¢oktlirmesi yapmak icin gerekli olan kati
(NH4)2SOs miktar1 formiilden hesaplandi. Tartilan kati (NH4)2SOs4, buz banyosu
igerisinde bulunan seruma azar azar eklenerek, manyetik karistirici esliginde yavasca
karistirildi ve ¢oziinmesi saglandi. +4°C’de 12000 x g’de 15 dakika sanrifiij edildi.
Siipernatant ve ¢okelek icin aktivite dlgtimi yapildi. %60-80 doygunlukta amonyum
stilfat ¢oktiirmesi yapmak i¢in gerekli olan kat1 (NH4)2SO4 miktar1 formiilden hesaplandi.
Tartilan kat1 (NH4)2SOa, buz banyosu igerisinde bulunan numuneye azar azar eklenerek,
manyetik karistirict esliginde yavasca karistirildi ve ¢oziinmesi saglandi. +4°C’de
12000 x g’de 15 dakika sanrifiij edildi. Siipernatant ve ¢dkelek i¢in aktivite Ol¢limii
yapildi. Siipernatant atildi. Cokelege, pH’1 7,0 olan 100 mM Na-fosfat tamponundan ¢ok
az miktarda eklendi ve baget yardimiyla karigtirilarak sivi kivama getirildi. Aktivite

Olclimii ve kantitatif protein tayini yapildi.

» Diyaliz
%60-80 doygunlukta amonyum siilfat ¢oktiirmesi yapildiktan sonra elde ettigimiz
numune diyaliz torbasina konuldu. Diyaliz torbasi, igerisinde pH’1 7,0 olan 1 mM Na-
fosfat tamponunun bulundugu behere yerlestirildi. Numune +4°C’de iki saat boyunca

diyaliz edildi. Diyaliz sonunda aktivite 6l¢iimii ve kantitatif protein tayini yapildu.
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» DEAE-Sephadex A-50 iyon degisim kolonunun hazirlanmasi

Iyon degisim kromatografisi, farkli proteinleri, aralarinda biiyiik 6lciide degisebilen
bir 6zellik olan tasidiklar1 yiike gore ayirir. Anyon degistirme ve katyon degistirme olmak
tizere iki ¢esidi vardir. Sabit faz, anyon degisim kromatografisinde pozitif yiiklii olan ve
katyon degisim kromatografisinde negatif yiiklii olan matristen olusur. Negatif olarak
yiiklii molekiiller anyon degisim reginelerine, pozitif olarak yiikli molekiiller katyon
degisim recinelerine baglanir. NaCl kullanilarak diisiik tuz konsantrasyonundan yiiksek
tuz konsantrasyonuna dogru olusturulan gradient, bagli molekiillerin anyonlar (CI°) ve
katyonlar (Na*) ile yer degistirmesini saglar. Iyon degistiricinin ligand yogunluguna baglh
olarak, tuz konsantrasyonu ayarlanmalidir.

Kromatografi matrislerinin tasariminda ¢esitli malzemeler kullanilmistir. Bunlar
arasinda en yaygin polisakaritler (seliiloz, dekstran ve agaroz), sentetik organik
polimerler (poliakrilamid, polimetakrilat, polistiren) ve inorganik malzemeler (silika,
hidroksiapatit). Mekanik olarak stabil ve fonksiyonel bir matris {iretmek i¢in malzemeler
kimyasal olarak ¢apraz baglanir ve fonksiyonel bir ligand ile saglanir. Uretimde mevcut
olan ham maddelerin fiziksel ve kimyasal kosullar1 (¢oziiciiler, baz malzemelerin
konsantrasyonu ve ¢apraz baglayicilar, sicaklik, vb.), sabit fazin ozelliklerini belirler
[158, 159].

Kuru haldeki DEAE-Sephadex A-50 iyon degisim jelinden 5 g tartildi. Uzerine
400-500 mL araliginda distile su eklendi ve su miktari jelin suyu emme kapasitesine gore
ayarlandi. 45-50 mL yatak hacmi elde etmek icin beher icindeki jel su banyosuna
konularak 85°C sicaklikta 5 saat boyunca bekletilip sismesi saglandi. Sisen jelin iizerine
0,5 N 100 mL soguk HCI ilave edildi. 1 saat siireyle buzdolabinda bekletildi. Bu sirada
jelin dibe ¢oktiigii gdzlendi. igerisinde HCI bulunan jele 0,5 N 100 mL NaOH ¢ozeltisi
ilave edildi. Buzdolabinda 30 dakika bekletilip notralize edildi. Hazirlanan iyon degisim
jelinin, nuge hunisi, slizge¢ kagidi, nuce erleni ve vakum pompasi yardimiyla kurulan
diizenekte havasi alind1. 2,5 cm? x 20 cm boyutlarindaki kolona pH’1 7,0 olan 100 mM
Na-fosfat dengeleme tamponundan konuldu. Havasi alinan jel pastor pipet yardimiyla
yavas yavas kolona tatbik edildi. Peristaltik pompa kullanilarak kolon akis hizi 10-15
ml/saat olarak ayarlandi. Jelin kolonun c¢eperlerine yapigmamasina, kurumamasina
dikkat edildi. Kolon yine ayni tamponla dengelendi.

Kolonun kapali sistemi agildi. Jelin iist seviyesindeki tampon iyice emilip

bittiginde, diyaliz sonras1 elde ettigimiz enzim numunesi pipet yardimiyla kolona verildi.
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Numune emildikten sonra kapali sisteme doniilerek pH’1 7,0 olan 100 mM Na-fosfat
tamponuyla yikama yapildi. Tamponun 280 nm’de verdigi absorbans degeri ile toplanan
eliiatin 280 nm’de verdigi absorbans degeri esitlenince yikama islemi sonlandirildi.
Yikama islemi bitiminde kolona iki hazneli gradient mikseri baglandi. Kolonla
baglantili olan hazneye pH’1 7,0 olan 100 mM Na-fosfat tamponundan 250 mL, diger
hazneye ise 1,5 M NaCl ¢ozeltisinden 250 mL konuldu. Eliisyona basland1 ve eliiatlar 3
mL olarak toplandi. Bu esnada kolonun akis hiz1 10 mL/saat olarak ayarlandi. Her eliiatin
280 nm’deki absorbans degeri Olgiildii. 412 nm’deki absorbans degeri de oOlgiilerek
aktivitesi belirlendi. Toplanan tiip sayisina kars1 aktivite grafigi ¢izildi. Yiiksek aktivite
gosteren tiipler birlestirilerek kantitatif protein tayini yapildi. Spesifik aktivite,

saflastirma katsayis1 ve verim hesaplandi.

» Sephadex G-100 jel filtrasyon kolonunun hazirlanmasi

Boyut dislama/disarlama kromatografisi olarak da bilinen jel filtrasyon
kromatografisi, farkli boyutlardaki molekiilleri ayirmak i¢in kullanilir. Degisen
biiytikliikteki, farkli proteinlerin ayrilmasinin yani sira, belirli bir proteinin oligomerik
formlar1 da ¢oziilebilir. Ayrica bu teknik, bir numunenin tamponunu farkli bir numuneyle
degistirmek i¢in kullanilabilir.

Jel filtrasyon kolonunun materyali ise ¢apraz bagli poliakrilamid, agaroz, dekstran
veya bunlarin herhangi birinin bir kombinasyonundan olusur. Proteinler ve polimerler
gibi biiyiik molekiiller, boyutlarina bagli olarak jel partikiillerinin porlarina giremez. Bu
yiizden de jel partikiillerinin porlarina girebilen iyonlar ve tampon tuzlar gibi kiiciik
bilesiklerden, hareketli faz yardimiyla 6nce ayrisirlar. Yani ilk olarak biiytik boyutlardaki
molekiiller, sonrasinda da kiiciik boyutlardaki molekiiller toplanir. Ayrica bu yontemin
ayirma giiciiniin iyi olmasindan dolay1 protein molekiil kiitlesi tayini de yapilabilir.

Diger kromatografik yontemlerden farkli olarak, sabit faz ile hareketli fazin
elemanlar1 arasinda bir bag yoktur. Kolona enjekte edilen numune hacmine kars1 dikkatli
olunmalidir. Ciinkii numunenin hacmi biiyiikse, ayirma ¢oziintirligii diisiik olacaktir.
Kolon hacminin %3'tinden daha az1 kolona enjekte edilmelidir [1, 158].

Kuru haldeki Sephadex G-100 jelinden 5 g tartildi. Uzerine 150-200 mL araliginda
distile su eklendi ve su miktar1 jelin suyu emme kapasitesine gore ayarlandi. Beher
icindeki jel su banyosuna konularak 85°C sicaklikta 4 saat boyunca bekletilip sigsmesi

saglandi. Nuge hunisi, siizgec kagidi, nuge erleni ve vakum pompasi yardimiyla kurulan
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diizenekte sisen jelin havasi alind1. 3 cm?x 90 cm boyutlarindaki kolona pH’1 7,0 olan
100 mM Na-fosfat dengeleme tamponundan konuldu. Havasi alinan jel pastor pipet
yardimiyla yavag yavas kolona tatbik edildi. Jelin kolonun ¢eperlerine yapismamasina,
kurumamasina dikkat edildi. Peristaltik pompa kullanilarak kolon akis hiz1 3 mlL/saat
olarak ayarlandi. Kolon yine ayni tamponla dengelendi. Tamponun 280 nm’de verdigi
absorbans degeri ile toplanan eliiatin 280 nm’de verdigi absorbans degeri esitlenince
dengeleme islemi sonlandirildi.

Dengelenmis kolonun kapali sistemi agildi. Jelin {ist seviyesindeki tampon iyice
emilip bittiginde, iyon degisim kolonundan elde ettigimiz ve 0,125 pL gliserol ile
karistirdigimiz enzim numunesi pipet yardimiyla kolona verildi. Numune emildikten
sonra kapali sisteme doniilerek pH’1 7,0 olan 100 mM Na-fosfat tamponuyla yliriitme
islemi yapildi. Eliisyona baslandi ve eliiatlar 3 mL olarak toplandi. Bu esnada kolonun
akis hiz1 3 mL/saat olarak ayarlandi. Her eliiatin 280 nm’deki absorbans degeri ol¢iildii.
412 nm’deki absorbans degeri de Olciilerek aktivitesi belirlendi. Bu islem aktivite
gbzlenmeyene dek siirdii. Toplanan tiip sayisina kars1 aktivite grafigi ¢izildi. Yiiksek
aktivite gosteren tiipler birlestirilerek kantitatif protein tayini ve PON1 enziminin saflik
kontrolii i¢in SDS-PAGE yapildi. Ayrica spesifik aktivite, saflastirma katsayis1 ve verim
hesaplanda.
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Sekil 4.1. Sephadex G-100 jel filtrasyon kolonu (solda) ve DEAE-Sephadex A-50 iyon degisim kolonu
(sagda)

4.7. Protein Tayini ile Tlgili Cahsmalar
» Kalitatif protein tayini

Proteinlerin yapisinda yer alan tirozin, triptofan ve fenilalanin gibi aromatik halkali
aminoasitlerin 280 nm’de maksimum absorbans degeri gdstermesi prensibine dayanir
[160].

DEAE-Sephadex A-50 iyon degisim kolon kromatografisinden ve Sephadex G-100
jel filtrasyon kolon kromatografisinden toplanan fraksiyonlar i¢in bu yontemle kalitatif
protein tayini yapildi. Spektrofotometrede 280 nm’de absorbanslar kore karst okutuldu
ve aktivite grafigi ¢izildi.
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» Kantitatif (Bradford yontemiyle) protein tayini

Deneye baslamadan 6nce serumda, amonyum siilfat ¢oktiirmesi, DEAE-Sephadex
A-50 iyon degisim kolon kromatografisi ve Sephadex G-100 jel filtrasyon kolon
kromatografisi sonrasinda enzim numunesinde Bradford yontemiyle kantitatif protein
tayini yapildi. Bu yontemde Coomassie Brilliant Blue G-250 boya olarak kullanilir.
Kendisi negatif yiiklii olan bu boya, proteindeki pozitif ylike ¢ok hizli baglanir. Bu
baglanma sirasinda Coomassie Brilliant Blue G-250’nin kirmizi formunun mavi forma
(Amax=595 nm) doniistiigli goézlenir. Yani olusan kompleks 595 nm’de absorbans verir.
Toplam reaksiyon 10 dakika silirmekle birlikte, yontemin hassasligit 1-100 pg
araligindadir [161].

1 mg/mL olacak sekilde stogu hazirlanan standart sigir serum albiimin ¢6zeltisinden
10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ve 100 pL alinarak tiiplere konuldu. Distile su ilavesiyle
tiiplerin son hacmi 0,1 mL’ye tamamlandi. Son olarak Coomassie Brilliant Blue G-250
reaktifinden her tiipe 5 mL eklendi. Tiipler vorteks ile karigtirilip 10 dakika boyunca
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda spektrofotometrede 595 nm’de, kore kars 2
mL’lik kuvarz kiivetlerde absorbans degerleri dl¢iildii. Kor olarak Coomassie Brilliant
Blue G-250 reaktifinden kullanildi. Elde edilen verilerle absorbansa karsi pg protein
standart grafigi olusturuldu.

Serumda, amonyum siilfat ¢oktiirmesi, DEAE-Sephadex A-50 iyon degisim kolon
kromatografisi ve Sephadex G-100 jel filtrasyon kolon kromatografisi sonrasinda enzim
numunesinde bu ydntemle kantitatif protein tayini yapildi. Onceden g¢izilen standart

grafikten yararlanilarak protein miktar tayini yapildu.

4.8. SDS-PAGE ile PON1 Enzim Safhiginin Kontrolii

Laemmli metodu uygulanarak SDS-PAGE yapildi ve insan serumundan
saflastirilan PON1 enziminin saflik derecesi kontrol edildi [162].

[k olarak elektroforezin plakalar1 distile su ile, sonrasinda %70’lik etanol ile
yikandi. Cam plakalar iist iste konulurken ug kisimlara plastik ince seritler yerlestirilerek
jel i¢in alan olusturuldu. Cam plakalar cihaza yerlestirildi ve vidalar sikilarak sabitlendi.
Ayirma jelinden iki cam plakanin arasina hava kabarcigi olusmayacak sekilde yavas
yavas eklendi. Ust kisimda yaklasik 1 cm bosluk birakildi. Bu bosluga bir miktar %1°lik
SDS ilave edilerek jel yiizeyinin diizgiin olusmasi saglandi. ki saat sonunda jelin

katilastig gdzlendi. Ust kisimdaki %1°lik SDS dékiilerek, kalan bosluga yigma jelinden
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eklendi. Cam plakalar arasina plastik tarak yerlestirilerek yigma jelinde kuyucuklar
olugmast i¢in iki saat jelin katilasmasi1 beklendi. Plakalar dikkatli bir sekilde cihazdan
cikartildi. Numune yiiklenecek kuyucuklar belirlenerek kuyucuklarin net gériilmesi i¢in
once distile su, sonra yiiriitme tamponu ile yikama yapildi. Plakalar elektroforez tankina
yerlestirilip, sabitlendi. Elektroforez tankina yiiriitme tamponu konuldu. Enzim numunesi
20 pg protein icerecek sekilde ayarlandi. 1:1 oraninda numune tamponu ilave edilerek
toplam 40 pL numune elde edildi. 3 dakika siiresince kaynar su banyosunda inkiibasyona
birakildi. Marker’den ise 20 pL alinip, tizerine 1:1 oraninda numune tamponu ilave
edilerek 1 dakika siiresince kaynar su banyosunda inkiibasyona birakildi. Marker ve
numune soguduktan sonra, belirlenen kuyucuklara mikropipet ile tatbik edildi.

Kapali sistem olusturularak elektroforez tanki akim cihazina baglandi. Akim 40
volta ayarlanarak 20 dakika siiresince yiiriitme islemi yapildi. Numuneler ayirma jeline
ulaginca akim 80 volta ayarlanarak iki bucuk saat siiresince yiiriitme islemi yapildi.
Bantlar jelin alt sinirina ulasinca cihaz durduruldu. Cam plakalar arasindaki jel dikkatli
bir sekilde alinarak sabitlestirme ¢ozeltisinde 20 dakika bekletildi. Sonrasinda jel boyama
cozeltisi icerisine konularak bir gece boyunca calkalayicida yavas yavas ¢alkaland1. Jel
yikama ¢ozeltisi icerisine konularak rengi agilana dek calkalayicida yavas yavas
calkalandi. Son olarak jel, distile su i¢ine alindi. Yarim saatlik bekleme siiresinin ardindan

goriintiileme cihaz ile jelin goriintiileri alindu.

4.9. insan Serumundan Saflastirlan PON1 izoenziminin Aktivitesi Uzerine Baz

Bitki Ekstrelerinin Etkisinin Incelenmesi

Crataegus tanacetifolia, Rumex acetosella, Thymus sibthorpii ve Asphodeline
taurica bitkilerinin sulu ve etanolli ekstrelerinin PON1 izoenziminin aktivitesi tizerine
etkileri belirlendi. 1 mg/mL olarak hazirlanan stok c¢ozeltilerden farklh
konsantrasyonlarda alinarak paraoksonaz aktivitesi 6l¢iildi. Belirlenen aktivite etkilerine

gore Aktivite (%) — [Ekstre] grafikleri ¢izildi.
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Tablo 4.1. PONL1 enziminin aktivite él¢iim tablosu

Konrol Kiiveti Numune Kiiveti
Aktivitjt((:)'ld(zeltileri Hacim Konsantrasyon Hacim Konsantrasyon
(nL) (mM) (uL) (mM)

Glisin/NaOH (pH 10,5) 500 25 500 25
Substrat Cozeltisi 330 1 330 1
Distile Su 120 - Degisken
Bitki Ekstresi - - Degisken Degisken
Enzim Numunesi 50 - 50

4.10. Kullanilan Bitkilerin Antioksidan Kapasite Tayinlerinin Belirlenmesi
4.10.1. Demir indirgeme kuvveti tayini (Fe*3- Fe*?)

Oyaizu (1986) yontemi kullanilarak Fe*3-Fe*? indirgeme kuvveti tayini yapildi
[163].

Her bitki ve standart i¢in ayr1 ayr1 hazirlanan stok ¢ozeltilerden sirasiyla 10, 20 ve
30 pg/uL konsantrasyonlarinda alinarak deney tiiplerine konuldu ve son hacim 1 mL
olacak sekilde distile su ilave edildi. Tiiplerin iizerine 2,5 mL fosfat tamponu (0,2 M, pH
6,6) ve 2,5 mL %1’lik potasyyumferrisiyaniir Ks[Fe(CN)s] eklenerek, 20 dakika
stiresince 50°C’ye ayarlanmis su banyosunda inkiibe edildi. Sonrasinda tiiplere %10’luk
TCA’dan 2,5 mL eklendi. Cozeltideki iist fazdan 2,5 mL alinarak {izerine 2,5 mL distile
su ve 0,5 mL %0,1’lik FeCls ilave edildi. Spektrofotometrede 700 nm’de absorbans
Olctimii yapildi. Kor olarak distile su, kontrol olarak ise numune yerine distile su

kullanildi.

4.10.2. FRAP metodu

Oyaizu (1986) yonteminin kiigiik bir degisimi ile, FRAP reaktifi kullamlarak Fe*3-
Fe*?indirgeme kuvveti tayini yapildi [163].

Her bitki ve standart i¢in ayr1 ayr1 hazirlanan stok ¢ozeltilerden sirasiyla 10, 20 ve
30 pg/uL konsantrasyonlarinda alinarak deney tiiplerine konuldu ve son hacim 0,5 mL
olacak sekilde asetat tamponu (0,3 M, pH 3,6) ilave edildi. Tiiplerin {izerine 2,25 mL
FRAP reaktifi ve 2,25 mL FeCls eklenerek, 10 dakika siiresince inkiibe edildi.
Spektrofotometrede 593 nm’de absorbans Ol¢limii yapildi. Kor olarak asetat tamponu,

kontrol olarak ise numune yerine asetat tamponu kullanildi.
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4.10.3. CUPRAC metodu

Bakir iyonlarii indirgeme metodunun kiiclik bir degisimi ile, fenolik yapidaki
molekiillerin Cu*?- Cu* indirgeme aktiviteleri belirlendi [164].

Her bitki ve standart i¢in ayr1 ayr1 hazirlanan stok ¢ozeltilerden sirasiyla 10, 20 ve
30 pg/uL konsantrasyonlarinda alinarak deney tiiplerine konuldu ve tizerlerine 125 pL
CuCl, (0,01 M) ¢bzeltisi, 125 pL etanolik neokuprin (7,5.10° M) ¢ozeltisi ve 125 pL
amonyum asetat tamponu (1 M) ilave edildi. 30 dakika siirecince karanlik ortamda inkiibe
edildi. Spektrofotometrede 450 nm’de absorbans Ol¢limii yapildi. Kor olarak distile su

kullanildi.

4.10.4. ABTS radikali giderme aktivitesi tayini

Re ve arkadaglarinin uyguladigi yontem kullanilarak ABTS™ giderme aktivitesi
tayini yapildi [165].

Hazirlanan 2 mM’lik ABTS ¢dzeltisine, 2,45 mM’lik persiilfat ¢ozeltisi ilavesiyle
ABTS™ olusmasi saglandi. ABTS™ ¢6zeltisi kullanilmadan hemen once 734 nm’de
absorbans 6l¢iimii yapildi ve fosfat tamponu (0,1 M, pH 7,4) yardimiyla absorbans 700 +
0,025 nm olarak ayarlandi. Her bitki ve standart icin ayr1 ayr1 hazirlanan stok
¢ozeltilerden sirasiyla 10, 20 ve 30 pg/ul konsantrasyonlarinda alinarak deney tiiplerine
konuldu ve iizerlerine 0,5 mL ABTS™ ¢ozeltisi ilave edildi. 30 dakika siirecince inkiibe

edildi. Spektrofotometrede 734 nm’de absorbans Sl¢liimii yapildi.

4.10.5. DPPH serbest radikal (DPPH-) giderme aktivitesi tayini

Blois metodu kullanilarak DPPH serbest radikal (DPPH-) giderme aktivitesi tayini
yapildi [166].

Her bitki ve standart i¢in ayr1 ayr1 hazirlanan stok ¢ozeltilerden sirasiyla 10, 20 ve
30 pg/uL konsantrasyonlarinda alinarak deney tiiplerine konuldu ve son hacim 2,5 mL
olacak sekilde etanol ilave edildi. Tiiplerin tizerine dnceden hazirladigimiz ve serbest
radikal olarak kullanilan 1 mM’lik DPPH ¢6zeltisinden 0,5 mL eklenerek, 30 dakika
siirecince karanlik ortamda, oda sicakliginda inkiibe edildi. Spektrofotometrede 517
nm’de absorbans dl¢timii yapildi. Kor olarak etanol, kontrol olarak ise 0,5 mL DPPH ve
2 mL etanolden olusan ¢ozelti kullanildi. 517 nm’de OSlgiilen absorbans degerlerinin

azalmasi kalan DPPH- miktarini verdi ve serbest radikal aktivesi belirlendi.
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4.10.6. DMPD radikali (DMPD"") giderme aktivitesi tayini

Fogliano ve arkadaslarinin uyguladig1 yontem kullanilarak DMPD radikali giderme
aktivitesi tayini yapildi.

Hazirlanan asetat tamponundan (100 mM, pH 5,3) 100 mL alinarak {izerine 1 mL
DMPD ¢ozeltisi ve 0,2 mL FeClz (0,05 M) ilavesiyle DMPD™" olusmasi saglandi.
DMPD™" ¢ozeltisi kullanilmadan hemen 6nce 505 nm’de absorbans dl¢iimii yapildi ve
fosfat tamponu (0,1 M, pH 5,3) yardimiyla absorbans 900 + 0,100 nm olarak ayarlandi.
Ayni giin i¢inde deneyde kullanildi [167].

Her bitki ve standart i¢in ayr1 ayr1 hazirlanan stok ¢ozeltilerden sirasiyla 10, 20 ve
30 pg/uL konsantrasyonlarinda alinarak deney tiiplerine konuldu ve son hacim 0,5 mL
olacak sekilde distile su ilave edildi. Tiiplerin iizerine 1 mL DMPD™" ¢zeltisi eklenerek,
50 dakika siirecince inkiibe edildi. Spektrofotometrede 505 nm’de absorbans Ol¢timii

yapildi. K6r olarak tampon ¢ozelti kullanildi.

4.10.7. Bipiridil metal selatlama aktivitesi tayini

Re ve arkadaslarinin uyguladiklar1 yonteme gore, bipiridil reaktifi kullanilarak
metal selatlama aktivitesi tayini yapildi [165].

Deney tiiplerinin hepsine 125 pL 2 mM’lik FeSOs ¢ozeltisinden konuldu.
Uzerlerine her bitki ve standart i¢in ayr1 ayr1 hazirlanan stok ¢ozeltilerden sirastyla 10,
20 ve 30 pg/uL konsantrasyonlarinda alinarak eklendi. Son olarak 500 pL Tris-HCI
tamponu (0,1 M, pH 7,4) ilave edilerek 30 dakika siirecince oda sicakliginda inkiibe
edildi. Siire bitiminde tiiplere 125 pL bipiridil reaktifi ve 595 pL distile su eklenerek, son
hacim 3 mL olacak sekilde etanol ile tamamlandi. Spektrofotometrede 522 nm’de
absorbans 6l¢iimii yapildi. Kor olarak etanol, kontrol olarak ise antioksidan madde yerine

etanol kullanild.

4.10.8. Siiperoksit anyon radikali (O2™) giderme aktivitesi tayini

Zhishen ve arkadaslarinin uyguladigi yonteminin kiiciik bir degisimi ile, nitroblue
tetrazolium (NBT) kullanilarak siiperoksit anyon radikali (O2") giderme aktivitesi
belirlendi [168].

Her bitki ve standart i¢in, fosfat tamponu (0,05 M, pH 7,8) ile ayr1 ayr1 hazirlanan
stok ¢ozeltilerden sirasiyla 10, 20 ve 30 pg/uL konsantrasyonlarinda alinarak deney

tiiplerine konuldu. Uzerlerine sirasiyla 1,33.10° M’lik riboflavin, 4,46.10° M’hik
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metiyonin ve 8,15.10® M’lik NBT ilave edildi. Karisim, oda sicakliginda ve 20 W’lik
floresan 15181 bulundugu ortamda 2 saat siiresince inkiibe edildi. Spektrofotometrede 760

nm’de absorbans Ol¢limii yapildi. Kor olarak distile su kullanildi.

4.10.9. Total fenolik bilesik miktar tayini

Folin-Ciocalteu reaktifi (FCR) yontemi uygulanarak total fenolik bilesik miktar
tayini yapildi [169].

Her bitki ve standart igin ayr1 ayr1 hazirlanan stok ¢ozeltilerden 50 ug/uL alinarak
deney tiiplerine konuldu ve tlizerine 3,9 mL distile su ve 750 uL FCR eklendi. Yaklasik 5
dakikalik bekleme siiresinden sonra %20’lik NaCO3 ¢ozeltisinden 750 pL eklenerek, 2
saat siirecince oda sicakliginda inkiibe edildi. Spektrofotometrede 760 nm’de absorbans
Olctimii yapildi. Kor olarak distile su kullanldi. Total fenolik bilesik miktarlari, dlgiilen

absorbans degerleri ve gallik asit i¢in ¢izilen standart grafikten yararlanilarak belirlendi.

4.10.10. Total antioksidan aktivite tayini

Tiyosiyanat metodu kullanilarak, ¢alistigimiz bitkilerin ve standart maddelerin total
antioksidan aktivitesi belirlendi. Her bitki ve standart i¢in ayr1 ayr1 hazirlanan stok
cozeltilerden sirasiyla 10, 20 ve 30 pg/uL konsantrasyonlarinda alinarak deney tiiplerine
konuldu ve son hacim 2,5 mL olacak sekilde fosfat tamponu (0,01 M, pH 7,4) ilave edildi.
Uzerlerine 2,5 mL linoleik asit emiilsiyonu eklenerek, karanlikta ve 37°C’de inkiibe
edildi. Her 12 saat sonunda tiiplerden 100 uL. numune alinarak {izerine sirasiyla 4,7 mL
etanol, 100 pL SCN- ¢ozeltisi ve 100 puL 20 mM’lik Fe?" ¢ozeltisi ilave edildi.
Spektrofotometrede 500 nm’de absorbans Ol¢limii yapildi. Kor olarak 4,7 mL etanol
icerisine, 100 uL SCN" ¢bzeltisi ve 100 uL 20 mM’lik Fe?* ¢ozeltisi ilavesiyle hazirlanan
cozelti kullanildi. Kontrol olarak ise numune ¢dzelti yerine tampon eklenerek hazirlanan
¢ozelti kullanildi. Kontrol maksimum absorbansa ulastiginda inkiibasyon ve absorbans

Ol¢tim islemi sonlandirildi.
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4.11. MTT Sitotoksisite Testi
MTT  (3-(4,5-dimethylthiazol-2)-2,5-diphenyl  tetrazolium bromide), canl

hiicrelerin metabolik aktivitesini tahmin etmede popiiler bir aractir. Bu kolorimetrik
yontem kullanilarak bir hiicre toplulugunda bulunan canli hiicreler kantitatif olarak
saptanabilir. Bu yontemin prensibi hiicrenin saglam mitokondriyasmin kolorimetrik
substrat olan MTT boyasindaki tetrazolium halkasini parcalayabilmesi ilkesine dayanir.
Tetrazolium halkasindaki pargcalanma dehidrogenaz enzimlerince (SDH) gerceklesir ve
bu pargalanma sonucunda basta sarimtirak renkte olan MTT, yogun mavi-mor renkte ve
¢Oziinmez olan formazana doniisiir. Bu doniisiim sadece canli hiicrelerin mitokondrileri
araciligiyla gergeklesir. Tetrazolium tuzu sadece metabolik aktiviteye sahip olan hiicreler
aracilifiyla renkli formazanlara indirgendigi i¢in MTT ydntemi canli hiicreleri
saptayabilir. Uygun sekilde optimize edilmis kosullar altinda, elde edilen absorbans
degeri, canli hiicre sayisi ile dogrudan orantihidir. Bir renk degisimine ugramayan
hiicreler ise mitokondriyal fonksiyonu bozulmus ya da Olmiis hiicrelerdir. MTT
yonteminde sirastyla: Hiicreler MTT boyasi ile uygun kosullar saglanarak inkiibasyona
birakilir, ¢dzlinmez olan formazan ¢ozlicii yardimiyla ¢oziinlir duruma getirilir ve olusan
rengin kolorimetrik 6lgiimii yapilir [170, 171].

Fare (Mus musculus) adipoz saglikli fibroblast hiicre hatti (L929), %10 fetal bovine
serum (FBS) ve %1 penisilin/streptomisin igeren DMEM besiyeri ortaminda inkiibatorde
37°C’de %5’lik CO2 ortaminda inkiibe edildi. Ug giinde bir tripsin/EDTA soliisyonu
kullanilarak yiizeye tutunmus hiicrelerin kalkmasi saglandi ve 1:3 oranda alt kiiltiirlere
ayrilarak pasajlandi. MTT ile deneysel ¢aligmalarda kullanilan bitkilerin sulu ve etanollii
ekstrelerinin sitotoksisiteleri tespit edildi. Bitki eksterelerinin stok ¢ozeltileri 40 mg/mL
olacak sekilde hazirlandi. MTT yontemi i¢in 96 kuyucuklu plakalara kuyucuk basina
10000 hiicre ekilip, hiicrelerin plakanin kuyucuklarinin tabanina yapismasi i¢in 24 saat
stiresince inkiibatorde 37°C’de %5’°lik CO2 ortaminda proliferasyona birakildi. Gegen
siirenin sonunda plakada hiicrelerin {izerinde bulunan besiyeri uzaklastirildi. Uzerine bitki
ekstrelerini ilave ederek hazirladigimiz taze besiyerden, en yiiksek konsantrasyon 500
pg/mL alinip her seferinde 1:1 oraninda konsansantrasyonlari seyreltilerek 8 farkli
konsantrasyon uygulandu. Ikili kontrol grubundan ve sekizli ¢alisma grubundan olusan 10
deney grubu olusturuldu. Tekrar 24 saat siiresince inkiibe edilerek bu siirenin sonunda
ELISA Reader ile 540 nm’de absorbans degeri olgiilerek ve sitotoksisite diizeyleri

hesaplandi. Deneysel ¢alismalar 3 tekrarli olarak yapildi.
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5. BULGULAR ve TARTISMALAR
5.1. LC/MS-IT-TOF

LC/MS-IT-TOF cihaz1 yardimiyla hem pozitif iyon modunda hem de negatif iyon
modunda kiitle spektrumlarina gére maddeler tespit edilebilir. Buamagla LCMS-IT-TOF,
lyon tuzaginin pargalanma giiclinii, ugus siiresi kiitle spektrometresinin yiiksek
¢oziinlrliiglini ve kiitle hassasiyetini kullanarak maddeler hakkinda hem kimyasal hem
de yapisal bilgi edinmelerini saglar. Calismada kullanilan 4 farkli bitkinin sulu ve etanollii
ekstrelerinin icerigi; pozitif ve negatif elektrospey iyonizasyon usulii modlari ile yiiksek
¢ozinlrliklii iyon tuzagi/ugus siiresi kiitle spektrometresiyle (LC/MS-IT-TOF)
birlestirilmis s1vi kromatografisi araciligiyla tespit edildi [155].

LC/MS-IT-TOF analizi sonucu Crataegus tanacetifolia sulu ekstrelerinin
iceriginde tespit edilen baslica etken maddeler Sekil 5.2°de, Crataegus tanacetifolia
etanollii ekstrelerinin igeriginde tespit edilen baslica etken maddeler Sekil 5.4’te, Rumex
acetosella sulu ekstrelerinin igeriginde tespit edilen baslica etken maddeler Sekil 5.6’da,
Rumex acetosella etanollii ekstrelerinin igeriginde tespit edilen baslica etken maddeler
Sekil 5.8’de, Thymus sibthorpii sulu ekstrelerinin igeriginde tespit edilen baslica etken
maddeler 5.10’da, Thymus sibthorpii etanollii ekstrelerinin igeriginde tespit edilen baslica
etken maddeler 5.12°de, Asphodeline taurica sulu ekstrelerinin igeriginde tespit edilen
baslica etken maddeler 5.14’te, Asphodeline taurica etanollii ekstrelerinin igeriginde

tespit edilen baslica etken maddeler 5.16’da verilmistir.
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5.1.1. Crataegus tanacetifolia bitkisinin icerik analizi

Inten. (x100,000) Inten. (x10,000)
200 150
1]
125
150 wifsn
100]
1]
10 ors
075 5075256 5004207
o saboor | stsers 0s0]
. s107s7 ssagale
omgms oz
oz
2050820 g = 1010153 7751 i
Toogast 1 B
vapie " Lol L L e sopss i
T R R R I R I R R N R I I I O
n cacnom) 1 cagom
10
2007
0s
1]
o8
safoos
1501
or
1] a
100 0s
04
ors
03
00
0
0z
2842010 Afareso q 528311¢
stowm 545070 198964 289466 3621887 5283119 5067847
“‘J"‘m?mﬁ ‘H‘w’fhﬁé}é‘*f ““ﬁ‘”"f""“‘ namaa; T f fﬁ ““ T “‘ e mas eI LU
T R I R S D e " N R A S I R R R D R e A N A A S
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Sekil 5.1. Crataegus tanacetifolia sulu ekstrelerinin E+ ve E- tarama sonuc¢lar
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Sekil 5.2. LC/MS-IT-TOF analizi sonucu Crataegus tanacetifolia sulu ekstrelerinin iceriginde tespit edilen

baslica etken maddeler
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Sekil 5.3. Crataegus tanacetifolia etanolli ekstrelerinin E+ ve E- tarama sonug¢lar
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Sekil 5.4. LC/MS-IT-TOF analizi sonucu Crataegus tanacetifolia etanollii ekstrelerinin iceriginde tespit

edilen baslica etken maddeler
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5.1.2. Rumex acetosella bitkisinin i¢erik analizi
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Sekil 5.5. Rumex acetosella sulu ekstrelerinin E+ ve E- tarama sonuglart
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Sekil 5.6. LC/MS-IT-TOF analizi sonucu Rumex acetosella sulu ekstrelerinin igeriginde tespit edilen

baslica etken maddeler
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Sekil 5.7. Rumex acetosella etanol/ii ekstrelerinin E+ ve E- tarama sonuglart
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Sekil 5.8. LC/MS-IT-TOF analizi sonucu Rumex acetosella etanollii ekstrelerinin igeriginde tespit edilen

baslica etken maddeler
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5.1.3. Thymus sibthorpii bitkisinin i¢erik analizi
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Sekil 5.9. Thymus sibthorpii sulu ekstrelerinin E+ ve E- tarama sonuclari
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Sekil 5.10. LC/MS-IT-TOF analizi sonucu Thymus sibthorpii sulu ekstrelerinin iceriginde tespit edilen

baslica etken maddeler
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11. dakika E+ 11. dakika E-

Sekil 5.11. Thymus sibthorpii etanol/i ekstrelerinin E+ ve E- tarama sonuclart

OH
OH

\\\\\\\

HO OH
OH

Sitrik asit

OH (0]
Eriodiktiol-7-o0-glukuronid

OH
OH

HO

“oH
OH OH O

Luteolin-7-glukozid
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Sekil 5.12. LC/MS-IT-TOF analizi sonucu Thymus sibthorpii etanollii ekstrelerinin iceriginde tespit edilen

baslica etken maddeler

5.1.4. Asphodeline taurica bitkisinin icerik analizi
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3. dakika E+ 3. dakika E-

Sekil 5.13. Asphodeline taurica sulu ekstrelerinin E+ ve E- tarama sonuglar:
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OH Cl Cl
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I O/\)\/\)\
(0]
Geraniloksiemodin

Sekil 5.14. LC/MS-IT-TOF analizi sonucu Asphodeline taurica sulu ekstrelerinin iceriginde tespit edilen

baslica etken maddeler
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Sekil 5.15. Asphodeline taurica etanol/i ekstrelerinin E+ ve E- tarama sonuglar

‘|3H OH

(0] :T:O
(0)
OH

\
HO
(@) HO (6]
Kafeik asit-3-siilfat p-Kumarik asit
o 0 OH
(0]

1-hidroksi-8-metoksi-
2-metil-antrakinon

Sekil 5.16. LC/MS-IT-TOF analizi sonucu Asphodeline taurica etanollii ekstrelerinin iceriginde tespit

edilen baslica etken maddeler
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5.2. Molekiiler Modelleme (Docking) Bulgulari

LC/MS-IT-TOF analizi sonucu bitki ekstrelerinin igeriginde tespit edilen baslica
etken maddeler Schrodinger’s Maestro molekiiler docking programinin “ligand
hazirlama” modiiliinde PON1 enziminin uygun X-ray kristal yapis1 (3SRG) segilerek

optimize edilmistir.

5.2.1. Crataegus tanacetifolia bitkisinin sulu ekstrelerinin iceriginde tespit edilen

bashca etken maddelerle ilgili yapilan docking calismalar:

ALA GLU.
ay
b 1 239

PHE
20
RO ay
202 219
AP OH
221

W OH ALA OH
e

ARGl
=7 4

aLy

LA
201

~HO LEU
SER an o 200
23 20

Al
242

G
239

ARG

&)
»
) ALA
221 201
ay
193
Charged (negative) Polar Distance — Salt bridge
J Charged (positive) & Unspecified residue » H-bond (backbone) Solvent exposure
Glycine Water » H-bond (sidechain)
Hydrophobic Hydration site ~— Metal coordination
J Metl X Hydration site (displaced) e—e Pi-Pi stacking
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Sekil 5.17. A: Maslinik asit, B: Katesin ve C: 6-Metoksi apigenin bilesiklerinin PONI enziminin aktif

bolgesindeki aminoasitler ile etkilesimi

.U 239 @CA 1363

@ Maslinik asit @ Katesin ® 6-Metoksi apigenin

Sekil 5.18. Crataegus tanacetifolia bitkisinin sulu ekstrelerinin igeriginde tespit edilen basiica etken
maddelerin PON1 enzimi (3SRG) ile A: Maslinik asit, B: Katesin ve C: 6-Metoksi apigenin

bilesiklerinin etkilesimi
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5.2.2. Crataegus tanacetifolia bitkisinin etanollii ekstrelerinin iceriginde tespit edilen

bashca etken maddelerle ilgili yapilan docking calismalar:

LEU
198

[chg
2%3 . 199

ALA
201

OH ‘;f)
ASP.
221
SER
23 ALA
242
GLY
219
/C-
)
sio. 1
LYS. ASP LYs
VAL 246 VAL
261 261
A B
Charged (negative) Distance — Salt bridge
) Charged (positive) & Unspecified residue -+ H-bond (backbone) Solvent exposure
Glycine » H-bond (sidechain)
Hydrophobic ~— Metal coordination
o Mewl X Hydration site (displaced) e—e Pi-Pi stacking

Sekil 5.19. A: Hiperozid ve B: Kuersetin bilesiklerinin PON1 enziminin aktif bolgesindeki aminoasitler ile

etkilesimi
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GLY 199

Vs | (V4

@ Hiperozid ® Kuersetin

Sekil 5.20. Crataegus tanacetifolia bitkisinin etanol ekstrelerinin iceriginde tespit edilen baslca etken

maddelerin PON1 enzimi (3SRG) ile A: Hiperozid ve B: Kuersetin bilesiklerinin etkilegimi
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5.2.3. Rumex acetosella bitkisinin sulu ekstrelerinin iceriginde tespit edilen bashca

etken maddelerle ilgili yapilan docking ¢calismalar:

ALA GLN
20 SER
242 23

211
o) v
O ‘;:;y
ASP ) = HO \ \ e :
221 136
o}
HID
A{;GJ 246 oot
i ALA o o aa
201 201 ALA
GLY 242
219 ZLE)
Charged (negative) Polar Distance — Salt bridge
) Charged (positive) & Unspecified residue * H-bond (backbone) Solvent exposure
Glycine Water » H-bond (sidechain)
Hydrophobic Hydration site — Mefal coordination
o Metl X Hydration site (displaced) e—e Pi-Pi stacking

Sekil 5.21. A: Ferulik asit ve B: Kurkumin bilesiklerinin PON1 enziminin aktif bolgesindeki aminoasitler

ile etkilesimi
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Asp 221%
~ I ‘ -
ARP 202 >--. :
‘( R e
Pa | GLU 239
OFA 1363

)
’a\‘él YS 244

@ Ferulik asit ® Kurkumin

Sekil 5.22. Rumex acetosella bitkisinin sulu ekstrelerinin igeriginde tespit edilen baslhca etken maddelerin
PONL1 enzimi (3SRG) ile A: Ferulik asit ve B: Kurkumin bilesiklerinin etkilegimi
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5.2.4. Rumex acetosella bitkisinin etanol ekstrelerinin iceriginde tespit edilen bashca

etken maddelerle ilgili yapilan docking ¢calismalar:

HID GLN ARG
197 20 27 . -

LEU 23
HID &

2 242
246

A GLY

201 cA ) o
/ GLU
218

aa
242

ALA
201 AP
221

TRP LEY e »HOwW FHE
220

\ =

202 200
“ (‘W
n" ay
/ GLU 219
J HO 239
QLY ASP
199 21 \
@
GLN
20 ;3"
GLY
199
5
OH Asp
> 221
s aa 2
v3 242
2
Charged (negative) Polar . Distance — Saltbridge
.} Charged (positive) & Unspecified residue -+ H-bond (backbone) Solvent exposure
Glycine Water » H-bond (sidechain)
Hydrophobic Hydration site — Metal coordination
o Mewl X Hydration site (displaced) e—e Pi-Pi stacking

Sekil 5.23. A: Kafeik asit-3-glukozid, B: Orientin ve C: Kurkumin bilesiklerinin PONI enziminin aktif

bolgesindeki aminoasitler ile etkilesimi

102



] 239

LYS 244

@ Orientin @ Kafeik asit-3-glukozid @ Kurkumin

Sekil 5.24. Rumex acetosella bitkisinin etanol ekstrelerinin iceriginde tespit edilen bashca etken
maddelerin PON1 enzimi (3SRG) ile A: Kafeik asit-3-glukozid, B: Orientin ve C: Kurkumin

bilesiklerinin etkilesimi
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5.2.5. Thymus sibthorpii bitkisinin sulu ekstrelerinin iceriginde tespit edilen bashca

etken maddelerle ilgili yapilan docking ¢calismalar:

LYS
)

GLU.
23

GLY
219 AL

242

PHE 4
220

AP
221

201

Gy
199

241

ARG
&
A
au
239
ALA
201
GLY 4
219 ,://./
Charged (negative) Polar
) Charged (positive) & Unspecified residue -
Glycine Water -
Hydrophobic Hydration site g
o Mewl X Hydration site (displaced) e—e

Sekil 5.25. A: Kafeik asit etil ester, B: Prephenik asit ve C:

béolgesindeki aminoasitler ile etkilesimi
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H-bond (backbone)
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Metal coordination
Pi-Pi stacking

— Salt bridge
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@ Kafeik asit etil ester @ Ekonazol ® Prephenik asit

Sekil 5.26. Thymus sibthorpii bitkisinin sulu ekstrelerinin igeriginde tespit edilen baslica etken maddelerin
PONI enzimi (3SRG) ile A: Kafeik asit etil ester, B: Prephenik asit ve C: Ekonazol bilesiklerinin

etkilesimi
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5.2.6. Thymus sibthorpii bitkisinin etanollii ekstrelerinin iceriginde tespit edilen

bashca etken maddelerle ilgili yapilan docking ¢caliymalar:

LEU LEU
198 200

199

a &
OH
200 ) s
202 s
&) @
246 a;
b o
Charged (negative) Polar Distance — Salt bridge
) Charged (positive) & Unspecified residue * H-bond (backbone) Solvent exposure
Glycine Water » H-bond (sidechain)
Hydrophobic Hydration site — Mefal coordination
o Metl X Hydration site (displaced) e—e Pi-Pi stacking

Sekil 5.27. A: Eriodiktiol-7-0-glukuronid ve B: Luteolin-7-glukozid bilesiklerinin PONI enziminin aktif

bélgesindeki aminoasitler ile etkilesimi
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LEU 198

S, L

@ Eriodiktiol-7-0-glukuronid ® Luteolin-7-glukozid

Sekil 5.28. Thymus sibthorpii bitkisinin etanollii ekstrelerinin iceriginde tespit edilen baghca etken
maddelerin PON1 enzimi (3SRG) ile A: Eriodiktiol-7-o0-glukuronid ve B: Luteolin-7-glukozid

bilesiklerinin etkilesimi
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5.2.7. Asphodeline taurica bitkisinin sulu ekstrelerinin iceriginde tespit edilen bashca

etken maddelerle ilgili yapilan docking calismalar:

LEU
200

ASP ALA

221 201
/ 1G9L; n e Cl
o 2_7)"\ 23 /
GLU O au THR
239 239 26
PHE GLU
220 218
\ SER
22
GLY ;l‘)-f
LYS |
L~ 2
GLY
[« 219 A < /g
Ay\o- 5 :
221 yj 243
ALA
R
20
LEU
200
A
201 LEU
198
i
THR
26
LEU
241
Charged (negative) Polar Distance — Salt bridge
) Charged (positive) & Unspecified residue -+ H-bond (backbone) Solvent exposure
Glycine Water » H-bond (sidechain)
Hydrophobic Hydration site ~— Metal coordination
J Metal

X Hydration site (displaced) e—e Pi-Pi stacking

Sekil 5.29. A: Metil kafeik asit, B: Ekonazol ve C: Geraniloksiemodin bilesiklerinin PONI enziminin aktif

béolgesindeki aminoasitler ile etkilesimi
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@ Geraniloksiemodin @ Metil kafeik asit @ Ekonazol

Sekil 5.30. Asphodeline taurica bitkisinin sulu ekstrelerinin iceriginde tespit edilen baslica etken
maddelerin PON1 enzimi (3SRG) ile A: Metil kafeik asit, B: Ekonazol ve C: Geraniloksiemodin

bilesiklerinin etkilesimi
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5.2.8. Asphodeline taurica bitkisinin etanollii ekstrelerinin iceriginde tespit edilen

bashca etken maddelerle ilgili yapilan docking ¢calismalar:

LEU ASP LEU

ARG ) ALA
2_7)} 2% 200 221 241
GLU A
233 i
ey GLy ARG
241 199 zj
AP OH OH
221
ALA
242
9] v} ALA
"\ / 201
L Glu
201 / £ 238
(6] o
1)
ay GLY
219 e j 219 =
2L:§ LYS
au 0 4 zy
218 PHE
f 2 6]
[ /O 220 o

.‘“" % \
FHE | oA
220 / @ /

Y .
13 HD Al
246 246 . y

GLY
199

LEU
200

ALA
201

HID [=R3
246 219
Charged (negative) Polar Distance — Salt bridge
) Charged (positive) & Unspecified residue * H-bond (backbone) Solvent exposure
Glycine Water » H-bond (sidechain)
Hydrophobic Hydration site — Mefal coordination
o Metal X Hydration site (displaced) e—e Pi-Pi stacking

Sekil 5.31. A: Kafeik asit-3-silfat, B: p-Kumarik asit ve C: 1-hidroksi-8-metoksi-2-metil-antrakinon

bilesiklerinin PONI enziminin aktif bélgesindeki aminoasitler ile etkilesimi
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@ 1-hidroksi-8-metoksi-2-metil-antrakinon @ Kafeik asit-3-siilfat @ p-Kumarik asit

Sekil 5.32. Asphodeline taurica bitkisinin etanollii ekstrelerinin iceriginde tespit edilen bashca etken
maddelerin PON1 enzimi (3SRG) ile A: Kafeik asit-3-siilfat, B: p-Kumarik asit ve C: 1-

hidroksi-8-metoksi-2-metil-antrakinon bilesikierinin etkilesimi
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5.3. PON1 Enziminin Saflastirma Sonuglar:
5.3.1. DEAE-Sephadex A-50 iyon degisim kromatografisi sonuclari

%60-80 amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonucu elde edilen enzim numunesi diyaliz
edildikten sonra DEAE-Sephadex A-50 iyon degisim kolonuna tatbik edildi. Eliiatlar 3
mL olarak toplandi. 280 nm ve 412 nm’deki absorbans degerleri 6l¢iilerek, toplanan tiip

sayisina kars1 aktivite grafigi ¢izildi (Sekil 5.33).

70
60
50
40
30

20

Aktivite (EU/mL)

10

0 9 18 27 36 45 54

Tiip sayist

Sekil 5.33. PON1 enziminin DEAE-Sephadex A-50 iyon degisim kromatografisi aktivite grafigi
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5.3.2. Sephadex G-100 jel filtrasyon kromatografisi sonug¢lari

50 14

45 —o— Aktivite 12
40 —&0— Absorbans '

L¥¥]
]

Aktivite (EU/mL)
(3]

Absorbans (280 nm)

0 10 20 30 40 50
Tiip sayis1

Sekil 5.34. PON1 enziminin Sephadex G-100 jel filtrasyon kromatografisi aktivite/absorbans grafigi
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Insan serumundan PONI1 enziminin saflastirilmasi asamalarinda kullanilan
yontemler sonunda elde edilen numunelerde protein miktarlar1 ve aktivite (EU/mL)

degerleri Olciilerek olusturulan saflastirma tablosu (tablo 5.1°de) asagida verilmistir.

Tablo 5.1. Insan serum PONI enziminin saflastirma tablosu

Saflastirma Aktivite  Toplam  Protein  Toplam Toplam Spesifik Verim Saflastirma

Basamaklar: (EU/mL) Hacim (mg/mL) Protein Aktivite Aktivite (%) Katsayis1
(mL) (mg) (EU)  (EU/mg)

Serum 102,78 25 3,13 78,25  2569,5 32,84 100 1

%60-80

Amonyum

siilfat 97,32 10 2,95 29,5 973,2 32,99 37,88 1,004

coktiirmesi

(Diyaliz)

DEAE-

Sephadex

A-50 iyon 60,14 6 0,15 0,90 360,84 400,9 14,04 12,21

degisim

kromatografisi

Sephadex
G-100 jel
filtrasyon

47,02 3 0,018 0,054 141,06 261222 5,49 79,54

kromatografisi
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5.3.3. Kantitatif protein tayini icin kullanilan standart grafik
Serumda, amonyum siilfat ¢oktiirmesi, DEAE-Sephadex A-50 iyon degisim kolon
kromatografisi ve Sephadex G-100 jel filtrasyon kolon kromatografisi sonrasinda enzim

numunesindeki protein miktari, Bovin serum albiimin (BSA) standart grafigi kullanilarak

Bradford yontemiyle tayin edildi.

BSA standart grafigi

1.4

1.2

1 y=10,0091x
R2=10,9948

0.8

0.6

Absorbans 595 nm

0.4

0.2

0 20 40 60 80 100 120
BSA (ug/mL)

Sekil 5.35. Bradford metodu ile protein tayini i¢in kullanilar BSA standart grafigi
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5.3.4. SDS —Poliakrilamid jel elektroforezi ile PON1 enziminin safliginin kontrolii
Sephadex G-100 jel filtrasyon kromatografisi yontemi ile insan serumundan
saflastirilan PON1 enziminin safliginin kontrolii SDS —Poliakrilamid jel elektroforezi ile

belirlendi.

f""'i 200 kDA
. 16KDA
. 97KDA
‘ 66 KDA
i 45 kDA
PONI - 43 kDA
29 kDA

Sekil 5.36. PON1 enziminin SDS-PAGE fotografi

Sekil 5.37. PON1 enziminin SDS-PAGE ii¢ boyutlu fotografi
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5.4. insan Serum PON1 Izoenzimi Aktivitesi Uzerine Baz Bitki Ekstrelerinin

Etkilerinin Incelenmesi Sonuclar:

5.4.1. Insan serum PONI1 izoenzimi aktivitesi iizerine Crataegus tanacetifolia

ekstrelerinin etkileri

120 y =3.1143% +95.267 140 ¥ =3.6286x + 92,467

115 R2=0.,9183 120 R2=0.9678
100

80
60
40
20

90 0
0 25 50 75 100 125 0 25 50 75 100 125

Konsantrasyon (pg/mL) Konsantrasyon (pg/mL)

110
105
100

95

Aktivite (%)
Aktivite (%)

Sekil 5.38. Insan serum PONL1 izoenzimi aktivitesi iizerine Crataegus tanacetifolia bitkisinin su ve etanol
ekstrelerinin etkisini gosteren ve aktivite (%) degerinin belirlenmesinde kullanilan [Aktivite(%)]
- [Ekstre] grafigi

Tablo 5.2. Insan serum PONI izoenzimi aktivitesi iizerine Crataegus tanacetifolia bitkisinin su ve etanol

ekstrelerinin r? ve aktivite (%) degerleri

Konsantrasyon Sulu ekstre Etanollii ekstre
(ng/mL) r2 Aktivite (%) r? Aktivite (%)

25 102 104

50 102 106

75 0,9183 106 0,9678 114

100 112 122

125 115 127
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5.4.2. Rumex acetosella ekstrelerinin PON1 izoenzimi iizerindeki inhibisyon etkileri

140 y=5.2857x +92.333 160 y =9,8286% + 85,267
120 R2=0.9571 140 R2=0.949
100 120
~ 80 ~ 100
&= s 80
P 60 2 50
= 40 = a0
% 20 % 20
0 0
0 25 50 75 100 125 0 25 50 75 100 125
Konsantrasyon (jg/mlL) Konsantrasyon (jg/mlL)

Sekil 5.39. Insan serum PONI izoenzimi aktivitesi iizerine Rumex acetosella bitkisinin su ve etanol
ekstrelerinin etkisini gosteren ve aktivite (%) degerinin belirlenmesinde kullanilan [Aktivite(%)]
- [Ekstre/ grafigi

Tablo 5.3. Insan serum PONI izoenzimi aktivitesi iizerine Rumex acetosella bitkisinin su ve etanol

ekstrelerinin r? ve aktivite (%) degerleri

Konsantrasyon Sulu ekstre Etanollii ekstre
(ug/mL) r? Aktivite (%) r? Aktivite (%)

25 103 105

50 105 108

75 0,9571 112 0,9490 122

100 119 135

125 126 148
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5.4.3. Thymus sibthorpii ekstrelerinin PON1 izoenzimi iizerindeki inhibisyon etkileri

140 y=4.6571x +93.2 160 y =6.3429x +91.8
120 R2=0.9646 140 R2=0.3168
100 120 ./.\././
~ 80 ~ 100
= S 80
P 60 2 50
= 40 = a0
% 20 % 20
0 0
0 25 50 75 100 125 0 25 50 75 100 125
Konsantrasyon (jg/mlL) Konsantrasyon (jg/mlL)

Sekil 5.40. Insan serum PONI izoenzimi aktivitesi iizerine Thymus sibthorpii bitkisinin su ve etanol
ekstrelerinin etkisini gosteren ve aktivite (%) degerinin belirlenmesinde kullanilan [Aktivite(%)]
- [Ekstre/ grafigi

Tablo 5.4. Insan serum PONI izoenzimi aktivitesi iizerine Thymus sibthorpii bitkisinin su ve etanol
ekstrelerinin r? ve aktivite (%) degerleri

Konsantrasyon Sulu ekstre Etanollii ekstre
(ug/mL) r? Aktivite (%) r? Aktivite (%)

25 100 110

50 106 105

75 0,9646 113 0,8168 112

100 117 120

125 121 137
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5.4.4. Asphodeline taurica ekstrelerinin PON1 izoenzimi iizerindeki inhibisyon

etkileri

120 v =1,1429x +97.333
R?=0,6857

100 B— g ——a—————8—=n
80
& 60
o
£ 40
E
Z 2
0
0 25 50 75 100 125

Konsantrasyon (pg/mL)

120 vy =1,8571x +97.667
R2=10.931
100
80
60
40

Aktivite (%)

20

0
0 25 50 75 100 125

Konsantrasyon (pg/mL)

Sekil 5.41. Insan serum PONI izoenzimi aktivitesi iizerine Asphodeline taurica bitkisinin su ve etanol

ekstrelerinin etkisini gosteren ve aktivite (%) degerinin belirlenmesinde kullanilan [Aktivite(%)]

- [Ekstre/ grafigi

Tablo 5.5. Insan serum PONI izoenzimi aktivitesi iizerine Asphodeline taurica bitkisinin su ve etanol

ekstrelerinin r? ve aktivite (%) degerleri

Konsantrasyon Sulu ekstre Etanolli ekstre
(ug/mL) r? Aktivite (%) r? Aktivite (%)

25 97 102

50 101 102

75 0,6857 103 0,9310 105

100 103 106

125 104 110
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5.5. Antioksidan Kapasite Tayin Yontemleri
5.5.1. Demir indirgeme kuvveti tayini (Fe*3-Fe*?)

Calismada kullanilan bitkilerin  sulu ve etanollii ekstrelerinden farkli
konsantrasyonlarda (10, 20 ve 30 pg/mL) almarak Fe®*" iyonlarmi Fe?* iyonlarina
indirgeme kapasiteleri belirlendi. Demir indirgeme metodunda ¢6zeltinin sar1 olan rengi,
ortamdaki maddelerin antioksidan kapasitesine gore yesil ve mavi renge donistii.
Hazirlanan bitki ekstrelerinin ve standart antioksidanlarin, spektrofotometrede 700 nm’de
ol¢iilen absorbans degerleri kiyaslandi ve ¢izilen Absorbans-Konsantrasyon grafigi Sekil
5.42 ve Sekil 5.43’te gosterildi.

—8—BHA
BHT
1.5
Trolox
Tokoferol

—0— C. tanacetifolia
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Sekil 5.42. Farkli konsantrasyonlarda (10, 20 ve 30 ug/mL) sulu bitki ekstrelerinin Fe** iyonlarini Fe**
iyonlarmma indirgeme kapasitelerinin standart antioksidanlar olan BHA, BHT, Trolox ve a-

Tokoferol ile karsilastiriimasi

Sekil 5.42°deki absorbans degerleri karsilastirildiginda Fe3* iyonlarim Fe?*
iyonlarma indirgeme kapasitesinin sulu bitki ekstrelerinde 10 pg/mL konsantrasyon i¢in
sirastyla BHA > BHT > T. sibthorpii > a-Tokoferol > Trolox > R. acetosella > C.

tanacetifolia > A. taurica oldugu goriilmistiir.
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Sekil 5.43. Farkli konsantrasyonlarda (10, 20 ve 30 ug/mL) etanollii bitki ekstrelerinin Fe** iyonlarin Fe?*
iyonlarina indirgeme kapasitelerinin standart antioksidanlar olan BHA, BHT, Trolox ve o-

Tokoferol ile karsilastiriimasi

Sekil 5.43’teki absorbans degerleri karsilastirildiginda Fe®* iyonlarmi Fe?*
iyonlarma indirgeme kapasitesinin etanollii bitki ekstrelerinde 10 pg/mL konsantrasyon
igin sirasiyla BHA > BHT > R. acetosella > a-Tokoferol > T. sibthorpii > C. tanacetifolia

> Trolox > A. taurica oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 5.44. Sulu bitki ekstrelerinin 10 ug/mL’lik konsantrasyonlarina karsilik gelen Fe3*-Fe?* indirgeme

aktivitesi i¢in 700 nm’deki absorbans degerlerinin karsilastiriimasi
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Sekil 5.45. Etanollii bitki ekstrelerinin 10 ug/mL’lik konsantrasyonlarina karsilik gelen Fe3*-Fe?*

indirgeme aktivitesi i¢in 700 nm’deki absorbans degerlerinin karsilastirilmasi
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5.5.2. FRAP metodu

FRAP metodunda ortamda bulunan indirgeyici molekiiller sayesinde Fe®*
iyonlarindan elektron verilerek Fe?* olusur ve bu iyonlar TPTZ ile mavi renkli kompleks
meydana getirir. Calismada kullanilan bitkilerin sulu ve etanollii ekstrelerinden farkli
konsantrasyonlarda (10, 20 ve 30 pg/mL) almarak Fe®*" iyonlarmi Fe?* iyonlarina
indirgeme kapasiteleri belirlendi. Hazirlanan bitki  ekstrelerinin  ve standart
antioksidanlarin, spektrofotometrede 593 nm’de Slciilen absorbans degerleri kiyaslandi

ve ¢izilen Absorbans-Konsantrasyon grafigi Sekil 5.46 ve Sekil 5.47°da gosterildi.
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Sekil 5.46. Farkli konsantrasyonlarda (10, 20 ve 30 ug/mL) sulu bitki ekstrelerinin FRAP reaktifi ile ferrik
iyonlarin (Fe**), ferroz (Fe?*) iyonlarina indirgeme kapasitesinin standart antioksidanlar olan
BHA, BHT, Trolox ve a-Tokoferol ile karsilastiriimast

Sekil 5.46’daki absorbans degerleri karsilastirildiginda Fe3* iyonlarim Fe?*
iyonlarma indirgeme kapasitesinin sulu bitki ekstrelerinde 10 pg/mL konsantrasyon igin
sirastyla BHA > Trolox > BHT > T. sibthorpii > a-Tokoferol > R. acetosella > C.

tanacetifolia > A. taurica oldugu gortilmistiir.

124



2.5

2
. —e—BHA
E ~&—BHT
15
n, Trolox
w
g Tokoferol
= 1
) /e —&— C. tanacetifolia
el
< —0—R. acetosella
—e
0.5 -— —e— T. sibthorpii
—8— A taurica
0
0 10 20 30

Konsantrasyon (j1g/mL)

Sekil 5.47. Farkli konsantrasyonlarda (10, 20 ve 30 ug/mL) etanollii bitki ekstrelerinin FRAP reaktifi ile
Serrik ivonlarini (Fe®*), ferroz (Fe*) iyonlarina indirgeme kapasitesinin standart antioksidanlar
olan BHA, BHT, Trolox ve a-Tokoferol ile karsilastiriimasi

Sekil 5.47°deki absorbans degerleri karsilastirildiginda Fe3* iyonlarin1 Fe?*
iyonlarma indirgeme kapasitesinin etanollii bitki ekstrelerinde 10 pg/mL konsantrasyon
icin sirasiyla BHA > Trolox > BHT > R. acetosella > T. sibthorpii > a-Tokoferol > C.

tanacetifolia > A. taurica oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 5.48. FRAP reaktifi ile sulu bitki ekstrelerinin 10 ug/mL’lik konsantrasyonlarima karsilik gelen ferrik

iyonlarim (Fe**), ferroz (Fe?*) iyonlarina indirgeme aktivitesi icin 593 nm’deki absorbans

degerlerinin karsilastirilmasi
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Sekil 5.49. FRAP reaktifi ile etanollii bitki ekstrelerinin 10 ug/mL’lik konsantrasyonlarina karsilik gelen

ferrik iyonlarini (Fe3*), ferroz (Fe?*) iyonlarina indirgeme aktivitesi i¢in 593 nm’deki absorbans

degerlerinin karsilastirilmasi
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5.5.3. CUPRAC metodu

Calismada kullanilan bitkilerin  sulu ve etanollii ekstrelerinden farkl
konsantrasyonlarda (10, 20 ve 30 pg/mL) alinarak Cu?*-Cu* indirgeme kapasiteleri
CUPRAC metodu ile belirlendi. Hazirlanan bitki ekstrelerinin ve standart
antioksidanlarin, spektrofotometrede 450 nm’de 6l¢iilen absorbans degerleri kiyaslandi

ve ¢izilen Absorbans-Konsantrasyon grafigi Sekil 5.50 ve Sekil 5.51°de gosterildi.
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Sekil 5.50. Farkli konsantrasyonlarda (10, 20 ve 30 ug/mL) sulu bitki ekstrelerinin Cu?*-Cu™* indirgeme
kapasitelerinin standart antioksidanlar olan BHA, BHT, Trolox ve a-Tokoferol ile

karsilastirilmast

Sekil 5.50°deki absorbans degerleri karsilastirildiginda Cu?®* iyonlari Cu*
iyonlarina indirgeme kapasitesinin sulu bitki ekstrelerinde 10 pg/mL konsantrasyon i¢in
sirastyla BHA > BHT > C. tanacetifolia > R. acetosella > A. taurica > T. sibthorpii >

Trolox > a-Tokoferol oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 5.51. Farkli konsantrasyonlarda (10, 20 ve 30 ug/mL) etanollii bitki ekstrelerinin Cu?*-Cu*
indirgeme kapasitelerinin standart antioksidanlar olan BHA, BHT, Trolox ve a-Tokoferol ile

karsilagtiriimast

Sekil 5.51°deki absorbans degerleri karsilastirildiginda Cu?* iyonlarmi Cu*
iyonlarma indirgeme kapasitesinin etanollii bitki ekstrelerinde 10 pg/mL konsantrasyon
icin sirasiyla BHA > BHT > A. taurica > C. tanacetifolia > R. acetosella > T. sibthorpii

> Trolox > a-Tokoferol oldugu gorilmiistiir.
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Sekil 5.52. Sulu bitki ekstrelerinin 10 ug/mL’lik konsantrasyonlarina karsilik gelen Cu®*-Cu* indirgeme

aktivitesi i¢in 450 nm deki absorbans degerlerinin karsilastiriimasi
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Sekil 5.53. Etanollii bitki ekstrelerinin 10 ug/mL’lik konsantrasyonlarina karsilik gelen Cu®*-Cu*

indirgeme aktivitesi i¢in 450 nm’deki absorbans degerlerinin karsilastirilmasi
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5.5.4. ABTS radikali (ABTS™") giderme aktivitesi tayini

ABTS radikali giderme aktivitesi tayininden hemen 6nce ABTS®" i¢in standart
grafik olusturuldu (Sekil 5.54). Calismada kullanilan bitkilerin sulu ve etanollii
ekstrelerinden farkli konsantrasyonlarda (10, 20 ve 30 pg/mL) alinarak ABTS radikali
giderme aktivitesi tayini yapildi ve sonrasinda ise ortamda kalan ABTS™ miktar
belirlendi. Hazirlanan bitki ekstrelerinin ve standart antioksidanlarin, spektrofotometrede
734 nm’de Olgiilen absorbans degerleri kiyaslandi ve ¢izilen Absorbans-Konsantrasyon
grafigi Sekil 5.55 ve Sekil 5.56’da gosterildi.

ABTS radikali giderme aktivitesi yiizde (%) deger olarak asagida verilen

denklemden yararlanilarak hesaplandi.
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Sekil 5.54. ABTS serbest radikali giderme aktivitesi i¢in hazirlanan standart ABTS™ grafigi
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Sekil 5.55. Farkl: konsantrasyonlarda (10, 20 ve 30 ug/mL) sulu bitki ekstrelerinin ABTS radikali giderme
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kapasitelerinin standart antioksidanlar olan BHA, BHT, Trolox ve «-Tokoferol

karsilagtiriimast

Sekil 5.55’teki absorbans degerleri karsilastirildiginda bitki ekstrelerinin ve
standart antioksidanlarin konsantrasyonlar1 arttik¢a ortamda kalan ABTS™ miktar1 azaldi.
ABTS™ giderme kapasitesinin sulu bitki ekstrelerinde 10 pg/mL konsantrasyon igin

sirastyla BHA > R. acetosella > C. tanacetifolia > T. sibthorpii > a-Tokoferol > A. taurica

> Trolox > BHT oldugu gortilmiistiir.
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Sekil 5.56. Farkli konsantrasyonlarda (10, 20 ve 30 ug/mL) etanollii bitki ekstrelerinin ABTS radikali
giderme kapasitelerinin standart antioksidanlar olan BHA, BHT, Trolox ve a-Tokoferol ile

karsilagtiriimasi

Sekil 5.56’daki absorbans degerleri karsilastirildiginda bitki ekstrelerinin ve
standart antioksidanlarin konsantrasyonlari arttik¢a ortamda kalan ABTS™ miktar1 azaldi.
ABTS"™ giderme kapasitesinin etanollii bitki ekstrelerinde 10 pg/mL konsantrasyon igin

sirastyla BHA > R. acetosella > C. tanacetifolia > T. sibthorpii > A. taurica > a-Tokoferol

10 20
Konsantrasyon (j1g/mL)

> Trolox > BHT oldugu gortilmiistiir.
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Sekil 5.57. Sulu bitki ekstrelerinin 10 ug/mL ’lik konsantrasyonlarina karsilik gelen ABTS radikali giderme

aktivite (%) degerlerinin karsilastirilmasi

100
80 mBHA
EBHT
—_ = Trolox
e\i 60
© i Tokoferol
—
2 = C. tanacetifolia
g 40 | [ ER. acetosella
® T. sibthorpii
20 I ] | B A. taurica
: u

Sekil 5.58. Etanollii bitki ekstrelerinin 10 ug/mL’lik konsantrasyonlarina karsilik gelen ABTS radikali

giderme aktivite (%) degerlerinin karsilastirilmas
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5.5.5. DPPH serbest radikal (DPPH-) giderme aktivitesi tayini

DPPH radikali giderme kapasitesi tayininden hemen 6nce DPPH- i¢in standart
grafik olusturuldu (Sekil 5.59). Calismada kullanilan bitkilerin sulu ve etanollii
ekstrelerinden farkli konsantrasyonlarda (10, 20 ve 30 ug/mL) alinarak DPPH radikali
giderme tayini yapildi ve sonrasinda ise ortamda kalan serbest radikal miktar1 belirlendi.
Hazirlanan bitki ekstrelerinin ve standart antioksidanlarin, spektrofotometrede 517 nm’de
olgiilen absorbans degerleri kiyasland1 ve ¢izilen Absorbans-Konsantrasyon grafigi Sekil
5.60 ve Sekil 5.61°te gosterildi.

DPPH radikali giderme aktivitesi yiizde (%) deger olarak asagida verilen

denklemden yararlanilarak hesaplandi.
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Sekil 5.59. DPPH serbest radikali giderme aktivitesi i¢in hazirlanan standart DPPH- grafigi
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Sekil 5.60. Farkli konsantrasyonlarda (10, 20 ve 30 ug/mlL) sulu bitki ekstrelerinin DPPH radikali giderme
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kapasitelerinin standart antioksidanlar olan BHA, BHT, Trolox ve «-Tokoferol

karsilagtiriimast

Sekil 5.60’taki absorbans degerleri karsilastirildiginda bitki ekstrelerinin ve
standart antioksidanlarin konsantrasyonlari arttikga ortamda kalan DPPH- miktar1 azaldi.
DPPH- giderme kapasitesinin sulu bitki ekstrelerinde 10 pg/mL konsantrasyon igin

sirastyla BHA > BHT > T. sibthorpii > R. acetosella > Trolox > C. tanacetifolia > A.

taurica > a-Tokoferol oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 5.61. Farkl: konsantrasyonlarda (10, 20 ve 30 ug/mL) etanollii bitki ekstrelerinin DPPH radikali
giderme kapasitelerinin standart antioksidanlar olan BHA, BHT, Trolox ve a-Tokoferol ile

karsilagtiriimast

Sekil 5.61°deki absorbans degerleri karsilastirildiginda bitki ekstrelerinin ve
standart antioksidanlarin konsantrasyonlar1 arttikga ortamda kalan DPPH- miktar1 azaldi.
DPPH: giderme kapasitesinin etanollii bitki ekstrelerinde 10 pg/mL konsantrasyon igin

sirastyla R. acetosella > BHA > BHT > C. tanacetifolia > Trolox > T. sibthorpii > a-

10 20
Konsantrasyon (j1g/mL)

Tokoferol > A. taurica oldugu gorilmiustiir.
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Sekil 5.62. Sulu bitki ekstrelerinin 10 ug/mL lik konsantrasyonlarina karsilik gelen DPPH radikali giderme

aktivite (%) degerlerinin karsilastirilmasi
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Sekil 5.63. Etanollii bitki ekstrelerinin 10 ug/mL’lik konsantrasyonlarina karsiik gelen DPPH radikali

Aktivite (%)
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5.5.6. DMPD radikali (DMPD*") giderme aktivitesi tayini

DMPD serbest radikali giderme aktivitesi tayininden once ilk olarak DMPD™"
standart grafigi olusturuldu (Sekil 5.64). Calismada kullanilan bitkilerin sulu ve etanollii
ekstrelerinden farkli konsantrasyonlarda (10, 20 ve 30 pg/mL) alinarak DMPD radikali
giderme aktivitesi belirlendi. Hazirlanan bitki ekstrelerinin ve standart antioksidanlarin,
spektrofotometrede 505 nm’de Olgiilen absorbans degerleri kiyaslandi ve gizilen
Absorbans-Konsantrasyon grafigi Sekil 5.65 ve Sekil 5.66°te gosterildi.

DMPD radikali giderme aktivitesi yiizde (%) deger olarak asagida verilen

denklemden yararlanilarak hesaplandi.
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Sekil 5.64. DMPD serbest radikali giderme aktivitesi i¢in hazirlanan standart DMPD™ grafigi
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Sekil 5.65. Farkli konsantrasyonlarda (10, 20 ve 30 ug/mL) sulu bitki ekstrelerinin DMPD serbest radikali
giderme kapasitelerinin standart antioksidanlar olan BHA, BHT, Trolox ve a-Tokoferol ile

karsilagtirilmasi

Sekil 5.65’teki absorbans degerleri karsilastirildiginda bitki ekstrelerinin ve
standart antioksidanlarin konsantrasyonlari arttikga ortamda kalan DMPD™" miktar
azaldi. DMPD"" giderme kapasitesinin sulu bitki ekstrelerinde 10 pg/mL konsantrasyon
i¢in sirasiyla R. acetosella > C. tanacetifolia > Trolox > T. sibthorpii >BHT > A. taurica
> a-Tokoferol > BHA oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 5.66. Farkli konsantrasyonlarda (10, 20 ve 30 ug/mL) etanollii bitki ekstrelerinin DMPD serbest
radikali giderme kapasitelerinin standart antioksidanlar olan BHA, BHT, Trolox ve a-Tokoferol

ile karsilastirilmasi

Sekil 5.66’daki absorbans degerleri karsilastirildiginda bitki ekstrelerinin ve
standart antioksidanlarin konsantrasyonlar1 arttikca ortamda kalan DMPD™" miktar
azaldi. DMPD'" giderme kapasitesinin etanollii bitki ekstrelerinde 10 pg/mL
konsantrasyon i¢in sirasiyla Trolox > R. acetosella > BHT > T. sibthorpii > C.
tanacetifolia > A. taurica > a-Tokoferol > BHA oldugu goriilmistiir.
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Sekil 5.67. Sulu bitki ekstrelerinin 10 ug/mL’lik konsantrasyonlarina karsilik gelen DMPD radikali
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Sekil 5.68. Etanollii bitki ekstrelerinin 10 ug/mL’lik konsantrasyonlarima karsilik gelen DMPD radikali

giderme aktivite (%) degerlerinin karsilastirilmasi
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5.5.7. Bipiridil metal selatlama aktivitesi tayini

Bipiridil reaktifi kullanilarak ve caligmada kullanilan bitkilerin sulu ve etanolli
ekstrelerinden farkli konsantrasyonlarda (10, 20 ve 30 pg/mL) alinarak bipiridil metal
selatlama aktivitesi tayini yapildi. Hazirlanan bitki ekstrelerinin ve standart
antioksidanlarin, spektrofotometrede 522 nm’de Slgiilen absorbans degerleri kiyaslandi

ve ¢izilen Absorbans-Konsantrasyon grafigi Sekil 5.69 ve Sekil 5.70’de gosterildi.
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Sekil 5.69. Farkli konsantrasyonlarda (10, 20 ve 30 ug/mL) sulu bitki ekstrelerinin metal selatlama
kapasitelerinin standart antioksidanlar olan BHA, BHT, Trolox ve a-Tokoferol ile

karstlastiriimasi

Sekil 5.69°daki absorbans degerleri karsilastirildiginda bitki ekstrelerinin ve
standart antioksidanlarin konsantrasyonlari arttik¢a ortamda kalan serbest radikal miktari
azaldi. Bipiridil metal selatlama aktivitesinin sulu bitki ekstrelerinde 10 pg/mL
konsantrasyon i¢in sirasiyla R. acetosella > C. tanacetifolia > a-Tokoferol > A. taurica >

T. sibthorpii > Trolox > BHT > BHA oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 5.70. Farkl: konsantrasyonlarda (10, 20 ve 30 ug/mL) etanollii bitki ekstrelerinin metal selatlama
kapasitelerinin standart antioksidanlar olan BHA, BHT, Trolox ve a-Tokoferol ile

karsilagtiriimasi

Sekil 5.70’teki absorbans degerleri karsilastirildiginda bitki ekstrelerinin ve
standart antioksidanlarin konsantrasyonlari arttik¢a ortamda kalan serbest radikal miktari
azaldi. Bipiridil metal selatlama aktivitesinin etanollii bitki ekstrelerinde 10 pg/mL
konsantrasyon igin sirasiyla R. acetosella > C. tanacetifolia > a-Tokoferol > A. taurica >

T. sibthorpii > Trolox > BHT > BHA oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 5.71. Sulu bitki ekstrelerinin 10 ug/mL’lik konsantrasyonlarina karsilik gelen bipiridil metal

selatlama aktiviteleri (%) degerlerinin karsilastirilmast
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Sekil 5.72. Etanollii bitki ekstrelerinin 10 ug/mL’lik konsantrasyonlarina karsilik gelen bipiridil metal

selatlama aktiviteleri (%) degerlerinin karsilastirilmasi
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5.5.8. Siiperoksit anyon radikali (O2") giderme aktivitesi tayini

Calismada kullanilan bitkilerin sulu  ve etanollii ekstrelerinden farkhi
konsantrasyonlarda (10, 20 ve 30 ug/mL) alinarak, ortamda bulunan siiperoksit
radikallerini giderme aktiviteleri belirlendi. Hazirlanan bitki ekstrelerinin ve standart
antioksidanlarin, spektrofotometrede 560 nm’de Slgiilen absorbans degerleri kiyaslandi
ve ¢izilen Absorbans-Konsantrasyon grafigi Sekil 5.73 ve Sekil 5.74’de gosterildi.

Ortamda bulunan siiperoksit radikallerini giderme aktiviteleri ylizde (%) deger

olarak asagida verilen denklemden yararlanilarak hesaplandi.
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Sekil 5.73. Farkli konsantrasyonlarda (10, 20 ve 30 ug/mL) sulu bitki ekstrelerinin siiperoksit anyon
radikallerini giderme aktivitelerinin standart antioksidanlar olan BHA, BHT, Trolox ve a-

Tokoferol ile karsilastiriimasi

Sekil 5.73’teki absorbans degerleri karsilastirildiginda stiperoksit anyon radikali
giderme kapasitesinin sulu bitki ekstrelerinde 10 ug/mL konsantrasyon igin sirasiyla
BHA > R. acetosella > a-Tokoferol > BHT > C. tanacetifolia > Trolox > T. sibthorpii >

A. taurica oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 5.74. Farkli konsantrasyonlarda (10, 20 ve 30 ug/mL) etanollii bitki ekstrelerinin siiperoksit anyon

radikallerini giderme aktivitelerinin standart antioksidanlar olan BHA, BHT, Trolox ve a-

10 20
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Tokoferol ile karsilastiriimasi

Sekil 5.74’teki absorbans degerleri karsilastirildiginda stiperoksit anyon radikali
giderme kapasitesinin etanollii bitki ekstrelerinde 10 pg/mL konsantrasyon igin sirasiyla

BHA > a-Tokoferol > R. acetosella > BHT > Trolox > T. sibthorpii > C. tanacetifolia

> A. taurica oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 5.75. Sulu bitki ekstrelerinin 10 pug/mL’lik konsantrasyonlarmma karsilik gelen siiperoksit anyon

Aktivite (%)
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radikali (O2+) giderme aktivite (%) degerlerinin karsilagtiriimast
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Sekil 5.76. Etanollii bitki ekstrelerinin 10 ug/mL’lik konsantrasyonlarina karsilik gelen siiperoksit anyon

Aktivite (%)

[

radikali (O2+) giderme aktivite (%) degerlerinin karsilagtiriimast
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5.5.9. Total fenolik bilesik miktar tayini

Total fenol miktar1 tayininden 6nce ilk olarak gallik asit standart grafigi olusturuldu
(Sekil 5.77). Folin-Ciocalteu reaktifi kullanilarak ve ¢alismada kullanilan bitkilerin sulu
ve etanollii ekstrelerinden farkli konsantrasyonlarda (10, 20 ve 30 pg/mL) alinarak fenol
miktarlar spekrofotometrik yontemle, 760 nm’de 6l¢lim yapilarak belirlendi. Hazirlanan
bitki ekstrelerinin total fenolik bilesik miktarlari 6l¢giilen absorbans degerleri ve gallik asit

icin ¢izilen standart grafikten yararlanilarak hesaplandi.
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Sekil 5.77. Gallik asit standart grafigi

Tablo 5.6. Bitki ekstrelerinin gallik asit’e esdeger total fenolik bilesik miktariar:

Su ekstresinde bulunan Etanol ekstresinde bulunan
Bitkiler total fenolik bilesik total fenolik bilesik
(mgGAE/g ekstre) (mgGAE/g ekstre)
C. tanacetifolia 13,07 18,31
R. acetosella 16,10 19,10
T. sibthorpii 15,49 17,34
A. taurica 7,98 9,19
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5.5.10. Total antioksidan aktivite tayini

Hazirlanan bitki ekstrelerinin ve standart antioksidanlarin total antioksidan aktivite
tayinleri tiyosiyanat metodu kullanilarak yapildi. Bu yontemde onceden hazirlanan
linoleik asit emiilsiyonunun otooksidasyonunun sonucunda meydana gelen peroksitler,
Fe3*iyonlarini (ferrdz), Fe?* iyonlarma (ferrik) indirger ve bunun sonuncunda olusan Fe®*
iyonlar1 (ferrik) tiyosiyanat ile (SCN-), Fe(SCN)?* kompleksini olusturur. Olusan
kompleksin spesifik olarak spektrofotometrede 500 nm’de absorbans vermesiyle 6lgiim
gerceklestirildi ve total antioksidan aktivitesi belirlendi. Absorbans degerinin yiiksek
olmasi1 peroksidasyon sonucu olusan peroksit radikallerinin miktarinin fazla oldugunu ve
kullanilan maddelerin antioksidan kapasitesinin diisiikk oldugunu gosterir.

Hazirlanan bitki ekstrelerinin ve standart antioksidanlarin total antioksidan aktivite
yontemiyle lipid peroksidasyonunu inhibe etme kapasiteleri ylizde (%) deger olarak

asagida verilen denklemden yararlanilarak hesaplandi.
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Sekil 5.78. 10 ug/mL konsantrasyonda ilave edilen sulu ekstrelerin gegen siireye bagh olarak total
antioksidan kapasite kuvvetlerinin standart antioksidanlar olan BHA, BHT, Troloks ve a-

Tokoferol ile karsilastiriimas:
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Sekil 5.79. 10 ug/mL konsantrasyonda ilave edilen sulu ekstrelerin gegen siireye bagl olarak total

antioksidan kapasite kuvvetlerinin standart antioksidanlar olan BHA, BHT, Troloks ve a-

Tokoferol ile karsilastiriimasi
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Sekil 5.80. 10 ug/mL konsantrasyonda kullanilan sulu ekstrelerin 72. saatteki lipid peroksidasyon
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Sekil 5.80°de sulu bitki ekstrelerinin ve standart antioksidanlarin total antioksidan
aktivite yontemiyle lipid peroksidasyonunu inhibe etme kapasiteleri karsilastirildiginda
72. saatte ve 10 pg/mL konsantrasyon igin sirastyla BHT > Trolox > BHA > R. acetosella

> T. sibthorpii > C. tanacetifolia > A. taurica > a-Tokoferol oldugu gériilmistiir.
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Sekil 5.81. 10 ug/mL konsantrasyonda kullanilan etanollii ekstrelerin 72. saatteki lipid peroksidasyon

inhibisyonu yiizdelerinin karsilagtirilmasi

Sekil 5.81°de etanollii bitki ekstrelerinin ve standart antioksidanlarin total
antioksidan aktivite yontemiyle lipid peroksidasyonunu inhibe etme kapasiteleri
karsilagtirildiginda 72. saatte ve 10 pg/mL konsantrasyon igin sirasiyla BHT > Trolox >
BHA > R. acetosella > T. sibthorpii > C. tanacetifolia > A. taurica > a-Tokoferol oldugu

gOriilmiistiir.
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5.6. MTT Sitotoksisite Testi

MTT sitotoksisite testinin sonug¢larina gére Crataegus tanacetifolia ve Rumex
acetosella bitkilerinin sulu ekstrelerinin 1Cso degerleri 500 pg/mL’nin iizerinde ¢ikarak
diger biitlin ekstrelere gore daha diisiik miktarda toksik etki gosterdigi gozlendi.

Diger taraftan Asphodeline taurica bitkisinin etanol ekstresinin ICso degeri 3.9
png/mL’nin altinda ¢ikarak diger biitiin ekstrelere gore daha yiiksek miktarda toksik etki

gosterdigi gozlendi.

Tablo 5.7. MTT sonuclari

Sulu ekstrelerin 1Cso Etanol ekstrelerinin 1Cso

Bitkiler
degeri (ng/mL) degerleri (ug/mL)
Crataegus tanacetifolia >500 21,33+3,21
Rumex acetosella >500 79+3,6
Thymus sibthorpii 88,33+4,04 460+36,05
Asphodeline taurica 191,66+10,4 <3,9
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6. SONUCLAR ve ONERILER

Insan serumundan PONI1 izoenziminin saflastirma islemine ilk olarak kismi
saflastirma ile baslandi. Deneyler esnasinda her seferinde 25 mL serum kullanilarak %60-
80 doygunlukta amonyum siilfat ¢oktiirmesi yapildi. Amonyum siilfat ¢oktiirme
isleminden sonra elde ettigimiz numune diyaliz edildi. Diyaliz isleminin ardindan kalan
10 mL’lik enzim numunesi DEAE-Sephadex A-50 kolonundan gegirilerek eliiatlar
toplandi. Toplanan eliiatlari i¢in 412 nm’de absorbans degerleri 6lgiilerek aktivite grafigi
olusturuldu (Sekil 5.33). Bu islemin sonunda elde edilen toplam enzim numunesi bir
sonraki islem olan Sephadex G-100 jel filtrasyon kolonuna diisiik bir hizda tatbik edildi.
Sephadex G-100 jel filtrasyon kolonundan toplanan eliiatlar i¢in 280 nm ve 412 nm’de
absorbans degerleri dlgiilerek aktivite-absorbans grafigi olusturuldu (Sekil 5.34).

Tablo 5.1°de goriildiigii lizere serumda, amonyum siilfat ¢oktiirmesi, DEAE-
Sephadex A-50 ve Sephadex G-100 jel filtrasyon kolon kromatografisi islemlerinden
sonra saflagtirma verileri hesaplandi. PON1 ig¢in yiizde (%) verim; amonyum siilfat
¢oktiirmesi (diyaliz) sonrasi %37,88, DEAE-Sephadex A-50 kolon kromatografisi
sonrast %14,04 ve Sephadex G-100 jel filtrasyon kolon kromatografisi sonrasi %5,49
olarak hesaplandi. Spesifik aktiviteye bakildiginda; amonyum siilfat ¢oktiirmesi (diyaliz)
sonrast 32,99 EU/mg, DEAE-Sephadex A-50 kolon kromatografisi sonrast 400,9 EU/mg
ve Sephadex G-100 jel filtrasyon kolon kromatografisi sonras1 2612,22 EU/mg olarak
bulundu.

Her asamada elde ettigimiz enzim numunesindeki protein miktarlarin1 6lgerken
Bradford yontemi kullanildi. Bunun sonucunda protein miktari sirasiyla; amonyum siilfat
¢oktiirmesi (diyaliz) sonrasi 2,95 mg/mL, DEAE-Sephadex A-50 kolon kromatografisi
sonrasi 0,15 mg/mL ve Sephadex G-100 jel filtrasyon kolon kromatografisi sonras1 0,018
mg/mL olarak hesaplandi. PON1 izoenziminin safligin1 kontrol etmek i¢in SDS-PAGE
yontemi kullanildi ve 43 kDA molekiil kiitlesinde tek bant gozlendi.

Saflagtirdigimiz PON1 izoenziminin aktivitesi iizerine bazi bitki ekstrelerinin
etkileri incelendi. 25-125 pg/mL arasindaki 5 farkli konsantrasyon kullanilarak
%AKktivite degerleri belirlendi. Sonuglar karsilastirildiginda PONT1 igin Rumex acetosella
bitkisinin etanollii ekstresi en yiiksek %Aktivite degerini verirken, Asphodeline taurica
bitkisinin sulu ekstresi en diisiik %oAktivite degerini gosterdi.

LC/MS-IT-TOF cihaz1 yardimi ile deneysel ¢alismalarda kullandigimiz 4 farkli

bitkinin sulu ve etanollii ekstrelerinde bulunan baslica etken maddeler belirlendi ve
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molekiil yapilar ¢izildi. Belirlenen bu maddelerle PON1 izoenziminin aktif bolgesinde
molekiiler docking ¢alismalar1 uygulandi. Bu ¢aligmalara gore;

PONI1 i¢in Crataegus tanacetifolia bitkisinin sulu ekstresinde tespit edilen 6-
metoksi apigenin, katesin ve maslinik asit aktif bolgede kuvvetli afinite gostermistir.
Bilesikler enzimin aktif bolgesinde yer alan kalsiyum metali (Cal363) ile tuz kopriisii
kurmustur. Ayn1 zamanda bu bilesikler Asp221, Glu239, Gly199, GIn20, Ser23 ve
Leu200 aminoasitleri ile hidrojen bag1 olusturmustur. Ayni1 bitkinin etanollii ekstresinde
tespit edilen hiperozid ve kuersetin aktif bolgede kuvvetli afinite gostermistir. Kuinik asit
ise aktif bolgede bulunmayarak etkilesim gostermemistir. Hiperozid ve kuersetin enzimin
aktif bolgesinde yer alan kalsiyum metali (Cal363) ile tuz kopriisii kurmustur. Ayni
zamanda bu bilesikler Asp221, Glyl99 ve Lys244 aminoasitleri ile hidrojen bagi
olusturmustur.

PONI i¢in Rumex acetosella bitkisinin sulu ekstresinde tespit edilen ferulik asit ve
kurkumin aktif bolgede kuvvetli afinite gostermistir. Alfa-ketoglutarik asit ise aktif
bolgede bulunmayarak etkilesim gostermemistir. Ferulik asit ve kurkumin enzimin aktif
bolgesinde yer alan kalsiyum metali (Cal363) ile tuz kopriisii ve metak bagi kurmustur.
Ayn1 zamanda bu bilesikler Asp221, Glu239, Lys244, Leul98, Ser23 ve Trp202
aminoasitleri ile hidrojen bagi olusturmustur. Ayn1 bitkinin etanollii ekstresinde tespit
edilen kurkumin, kafeik asit-3-glukozid ve orientin aktif bolgede kuvvetli afinite
gostermistir. Kurkumin, kafeik asit-3-glukozid ve orientin enzimin aktif bolgesinde yer
alan kalsiyum metali (Cal363) ile tuz kopriisii kurmustur. Ayn1 zamanda bu bilesikler
Glu239, Gly199, GIn20, Lys244, Leul98, Leu200, Ser23 ve Trp202 aminoasitleri ile
hidrojen bagi olusturmustur.

PONI1 igin Thymus sibthorpii bitkisinin sulu ekstresinde tespit edilen ekonazol,
prepenik asit ve kafeik asit etil ester aktif bolgede kuvvetli afinite gostermistir. Bilesikler
enzimin aktif bolgesinde yer alan kalsiyum metali (Cal363) ile etkilesmemistir. Bu
bilesikler His243, Gly199, Glu239, Lys244, Ser23 ve Trp202 aminoasitleri ile hidrojen
bag1 ve n-m etkilesimi kurmustur. Ayni bitkinin etanollii ekstresinde tespit edilen
eriodiktiol-7-glukuronid ve luteolin-7-glukozid aktif bolgede kuvvetli afinite
gostermistir. Sitrik asit ise aktif bolgede bulunmayarak etkilesim gostermemistir.
Eriodiktiol-7-glukuronid ve luteolin-7-glukozid enzimin aktif bolgesinde yer alan
kalsiyum metali (Cal363) ile metal bagi kurmustur. Ayn1 zamanda bu bilesikler Asp221,
Glu239, Gly219, Leul98 ve Ser23 aminoasitleri ile hidrojen bagi olusturmustur.
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PONI i¢in Asphodeline taurica bitkisinin sulu ekstresinde tespit edilen ekonazol ve
metil kafeik asit aktif bolgede kuvvetli afinite gostermistir. Geraniloksiemodin ise aktif
bolgede bulunmasma ragmen Kkalsiyum metali (Cal363) ve aminoasitler ile
etkilesmemistir. Ekonazol ve metil kafeik asit enzimin aktif bolgesinde yer alan kalsiyum
metali (Cal363) ile tuz kopriisii ve metal bagi kurmustur. Ayn1 zamanda bu bilesikler
His243, Lys244 ve Gly219 aminoasitleri ile hidrojen bagi ve m-m etkilesimi
olusturmustur. Ayni bitkinin etanollii ekstresinde tespit edilen kafeik asit-3-stilfat, p-
kumarik asit ve 1-hidroksi-8-metoksi-2-antrokinon aktif bolgede kuvvetli afinite
gostermistir. Bilesikler enzimin aktif bolgesinde yer alan kalsiyum metali (Cal363) ile
metal bag1 ve tuz koprisii Kurmustur. Ayn1 zamanda bu bilesikler Ala242, Asp221 ve
Lys244 aminoasitleri ile tuz kopriisii ve hidrojen baglar1 olusturmustur.

Demir indirgeme kuvveti tayini, FRAP metodu, CUPRAC metodu, ABTS radikali
giderme aktivitesi tayini, DPPH serbest radikal giderme aktivitesi tayini, DMPD radikali
giderme aktivitesi tayini, bipiridil metal selatlama aktivitesi tayini, Stiperoksit anyon
radikali giderme aktivitesi tayini, total fenolik bilesik miktar tayini ve total antioksidan
aktivite tayini testleri yapilarak hazirlanan sulu ve etanollii bitki ekstrelerinin antioksidan
kapasiteleri belirlendi. Standart olarak kullanilan BHA, BHT, Trolox, a-Tokoferoliin stok
cozeltilerinden ve bitki ekstrelerinden belirli konsantrasyonlarda alinarak gerekli
prosediirler uygulandiktan sonra yapilan absorbans dlglimleri kiyaslanarak antioksidan
etkileri grafik seklinde ve siralama olarak verildi.

Demir indirgeme kuvveti tayini sonuglarina bakildiginda Thymus sibthorpii ve
Rumex acetosella’nin ekstrelerinin  Fe®* iyonlarim Fe?* iyonlarma indirgeme
kapasitelerinin Trolox ve a-Tokoferol standart antioksidanlarina kiyasla daha yiiksek
oldugu bulundu.

FRAP metodu sonuglarina bakildiginda Thymus sibthorpii ve Rumex acetosella’nin
ekstrelerinin Fe* (ferrik) iyonlarin1 Fe?* (ferrdz) iyonlarma indirgeme kapasitelerinin a-
Tokoferol standart antioksidanina kiyasla daha yiiksek oldugu bulundu.

CUPRAC metodu sonuglarmna bakildiginda Crataegus tanacetifolia, Rumex
acetosella, Asphodeline taurica ve Thymus sibthorpii’nin ekstrelerinin Cu?* iyonlarmi
Cu™ iyonlarma indirgeme Kkapasitelerinin  Trolox ve a-Tokoferol standart
antioksidanlaria kiyasla daha yiiksek oldugu bulundu.

ABTS radikali giderme aktivitesi tayini sonuglarina bakildiginda Crataegus

tanacetifolia, Rumex acetosella ve Thymus sibthorpii’nin ekstrelerinin ABTS radikali

155



giderme kapasitelerinin BHT, Trolox ve a-Tokoferol standart antioksidanlarina kiyasla
daha yiiksek oldugu bulundu.

DPPH serbest radikal giderme aktivitesi tayini sonuglarina bakildiginda Rumex
acetosella ve Thymus sibthorpii’nin ekstrelerinin DPPH radikali giderme kapasitelerinin
Trolox ve a-Tokoferol standart antioksidanlarina kiyasla daha yiiksek oldugu bulundu.

DMPD radikali giderme aktivitesi tayini sonuglarma bakildiginda Rumex
acetosella’nin ekstrelerinin DMPD serbest radikali giderme kapasitesinin BHA, BHT ve
a-Tokoferol standart antioksidanlarina kiyasla daha yiiksek oldugu bulundu.

Bipiridil metal selatlama aktivitesi tayini sonuglarina bakildiginda Rumex
acetosella ve Crataegus tanacetifolia’nin ekstrelerinin metal selatlama kapasitelerinin
BHA, BHT, Trolox ve a-Tokoferol standart antioksidanlarina kiyasla daha yiiksek oldugu
bulundu.

Stiperoksit anyon radikali giderme aktivitesi tayini sonug¢larina bakildiginda Rumex
acetosellanin ekstrelerinin siiperoksit anyon radikali giderme aktivitesinin BHT ve
Trolox standart antioksidanlarina kiyasla daha yiiksek oldugu bulundu.

Tablo 5.6’da goriildiigii iizere bitkilerin sulu ve etanollii ekstreleri kiyaslandiginda
Rumex acetosella nin hem sulu hem de etanollii ekstresinin en yiiksek total fenolik bilesik
miktarma sahip oldugu tespit edildi. Asphodeline taurica’nin ise sulu ve etanollii
ekstresinin en diisiik total fenolik bilesik miktarina sahip oldugu bulundu.

Total antioksidan aktivite tayini ile lipid peroksitlerini inhibe etme kapasitelerine
bakildiginda 72. saatte ve 10 pg/mL konsantrasyon i¢in tiim bitkilerin sulu ve etanollii
ekstrelerinin a-Tokoferol standart antioksidanina kiyasla daha yiiksek; BHA, BHT ve
Trolox standart antioksidanlarina kiyasla ise daha diisiik oldugu bulundu.

Tez calismasinda kullanilan 4 farkli bitkinin MTT sitotoksisite testinin sonuglarina
bakildiginda Crataegus tanacetifolia ve Rumex acetosella bitkilerinin sulu ekstrelerinin
ICs0 degerleri 500 pg/mL’nin lizerinde ¢ikarak diger biitiin ekstrelere gore daha diisiik
miktarda toksik etki gosterdigi, Asphodeline taurica bitkisinin etanol ekstresinin ICso
degeri 3,9 pg/mL’nin altinda ¢ikarak diger biitiin ekstrelere gore daha yliksek miktarda
toksik etki gosterdigi gozlendi. Diger ekstrelerin ICso degerleri ise 3,9 ile 500 pg/mL
araliginda degiskenlik gosterdi (Tablo 5.7).
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Tablo 6.1. PON/ izoenziminin saflastirilmasmnn ve aktivite ¢alismalarimin toplu verileri

PONL1 izoenziminin saflagtirilmasi ile ilgili toplu veriler

Amonyum siilfat DEAE-Sephadex Sephadex G-100

coktiirmesi A-50 iyon jel filtrasyon
(Diyaliz) degisim
Spesifik Aktivite (EU/mg protein) 32,99 400,90 261222
Saflastirma Katsayisi 1,004 12,21 79,54
Verim (%) 37,88 14,04 5,49

PONL1 izoenziminin molekiil kiitlesi tayini

SDS-PAGE 43 kDa

PONL1 izoenzimi ile ilgili aktivite caliymalar:

o Sulu Ekstre Etanollii Ekstre
Bitkiler o o
Aktivite (%) Aktivite (%)
Crataegus tanacetifolia 115 127
Rumex acetosella 126 148
Thymus sibthorpii 121 137
Asphodeline taurica 104 110
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Tablo 6.2. PONI izoenziminin docking ¢alismalart igin toplu veriler

PONL1 izoenziminin docking caliymalari icin toplu veriler

Tespit edilen etken

Aktif bolgede

Bitki ekstresi baglandigi amino Bag tiirii
maddeler ]
asit
Maslinik asit, Asp221, Glu239,
C. tanacetifolia sulu ekstre katesin, Gly199, GIn20, Hidrojen baglari
6-metoksi apigenin Ser23 ve Leu200
o Hiperozid, Asp221, Gly199 ve o
C. tanacetifolia etanollii ekstre . Hidrojen baglar1
kuersetin Lys244
o Asp221, Glu239,
Ferulik asit,
R. acetosella sulu ekstre . Leul98, Lys244, Hidrojen baglari
kurkumin
Ser23 ve Trp202
o Glu239, Gly199,
Orientin,
o . GIn20, Leul198,
R. acetosella etanollii ekstre kafeik asit-3-glukozid, Hidrojen baglari

kurkumin

Leu200, Lys244,
Ser23 ve Trp202

Kafeik asit etil ester,

His243, Glu239,

n-1 etkilesimleri

T. sibthorpii sulu ekstre ekonazol, Gly199, Lys244, ve hidrojen
prephenik asit Ser23 ve Trp202 baglari
Eriodiktiol-7-O- Asp221, Glu239,
T. sibthorpii etanollii ekstre glukuronid, Gly219, Leul98 ve  Hidrojen baglari

luteolin-7-glukozid

Ser23

A. taurica sulu ekstre

Metil kafeik asit,
ekonazol,

geraniloksiemodin

His234, Gly219 ve
Lys244

n-1 etkilesimleri
ve hidrojen

baglari

A. taurica etanollu ekstre

Kafeik asit-3-siilfat,
p-kumarik asit,

1-hidroksi-8-metoksi-2-

metil-antrokinon

Asp221, Ala242 ve
Lys244

Tuz kopriisii ve

hidrojen baglar1
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Tablo 6.3. Antioksidan deneylerinin toplu verileri

Antioksidan deneylerinin toplu verileri

Deneyin Adi

Bitki ekstrelerinin ve standart antioksidanlarin 10 pg/mL konsantrasyonlari

icin aktivite siralamalari

Sulu ekstreler

Etanollii ekstreler

Demir indirgeme
kuvveti tayini
(Fe**- Fe?)

BHA > BHT > T. sibthorpii >
a-Tokoferol > Trolox > R. acetosella

> C. tanacetifolia > A. taurica

BHA > BHT > R. acetosella >
a-Tokoferol > T. sibthorpii > C.
tanacetifolia > Trolox > A. taurica

FRAP metodu

BHA > Trolox > BHT > T. sibthorpii
> a-Tokoferol > R. acetosella > C.

tanacetifolia > A. taurica

BHA > Trolox > BHT > R. acetosella >
T. sibthorpii > o-Tokoferol > C.

tanacetifolia > A. taurica

CUPRAC metodu

BHA > BHT > C. tanacetifolia > R.
acetosella > A. taurica > T. sibthorpii

> Trolox > o-Tokoferol

BHA > BHT > A. taurica > C.
tanacetifolia > R. acetosella > T.

sibthorpii > Trolox > a-Tokoferol

ABTS radikali
giderme aktivitesi

tayini

BHA > R. acetosella > C.
tanacetifolia > T. sibthorpii > a-
Tokoferol > A. taurica > Trolox >
BHT

BHA > R. acetosella > C. tanacetifolia >
T. sibthorpii > A. taurica > a-Tokoferol
> Trolox > BHT

DPPH serbest
radikal giderme

aktivitesi tayini

BHA > BHT > T. sibthorpii > R.
acetosella > Trolox > C. tanacetifolia

> A. taurica > a-Tokoferol

R. acetosella > BHA > BHT > C.
tanacetifolia > Trolox > T. sibthorpii >

o-Tokoferol > A. taurica

DMPD radikali

giderme aktivitesi

R. acetosella > C. tanacetifolia >
Trolox > T. sibthorpii > BHT > A.

Trolox > R. acetosella > BHT > T.

sibthorpii > C. tanacetifolia > A. taurica

tayini taurica > o-Tokoferol > BHA > a-Tokoferol > BHA
Bipiridil metal R. acetosella > C. tanacetifolia > R. acetosella > C. tanacetifolia >
selatlama a-Tokoferol > A. taurica > T. a-Tokoferol > A. taurica > T. sibthorpii

aktivitesi tayini

sibthorpii > Trolox > BHT > BHA

> Trolox > BHT > BHA

Siiperoksit anyon
radikali giderme

aktivitesi tayini

BHA > R. acetosella > a-Tokoferol
> BHT > C. tanacetifolia > Trolox >

T. sibthorpii > A. taurica

BHA > a-Tokoferol > R. acetosella >
BHT > Trolox > T. sibthorpii > C.

tanacetifolia > A. taurica

Total fenol

miktari tayini

R. acetosella > T. sibthorpii > C.

tanacetifolia > A. taurica

R. acetosella > C. tanacetifolia > T.

sibthorpii > A. taurica

Total antioksidan

aktivite tayini

BHT > Trolox > BHA > R. acetosella
> T. sibthorpii > C. tanacetifolia > A.

taurica > a-Tokoferol

BHT > Trolox > BHA > R. acetosella >
T. sibthorpii > C. tanacetifolia > A.

taurica > o-Tokoferol

159



[1]

[2]

[3]

[4]

[5]

[6]

[7]

[8]

[9]

[10]

[11]

[12]

[13]

KAYNAKCA

Keha, E., Kiifrevioglu, O.1. (2015). Enzimler, in Biyokimya (s. 89-137). Erzurum:
Aktif Yaymevi.

Nelson, D.L., Cox, M.M. (2005). Enzimler, N. Kili¢ (Ed.), in Lehninger
Biyokimyamn Ilkeleri (s. 243-290). Ankara: Palme Yayncilik.

Ferrier, D.R. (2014). Lippincott's Illustrated Reviews: Biochemistry. Sixth edition
ed. New York.

Moore, J.T., Langley, R.H. (2010). Biochemistry for dummies. Indianapolis, India:
John Wiley & Sons.

Tipton, K., Boyce, S. (2000). History of the enzyme nomenclature system.
Bioinformatics, 16 (1), 34-40.

Cornish-Bowden, A. (2014). Current IUBMB recommendations on enzyme
nomenclature and kinetics. Perspect Sci, 1 (1-6), 74-87.

Li, H.-L., Liu, D.-P., Liang, C.-C. (2003). Paraoxonase gene polymorphisms,
oxidative stress, and diseases. J Mol Med, 81 (12), 766-779.

Mackness, B., Durrington, P.N., Mackness, M.l. (2002). The paraoxonase gene
family and coronary heart disease. Curr Opin Lipidol, 13 (4), 357-362.
MACKNESS, B., DURRINGTON, P.N., ABUASHIA, B., BOULTON, A.J.,
MACKNESS, M.I. (2000). Low paraoxonase activity in type Il diabetes mellitus
complicated by retinopathy. Clin Sci, 98 (3), 355-363.

Draganov, D.l., Stetson, P.L., Watson, C.E., Billecke, S.S., La Du, B.N. (2000).
Rabbit serum paraoxonase 3 (PON3) is an HDL-associated lactonase and protects
LDL against oxidation. J Biol Chem,

Mackness, B., Durrington, P.N., Mackness, M.l. (1998). Human serum
paraoxonase. Gen Pharmacol-Vasc S, 31 (3), 329-336.

Androutsopoulos, V.P., Kanavouras, K., Tsatsakis, A.M. (2011). Role of
paraoxonase 1 (PON1) in organophosphate metabolism: implications in
neurodegenerative diseases. Toxicol Appl Pharm, 256 (3), 418-424.

Ng, C.J., Shih, D.M., Hama, S.Y., Villa, N., Navab, M., Reddy, S.T. (2005). The
paraoxonase gene family and atherosclerosis. Free Radical Bio Med, 38 (2), 153-
163.

160



[14]

[15]

[16]

[17]

[18]

[19]

[20]

[21]

[22]

[23]

[24]

[25]

Gan, K.N., Smolen, A., Eckerson, H.W., La Du, B.N. (1991). Purification of human
serum paraoxonase/arylesterase. Evidence for one esterase catalyzing both
activities. Drug Metab Dispos, 19 (1), 100-106.

Hassett, C., Richter, R.J., Humbert, R., Chapline, C., Crabb, J.W., Omiecinski, C.J.,
Furlong, C.E. (1991). Characterization of cDNA clones encoding rabbit and human
serum paraoxonase: the mature protein retains its signal sequence. Biochemistry-
Us, 30 (42), 10141-10149.

Harel, M., Aharoni, A., Gaidukov, L., Brumshtein, B., Khersonsky, O., Meged, R.,
Dvir, H., Ravelli, R.B., McCarthy, A., Toker, L. (2004). Structure and evolution of
the serum paraoxonase family of detoxifying and anti-atherosclerotic enzymes. Nat
Struct Mol Biol, 11 (5), 412.

Jawad, Z., Paoli, M. (2002). Novel sequences propel familiar folds. Struct, 10 (4),
447-454.,

Vitarius, J.A., Sultatos, L.G. (1994). The role of calcium in the hydrolysis of the
organophosphate paraoxon by human serum A-esterase. Life Sci, 56 (2), 125-134.
Eckerson, H., Swendris, R., Smolen, A., La Du, B. (1982). A quantitative analysis
of the calcium requirements of human serum paraoxonase/arylesterase.
Pharmacologist, 24, 232.

Kuo, C.-L., La Du, B.N. (1998). Calcium binding by human and rabbit serum
paraoxonases: structural stability and enzymatic activity. Drug Metab Dispos, 26
(7), 653-660.

Draganov, D., La Du, B.N. (2004). Pharmacogenetics of paraoxonases: a brief
review. N-S Arch Pharmacol, 369 (1), 78-88.

Kelso, G.J., Stuart, W.D., Richter, R.J., Furlong, C.E., Jordan-Starck, T.C.,
Harmony, J.A. (1994). Apolipoprotein J is associated with paraoxonase in human
plasma. Biochemistry-Us, 33 (3), 832-839.

Sorenson, R.C., Primo-Parmo, S.L., Kuo, C.-L., Adkins, S., Lockridge, O., La Du,
B.N. (1995). Reconsideration of the catalytic center and mechanism of mammalian
paraoxonase/arylesterase. P Natl A Sci, 92 (16), 7187-7191.

La Du, B.N. (2003): Future studies of low-activity PON1 phenotype subjects may
reveal how PONL1 protects against cardiovascular disease. Am Heart Assoc.
Schmidt, H., Schmidt, R., Niederkorn, K., Gradert, A., Schumacher, M., Watzinger,
N., Hartung, H.-P., Kostner, G.M. (1998). Paraoxonase PON1 polymorphism leu-

161



[26]

[27]

[28]

[29]

[30]

[31]

[32]

[33]

[34]

[35]

Met54 is associated with carotid atherosclerosis: results of the Austrian stroke
prevention study. Stroke, 29 (10), 2043-2048.

La Du, B.N., Aviram, M., Billecke, S., Navab, M., Primo-Parmo, S., Sorenson,
R.C., Standiford, T.J. (1999). On the physiological role (s) of the paraoxonases.
Chemico-biological interactions, 119, 379-388.

Cherki, M., Berrougui, H., Isabelle, M., Cloutier, M., Koumbadinga, G.A., Khalil,
A. (2007). Effect of PON1 polymorphism on HDL antioxidant potential is blunted
with aging. Exp Gerontol, 42 (8), 815-824.

Mackness, B., Durrington, P.N., Mackness, M.l. (1999). Polymorphisms of
paraoxonase genes and low-density lipoprotein lipid peroxidation. Lancet, 353
(9151), 468-469.

Humbert, R., Adler, D.A., Disteche, C.M., Hassett, C., Omiecinski, C.J., Furlong,
C.E. (1993). The molecular basis of the human serum paraoxonase activity
polymorphism. Nat Genet, 3 (1), 73.

Gaidukov, L., Rosenblat, M., Aviram, M., Tawfik, D.S. (2006). The 192R/Q
polymorphs of serum paraoxonase PON1 differ in HDL binding, lipolactonase
stimulation, and cholesterol efflux. J Lipid Res, 47 (11), 2492-2502.

Arpaci, A., GORMUS, U., Dalan, B., Berkman, S., Isbir, T. (2009). Investigation
of PON1 192 and PONL1 55 polymorphisms in ovarian cancer patients in Turkish
population. In Vivo, 23 (3), 421-424.

Nielsen, S.S., Mueller, B.A., De Roos, AJ., A. Viernes, H.-M., Farin, F.M,,
Checkoway, H. (2005). Risk of brain tumors in children and susceptibility to
organophosphorus insecticides: the potential role of paraoxonase (PON1). Environ
Health Persp, 113 (7), 909-913.

Lee, C.H., Lee, K.Y., Choe, K.H., Hong, Y.C., Kim, Y.D., Kang, J.W., Kim, H.
(2005). Effects of oxidative DNA damage induced by polycyclic aromatic
hydrocarbons and genetic polymorphism of the paraoxonase-1 (PON1) gene on
lung cancer. J Prev Med Pub Heal, 38 (3), 345-350.

Saadat, M. (2012). Paraoxonase 1 genetic polymorphisms and susceptibility to
breast cancer: a meta-analysis. Cancer Epidemiol, 36 (2), 101-103.

La Du, B. (1992). Human serum paraoxonase/arylesterase. Pharmaco Drug Meth,
51-91.

162



[36]

[37]

[38]

[39]

[40]

[41]

[42]

[43]

[44]

[45]

[46]

[47]

Brealey, C.J., Walker, C.H., Baldwin, B.C. (1980). A-esterase activities in relation
to the differential toxicity of pirimiphos-methyl to birds and mammals. Pestic Sci,
11 (5), 546-554.

Li, W.F., Furlong, C.E., Costa, L.G. (1995). Paraoxonase protects against
chlorpyrifos toxicity in mice. Toxicol Lett, 76 (3), 219-226.

Harel, M., Brumshtein, B., Meged, R., Dvir, H., Ravelli, R., McCarthy, A., Toker,
L., Silman, I., Sussman, J. (2007). 3-D structure of serum paraoxonase 1 sheds light
on its activity, stability, solubility and crystallizability. Arch Indhyg Tox, 58 (3),
347-353.

Draganov, D.l., Teiber, J.F., Speelman, A., Osawa, Y., Sunahara, R., La Du, B.N.
(2005). Human paraoxonases (PON1, PON2, and PON3) are lactonases with
overlapping and distinct substrate specificities. J Lipid Res, 46 (6), 1239-1247.
Josse, D., Lockridge, O., Xie, W., Bartels, C.F., Schopfer, L.M., Masson, P. (2001).
The active site of human paraoxonase (PON1). J Appl Tox, 21 (S1), S7-S11.

Hu, X., Jiang, X., Lenz, D.E., Cerasoli, D.M., Wallgvist, A. (2009). In silico
analyses of substrate interactions with human serum paraoxonase 1. Proteins, 75
(2), 486-498.

Khersonsky, O., Tawfik, D.S. (2006). The histidine 115-histidine 134 dyad
mediates the lactonase activity of mammalian serum paraoxonases. J Biol Chem,
281 (11), 7649-7656.

Aviram, M., Rosenblat, M. (2008). Paraoxonases (PON1, PON2, PON3) analyses
in vitro and in vivo in relation to cardiovascular diseases, in Advanced Protocols in
Oxidative Stress | (s. 259-276). Springer.

Costa, L.G. (2017). Organophosphorus compounds at 80: some old and new issues.
Toxicol Sci, 162 (1), 24-35.

Costa, L.G., Cole, T.B., Vitalone, A., Furlong, C.E. (2005). Measurement of
paraoxonase (PON1) status as a potential biomarker of susceptibility to
organophosphate toxicity. Clin Chim Acta, 352 (1-2), 37-47.

Klaassen, C.D., Amdur, M.O. (2013). Casarett and Doull's toxicology: the basic
science of poisons. McGraw-Hill New York.

Androutsopoulos, V.P., Hernandez, A.F., Liesivuori, J., Tsatsakis, A.M. (2013). A
mechanistic overview of health associated effects of low levels of organochlorine

and organophosphorous pesticides. Toxicology, 307, 89-94.

163



[48]

[49]

[50]

[51]

[52]

[53]

[54]

[55]

[56]

[57]

Tsiaoussis, J., Hatzidaki, E., Docea, A., Nikolouzakis, T., Petrakis, D., Burykina,
T., Mamoulakis, C., Makrigiannakis, A., Tsatsakis, A. (2018). Molecular and
clinical aspects of embryotoxicity induced by acetylcholinesterase inhibitors.
Toxicology, 409, 137-143.

Aldridge, W. (1953). Serum esterases. 1. Two types of esterase (A and B)
hydrolysing p-nitrophenyl acetate, propionate and butyrate, and a method for their
determination. Biochem J, 53 (1), 110.

Chambers, J.E. (2008). PON1 multitasks to protect health. P Natl A Sci, 105 (35),
12639-12640.

Richter, R.J., Jarvik, G.P., Furlong, C.E. (2008). Determination of paraoxonase 1
status without the use of toxic organophosphate substrates. Circulation: Genom
Prec Med, 1 (2), 147-152.

Valiyaveettil, M., Alamneh, Y., Biggemann, L., Soojhawon, I., Doctor, B.P.,
Nambiar, M.P. (2010). Efficient hydrolysis of the chemical warfare nerve agent
tabun by recombinant and purified human and rabbit serum paraoxonase 1.
Biochem Bioph Res Co, 403 (1), 97-102.

Teiber, J.F., Draganov, D.l., La Du, B.N. (2003). Lactonase and lactonizing
activities of human serum paraoxonase (PON1) and rabbit serum PON3. Biochem
Pharmacol, 66 (6), 887-896.

Billecke, S., Draganov, D., Counsell, R., Stetson, P., Watson, C., Hsu, C., La Du,
B. (2000). Human serum paraoxonase (PON1) isozymes Q and R hydrolyze
lactones and cyclic carbonate esters. Drug Metab Dispos, 28 (11), 1335-1342.
Jakubowski, H. (2000). Calcium-dependent human serum homocysteine
thiolactone hydrolase a protective mechanism against protein-homocysteinylation.
J Biol Chem, 275 (6), 3957-3962.

Tougou, K., Nakamura, A., Watanabe, S., Okuyama, Y., Morino, A. (1998).
Paraoxonase has a major role in the hydrolysis of prulifloxacin (NM441), a prodrug
of a new antibacterial agent. Drug Metab Dispos, 26 (4), 355-359.

Kearney, A.S., Crawford, L.F., Mehta, S.C., Radebaugh, G.W. (1993). The
interconversion kinetics, equilibrium, and solubilities of the lactone and
hydroxyacid forms of the HMG-CoA reductase inhibitor, CI-981. Pharm Res, 10
(10), 1461-1465.

164



[58]

[59]

[60]

[61]

[62]

[63]

[64]

[65]

[66]

[67]

[68]

Durrington, P., Mackness, B., Mackness, M. (2001). Paraoxonase and
atherosclerosis. Arteriosclerosis Thromb Vasc Biol, 21 (4), 473-480.

Costa, L.G., Furlong, C.E. (2002). Paraoxonase (PONL1) in health and disease:
basic and clinical aspects. Springer Science & Business Media.

Lock, E.A., Reed, C.J. (1998). Xenobiotic metabolizing enzymes of the kidney.
Toxicol Pathol, 26 (1), 18-25.

La Du, B.N., Novais, J. (1989). Human serum organophosphatase: biochemical
characteristics and polymorphic inheritance. Enzyme Hydro Organophosphorus
Compd, 41-52.

Mackness, M.l., Arrol, S., Durrington, P.N. (1991). Paraoxonase prevents
accumulation of lipoperoxides in low-density lipoprotein. Febs Lett, 286 (1-2), 152-
154,

James, R.W., Deakin, S.P. (2004). The importance of high-density lipoproteins for
paraoxonase-1 secretion, stability, and activity. Free Radical Bio Med, 37 (12),
1986-1994.

Rosenblat, M., Vaya, J., Shih, D., Aviram, M. (2005). Paraoxonase 1 (PON1)
enhances HDL-mediated macrophage cholesterol efflux via the ABCA1 transporter
in association with increased HDL binding to the cells: a possible role for
lysophosphatidylcholine. Atherosclerosis, 179 (1), 69-77.

Shih, D.M., Gu, L., Xia, Y.-R., Navab, M., Li, W.-F., Hama, S., Castellani, L.W.,
Furlong, C.E., Costa, L.G., Fogelman, A.M. (1998). Mice lacking serum
paraoxonase are susceptible to organophosphate toxicity and atherosclerosis.
Nature, 394 (6690), 284.

Rodrigo, L., Hernandez, A.F., Lopez-Caballero, J.J., Gil, F., Pla, A. (2001).
Immunohistochemical evidence for the expression and induction of paraoxonase in
rat liver, kidney, lung and brain tissue. Implications for its physiological role.
Chemico-biological interactions, 137 (2), 123-137.

Yuknavage, K.L., Fenske, R.A., Kalman, D.A., Keifer, M.C., Furlong, C.E. (1997).
Simulated dermal contamination with capillary samples and field cholinesterase
biomonitorinc. J Tox Env Health, 51 (1), 35-55.

Martinez Vidal, J.L., Egea Gonzalez, F., Martinez Galera, M., Castro Cano, M.
(1998). Diminution of chlorpyrifos and chlorpyrifos oxon in tomatoes and green
beans grown in greenhouses. J Agr Food Chem, 46 (4), 1440-1444.

165



[69]

[70]

[71]

[72]

[73]

[74]

[75]

[76]

[77]

[78]

Seres, 1., Paragh, G., Deschene, E., Fulop Jr, T., Khalil, A. (2004). Study of factors
influencing the decreased HDL associated PON1 activity with aging. Exp Gerontol,
39 (1), 59-66.

Dardiotis, E., Aloizou, A.-M., Siokas, V., Tsouris, Z., Rikos, D., Marogianni, C.,
Aschner, M., Kovatsi, L., Bogdanos, D.P., Tsatsakis, A. (2019). Paraoxonase-1
genetic polymorphisms in organophosphate metabolism. Toxicology, 411, 24-31.
Mackness, M.I., Harty, D., Bhatnagar, D., Winocour, P.H., Arrol, S., Ishola, M.,
Durrington, P.N. (1991). Serum paraoxonase activity in familial
hypercholesterolaemia and insulin-dependent diabetes mellitus. Atherosclerosis, 86
(2-3), 193-199.

Goldstein, L., Brown, S. (1977). The low-density lipoprotein pathway and its
relation to atherosclerosis. Annu Rev Biochem, 46 (1), 897-930.

McElveen, J., Mackness, M., Colley, C., Peard, T., Warner, S., Walker, C. (1986).
Distribution of paraoxon hydrolytic activity in the serum of patients after
myocardial infarction. Clin Chem, 32 (4), 671-673.

Szabd, F., Rona, K., Czinner, A., Gachalyi, B., Kaldor, A. (1987). Is paraoxon
hydrolytic activity in serum predictive of myocardial infarction? Clin Chem, 33 (5),
742-743.

Abbott, C.A., Mackness, M.1., Kumar, S., Boulton, A.J., Durrington, P.N. (1995).
Serum paraoxonase activity, concentration, and phenotype distribution in diabetes
mellitus and its relationship to serum lipids and lipoproteins. Arteriosclerosis
Thromb Vasc Biol, 15 (11), 1812-1818.

Camps, J., Cabr, M., Paul, A., Joven, J. (2001). Hepatic paraoxonase activity
alterations and free radical production in rats with experimental cirrhosis.
Metabolism, 50 (9), 997-1000.

Jarvik, G.P., Tsai, N.T., McKinstry, L.A., Wani, R., Brophy, V.H., Richter, R.J.,
Schellenberg, G.D., Heagerty, P.J., Hatsukami, T.S., Furlong, C.E. (2002). Vitamin
C and E intake is associated with increased paraoxonase activity. Arteriosclerosis
Thromb Vasc Biol, 22 (8), 1329-1333.

James, R.W., Leviev, I, Righetti, A. (2000). Smoking is associated with reduced
serum paraoxonase activity and concentration in patients with coronary artery
disease. Circulation, 101 (19), 2252-2257.

166



[79]

[80]

[81]

[82]

[83]

[84]

[85]

[86]

[87]

[88]

[89]

Rao, M.N., Marmillot, P., Gong, M., Palmer, D.A., Seeff, L.B., Strader, D.B.,
Lakshman, M.R. (2003). Light, but not heavy alcohol drinking, stimulates
paraoxonase by upregulating liver mRNA in rats and humans. Metabolis, 52 (10),
1287-1294.

Aviram, M., Rosenblat, M. (2004). Paraoxonases 1, 2, and 3, oxidative stress, and
macrophage foam cell formation during atherosclerosis development. Free Radical
Bio Med, 37 (9), 1304-1316.

Maggi, P., Serio, G., Epifani, G., Fiorentino, G., Saracino, A., Fico, C., Perilli, F.,
Lillo, A., Ferraro, S., Gargiulo, M. (2000). Premature lesions of the carotid vessels
in HIV-1-infected patients treated with protease inhibitors. Aids, 14 (16), F123-
F128.

Bacchetti, T., Ferretti, G., Sahebkar, A. (2017): The role of paraoxonase in cancer.
Seminars in cancer biology. Elsevier.

Abraham, P., Sugumar, E. (2008). Enhanced PON1 activity in the kidneys of
cyclophosphamide treated rats may play a protective role as an antioxidant against
cyclophosphamide induced oxidative stress. Arch Tox, 82 (4), 237-238.

Alim, Z., Beydemir, $. (2016). Some anticancer agents act on human serum
paraoxonase-1 to reduce its activity. Chem Biol Drug Des, 88 (2), 188-196.
Mackness, M., Durrington, P., Mackness, B. (2004). Paraoxonase 1 activity,
concentration and genotype in cardiovascular disease. Curr Opin Lipidol, 15 (4),
399-404.

Maritim, A., Sanders, a., Watkins lii, J. (2003). Diabetes, oxidative stress, and
antioxidants: a review. J Biochem Mol Tox, 17 (1), 24-38.

Baum, L., Ng, H.K., Woo, K.S., Tomlinson, B., Rainer, T.H., Chen, X., Cheung,
W.S., Chan, D.K.Y., Thomas, G.N., Tong, C.S.W. (2006). Paraoxonase 1 gene
Q192R polymorphism affects stroke and myocardial infarction risk. Clin Biochem,
39 (3), 191-195.

Goswami, B., Tayal, D., Gupta, N., Mallika, V. (2009). Paraoxonase: a multifaceted
biomolecule. Clin Chim Acta, 410 (1-2), 1-12.

Deakin, S.P., James, R.W. (2004). Genetic and environmental factors modulating
serum concentrations and activities of the antioxidant enzyme paraoxonase-1. Clin
Sci, 107 (5), 435-447.

167



[90]

[91]

[92]

[93]

[94]

[95]

[96]

[97]

[98]

Aviram, M., Hardak, E., Vaya, J., Mahmood, S., Milo, S., Hoffman, A., Billicke,
S., Draganov, D., Rosenblat, M. (2000). Human serum paraoxonases (PON1) Q and
R selectively decrease lipid peroxides in human coronary and carotid
atherosclerotic lesions: PONL1 esterase and peroxidase-like activities. Circulation,
101 (21), 2510-2517.

Cao, H., Girard-Globa, A., Berthezene, F., Moulin, P. (1999). Paraoxonase
protection of LDL against peroxidation is independent of its esterase activity
towards paraoxon and is unaffected by the Q— R genetic polymorphism. J Lipid
Res, 40 (1), 133-139.

Camps, J., Garcia-Heredia, A., Hernandez-Aguilera, A., Joven, J. (2016).
Paraoxonases, mitochondrial dysfunction and non-communicable diseases.
Chemico-biological interactions, 259, 382-387.

Cellini, E., Tedde, A., Bagnoli, S., Nacmias, B., Piacentini, S., Bessi, V., Bracco,
L., Sorbi, S. (2006). Association analysis of the paraoxonase-1 gene with
Alzheimer's disease. Neurosci Let, 408 (3), 199-202.

Pasca, S.P., Nemes, B., Vlase, L., Gagyi, C.E., Dronca, E., Miu, A.C., Dronca, M.
(2006). High levels of homocysteine and low serum paraoxonase 1 arylesterase
activity in children with autism. Life Sci, 78 (19), 2244-2248.

Ng, C.J., Wadleigh, D.J., Gangopadhyay, A., Hama, S., Grijalva, V.R., Navab, M.,
Fogelman, A.M., Reddy, S.T. (2001). Paraoxonase-2 is a ubiquitously expressed
protein with antioxidant properties and is capable of preventing cell-mediated
oxidative modification of low density lipoprotein. J Biol Chem, 276 (48)
Giordano, G., Cole, T.B., Furlong, C.E., Costa, L.G. (2011). Paraoxonase 2 (PON2)
in the mouse central nervous system: a neuroprotective role? Toxicol Appl Pharm,
256 (3), 369-378.

Marsillach, J., Mackness, B., Mackness, M., Riu, F., Beltran, R., Joven, J., Camps,
J. (2008). Immunohistochemical analysis of paraoxonases-1, 2, and 3 expression in
normal mouse tissues. Free Radical Bio Med, 45 (2), 146-157.

Reddy, S.T., Wadleigh, D.J., Grijalva, V., Ng, C., Hama, S., Gangopadhyay, A.,
Shih, D.M., Lusis, A.J., Navab, M., Fogelman, A.M. (2001). Human paraoxonase-
3 is an HDL-associated enzyme with biological activity similar to paraoxonase-1
protein but is not regulated by oxidized lipids. Arteriosclerosis Thromb Vasc Biol,
21 (4), 542-547.

168



[99] Hegele, R.A. (1999). Paraoxonase genes and disease. Ann Med, 31 (3), 217-224.

[100] Campo, S., Sardo, A.M., Campo, G.M., Avenoso, A., Castaldo, M., D’Ascola, A.,
Giunta, E., Calatroni, A., Saitta, A. (2004). Identification of paraoxonase 3 gene
(PON3) missense mutations in a population of southern Italy. Mutat Res-Fund Mol
M, 546 (1), 75-80.

[101] Persson, T., Popescu, B.O., Cedazo-Minguez, A. (2014). Oxidative stress in
Alzheimer’s disease: why did antioxidant therapy fail? Oxid Med Cell Longev, 2014

[102] Wojtunik-Kulesza, K.A., Oniszczuk, A., Oniszczuk, T., Waksmundzka-Hajnos, M.
(2016). The influence of common free radicals and antioxidants on development of
Alzheimer’s Disease. Biomed Pharm, 78, 39-49.

[103] Lushchak, V.1. (2014). Free radicals, reactive oxygen species, oxidative stress and
its classification. Chemico-biological interactions, 224, 164-175.

[104] Turpaev, K. (2002). Reactive oxygen species and regulation of gene expression.
Biochemistry-Moscow, 67 (3), 281-292.

[105] Sen, S., Chakraborty, R., Sridhar, C., Reddy, Y., De, B. (2010). Free radicals,
antioxidants, diseases and phytomedicines: current status and future prospect. Int J
Pharm Sci Rev Res, 3 (1), 91-100.

[106] Genestra, M. (2007). Oxyl radicals, redox-sensitive signalling cascades and
antioxidants. Cell Signal, 19 (9), 1807-18109.

[107] Powers, S.K., Jackson, M.J. (2008). Exercise-induced oxidative stress: cellular
mechanisms and impact on muscle force production. Physiol Rev, 88 (4), 1243-
1276.

[108] Halliwell, B. (1995): How to characterize an antioxidant: an update. Biochem soc
symp. pp. 73-101.

[109] Carmona-Gutierrez, D., Alavian-Ghavanini, A., Habernig, L., Bauer, M., Hammer,
A., Rossmann, C., Zimmermann, A., Ruckenstuhl, C., Biittner, S., Eisenberg, T.
(2013). The cell death protease Kexlp is essential for hypochlorite-induced
apoptosis in yeast. Cell Cycle, 12 (11), 1704-1712.

[110] Wagner, K.-H., Reichhold, S., Holzl, C., Knasmiiller, S., Nics, L., Meisel, M.,
Neubauer, O. (2010). Well-trained, healthy triathletes experience no adverse health
risks regarding oxidative stress and DNA damage by participating in an ultra-
endurance event. Toxicology, 278 (2), 211-216.

169



[111] Li, X., Gilmour, P., Donaldson, K., MacNee, W. (1996). Free radical activity and
pro-inflammatory effects of particulate air pollution (PM10) in vivo and in vitro.
Thorax, 51 (12), 1216-1222.

[112] Dasgupta, A., Klein, K. (2014). Antioxidants in food, vitamins and supplements:
prevention and treatment of disease. Academic Press.

[113]Ho, H.-y., Cheng, M.-l., Chiu, D.T.-y. (2007). Glucose-6-phosphate
dehydrogenase—from oxidative stress to cellular functions and degenerative
diseases. Redox Rep, 12 (3), 109-118.

[114] Xu, Y., Gu, Y., Qian, S. (2012). An advanced electron spin resonance (ESR) spin-
trapping and LC/(ESR)/MS technique for the study of lipid peroxidation. Int J Mol
Sci, 13 (11), 14648-14666.

[115] Hall, C. (1997). Structure-activities of natural antioxidants, S. Cuppett (Ed.), in
Antioxid Meth In Vivo In Vitro Concept (s. 2-29). Champaign, Illinois: AOCS Press.

[116] Berlett, B.S., Stadtman, E.R. (1997). Protein oxidation in aging, disease, and
oxidative stress. J Biol Chem, 272 (33), 20313-20316.

[117] Birch-Machin, M., Russell, E., Latimer, J. (2013). Mitochondrial DNA damage as
a biomarker for ultraviolet radiation exposure and oxidative stress. Brit J Dermatol,
169, 9-14.

[118] Roleira, F.M., Tavares-da-Silva, E.J., Varela, C.L., Costa, S.C., Silva, T., Garrido,
J., Borges, F. (2015). Plant derived and dietary phenolic antioxidants: Anticancer
properties. Food Chem, 183, 235-258.

[119] Valko, M., Leibfritz, D., Moncol, J., Cronin, M.T., Mazur, M., Telser, J. (2007).
Free radicals and antioxidants in normal physiological functions and human
disease. J Biochem Cell Biol, 39 (1), 44-84.

[120] Sena, L.A., Chandel, N.S. (2012). Physiological roles of mitochondrial reactive
oxygen species. Mol Cell, 48 (2), 158-167.

[121] Lopez-Alarcon, C., Denicola, A. (2013). Evaluating the antioxidant capacity of
natural products: A review on chemical and cellular-based assays. Anal Chim Acta,
763, 1-10.

[122] Giilgin, I. (2002): Determination of antioxidant activity, characterization of
oxidative enzymes and investigation of some in vivo properties of nettle (Urtica
dioica). Ph. D. Thesis, Atatiirk University.

170



[123] Ighodaro, O., Akinloye, O. (2018). First line defence antioxidants-superoxide
dismutase (SOD), catalase (CAT) and glutathione peroxidase (GPX): Their
fundamental role in the entire antioxidant defence grid. J Med, 54 (4), 287-293.

[124] Tanker, N., Koyuncu, M., Coskun, M. (2007). Farmasétik Botanik Ders Kitabi,
Ankara Univ. Ankara: Ecz. Fak. Yaymlar1.

[125] Caliskan, O. (2015). Mediterranean hawthorn fruit (Crataegus) species and
potential usage, in The Mediterranean Diet (s. 621-628). Elsevier.

[126] AVCI, M., AKSQY, N. (2014). Tiirkiye 'nin Dogal-Egzotik Aga¢ ve Calilari-.
Ankara: TC Orman ve Su Isleri Bakanligi Orman Genel Miidiirliigii.

[127] Orban-Gyapai, O., Liktor-Busa, E., Kusz, N., Stefko, D., Urban, E., Hohmann, J.,
Vasas, A. (2017). Antibacterial screening of Rumex species native to the
Carpathian Basin and bioactivity-guided isolation of compounds from Rumex
aquaticus. Fitoterapia, 118, 101-106.

[128] Vasas, A., Orban-Gyapai, O., Hohmann, J. (2015). The Genus Rumex: Review of
traditional uses, phytochemistry and pharmacology. J Ethnopharmacol, 175, 198-
228.

[129] Dénes, A., Papp, N., Babai, D., Czicz, B., Molnar, Z. (2012). Wild plants used for
food by Hungarian ethnic groups living in the Carpathian Basin. Acta Soc Bot Pol,
81 (4)

[130] Harshaw, D., Nahar, L., Vadla, B., Sarker, S.D. (2010). Bioactivity of Rumex
obtusifolius (Polygonaceae). Arch Biol Sci, 62 (2), 387-392.

[131] Pedersen, J., Fransson, A.-M., Olsson, P.A. (2011). Performance of Anisantha
(Bromus) tectorum and Rumex acetosella in sandy calcareous soil. Flora-
Morphology, Distribution, Functional Ecology of Plants, 206 (3), 276-281.

[132] Kontogiorgis, C., Ntella, M., Mpompou, L., Karallaki, F., Athanasios, P.,
Hadjipavlou-Litina, D., Lazari, D. (2016). Study of the antioxidant activity of
Thymus sibthorpii Bentham (Lamiaceae). J Enzym Inhib Med Ch, 31 (sup4), 154-
159.

[133] Raudone, L., Zymone, K., Raudonis, R., Vainoriene, R., Motiekaityte, V., Janulis,
V. (2017). Phenological changes in triterpenic and phenolic composition of Thymus
L. species. Ind Crop Prod, 109, 445-451.

[134] Mathews, V., Tuzlaci, E. (1984). Asphodeline Reichb. Flora of Turkey and East
Aegean Islands, 8, 88-97.

171



[135] Tuzlaci, E. (1987). Revision of the genus Asphodeline (Liliaceae)-a new
infrageneric classification. Candollea, 42 (2), 559-576.

[136] Ocak, A. (2010). Eskisehir Catacik florasi. Eskisehir Belediye Baskanligi.

[137] Pisoschi, A.M., Pop, A. (2015). The role of antioxidants in the chemistry of
oxidative stress: A review. Eur J Med Chem, 97, 55-74.

[138] Fang, Y.-Z., Yang, S., Wu, G. (2002). Free radicals, antioxidants, and nutrition.
Nutrition, 18 (10), 872-879.

[139] Camps, J., Iftimie, S., Garcia-Heredia, A., Castro, A., Joven, J. (2017).
Paraoxonases and infectious diseases. Clin Biochem, 50 (13-14), 804-811.

[140] Luciano-Mateo, F., Cabré, N., Nadal, M., Garcia-Heredia, A., Baiges-Gaya, G.,
Hernandez-Aguilera, A., Camps, J., Joven, J., Domingo, J.L. (2018). Serum
concentrations of trace elements and their relationships with paraoxonase-1 in
morbidly obese women. J Trace Elem Med Bio, 48, 8-15.

[141] Arenas, M., Rodriguez, E., Sahebkar, A., Sabater, S., Rizo, D., Pallis¢, O.,
Hernandez, M., Riu, F., Camps, J., Joven, J. (2018). Paraoxonase-1 activity in
patients with cancer: A systematic review and meta-analysis. Crit Rev Oncol
Hemat,

[142] Chistiakov, D.A., Melnichenko, A.A., Orekhov, A.N., Bobryshev, Y.V. (2017).
Paraoxonase and atherosclerosis-related cardiovascular diseases. Biochimie, 132,
19-27.

[143] Gomathi, P., lyer, A.C., Murugan, P.S., Sasikumar, S., Raj, N.B.A.J., Ganesan, D.,
Nallaperumal, S., Murugan, M., Selvam, G.S. (2018). Association of paraoxonase-
1 gene polymorphisms with insulin resistance in South Indian population. Gene,
650, 55-59.

[144] Calik, M., Oguz, E., Sarikaya, S., Kocaturk, O., Koca, B., Gungor, H.E., Aksoy, N.,
Yoldas, T.K., Iscan, A. (2014). An evaluation of serum paraoxonase together with
arylesterase activities and oxidative stress in children with intractable epilepsy: a
cross-sectional study. Epilepsy Res, 108 (9), 1591-1596.

[145] Beydemir, S., Demir, Y. (2017). Antiepileptic drugs: Impacts on human serum
paraoxonase-1. J Biochem Mol Tox, 31 (6), e21889.

[146] Nishio, E., Watanabe, Y. (1997). Cigarette smoke extract inhibits plasma
paraoxonase activity by modification of the enzyme's free thiols. Biochem Bioph
Res Co, 236 (2), 289-293.

172



[147] Tirkes, C., Soyiit, H., Beydemir, $. (2016). In vitro inhibitory effects of
palonosetron hydrochloride, bevacizumab and cyclophosphamide on purified
paraoxonase-l (hPON1) from human serum. Environ Toxicol Phar, 42, 252-257.

[148] Rodgers Dinstel, R., Cascio, J., Koukel, S. (2013). The antioxidant level of Alaska's
wild berries: high, higher and highest. Int J Circumpol Heal, 72 (1), 21188.

[149] Pham-Huy, L.A., He, H., Pham-Huy, C. (2008). Free radicals, antioxidants in
disease and health. Int J Biochem Sci, 4 (2), 89.

[150] Singh, P., Chandra, A., Mahdi, F., Roy, A., Sharma, P. (2010). Reconvene and
reconnect the antioxidant hypothesis in human health and disease. Indian J Clin
Biochem, 25 (3), 225-243.

[151] Edwards, J.E., Brown, P.N., Talent, N., Dickinson, T.A., Shipley, P.R. (2012). A
review of the chemistry of the genus Crataegus. Phytochem, 79, 5-26.

[152] Locatelli, M., Zengin, G., Uysal, A., Carradori, S., De Luca, E., Bellagamba, G.,
Aktumsek, A., Lazarova, I|. (2017). Multicomponent pattern and biological
activities of seven Asphodeline taxa: potential sources of natural-functional
ingredients for bioactive formulations. J Enzym Inhib Med Ch, 32 (1), 60-67.

[153] Zengin, G., Aktumsek, A., Giron-Calle, J., Vioque, J., Megias, C. (2016).
Nutritional quality of the seed oil in thirteen Asphodeline species
(Xanthorrhoeaceae) from Turkey. Grasas Aceites, 67 (3), 141.

[154] Zengin, G., Locatelli, M., Ceylan, R., Aktumsek, A. (2016). Anthraquinone profile,
antioxidant and enzyme inhibitory effect of root extracts of eight Asphodeline taxa
from Turkey: can Asphodeline roots be considered as a new source of natural
compounds? J Enzym Inhib Med Ch, 31 (5), 754-759.

[155] Yu, X., Wang, F., Li, J., Shan, W., Zhu, B., Wang, J. (2017). Separation and
characterization of unknown impurities and isomers in flomoxef sodium by LC-IT-
TOF MS and study of their negative-ion fragmentation regularities. J Pharmaceut
Biomed, 140, 81-90.

[156] Release, S. (2016). Schrodinger suite 2016-2 induced fit docking protocol. Glide,
Schrodinger, LLC, New York, NY,

[157] Renault, F., Chabriére, E., Andrieu, J.-P., Dublet, B., Masson, P., Rochu, D. (2006).
Tandem purification of two HDL-associated partner proteins in human plasma,
paraoxonase (PON1) and phosphate binding protein (HPBP) using hydroxyapatite
chromatography. J Chromatography, 836 (1-2), 15-21.

173



[158] Duong-Ly, K.C., Gabelli, S.B. (2014). Salting out of proteins using ammonium
sulfate precipitation, in Methods in enzymology (s. 85-94). Elsevier.

[159] Jungbauer, A., Hahn, R. (2009). lon-exchange chromatography, in Methods in
Enzymology (s. 349-371). Elsevier.

[160] Segel, I.H. (1975). Enzyme kinetics: behavior and analysis of rapid equilibrium and
steady state enzyme systems. Horiz In Biochem Bioph,

[161] Bradford, M.M. (1976). A rapid and sensitive method for the quantitation of
microgram quantities of protein utilizing the principle of protein-dye binding. Anal
Biochem, 72 (1-2), 248-254.

[162] Laemmli, U.K. (1970). Cleavage of structural proteins during the assembly of the
head of bacteriophage T4. Nature, 227 (5259), 680.

[163] Oyaizu, M. (1986). Studies on products of browning reaction. Jpn J N Diet, 44 (6),
307-315.

[164] Apak, R., Giiclii, K., Ozyiirek, M., Esin Karademir, S., Ercag, E. (2006). The cupric
ion reducing antioxidant capacity and polyphenolic content of some herbal teas. Int
J Food Sci Nutr, 57 (5-6), 292-304.

[165] Re, R., Pellegrini, N., Proteggente, A., Pannala, A., Yang, M., Rice-Evans, C.
(1999). Antioxidant activity applying an improved abts radical cation
decolorization assay. Free Radical Bio Med, 26 (9-10), 1231-1237.

[166] Blois, M.S. (1958). Antioxidant determinations by the use of a stable free radical.
Nature, 181 (4617), 1199.

[167] Fogliano, V., Verde, V., Randazzo, G., Ritieni, A. (1999). Method for measuring
antioxidant activity and its application to monitoring the antioxidant capacity of
wines. J Agr Food Chem, 47 (3), 1035-1040.

[168] Zhishen, J., Mengcheng, T., Jianming, W. (1999). The determination of flavonoid
contents in mulberry and their scavenging effects on superoxide radicals. Food
Chem, 64 (4), 555-559.

[169] Singleton, V.L., Orthofer, R., Lamuela-Raventos, R.M. (1999). [14] Analysis of
total phenols and other oxidation substrates and antioxidants by means of folin-
ciocalteu reagent, in Methods in Enzymology (s. 152-178). Elsevier.

[170] Grela, E., Koztowska, J., Grabowiecka, A. (2018). Current methodology of MTT

assay in bacteria—A review. Acta Histochem,

174



[171]] MOSSMANM, T. (1983). Rapid colorimetric assay for cellular growth and
survival: application to proliferation and cytotoxicity assays. J Immunogenet, 21,
235.

175



N

TLC:
ESKISEHIR OSMANGAZI UNIVERSITESI
Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurul Bagkanligi

Say1 :25403353-050.99-E.118241 08/11/2018
Konu : 2018 - 223 Karar

Sayin Prof.Dr.Siikrii BEYDEMIR
Anadolu Universitesi Eczacilik Fakiiltesi
Temel Eczacilik Bilimleri Bolimii / Biyokimya Anabilim Dali

Sorumlu Aragtirmacist  oldugunuz ~“Imsan  Serumundan Paraoksonaz-1 (PON-1)
Izoenziminin Saflastrilmas: ve Baz Bitki Ekstrelerinin Enzim Aktivitesi Uzerine Etkilerinin
Incelenmesi” baslikl galisma hakkinda alinan karar iligikte gonderilmigtir.

Bilgilerinizi ve geregini saygi ile rica ederim.

Prof. Dr. Omiir SAYLIGIL
Etik Kurul Bagkani

Bu evrak 5070 say1li Elektronik Imza Kanunu'na gére elektronik olarak imzalanmigtir. Evrak dogrulama adresi:
https://ebysnetm.ogu.edu.tr/Home/Dogrulama/c9a9fe99-b7ed-402a-a474-8251485d35ff

Adres : Meselik Kampiisii PK:26480 Odunpazari Ayrintili Bilgi : Aysun SERTTAS - Bilgisayar Isletmeni
Telefon ¢ 0222 2392979-4690 Faks ¢ 2221239.37 72
E-Posta 1 aserttas@ogu.edu.tr Elektronik Ag . http://girisimselolmayanetikkurul.ogu.edu. tr/

KEP Adresi 1 esk.osmangaziunirek@hs01 .kep.tr




Prof.Dr.Omiir SAYLIGIL
(Bagkan)

- Eskigehir Osmangazi Universitesi
Tip Fakiltesi
Tip Tarihi ve Etik Anabilim Dali

Dog.Dr.Omer KILIC

(Bagkan Yardimcis)

Eskigehir Osmangazi Universitesi
Tip Fakiltesi

Cocuk Sagligi ve Hastaliklari
Anabilim Dali /

Cocuk Enfeksiyon Hast. Bilim Dali

Do¢.Dr.Ozlem ORSAL
(Raporttr)

Eskigehir Osmangazi Universitesi
Saglhk Bilimleri Fakultesi

Halk Sag.Hemgireligi AnabilimDali

Dog.Dr.Ugur BILGE

Eskigehir Osmangazi Universitesi
Tip Fakultesi

Aile Hekimligi Anabilim Dali

Prof.Dr.Setenay DINCER ONER
Eskisehir Osmangazi Universitesi
Tip Fakultesi

Biyoistatistik Anabilim Dali

Prof.Dr.Hilmi OZDEN

- Eskisehir Osmangazi Universitesi
Tip Fakiiltesi
Anatomi Anabilim Dali

Prof.Dr.Varol SAHINTURK
Eskigehir Osmangazi Universitesi
Tip Fakiiltesi

Histoloji ve Embriyoloji Anabilim
Dali

Prof.Dr.Timucin KASIFOGLU
Eskigehir Osmangazi Universitesi
Tip Fakiltesi

f¢ Hastaliklari Anabilim Dali /
Romatoloji Bilim Dali

Dog¢.Dr.Batu Can YAMAN
Eskigehir Osmangazi Universitesi
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Restoratif Dig Tedavisi
Anabilim Dali
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BASKANLIGI
KARAR FORMU
Basvuru Tarihi: | Calisjmanin Baghg:
24.09.2018 ; TP
Insan  Serumundan Paraoksonaz-1 (PON-1) Izoenziminin
Saflastirilmas1 ve Bazi Bitki Ekstrelerinin Enzim Aktivitesi
Uzerine Etkilerinin Incelenmesi”
Calismacilar:
Anadolu Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi Temel Eczacilik
Bilimleri Bolimii Biyokimya Anabilim Dali - Prof.Dr.Siikrii
BEYDEMIR (Yiiksek Lisans Tez Damgmani), Yiiksek Lisans
Ogrencileri - Oya BUYUKEMIR (Yiiksek Lisans Tez Sahibi),
Deniz NEZIR
Calismanin
degerlendirildigi g
ilk toplanta bonug:
tarihi: 1. Aragtirma brogiirinde “Yilksek Lisans Tezi” olarak
kodlanan aragtirmanin kime ait oldugu belirlenmelidir.
09.10.2018 2. Aragtirmaya iliskin goniillilerden saglanacak onam
formunun yeniden diizenlenmesi 6nerilmektedir.
3. Aragtirmaya ait biitge ayrintili olarak kurulumuza
iletilmelidir.
Calismacilardan

gelen diizeltme
metni tarihis

31.10.2018

Prof.Dr.Siikrii BEYDEMIR’in yazisi

“Insan Serumundan Paraoksonaz-1 (PON-1) [zoenziminin
Saflagtirllmasi ve Bazi Bitki Ekstrelerinin Enzim Aktivitesi
Uzerine Etkilerinin Incelenmesi” bashkli yiiksek lisans tezi,
danmigmanlim ytirtitmekte oldugum tezli yiiksek lisans 6grencisi
Oya BUYUKEMIR’e (TCKN 30115317922) aittir. Tez ile ilgili
yapilacak deneysel calismalar Anadolu Universitesi, Eczacilik
Fakiiltesi, Biyokimya Anabilim Dali laboratuar1 imkanlar: ile
yiiriitiilecektir. Bilgilerinize arz ederim.




Calismanin
degerlendirildigi
ikinci toplanti
tarihi:

06.11.2018

Sonug:
1. Goniilliilerin sagligi, haklar1 ve giivenligi dikkate alinmasi gereken en 6nemli
hususlardir. Bu hususlar bilimin ve toplumun ¢ikarlarindan aha 6nde gelir.
2. Bilgi gizliliginin saglanmasi gereken en énemli durumlardan biri goriismeler

esnasindaki gizliliktir.

3. Goniilliintin sagligina ve diger kisilik haklarina zarar verilmemesi igin gereken
biitlin tedbirler alinmalidir.

4. Aragtirmacilar Iyi Klinik Uygulamalar Kilavuzu (2015), Diinya Tip Birligi
Helsinki Bildirgesi (2013)’ni imzalamig bu imza ile sorumlulugu kabul
ettiklerini beyan etmislerdir.

5. Arastirmacilarin yetkin ve bu aragtirma igin yeterli olduklar: anlagilmaktadir.

Karar Tarihi:

06.11.2018

Karar No: 10

Anadolu Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi Temel Eczacilik Bilimleri Béliimii
Biyokimya Anabilim Dali Prof.Dr.Siikrii BEYDEMIR (Yiiksek Lisans Tez Danismani)
sorumlulugunda  yiiriitiilen ~ “Imsan  Serumundan  Paraoksonaz-1 ~ (PON-I)
Izoenziminin Saflastirdmas: ve Baz Bitki Ekstrelerinin Enzim Aktivitesi Uzerine
Etkilerinin Incelenmesi” baslikli galismanin yapilmasinin etik agidan uygun olduguna
oy birligiyle karar verilmistir.

Aragtirmacilara bagarilar dileriz.
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5 Prof. Dr. Setenay DINCER Eskigehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi
ONER Biyoistatistik Anabilim Dali
6 ) Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi N
Prof. Dr. Hilmi OZDEN Anatomi Anabilim Dali );%:—/
7 e Eskigehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi
Prof. Dr. Varol SAHINTURK Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali
. \/ :
Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi
8 - . o) g T [¢ Hastaliklar1 Anabilim Dali /-
Prof. Dr. Timugin KASIFOGLU Rafaiplsi Bilin Dei %—*
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Eskisehir Osmangazi Universitesi /
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= Prof. Dr. Bekir YASAR Genel Cerrahi Uzmani
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